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RESUMO

A Iniciativa Farmacos para Doencas Negligenciadas (DNDi) considera o HIV
pediatrico como uma doenca negligenciada. Até o fim de 2019, 38 milhdes de pessoas
contrairam HIV das quais 1,8 milhdes séo criancas. Nevirapina (NVP) é um dos
farmacos mais utilizados para o tratamento do HIV, pertence a categoria dos
medicamentos inibidores de transcriptase reversa, € um farmaco Classe Il, de baixa
solubilidade e alta permeabilidade, além de possuir elevada toxicidade. As demandas
atuais para melhorar a eficacia deste farmaco envolve o desenvolvimento de novos
sistemas de liberacdo, tendo como tendéncia os sistemas nanoparticulados. Neste
contexto, biopolimeros tem apresentado interesse devido a baixa toxicidade, baixo
custo e elevada disponibilidade. Com base nisso, o presente trabalho propde o
desenvolvimento um sistema de liberacdo nanoparticulado a partir da goma de
cajueiro modificada revestido com quitosana para carrear NVP visando um tratamento
mais eficaz contra o HIV pediatrico. A goma do cajueiro inicialmente foi modificada por
acetilacao e caracterizada por espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR). Foram obtidas duas formulacées de nanoparticulas variando o
solvente (acetona e acetona/DMSOQO) pela técnica de emulsificacdo e evaporacéo de
solvente. Em seguida foram caracterizadas por tamanho, indice de polidisperséo
(PDI), carga de superficie, eficiéncia de encapsulacdo (EE) e capacidade de carga
(DL). As nanoparticulas NP1-NVP e NP2-NVP apresentaram tamanho de 221,3 nm e
127,2 nm com 80,9% e 89,6% de EE e Potencial Zeta de -39,7 mV e -44,7 Mv, com
PDI de 0,293 e 0,167, respectivamente. Também foram desenvolvidas nanoparticulas
recobertas com quitosana nas concentracdes 0,025% e 0,05% da formulacdo NP2-
NVP, com tamanhos de 437,3 nm e 596,5 nm; 0,250 e 0,327 de PDI e Potencial Zeta
de 54,3 mV e 62,5 mV, respectivamente. As formulacbes, com e sem recobrimento,
apresentaram perfis de liberacdo prolongada. Segundo os resultados, pode-se
demostrar que as formulacdes de NP2-NVP com e sem revestimento apresentaram
caracteristicas similares e potenciais para se comportarem como um sistema de

liberacdo prolongada para administracéo oral da NVP.

Palavras-chave: Nevirapina; Goma; Anacardium; Quitosana; Nanoparticula;

Sistemas de Liberacdo de Farmacos por Nanoparticulas.



ABSTRACT

The Drugs for Neglected Diseases Initiative (DNDi) considers pediatric HIV a
neglected disease. By the end of 2019, 38 million people had contracted HIV of which
1.8 million are children. Nevirapine (NVP) is one of the most used drugs for the
treatment of HIV, belongs to the category of reverse transcriptase inhibitor drugs, is a
Class Il drug, with low solubility and high permeability, in addition to having high
toxicity. The current demands to improve the effectiveness of this drug involve the
development of new delivery systems, tending towards nanoparticulate systems. In
this context, biopolymers have shown interest due to their low toxicity, low cost and
high availability. Based on this, the present work proposes the development of a
nanoparticulate delivery system from modified cashew gum coated with chitosan to
carry NVP aiming at a more effective treatment against pediatric HIV. Cashew gum
was initially modified by acetylation and characterized by Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR). Two formulations of nanoparticles were obtained varying the
solvent (acetone and acetone/DMSO) by the technique of emulsification and solvent
evaporation. Then they were characterized by size, polydispersity index (PDI), surface
charge, encapsulation efficiency (EE) and load capacity (DL). The NP1-NVP and NP2-
NVP nanoparticles had sizes of 221.3 nm and 127.2 nm with 80.9% and 89.6% of EE
and Zeta Potential of -39.7 mV and -44.7 Mv, with PDI of 0.293 and 0.167, respectively.
Nanopatrticles coated with chitosan were also developed at concentrations 0.025% and
0.05% of the NP2-NVP formulation, with sizes of 437.3 nm and 596.5 nm; 0.250 and
0.327 of PDI and Zeta Potential of 54.3 mV and 62.5 mV, respectively. The
formulations, with and without coating, showed prolonged release profiles. According
to the results, it can be demonstrated that the NP2-NVP formulations with and without
coating had similar characteristics and potential to behave as an extended release

system for oral administration of NVP.

Keywords: Nevirapine, Gum; Anacardium; Chitosan; Nanoparticle; Nanoparticle Drug

Delivery System.
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1 INTRODUCAO

No final de 2019, o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) atingiu
aproximadamente 38 milhdes de pessoas mundialmente, das quais 1,8 milhdes séo
criangas com menos de 14 anos. Cerca de 75,7 milhdes de pessoas foram infectadas
pelo HIV desde 1981. Apenas 26 milhdes de pessoas acessaram a terapia
antirretroviral até junho de 2019 (UNAIDS, 2020).

No Brasil, em 2018, foram diagnosticados 43.941 novos casos de HIV; e 37.161
casos de Sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) — notificados no Sistema de
Informacdo e Agravos de Notificagdo (SINAN) —, com uma taxa de deteccdo de
17,8/100.000 habitantes. Desde o ano de 2012, observa-se uma diminui¢cdo na taxa
de deteccao de AIDS no Brasil, que passou de 21,4/100.000 habitantes (2012) para
17,8/100.000 habitantes (2018), configurando um decréscimo de 16,8%. Essa
reducdo na taxa de deteccéo tem sido mais acentuada desde a recomendacéo do
“tratamento para todos”, implementada em dezembro de 2013 (INFORMATIVO,
2019).

A transmissédo do HIV comeca quando o virus se liga a célula hospedeira, e
entra no sistema imunoldgico onde as enzimas passam a realizar 0os processos de
transcricdo reversa, integracao e transcricao; finalmente, as novas proteinas virais se
reidnem em um virus imaturo, deixam a célula e o ciclo comeca novamente. O virus &
transmitido por meio de relagdes sexuais sem protecdo, uso compartilhado de
agulhas, hemoderivados e por transmissdo vertical. A infeccdo do HIV ocorre em
guatro estagios: infeccdo primaria, estagio clinicamente assintomatico, infeccéo
sintomatica por HIV e progressao de HIV para AIDS (MOSS, 2013).

A Iniciativa Farmacos para Doencas Negligenciadas (DNDi), classifica o HIV
pediatrico como uma doenca negligenciada, com o objetivo de aprimorar alternativas
terapéuticas para doencas negligenciadas, desenvolvendo projetos de pesquisa em
paises endémicos e conscientizando a populacdo sobre a necessidade de
desenvolver novos tratamentos (DNDI, 2020).

O tratamento antirretroviral de criancas ficou aquém dos adultos na Africa e em
todo o mundo. Existem e devem ser superadas inimeras barreiras para o tratamento
de criancas infectadas pelo HIV (ANABWANI; WOLDETSADIK; KLINE, 2005). Um

tratamento melhor para bebés e criancas pequenas seria idealmente seguro, facil de
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administrar, bem tolerado e saboroso, estavel ao calor e faciimente dispersivel em
alimentos e liquidos comumente usados (DNDI, [s.d.]).

Dentre os farmacos utilizados para o tratamento, a nevirapina € um inibidor da
transcriptase reversa (RT) altamente especifico do HIV-1, foi o primeiro inibidor da
transcriptase reversa nado-nucleosideo (NNRTI) aprovado para uso em pessoas
infectadas pelo HIV, incluindo criangas. Para melhorar as caracteristicas de
administracdo e solubilidade da droga, varios sistemas de entrega nanoparticulados
tém sido usados (BARDSLEY-ELLIOT; PERRY, 2000; SHEGOKAR; SINGH, 2011a;
VARSHOSAZ et al., 2018a).

A nanotecnologia fornece uma ferramenta poderosa na liberacédo de farmacos
e produtos naturais. Os biopolimeros tém sido muito utilizados como matriz para esse
fim, apresentando algumas vantagens como nédo toxicidade, biodegradavel,
biocompativel, barato, entre outras (CHIVERE et al., 2020).

Anacardium occidentale L. € uma planta com consideravel valor econémico e
medicinal da qual se obtém a goma de cajueiro (CG), extraida do exsudato natural
produzido pelo tronco em resposta a estimulos mecanicos ou ataques de patdégenos
da arvore. A goma apresenta grande solubilidade devido a abundancia dos
grupamentos -OH, o que significa que ao ser usada na preparacdo de sistemas
poliméricos poderia ter algumas desvantagens, como: taxas descontroladas de
hidratacédo e solubilidade dependente do pH. No entanto, a modificacdo proporciona
novas caracteristicas fisico-quimicas para a goma. H& diversos modelos de
modificacdo na literatura, entre eles, a acetilacdo que proporciona carater hidrofébico
sugerindo sua utilidade com matriz polimérica para carreamento de diversas classes
de farmacos (CAMPOS et al., 2012; DIAS et al., 2016; PITOMBEIRA et al., 2015;
VASCONCELOS SILVA et al., 2019).

A quitosana, derivada da quitina presente nos crustaceos e em algumas
espécies de fungos, é um biopolimero importante devido a sua mucoadesividade
capaz de formar sistemas que permitem prolongar sua permanéncia no intestino
(DIAS et al., 2016; PITOMBEIRA et al., 2015; VASCONCELOS SILVA et al., 2019).

Diante do exposto, 0 presente trabalho tem como proposta desenvolver um
sistema de liberagdo nanoparticulado a partir da goma de cajueiro modificada com e
sem revestimento com quitosana, a fim de comparar as caracteristicas fisico-quimicas
entre ambos sistemas carreando nevirapina para um tratamento mais eficaz contra o

HIV pediétrico.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver nanoparticulas poliméricas a partir da goma de cajueiro acetilada para a

liberacdo do farmaco nevirapina utilizado para o tratamento do HIV pediatrico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver nanoparticulas com nevirapina com o emprego da goma do cajueiro
acetilada;

e Revestir as nanoparticulas a partir da goma de cajueiro com quitosana;

e Caracterizar as nanoparticulas de acordo com o tamanho hidrodinamico médio,

potencial zeta, indice de polidispersao e morfologia;

e Avaliar a eficiencia de incorporacdo e perfil de liberacdo do farmaco nas

nanoparticulas.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 O VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA

3.1.1 Epidemiologia, composi¢do e mecanismos de transmissao

No inicio dos anos 80, o mundo foi subitamente confrontado com uma nova
epidemia devastadora quando os primeiros casos de AIDS foram observados. O
isolamento do retrovirus em 1983, mais tarde conhecido como HIV-1, levou a trés
décadas de intensa pesquisa sobre o proprio virus, sua interacdo com o hospedeiro e
sua patogénese, bem como o desenvolvimento de abordagens para testar, tratar e
prevenir infeccéo pelo HIV (BARRE-SINOUSSI; ROSS; DELFRAISSY, 2013).

Dentro da familia dos retrovirus, o HIV é classificado como um lentivirus, tendo
semelhancas genéticas e morfoldégicas com os lentivirus de animais, como aqueles
gue infectam gatos (virus da imunodeficiéncia felina), ovelhas (virus visna), cabras
(virus da encefalite por artrite caprina) e primatas ndo humanos (virus da
imunodeficiéncia simia SIV). Os lentivirus geralmente causam imunodeficiéncia em
seus hospedeiros, além de distarbios de perda lenta e progressiva, neurodegeneracao
e morte (GUPTA; JAIN, 2010; MOSS, 2013).

Sao conhecidos dois tipos de HIV: o HIV-1 mais comum, responsavel pela
pandemia mundial de AIDS, e o HIV-2 imunologicamente distinto, que é muito menos
comum e menos virulento, mas produz achados clinicos semelhantes ao HIV-1. O tipo
de HIV-1 inclui quatro grupos M (principal), O (outlier), N (ndo-M, ndo-0) e P, que tém
distribuicbes geograficas diferentes, mas todos produzem sintomas clinicos
semelhantes. O grupo M ainda se divide em 9 subtipos (A a J), além de pelo menos
58 formas recombinantes circulantes e maltiplas formas recombinantes Unicas (URFS)
(SANTORO; PERNO, 2013).

O HIV é transmitido principalmente de trés maneiras: por contato sexual, por
sangue através de transfusao, produtos sanguineos ou agulhas contaminadas ou pela
passagem de mae para filho. Embora o contato homossexual continue sendo uma
importante fonte de HIV, a transmissdo heterossexual é o meio mais importante de
disseminacdo do HIV no mundo hoje. O tratamento de produtos sanguineos e a
triagem de doadores eliminaram, essencialmente, o risco de HIV de produtos

sanguineos contaminados nos paises desenvolvidos, mas sua disseminacao continua
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entre os usudrios de drogas injetdveis que compartilham agulhas. J4, nos paises em
desenvolvimento, sangue contaminado e agulhas contaminadas continuam sendo um
importante meio de infec¢do. Treze a trinta e cinco por cento das mulheres gravidas
infectadas pelo HIV passardo a infeccdo para seus bebés, antes e durante o
nascimento. Foi demonstrado que o leite materno de mées infectadas também contém
altos niveis do virus. O HIV nédo se espalha pela via fecal-oral; aerosséis; insetos; ou
contato casual, como compartilhar itens domésticos ou abracos. O risco para 0s
profissionais de saude é, principalmente, por inoculacao direta por picadas de agulha.
Embora a saliva possa conter pequenas quantidades do virus, o virus ndo pode ser
transmitido pelo beijo (KAPILA et al., 2016; MOSS, 2013).
Figura 1 - Estrutura do HIV

Envelope
gp120

Matriz
——— pli

Capsideo
p24

Transcriptase
reversa

ssRNA

Fonte: Adaptado de FANALES-BELASIO et al. (2010)

Cada particula viral do HIV-1 € composta de duas copias idénticas de RNA de
fita simples, embaladas em um revestimento ou capsideo proteico (chamado "ndcleo™)
(Fig. 1) (SOTO RAMIREZ, 2004). Esse capsideo faz parte de um complexo de
proteinas no interior ou no centro da particula viral, as quais sdo a transcriptase
reversa, necessarios para a formacéao catalitica do DNA pro viral a partir do RNA viral,
as caracteristicas descritas incluem arranjo de dominio, dimerizacdo, processamento
proteolitico e reconhecimento especifico do tRNA primario; a integrase, que integra o
DNA viral gerado pela transcriptase reversa no citoplasma da célula infectada no

genoma do hospedeiro; a protease, um elemento essencial para a maturacao viral
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gerando o pacote de proteinas virais (CRAIGIE, 2012; FANALES-BELASIO et al.,
2010; JACOBO-MOLINA; ARNOLD, 1991; LV; CHU; WANG, 2015).

O mecanismo molecular de entrada ocorre na proteina de fuséo para o HIV-1,
ou também chamada a glicoproteina do envelope. A cadeia polipeptidica EnV é
produzida como um precursor, a gpl60 que se trimera para (gp160)3 e, em seguida,
se divide em uma protease do tipo furina hospedeira em dois fragmentos nao
covalentemente associados: o fragmento de ligagéo ao receptor gp120 e o fragmento
fus@o gp4l. Trés copias de cada fragmento constituem o pico viral maduro (gp120 /
gp41)3. Pensa-se que a ligacdo sequencial da gp120 ao receptor CD4 primario e a
um correceptor (Exemplo: CCR5 de macréfagos ou CXCR4 de linfocitos T) induz uma
cascata de eventos de redobragem na gp4l. Gp4l, com seu segmento
transmembranar C-terminal (TM) na membrana viral, adota uma conformacdo de
perfusdo no precursor da gpl60. A clivagem entre gpl20 e gp41l torna a proteina
metaestavel em relacdo a conformacao pos-fusdo. Quando ativado pela ligacdo da
gp120 aos receptores, o peptideo de fusdo N-terminal (FP) da gp41 é translocado e
inserido na membrana celular alvo. Os rearranjos subsequentes envolvem a dobra da
gp41 em uma conformacéo em gancho de cabelo, criando um feixe de seis hélices
gue é seguido pela formacdo do poro de fusdo, esse processo pode ser reversivel
(Fig. 2) (CHEN, 2019).

Figura 2 - Entrada Viral do HIV
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Fonte: Adaptado de CHEN (2019)
Existem mecanismos de transmissdo célula a célula em que uma célula

portadora de virus direciona particulas intactas para uma célula alvo durante o
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contato. Este processo também se chamou de sinapse viroldgica do HIV. Além disso,
acha-se que o virus possa passar para as células independentemente de sinapses,
como por fagocitose, sincicios, tuneis de nanotubos e transocitose (PEDRO;
HENDERSON; AGOSTO, 2019).

3.1.2 Manifestac¢des clinicas em criangas

Em comparacdo com os adultos, as criangcas podem desenvolver rapidamente
a doenca pelo HIV. Algumas das apresentacdes clinicas comuns incluem candidiase
oral, parotite crbnica, infeccBes recorrentes do trato respiratério, linfadenopatia,
hepatoesplenomegalia, episodios frequentes de diarreia e falta de crescimento. O
HIV/AIDS também pode apresentar infec¢des oportunistas, incluindo pneumonia por
Pneumocystis carini (PCP) (ou comumente chamada Pneumocystis jirovecii) e
tuberculose, complicagbes envolvendo o sistema nervoso central (por exemplo,
encefalopatia) e o sistema respiratério (por exemplo, pneumonite intersticial linfocitica
[LIP]); manifestacbes hematoldgicas (por exemplo, anemia, trombocitopenia e
neoplasias) ou com condi¢cdes neoplasicas, como sarcoma de Kaposi e linfoma néao-
Hodgkin além das infeccbes focadas em orgaos (cardiomiopatia isolada, insuficiéncia
renal crénica) (ANABWANI; WOLDETSADIK; KLINE, 2005; SHARLAND; BRYANT,
2005).

Muitos fatores influenciam no prognéstico da infeccdo pelo HIV, tais como: a
idade em que a infeccao foi adquirida, sua via de transmissao e seus sintomas. A
saude destas criancas é favorecida pelo uso de medicamentos anti-retrovirais,

buscando impedir a replicacéo do virus (FERREIRA et al., 2004).

3.1.3 Terapia Antiretroviral (TARV)

O objetivo da TARV é reduzir a carga viral a niveis indetectaveis e manter a
supressao viral por um longo periodo de tempo (NABUKEERA-BARUNGI et al., 2007).
Criancas vivendo com HIV em paises de baixa e média renda, sdo menos propensas
gue os adultos a receber a terapia, com cobertura de TARV de 34% para criangas e
64% para adultos em 2012. A prevencao da transmissédo de mée para filho é essencial
para reduzir a mortalidade e morbidade infantil relacionadas ao HIV (STEVENS;
LYALL, 2014).
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A TARV consiste em um conjunto de farmacos os quais séo os inibidores de
entrada, inibidores de transcriptase reversa analogos de nucleosideos e néo
nucleosideos, inibidores da integrase e inibidores de protease. Dos 25 medicamentos
aprovados para HIV, apenas 16 sao licenciados para uso pediatrico. O presente
trabalho concentrara o estudo de inibidores de transcriptase reversa, que também
evitam que o RNA viral seja transformado em DNA, causando o término prematuro da
sintese do DNA viral; ao inibir a DNA polimerase por ligacdo ndo competitiva, eles
rompem um Unico sitio catalitico da enzima transcriptase reversa (VILLARROEL B,
2010).

3.1.3.1 Nevirapina

A nevirapina (Fig. 3) € um derivado sintético da dipiridodiazepina que inibe a
transcriptase reversa (TR) especifica do HIV-1 ligando-se diretamente a enzima,
competindo com seu substrato e restringindo a producdo de DNA viral. Em
combinacdo com outros medicamentos antirretrovirais, a nevirapina reduz a carga
viral do HIV e aumenta a contagem de CD4, retardando ou prevenindo os danos ao
sistema imunoldgico e reduzindo o risco de desenvolver AIDS (BARDSLEY-ELLIOT;

PERRY, 2000).
Figura 3 - Nevirapina
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Fonte: Autora

Apesar de apresentar baixas barreiras genéticas a resisténcia, a nevirapina é

amplamente utilizada por sua eficicia, seguranca e baixo custo, principalmente em
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populacdes limitadas, podendo ser administrada em lactentes a partir dos 15 dias de
idade (GOPALAN et al., 2017; VILLARROEL B, 2010).

Pertence a classe Il do sistema de classificacdo biofarmacéutica e tem como
limitacdo a baixa solubilidade em &gua (0,1 mg/mL) (VARSHOSAZ et al., 2018b). A
nevirapina apresenta alguns problemas farmacocinéticos que devem ser estudados.
E metabolizada pelo complexo enzimatico do citocromo P450 microssomal hepatico
gue inclui o CIP3A4/5 e o CIP2B6, funcionando como substrato e indutor do citocromo
P450. A autoinducao do metabolismo da nevirapina € geralmente estabelecida apenas
entre a segunda e a quarta semanas apos o inicio do tratamento, resultando em um
aumento de 1,5 a 2 vezes na depuracao oral, sendo maior em criangas pequenas do
gue em adolescentes. Essa autoinducédo retardada pode levar a concentragdes
plasmaticas de nevirapina potencialmente mais altas do que o esperado nas primeiras
duas semanas (GOPALAN et al., 2017; LUZURIAGA et al., 1996). Alem disso, as
concentragbes de nevirapina estdo significativamente relacionadas a
hepatotoxicidade (LEONARD; MCCOMSEY, 2003; WANG et al., 2011) e retardo de
crescimento (LEONARD; MCCOMSEY, 2003; SWAMINATHAN et al., 2011).

Existem também desvantagens na adeséao a TARV, portanto, métodos como o
relatorio dos pais/responsaveis e a contagem de comprimidos foram desenvolvidos
de forma eficaz para identificar algumas barreiras (a criangca ndo consegue engolir a
pilula, efeitos colaterais da medicacado, grande quantidade de medicamentos a tomar
durante o dia) e permitir maior controle durante a administracéo terapéutica (FARLEY
et al., 2008). Uma intervencédo de enfermagem domiciliar também tem o potencial de
melhorar a adesédo a TARV (BAIN-BRICKLEY et al., 2011).

Para enfrentar as desvantagens deste farmaco, alguns pesquisadores
desenvolveram sistemas de entrega dos tipos dispersdes solidas (DATTA et al., 2011;
MADAN et al., 2017; PEETHA; REDDY, 2013; SANTOS, 2020), suspencbes
nanoparticuladas (SHEGOKAR; SINGH, 2011b), nanoparticulas lipidicas solidas
(LAHKAR; KUMAR DAS, 2019), poliméricas (VARSHOSAZ et al., 2018b), entre

outros. Entre todos os sistemas de entrega, existem sistemas de nanoparticulas.

3.1.4 Nanotecnologia usada para terapia contra HIV

A nanomedicina € uma das principais areas da nanotecnologia, que se refere a

uma intervencdo medica altamente especifica a escala molecular para o diagnéstico,
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prevencao e tratamento de doencas. A importancia da nanotecnologia em sistemas
de liberacdo de medicamentos € habilidade para manipular moléculas e para a
producéo de dispositivos com fung¢des programadas apresentando vantagens como
aumentar a area superficial na liberagdo do farmaco e melhorar a solubilidade e
biodisponibilidade assim como a farmacocinética do medicamento (ALLEN; CULLIS,
2004; PARK, 2008; SHEGOKAR; SINGH, 2011b). Na tabela 1 estdo listados os
principais trabalhos envolvendo sistemas nanoparticulados para o tratamento do HIV.

Entre os materiais que sdo utlizados para o0 desenvolvimento das
nanoparticulas, existem os biopolimeros como goma de cajueiro (DIAS et al., 2016;
LIMA et al., 2018; PITOMBEIRA et al., 2015; VASCONCELOS SILVA et al., 2019),
quitosana (FERNANDEZ-URRUSUNO et al., 1999; JANES et al., 2001; KUMAR et al.,
2017; SMITHA et al., 2013), pululano (RAVI et al.,, 2014); polimeros sintéticos
(CHAVES et al., 2017, 2018), entre outros.



Tabela 1 — Sistemas nanoestruturados para HIV.
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Estudo Resultados Autores
- Producdo de nanoparticulas lipidicas (NPL)
Ativagcdo de HIV  carregadas com biostatina-2 de 219 nm.
latente usando - A captacéo de NPL em células T CEM foi considerada (KOVOCHICH,;

nanoparticulas
carregadas de
farmacos

Preparacéo de
nanoparticulas de
poli (4cido latico)
(PLA) /quitosana

(QTS) para
aplicacdes de
entrega de
farmacos anti-
HIV

Entrega
direcionada de
PSC-RANTES
para prevencao

de HIV-1 usando
nanoparticulas
biodegradaveis

Nanoparticulas
lipidicas sélidas
aumentam a
distribuicdo do
inibidor da
protease do HIV,
Atazanavir, por
uma linha de
células
endoteliais do
cérebro humano

Entrega
intracelular de
saquinavir em
nanoparticulas

poliméricas
biodegradaveis
para HIV / AIDS

Inibicdo de HIV in
vitro por
direcionamento
de farmacos
antivirais usando
nanoparticulas

eficiente e dependente da dose, temperatura e tempo.
- As NPL apresentam vantagens no desenvolvimento
de estratégias otimizadas para a ativacdo da laténcia
do HIVv.

- A taxa de liberagdo de farmacos era menor em pH
acido em comparacao com pH alcalino.

- A taxa de liberacdo do farmaco era maior na
formulagdo carregada com farmaco de 6% que
carregada com farmaco a 3%.

- As nanoparticulas de PLA/QTS sdo um sistema
portador promissor para a entrega controlada de
medicamentos anti-HIV.

- Nanoparticulas esféricas monodispersas de PSC-
RANTES (PDI = 0,098 + 0,054) (d = 256,58 + 19,57 nm)
foram fabricadas com uma eficiéncia de encapsulacéo
de 82,23 + 8,35%. Estudos de liberacdo in vitro
demonstraram um perfil de liberacdo controlada de
PSC-RANTES.

- Nanopatrticulas lipidicas sélidas (SLNs) esféricas com
um tamanho médio de particula de ~167 nm.

- A administracdo de [3H] - atazanavir por SLNs levou
a um acumulo significativamente maior pela
monocamada de células endoteliais em comparacéo
com a solucdo aquosa da droga.

- Além disso, a liberacdo de rodamina-123 pelos SLNs
também resultou no aumento do acumulo de células.

- Nanoparticulas lisas com forma esférica e tamanho
médio de 200 nm.

- Rapida absorc¢éo celular de nanoparticulas de PEOP-
CL encapsuladas com rodamina-123 foi observada em
células THP-1.

- As concentra¢des de saquinavir intracelular quando
administrado na formula¢@o de nanoparticulas foram
significativamente maiores do que na solu¢éo aquosa.

- As nanoparticulas aderiram inicialmente as células
dos macrofagos, envolvendo-as completamente apés 2
horas e completando a fagocitose em até 2 dias.

- Nanoparticulas feitas de PHCA ou HSA carregadas
com analogos de nucleosideos (AZT e ddC) mostraram
atividade antiviral dependente da dose.

MARSDEN; ZACK,

2011)

(DEV et al., 2010)

(HAM et al., 2009)

(CHATTOPADHYAY

et al., 2008)

(SHAH; AM1JI, 2006)

(BENDER et al.,
1994)

Legenda: T CEM: Células de transicao endotelial-mesenquimal, PSC-RANTES: PSC-RANTES (N
(alfa) (n-nonanoil) -des-Ser (1) - [L-tioprolil (2), L-ciclohexilglicil (3)] - RANTES (Regulado mediante
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ativagdo, Normal T expresso e secretado), PEOP-CL.: poli (6xido de etileno) -modificado poli (epsilon-
caprolactona), PHCA: polihexilcianoacrilato, HSA: albumina sérica humana.

3.2 BIOPOLIMEROS

3.2.1 Utilizac&o de biopolimeros para producédo de sistemas nanoparticulados

Os biopolimeros sdo estruturas naturais, macromoléculas, constituindo uma
fonte quimica para criar materiais funcionais. Os biopolimeros tém comprimentos de
cadeia, sequéncias de monémeros e estereoquimica bem definidos que lhes conferem
a caracteristica de especializacdo ao determinar funcdes especificas. Eles séo
naturalmente abundantes e podem ser extraidos industrialmente em grandes
guantidades ou como residuos. Possuem estrutura quimica diversa que confere
otimas propriedades dependendo da origem e extracdo (SCHNEPP, 2013).

Para a nanotecnologia, os biopolimeros apresentam grandes vantagens
(Tabela 2) tais como néo toxicidade, biodegradaveis, baixo custo, sdo de ocorréncia
natural, biocompativeis, entre outros (CHIVERE et al., 2020). Podem ser uma
interessante alternativa para a industria dos plasticos, alimenticia, farmacéutica e
biomédica (TROVATTI et al., 2016; VALERO-VALDIVIESO; ORTEGON;
USCATEGUI, 2013). Dentro da area farmacéutica podem ser usados para
desenvolver sistemas nanoestruturados que favorecam o carreamento de farmacos.

Algumas das técnicas usadas para o0 desenvolvimento de sistemas
nanoestruturados (Tabela 3) sdo complexacédo polieletrolitica, formacéo de micela,
emulsificacdo evaporacéo de solvente, gelificacdo idnica, nanoprecipitacdo, dialises,
reticulacéo idnica, etc.

Para alcancar as propriedades de interesse, o modo de preparacao
desempenha um papel vital. Portanto, € muito vantajoso ter técnicas de preparacao
para obter nanoparticulas poliméricas (NPP) com as propriedades desejadas para
uma aplicacao particular. Embora algumas informacdes estejam disponiveis sobre as
técnicas de preparacdo de NPP, elas estdo dispersas na literatura e restritas a
algumas areas.

Entre todos os biopolimeros para a elaboracédo de nanoparticulas pode se destacar

a goma de cajueiro.
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Tabela 2 — Biopolimeros e suas vantagens

Biopolimero Vantagens
- Nao toxico
Gelatina - Biodegradavel
- Barato

- Pode ser reticulado

- Ocorréncia natural
- N&o antigénica
- Biodegradavel

Colageno

- Biocompativel
Quitosana - Biodegradavel
- Mucoadesivo
- Abundantemente disponivel

- Biocompativel

Alginatos - Propriedades de transicao sol-gel
- Mucoadesivo
- N&o toxico

- Biocompativel
- Alta viscoelasticidade
- N&o imunogénico

Acido hialurénico

- Hidrofilico
- N&ao cancerigeno
- Nao téxico
Fonte: Adaptado de CHIVERE et al. (2020)

Pululano




Tabela 3 — Uso de biopolimeros para a elaboragéo de nanoparticulas
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Método de )
i . 3 . Tamanho Potencial _
Farmaco Biopolimero producéo de PDI EE (%) DL (%) Outros resultados Referencia
i (nm) Zeta (mV)
nanoparticulas
Liberag&o prolongada de
Goma de . o (VASCONCELOS
) o Complexacédo insulina, dependente do
Insulina cajueiro ) . 460 0,2 +30,6 52,5 - o SILVA et al.,
) polieletrolitica pH sob condi¢cbes
acetilada ) o 2019)
intestinais simuladas.
Goma de ]
o o Formacéo de 0,287 Liberacéo sustentada por
Anfotericina cajueiro ) 190-300 - 73,42 11,3 i (LIMA et al., 2018)
] micela 0,03 até 72 h.
acetilada
Eficiéncia de liberacao, (4
-~ 285,90 +
Acetato Emulsificacédo 74,87 horas): 39,87 + 4,50 para
o ] . 3,98 - 0,22 — =-2,7 - (VARSHOSAZ et
Nevirapina butirato de evaporacao de - - 74,55 + 3,24,
894,50 + 0,62 -9,88 . o al., 2018a)
celulose solvente 85,68 N&o induz toxicidade
77,73
celular.
Metotrexato ] . 217,41 0,275/ +26,9/ ~55/ Liberacéo mais rapida do (KUMAR et al.,
Quitosana  Gelificagéo idnica - i
329,8 0,286 +19,5 ~10 farmaco em pH 5,8. 2017)
Dexametasona
0,257+  -23,7+ A permeacéo
_ Goma de » o
Diclofenaco o Nanoprecipitacao 0,003 / 1,040/ 72,6/ 12,1/ transdérmica atingiu 90%
o cajueiro o 79.37 /1 302 _ (DIAS et al., 2016)
dietilamina ) e didlise 0,160 + -329+ 65,5 8,2 de penetragdo do
acetilada i
0,032 0,741 farmaco.
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Método de .
i o . Tamanho Potencial _
Farmaco Biopolimero producéo de PDI EE (%) DL (%) Outros resultados Referencia
] (nm) Zeta (mV)
nanoparticulas
Liberacéo de 84% de
Goma de i ) )
) o Métodos de indometacina em 2 horas  (PITOMBEIRA et
Indometacina cajueiro o 140 0,117 -47 - 46,7 ) )
) dialise seguida de liberacéo al., 2015)
acetilada
controlada por 72 horas.
Emulsificagdo e 6.9 Estabilidade > 3 meses.
*
Lopinavir Pululano evaporacao de ~197 <0,2 -3+1 ~75% Padréo de liberacdo (RAVI et al., 2014)
solvente bifasica.
] N ) o Liberacéo sustentada de (SMITHA et al.,
Paclitaxel Quitina Reticulag&o ibnica 250 + 50 - +24+3 55% 6,18% ]
Paclitaxel (PTX). 2013)
o o _ B (FERNANDEZ-
) ) Gelificagdo Cinética de liberagéo
Insulina Quitosana ) o 300 - 400 +54-+25 >87 > 55 o ] ] URRUSUNO et
ionotrépica rapida de insulina
al., 1999)
Legenda: PDI= indice de polidispercéo, EE = eficiéncia de encapsulacdo, DL = carga do medicamento.
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3.3 GOMA DO CAJUEIRO
3.3.1 Origem e caracteristicas gerais

Anacardium occidentale L., membro da familia Anacardiaceae, é uma planta
com consideravel valor econdémico e medicinal. E comumente conhecido como
cajueiro e € nativo da Bolivia, Brasil (Norte, Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste),
Colébmbia, Equador, Guiana Francesa, Guiana, Peru, Suriname, Trinidad-Tobago,
Venezuela (Fig. 4) (DA SILVA et al., 2018; PLANTS OF THE WORLD ONLINE, 2020).
A goma de cajueiro (GC) € um polissacarideo extraido de uma fonte de baixo custo e
facilmente disponivel como exsudato natural produzido pelas células epiteliais da
casca em resposta a estimulos mecéanicos ou ataques de patdgenos (PITOMBEIRA
et al., 2015; RIBEIRO et al., 2016). De Paula (1990) desenvolveu um método de
purificacdo do exsudato simples que consiste na dissolucdo em agua destilada a
temperatura ambiente com ajuste do pH, filtracdo, dialise e liofilizacdo (DA SILVA; DE
PAULA; FEITOSA, 2007; DE PAULA; HEATLEY; BUDD, 1998a; RODRIGUES; DE
PAULA, 1990).

Figura 4 — Distribuicdo de Anacardium occidentale no mundo.

|

M Nativo M Introduzido

Fonte: PLANTS OF THE WORL ON LINE (2020)

A goma do cajueiro é composta por galactose 72-73%, arabinose 4,6-5%,

glucose 11-14%, ramnose 3-4%, manose 1% acido glucurénico 4-6,5%. Além disso,
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foram encontradas trés espécies de unidades ramificadas no nucleo galactan: ligadas
em 1-3, em 1-6, em 1-3—6 (Fig. 5) (DE PAULA; HEATLEY; BUDD, 1998a; DE
PAULA; RODRIGUES, 1995; RIBEIRO et al., 2016).

Figura 5 - Representacao de um fragmento da goma de cajueiro. R representa D-

manose, L-ramnose, a L-arabinose ou 1,2-arabinose ligadas as cadeias
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Fonte: RIBEIRO et al., 2016.

A goma € um biopolimero parcialmente solivel em agua a temperatura
ambiente que apresenta uma reduzida viscosidade em solucdo que pode ser
modificada apo0s adicdo de &cidos e alcalis, com uma energia de ativacdo de

aproximadamente 6 kJ/mol, apresenta comportamento pseudoplastico né&o
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newtoniano, com pouca interagao intra e intermolecular, semelhantemente a goma
ardbica e menor em relacéo a outras gomas, como a goma de caraia, tragacanto que
guando em concentracao de 1% apresentam uma faixa de viscosidade de 1100-3400
mPas em relacéo a goma de cajueiro na mesma proporc¢ao sendo 1,0 a 1,8mPas (DE
PAULA; HEATLEY; BUDD, 1998b; DE PAULA; RODRIGUES, 1995; ZAKARIA,
RAHMAN, 1996).

A GC comparada com a goma arabica, apresentou 50% mais de inchamento,
uma capacidade de absorc¢édo de 6leo 36% menor, uma solubilidade levemente menor
(4-8%) e consisténcia menor (PORTO; AUGUSTO; CRISTIANINI, 2014).

Fatores como temperatura e pH do meio tem forte influéncia na solubilidade e
viscosidade do polissacarideo, o0 aumento da temperatura eleva sua solubilidade em
agua, entretanto reduz sua viscosidade, devido as reacdes de hidrolise que ocorrem
nos monossacarideos, interrompendo as interacdes fisicas existentes. Relacionado
ao pH tem-se uma maxima viscosidade quando a goma em solugéo estar numa faixa
de pH abaixo de 5, quando os grupamentos ibnicos estdo em momento neutro, Nao
ionizados (DE PAULA; HEATLEY; BUDD, 1998b; DE PAULA; RODRIGUES, 1995;
ZAKARIA; RAHMAN, 1996).

A GC é utilizada em diversas pesquisas apresentando otimos resultados. Na
area alimenticia como recobrimento, protetores ou embalagens biodegradaveis para
alimentos (MOREIRA et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2018, 2020b), no encapsulamento
de cha verde para incremento dos compostos bioativos (SILVA et al.,, 2018),
espessante para sucos e refrescos (OLIVEIRA et al., 2020b) e emulsificante (PORTO,;
CRISTIANINI, 2014).

Um dato inovador é o uso de nanoparticulas de prata e GC acetilada para o
desenvolvimento de impressdes digitais latentes em superficies porosas de forma
pratica e rapida, o que permite o desenvolvimento de um produto para ser utilizado
inclusive na cena do crime. Outra vantagem € o processo de sintese: simples, rapido,
de baixo custo e utilizando material biocompativel e biodegradavel como estabilizador,
proporcionando um material atoxico para especialistas. Além disso, pode ser
descartado ap6s o0 uso sem agredir o0 meio ambiente (BRANDAO et al., 2020).

Por outro lado é usada também na area farmacéutica com efeitos
farmacoldgicos estudados tais como acdo muco protetora (NICOLAU et al., 2019),
anti-inflamatéria (FILHO et al., 2017; VIEGAS et al., 2006), antitumoral (BARROS et
al., 2020), antimicrobiana (CAMPOS et al., 2012) entre outras.
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As gomas apresentam desafios quando utilizadas na liberagao controlada de
farmacos pois sédo geralmente solUveis em agua por conta da presenca de um namero
excessivo de grupos —OH que formam ligagc8es de hidrogénio com moléculas de agua.
No entanto, elas séo preferidas em comparacédo com materiais sintéticos devido a sua
baixa toxicidade, baixo custo, disponibilidade e por serem metabolizadas pela
microflora intestinal (PRAJAPATI et al., 2013; RANA et al., 2011).

Alguns dos problemas associados ao uso das gomas incluem taxas
descontroladas de hidratacédo, solubilidade dependente do pH e a possibilidade de
contaminacdo microbiana. As reacbes de modificacdo quimica na sua estrutura
minimizam esses inconvenientes e facilitam seu uso na entrega de farmacos
(RIBEIRO et al., 2016). Varias modificagbes na GC ja foram realizadas a fim de torna-
las adequadas para aplicagdes na entrega de farmacos.

A GC foi acetilada (GCA) utilizando uma rota com uso de piridina e
nanoparticulas poliméricas carregadas com indometacina (IND) foram produzidas
pelo método de didlise. As nanoparticulas apresentaram tamanho médio de 179 nm
(PITOMBEIRA et al., 2015). Ainda utilizando GCA, métodos de nanoprecipitacdo e
didlise foram empregados para obtencdo de nanoparticulas carregadas com
diclofenaco de dietilamina (DIAS et al., 2016).

Por meio de um método de modificacédo verde utilizando NaOH, foi produzida
GCA para o carreamento de insulina apresentando potencial para a liberacdo do
farmaco apés administracédo oral das nanoparticulas (VASCONCELOS SILVA et al.,
2019). Nanoparticulas com NVP foram preparadas e apresentaram 70% de eficiéncia
de encapsulacdo e perfil de liberacdo prolongada, corroborando sua potencial
aplicacdo na entrega de principios ativos hidrofobicos (LIMA et al., 2018).

Outra das associacfes de GCA foi estudada com epiisopiloturina para a
producdo de nanoparticulas com efeito antiinflamatoério e anti-esquistossémico, as
guais apresentaram resultados favoraveis para tal fim (DO AMARAL RODRIGUES et
al., 2019).

Através de todos esses estudos a GC e suas modificacbes quimicas
apresentaram propriedades fisico-quimicas desejaveis, sugerindo sua utilidade como

matriz polimérica para carreamento de diversas classes de farmacos.
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3.4 QUITOSANA

A quitosana (QTS) € um polimero derivado da quitina, um polissacarideo
presente na natureza em crustaceos e em algumas espécies de fungos. Este polimero
€ obtido por desacetilacdo da quitina, podendo aparecer no mercado com diversos
graus de desacetilacdo, assim como com diversos pesos moleculares.
Estruturalmente, a QTS é um poli(2-amino 2-deoxi D-glucopyranose), no qual as
unidades de repeticdo estado ligadas por ligagdes B 1-4. Possui grupos hidroxil e
grupos amino reativos, que por modificacdo quimica nos permitem a obtencdo de
derivados com propriedades diferentes, possibilitando diversas aplicagées. O
polimero é largamente usado, ndo s6 na induastria farmacéutica (excipiente,
composicdo de produtos para emagrecimento), como na industria alimentar, na
agricultura, na industria de cosméticos, tratamento de aguas, etc. O interesse por este
polimero tem sido crescente nos ultimos anos, principalmente pela sua abundancia
na natureza, pelas suas propriedades fisico-quimicas, por ser biodegradavel e por ndo
apresentar toxicidade (FERREIRA, 2012; RIBEIRO, 2007; YOU et al., 2013).

A quitosana tem sido usada como veiculo em nanoparticulas poliméricas para
a administracao de farmacos por varias vias de administracdo. Nanoparticulas (NP)
preparadas com quitosana e derivados de quitosana tipicamente possuem uma carga
superficial positiva onde se produzem interacdes idnicas entre 0S grupos amino
carregados positivamente na quitosana e a camada de gel de muco intestinal
carregada negativamente, tornam-as mucoadesivas, contribuindo para a liberacéo
sustentada do farmaco (Fig. 6). A quitosana apresenta baixa toxicidade tanto in vitro
guanto em alguns modelos in vivo (GEORGE; ABRAHAM, 2006; MOHAMMED et al.,
2017).
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Figura 6 — Nanoparticulas poliméricas carregadas com farmacos revestidas com

quitosana

Camada mucosa com carga
negativa

Farmacos

Células epiteliais

Fonte: Adaptado de MOHAMMED et al., 2017.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

O exsudato do cajueiro foi coletado de arvores do género Anacardium
occidentale L., nativas de Parnaiba, Piaui—Brasil. A goma do cajueiro (Mw = 2,35 x
104 g/mol) foi purificada pelo método proposto por (DE PAULA; HEATLEY; BUDD,
1998b). A nevirapina foi recebida como doacao da industria Farmanguinhos (Rio de
Janeiro, Brasil). A quitosana de baixo peso molecular (50 kDa) foi adquirida do Sigma-

Aldrich Chemie (Franga). Todos os outros reagentes foram de grau analitico.

4.2 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DA GOMA DO CAJUEIRO ACETILADA

4.2.1 Obtencdo dagoma do cajueiro acetilada

A goma de cajueiro acetilada (GCA) foi sintetizada conforme descrito por
PITOMBEIRA et al. (2015).

A goma de cajueiro (GC) (1 g) foi suspensa em 20 mL de formamida e
dissolvida com agitacéo vigorosa a 50 °C. Piridina (6 mL) e anidrido acético (15 mL)
foram adicionados e a mistura foi agitada durante 24 h. A goma de cajueiro acetilada
(GCA) foi precipitada com 400 mL de agua, filtrada, lavada com agua e seca ao ar
quente (40 °C) (PITOMBEIRA et al., 2015).

4.2.2 Caracterizacao por Espectroscopia naregido do infravermelho (FTIR)

GC e a GCA foram caracterizadas por espectroscopia na regido do
infravermelho usando espectrofotometro FT-IR PerkinElmer, espectro 400, no médulo
ATR, na faixa de 4000 a 650 cm™.

4.2.3 Ensaio de solubilidade da goma do cajueiro

O teste de solubilidade dos polimeros GC e GCA, foi realizado segundo a
metodologia de Vasconcelos Silva et al. (2019, p.602) 30 mg de cada polimero foi

suspenso em 2 mL de agua e agitado no vortex por 5 min. Em seguida, foram
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colocados em uma incubadora por 24 h a 30 °C, sob agitacdo de 200 RPM. Os
experimentos foram realizados em triplicata.

ApGs essa etapa foram centrifugados por 30 minutos a 3.600 RPM. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi seco em estufa a 40 °C por 24h. O
calculo de coeficiente de solubilidade foi realizado conforme férmula a seguir.

Equacéo 1: S =

m = massa inicial (mi) — massa recuperada; S = coeficiente de solubilidade

4.3 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

4.3.1 Nanoparticulas ndo recobertas

As nanoparticulas ndo recobertas foram preparadas seguindo a técnica de
evaporacao de solvente em emulséo unica (CHAVES et al., 2018). Foram preparadas
duas formulacées nomeadas NP1-NVP e NP2-NVP. Para a primeira formulacédo, GCA
20 mg e NVP 10 mg foram agregadas e suspendidas em 2 mL de acetona. Esta fase
organica foi adicionada lentamente a agua 10 mL, sob sonica¢ao, durante 2 min, com
amplitude de 70%. Agua foi entdo usada para completar o volume final até 20 mL. A
dispersédo final foi mantida sob agitacdo magnética (Multiposition Magnetic Stirrer,
Model 752A/6, Fisatom, Brasil) a 350 rpm e temperatura ambiente para evaporacao
completa do solvente organico. A outra formulacdo mudou unicamente de acetona
para 2 mL da mistura de acetona/DMSO (1:1). Nanoparticulas néo carreadas (NPs)

foram obtidas para a formulacdo selecionada, seguindo o mesmo procedimento.

4.3.2 Nanoparticulas recobertas

As nanoparticulas foram recobertas com quitosana. Para obter a solucao de
guitosana, o polimero foi dissolvido em solu¢do de acido acético a 1% (v/v) com
agitacdo por 12 h, devido a sua baixa solubilidade quando o pH é maior que 6,5
(GALLARDO et al., 2019). O recobrimento envolve a adicdo por gotejamento de uma
solucao contendo 0,025% e 0,05% (p/v) de quitosana a suspenc¢éo de nanoparticulas
de GCA e nevirapina (1:2). Preparou-se uma formulacdo a temperatura ambiente sob

agitacdo magnética a 500 rpm durante 40 min, as nanoparticulas foram codificadas
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com os nomes de NP2 - QTS (0,025%) — NVP e NP2 - QTS (0,05%) — NVP.
Nanoparticulas nédo carregadas (NP2-Branco) foram recobertas para a formulagéo
NP2-NVP, seguindo o mesmo procedimento.

4.3.3 Andlise do tamanho das particulas e indice de polidisperséo (PDI)

As medidas do tamanho das particulas e o indice de polidispersdo foram
realizados através do espalhamento dinamico de luz (espectroscopia de correlacéo
de fétons) utilizando um analisador de particula Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments Ltd., UK), 2 mL de cada suspenséao de nanoparticulas foram centrifugadas
a 4.000 RPM por 2 minutos. As medi¢cdes foram realizadas em triplicata a 25°C com
uma deteccéao de angulo de 90°. Dados foram apresentados como a distribuicdo media
do tamanho e o desvio padréo do tamanho das particulas.

4.3.4 Potencial zeta

A carga superficial das nanoparticulas foi determinada por eletroforese doppler
laser, utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., UK). As
medicdes foram realizadas em uma célula de eletroforese capilar dobrada (Malvern
Instruments Ltd., UK) a 25°C, 2 mL de cada suspensdo de nanoparticulas foram
centrifugadas a 4.000 RPM por 2 minutos. A analise de potencial zeta, foram

realizadas em triplicata e os dados foram apresentados como média e desvio padrao.

4.3.5 Eficiéncia de encapsulacao de nevirapina (EE)

A eficiéncia da encapsulacdo de nevirapina foi determinada por método

indireto, segundo a formula a seguir (OLIVEIRA et al., 2020a).

massa inicial do farmaco—farmaco recuperado

Equacéo 2: EE = x 100

massa inicial do farmaco

Nanoparticulas contendo nevirapina (100 uL) foram colocadas em um eppendorf com
capacidade para 2 mL, e diluidas em 1900 uL de agua ultrapura, separadas do
sobrenadante aquoso contendo nevirapina livre por centrifugac¢ao (11.000 rpm por 40
min a 25 °C), a quantidade de nevirapina livre foi determinada em triplicata com

espectrofotometro Varian Cary 50 UV-Vis (Agilent Technologies, Santa Clara,
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Califérnia, EUA), na absorbancia de 283 nm, usando uma cubeta de micro quartzo (10
mm de caminho Optico). A diferenca entre a quantidade inicial de nevirapina e a
nevirapina no sobrenadante corresponde a quantidade de nevirapina retida nas

nanoparticulas.

4.3.6 Carga do farmaco (DL)

A carga do farmaco nevirapina foi determinada por método indireto, segundo a
formula a seguir (DIAS et al., 2016; LIMA et al., 2018).

Massa inicial do farmaco—massa recuperada

Equacédo 3: DL (%) = x 100

massa inicial do polimero+massa inicial do farmaco

4.3.7 Analise morfoldgica

A morfologia das nanoparticulas foi analisada por Microscopia de Forca
Atdmica (MFA). As amostras foram diluidas na proporcéo de 1:10 (v/v) e deixadas em
banho ultrassénico por 30 minutos. Posteriormente foi retirada uma aliquota de 10 pL
de cada amostra e depositada em uma superficie de mica, em seguida foi deixada por
15 minutos em uma estufa a uma temperatura de 36 °C, para a secagem e realizacéo
da analise. O equipamento utilizado para a analise foi o TT-AFM (AFM Workshop -
EUA) no modo contato intermitente, utilizando as pontas de Silicio da TED PELLA
(TAP300-G10) em uma frequéncia de amplitude aproximadamente 239 kHz. O
programa Gwyddion 2.45, foi utilizado para tratar as imagens e obter o tamanho
(nandmetros) das nanoparticulas. A analise estatistica dos resultados obtidos foi
realizada com o uso do programa GraphPad Prism 6, bem como obter histogramas

de tamanho das nanopatrticulas.

4.3.8 Teste de liberacéo in vitro

Para caracterizar o perfil de liberacéo de nevirapina em condi¢ces que simulam
o trato intestinal, 8 mg de nanoparticulas liofilizadas foram colocadas em uma
membrana de didlise (14 kDa) em 7 mL de tampao fosfato pH 6,8 sem pancreatina
(37 °C) com agitacao constante de 120,00 RPM, em quadruplicata. As amostras foram
recolhidas e substituidas pelo mesmo volume de meio de incubacdo em tempos pré-

determinados durante 8 horas. Para determinagdo da nevirapina liberada das
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nanoparticulas, as amostras foram analisadas com espectrofotdmetro Varian Cary 50
UV-Vis (Agilent Technologies, Santa Clara, Califérnia, EUA), na absorbancia de 283

nm, usando uma cubeta de micro quartzo (10 mm de caminho Optico).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DA GOMA DE CAJUEIRO

No presente estudo, a goma de cajueiro foi modificada para introduzir grupos
acetil gracas ao anidrido acético na presenca de piridina por meio de catélise por
formamida em condi¢des adequadas (DIAS et al., 2016; PITOMBEIRA et al., 2015).

Para confirmar a modificacdo quimica foi realizada a analise de FTIR, como é
mostrado na Fig. 7. A GC sem modificacdo, apresenta bandas caracteristicas na
regido 3342 cm? devido ao alongamento do -OH, um pequeno pico 2933 cm
atribuido as vibragdes de alongamento CH e uma absorcédo a 1014 cm™ devido as
vibragcdes de estiramento do C-O-C dos enlaces glicosideos. De acordo com a
literatura, a reacao de acetilacao € confirmada pela presenca da banda em 1 738 cm-
!, essa banda se refere ao grupo C=0 onde se verifica a insercdo de grupos acetila
na goma cajueiro. A estrutura da goma foi preservada apés a modificacéo ja que a
GCA apresenta um alongamento em 3356 cm™ (-OH) e um pico 1041 cm™ (C-O-C),
semelhantes na GC (DIAS et al., 2016; PITOMBEIRA et al., 2015), os deslocamentos

também confirmam alteracéo estrutural .

Figura 7 - Espectros de FTIR para goma de cajueiro (GC) e goma de cajueiro
acetilada (GCA)
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Na determinagdo do coeficiente de solubilidade dos polimeros, a GC
apresentou um coeficiente de 95,43 (+ 0,62) g/100 g de agua e a GCA obteve um
coeficiente de solubilidade de 10,4 (+ 0,66) g/100 g de &gua, tais dados foram
superiores ao apresentado por Pitombeira ou inferior ao de Segundo Vasconcelos
Silva et al. (2019), que realizaram a modificac¢ao utilizando NaOH, e apresentaram um
coeficiente de 97,7 (£ 0,42) g/100 g de agua para GC e para GCA de 82,3 (+ 2,52)
g/100 g de 4gua. Essa reacao é mais branda, pois confere a estrutura carga negativa
ao polimero. Ja a acetilacdo pela metodologia de Pitombeira et al. (2015) apresentou
um polimero menos sollvel, pois a reacdo com a piridina € mais reativa e eficiente,
garantido uma maior hidrofobizacdo do polissacarideo. As divergéncias desses
coeficientes se dao devido as diferentes metodologias da sintese de acetilacdo, os

reagentes sao diferentes, mas a modificacéo final foi realizada.

5.2 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

5.2.1 Nanoparticulas nao recobertas

Uma caracteristica que favorece a formacéo dos sistemas € que ao submeter
a goma de cajueiro hidrofilica ao processo de acetilacdo, ela ganha partes
hidrofébicas tornando-se um biopolimero anfifilico que permite o transporte e a
liberacdo de farmacos pouco sollveis em meios aquosos, 0 que garante a estabilidade
coloidal das nanoparticulas (ABRIATA et al., 2017; LIMA et al., 2018; PITOMBEIRA et
al., 2015).

Na metodologia abordada neste trabalho ndo foi necessario o uso de agente
surfactante na fase aquosa para obtencao dos sistemas poliméricos. Segundo Cardial
(2019), tém-se estudado a acetilacdo de polissacarideos visando a formacédo de
nanoparticulas em sistemas auto-organizados, geradas a partir de biopolimeros
anfifilicos aplicaveis para o carreamento de principios ativos hidrofébicos (CARDIAL,
2019).

Tendo em vista que as interacfes solvente-dgua desempenham um papel
fundamental durante o processo de difusdo em cadeia, os parametros de solubilidade
dos solventes foram inicialmente utilizados para explicar essa tendéncia. Os
parametros de solubilidade de uma substancia em um solvente expressam a afinidade

entre moléculas semelhantes. Um primeiro requisito da solubilidade mutua é que o
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parametro de solubilidade (Xs.w) do soluto e o do solvente ndo sejam muito diferentes.
Quanto menor for a diferenca, maior sera a afinidade. Os solventes organicos com
maior afinidade pela &gua promovem uma difusédo mais eficiente do solvente (particdo
do polimero) na fase aquosa, o que por sua vez condiciona a formacao de formulagfes
coloidais menores (BECK-BROICHSITTER; NICOLAS; COUVREUR, 2015;
GALINDO-RODRIGUEZ et al., 2004).

O tamanho médio de particula do sistema nanoestruturado determinado por
espalhamento de luz dindmico foi de 221,3 nm para nanoparticulas da formulacdo
NP1-NVP e 215,7 nm para NP1-Branco. Assim também de 127,2 nm para
nanoparticulas da formulagdo NP2-NVP e 220,8 nm para NP2-Branco segundo a
Tabela 4. A confirmacéo da formacao das nanoparticulas foi dada pela presenca do
efeito de Tyndall, através da visualizacdo da suspensao opalescente e o agquecimento

da suspencao apos sonicacgao.

Tabela 4 - Tamanho e Potencial Zeta nanoparticulas sem revestimento

Potencial
Tamanho PDI EE DL
Zeta (mV)
NP1-Branco 215, 7+1,5 0,127 +0,01 -41,4+0,4
NP1-NVP 221,3+199 0,293+0,08 -39,7+2,2 80,9 £ 0,22 27,3+0,26
NP2-Branco 220,8+1,0 0,156 + 0,01 -33,0+0,4
NP2-NVP 127,2+17,7 0,167 +0,05 -447+3,4 89,6 + 0,97 30,15+ 0,53

Legenda: NP1 = fase orgénica acetona, NP2 = fase orgéanica acetona + DMSO (1:1).

Fonte: Autora

Neste estudo foram elaboradas duas formulacdes com diferentes solventes
organicos para estudar qual delas apresenta as condi¢cdes mais favoraveis em relacao
ao tamanho de particula, PDI, zeta e eficiéncia de encapsulamento. Um tamanho
menor de nanoparticulas era esperado quando combinacdo de acetona/DMSO uma
vez que a mistura apresenta um parametro de interacdo solvente-agua menor em
comparacdo com acetona. Alguns pesquisadores usaram o DMSO (BECK-
BROICHSITTER; NICOLAS; COUVREUR, 2015; DO AMARAL RODRIGUES et al.,
2019; GALINDO-RODRIGUEZ et al., 2004; LIMA et al., 2018; PITOMBEIRA et al.,
2015; RICHTER et al., 2018, 2020) e acetona (ABREU et al., 2016; DIAS et al., 2016)
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como solvente para a preparacdo de nanoparticulas de goma de cajueiro, obtendo
sistemas potenciais como carreadores de farmacos.

As nanoparticulas apresentaram indice de polidispersédo de 0,29 e 0,17 para
NP1-NVP e NP2-NVP, respectivamente, indicando boa distribuicdo do tamanho das
particulas, quer dizer uma reduzida polidispersividade entre elas. Organizacbes de
padrdes internacionais (ISOs) estabeleceram que valores de PDI <0,05 sdo mais
comuns para amostras monodispersas, enquanto valores > 0,7 sdo comuns para uma
distribuic@o de particulas de tamanho amplo (por exemplo, polidispersa) (MUDALIGE
et al., 2018).

O potencial zeta (ZP) também denominado efeito eletroforético € a carga
elétrica global da superficie de uma particula coloide que se move em um campo
eletromagnético, a que é mensurada pela sua velocidade por unidade de campo
elétrico que é aplicado sobre a dispersdo de ions no diluente com forga iGnica
(BHATTACHARJEE, 2016; MAYORAL; MORENO; SAN MARTIN-MARTINEZ, 2014).
Para avaliar a superficie de carga das nanoparticulas, as dimensdes positivas ou
negativas de ZP sédo determinadas identificando para qual eletrodo as particulas se
movem durante a eletroforese (BHATTACHARJEE, 2016). Os resultados mostram
gue as nanoparticulas sdo negativamente carregadas com valores de potencial zeta
de -39,7 mV para as NP1-NVP e -44,7 para as NP2-NVP, indicando um sistema
estavel. A carga superficial da nanoparticula medida pelo potencial zeta € um
parametro importante para a caracterizacao dos sistemas de liberacao de farmacos,
pois determina a interacao e penetracao através das barreiras fisioldgicas de absorcao
intestinal (KUMARI; YADAV; YADAV, 2010).

A eficiéncia da encapsulacdo de NVP indica a quantidade de NVP aprisionada
e retida no sistema de nanoparticulas. O valor da eficiéncia de encapsulacdo da NVP
nas nanoparticulas foi de 80,9% (NP1-NVP) e 89,6% (NP2-NVP), os sistemas
preparados com GCA apresentaram uma maior eficiéncia de encapsulacdo em
comparacao com outros estudos baseados na preparacdo de nanoparticulas com
acetato butirato de celulose e poli (acido lactico-co-glicdlico) (PLGA) com valores de
75,89% e 20-75% respectivamente (KUO; LIN; WANG, 2011; VARSHOSAZ et al.,
2018a). Por outro lado, a DL foi de 27,3 + 0,26 e 30,15 + 0,53 das formulagdes,

respectivamente.
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Segundo os resultados obtidos se conclui que a formulacdo de NP2-NVP
apresentou melhores condi¢cdes de tamanho para posterior revestimento, e porque
apresentaram porcentagem mais altas de EE e DL.

5.2.2 Nanoparticulas recobertas

A importancia do uso da GCA e a QTS é que favorece a formacdo de
nanoparticulas devido a diferenca de cargas negativa e positiva respectivamente
(ABREU et al., 2012). Deve, no entanto, realcar-se que a QTS é pouco soluvel a pH
6,5, condicionando a sua atividade de promotor de absorcdo, em especial, nas
mucosas com este pH de que é exemplo de uma parte significativa do intestino. Mas
também ele é soluvel em pH acidos, portanto, a reacdo com GCA deve manter o
sistema mais estavel (RIBEIRO, 2007; YOU et al., 2013).

O tamanho médio de particula do sistema nanoestruturado recoberto foi de
437,3 nm para nanoparticulas com QTS 0,025% e 596,5 nm para nanoparticulas com
QTS 0,05%, como mostrado na Tabela 5. Para ambos casos as nanoparticulas sem
farmaco apresentaram menor tamanho sendo 403,5 nm e 452,9 nm para uma e outra
formulacdo. Em comparacdo com as nanoparticulas ndo recobertas, as recobertas
sdo de tamanho maior 0 que sugere revestimento com quitosana.

Um estudo similar demostra que se pode observar uma tendéncia, segundo a
gual ao aumentar o teor de quitosana na matriz, foram obtidas particulas maiores.
Uma explicacdo provavel € que o aumento da proporcdo de quitosana na matriz leva
a uma reducdo nas interacdes goma-quitosana e, consequentemente, favorece a
formacdo de particulas ligadas por interacbes de hidrogénio quitosana entre suas
cadeias (interacOes intercadeias); o grupo amino positivo da quitosana causa
repulséo entre as cadeias, levando a tamanhos elevados de nanoparticula (ABREU et
al., 2012).

As nanoparticulas apresentaram indice de polidisperséo de 0,25 e 0,32 para
NP2-QTS (0,025%) e NP2-QTS (0,05%), respectivamente, indicando uma boa

distribuicdo do tamanho das particulas.
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Tabela 5 - Tamanho e potencial Zeta das nanoparticulas revestidas de QTS.

Potencial Zeta

Tamanho PDI mv)
NP2 - QTS (0,025%) - Branco* 403,5+5,2 0,283 £ 0,07 +61,5+4,6
NP2 - QTS (0,025%) - NVP* 437,3+£14,0 0,250 £ 0,02 +54,3+1,5
NP2 - QTS (0,05%) - Branco* 452,9+9,6 0,263 £ 0,02 +64,0+1,3
NP2 - QTS (0,05%) - NVP* 596,5 + 16,9 0,327 £ 0,06 +62,5+1,4

Legenda: *NP2 — DMSO + Acetona (1:1). A propor¢cdo de suspencao de NP2 + QTS usada foi 2:1.

Fonte: Autora

O potencial zeta mudou com relacdo as nanoparticulas nao revestidas devido
a QTS ser um polimero catiénico, o valor para as nanoparticulas de concentracao
0,025% foi de +54,3 mV (+61,5 mV sem farmaco) e para as de 0,05% de concentracéo
foi de +62,5 mV (+64,0 mV sem farmaco). Os resultados do potencial zeta indicam a
estabilidade eletrostatica das nanoparticulas com valores superiores a £30 mV, (em
modulo) relacionados as nanoparticulas com menor tendéncia de formacdo de
agregados (BENITA; LEVY, 1993; PITOMBEIRA et al., 2015).

Foi determinada a morfologia das nanoparticulas sem e com revestimento,
segundo a Figura 8, na qual pode-se evidenciar nanoparticulas esféricas, em geral
lisas devido a natureza elastica do polimero, que se adapta a diferentes formas
reduzindo as condicbes e possiveis imperfeicbes superficiais (DO AMARAL
RODRIGUES et al., 2019). Observou-se que os tamanhos médios das nanoparticulas
avaliados por microscopia de forca atémica (AFM) (Figura 9) foram menores do que
os determinados por DLS. A analise de AFM apresenta informacfes em trés
dimensbes, sendo normalmente usado o eixo z para determinar o diametro das
particulas. A analise do tamanho determinado pelo DLS é uma medida indireta, uma
vez que as dimensdes sao avaliadas por meio do raio hidrodinamico, medido a partir
do espalhamento da luz (OLIVEIRA et al., 2020a). Outros fatores que influenciam a
medicdo sdo as camadas ibnicas, a camada de solvatacdo e o comportamento de

dispersédo das particulas em solucdo (RICHTER et al., 2020).
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Figura 8 - Nanoparticulas sem recobrimento (NP2-Branco (A — B) e NP2-NVP (C-D))
e com recobrimento (NP2-QTS(0,025%)-Branco (E — F) e NP2-QTS(0,025%)-NVP
(G — H)) analisadas por AFM.

Fonte: Autora
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Figura 9 - Gréfico de diametro médio das nanoparticulas sem recobrimento (NP2-
Branco e NP2-NVP) e com recobrimento (NP2-QTS(0,025%)-Branco e NP2-
QTS(0,025%)-NVP) avaliado por microscopia de forca atémica.

100+

83.70 8396

==]
o
1

=]
o
1

20.34

o
o
]

Diametro médio (nm)
[ %)
e

o
NPZ2-Branco
NP2-NVP
NP2-QTS(0,025%)-Branco
NP2-QTS(0,025%)-NVP

Fonte: Autora

Portanto, com base nos resultados obtidos para tamanho de particula,
potencial zeta e eficiéncia de encapsulacédo do farmaco na quantidade incorporada,
foram escolhidas para a liberacdo in vitro as nanoparticulas NP2-NVP e NP2-
QTS(0,025%)-NVP. O perfil de liberacéo por difusdo através de membrana de dialise
em solucdo tampao pH 6,8 do farmaco livre e das nanoparticulas foram analisados
para fins comparativos.

A Fig. 10 mostra o perfil de liberacdo de NP2-NVP, NP2-QTS(0,025%)-NVP e
NVP livre sob condicGes de solucdo tampdo. Como pode ser visto, tanto NP2-NVP
(8,5 £ 3,3%) quanto NP2-QTS(0,025%)-NVP (7,6 = 0,84%) apresentaram indices
semelhantes nos momentos iniciais de liberagcdo, isso porque parte da NVP
permaneceu na superficie da nanoparticula (OLIVEIRA et al., 2020a). No entanto, em
2 horas, NP2-NVP liberou cerca de 14,2 = 6,3% e, NP2-QTS(0,025%)-NVP liberou
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cerca de 13,4 £ 1,5%, enquanto para NVP livre 24,1 + 2,7%. Apos 4 horas, NP2-NVP
liberou aproximadamente 22,1 + 9,6%, e NP2-QTS(0,025%)-NVP liberou 23,6 + 2,2%,
enquanto para NVP livre 31,5 + 4,6%, finalmente apds 8 horas NP2-NVP liberou cerca
de 31,7 £ 12,6% e, NP2-QTS(0,025%)-NVP liberou cerca de 35,1 £ 1,7%, enquanto
para NVP livre 39,4 + 1,9%. Em comparacéo com o farmaco livre, o perfil de liberacao
mostra uma liberacdo sustentada do farmaco e consideravelmente mais lenta. O
derivado modificado recoberto com quitosana utilizado neste trabalho pode se tornar
uma plataforma interessante para a liberagdo modificada de farmacos, dado seu
comportamento em sistemas de liberacdo de farmacos que utilizam polissacarideos
como matriz polimérica (OLIVEIRA et al., 2020a; PITOMBEIRA et al., 2015; RICHTER
et al., 2020). No entanto, testes de citotoxicidade e avaliacdo da eficacia de

nanoparticulas em cultura de células permanecem necessarios.

Figura 10 - Perfil de liberacéo in vitro de nanoparticulas carregadas com nevirapina
e nevirapina livre na solucéo tampéao pH 6,8.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem constatar 0s seguintes aspectos:

e A acetilagdo da GC foi confirmada por FT-IR, com hidrofobicidade adequada para

a preparacao de nanoparticulas.

e Foram obtidas NP de GCA com acetona e a mistura de acetona/DMSO
apresentando tamanho médio de 221,3 nm e potencial zeta de -39,7 mV, com
eficiéncia de incorporacdo de NVP de 80,9%; e tamanho médio de 127,2 nm e
potencial zeta de -44,7 mV, com eficiéncia de incorporacdo de NVP de 89,6%,

respectivamente.

e Foram obtidas NP de GCA recobertas com QTS a 0,025% e 0,05% apresentando
tamanho médio de 437,3 nm e potencial zeta de +54,3 mV; e tamanho médio de
596,5 nm e potencial zeta de +62,5 mV, respectivamente, e tendéncia de liberacéo

prolongada para as NPs com 0,025% de revestimento de quitosana.

e As nanoparticulas de GCA a partir da mistura de solventes acetona/DMSO e as
mesmas recobertas com QTS 0,025% apresentaram carateristicas similares para

se comportar como um sistema de liberacéo para o carreamento de NVP.
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