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RESUMO

A goma do cajueiro (GC) ¢ um heteropolissacarideo obtido do exsudado do Anacardium
ocidentale L., que se encontra em crescente utilizagao nas areas biotecnologicas, principalmente
na industria farmacéutica. Isso ¢ devido ao fato de apresentar uma estrutura versatil para
aplicagdes em dispositivos nanobiomédicos. As modificagdes quimicas na estrutura dos
polissacarideos envolvem a introdu¢do de grupos funcionais, as quais possibilitam a obteng¢ao
de novos biomateriais com novas propriedades. Este trabalho tem por objetivo promover a
modificacdo na goma do cajueiro utilizando o anidrido ftalico (AF), uma rea¢do que nao faz
uso de solvente e tem por finalidade obter novos biomateriais com carater hidrofobico para o
desenvolvimento de nanoparticulas. A reacgao foi realizada para obten¢do de quatro derivados
(GCF1, GCF2, GCF3 e GCF4), variando a propor¢ao de CG/AF (1: 2 a 1:5) na razao (m/m) e
o tempo de reagao de 20 e 40 minutos para cada propor¢do. O AF foi fundido a temperatura de
130°C, em seguida a GC foi adicionada e o tempo foi cronometrado. Ao final da reagdo os
derivados foram precipitados em 4gua ultrapura e lavados até a remocao dos subprodutos e
liofilizado posteriormente. Os derivados obtidos foram caracterizados por espectroscopia na
regido de infravermelho, andlise elementar, titulagdo potenciométrica e andlise
termogravimétrica. O derivado GCF4 foi utilizado como agente redutor e estabilizador para
obtencdo de nanoparticulas de prata (AgNPs), sintetizadas por duas rotas: via sintese verde e
com uso do redutor quimico borohidreto de sddio. As AgNPs foram caracterizadas por UV-
VIS, andlise de rastreamento de nanoparticulas, potencial zeta, espectrometria dtica de emissao
atomica com plasma indutivamente acoplado e microscopia de forca atdmica. Foi determinada
a acdo antimicrobiana das AgNPs por meio do teste de concentragdo inibitoria minima (CIM)
contra as bactérias Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Escherichia coli ATCC 25922 e
contra os fungos Trichophyton interdigitale (73826), Fonsecaea pedrosoi ATCC 46428 e
Sporothrix schenckii ATCC 201679. Ja o derivado GCF1 foi utilizado para a producao de
nanoparticulas poliméricas (NPs) carregadas com o farmaco naproxeno (AINES) utilizando a
técnica de didlise. As NPs sem e com o farmaco foram caracterizadas por espalhamento de luz
dindmico, para obten¢do do tamanho hidrodinamico, indice de polidispersdo e potencial zeta.
Foi avaliada a estabilidade coloidal do sistema por um periodo de 5 meses € o sistema mostrou-
se estavel, ndo havendo mudangas significativas no tamanho, indice de polidispersao e potencial
zeta. Também foi avaliado a eficiéncia de incorporacdo, encapsulagao e liberagdo in vitro das
nanoparticulas, indicando que o sistema ¢ promissor para ser utilizado na entrega de farmacos.

Palavras-chave: Anacardium ocidentale, modificacio hidrofobica, nanoparticulas de
prata e nanoparticulas com naproxeno.



ABSTRACT

Cashew gum (CQG) is a heteropolysaccharide obtained from the exudate of Anacardium
occidentalis L., which is cultivated in biotechnological areas, mainly in the pharmaceutical
industry. This is due to the fact that it presents a versatile structure for applications in
nanobiomedical devices. The chemical modifications in the structure of the polysaccharides,
involve the introduction of functional groups, which make it possible to obtain new biomaterials
with new properties. This work aims to promote the modification in cashew gum using phthalic
anhydride (PA), a reaction that does not use solvent and aims to obtain new biomaterials with
hydrophobic character for the development of nanoparticles. The reaction was performed to
obtain four derivatives (PCG1, PCG2, PGC3 and PCG4), varying the ratio of CG/PA (1: 2 to
1: 5) in the ratio (w/w) and the reaction time of 20 and 40 minutes for each ratio. The PA was
melted at 130°C, then the CG was added and the time was measured. At the end of the reaction
the derivatives were precipitated in ultra pure water and washed until removal of by-products
and lyophilized. The obtained derivatives were characterized by Infrared Spectroscopy,
elemental analysis, potentiometric titration and thermogravimetric analysis. The PCG4
derivative was used as a reducing and stabilizing agent to obtain silver nanoparticles (AgNPs),
synthesized by two routes via green synthesis and using the chemical sodium borohydride
reductant. AgNPs were characterized by UV-VIS, nanoparticle tracking analysis, zeta potential,
inductively coupled plasma atomic emission spectrometry and atomic force microscopy. The
antimicrobial activity of AgNPs was determined by the minimum inhibitory concentration
(MIC) test against the bacteria Staphylococcus aureus ATCC 29213 and Escherichia coli
ATCC 25922 and against the fungi Trichophyton interdigitale (73826), Fonsecaea pedrosoi
ATCC 46428 and Sporothrix schenckii ATCC 201679. The PCG1 derivative was used for the
production of polymeric nanoparticles (NPs) loaded with the drug naproxen (NSAIDs) using
the dialysis technique. The NPs without and with the drug were characterized by dynamic light
scattering to obtain hydrodynamic size, polydispersity index and zeta potential. The colloidal
stability of the system was evaluated for a period of 5 months and the system was stable, with
no significant changes in size, potential zeta and polydispersity index. The efficiency of
incorporation, encapsulation and in vitro release of the nanoparticles was also evaluated,
indicating that the system is promising to be used in the delivery of drugs.

Keywords: Anacardium occidentale, hydrophobic modification, silver nanoparticles and
nanoparticles with naproxen.
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1. INTRODUCAO

Os polissacarideos podem ser obtidos de diversas fontes tais como, plantas marinhas,
plantas terrestres, origem microbiana e provenientes da carapaca de crustaceos. Dentre as
classes de biopolimeros ha as gomas, as quais sao extraidas a partir de uma variedade de fontes,
que incluem exsudados e sementes de plantas terrestres, algas e produtos da biossintese de
micro-organismos (CUNHA, DE PAULA e FEITOSA, 2009).

As gomas possuem uma ampla variedade de composicao e propriedades reoldgicas, o
que possibilita uma infinidade de aplicagdes nos mais diversos setores industriais, com grandes
aplicacdes nas areas alimenticia, farmacéutica e cosmetologia (KUMAR et al., 2012). As
vantagens de se trabalhar com esses materiais estdo no baixo custo, na biocompatibilidade, na
biodegradabilidade, na sua ampla distribuicdo e por serem provenientes de fontes renovaveis
(LIU et al., 2008; DAOUB et al., 2016).

A goma do cajueiro (GC) ¢ um heteropolissacarideo, proveniente do exsudato do
Anacardium ocidentale L., uma arvore tipica de climas tropicais ou subtropicais, e se encontra
amplamente distribuida no Nordeste brasileiro e ¢ conhecida popularmente como cajueiro.
Porém, pode ser encontrada em outros paises como na India, Mogambique, Nigéria e Quénia.
A sua composicao pode sofrer varia¢des, dependendo da origem da planta, tipo de solo e época
do ano (ANDERSON, BELL, MILLAR e 1974; DE PAULA e RODRIGUES, 1995). Esse
biopolimero se encontra em crescente utilizagdo na area biotecnologica, pois apresenta estrutura
quimica com potencial uso para modificagcdes estruturais, que envolvem a inser¢do de
grupamentos quimicos na sua estrutura e surge como uma alternativa de melhorar suas
propriedades, tais como solubilidade (RIBEIRO et al., 2016).

A GC apresenta uma estrutura quimica que facilita a preparacdo de nanoparticulas de
prata. Quelemes et al. (2013) descreveu o desenvolvimento de nanoparticulas de prata (AgNPs)
reduzidas e estabilizadas com a goma do cajueiro, bem como sua atividade antibacteriana contra
bactérias do Gram-negativas. As AgNPs tem chamado aten¢do devido exibirem propriedades
tais como, elétricas e opticas (BOGLE, DHOLE e BHORASKAR, 2006). Entretanto o efeito
antimicrobiano das AgNPs € o que tem atraido maior atengao para o estudo, devido ao aumento
da resisténcia dos micro-organismos aos farmacos disponiveis (PANACEK et al., 2006). As
AgNPs atuam inibindo os micro-organismos em varios alvos, tanto a nivel de parede celular,
de membrana celular ¢ de DNA, e elas tem surgido como uma alternativa para o
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos (RAI, YADAV e GADE, 2009).

Os polissacarideos modificados também podem ser utilizados na area farmacéutica,

como matriz polimérica para distribui¢ao de farmacos. Alguns trabalhos modificando a goma
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do cajueiro ja foram propostos. Dias et al (2016) e Pitombeira et al (2015), utilizaram a goma
do cajueiro acetilada para desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas incorporando
farmacos da classe anti-inflamatdrios nao-esteroide (AINES). Os AINES envolve uma das
classes de medicamentos mais prescrito em todo o mundo, € que dispdem de propriedades anti-
inflamatorias, antipiréticas e analgésica (MURI, SPOSITO e METSAVAHT, 2009). Entretanto
o uso prolongado dos AINES promove alguns efeitos adversos, sendo que o mais importante
ocorre no trato gastrointestinal, ocasionando nduseas, dor abdominal e ulcera géstrica
(BATLOUNI, 2010).

O naproxeno (NPX) ¢ um AINES frequentemente prescrito e que geralmente ¢ utilizado
para o tratamento da osteoartrite e artrite reumatoide e que promove danos a mucosa gastrica
( LIVERSIDGE e CONZENTINO, 1995; JAVADZADEH et al., 2010). Na atual conjuntura,
ha o desenvolvimento e investigagdo de novas substancias que possuem efeitos terapéuticos,
nessa perspectiva tem havido pesquisa sobre a atuagdo terapéutica dos produtos
naturais(GOSWAMI e NAIK, 2014).

Diante do exposto, o presente trabalho tem como proposta modificar a goma do cajueiro
com anidrido ftalico, que ¢ um composto estavel e dentre os derivados de acidos carboxilicos,
possuem uma boa reatividade, podendo reagir com alcoois e aminas, a fim de formar ésteres e
amidas, respectivamente (WITT, 2008). Os novos biomateriais obtidos com carater hidrofobico
foram aplicados na produ¢do de nanoparticulas de prata, observando seu potencial
microbiologico para bactérias e fungos. Além disso, produzir nanoparticulas poliméricas para

o carreamento do naproxeno de sodio.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Polissacarideos naturais

Os polissacarideos pertencem a uma classe de macromoléculas formadas por unidades
repetidas de monossacarideos unidos entre si por ligagdes glicosidicas. Apresentam ampla
variabilidade estrutural, pois as unidades de monossacarideos podem interligar-se entre si em
varios pontos para formar uma grande variedade de estruturas ramificadas ou lineares, que
podem ser simples ou complexas. Os polissacarideos podem ser obtidos de diversas fontes, tais
como vegetal (exsudatos, sementes, frutos e tubérculos), microbiana (fungos e bactérias), algas
e origem animal. O isolamento, a purificacdo e a utilizagdo de polissacarideos dependem das
suas caracteristicas estruturais (LIU et al., 2015; SHI, 2016)

Os estudos mostram que os polissacarideos possuem atividades bioldgicas complexas e
uma ampla variedade de fung¢des. Na China, por exemplo, varios polissacarideos t€ém sido
usados na medicina alternativa para tratar o diabetes mellitus, por conta deles possuirem efeito
hipoglicemiante (CHEN et al., 2013; WANG et al.,, 2016). Os polissacarideos também
apresentam outras atividades, tais como antitumoral (CHAI e ZHAO, 2016; SEEDS et al.,
2016), antioxidante (CHEN et al., 2015), anti-inflamatorio (LI e SHAH, 2016), efeito de
radioprotecao (LI et al., 2016), antiviral (SU et al., 2016) e anticoagulante (CAI et al., 2013),
tornando-os adequados para usos medicinais.

Além disso, os polissacarideos possuem aplicagdes nas engenharias de tecidos e
regenerativas € no campo de entrega de farmacos (XIE et al., 2015). Um grande namero de
polissacarideos, tais como quitosana, pectina, ciclodextrina, dextrana, goma de guar, inulina e
amilose estdo sendo estudados quanto ao seu potencial no sistema de transporte de fArmacos ao
colon, isso porque estas macromoléculas sdo degradados pela microflora deste orgdo, liberando
o farmaco no local alvo (SINHA e KUMRIA, 2001; VANDAMME et al., 2002)

As caracteristicas de biocompatibilidade e de biodegradabilidade dos polissacarideos
justificam seu interesse na engenharia de nanovacinas. As nanoestruturas de biopolimeros
possuem vantagens na liberagdo dos antigenos, pelo fato de serem particuladas e se
assemelharem ao tamanho dos virus e bactérias, e poderem imitar o processo de infec¢do e,
assim serem englobadas pelas células apresentadoras de antigeno (CORDEIRO, ALONSO e
DE LA FUENTE, 2015).
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2.1.1 Goma do cajueiro

A GC (figura 1-A) ¢ um polissacarideo obtido do exsudato da espécie Anacardium
occidentale L. (Figura 1-B) que possui baixo custo, facil acesso e amplamente distribuido pelo
Nordeste do Brasil e que tem despertado interesse para estudo nas mais diversas areas da
pesquisa cientifica e tecnoldgica. Esta goma ¢ um heteropolissacarideo acido, ramificado, de
cadeia longa e de elevado peso molecular. E soluvel em agua, cuja solugdo apresenta baixa
viscosidade e pode ser precipitada em solventes organicos, tais como etanol (DE PAULA,

HEATLEY e BUDD, 1998; CAMPOS et al., 2012).

Figura 1: (A) Goma do Cajueiro (B) Exsudato obtido do Cajueiro.

Fonte: Proprio autor.

A propor¢do de monossacarideos presentes na GC depende da fonte, idade da arvore,
tempo de exsudacao e das condigdes climaticas. No entanto, relatos sobre sua composi¢ao
quimica tém mostrado que a hidrolise dessa goma resulta em 73% de galactose, 11% de glicose,

6% acido glucurdnico, 5% de arabinose, 4% de ramnose e 1% de manose, como mostra a figura

2 (DE PAULA, HEATLEY e BUDD, 1995).



Figura 2: (A) Unidades de monossacarideos presentes na goma do cajueiro. (B)
Representagdo da estrutura da Goma do Cajueiro.
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A GC apresenta diversas propriedades biologicas, tais como a atividade antidiarreica
pois possui a capacidade de inibir a motilidade gastrointestinal (CARVALHO et al., 2015) e
apresenta efeito protetor contra danos gastrointestinais através de mecanismos que envolvem a
inibicao da inflamagdo (SILVA et al., 2015). Apresenta também atividade anti-inflamatoria
(SCHIRATO et al., 2006) e atividade antibacteriana (TORQUATO et al., 2004; CAMPOS et
al., 2012).

No campo das aplicacdes biomédicas, a goma do cajueiro também pode ser utilizada
como filme para curativos de feridas, atuando no processo de cicatrizagdo e previnindo de
infecg¢des por microrganismos patogénicos (MOREIRA et al., 2015).

As vantagens de utilizar a goma do cajueiro estdo relacionadas com suas caracteristicas
reoldgicas e a biodegradabilidade. Botrel et al. (2017) avaliou a goma do cajueiro como
potencial agente para encapsulacao de 6leo de peixe e comparou com a goma arabica (GA), que
¢ um material comumente utilizado no processo de encapsulacdo. Este Gltimo material possui
um custo mais elevado comprado com GC. As emulsdes produzidas com goma do cajueiro
apresentaram uma viscosidade mais baixa e uma maior eficiéncia de encapsulagdo, indicando
que o uso deste material se torna uma alternativa viavel para o encapsulamento de alimentos.

A GC foi mencionada como alternativa para substituir a GA na industria de bebidas.
Porto e Cristianini (2014) investigaram comparativamente as propriedades emulsionantes da
GC e da GA e concluiram que a goma de cajueiro possui boas propriedades emulsionantes, pois
quando comparada as emulsdes da GA ambas apresentaram boa estabilidade. A GC mostrou
ser um ingrediente promissor a ser utilizado em emulsdes de bebida.

Por ndo apresentarem toxicidade, os polissacarideos podem ser utilizados como material
polimérico para revestimento de alimentos. Forato et al. (2015) examinou o efeito de emulsdes
baseadas na goma do cajueiro associada a carboximetilcelulose e agente plastificante como
revestimento comestivel com intuito de prolonga5 a vida util de goiabas intactas e cortadas
armazenadas a temperatura ambiente. Foi demonstrado que o biofilme formado foi eficaz na
extensao da vida util de goiabas, além de observado efeito antifungico.

Na area da eletroquimica, a goma do cajueiro ja foi utilizada como um biomaterial ativo
para formar filmes finos pela tecnica camada por camada. Esse polimero se destacou como um
excelente material formador de filme, com potenciais aplicagdes em dispositivos
nanobiomédicos, tais como sensores eletroquimicos. Os sensores de GC com ftalocianinas
podem ser usados para detec¢io de dopamina (ARAUJO et al., 2012); sensores com CG e
peptideos antimicrobianos demosntraram atividade anti-leishmania (BITTENCOURT et al.,

2016).
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2.2 Modificacao de polissacarideos

As modificagdes na estrutura dos polissacarideos surgem com a proposta de melhorar
suas propriedades e, assim, ampliar suas aplicacdes. Essas modificagdes alteram suas
propriedades quimicas, biologicas, fisicas e mecanicas (PARTAIN, 2000). Uma das grandes
limitagdes em se trabalhar com polissacarideos ndo modificados consiste no fato de que os
mesmos sdo compostos com carater hidrofilico, devido a presenca de muitos grupos
hidroxilicos, e quando usados como matriz, promovem liberagao prematura (GOSWAMI e
NAIK, 2014). Por esta razdo, alguns polissacarideos como a inulina, a amilase, a goma guar e
as pectinas foram modificados quimicamente para aumentar sua hidrofobicidade
(VANDAMME et al., 2002).

Nos polissacarideos, a presenga de grupos funcionais altamente reativos, tais como
grupos aminos, carboxilicos e hidroxilicos facilitam o processo de modificagdo. H4 varios
métodos de modificacdo descritos na literatura, tais como a sulfatacio (GURPILHARES et al.,
2016); a carboximetilagdo (SILVA et al., 2004); a oxidagdo (SIMOES et al., 2016); a aminagio
(QUELEMES et al., 2017); a acetilagao (PITOMBEIRA et al., 2015). Contudo, € necessario
manter-se atento as questoes relacionadas a toxicidade dos reagentes quimicos empregados,
bem como a possivel formagao de subprodutos gerados no processo de modificagdo (KARAKI
etal., 2016).

Os polissacarideos modificados tém sido bastante estudados e os diferentes estudos
visam suas aplica¢des biomédicas, tornado-os biomateriais com alto desempenho. Pois estas
modifica¢des podem promover uma melhor solubilidade do polimero, melhorar a estabilidade
térmica, a sensibilidade a umidade, o direcionamento do fArmaco ao local de entrega e reduzir
seus efeitos colaterais dos farmacos (RANA et al., 2011). Os polissacarideos provenientes de
gomas, sao de natureza hidrofilica e por isso nao solubilizam em solventes organicos. A
introdu¢do de hidrocarbonetos e grupamentos aromaticos nesses polimeros, resulta na formagao
de novos materiais que possuem regides hidrofilica e hidrofébica na sua estrutura molecular,
logo podem atuar como tensoativos, formando micelas em solu¢ao ( MALVIYA, SHARMA e
DUBEY, 2016).

Para a GC algumas modifica¢des ja foram propostas, sendo utilizados classes de
anidridos como agentes modificantes, pois na quimica organica esses compostos sdo apreciados
por conta da sua elevada reatividade (SAFOU-TCHIAMA et al., 2007). Pitombeira et al. (2015)
e Dias et al. (2016), promoveram reagdo de modificagao na GC utilizando o anidrido acético e

empregou os novos biomateriais em sistemas de liberacdo de farmacos.
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2.3 Sintese de nanoparticulas metalicas

As nanoparticulas de metais nobres vém sendo amplamente utilizadas na area
biomédica, incluindo o diagnéstico, produgao de biossensores e na fototerapia, representando
uma das areas mais investigadas na ciéncia dos materiais. Essas aplicacdes se devem as
propriedades biologicas, eletromagnéticas, Opticas e cataliticas dessas nanoparticulas (LUE,
2001). As propriedades das nanoparticulas variam de acordo com sua forma, tamanho e
distribuicao do tamanho, que sao influenciadas pelo o método de obten¢do, o uso de agentes
redutores ou estabilizadores (DALLAS, SHARMA e ZBORIL, 2011). A figura 3 mostra os
principais metais utilizados na produ¢ao das nanoparticulas, bem com as principais aplicacdes

no campo bioldgico.

Figura 3:Tipos de nanoparticulas metélicas e aplicagdes biotecnoldgicas.
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Fonte: (Adaptado de MITTAL, CHISTI e BANERJEE 2013).

As nanoparticulas metalicas podem ser obtidas por métodos fisicos e quimicos. A
abordagem fisica utiliza varios métodos, tais como a evaporagdo/condensa¢do e a ablacdo a

laser (PALAZZO et al., 2017; ZULINA et al., 2017). Pela abordagem quimica, os ions
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metalicos em solu¢do sdo reduzidos em condigdes que favorecem a formacdo de pequenos
agregados metalicos. Estes métodos quimicos podem ser realizados com uso de substancias
quimicas, tais como, a hidrazina (SHUKLA et al., 2016), o borohidreto de sédio (LIU, CHENG
e CUI, 2014), o citrato de sodio (KRISHNAMURTHY e YUN, 2013) e o acido ascorbico
(ZAIN, STAPLEY e SHAMA, 2014). Essas substancias possuem a capacidade de se agregar
nas superficies das nanoparticulas, gerando repulsdes eletrostaticas entre as mesma. Esse
método garante uma maior estabilidade coloidal, porém deve-se ter cuidado ao manusea-lo e
aplica-lo, pois 0 mesmo oferece risco a saude (MELO et al., 2012).

Ha abordagens de metodologias que utilizam agentes redutores e estabilizadores
naturais tais como polissacarideos (DE ARAGAO et al., 2016), extrato de plantas (BINDHU e
UMADEVI, 2015; KUMMARA, PATIL e URIAH, 2016), uso de micro-organismos, tais como
bactérias (RAJESHKUMAR, MALARKODI ¢ VANAJA, 2016) e fungos, que possuem
enzimas responsaveis pela reducdo e estabilizacao do sistema (SINGH et al., 2013; ANAND et
al., 2015; FERNANDEZ et al., 2016). Essa metodologia ¢ conhecida como quimica verde ou
biossintese € no campo da nanotecnologia possui a capacidade de minimizar os possiveis
impactos destes sistemas a saide humana e ao meio ambiente (AHMED, RAMAN e
VEERAPPAN, 2016).

Os agentes estabilizadores utilizados na produ¢@o das nanoparticulas podem atuar por
dois métodos para evitar a agregacdo das mesmas. O primeiro deles ¢ a estabilizacao
eletrostatica (Figura 4-A) que ocorre devido repulsdo entre as cargas elétricas presentes na
superficie das nanoparticulas. O segundo método ¢ a estabilizacao estérica (Figura 4-B), que
ocorre por conta da presenga das cadeias longas dos agentes estabilizantes adsorvidos na
superficie das nanoparticulas, que devido ao seu volume impede a coaléscencia das

nanoparticulas (EL-NOUR, AL-WARTHAN e AMMAR, 2010; YU e XIE, 2012).
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Figura 4: Mecanismo de estabilizacdo das nanoparticulas: coloidal (A) Eletrostatico (B)
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Fonte: (Adaptado de YU e XIE, 2012).

Existem varias técnicas classicas que sao utilizadas para caracterizar as nanoparticulas.
Dentre elas estdo a sdo espectroscopia no ultravioleta visivel, espalhamento dindmico de luz,
o potencial zeta, o pH, a espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier, a
difracdo de raios X e as microscopias eletronica de varredura, de transmissao e forca atdmica
(MITTAL, CHISTI e BANERIJEE, 2013; VANITHA et al.,2017). A utilizagdo dessas técnicas
sdo importantes para entender as caracteristicas e as propriedades das nanoparticulas, ja que as

mesmas possuem potencial para varias aplicacdes (ZARBIN, 2007).

2.3.1 Nanoparticulas de prata e atividade antimicrobiana

Dentre as nanoparticulas metalicas, as de prata ganharam um interesse significativo ao
longo dos anos, devido as suas notaveis propriedades Opticas, elétricas e antimicrobianas (KIM
et al., 2007). As propriedades das nanoparticulas variam de acordo com seu tamanho, forma e
ambiente quimico. As nanoparticulas de prata (AgNPs) possuem tamanho inferior a 100 nm e
devido a sua atividade antimicrobiana tém sido utilizada no tratamento de feridas, de
queimaduras e j& foi observado que pode atuar no processo de cicatrizacdo (YOU, HAN e
WANG, 2012).

As AgNPs apresentam coloragdo amarelada e espectro de formacao da banda
plasmonica (Figura 5) na regido do visivel em comprimento de onda na regiao 380 a 420 nm.

A formagdo da banda plasmdnica ¢ atribuida a oscilacdo coletiva da nuvem eletronica presente
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na superficie das nanoparticulas quando radiacdo eletromagnética incide. Esta absorc¢ao Optica
¢ denominada de superficie de ressondncia plasménica (ZHANG e NOGUEZ, 2008). Esse
fendmeno também ocorre com os elementos nobres como ouro € cobre, pois possuem bandas
de transi¢des fazendo com que a frequéncia de plasma seja deslocada para a parte visivel do

espectro, proporcionando-lhes cor (SHARMA, YNGARD e LIN, 2009; ZHANG et al., 2016).

Figura 5: Superficie de ressonancia plasmdnica em nanoparticulas esféricas.

Fonte: (Adaptado de ZHANG ¢ NOGUEZ, 2008).

O processo de formagdo das nanoparticulas envolve trés etapas. Onde a primeira
caracteriza-se pela a nucleagio, onde os fons de Ag” sdo reduzidos a Ag’, formando niicleo
estavel. Na etapa seguinte, os atomos de Ag’ se agregam formando clusters e esses clusters se
agregam formando as nanoparticulas, sendo esse mecanismo conhecido como crescimento e a
ultima etapa ¢ a de estabilizacdo, onde os agentes estabilizantes recobrem as nanoparticulas e
restringem o seu crescimento, favorecendo uma boa dispersao coloidal (TRAN ¢ NGUYEN,
2011; YIN et al., 2014).

As AgNPs podem ser obtidas por métodos que envolvem o uso de reagentes quimicos,
como por exemplo, utilizando como redutor o borohidreto de sédio (NaBH4). E necessario
utiliza-lo em excesso em relacio ao volume de nitrato de prata (AgNOs) para manter
estabilidade coloidal das nanoparticulas (DALLAS, SHARMA e ZBORIL, 2011).

As AgNPs também podem ser obtidos por sintese verde, sendo um processo que tem
recebido muita atencdo, pois ndo utiliza reagentes quimicos sintéticos, € os grupamentos
funcionais presentes nas estruturas dos produtos naturais sdo responsaveis pela a redugdo e
estabilizacao das nanoparticulas (BINDHU e UMADEVI, 2015; EMAM ¢ AHMED, 2016).

Padalia, Moteriya e Chanda. (2015) utilizou o extrato das flores Tagetes erecta para produzir
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nanoparticulas de prata por sintese verde e analisou sua atividade antimicrobiana contra
bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos. Foi observado que ha sinergismos entre as
nanoparticulas e os fArmacos de uso convencionais. Quelemes et al. (2013), utilizou a goma do
cajueiro para o desenvolvimento de nanoparticulas por sintese verde e avaliou sua atividade
antibacteriana e citotoxica.

Virias aplicagdes tém sido propostas para uso de AgNPs. Entretanto sua principal
aplicacdo ¢ como agente antimicrobiano, € ha muitos estudos que relatam o mecanismo
antibacteriano das nanoparticulas (PAL, TAK e SONG, 2007; HAJIPOUR et al., 2012;
RADZIG et al., 2013; LI et al., 2016; FERRARIS et al., 2017). Com o surgimento de uma
ampla resisténcia aos antibioticos, as nanoparticulas oferecem uma alternativa para melhorar o
arsenal de fArmacos antimicrobianos e ¢ pouco provavel que os micro-organismos desenvolvam
resisténcia contra a prata, como fazem com os antibidticos convencionais, pois as
nanoparticulas atuam por uma ampla gama de mecanismos (AHMED, RAMAN e
VEERAPPAN, 2016).

Os mecanismos propostos para a agdo antibacteriana sdo, a atragdo eletrostatica, a
producdo de radicais livres, a alteragdes na permeabilidade da membrana, a interagdo com o
grupo tiol, a interferéncia na cadeia respiratdria, promovendo a morte celular e ocasionando o
vazamento de conteudo intracelular, interagdo com moléculas que contém fosforo, atuando na
inativa¢do da replicacdo do DNA (KIM et al., 2007; RAL, YADAYV e GADE, 2009). O tamanho
da AgNPs também interferem na atividade antibacteriana, pois nanoparticulas menores
possuem uma maior area de superficie para entrar em contato com as células bacterianas e,
portanto, terd uma percentagem de interacdo superior as das particulas maiores (RAVINDRAN,
CHANDRAN e KHAN, 2013; DURAN et al., 2016)

As AgNPs também apresentam atividade antifiingica, porém seu mecanismo nao ¢ bem
elucidado. Acredita-se que seja por mecanismos semelhante aos da bactérias, onde as AgNPs
provocam danos na membrana dos fungos, que resultam na formacdo de poros e
consequentemente a morte celular (NASROLLAHI, POURSHAMSIAN e MANSOURKIAEE,
2011).

Panacek et al. (2009), determinaram os efeitos fungistaticos e fungicidas das AgNPs
contra leveduras patogénicas que estavam causando infec¢des invasivas e promovendo risco de
vida em pacientes da unidade de terapia intensiva no Hospital Universitario de Olomouc,
Republica Tcheca. As AgNPs inibiram de forma eficaz o crescimento das leveduras testadas

nas concentragdes abaixo do seu limite citotdxico contra os fibroblastos humanos.
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Kim et al. (2008) avaliou o efeito antifungico das AgNPs em fungos dermatoéfitos. As
AgNPs mostraram uma potente acdo contra Trichophyton mentagrophytes e espécies de
Candida. A atividade das AgNPs foi compardvel a anfotericina B, indicando que o estudo

merece mais investigacdes acerca do potencial das AgNPs.

2.4 Sintese de nanoparticulas poliméricas

Na area farmacéutica, as nanoparticulas poliméricas compdem um tipo de sistema de
transporte e entrega controlada de farmacos, com tamanho variando de 10 a 1000 nm. O
farmaco ¢ dissolvido, aprisionado, encapsulado ou ligado a uma matriz polimérica e,
dependendo do método de preparacdo, podem ser obtidas nanocapsulas ou nanoesferas, as quais
diferem entre si quanto a organizagdo morfologica e estrutural do polimero e quanto a presenca
ou auséncia de uma fase oleosa na composicao (SOPPIMATH et al., 2001). As nanocapsulas
(figura 6-A) s3o sistemas vesiculares em que o farmaco estd aprisionado a uma cavidade
rodeada por uma membrana polimérica Unica, enquanto que as nanoesferas (figura 6-B) sdo
sistemas de matriz, em que o farmaco esta fisicamente e uniformemente disperso (GUTERRES,

ALVES e POHLMANN, 2007).

Figura 6: Nanocapsulas (A) e Nanoesferas (B).

Fonte: (Adaptado de SHARMA et al., 2014).

Podem ser utilizados diferentes métodos e tecnologias para preparar as nanoparticulas

poliméricas, entretanto o melhor protocolo de producdo deve ser realizado levando-se em
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consideracdo a natureza do polimero, a estabilidade do firmaco, o tamanho da particula e a
polidisperssao da particula a ser obtida (SOPPIMATH et al., 2001; RAO e GECKELER, 2011).
Geralmente, para a produg¢do das nanoparticulas poliméricas podem ser empregadas duas
estratégias: a dispersao de polimeros pré-formados e a polimerizagdo de mondmeros. A
primeira estratégia que envolve as técnicas de dialise, evaporacao de solventes, salting-out ou
nanoprecipitacdo e a segunda envolve as técnicas de microemulsdo, miniemulsdo, emulsdo
isenta de surfactante e polimerizacao interfacial (PALIWAL, BABU e PALAKURTHI, 2014;
PALAO-SUAY, GOMEZ-MASCARAQUE e AGUILAR, 2016).

O método de dialise (figura 7) ¢é de facil preparagdo, simples e eficaz, para se obter
nanoparticulas pequenas e com boa distribuicdo de tamanho. Nesse método podem ser usados
biopolimeros modificados com carater hidrofobico ou anfifilicos (LIU et al., 2007). A
metodologia se resume, o ativo ser dissolvido juntamente com o polimero num solvente
organico, a solucdo ¢ vertida dentro de uma membrana de dialise e entdo dialisada contra dgua,
a medida que a dialise prossegue, a dgua difunde para interior da membrana e o solvente
organico para o exterior, promovendo o processo de auto-organizacdao, onde o polimero
precipita em micro ou nanoparticulas, enquanto isso, agente ativo € encapsulado nas particulas

(NAMAZI, FATHI e DADKHAH, 2011; GU et al., 2015).

Figura 7: Esquema de dialise.
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Fonte: Proprio autor.

A utilizacdo de nanoparticulas poliméricas como um veiculo para transporte de
farmacos representa uma via para a terapia de varias doengas, tais como cancer ( ZAFAR et al.,

2014; SUN et al., 2015; VALDEPEREZ et al., 2017), cardiovasculares (WANG et al., 2016),
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infecgcdes bacterianas (FORIER et al., 2014), inflamatorias (DIAS et al., 2016; LEE et al.,
2016), do sistema nervoso central (VERGONI et al., 2009). As nanoparticulas também podem
ser utilizadas na area de sensores Opticos para auxiliar no diagndstico de cancer, por imagem e
imunoensaios (CANFAROTTA, WHITCOMBE e PILETSKY, 2014).

As caracteristicas que tornam o uso desses sistemas interessante envolve a
biodegradabilidade, a biocompatibilidade, a baixa toxicidade, a circulagdo prolongada e um
amplo espectro para carrear os agentes terapéuticos (MASOOD, 2016). Muitos biopolimeros
como alginato, quitosana, dextrana, B-ciclodextrina, acido hialurdnico, heparina, gelatina estao
sendo empregados como matriz polimérica para a liberagdo de farmacos (RESCIGNANO et
al., 2015).

Muitos ativos farmacéuticos apresentam baixa solubilidade e baixas taxas de dissolucao
in vivo, o que favorece a biodisponibilidade limitada. As nanoparticulas poliméricas
proporcionam um meio eficaz de acelerar a sua taxa de dissolu¢do, aumentando
significativamente a sua area de superficie (SHI et al., 2013; TIERNEY et al., 2017)

Os sistemas de entrega de farmacos fazem parte da pesquisa farmacéutica, a qual possui
como func¢ao avaliar a velocidade liberacao in vitro dos ativos. Dentre estes sistemas estao
incluidos os lipossomas, os sistemas transdérmicos, os pro-fairmacos e os sistemas com matriz
polimérica, sendo que estes ultimos representam a maioria nos sistemas de liberagdo, pois
apresentam vantagens quanto a sua versatilidade, eficécia, baixo custo e permitem incorporagao
de quantidades relativamente elevadas de farmaco (LOPES, LOBO e COSTA, 2005). Os
mecanismos que controlam a cinética de liberagao in vitro dos farmacos sdo o entumescimento,
a difusdo e a erosdo. A predominancia de um desses mecanismos depende das propriedades dos
polimeros utilizados (SIEPMANN e GOPFERICH, 2001).

Para os polimeros com caracteristicas hidrofobicas, quando em contato com solugao
tampao ou fluido gastrointestinal, o controle de liberagdo da substancia ativa ocorre
essencialmente por mecanismos de difusdo através dos poros ou por erosdo, prevalecendo um
ou outro mecanismo de acordo com as propriedades do farmaco (ROMAN, GALLARDO e
LEVENFELD, 1995). Ja os polimeros com caracteristicas hidrofilicas, primeiro ocorre a etapa
de entumescimento, levando a liberacdo imediata do farmaco presente na superficie e a
formacao de uma camada gelatinosa de polimero em volta do farmaco. A dgua passa a penetrar
na camada gelatinosa de forma lenta e continuada, o que favorece o processo de erosdo,
promovendo liberagdo lenta do farmaco. Quando a penetracao da dgua na matriz excede um
valor critico de concentracdao, as cadeias poliméricas comegam a se separar € inicia-se o

processo de difusdo (UHRICH et al., 1999; SIEPMANN e PEPPAS, 2001).
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Vérios modelos matematicos tem sido utilizados para descrever o processo de liberagao
de farmaco. O modelo proposto por Korsmeyer-Peppas ¢ utilizado para descrever a liberagao
do soluto quando o mecanismo que prevalece ¢ uma combinagdo da difusdo do farmaco
(transporte Fickiano) e do transporte Caso Il (ndo Fickiano, controlado pelo relaxamento das
cadeias poliméricas). Neste modelo, a relacdo entre a velocidade de liberacdo e o tempo sdo

igual a:

% = Kt" Equacao (1)
0

Onde, O/ ¢ a fragdo do farmaco liberada ao longo do tempo ¢, K ¢ uma constante
cinética, que apresenta caracteristicas estruturais e geométricas do mecanismo ¢ n (tabela 1) ¢
o expoente de liberacdo que caracteriza o mecanismo de liberagdo do farmaco. Esse modelo ¢
geralmente utilizado quando o mecanismo de liberagdo do fairmaco ndo ¢ bem conhecido ou
quando dois processos independentes estdo envolvidos na liberagdao, um devido ao transporte
do farmaco que obedece as leis de Fick ou transporte Fickiano, e outro consequéncia dos
fendomenos de inchamento chamado transporte Caso II (COSTA, 2002; LOPES et al., 2005;
SIEPMANN e SIEPMANN, 2008).

Tabela 1: Interpretagao do mecanismo de liberagao.

Expoente de liberacdo (n) Mecanismo de transporte do farmaco

n<0.45 Fickiano

(0.45 <n <0.89) Nao Fickiano
n=0.89 Transporte caso II
n>0.89 Transporte super caso II

Fonte: (Adaptado de COSTA, 2002).

2.5 Farmacos anti-inflamatorios nao esteroides

Os AINES sao utilizados pela humanidade ha mais de 100 anos e compreende uma das
classes farmacoldgicas mais utilizadas na clinica, pois apresentam um vasto espectro de acoes
terapéuticas, como a analgésica, anti-inflamatoria, antipirética, antitromboética (AHMED,

RAMAN e VEERAPPAN, 2016) e antitumoral (UMAR et al., 2016).
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Algumas classes de AINES atuam de forma ndo seletiva, inibindo a geragao de novas
moléculas de prostaglandinas, que sdo substancias endogenas intermediarias do processo
inflamatério, mediante a inativagdo de isoenzimas denominadas de prostaglandina
endoperoxido sintase, vulgarmente chamadas de ciclo-oxigenase (COX), as quais sao
necessarias para a conversao do acido araquidonico em prostaglandinas (PG) (EYRE et al.,
2015; SMITH et al., 2017).

Existem duas isoformas da enzima, a COX-1 ¢ a COX-2, que sao semelhantes em
tamanho, especificidade de substrato e cinética, mas variam na sua expressao ¢ na distribuigao.
As funcgdes fisioldgicas normais parecem ser mantidas pela COX-1, que ¢ enzima constitutiva
expressa principalmente no trato gastrointestinal (CRYER e DUBOIS, 1998). A sua ativacao
conduz, por exemplo, a produgdo de prostaciclina, que quando libertada pelo endotélio ¢
antitrombogénica e quando libertada pela mucosa géstrica ¢ citoprotetora, ou seja, como esta
envolvida nos processos fisioldgicos normais, a sua inibi¢ao, com o uso prolongado dos AINES,
promove a maioria dos efeitos adversos que envolve ulceragdo gastrointestinal, sangramento e
perfuracdo (ASIRVATHAM, DHOKCHAWLE e TAURO, 2016; SOSTRES e LANAS, 2016).

Ja COX-2 esta relacionada com a mediagdo da resposta inflamatoria, logo ¢ uma enzima
induzivel produzida durante o processo de lesdo pelas citocinas pré-inflamatorias e desempenha
um papel importante na biossintese de PGs requeridas por células como mondcitos e
macrofagos, que sdo responsaveis por promover a dor, a inflamacao e a febre (BJORKMAN e
CITY, 1998; SANDILANDS ¢ BATEMAN, 2015).

Os AINES podem ser classificados de acordo com sua estrutura quimica como
salicilatos, derivados indol-acéticos, arilo-acéticos, acidos endlicos, arilpropidnicos, fenematos
e os seletivos de COX-2 coxibs (CRYER ¢ FELDMAN, 1998; ASIRVATHAM,
DHOKCHAWLE e TAURO, 2016)

Nesse sentido, muitos AINES estao sendo amplamente estudados em novos sistemas de
liberacdo, incorporados em nanoparticulas poliméricas que sdo formas farmacéuticas
inovadoras capazes de promover de forma modificada a liberacdo de farmacos, com objetivo
de redugao dos efeitos colaterais, melhorar sua biodisponibilidade, promover entrega mais
sustentada, aumentar a estabilidade, alterar a farmacocinética, a distribui¢ao dos tecidos e as
propriedades farmacoldgicas (NARAYANAN et al., 2013; YE e SQUILLANTE, 2013;
MOGOSANU et al., 2016).
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2.5.1 Naproxeno

O NPX ¢ um farmaco analgésico e AINE derivado do acido propionico, como mostra a
figura 8. E amplamente utilizado na terapéutica atual para o tratamento sintomatico de
processos agudos e cronicos relacionados osteoartrite, artrite reumatoide, espondilite
anquilosante, gota, desordens extra-articulares, bursite, tendinite e condi¢do reumadtica nao

articular (ATTIA, 2009; LI et al., 2017).

Figura 8: Estrutura do naproxeno de sodio.

Fonte: (Adaptado de ELSAMAN et al., 2016).

O NPX ¢ rapidamente absorvido quando administrado por via oral. A velocidade de
absor¢do ¢ influenciada pela presenca de alimentos no estdmago. Os picos de concentragdo
plasmatica ocorrem entre duas ou trés horas apds a administracdo oral e podem ser atingidos
mais rapidamente no caso do naproxeno sodico. Por isso, este ¢ bastante utilizado como
analgésico (TODD e CLISSOLD, 1990; MIOTKE e MAREK, 2017)

Os efeitos gastrointestinais provocados pelo NPX administrado oralmente podem variar
desde dispepsias relativamente leves e azia, até nauseas, vomitos, hemorragia gastrica, dor
epigastrica, diarreia, Ulcera péptica e hepatica. No entanto, foi demonstrado que o NPX produz
menos efeitos gastrointestinais indesejaveis que os outros farmacos para o tratamento
reumatismo (ATTIA, 2009).

O NPX e os seus metabolitos sdo eliminados em grande escala (95%) por excrecdo
urinaria, portanto deve ser utilizado com precaugdo por pacientes com insuficiéncia renal. Tal
como acontece com outros farmacos AINES, a administracdo prolongada de NPX pode
provocar nefrite intersticial aguda, com hematuria, proteinuria e, ocasionalmente, sindrome

nefrotica (AMARAL, 1997).
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Com a finalidade de melhorar sua utilidade terapéutica, sistemas microparticulados
foram desenvolvidos, para promover a liberagdo do farmaco NPX. Aragon et al. (2010)
estabeleceram as melhores condigdes para elaboragdo de microparticulas com &cido poli
(lactico-co-glicolico) carregadas com NPX, para o tratamento de edema plantar em ratas.

Adibkia et al. (2011) realizaram um estudo de formulagdo de nanoparticulas de
Eudragit® RS100 como o NPX e de acordo com os resultados obtidos, a formulagdo foi capaz
de melhorar as propriedades fisico-quimicas do farmaco e bem como aumentar o efeito anti-
inflamatério do farmaco mesmo apos a administracao intra-articular.

As caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas de NPX com PLGA foram
avaliadas por Javadzadeh et al. (2010) e elas foram capazes de melhorar tais caracteristicas do
farmaco e promoveram uma liberacdo mais sustentada. Isso indica que o uso dos sistemas
poliméricos, possivelmente ird aumentar os efeitos anti-inflamatorios do farmaco apds a sua

administracao.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Promover modificagdo quimica na estrutura aa goma do cajueiro, utilizando o anidrido
ftalico, a fim de obter derivados com caracteristicas hidrofobicas e a partir destes desenvolver

nanoparticulas.

4.2 Objetivos Especificos

- Modificar a estrutura quimica da goma do cajueiro com anidrido ftalico sem o uso de
solventes e em diferentes propor¢des de anidrido ftalico/goma do cajueiro (m/m) e tempo de
reacdo a fim de obter varios derivados de goma do cajueiro ftalada com caracteristicas
hidrofébicas;

- Caracterizar os derivados modificados utilizando espectroscopia do infravermelho por
transformada de Fourier, andlise elementar, andlise termogravimétrica e determinar o grau de
substitui¢ao;

- Sintetizar nanoparticulas de prata com a goma do cajueiro ftalada, utilizando as rotas
de sintese verde e com redutor quimico, utilizando o borohidreto de sédio (NaBH4);

- Caracterizar as nanoparticulas de prata por espectroscopia do UV-VISIVEL, analise
de rastreamento de particulas, potencial zeta, microscopia de forca atdmica e espectrometria de
emissao oOptica com plasma;

- Avaliar a atividade antimicrobiana do derivado modificado CGF4;

- Avaliar atividade antibacteriana e antifingica in vitro das nanoparticulas de prata;

- Utilizar a goma do cajueiro ftalada como matriz polimérica para o desenvolvimento
nanoparticulas auto-organizadas carregadas com farmaco anti-inflamatério naproxeno de
sodio;

- Caracterizar as nanoparticulas poliméricas utilizando espectroscopia do UV-
VISIVEL, infravermelho por transformada de Fourier, potencial zeta e espalhamento de luz
dindmico;

- Verificar eficiéncia de encapsulagao e liberagao in vitro das nanoparticulas carregadas

com o farmaco.



CAPITULO I

Nanoparticulas de prata estabilizadas com goma do cajueiro
ftalada: sintese quimica e verde, caracterizacio e atividade
antimicrobiana
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Nanoparticulas de prata estabilizadas com goma do cajueiro ftalada: sintese
quimica e verde, caracterizacao e atividade antimicrobiana

RESUMO

O presente trabalho explora a modificacdo quimica da goma do cajueiro (Anacardium
occidentale L.), por meio de um procedimento livre de solventes, utilizando o anidrido ftalico
em diferentes proporcdes e tempos de reagdo, obtendo quatro novos biomateriais (GCFI,
GCF2, GCF3 e GCF4). Os biopolimeros sintetizados foram caracterizados por espectroscopia
de infravermelho, andlise elementar, determinacdo do grau de substituicdo por titulagdo
potenciométrica e andlise termogravimétrica. Este estudo também descreve a obtencdo de
nanoparticulas de prata por rotas de sintese verde e com uso do redutor quimico borohidreto de
sodio, bem como a sua atividade antimicrobiana, utilizando como modificado o GCF4. As
nanoparticulas de prata (AgNPs) foram caracterizadas por espectroscopia UV-VIS, andlise de
rastreamento de particulas, potencial zeta e microscopia de forga atdomica. As nanoparticulas
obtidas apresentaram tamanho médio de 47,7 ¢ 51,9 nm e carga de -39,3 e -55,8 mV para as
nanoparticulas obtidas por sintese verde e com redutor quimico borohidreto de sodio,
respectivamente. A GCF4 apresentou atividade antifingica na concentragdo de 250 ug/mL para
Trichophyton interdigitale e Fonsecaea pedrosoi. Ja as AgNPs apresentaram atividade
antimicrobiana, contra a bactéria Escherichia coli, apresentando a concentragdo inibitoria
minima (CIM) 32,7 e 41,4 pMAg para sintese com redutor quimico e sintese verde,
respectivamente e contra Staphylococcus aureus com a CIM de 131,1 e 165,6 pMAg para
sintese com redutor quimico e sintese verde, respectivamente. A atividade antifiingica foi
testada para Trichophyton interdigitale apresentando CIM 165,6 uMAg para sintese verde,
Fonsecaea pedrosoi com CIM 41,4 uMAg para sintese verde e 262,2 nAg para sintese com
redutor quimico e Sporothrix schenckii com CIM 41,4 uMAg para sintese verde e 65,5 uMAg
com redutor quimico. A goma do cajueiro ftalada e as AgNPs mostraram-se promissoras para
aplicagdes nanobiotecnologicas, contudo € necessario mais estudos sobre a sua caracterizagao.

Palavras-chave: Goma do cajueiro hidrofébica, nanoparticulas metalicas e atividade
antimicrobiana.
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1. Introducao

Tem surgido um grande interesse no uso dos produtos naturais, devidos as suas
caracteristicas de biodegradabilidade, baixa toxicidade, biocompatibilidade, serem
provenientes de fontes renovaveis, possuir baixo custo e por suas atividades terap€uticas (LIU,
WILLFOR e XU, 2015). Nesse sentido, a goma do cajueiro ¢ apresentada com polissacarideo
natural de exsudato obtido do caule do Anacardium ocidentale L., planta que comumente ¢
encontrada na regido do Nordeste do Brasil e que possui em sua composicao galactose (73%),
arabinose (5%), glicose (11%), ramanose (4%), manose (1%) e acido glucurénico (6,3%) (DE
PAULA e RODRIGUES, 1995). Além disso, sdo descritas atividades terapéuticas na literatura,
tais como antidiarreica e anti-inflamatorias (ARAUJ Oetal., 2015; CARVALHO et al., 2015).

Sendo um biopolimero que se encontra em crescente ascensao nas areas
biotecnoldgicas, principalmente na industria farmacéutica, alguns fatores podem limitar seu uso
como por exemplo a solubilidade em agua. Entretanto, apresenta um estrutura quimica versatil,
que propicia um ambiente para modifica¢des quimicas, que envolve a inser¢ao de grupamentos
funcionais na estrutura, a fim de melhorar suas propriedades e aplica¢des (SILVA et al., 2004;
KUMAR etal.,2012; PITOMBEIRA et al., 2015; DIAS et al., 2016; QUELEMES et al., 2017).

Os polimeros naturais podem ser utilizados na preparagao das nanoparticulas metélicas,
que possuem aplicacdes em vdarias areas da ciéncia, como na fabricagdo de biossensores
(BITTENCOURT et al., 2016), agentes cicatrizantes de feridas (DANIEL et al., 2010), terapia
contra o cancer (HIRSCH et al., 2003) e utilizagdo em testes de diagnodsticos extremamente
sensiveis (HAINFELD et al., 2014). Dentre as nanoparticulas metalicas, hd as nanoparticulas
de prata (AgNPs), que sdo amplamente utilizadas na engenharia de tecidos (LIU et al., 2011),
no campo da eletrocatalise (RONDININI e VERTOVA, 2004), fabricagao de sensores quimicos
(MELO et al., 2012), dispositivos 6Opticos (LOUBE, 2004), produtos de higiene pessoal,
cosméticos e perfumes (KOKURA et al., 2010), na medicina, no segmento de imagens
(CORMODE et al., 2010), como modelo de entrega de farmacos (NAYAK et al., 2016) e agente
antimicrobiano (DURAN et al., 2015; TUTAJ et al., 2016). Vérios métodos para a sintese das
nanoparticulas tém sido sugeridos, como o método quimico (KIM, LEE e KANG, 2005),
baseado na reducdo quimica de sais de prata em meio aquoso, radiacdo gama (LEE et al., 2004),
métodos eletroquimicos, decomposicao térmica (JIAN, YONGCHANG e YIMIN, 2004; KIM
et al., 2007), fotoquimicos (BOLDYREV, 2002).

As AgNPs também podem ser reduzidas e estabilizadas utilizando micro-organismos
(SUNKAR ¢ NACHIYAR, 2012), enzimas (SCHNEIDEWIND et al., 2012), extrato de plantas
(MOHANPURIA, RANA e YADAYV, 2008), polissacarideos gomas (SUNKAR e
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NACHIYAR, 2012) e polissacarideos de algas (DE ARAGAO et al., 2016) o que configura a
chamada sintese verde ou biologica.

Nesse contexto o presente trabalho possui como objetivo promover modificagdo
quimica na estrutura da goma do cajueiro utilizando anidrido ftalico e sem o uso de solventes e
assim obter produtos com caracteristicas hidrofobicas, e a partir do derivado com maior grau
de substituicdo produzir e caracterizar as nanoparticulas de prata utilizando duas rotas: sintese
verde e quimica, bem como avaliar sua atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus
e Escherichia coli e antifingica contra Trichophyton interdigitale, Fonsecaea pedrosoi e

Sporothrix schenckii.

2. Materiais e Métodos
2.1 Materiais

A goma do cajueiro (GC) foi isolada a partir do exsudato provenientes de arvores do
género Anacardium occidentale L., nativas de Parnaiba, Piaui, Brasil. A CG possui em sua
composicao 72% de galactose, 14% de glicose, 4.6% de arabinose, 3.2% de ramnose ¢ 4.5%
acido glucuronico. A CG foi purificada com NaCl e precipitada em alcool etilico por método
descrito por PAULA, HEATLEY e BUDD (1998). Todos os reagentes utilizados foram de
grau analitico, o anidrido ftalico foi obtido ISOFAR®, n,n- dimetilacetamida e 4lcool etilico

da VETEC®, nitrato de prata e borohidreto de sédio da Sigma- Aldrich®.

2.2 Modificagdo da goma do cajueiro

A modifica¢do da goma foi realizada seguindo a metodologia proposta por Vieira et
al. (2010) com algumas modificacdes. Brevemente, foram utilizadas duas proporgdes de CG e
anidrido ftalico (AF) 1:2 e 1:5, respectivamente, na razao (m/m). Apos a pesagem das massas,
o AF foi colocado em banho a 130°C, sob constante agitacdo até a fusdo do mesmo, em seguida
a GC foi adicionada e a reacdo conduzida por 20 e 40 minutos. A apos este tempo, N, N-
dimetilacetamida (5 mL) foi adicionada para parar a reacdo. Os produtos das reacdes foram
precipitados e lavados com agua ultrapura para a remoc¢ao de subprodutos e liofilizados. No
final obteve-se quatros novos biopolimeros de goma do cajueiro ftalada, 1:2/20 minutos

(GCF1), 1:2/40 minutos (GCF2), 1:5/20 minutos (GCF3) ¢ 1:5/40 minutos (GCF4).
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2.3 Caracterizagdo da goma ftalada
2.3.1 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

Os espectros FT-IR da GC e dos modificados foram obtidos em equipamentos
espectrometro Bomem—Hartmann & Braun®, modelo MB-series, em pastilhas de KBr, na faixa
de 4000 a 500 cm™.

2.3.2 Analise elementar

O percentual elementar foi obtido em equipamento analisador elementar - Perkin Elmer®
2400 com o método de Pregl-Dumas em atmosfera de oxigénio puro, e detector
de condutividade térmica.
2.3.3 Determinagdo do grau de substitui¢dao (GS)

O grau de substituicdo foi determinado por titulacdo potenciométrica, segundo um
método descrito por Vieira et al. (2010). Brevemente, foi preparado uma solucao (2mg/mL) de
cada derivado ftalado em NaOH 0,0109 mol/L, mantida sob agitagdo magnética por 1 hora e
centrifugada por 20 minutos a 4000 RPM. A solugao foi titulada com HCI 0,0087 mol/L.

A determinac¢do do GS (equagdo 1) baseia-se na determinagdo da porcentagem (%m/m)
de grupos acidos (GF) que foram substituidos na cadeia da goma do cajueiro, a partir da equagao

2 com modifica¢des (CERQUEIRA et al., 2010).

180xGF

G5 = 129%100 — 148xCF

x100 Equacao 1

[Vbxllb B Vaxﬂa]X149
X

GA = 100 Equacao 2

Mgy

Onde Vy ¢ o volume de NaOH adicionado no procedimento e V, € o volume de HCI gasto
na titulacdo, [a € W sdo as molaridades das solu¢des de HC1 e NaOH, respectivamente. E mg €
a massa de goma do cajueiro ftalada utilizada.

2.3.4 Analise térmica

As curvas termogravimétricas foram obtidas em equipamento TA Instruments® SDT Q
600, em atmosfera de nitrogénio, na taxa de aquecimento de 10°C min’!, de 10 a 600°C, para a
goma do cajueiro. Os modificados foram realizados em atmosfera de argdnio, na taxa de

aquecimento de 10°C min™!, de 10 a 700°C.
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2.4 Sintese da nanoparticulas de prata (AgNPs)
2.4.1 Sintese verde

A sintese verde das AgNPs foi realizada tendo como base a metodologia descrita por
Venkatpurwar e Pokharkar. (2011). Uma solucdo a 0,1% (m/v) de polissacarideo modificado
(CGF4) foi adicionada a uma solugdo aquosa de AgNO3; 1mM, na proporcao 1:1 (v/v). O pH
da solucdo foi ajustado para 11, seguido por aquecimento a 70°C por 1 hora. Apds esse tempo,
o produto foi centrifugado por 15 minutos a 3600 RPM.

2.4.2 Sintese com NaBH/

Uma solucdo 0,1% de polissacarideo modificado (CGF4) foi adicionada a uma solugao
aquosa de AgNO3 1mM, na proporcdo 1:1 (v/v), apoés 10 minutos de agitacdo adicionou-se a
solucao de NaBH4 1mM na proporcao 1:15 em relagao a prata. Em seguida deixou-se a solugao
em agitacao por mais 10 minutos. Apds esse tempo, o produto foi centrifugado por 15 minutos

a 3600 RPM.

2.5 Caracterizagao das nanoparticulas de prata
2.5.1 Medidas de potencial zeta, espectroscopia do UV-VIS, andlise de rastreamento de
nanoparticulas e espectrometria de emissdo dptica com plasma

As medidas de potencial zeta foram realizadas por meio do equipamento Zetasizer Nano®
ZS Modelo 3600. A analise de espectroscopia do UV-VIS foi realizada em equipamento
Shimadzu® UV-1800. As medidas de andlise de rastreamento de nanoparticulas, foi realizada
em equipamento NanoSighT® LM 10 com célula (laser verde, 532 nm) e uma cdmera sCMOS®
controlada via software Nanosight® versdo 3.0. Para a determinagio da concentragio de prata
e correcao nos valores da CIM das amostras de AgNOs, as AgNPs por sintese verde e com
borohidreto, foram submetidas ao processo de digestao utilizando &cido nitrico concentrado e
aquecimento em bloco digestor, utilizando o equipamento espectrometro otico de emissao
atdmica com plasma indutivamente acoplado da marca Spectro®, modelo Arcos.
2.5.2 Microscopia de for¢ca atomica

A andlise morfologica das nanoparticulas de prata foi realizada usando o equipamento

TT-AFM® (AFM Workshop, USA) em modo de vibragdo (tapping) com 512 x 512 linhas.
Brevemente, uma amostra de 10 uL. de AgNPs foi depositada sobre a superficie de mica limpa
e seca a temperatura ambiente apds a deposicdo. As imagens representativas foram examinadas
usando cantilevers (AppNano® — USA), com frequéncia ressonante de aproximadamente 319

kHz. As imagens foram analisadas usando o software Gwyddion® 2.4.
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2.6 Avaliacdo da atividade antimicrobiana
2.6.1 Avaliagao da atividade antibacteriana das AgNPs

Para a avaliagdo da atividade antibacteriana das AgNPs, foram selecionados os micro-
organismos Staphylococcus aureus ATCC 29213 (bactéria Gram-positiva) e Escherichia coli
ATCC 25922 (bactéria Gram-negativa). O teste antibacteriano foi realizado por microdiluicao
em caldo em placas de 96 pogos, seguindo as recomendac¢des do CLSI (2012). Em resumo, os
micro-organismos utilizados foram previamente cultivados a 35 + 2 °C durante 24 horas em
agar Mueller-Hinton. As coldnias isoladas a partir desta cultura foram colocadas em solugao
salina estéril (0,85%) para confec¢do de uma solugdo-padrdo correspondente ao 0,5 da escala
de McFarland (1-2 x 108 UFC/mL). A partir desta solucdo, realizou-se o indculo bacteriano em
caldo Mueller-Hinton de maneira que a concentracdo bacteriana final fosse igual a 5 x 10°
UFC/mL. A concentragdo de nanoparticulas variou de 5.17 a 165,6 uMAg para as AgNPs por
sintese verde e 8,19 a 262,2 uMAg para as AgNPs com redutor quimico, ap6s diluicdo seriada
de razdo dois. As placas foram incubadas durante 24 horas a 35 + 2 °C sob condig¢des aerodbias.
Apos este tempo, a CIM foi determinada como a menor concentragdo capaz de inibir o
crescimento bacteriano visivel. Foi analisado o CIM para a goma ftalada com concentragdo 1 a
0,031 mg/mL e AgNO3 com concentracdo 580 a 18,12 uMAg. Os antibidticos oxacilina e
meropenem foram utilizados como controles positivo e salina estéril como controle negativo.
Todos os testes foram realizados em triplicata em da cabine de seguranca apropriada.
2.6.2 Avaliagdo da atividade antifungica das AgNPs

Para a determinagao da suscetibilidade de fungos filamentosos & AgNPs, foram selecionados
0s micro-organismos 7Trichophyton interdigitale 73826, Fonsecaea pedrosoi ATCC 46428 e
Sporothrix schenckii ATCC 201679. O teste antifingico foi realizado por microdilui¢do em
caldo em placas de 96 pocos, seguindo as recomendacdes do CLSI (M38-A2, 2008).
Brevemente, os micro-organismos utilizados foram previamente cultivados a 35 + 2 °C durante
5 — 7 dias em agar dextrose batata, para confec¢do de um indculo padrdo em solucdo salina
estéril (0,85%) que foi ajustada no espectrofotometro a 530 nm, com transmitancia de 80 a 82
% para T. interdigitale e S. schenckii e 68 a 70 % para F. pedrosoi. A partir desta solucdo,
realizou-se o experimento em meio RPMI 1640 pH 7 tamponado com MOPS. A concentragao
de nanoparticulas variou de 0,161 a 165,6 uMAg para as AgNPs por sintese verde e 0,256 a
262,2 uMAg para as AgNPs com redutor quimico. As placas foram incubadas a 35 + 2 °C sob
condigdes aerobias, 5 dias para Trichophyton interdigitale e Sporothrix schenckii e 7 dias para
Fonsecaea pedrosoi. Apos este tempo, a CIM foi determinada como a menor concentracao

capaz de inibir o crescimento fungico visivel. Como controle, foi utilizado o itraconazol na
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concentracdo de 16 a 0,03 ug/mL. Todos os testes foram realizados em triplicata dentro da

cabine de seguranca apropriada.

3. Resultados e discussao
3.1 Reagdo modificagdo e caracterizagdo do polissacarideo

No presente trabalho, a reagdo de modificacdo da goma do cajueiro (CG) foi realizada
sem o uso de solventes, utilizando como agente modificante o AF e assim foram obtidos
produtos com caracteristicas hidrofobicas. A modificagdo da goma do cajueiro ocorreu por
meio da enxertia das moléculas de acido ftalico (Figura 1) devido a reacdo de esterificagdo,
formada entre as hidroxilas presentes na estrutura da galactose e o acido carboxilico presente
na estrutura do acido ftalico. Entretanto, a rea¢do ¢ mais provavel de ocorrer no grupo hidroxila
do carbono 6, por conta de impedimento estérico nos demais grupos OH (RIBEIRO et al.,

2016), levando a formagao de um grupo éster.

Figura 1: Mecanismo de modificagdo da goma do cajueiro com anidrido ftalico.
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Por analise do espectro de infravermelho foi possivel observar diferenga entre GC e os
derivados. Os espectros de infravermelho da CG e modificados sdo mostrados na figura 2. A
goma do cajueiro apresenta banda larga em 3380 cm™ e 2917 cm™!, atribuidas a vibragdes de
estiramento O-H e C-H, respectivamente. Banda em 1648 cm™! de vibragdo O-H (4agua ligada)
e banda 1140 cm™', 1089 cm™ e 1031 cm! atribuidas ao estiramento C-O-C e O-H, referentes
as unidades glicosidicas (PITOMBEIRA et al., 2015).

As gomas modificadas (GCF) apresentam bandas em 3437 a 3091 cm™' referentes a
estiramento O-H, bandas em 1715 a 1700 cm™ caracterizando a presenga da carbonila C=0 e
que apresenta o maior indicio da modificacdo. Bandas em 1270 cm™! atribuidas a estiramento
do grupo C-O, tais bandas caracterizam a presenca de acidos carboxilicos ligados ao anel
aromatico. Os modificados também apresentam banda em 1406 cm™ de estiramento C=C de
aromaticos correspondendo ao anel que estd sendo inserido. As bandas das regides de 1286 a
1064 cm™!, podem ser atribuidas a estiramentos referentes aos grupos éster, éter e dlcool. As
bandas referentes as regides 900 a 600 cm™ podem ser atribuida a deformacéo fora do plano,
indicando o padrao de substituicdo do anel através da ligacao éster-aromatico-acido carboxilico

(CHADLIA etal., 2010; VIEIRA et al., 2010).

Figura 2: Espectro de infravermelho da goma do cajueiro e dos derivados.
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Os dados da analise elementar, apresentados na tabela 1, mostraram um aumento na
razdo C/H, para os derivados modificados em relagdo a goma do cajueiro precursora, que
apresenta razao 0,5 mol/g. O derivado GCF4 apresentou uma maior razao de
carbono/hidrogénio (C/H) 1,24 mol/g em relagdo aos outros derivados, indicando um maior
grau de substituicdo. Os modificados GCF1 e GCF2, apresentaram razdo C/H bem préximas

0,89 e 0,9 mol/g, respectivamente.

Tabela 1: Percentual de carbono (C) e hidrogénio (H), quantidades molares dos elementos e
as razoes molares (C/H) para goma do cajueiro e os derivados.

%C %H C (mol/g) H (mol/g) C/H

GC 38,09 6,27 3,17 6,27 0,5
GCF1 51,04 4,74 4,24 4,74 0,89
GCF2 50,52 4,61 4,20 4,61 0,9
GCF3 53,85 4,2 4,48 4,2 1,06
GCF 4 56,73 3,79 4,72 3,79 1,24

O GS foi determinado a partir da porcentagem de grupamentos acidos presentes na
estrutura dos polissacarideos, como mostra a tabela 2. A goma do cajueiro sem modificagdao
possui os grupos hidroxilas, que sao mais acidos do que os alcoois comuns, devido os
monossacarideos possuirem muitos atomos de oxigénio que exercem efeito indutivo nos grupos
vizinhos (JUNIOR, 2007), o que explica o GS 0,13. Contudo, os valores obtidos pelo GS para
os derivados, corroboram com os dados obtidos por analise elementar, indicando que o padrao

de substitui¢do tende a elevar com o aumento da propor¢ao de AF/GC (m/m) e tempo de reagao.

Tabela 2: Grau de substitui¢do para os derivados.

GS* GA (%)*
GC 11,42
GCF1 0,308 20,39
GCF 2 0,309 20,43
GCF 3 0,312 20,58
GCF 4 0,339 22,39

*GS= grau de substituicdo; *GA=Porcentagem de grupamentos acidos
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As curvas termogravimétricas para todos os biopolimeros sdo mostradas na figura 3, a
partir do qual ¢ observado o perfil de decomposi¢ao. A GC apresentou 3 eventos de perda de
massa, sendo o primeiro evento de decomposicao atribuido a liberagao de composto volateis, o
que de modo semelhante, Silva et al. (2006) também reporta. Todos os derivados apresentaram
um perfil de decomposi¢do com trés eventos de perda de massa (Tabela 3). O derivado GCF4
mostrou perfil semelhante ao da goma do cajueiro, ja os demais derivados GCF1 e GCF2
apresentaram mudancgas apenas nas quantidades de massa perdida e nas temperaturas de
decomposi¢do. O derivado GCF3, apresentou 3 eventos de decomposi¢ao, porém o primeiro
evento ocorreu com a maior perda de massa de 40,1 % na temperatura de 160 °C, o segundo e
terceiro evento ocorreram em 196 e 294 °C, temperatura semelhante aos demais derivados e
com perda de massa de 38,4 ¢ 11,5 %, respectivamente o que difere dos outros modificados,

indicando que derivado GCF3 foi que apresentou uma menor estabilidade térmica.

Figura 3: Curvas termogravimétricas para a goma do cajueiro e derivado (A) TG (B) DTG.

A

100 =

£0 -

Massa (%)

T T T |
0 100 200 200 400
Temperatura °C
B
™
=
=
s
L4]
5
2
4]
w
[ 7]
(]
E
—
L=
GCF 2
: . .
0 100 200 300 400

Temperatura °C



62

Tabela 3: Temperatura maxima de decomposi¢ao e variagdo no percentual de massa para CG
e derivados.

AMOSTRA Tmaxl Massa % Tmax2 Massa % Tmax3 Massa %

0 0 0
GC 54 3 196 63,3 302 22,9
GCF 1 48 5.2 200 56,4 294 25,8
GCF 2 50 6,1 177 52,3 304 29,1
GCF 3 160 40,1 196 38,4 294 11,5
GCF 4 53 2,5 197 63,5 301 22,8

3.2 Caracterizagdo das nanoparticulas de prata

Para obtencdao das AgNPs foi utilizado o modificado GCF4 pois apresentou um maior
grau de substituicdo. As AgNPs foram obtidas devido a reducdo de Ag" a Ag’. As sinteses
foram realizadas por duas rotas, uma por sintese verde e outra utilizando redutor quimico, o
borohidreto de sodio. Para produgao das AgNPs foi utilizada solu¢cao de GCF4 na concentragao
0,1% (m/v) e nitrato de prata 1 mM. O espectro de UV-VIS (figura 4) de ambas as sinteses foi
observado bandas nas regides de 404 e 407 nm que correspondem a superficie de ressonancia
plasmonica, para sintese com uso do redutor quimico e sintese verde, respectivamente

(WOJTYSIAK e KUDELSKI, 2012; LIU, CHENG e CUI, 2014; CHADHA et al., 2015).

Figura 4: Espectro de UV-VIS das AgNPs sintetizadas (A) com redutor quimico NaBH4 (B)
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Ambas as AgNPs apresentaram carga de superficie negativa, porém a nanoparticula
obtida por sintese verde mostrou melhor resultado, quando comparada com a sintese com
redutor quimico, com potencial zeta de -55,8 ¢ -39,3 mV, respectivamente. O Potencial zeta
acima de 30 em modulo indica que o sistema possui um boa estabilidade coloidal (VANITHA
et al., 2017). Um dos fatores que favorece boa estabilidade coloidal ao sistema ¢ o fato do
polimero utilizado ser organico e possuir grupos hidroxilas livres que podem ser oxidados,
devido a presenga dos elétrons livres. Isso ocasiona uma maior redugao dos ions de prata e uma
melhor estabilizacdo das AgNPs, impedindo que as mesmas se aglomerem (EDISON et al.,
2016; TERENTEVA et al., 2015).

O tamanho das nanoparticulas foi observado por andlise de rastreamento de
nanoparticulas, uma técnica que oferece a andlise simultdnea e multiparamétrica
de nanoparticulas em suspensdes liquidas, fornecendo dados relativos a distribuicdo de
tamanho, concentragdo e visualizagdo em tempo real (GROSS et al., 2016). As nanoparticulas
por sintese verde apresentaram tamanho médio 51,9 nm. J4 as nanoparticulas por com
borohidreto apresentaram tamanho médio de 47,7 nm.

Os histogramas de distribui¢do do potencial zeta e tamanho de particula, das AgNPs por
sintese verde (Figura 5-A e B) apresentaram uma base mais estreita. J4 os histogramas das
nanoparticulas com o borohidreto (Figura 5-C e D), apresentaram uma base mais larga e duas
populacdes de nanoparticulas. Estes dados indicaram que as nanoparticulas por sintese verde
possuem um padrao de distribui¢do, tanto a nivel de tamanho como de carga mais uniforme,
quando comparadas com as nanoparticulas com uso borohidreto, indicando que o sistema
possui uma melhor estabilidade.

A morfologia das AgNPs de ambas as sinteses foram observada por a técnica de
microscopia de for¢a atdmica, e ambas as AgNPs apresentaram uma morfologia esférica, como
mostra a figura 6. Por meio da técnica de microscopia também foi possivel estimar o tamanho
das particulas, e para ambas a sintese foi observado um mesmo padrdo, onde as AgNPs por
sintese verde apresentaram um tamanho superior, quando compradas com AgNPs com uso do
borohidreto. Dados estes que corroboram com o tamanho observado por analise de rastreamento

de nanoparticulas.
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Figura 5: Histograma da distribui¢do potencial zeta e tamanho de nanoparticulas (A e B) para
as AgNPs obtidas por sintese verde (C e D) para AgNPs obtidas com o uso do borohidreto de
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Figura 6: Imagens de microscopia de for¢a atomica para as AgNPs (A) Com uso do
borohidreto de s6dio com tamanho de 39 nm e (B) Sintese verde com tamanho de 55 nm.
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Os obtidos na avaliagdo antimicrobiana das AgNPs para ambas as sinteses estdo
contidos na Tabela 4. As pequenas diferencas em relagdo ao potencial zeta e tamanho das
nanoparticulas devem ser levadas em consideragdao, onde foram testadas duas bactérias, uma
Gram-positiva (S. aureus) e uma Gram-negativa (E. coli) que possuem significancia clinica e
que estdo envolvidas em casos de infeccdo hospitalar. As nanoparticulas obtidas com o redutor
quimico NaBHj4 apresentaram um melhor resultado frente as produzidas por sintese verde para

ambas as linhagens de bactérias utilizadas.

Tabela 4: Dados da concentracao inibitoria minima para bactérias e fungos.

Staphylococcus  Escherichia  Trichophyton Fonsecaea Sporothrix

aureus coli interdigitale pedrosoi schenckii

ATCC 29213 ATCC 25922 73826 ATCC 46428 ATCC 201679
AgNO3! 145,25 uMAg 36,6 uMAg 9,06 uMAg 18,11 uMAg 4,52 uMAg
GCF! >1000 ug/mL >1000 ug/mL 250 ug/mL 250 ug/mL >250 ug/Ml
AgNP/SV! 165.6 uMAg 41.4 uMAg 165,6 uMAg 41.4 uMAg 41.4 uMAg
AgNP/NaBH4" 131.1 uMAg 32.7 uMAg >262,2 uMAg 262.2 tMAg 65.5 tMAg
Itraconazol” (v (v 0,125 pg/mL 0.5 ug/mL 0.5 pug/mL
<0,5 ug/mL
Oxacilina"! i i it Vit
< 0,5 ug/mL
Meropenem“!! v —(V11)) i )

Nitrato de prata; ? Goma do cajueiro ftalada; 7/ Nanoparticula de prata por sintese verde; /" Nanoparticula de prata
com borohidreto de sddio; V' Antifiingico; " Antibacteriano padrio para S. aureus; " Antibacteriano padrio para
E. coli; V" Nio testado.

Entretanto, as nanoparticulas foram mais eficazes para a bactéria Gram-negativa,
provavelmente por conta da diferencas na concentracdo de peptidoglicano na parede celular.
Varios mecanismos ja foram propostos para a ac¢dao das nanoparticulas contra micro-
organismos, sendo que a carga de superficie da AgNPs pode interagir eletrostaticamente com a
parede celular bacteriana, o tamanho da nanoparticula frente ao micro-organismo exposto,
confere grande area de superficie e pode promover danos a nivel de parede celular, membrana
celular, atuar na cadeia respiratéria e a nivel de DNA, promovendo a morte da bactéria (RAI et
al., 2009; QUELEMES et al., 2013; DURAN et al., 2016; THUC et al., 2016)

A GCF4 apresentou atividades antifungicas contra os Trichophyton interdigitale
responsavel por provocar micose cutdnea (DIAS et al, 2013) e Fonsecaea pedrosoi
responsavel por provocar micose subcutanea (CARRASCO-ZUBER et al., 2016). Na literatura

¢ reportada a atividade antifingica de polissacarideos (SUN et al., 2014). Um dos polimeros
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bem estudados € a quitosana e a sua a¢do pode estar relacionada com a caracteristica cationica
do polissacarideo que favorece a formacdo de complexo polieletrolitico, se ligando a superficie
celular carregada negativamente dos micro-organismos alterando atividade celular e a
permeabilidade da membrana, o que promove a morte celular do patogeno (YOUNES et al.,
2014; LI et al., 2015). Outro mecanismo proposto estd relacionado ao peso molecular e o grau
de acetilacdo (SAJOMSANG et al., 2012; MEI et al., 2015; TAN et al., 2016; WANG et al.,
2017). A GCF4 possui carater anidonico, logo ¢ pouco provavel que ocorra de interagdo
eletrostatica. Contudo supde-se que o mecanismo de acdo seja por conta da presenca do anel
aromatico (HUANG e PENG, 2015) e do acido carboxilico presente em sua estrutura.
Entretanto, mais estudos sdo necessarios para a elucidacao completa da acdo antifingica desse
novo biopolimero.

Também foi avaliado o potencial antifingico das AgNPs contra 7. interdigitale, F.
pedrosoi e S. schenckii. As AgNPs por sintese verde apresentaram atividade contra T.
interdigitale, F. pedrosoi e S. schenckii. Enquanto a sintese com redutor quimico apresentou
atividade contra T. interdigitale e F. pedrosoi. O mecanismo de acao das nanoparticulas contra
os fungos nao ¢ bem elucidado, entretanto ¢ proposto que seja algo semelhante a um dos
mecanismos de agdo propostos para as AgNPs contra as bactérias. O mais provavel ¢ que as
AgNPs promovem danos na membrana dos fungos, resultando na formacdo de poros e
consequentemente a morte celular (NASROLLAHI, POURSHAMSIAN e MANSOURKIAEE,
2011; RAJESHKUMAR et al., 2014; SUN et al., 2014; FERNANDEZ et al., 2016).

A F. pedrosoi ¢ um responsavel por provocar cromoblastomicose doenga caracterizada
por lesdes nodulares verrucosas (CHAABANE et al., 2015). A sua gravidade ¢ dividida entre
formas leve, moderada e grave (YANG et al., 2012). Ja o S. schenckii, ¢ um fungo dimorfico,
responsavel por ocasionar a esporotricose, que se desenvolve como infeccdo cutdnea e/ou
linfocutanea (LEDERER, SULLIVAN e CRUM-CIAN, 2016). Entretanto essa micose pode
ocorrer de forma disseminada em individuos imunossuprimidos (PEREZ-ELIZONDO,
PINEDA-PINEDA e¢ SANCHEZ-CASTILLO, 2012). Em relagio a cura, a esporotricose
possui uma boa resposta ao tratamento, quando se diagnosticada no inicio da doenga
(VASQUEZ-DEL-MERCADO, ARENAS e PADILLA-DESGARENES, 2012). Ji a
cromoblastomicose ¢ extremamente dificil de tratar (TORRES-GUERRERO et al., 2012).
Como tem surgido uma resisténcias desses micro-organismos aos que os antimicrobianos
disponiveis, logo surge a necessidade de se pesquisar meios para tratamento dessas micose. Nao
foi encontrado na literatura trabalhos que mostram a atividade das AgNPs sobre os fungos F.

pedrosoi e S. schenckii. Logo, as AgNPs surgem como uma alternativa viavel para combater
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esses processos infecciosos, entretanto ¢ necessario mais estudos acerca do mecanismo de acao,

atividade biolédgica e toxicologia das nanoparticulas.

4. Conclusao

A goma do cajueiro foi submetida ao processo de modificagdo quimica sem uso de
solventes, variando a propor¢do de goma e anidrido e o tempo de reacdo, onde foi obtido 4
derivados (GCF1, GCF2, CGF3 e GCF4). Com a analise de infravermelho, foi observado a
presenca de bandas referentes as carbonilas, indicando a possivel modificacdo. Com o grau de
substituicdo, foi possivel observar que os derivados GCF1 e 2 mostraram pouca diferenca entre
ambos, e diferencas entre os GCF3 e 4. O GCF 4 apresentou um maior padrdo de grupos
substituidos, logo foi utilizada para a producdao das AgNPs. As nanoparticulas foram obtidas
por as rotas de sintese verde e com redutor borohidreto de s6dio, ambas mostraram poucas
diferengas em termos de caracterizacdo. Na andlise da atividade antimicrobiana, a GCF4
apresentou atividade antifngica, porém ndo mostrou atividade antibacteriana. As
nanoparticulas sintetizadas com redutor quimico apresentaram maior atividade antibacteriana
quando comparada com as nanoparticulas produzidas sintese verde para ambas as linhagens de
bactérias utilizadas. Ja para atividade antifngica as nanoparticulas por sintese verde
apresentaram melhor atividade. Com isso esses novos polissacarideos e as AgNPs obtidas com

o CGF4, apresentam potencialidade para aplicagdes nanobiotecnoldgicas.
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CAPITULO III

Goma do cajueiro ftalada como matriz polimérica para sintese de
nanoparticulas com naproxeno
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Goma do cajueiro ftalada como matriz polimérica para sintese de
nanoparticulas com naproxeno

RESUMO

Esse trabalho teve como objetivo obter nanoparticulas poliméricas a partir goma do cajueiro
ftalada (GCF) carreando o farmaco naproxeno pelo método de didlise. As nanoparticulas
contendo o farmaco apresentaram um tamanho médio de 112,9 + 10,10 nm, indice polidispersao
0,330+ 0,031 e potencial zeta— 30,1 + 1,78 mV, enquanto que sem o farmaco o tamanho médio
foi de 160,8 + 0,72 1nm, indice de polidispersao 0,293 + 0,020 e o potencial zeta de -31,13 mV.
A estabilidade coloidal do sistema foi avaliada por um periodo de 5 meses e o sistema mostrou-
se estavel, ndo sendo observadas mudancas significativas nos parametros avaliados. Também
foi avaliado a eficiéncia de incorporagdo (3,4%) e encapsulagdo (10,5%) do farmaco nas
nanoparticulas. O perfil de liberagdo in vitro do farmaco associado as nanoparticulas mostrou-
se de forma mais lenta, quando comparado com o farmaco livre. O que mostra que o sistema ¢
promissor para ser utilizado na entrega modificada de farmacos.

Palavras-chave: nanoparticulas poliméricas, polissacarideo hidrofobico, anti-
inflamatorios nao esteroides.
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1. Introducao

As pesquisas na area de tecnologia farmacéutica tém sido bastante focadas no
desenvolvimento de novos sistemas para a entrega de farmacos (ENSIGN CONE e HANES,
2012). O uso desses sistemas surgem com as fungdes de minimizar os efeitos adversos,
promovendo prote¢do, direcionamento e finalmente, liberando o agente ativo em um
determinado local alvo no corpo (EL-NAGGAR et al., 2015; HUNTER et al., 2012). As
nanoparticulas podem ser obtidas, utilizando como matriz polimérica, os polimeros naturais
(JAYAKUMAR et al., 2010; SHUKLA e TIWARI, 2012; LI et al., 2014) ou os artificiais
(PANDEY et al., 2003). Apresentam tamanho médio variando de 10 a 1000 nm, no qual o
agente ativo fica adsorvido na matriz polimérica (WANG et al., 2013).

Dentre as classes de polimeros naturais ha os polissacarideos que sdao seguros, pouco
toxicos, biodegradaveis, biocompativeis, provenientes de fontes renovaveis € que possuem
baixo custo para seu processamento, podendo ser obtidos a partir de algas, plantas, micro-
organismos ¢ animais ( RODRIGUES e EMEJE, 2012; PRAJAPATI et al., 2013; YANG et al.,
2015; OGUNIJIMI et al., 2017). A goma do cajueiro (GC) ¢ um heteropolissacarideo obtido do
exsudado da planta Anacardium ocidentale L. encontrada no Nordeste brasileiro, e que possui
em sua estrutura, 73% de galactose, 11% de glicose, 6% acido glucuronico, 5% de arabinose,
4% de ramnose e 1% de manose (DE PAULA e RODRIGUES, 1995). E descrito na literatura
varias propriedades biologicas da GC, tais como antidiarreica (ARAUJO et al., 2015);
antibacteriana (CAMPOS et al.,, 2012; TORQUATO et al.,, 2004); anti-inflamatoria
(SCHIRATO et al., 2006), bem como apresenta efeito protetor contra danos grastrointestinais
(CARVALHO et al., 2015).

Algumas das limitagdes no uso dos polissacarideos envolve a solubilidade e a
viscosidade (VANDAMME et al., 2002). Contudo, esses compostos possuem um grande
numero de grupos reativos, o que favorece a serem submetidos a reacdes de modificagao
(QUELEMES et al., 2017), oferecendo excelente matriz para carreamento e liberacdo de
farmacos (CONE, 2009; RAVEENDRAN et al., 2013; LAPPE, MULAC e LANGER, 2017).

Nesse sentido, uma das classes de farmacos que tem tido um destaque em sistemas
nanopolimericos sao os anti-inflamatérios nao esteroides (AINES), devido ao fato de causar
efeitos adversos no trato gastrointestinal (MISHRA, SAHOO, KUMAR, 2015; PITOMBEIRA
et al., 2015; DIAS et al., 2016; KUSKOV et al., 2016; SHAH et al., 2016). O Naproxeno ¢ um
AINE utilizado para o tratamento processos agudos e cronicos relacionados osteoartrite, artrite
reumatoide, espondilite anquilosante, gota, desordens extra-articulares, bursite, tendinite e

condicdo reumatica ndo articular (ATTIA, 2009; LI et al., 2017).
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O presente estudo teve por objetivo produzir e caracterizar nanoparticulas poliméricas
utilizando a técnica de dialise a partir da goma do cajueiro ftalada contendo o farmaco anti-

inflamatério naproxeno.

2. Materiais e Métodos
2.1 Materiais

O polissacarideo de exsudato, goma do cajueiro (GC) foi coletado de arvores do género
Anacardium occidentale L., nativas de Parnaiba, Piaui, Brasil. A goma (Mm = 1.8 x 10> g/mol)
foi purificada pelo método descrito por PAULA, HEATLEY e BUDD. (1998).
O naproxeno foi adquirido da Sigma- Aldrich®. Todos os reagentes utilizados foram de grau
analitico, o anidrido ftalico foi obtido da ISOFAR®, n,n-dimetilacetamida, alcool etilico,

dimetilsulfoxido e acetona da VETEC®.

2.2 Modificagdo da goma do cajueiro

A modificacdo da goma foi realizada seguindo a metodologia proposta por VIEIRA et
al (2010), com algumas modificagdes. Brevemente, 2 g de anidrido ftalico (AF) foi colocado
em banho a 130°C sob agitagdo constante até obten¢@o do produto fundido, apés essa etapa, 1g
de goma do cajueiro foi adicionado e deixado em reacdo por 20 minutos. Apos a reagdo N, N-
dimetilacetamida (5 mL) foi adicionado para interromper a reagdao. O produto da reagdo foi
precipitado e lavado com aguaultra pura para a remocao de subprodutos e liofilizado.

O polissacarideo obtido foi caracterizado por espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier, os espectros foram obtidos em equipamentos espectrometro Bomem-—

Hartmann & Braun®, modelo MB-series, em pastilhas de KBr, no alcance de 4000 a 500 cm™.

2.3 Preparagdo das nanoparticulas poliméricas

As nanoparticulas de goma do cajueiro ftalada (NP-GCF) foram sintetizadas pelo
método de didlise contra agua, utilizando uma membrana de acetato de celulose (PM 12000),
durante 24 horas, monitorando a condutividade da dgua. Brevemente, a goma do cajueiro
ftalada foi dissolvida em 20 mL (0,1%, m/v) de DMSO por 15 min sob agitacdo magnética.
Para as nanoparticulas de GCF carregadas com naproxeno (NP-GCF-NPX), o farmaco foi
incorporado no momento da sintese na proporc¢ao 1:2 (firmaco/polimero) na razdo m/m. A
solugdo dialisada foi filtrada com filtro milipore® 45 pm para remover possiveis residuos. As
amostras foram congeladas e liofilizadas, para posterior verificacdo da eficiéncia de

encapsulacao.
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2.4 Caracterizagdo das Nanoparticulas por Espalhamento Dindmico de Luz e Espectroscopia
Uv-vis

A estabilidade coloidal das nanoparticulas foi avaliada partir do tamanho hidrodinamico
das particulas e o potencial zeta, medido em um equipamento Zetasizer Nano ZS® Modelo
3600. A anélise de espectroscopia do UV-VIS foi realizada em um equipamento Shimadzu UV®
— 1800, acoplado a um PC convencional e operado através do software UV probe® 2:33. Foram

realizadas a leituras entre 190 a 500 nm em células de quartzo.

2.5 Quantidade de encapsulagdo e eficiéncia incorporagdo do farmaco

Para a determinacdo da quantidade de farmaco incorporado, as nanoparticulas em
suspencao foram submetidas a liofilizacdo e em seguida o farmaco foi extraido com uso de
metanol. A concentracdo de farmaco foi encontrada com a utilizagdo de uma curva de
calibracdo realizada por espectroscopia do UV-VIS, utilizando as concentracdes de 5 a 50
pg/mL (R2 =0.99887; Y = 0.02176x+0.08587), na faixa de comprimento de onda em 271 nm.
A quantidade experimental (QE%) de naproxeno encapsulado foi calculada utilizando a
equacdol. A quantidade tedrica (QT%) a equacdo 2, e a eficiéncia de encapsulacdo (EE%)

equagao 3.

Quantidade de NPX em Np—NPX-CGF
, P x 100 €))
Quantidade total de Np—NPX-CGF

QE(%) =

_ Quantidade de NPX na formulacio
" Quantidade de NPX na formulagio + Quantidade de CGF na formulagio x

oT 100 )

EE(%) = Quantidade experimental 3
o= Quantidade tedrica ®)

2.6 Ensaio de liberacdo in vitro do NPX

O estudo de liberagao in vitro do NPX livre e associado as nanoparticulas foi realizado
através de um sistema de dialise. Para o NPX livre foi adicionado 7 mg de farmaco dentro da
membrana de membrana de acetato de celulose com poros de exclusdo molecular de 12.000 Da
e dialisada contra 100 mL solu¢do tampao fosfato, pH 7,2 a 37 © C durante 24 h. Procedimento
semelhante foi realizado paras as NP-GCF-NPX, onde uma amostra de 10 mg de foi adicionada

na membrana de acetato de celulose e dialisada contra 50 mL solugao tampao fosfato, pH 7,2 a

37 ° C durante 24 h.
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Aliquotas de 1 mL foram retiradas em 30 min e depois de 1 em 1 h e quantificadas por
UV-VIS. A cada retirada, 1 mL de tampao foi adicionado para manter o volume constante. A
concentracdo do farmaco foi quantificada por espectroscopia UV-VIS. As medidas das
absorbancia no comprimento de onda em 330 nm foram convertidas em percentagem de
farmaco liberado de acordo com a curva de calibragdo previamente estabelecida para a qual a
linearidade foi confirmada (R=0,999). O experimento foi realizado em triplicata e as
concentragdes do farmaco foram corrigidas considerando o fator de diluigao.

Foi utilizado o modelo de Korsmeyer-Peppas, para entender o mecanismo de liberagao

do farmaco, como mostra n equagdo 1. As analises foram realizadas utilizando o programa

DDSolver.

Li g Kt™ Equagéo 1
Qo

Onde Qq ¢ a quantidade de farmaco libertada no instante t, Qo ¢ a quantidade de fArmaco
na solucao, k ¢ uma constante cinética e n ¢ o expoente de libertagdo, que caracteriza o
mecanismo de liberagdo do farmaco. A linearizagdo da equagdao 1, ¢ dada por meio da
construcao de um grafico In Qy/Qo uma funcao de In t, fornecendo o expoente de liberagdo n e

a constante de liberacao k.

2.7 Andlise estatistica
A andlise estatistica foi realizada utilizando o teste de Tukey. Os dados foram expressos
com a média + desvio padrdo de trés experimentos independentes. A significancia estatistica

para este estudo foi considerada p < 0.05.

3. Resultados e discussdo
3.1 Modifica¢do da goma do cajueiro

A goma do cajueiro foi submetida ao processo de modificagdo estrutural, onde os
grupamentos quimicos organicos inseridos foram éster, anel aromdtico e acido carboxilico
(Figura 1-A), que promoveram mudangas de solubilidade deixando-a com carater hidrofobico.
Os espectros de infravermelho da GC e da goma do cajueiro ftalada (GCF) sdo mostrados na
figura 1 — B. A goma do cajueiro possui uma banda larga em 3380 cm! atribuida a vibra¢des

de estiramento O-H e banda 2917 cm™" atribuida a C-H. A banda em 1648 cm™' é referente a O-
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H (4gua ligada) e ja a banda em 1031 cm™ ¢ atribuida ao estiramento C-O-C, referentes as
unidades glicosidicas (PITOMBEIRA et al., 2015).

A goma ftalada apresentou banda em 3433 cm™! referentes a estiramento O-H. A banda
na regido de 1715 cm™ indicou a presenca da carbonila C=0, referindo-se aos grupamentos que
foram inseridos na estrutura da GC. J4 a banda em 1064 cm™! pode ser atribuida ao estiramento

do grupo éter (C-O-C) (CHADLIA e FAROUK, 2010; VIEIRA et al., 2010).

Figura 1: (A) Estrutura galactose ftalada e (B) Espectro de infravermelho da GC e GCF.
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3.2 Caracterizagdo das nanoparticulas com goma do cajueiro ftalada

As nanoparticulas da goma do cajueiro ftalada (NP GCF) foram obtidas por o método
de dialise, utilizando como solvente DMSO. O sistema foi dialisado contra dgua ultrapura,
sendo a condutividade da 4gua monitorada a fim de constatar que todo o solvente foi retirado.
O processo de dialise ocorreu por conta de uma perturbagdo no sistema, no qual a agua tende a
se deslocar para o interior da membrana fazendo com que ocorra auto-organizacao ou auto-
montagem, onde a parte mais hidrofébica do polimero se manteve no interior e a parte mais
hidrofilica no exterior da nanoparticula (MISHRA, PATEL e TIWARI, 2010; GU et al., 2015).

As nanoparticulas carregadas com o naproxeno apresentaram tamanho menor em
relagdo as sem o farmaco de 112.9 e 160.2 nm, respectivamente (Tabela 1). Na figura 2 ¢
possivel observar a distribui¢do de tamanho das nanoparticulas com e sem o farmaco. Adibkia

et al (2011) sintetizou nanoparticulas do NPX com eudragit® e obteve tamanhos acima de 377
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nm, utilizando a técnica de evaporagdo de solvente. J4 Pitombeira et al. (2015) utilizou a goma
do cajueiro acetilada e sintetizou nanoparticulas pela a técnica de didlise e encontrou tamanho
médio de particula de 179 e 140 nm para nanoparticulas de goma do cajueiro acetilada nao
carregadas e carregadas com indometacina, respectivamente. De acordo com El-Naggar et al
(2015) o tamanho de particula ¢ uma propriedade importante que afeta a capacidade de
administrar o fAirmacos de forma eficaz. As particulas menores possuem capacidade de se
difundir de forma mais eficiente.

O indice polidispersao para nanoparticulas sem o farmaco foi de 0.219 e com NPX foi
de 0.330. Em relagdo ao potencial zeta, ambas as nanoparticulas apresentaram valores acima de
-30 mV em modulo, indicando que o sistema possui uma boa estabilidade coloidal em solugao

(Tabela 1).

Tabela 1: Caracterizacao das nanoparticulas.

Tamanho (nm) Potencial zeta Farmaco Eficiéncia de
PDI (mV) incorporado incorporacao
NP CGF 160,8+ 0,721 0,293 + 0,020 -30,1+1,78
NP GCF NPX 112,9+ 10,10 0,330+ 0,031 | -31,13+2,86 34 % 10,5 %

Figura 2: Distribuicdo de tamanho por intensidade das nanoparticulas a base da goma do
cajueiro ftalado (A) e nanoparticulas de goma do cajueiro ftalada carregadas com naproxeno
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Foi utilizado uma propor¢ao de 1:2 na razdo (m/m) fairmaco e polimero, a quantidade
de farmaco incorporado foi de 3,4% e a eficiéncia de encapsulagdo de 10,5 %, de um total de
33%. Montes et al. (2014) obteve nanoparticulas com NPX coprecipitado com dois diferentes
biopolimeros, eudragit® e poli (acido I-lactico) (PLA), por um processo antissolvente
supercritico e obteve uma percentual de fArmaco incorporada de para o PLA 2,95 a 13,24 % e
para o eudragit® 4,45 a 25,55 %, modificado as propor¢des de polimero e farmaco. Akbari et
al. (2016) produziu nanoparticulas lipidicas com NPX por ultrassom e obteve eficiéncia de
encapsulacdo de 59,46 a 66,35 %. Entretanto, os valores de potencial zeta foram baixos.

A estabilidade das nanoparticulas carregadas com o fdrmaco foi analisada durante 5
meses. De fevereiro a junho de 2016, sendo monitorado o tamanho, indice de polidispersao e
potencial zeta (Figura 3). O teste estatistico de Tukey foi aplicado e observado que nao houve
diferenca significativa entre os meses, indicando que o sistema possui uma boa estabilidade
coloidal mesmo com o passar do tempo. Isso indica que a matriz polimérica de GCF pode ser
armazenada, pois suas propriedades colidais ndo se alteram com significancia ao decorrer do
tempo e se torna viavel para as aplicagcdes em sistemas de liberacao de farmaco, ja que a questao

da estabilidade limita o uso desses sistemas (WANG et al., 2013).

Figura 3: Estabilidade coloidal das nanoparticulas a base da GCF carregadas com naproxeno
(A) Tamanho, (B) Indice de polidispersao e (C) Potencial zeta.
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Figura 4: Perfil de liberagdo in vitro do naproxeno nanoestruturado e livre.

100-‘ } }

o 80 - 3

©

@© J

—

@

s

- 60 } ® * o

o

S [ J

@

=

‘(U 40 -1

TH

- i -

oflistte - b

; L ®  Nanoestruturado
7] ® Livre
g T ] T £ T e T ) T T T N T

0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Tempo (min)

A cinética de liberacao do farmaco foi avaliada por difusdo em membrana de dialise em
solucao tampao fosfato. Com os dados obtidos foi possivel observar o perfil de liberagcdo do
NPX livre e da NP-GCF-NPX como mostra a figura 4. Pode-se observar que os pontos de coleta
de liberacdo do NPX livre e a NP-GCF-NPX apresentaram um perfil semelhante. No primeiro
tempo de coleta a NP-GCF-NPX liberou mais do que o NPX livre, porém nas horas seguintes,
passou a ter uma liberagdo mais uniforme até os 1440 minutos. Contudo nao foi possivel
observar a porcentagem maxima de liberacdo da NP-GCF-NPX, logo sera necessario prolongar
o tempo de estudo de cinética de liberacdo para as mesmas. J& o NPX livre em 1440 minutos,
apresentou taxa de liberacdo maxima 97%.

Mahor et al. (2016), produziu nanoparticulas de gelatina carregadas com NPX, e
observou um perfil liberagdo in vitro de 60 a 80% em 24 horas, para as mesma. Javadzadeh et
al. (2010) preparou nanoparticulas de PLGA carregadas com NPX, e constatou que em 24 horas

de liberagdo o NPX atinge quase que 100% e as nanoparticulas em torno de 70%.
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Figura S: Mecanismo de liberacdo in vitro do naproxeno nanoestruturado, a partir do modelo
de Korsmeyer-Peppas.

= NP-GCF-NPX
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A fim de compreender o mecanismo de liberagdo do NPX das nanoparticulas, foi
utilizado o excel suplementado com o software DDsolver, e dentre os modelos calculados, o
modelo matematico de Korsmeyer-Peppas (figura 5), foi o que apresentou um coeficiente de
correlacdo (R?) mais proximo de 1 (0,977). Isso indica que este modelo é o mais apropriado
(ZHANG et al.,, 2010). Este ¢ geralmente utilizado para analisar formas farmacéuticas
poliméricas quando o mecanismo de liberagdao nao ¢ bem conhecido ou quando mais de um tipo
de liberagao esta envolvido (LOBO e COSTA, 2001). A partir deste modelo também foi obtido
o expoente de liberacdo n no valor de 0,17, indicando o mecanismo de difusdo fickano.
Pitombeira et al. (2015) e Dias et al. (2016), também observaram o mesmo mecanismo de

difusdo, para nanoparticulas com a goma do cajueiro acetilada carreando AINES.

5. Conclusao

Neste trabalho, a goma do cajueiro foi quimicamente modificada, com a inser¢ao de
grupos funcionais organicos que conferiram um carater hidrofobico e a partir da goma do
cajueiro ftalada foi produzido nanoparticulas poliméricas carreando fairmaco anti-inflamatério
ndo esteroide, o NPX utilizando a técnica de didlise. As naparticulas apresentaram boa
estabilidade coloidal, indicando que o sistema € promissor para entrega de farmacos, contudo ¢

necessario melhorar a eficiéncia de encapsulagdo do NPX nas nanoparticulas. A liberacao in
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vitro, apresentou-se de forma lenta, com expoente de liberacdo n de 0,17, indicando que difusao
segue 0 modelo de Fick. Essas caracteristicas sugerem que a matriz polimérica oferece boas
condi¢gdes para uma liberagdo modificada de farmacos. Entretanto ¢ necessario aumentar o
tempo de liberagao das nanoparticulas carreando o NPX, a fim de observar o tempo em que a
porcentagem maxima de farmaco ¢ liberada. Além disso testes in vivo em modelos cronicos de
inflamagdo em camundongos devera ser realizados, a fim de constatar se h4 reducao dos efeitos
colaterais do farmaco, e se ha gastroprotecao pela a goma do cajueiro ftalada. Também devera
ser observado se as nanoparticulas com farmaco possuem atividade contra os fungos do género

Cadida spp.
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CONSIDERACOE FINAIS

v" A goma do cajueiro foi submetida ao processo de modifica¢do quimica sem uso de solventes,
utilizando o anidrido ftalico e foram obtidos 4 derivados;

v" O GCF 4 foi utilizado para a produg@o de nanoparticulas de prata;

v As nanoparticulas de prata foram obtidas utilizando as rotas de sintese verde e com redutor
quimico;

v" Na analise da atividade antimicrobiana, a GCF4 apresentou atividade antifungica;

v' As AgNPs mostram atividade antimicrobiana contra diferentes micro-organismos;

v' Com GCF1 foi produzido nanoparticulas poliméricas carreando farmaco napraxeno,
utilizando a técnica de dialise;

v" As NPs polimericas apresentaram boa estabilidade coloidal e no estudo de liberagao in vitro
o farmaco foi liberado de forma mais lenta, quando comparado com farmaco livre, indicando

que o sistema ¢ promissor para entrega de farmacos.



