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RESUMO

O paclitaxel (Taxol®), usado contra diversos canceres, causa efeitos adversos devido ao
excipiente ¢ a baixa solubilidade aquosa, limitando sua administragdo por via intravenosa
devido a baixa biodisponibilidade oral. Os materiais nanoestruturados sdo uma alternativa
promissora para o transportar, melhorando a sua dispersao, estabilidade e eficacia, enquanto
minimiza os efeitos adversos associados a formulacao convencional. O objetivo desta pesquisa
foi sintetizar microcépsulas polissacaridicas em po para o transporte de paclitaxel (PTX)
utilizando uma nanoemulsao, preparada com o extrato oleoso da polpa do acai (EOA), e pectina
da laranja (PLJ) como material de parede da microcépsula. Para isso, foi realizado a extracdo e
caracterizagdo das matérias-primas. Em seguida, foi realizado um estudo experimental que
selecionou as nanoemulsdes N11A (com PTX) e N11C (controle) que, posteriormente, deram
origem as respectivas microcapsulas M11-A e M11-C secas em spray dryer. As formulagdes
foram caracterizadas por Espectroscopia de Absor¢ao no Infravermelho com Transformada de
Fourier (FT-IR), Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC), Difracdo de Raios-x (DRX),
Microscopia Eletronica de Varredura (SEM) e Microscopia Eletronica de Transmissdao (MET).
A eficiéncia de encapsulacdo (EE%) das formulagdes foi determinada pela técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC). Foi também realizado o estudo cinético de
liberagdo in vitro da M11-A e do PTX puro. Determinou-se a citotoxicidade in vitro (método
do MTT) em culturas de células tumorais e avaliou a seguranca nao clinica em zebrafish das
M11-A e M11-C. A analise de DLS das nanoemulsdes e microcapsulas redispersas em agua
mostrou que os tamanhos das particulas variaram entre 157 e 220 nm. As técnicas de FT-IR,
DSC e DRX evidenciaram o encapsulamento do PTX, ao passo que a técnica de HPLC
determinou uma EE% de 99,87% (N11A) e 83,72% (M11-A). A analise por MEV demonstrou
que as microcapsulas apresentaram um tamanho de 3,1 = 1,2 pum (M11-C) e 3,0 £ 1,3 um (M11-
A). A analise de MET da M11-A redispersa em 4gua mostrou um tamanho médio de 0,55 + 0,34
um. A M11-A apresentou um perfil de liberagdo controlada in vitro, com quantidade acumulada
de PTX igual a 9,92 £+ 0,95% em 72 h, diferentemente do PTX livre (31,99 + 4,79%). A M11-
A apresentou maior citotoxicidade em relacdo ao PTX ndo encapsulado, com valores de 1Cso
iguais a 0,33 (HL-60), 0,98 (HCT-116), e 2,30 (PC-3) ng mL"!, e ndo foi téxico em L-929. In
vivo, as formula¢des ndo alteraram a locomog¢@o nem foram téxicas ao zebrafish. A M11-A
mostrou-se promissora para o tratamento do cancer, com potencial terapéutico para minimizar

os efeitos adversos do PTX.

Palavras-chave: paclitaxel; microcapsula; anticancer; pectina; acai.



ABSTRACT

Paclitaxel (Taxol®), used against various cancers, causes adverse effects due to its excipient and
low aqueous solubility, limiting its administration to the intravenous route (low oral
bioavailability). Nanostructured materials are a promising alternative for transporting drugs,
improving their dispersion, stability, and efficacy while minimizing the adverse effects
associated with conventional formulations. The aim of this research was to synthesize
polysaccharide powder microcapsules for the transport of paclitaxel (PTX) using a
nanoemulsion prepared with the oily extract of acai pulp (EOA) and orange pectin (PLJ) as a
wall material. To this end, the raw materials were extracted and characterized. Next, an
experimental study was conducted that selected nanoemulsions N11A (with PTX) and N11C
(control), which subsequently gave rise to the respective microcapsules M11-A and M11-C
dried in a spray dryer. The formulations were characterized by Fourier Transform Infrared
Absorption Spectroscopy (FT-IR), Differential Scanning Calorimetry (DSC), X-Ray
Diffraction (XRD), Scanning Electron Microscopy (SEM) and Transmission Electron
Microscopy (TEM). The encapsulation efficiency (EE%) of the formulations was determined
using the High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) technique. An in vitro release
kinetics study was also carried out on M11-A and pure PTX. In vitro cytotoxicity (MTT method)
was determined in tumor cell cultures. Non-clinical safety assessment of M11-A and M11-C in
zebrafish was performed. DLS analysis of the nanoemulsions and microcapsules redispersed in
water showed that the particle sizes ranged from 157 to 220 nm. The FT-IR, DSC and XRD
techniques showed the encapsulation of PTX, while the HPLC technique determined an EE%
0f99.87 and 83.72% for the N11A and M11-A formulations, respectively. SEM analysis showed
that the microcapsules were between 1.12 and 3.06 pm in size. MET analysis of M11-A
redispersed in water showed an average particle size of 0.55 + 0.34 pm. M11-A showed a
controlled release profile in vitro, with an accumulated amount of PTX equal to 9.92 + 0.95%
during the 72 h of the experiment, unlike free PTX (31.99 + 4.79%). M11-A showed greater
cytotoxicity than non-encapsulated PTX, with ICso values of 0.33 (HL-60), 0.98 (HCT-116),
and 2.30 (PC-3) ng mL™!, and was not toxic in L-929. In vivo, the formulations did not alter
locomotion nor were they toxic to zebrafish. M11-A has shown promise for cancer treatment,

with therapeutic potential to minimize the adverse effects of PTX.

Keywords: paclitaxel; microcapsule; anticancer; pectin; acai.
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1 INTRODUCAO

O paclitaxel (PTX) ¢ um tipo de diterpenoide que foi isolado do extrato alcoolico da
casca do teixo ocidental (7axus breuifolia) (Sharma et al., 2015; Wani et al., 1971). O PTX ¢
eficiente no tratamento de varios tipos de cancer, como o cancer de mama (Jamwal et al., 2023),
ovario (Yan-Hua; Wang; Xiao-Li, 2020), pulmdo e colorretal (Elghali et al., 2024). O PTX ¢
administrado por infusdo intravenosa e comercializado na forma de uma mistura com
Cremophor® EL (CrEL) e 4lcool (Das et al., 2024; Tije et al., 2003). Todavia, existem efeitos
colaterais negativos associados ao uso desse tipo de solvente (Montagner et al., 2013; Tije et
al., 2003). O PTX ¢ insoltivel em dgua e possui alta lipofilidade (Das et al., 2024). Além disso,
o PTX apresenta uma seletividade insatisfatoria as células tumorais (Beigulenko ef al., 2024).

Diante das propriedades que limitam a administracao de PTX, torna-se cada vez mais
necessario o desenvolvimento de sistemas carreadores de medicamentos hidrofobicos. Os
sistemas desenvolvidos para administragdo de medicamentos sdo utilizados para transportar o
farmaco no corpo com seguranca e alcancar a agdo terapéutica pretendida, melhorando sua
dispersdo aquosa, proporcionando maior estabilidade quimica ao agente ativo, aumentando sua
atividade farmacologica e reduzindo os efeitos colaterais negativos (Li et al., 2019). Um
exemplo de sistema utilizado para a entrega eficaz de medicamentos sdo as nanoemulsdes
(Kumar et al., 2024).

As nanoemulsdes sdo dispersdes coloidais com tamanho de particula entre 20 e 500 nm
(Cunha; Campos; Caon, 2024). Esses sistemas sdo formados por dois liquidos imisciveis, isto
¢, um dos liquidos ¢ distribuido no outro na forma de goticulas muito pequenas (Sneha; Kumar,
2022). As nanoemulsdes promovem uma maior solubilidade de compostos hidrofobicos e sua
entrega bem-sucedida devido ao aumento na capacidade de carga do medicamento (Jia et al.,
2024). A aplicagdo de nanoparticulas como sistemas de entrega permite, entre outras
funcionalidades, a liberacao de compostos bioativos com acao e local especificos, a uma taxa e
quantidade terapéutica ideal para promover a resposta farmacoldgica desejada (Gunasekaran et
al.,2014).

Geralmente, os materiais desenvolvidos para a entrega de medicamentos que
apresentam um nucleo oleoso tendem a utilizar 6leos vegetais exclusivamente para encapsular
o farmaco hidrofobico. Porém, neste trabalho, o extrato da polpa do acai foi utilizado como
matriz oleosa para o encapsulamento do paclitaxel. Esse extrato vegetal € rico em acido graxos
e fortemente marcado pela presenca das antocianinas, moléculas conhecidas por também

conferir atividade antioxidante.
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O acai (Euterpe oleracea), pertencente a familia das Arecaceae, ¢ o fruto de uma
palmeira que ¢ cultivada na regido amazonica brasileira (Rabelo et al., 2018). Ademais, ha
pesquisas em andamento para investigar possiveis aplicagdes farmacologicas a partir das
atividades bioldgicas especificas de varias partes da planta (fruto, folhas, sementes, raizes e
6leo) (Dias et al., 2024). Estudos demonstraram que o agai ¢ seguro e pode ser utilizado como
agente quimioprotetor contra o cancer, por apresentar atividade anti-inflamatéria, antioxidante,
antiproliferativa e pro-apoptoética (Alessandra-Perini et al., 2018).

Existem também sistemas de administracdo de medicamentos baseados em polimeros.
Esses sistemas podem ser definidos como dispositivos que realizam a introdugdo de farmacos
no corpo, melhorando sua seguranca e eficacia, ao mesmo tempo em que controlam a taxa, o
tempo e o local de liberagdo dos medicamentos no organismo (Sung; Kim, 2020). Entre os
sistemas baseados em polimeros, destacam-se os que usam polissacarideos.

As propriedades bioldgicas e fisico-quimicas dos polissacarideos, como a
biocompatibilidade, a biodegradabilidade e a baixa imunogenicidade, tornam esses polimeros
naturais apropriados para o desenvolvimento de sistemas de administracdo de medicamentos
(Pecorini; Ferraro; Puppi, 2023). Os carreadores a base de polissacarideos podem elevar o
tempo de permanéncia do farmaco no trato gastrointestinal, ampliando, portanto, sua
biodisponibilidade (Pecorini; Ferraro; Puppi, 2023). Os polissacarideos se destacam em
pesquisas envolvendo a sintese de microcapsulas (Wani et al., 2023).

A literatura apresenta uma variedade de sistemas formados por microcépsulas
multifuncionais, principalmente, para administragdo de medicamentos (Jia ef al., 2017). Uma
das principais aplicagdes das microcapsulas a base de polissacarideos € sua atuagdo como
carreadoras de medicamentos anticancer, haja vista sua alta capacidade de transporte de
substancias e propriedades ajustaveis que favorecem o fornecimento e entrega dessas moléculas
para a terapia do cancer que, so ¢ efetivada através do direcionamento seletivo para o tumor e
liberacao controlada do farmaco (Jia et al., 2017).

A pectina, um polissacarideo, tem sido extremamente investigada em relagdo ao seu
potencial como carreadora de agentes terapéuticos, tendo sido comprovada sua seguranga, nao
toxicidade e biodegradabilidade (Das et al., 2021). A pectina ¢ frequentemente empregada na
industria alimenticia em virtude de suas propriedades gelificantes, espessantes, texturizantes,
emulsificantes e estabilizantes (Saberian ef al., 2017). Nas plantas, a pectina desempenha uma
fun¢do estrutural nas paredes celulares primarias, apresentando uma estrutura complexa (Han
etal.,2017).

A pectina pode ser obtida a partir dos residuos gerados pelas industrias de frutas citricas
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e ser utilizada na sintese de microcapsulas, um sistema promissor para proteger e liberar
medicamentos de forma controlada. Na industria, os residuos sélidos (cascas, sementes e polpa
umida) sdo frequentemente descartados, o que torna extremamente importante a busca por
novas formas de reutilizacao desses subprodutos de valor comercial (Zanella; Taranto, 2015).
Este fato demonstra a viabilidade de reaproveitar residuos industriais que contém pectina na
sua composi¢do. As publicagdes nos ultimos anos concentram-se predominantemente na
utilizacao de polimeros sintéticos na obtengao de sistemas de entrega de paclitaxel. Exemplos
desta abordagem podem ser encontrados nos trabalhos de Loo et al., (2025), Sabatelle ef al.,
(2024), Petersen et al., (2024), Zhou et al., (2023), Kim et al., (2016) e Cochran et al., (2011).
As poucas pesquisas que integraram a pectina na composicdo do sistema de entrega
concentraram-se no estudo de outros fArmacos.

Neste trabalho, foi realizada a sintese de microcapsulas polissacaridicas em p6 para o
carreamento de PTX, utilizando-se a técnica de secagem em spray dryer. Para tanto, foi
utilizada a pectina extraida da laranja (PLJ) como material de revestimento na microcapsula
obtida a partir da nanoemulsdo preparada com extrato oleoso da polpa de agai (EOA) e

® F127. As microcapsulas obtidas foram caracterizadas e avaliadas quanto a

Pluronic
citotoxicidade in vitro em células de leucemia promielocitica (HL-60), carcinoma de célon
humano (HCT-116), carcinoma de prostata (PC-3) e fibroblasto murino (L-929) tendo sido

também testada a seguranca nao clinica em zebrafish (Danio rerio) adultos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Sintetizar microcapsulas polissacaridicas para o carreamento de paclitaxel utilizando a

pectina da laranja e o extrato oleoso da polpa de acai.

2.2 Especificos

o Extrair e caracterizar a pectina da laranja (Citrus sinensis);

o Preparar e caracterizar o extrato oleoso da polpa de agai (Euterpe oleracea);

o Obter e caracterizar nanoemulsdes contendo paclitaxel;

o Sintetizar e caracterizar microcapsulas polissacaridicas em po;

o Quantificar o paclitaxel nas formulagdes para determinar a eficiéncia de encapsulagao;
o Realizar o estudo cinético de liberagdo in vitro da microcapsula;

o Avaliar a atividade citotoxica in vitro das microcéapsulas;

o Testar a seguranga ndo clinica das microcapsulas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Paclitaxel

A espécie Taxus breuifolia (L.) pertencente a familia Taxaceae (Figura 1) ¢ caracterizada
como uma arvore conifera (Riffi et al., 2023), nativa do noroeste do Pacifico da América do
Norte, perene e de crescimento lento (Ezrahi; Aserin; Garti, 2019), podendo levar até 200 anos
para alcangar a maturidade (Kingston, 1991). A presenca de diversos compostos bioativos
conferiu a espécie notoriedade no ambito médico e farmacologico (Riffi et al., 2023). Dentre
esses compostos, o agente anticancerigeno paclitaxel se destacou por seu potencial no

tratamento de diversos tipos de neoplasia maligna.

Figu
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ra 1. Teixo ocidental (Taxus breuifolia L.)

Fonte: https://comrnons.wikimedia.org/wiki/Main_Pag

O paclitaxel (PTX) (CAS: 33069-62-4), também denominado taxol, ¢ um p¢ cristalino,
de coloragdo branca (Das et al., 2024), cuja formula molecular ¢ C47Hs1NO14, com massa molar
igual a 853,91 g mol™!. O PTX é um tipo de diterpenoide, pertencente a classe de substancias
taxanos, isolado por Wani et al., (1971) do extrato alcodlico da casca do teixo ocidental (7axus
breuifolia) (Kingston, 1991; Sharma et al., 2015; Wani et al., 1971).

A estrutura molecular do PTX (Figura 2) consiste em um ntcleo tetraciclico, formado
por um sistema de quatro anéis (A, B, C e D) fundidos, composto por 17 atomos de carbono e
diferentes grupos funcionais ligados a essa estrutura basica (Abbaspour; Mohamadzadeh;
Shojaosadati, 2025). O composto em questdo apresenta caracteristicas distintivas em relagdo a
outros compostos de sua classe, notadamente pela presenca de uma cadeia lateral éster ligada

ao carbono de niimero 13 e por apresentar um anel D (Kingston, 1991). A atividade anticancer
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do PTX ¢ atribuida principalmente a presenca da cadeia lateral éster, do anel A, do anel oxetano

(anel D) e do grupo benzdico ligado ao carbono 2 (Zhang; Mei; Feng, 2013).

Figura 2. Estrutura molecular do paclitaxel

Fonte: elaborado pelo autor.

Nome do PTX conforme a International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC): [(18S, 28, 3R, 4S, TR, 95, 108, 12R, 155)-4,12-diacetiloxi-15-[(2R, 3S)-3-benzamido-
2-hidroxi-3-fenilpropanoiloxi-1,9-di-hidroxi-10,14,17,17-tetrametil-11-0x0-6-
oxatetraciclo[11.3.1.0%!.0*"Theptadec-13-en-2-il] benzoato.

Para a obtencdo do PTX a partir das cascas do teixo ocidental, ¢ necessaria uma grande
quantidade de material vegetal, resultando em pequenas quantidades de ativo (rendimento de
0,02%). Em consequéncia, muitas arvores morrem, o que acarreta um alto custo ecologico.
Diante do exposto, foram desenvolvidos métodos para a obtencao, de forma semissintética, do
paclitaxel a partir de extratos de outras partes da arvore, sem que isso representasse uma ameaga
a sua extingao (Ezrahi; Aserin; Garti, 2019).

Dentre a classe dos taxanos, destacam-se o composto bacatina III, originalmente isolado
do cerne (parte central) da madeira, ¢ o composto 10-desacetilbacatina III, encontrado nas
folhas do teixo (agulhas). Ambos serviram de moléculas precursoras do paclitaxel, permitindo
sua obten¢do de maneira semissintética, com alto rendimento e de forma ecologicamente
sustentavel (Kingston, 1991). A Figura 3 apresenta a estrutura dessas duas moléculas.

O PTX apresenta eficiéncia comprovada no tratamento de diversos tipos de cancer,
incluindo o cancer de mama (Jamwal ef al., 2023), o cancer de ovério (Yang; Mao; Tan, 2020),
o cancer de pulmdo e o cancer de colorretal (Elghali et al., 2024). A eficiéncia do PTX no

tratamento do cancer decorre da sua capacidade citotoxica e antiangiogénica (Das et al., 2024).
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O composto em questdo apresenta a capacidade de interromper a migracdo celular, a
proliferacdo e a secrecdo de colagenase, que estio associados ao processo de formagdo de novos
vasos sanguineos (Das et al,, 2024). Tais processos sdo importantes para o crescimento €

disseminagao das células tumorais (angiogénese) (Das et al., 2024).
Figura 3. Estrutura molecular dos compostos
precursores do paclitaxel

Rlz Bacatina III
R= 10-desacetilbacatina III

28

Fonte: elabora pelo autor.

O mecanismo de acdo do PTX puro envolve a estabilizagdo dos microtiibulos,
ocasionando prejuizo a funcdo do fuso mitotico e a distribuicdo do &cido desoxirribonucleico
(DNA) (Skubnik et al., 2023). O referido mecanismo (Figura 4) induz a uma parada bem
definida do ciclo celular (G2/M) (Lu et al., 2005), seguida de morte celular programada,
geralmente por meio do processo conhecido como apoptose (Skubnik et al., 2023). Os
microtibulos constituem estruturas cilindricas e polarizadas do citoesqueleto (Tije, Albert J. ten
et al., 2003), formadas por dimeros de proteinas denominadas a-tubulina e B-tubulina (Fong et
al., 2013). Dada sua importancia no ciclo celular, os microtubulos se tornaram um alvo
intracelular para a atuagdo de agentes quimioterapicos (Souza, 2004).

Os microtibulos apresentam instabilidade dindmica, que diz respeito a polimerizacao e
despolimerizagao dessa estrutura, processos que ocorrem em ambos os polos dos microtubulos
e sdo regulados por moléculas de guanosina trifosfato (GTP) (Nicolaou; Roschangar;
Vourloumis, 1998). Entretanto, o crescimento e a dissociagdo nos polos ocorrem de maneira
diferente, sendo uma extremidade do microtiibulo cineticamente mais dindmica e governada
pela B-tubulina, e a outra extremidade menos dindmica e dominada pela a-tubulina (Nicolaou;
Roschangar; Vourloumis, 1998). O PTX de liga seletivamente a B-tubulina (Nicolaou; Dai; Guy,
1994; Yang; Mao; Tan, 2020), ou seja, ele estabiliza o polo do microtibulo onde o crescimento

ocorre mais expressivamente, o que impede a progressao do ciclo celular.
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Figura 4. Estabilizacdo dos microtubulos pela acao do paclitaxel
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Fonte: adaptado de Abbaspour; Mohamadzadeh; Shojaosadati, (2025)

O PTX, comercializado sob as marcas comerciais Taxol® e Paxene®, ¢ administrado por
infusdo intravenosa, devido sua ma absorc¢ao oral, € comercializado na forma de uma mistura
com Cremophor® EL (CrEL) e 4lcool (1:1 em massa) (Das et al., 2024; Tije et al., 2003). O
CrEL é um surfactante ndo i6nico obtido da reagdo do 6leo de ricino (semente de Ricinus
communis) com 6xido de etileno (Das et al., 2024; Tije et al., 2003).

O ¢leo de ricino ¢ obtido a partir das sementes da espécie Ricinus communis. Trata-se
de um 6leo que contém em sua composicao triglicerideos dos acidos ricinoleico, isoricinoleico,
estearico e di-hidroxiestearico, sendo o CrEL composto majoritariamente por triglicerideos
oxilados de acido ricinoleico (Gelderblom et al., 2001). A estrutura molecular do CrEL ¢

apresentada na (Figura 5).

Figura 5. Estrutura molecular do Cremophor® EL
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Cremophor® EL
Fonte: elaborado pelo autor.

Todavia, efeitos colaterais negativos, como a hipersensibilidade aguda e a neuropatia

periférica, sdo associados ao uso do surfactante CrEL (Montagner et al., 2013; Tije et al., 2003).
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A hipersensibilidade aguda, por exemplo, se caracteriza por angioedema, dispneia, dor toracica,
erupcao cutanea, hipotensdo, rubor, taquicardia e urticaria generalizada (Gelderblom et al.,
2001).

Além disso, o PTX apresenta alta lipofilicidade (logP 3,20) (Das et al., 2024) e uma
seletividade insatisfatoria as células tumorais (Beigulenko ef al., 2024). Ademais, o composto
em questdo exibe baixa solubilidade em 4gua (< 0,1 ug mL') (Das et al., 2024), sendo
significativamente mais soltivel em acetona, cloroférmio, dimetilacetamida, etanol, éter e
metanol (Gelderblom et al., 2001). Ademais, o composto também apresenta consideravel
solubilidade em octanol e propilenoglicol.

Em virtude da baixa solubilidade do PTX em agua, sua biodisponibilidade ¢ limitada,
constituindo um desafio o desenvolvimento de formulagdes para administracao oral (Jadhav et
al., 2021). A administracao oral de farmacos € mais bem tolerada pelos pacientes, uma vez que
¢ menos invasiva ¢ de administragdo mais simples (Nguyen et al., 2022). Esta forma de
administracdo de medicamento ¢ considerada apropriada para o tratamento de doengas cronicas
(Zhao et al., 2022), tais como o cancer, doengas cardiovasculares, diabetes e hipertensao
(Nguyen et al., 2022).

Entretanto, os medicamentos devem apresentar resisténcia a possivel ocorréncia de
degradacao ao entrar em contato com o ambiente estomacal acido e com a presenca de enzimas
(Baby et al., 2021). Uma estratégia que pode ser adotada para proteger o farmaco da degradacao
ou inativagao bioldgica e/ou quimica prematura na circulagao sist€émica (Jadhav et al., 2021) e,
por consequéncia, reduzir ou eliminar os efeitos colaterais negativos, € a utilizagdo de sistemas
de entrega nanoestruturados biodegradaveis e ndo toxicos (Das er al, 2024). Dentre os
exemplos de sistemas coloidais, incluem-se lipossomas, microcapsulas, microesferas,
nanoparticulas e complexos de macromoléculas (Gelderblom et al., 2001; Jadhav et al., 2021).

Um exemplo de material nanoestruturado que existe no mercado é o Abraxane®, uma
formulacao constituida por nanoparticulas de albumina humana com PTX complexado, sem
formacao de ligacdes covalentes, administrada por infusdo intravenosa (Bernabeu et al., 2017).
Em 2005, o Abraxane® foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para o
tratamento do cancer de mama metastatico e, em 2012, para o tratamento do cancer de pulmao
de células ndo pequenas em estado avangado ou metastatico (Bernabeu ef al., 2017). Entretanto,
o Abraxane® nio se isenta de efeitos adversos, podendo causar supressio da medula 6ssea, bem
como nauseas e vomitos (Murphy et al., 2025).

A Tabela 1 apresenta um compilado de estudos que adotaram diversas estratégias para

o carregamento de PTX.



Tabela 1. Sistemas desenvolvidos para entrega de paclitaxel
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Estratégia de

Composicio Aplicacio Referéncia
carreamento
Nanoparticula Pluronic® F127, alcool polivinilico (PVA) Cancer de (Loo et al., 2025)
pulmao
Nanofibra Poli(e-caprolactona) (PCL), alcool polivinilico Cancer de (Rehman et al., 2025)
(PVA) mama
Nanogel Sericina (SNG) e antocianina (C3G) Cancer (Zhang et al., 2025)
Nanoparticula Metoxi polietilenoglicol amina (MeO-PEG Cancer de (Nie et al., 2024)
3000-NH.), acido poli(latico-co-glicolico)- mama
9000 (PLGA-9000)
Lipossomo Fosfatidilcolina de soja (S-100), colesterol, Cancer de (Kumar et al., 2024)
didodecil dimetil amonio brometo (DDAB) e mama
acido carboxilico-distearoil
fosfatidiletanolamina-poli(etilenoglicol)
2000 (HOOC-DSPE-PEG-2000)
Nanoparticula Capryol 90, monostearato de glicerol (GMS), Cancer de (Kim et al., 2024)
Tween 80, Polox 188, fosfatidilcolina de soja mama
(SPC), quitosana
Nanoparticula Acido hialurénico Cancer de (Zhou et al., 2023)
pulméo
Filme Policaprolactona (PCL), carbonato de Sarcoma (Mahvi et al., 2023)
poliglicerol (PGC)
Nanoparticula Alginato de sodio, quitosana modificada Cancer (Kolawole et al., 2023)
(boronada) cervical
Lipossomo Lecitina de soja purificada (Lipoid S100), Cancer de (Xiao et al., 2022)
colesterol, celastrol (CLT), 1,2-Distearoil-sn- pancreas
glicero-3-fosfoetanolamina-N-
[metoxi(polietilenoglicol)-2000] (DSPE-
PEG2000)
Nanoparticula Acido cloroaurico, cisteamina, polietileno Cancer de (Kadkhoda et al., 2022)
glicol 2000 (PEG2000), cloreto de mama
bromoacetila, aptimero MUC1
Nanoparticula Albumina sérica humana (HSA), hemina Cancer (Chung; Kim; Hong,
2020)
Nanoparticula Erlotinibe (ERL), poli(acido latico-co-acido Cancer (Khuroo et al., 2018)
glicolico) (PLGA), alcool polivinilico (PVA),
Tween 80
Microcapsula Sal mesilato HM30181, Cancer (Kim et al., 2016)
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), dioxido
de silicio, agente acidificante (acido fosforico,
citrico, fumarico ou oxalico)
Microbolha Acido polilatico Cancer de (Cochran et al., 2011)
mama

Fonte: elaborado pelo autor.
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3.2 Sistemas de entrega de medicamentos

Os sistemas de entrega de medicamento (DDS) consistem em métodos pelos quais um
determinado material farmacéutico ¢ administrado para alcangar a eficacia terap€utica (Ragib
et al., 2022). Entre os DDS desenvolvidos, incluem-se as ciclodextrinas, lipossomos, micelas,
microemulsdes, microesferas, nanoemulsdes, nanoesferas e nanocapsulas (Elaine ef al., 2025).
No entanto, os sistemas de entrega de medicamento convencionais (CDDS) apresentam varias
limitagdes, incluindo a baixa solubilidade em meio aquoso, baixa seletividade, liberagdo
acelerada e descontrolada, efeitos colaterais negativos e baixa biodisponibilidade (Torchilin,
2018). Diante disso, tém emergido abordagens alternativas de DDS.

Em 1952, a Smith Kline Beecham desenvolveu as “Spansules” (capsulas), o primeiro
sistema de liberacao controlada com um revestimento de cera solivel em 4gua (Ragib ef al.,
2022). Esta céapsula proporcionou uma liberacdo controlada de sulfato de dextroanfetamina
durante 12 h. Em 2010, a ciéncia registrou um aumento significativo de sistemas baseados em
nanomateriais, que passaram a ser designados sistemas avangados de entrega de medicamento
(ADDS) (Ragib et al, 2022). Os ADDS constituem um importante progresso cientifico na
terapia contra o cancer, tendo varios ADDS ja sido aprovados pela FDA (Gao et al., 2024).

A Figura 6 mostra uma representacao grafica comparativa entre os CDDS e ADDS, além
do nivel plasmatico toxico de medicamentos, concentragdo minima segura (MSC), faixa

terapéutica e concentragdo minima efetiva (MEC).

Figura 6. Comparacao grafica entre CDDS e ADDS,
além da representa¢do do nivel plasmatico toxico,
desejavel (faixa terapéutica) e sem/baixo efeito no
tratamento.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Os ADDS apresentam a capacidade de manter uma taxa de liberagdo contante e
previsivel, bem como um perfil farmacocinético reprodutivel, no qual o nivel de medicamento
no plasma se mantém estavel por um periodo mais longo (Ragib et al., 2022). A capacidade
intrinseca dos ADDS em realizar liberacao controlada torna esses sistemas mais eficazes, uma
vez que auxilia na manuten¢ao dos niveis de medicamentos no corpo dentro da faixa terapéutica
(Elaine et al., 2025). Além disso, os ADDS promovem a melhoria da adesdo dos pacientes, uma
vez que limitam a necessidade de administra¢ao de varias doses do medicamento em intervalos
de tempo reduzido (Elaine et al., 2025). Portanto, a aplicagdo de sistemas baseados em

nanotecnologia pode proporcionar abordagens terapéuticas viaveis para o tratamento do cancer.

3.2.1 Nanoemulsoes

Emulsdes consistem em dispersdes coloidais de dois liquidos imisciveis, na qual um dos
liquidos ¢ distribuido em outro na forma de goticulas muito pequenas (Sneha; Kumar, 2022).
De acordo com Sneha e Kumar (2022), tais sistemas demandam trés componentes basicos: o
6leo ou liquido oleoso, a 4gua ou liquido aquoso e uma substancia emulsificante, a qual ¢
responsavel pela formagao e estabilizacdo da emulsao.

Além das emulsdes convencionais, existem as nanoemulsdes (20 a 500 nm) que sdo
sistemas coloidais utilizados para a entrega eficaz de medicamentos (Kumar; Kanwar; Mehta,
2025). Esses sistemas promovem uma maior solubilidade de compostos hidrofobicos e sua
entrega bem-sucedida em virtude do aumento da capacidade de carga do medicamento (Jia et
al., 2024). A aplicagdo de nanoparticulas como sistemas de entrega ¢, entre outras finalidades,
a liberacdo de compostos bioativos com agdo local e taxa terapéutica ideal para promover a
resposta farmacologica desejada (Gunasekaran et al., 2014).

As nanoemulsdes constituem sistemas formados por Oleo-em-dgua (O/A) ou,
inversamente, agua-em-o6leo (A/O). Além disso, pode ser formada por emulsdes duplas,
conhecidas como 6leo-em-agua-em-6leo (O/A/O) ou agua-em-6leo-em-agua (A/O/A) (Wilson
et al., 2022). Entretanto, as emulsdes duplas apresentam um grau de complexidade que
demanda o emprego de um tensoativo lipofilico e um tensoativo hidrofilico para sua formagao
e estabilizacdo de cada interfase A/O (Leister; Karbstein, 2020). A Figura 7 ilustra os tipos de
nanoemulsdes supracitados.

Neste trabalho, uma nanoemulsdo do tipo O/A mostrou-se a op¢do mais adequada, uma
vez que as nanogoticulas oleosas atuaram como matriz encapsulante para o farmaco

hidrofobico. Sistemas emulsionais sdo aplicados com frequéncia no desenvolvimento de
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formulagdes farmacoldgicas, em virtude da capacidade desses sistemas em promover o
aumento da solubilizagdo de farmacos hidrofébicos, aprimorar o perfil farmacocinético e

diminuir a ocorréncia de efeitos adversos (Wilson et al., 2022).

Figura 7. Tipos de nanoemulsdes
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Fonte: elaborado pelo autor.

As nanoemulsdes sdo sistemas termodinamicamente instaveis, o que significa que, sob
determinadas condigdes de temperatura, composicao (6leo, emulsificante) e método de
obtencdo, podem promover a separacdo das fases, resultando na desestabilizagdo do sistema
(Kumar; Kanwar; Mehta, 2025). Dentre os diversos fendmenos de desestabilizacao de sistemas
coloidais, incluem-se a coalescéncia, a floculagdo, a cremeacao/sedimentacio e o
amadurecimento de Ostwald (Figura 8). Destes, os principais em nanoemulsdes sdo a
coalescéncia e o amadurecimento de Ostwald (Kumar; Kanwar; Mehta, 2025).

O fendbmeno denominado como amadurecimento de Ostwald consiste na difusdo de
moléculas de particulas pequenas da fase dispersa para particulas grandes da fase dispersa, de
modo que as maiores crescem o suficiente até que ocorra a separacdo de fases e o
desaparecimento das particulas pequenas (Kabalnov; Shchukin, 1992; Kumar; Kanwar; Mehta,
2025). A desestabilizacao por coalescéncia envolve a fusdo de duas goticulas em proximidade,
resultando na formag¢ao de uma goticula de tamanho superior apds a ruptura de uma fina camada

da fase continua que as separava (Fredrick; Walstra; Dewettinck, 2010).

Figura 8. Fendmenos de desestabilizacdo de sistemas coloidais
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Fonte: adaptado de Wilson et al., (2022).

H4 uma variedade de métodos que podem ser empregados na produgdo de
nanoemulsdes. Tais métodos devem fornecer uma determinada energia, sendo, portanto,
classificados como métodos de baixa ou alta energia (Kumar; Kanwar; Mehta, 2025). Dentro
os métodos de baixa energia, podemos citar: emulsificacdo espontanea (SE); temperatura de
inversdo de fase (PIT); inversdo de fase por emulsdao (EPI)/inversdo de fase catastrofica
(CPI)/inversao de fases por composicao (PIC) e ponto de inversao da emulsdo (EIP). J& os
métodos de alta energia incluem o método de homogeneizagdo em alta pressio (HPH),
microfluidizadores, ultrassom de alta intensidade (HIU) e misturador rotor-estator (Kumar;
Kanwar; Mehta, 2025).

Nos trabalhos publicados pelo nosso grupo de pesquisa, especialmente nos estudos de
Rebougas et al., (2022), Rebougas et al., (2023), Rosa et al., (2025) e Sousa et al., (2025), foi
demonstrado o sucesso do método HIU na obtencdo de nanoemulsdes empregadas no
encapsulamento de compostos bioativos. Os sistemas desenvolvidos nessas pesquisas
demonstraram valores de eficiéncia de encapsulagao superiores a 99%, bem como um tamanho
de particula (obtidos pela técnica de Espalhamento Dindmico de Luz) dentro da escala
nanométrica. Além disso, os sistemas preparados nesses estudos mostraram-se capazes de
promover a liberagdo controlada dos principios ativos.

O método HIU, diferentemente dos outros métodos de alta energia, consome menos

energia (Singh et al., 2017), necessita de pouco ou nenhum surfactante e possibilita a obtencdo
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de uma emulsdo mais homogénea (Gogate; Kabadi, 2009). Esse método possibilita obter
nanoemulsdes in situ ou diminuir o tamanho das goticulas de uma emulsdo quase formada
(Singh et al., 2017). De modo geral, considerando a produ¢do de uma nanoemulsao O/A, a fase
oleosa ¢ homogeneizada mecanicamente na fase aquosa e, em seguida, submetida a cavitagao
através do método HIU (Kaur et al., 2024; Singh et al., 2017).

A emulsificagdo pelo método HIU envolve a utilizacdo de uma sonda que emite ondas
sonoras de alta frequéncia (20 kHz ou mais) (Kaur et al., 2024). Essas ondas emitidas pelo
equipamento produzem ciclos de alta e baixa pressao, denominadas de compressao de rarefagao
(Figura 9). Nesse processo, pequenas bolhas se formam, crescem e se colapsam, liberando
quantidades consideraveis de energia, produzindo ondas de choque e microjatos (Kaur et al.,
2024). A ultrassonicagdao pode ocorrer utilizando diferentes amplitudes e em ciclos curtos de
tempo até que as propriedades desejadas para a nanoemulsdo sejam alcancadas (Singh et al.,

2017).

Figura 9. Mecanismo de emulsifica¢do pelo método de ultrassom de alta
intensidade (HIU)

MACROEMULSAO NANOEMULSAO

Tempo de homogeneizagao
Energia de sonicagao

Sonda piezoelétrica gerando
ondas sonoras de alta frequéncia
de pelo menos 20 kHz

Aumento da pressao aplicada
pelo liquido circundante

Fonte: adaptado de Gawin-Mikotajewicz et al., (2021)

3.2.2 Microcapsulas poliméricas

Os sistemas de administracdo de medicamentos baseados em polimeros podem ser
definidos como dispositivos que realizam a introducao de fArmacos no corpo, melhorando a sua

seguranga e eficicia, a0 mesmo tempo em que controlam a taxa, o tempo e o local de liberagdo
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dos medicamentos no organismo (Sung; Kim, 2020). Destacam-se os sistemas desenvolvidos
com recurso a polimeros naturais, como, por exemplo, as microcapsulas polissacaridicas.

As microcapsulas poliméricas sdo particulas geralmente com formato esféricas (Huang
et al., 2024) com um tamanho que varia entre 1 e 1000 um (Kumar ef al., 2023). Uma das
principais aplicagdes das microcapsulas a base de polissacarideos ¢ a sua atuagdo como
carreadoras de medicamentos anticancer, dado que apresentam uma elevada capacidade de
transporte de substancias e propriedades ajustaveis que favorecem o fornecimento dessas
moléculas para a terapia do cancer (Jia; Feng; Li, 2017).

E importante salientar que o tratamento do cancer sé ¢ efetivo se o farmaco for
direcionado seletivamente para o tumor e liberado de forma controlada (Jia; Feng; Li, 2017).
Desta forma, a microencapsulagdo proporciona maior estabilidade (Kumar et al., 2023) e
protecdo a substancia encapsulada, permitindo que a sua liberacdo seja controlada e em local
especifico (Wani et al., 2023). No que se refere a administragdo oral, a microencapsulagao pode
proteger o farmaco do ambiente acido do estdmago e favorecer a sua liberagdo no intestino
(Wang et al., 2006).

As microcapsulas podem ser divididas em estruturas nicleo-casca e matrizes esféricas
porosas (Huang et al., 2024). As microcapsulas do tipo nucleo-casca sdo constituidas por, pelo
menos, dois materiais quimicamente diferentes, sendo que um deles forma o nticleo e o outro
forma o revestimento da microcapsula (Huang et al., 2024). A Figura 10 mostra a estrutura dos

tipos de microcapsulas supracitados.
Figura 10. Estrutura das microcapsulas
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Fonte: adaptado de Huang et al., (2024)
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O material utilizado no nucleo das microcapsulas pode ser liquido (solucdo ou dispersao
de compostos ativos) ou solido (ingrediente ativo, excipientes e estabilizadores) (Wani et al.,
2023). No que diz respeito aos materiais de revestimento das microcapsulas, os polissacarideos
tém-se destacado pela sua ampla biodisponibilidade e biocompatibilidade (Wani et al., 2023).
Entre as vérias técnicas relatadas para se realizar a microencapsulacdo, os métodos mais
eficazes sdo a coacervacdo, a secagem por aspersdo ¢ o método de suspensdo em ar
(Gharibzahedi; Smith, 2021).

A técnica de secagem por aspersao, mais conhecida como spray dryer, tem sido
particularmente utilizada para microencapsular 6leos comestiveis (6leos vegetais ricos em
acidos graxos Omega-3, Omega-6 ¢ Omega-9), vitaminas (como o o-tocoferol e o acido
ascorbico), coenzimas, ferro, 6leos essenciais, pigmentos, extratos vegetais e hidrolisados de
caseina (Gharibzahedi; Smith, 2021). A escolha do material de revestimento da microcapsula ¢
uma etapa extremamente relevante para a sintese de microcéapsulas por spray dryer que visam
aprisionar moléculas bioativas no nucleo (Gharibzahedi; Smith, 2021).

O método de spray dryer consiste na utilizagdo de um equipamento que ¢ alimentado
por uma mistura liquida contendo o material do nucleo suspenso ou dissolvido no material
polimérico (Figura 11). Na sequéncia, este material ¢ pulverizado através de um atomizador
dentro de uma camara com circulacao de ar quente, onde as goticulas sdo secas (Gharibzahedi;
Smith, 2021). No final do processo, obtém-se um material em po, que pode ser utilizado em
formulagdes sob a forma de comprimidos, capsulas de gelatina, suspensdes e outras formas. A
secagem por spray dryer tem sido valorizada por se tratar de um processo de baixo custo, o que

o torna viavel para aplicagdo em escala industrial (Gharibzahedi; Smith, 2021).

Figura 11. Obten¢ao de microcapsulas poliméricas por spray dryer
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3.3 Consideracdes sobre os componentes da microcapsula

Foi realizada uma busca nas bases de dados SciFinder" e ScienceDirect por patentes e
artigos de pesquisa, considerando o periodo entre 2006 e 2025, com as sequéncias de palavras-
chave apresentadas na Figura 12. Na busca realizada, ndo foram encontrados estudos que
tenham associado esses materiais na sintese de microcapsulas para o transporte de paclitaxel,

evidenciando o ineditismo deste trabalho de pesquisa.

Figura 12. Busca por publicagdes nas bases de dado SciFinder" e
ScienceDirect, em 26 de junho de 2025
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Fonte: elaborado pelo autor.

A presente invencao foi protegida pelo pedido de patente (Anexo A), que compreende a
combinagdo do EOA, PLJ e Pluronic® F-127 para producdo de sistema carreador de fArmaco
hidrofébico anticancer. Ambos os materiais vegetais escolhidos para a obten¢do das matérias-
primas sdo amplamente cultivados no Brasil, garantindo uma fonte sustentavel e

economicamente viavel para a producao.

3.3.1 Fase oleosa: Extrato oleoso da polpa de acai (Euterpe oleracea)

O acai (Euterpe oleracea Mart.), também denominado como agai-do Para, acai-de-
touceira, acai-verdadeiro, jugara e palmiteiro, € uma espécie pertencente a familia das
Arecaceae (Nascimento, 2008). O acai ¢ o fruto de uma palmeira (Figura 13), conhecida como
acaizeiro, que ¢ cultivada na regido amazodnica brasileira (Rabelo et al., 2018), podendo ser

encontrado também nos estados do Amapa, Maranhao, Mato Grosso, Tocantins e em paises da
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América do Sul e da América Central (Oliveira et al., 2006). De acordo com a Fundacao
Amazodnia de Amparo a Estudos e Pesquisas (Fapespa), o estado do Paré ¢ o maior produtor de
acai no Brasil, responsavel por 87,3% da producdo nacional. O estado do Para torna o Brasil o
maior exportador de acai do mundo, tendo a produgao registado um aumento exponencial de 1

tonelada em 1999 para mais de 61 mil toneladas em 2023 (Fapespa, 2024).

Figura 13 ‘gaiz iro (Euterpe oleracea)
."\i' Y !

Fonte: A.I:;tps://commons.wikeia.rg/wiki/Main_Page

Os frutos do agaizeiro ddao origem, principalmente, a polpa (mesocarpo e exocarpo)
(Nascimento, 2008), a qual é frequentemente consumida em conjunto com uma variedade de
outros alimentos, tais como o peixe, camarao ou carne bovina, constituindo a base alimentar de
comunidades ribeirinhas (Silva ef al., 2023). Os frutos podem ser utilizados na fabricagao de
doces, geleias, licores, sorvetes e até mesmo para a extragdao de corante e antocianina (Oliveira
et al., 2006). O agai ¢ considerado um alimento altamente calorico, devido ao seu elevado teor
de lipideos, e nutricional, possuindo 13% de proteinas, valor superior ao leite (3,5%) e ao ovo
(12,5%) (Oliveira et al., 2006).

Além disso, a polpa pode ser utilizada na indistria cosmética e farmacéutica, bem como
na extracdo de oleo (Oliveira et al., 2017). O 6leo de acai é composto, majoritariamente, pelos
acidos graxos: oleico (60%), palmitico (22%) e linoleico (12%). A composi¢ao de acidos graxos
presente na polpa de acai ¢ semelhante a do azeite de oliva, um produto com elevado valor de
mercado e rico em acido oleico (6mega 6) (Oliveira et al., 2017). O 6leo de agai exibe uma
coloragdo verde-escura, atribuida principalmente a presenca das antocianinas, um pigmento

natural amplamente presente na polpa, representando cerca de 1% em extrato seco (Homma et
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al., 2005; Oliveira et al., 2006). O extrato etanolico obtido a partir da polpa do acai exibe
caracteristicas semelhantes as de um 6leo, o que possibilita a sua utilizacdo na dispersdo de
farmacos hidrofébicos. Este fato pode resultar num aumento da capacidade de transporte dos
sistemas de administragdo de medicamentos baseados em nanotecnologia.

As antocianinas, por sua vez, sao pigmentos pertencentes a classe dos flavonoides, que
constituem a base das cores laranja, rosa, vermelho, roxo e azul (Ahmed; Amer; Al-Bahate,
2015). Este pigmento confere ao agai um elevado potencial antioxidante, o que lhe concede um
destaque mercadologico (Oliveira et al., 2017). A atividade antioxidante, proveniente deste
pigmento natural, promove uma melhor circulagdo sanguinea e impede o acimulo de gorduras
que causam aterosclerose (Oliveira et al., 2006). Silva et al., (2021) recorreram a Global
Natural Products Social Molecular Networking (GNPS) para identificar compostos quimicos
presentes no extrato de semente de agai. A antocianina identificada foi a cianidina-3-glicosideo.

Ademais, ha pesquisas em andamento para investigar possiveis aplicagdes
farmacolodgicas a partir das atividades bioldgicas especificas de varias partes da planta (fruto,
folhas, sementes, raizes e 6leo) (Dias ef al., 2024). Estudos demonstraram que o agai ¢ seguro
e pode ser utilizado como agente quimioprotetor contra o cancer, por apresentar atividade anti-
inflamatoria, antioxidante, antiproliferativa e pro-apoptotica (Alessandra-Perini et al., 2018).

Conforme demonstrado em estudos anteriores, o 6leo de acai demonstrou atividade
antibacteriana (Magalhdes et al., 2020) e efeito sobre a dislipidemia, atuando como um anti-
hipercolesterolémico e anti-hipertrigliceridémico (Souza et al., 2017). A utilizagdo de uma
nanoemulsdo de 6leo de agai como fotossensibilizador na terapia fotodindmica revelou-se
eficaz no tratamento do melanoma em modelos experimentais in vitro € in vivo (Monge-Fuentes
et al., 2017). A polpa de acai liofilizada apresentou atividade antitumoral no modelo de colite
associada a carcinogénese do cdlon em ratos (Fragoso ef al., 2018). O extrato da semente de
acai mostrou ter efeitos citotoxicos contra a linha celular de cancer de mama (MCF-7), levando
a mudangas morfoldgicas nas células através da autofagia e aumentando a produgao de espécies

reativas de oxigénio (Silva et al., 2021).

3.3.2 Surfactante: Pluronic® F127

A estabilidade das nanoemulsdes ¢ influenciada de forma significativa pelos
surfactantes. Trata-se de moléculas que apresentam carater anfifilico (Kumar et al., 2024),
atuando na reducdo da tensdo interfacial e na prevencdo de fenomenos de agregacdo de

goticulas (Singh et al., 2017). As moléculas em questdo apresentam a capacidade de se adsorver
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na interface 6leo-4gua, promovendo, assim, a estabilizagdo estérica, eletrostatica ou uma
combinagdo dessas duas (eletro-estatica) (Singh et al, 2017). Os surfactantes podem ser
divididos em trés categorias: anidnicos, catidnicos € nao idnicos. Além disso, ha também os
surfactantes zwitter idnicos (Kumar ef al., 2024).

O Pluronic® F127 (PLU) ou polaxamer 407, constitui um copolimero em bloco nio
ionico, formado por blocos de 6xido de etileno (OE) e oxido de polipropileno (OP), que
apresentam carater hidrofilico e hidrofobico, respectivamente (Jaquilin et al., 2022). O PLU
apresenta a estrutura OE-OP-OE e, em meio aquoso, forma micelas, de modo que os blocos de
OE interagem com o meio aquoso (meio externo) e os blocos de OP sdo voltados para o centro
da micela, onde podem estabelecer interagdes com substancias hidrofobicas (Saorin et al.,
2023). A Figura 14 mostra a estrutura molecular do PLU e a micela formada por esse tensoativo

em meio aquoso.

Figura 14. Estrutura molecular do Pluronic® F127 e seu formato em meio aquoso
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Fonte: elaborado pelo autor.

O tensoativo PLU tem sido empregado rotineiramente em nosso grupo de pesquisa,
notadamente nos trabalhos envolvendo o desenvolvimento de materiais nanoestruturados para
entrega de medicamentos, a saber, nanoemulsdes e microcapsulas poliméricas (Rebougas ef al.,
2022; Rebougas et al., 2023; Rosa et al., 2025; Sousa et al., 2025). Dentre os parametros a
serem analisados nos estudos realizados com nanoemulsdes, destaca-se o valor de potencial
zeta ({), uma vez que este fornece informacdes acerca da estabilidade dos sistemas em questao.
Nanoemulsdes que apresentam valores em modulo de potencial zeta inferiores a 25 mV sdo

indicativas de instabilidade e tendéncia de aglomeracdo entre as particulas (Rege; Medintz,
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2009). No entanto, o PLU ¢ considerado um estabilizador estérico e esse tipo de polimero
fornece boa estabilidade a materiais nanoestruturados até mesmo com valores de potencial zeta
menores do que 20 mV (Honary; Zahir, 2013; Karami; Hamidi, 2016).

O PLU ¢ amplamente utilizado como transportador nano e foi aprovado pela FDA, uma
vez que ¢ biocompativel, permite a circulagdo prolongada e esta disponivel comercialmente
(Saorin et al., 2023). A estrutura multifuncional do PLU permite que esse copolimero seja
utilizado para dispersar, solubilizar e emulsificar agentes em formulagdes farmacéuticas
(Jaquilin et al., 2022).

A formulagio SP1049C consiste em um sistema micelar contendo Pluronic® F127
carregado com doxorubicina e micelas de Pluronic® L61. O sistema em apreco foi objeto de
estudo em pesquisas clinicas. Em estudos realizados com camundongos portadores de células
de carcinoma pulmonar, a formulacdo demonstrou potencial para aumentar a farmacocinética
em comparacdo com a doxorubicina livre (Varela-Moreira et al., 2017). Ademais, a SP1049C
inibiu o crescimento tumoral em mais de 50% em nove modelos distintos de tumores. A referida
formulacao foi autorizada para o ensaio clinico de fase I em pacientes com tumores solidos
avangados. Posteriormente, foi submetida a um ensaio de fase II em pacientes com cancer
esofagico avancado, obtendo também aprovaciao da FDA para testes de fase III em pacientes

com cancer gastrointestinal (Varela-Moreira et al., 2017).

3.3.3 Capsula polimérica: Pectina da laranja (Citrus sinensis)

A pectina ¢ um polissacarideo presente nas plantas que desempenha uma funcao
estrutural nas paredes celulares primarias (Han et al., 2017a). A pectina pode ser obtida a partir
de varias fontes vegetais, incluindo a laranja. A laranja contribui com 46,7% da producao
mundial de frutas citricas, estimada em 75,6 milhdes de toneladas (Gonzatto; Santos, 2023). O
Brasil esté entre os trés maiores produtores de laranja no mundo e € o maior exportador de suco
de laranja (Gonzatto; Santos, 2023). Entretanto, apds o processamento das frutas para producao
do suco de laranja, sdo produzidos residuos organicos (cascas, sementes e polpa umida) que
representam cerca de 50-60% (Satari; Karimi, 2018).

Estes residuos sdao principalmente encaminhados para aterros sanitarios € incineracao
(Possari et al., 2025), pelo que ¢ extremamente importante procurar novas formas de
reutilizacdo desses subprodutos com valor agregado (Zanella; Taranto, 2015). A desvalorizagao
de residuos tem gerado a perda de recursos valiosos (Lépez-Hernandez et al., 2025), como a

pectina, que poderiam ser aproveitados para aplicagdes alimentares, cosméticas e farmacéuticas
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(Possari et al., 2025). A pectina é frequentemente utilizada na industria alimenticia devido as
suas propriedades gelificantes, espessantes, texturizantes, emulsificantes e estabilizantes
(Saberian et al., 2017). Portanto, este biopolimero pode ser extraido dos residuos
agroindustriais e utilizado no desenvolvimento de sistemas de administragao de medicamentos.
Ademais, a pectina tem sido extensivamente investigada em relagdo ao seu potencial como
carreadora de agentes terapéuticos, tendo sido comprovada a sua seguranca, nao toxicidade e
biodegradabilidade (Das, 2021). Em suma, a pectina obtida a partir de residuos agroindustriais
apresenta-se como uma alternativa viavel para a producdo de microcéapsulas, constituindo um
material promissor para promover a protecao do farmaco e a sua libertacao controlada.

A pectina, cuja estrutura molecular ¢ notavelmente complexa (Figura 15), é composta
principalmente por unidades de &4cido galacturonico (AGal) ligadas nas posicdes o-1,4,
representando 70% do polissacarideo (Mohnen, 2008). A pectina ¢ considerada um
heteropolissacarideo, constituido por segdes distintas de homogalacturonano (HG),
ramnogalacturonano I (RG-I), ramnogalacturonano II (RG-II) (Hua et al, 2015) e
xilogalacturonano (XGA) (Yue ef al., 2023).

O HG, que corresponde a 65% da pectina, ¢ um homopolimero linear de 4acido
galacturénico com ligagdes do tipo a-1,4 (Hua et al., 2015; Mohnen, 2008; Yue et al., 2023). O
RG-I contém uma estrutura bésica composta por dissacarideo [-a-D-GalA-1,2-a-L-Rha-1-4-],
e compde a estrutura da pectina em 20 a 35% (Mohnen, 2008; Yue et al., 2023). O RG-II
representa 10% (Yue et al., 2023) da estrutura da pectina, contendo o polimero HG em sua
estrutura basica com ramificagdes laterais compostas por doze diferentes aglicares (Mohnen,
2008). O XGA consiste em ramificacdes de xilose ligadas diretamente na cadeia principal de

acido galacturdnico (Zandleven et al., 2007).

Figura 15. Representacao da estrutura da pectina
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Conforme discutido anteriormente e demostrado na Figura 15, o AGal constitui,
predominantemente, a espinha dorsal da pectina. Além disso, algumas unidades de AGal
encontram-se na forma desprotonada, enquanto outras estdo presentes na forma metil
esterificada (-OCH3) (Jong; Abdullah; Muhammad, 2023). A Figura 16 ilustra a estrutura do

AGQal e suas variagdes existentes na estrutura da pectina.

Figura 16. Variagdes estruturais do 4acido
galacturdnico na pectina
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Fonte: elaborado pelo autor.

A pectina pode ser classificada em duas categorias quanto ao seu grau de metoxilagao
(GM%), sendo a pectina com baixo teor de metoxilagdo (LMP), quando o valor de GM% ¢
menor que 50%, e pectina com alto teor de metoxilagdo (HMP), quando o valor GM% ¢ maior
que 50% (Jong; Abdullah; Muhammad, 2023). Em meio 4cido e na presenga de altos niveis de
acucares ou co-solutos semelhantes, a pectina HMP apresenta géis estabilizados por interagdes
intermoleculares do tipo ligacdes de hidrogénio e interagdes hidrofobicas entre os ésteres
metilicos (Chan ef al., 2017). Entretanto, a pectina LMP se distingue das HMP por apresentar
maior versatilidade em relagdo a faixa de pH, formando géis em condi¢des mais abrangentes,
com ou sem a presenca de aglicar e em meio a ions calcio (Ca™?) (Hua et al., 2015).

Dada a sua caracteristica gelificante, a pectina LMP tem sito amplamente utilizada na
industria de alimentos, notadamente na producdo de bebidas lacteas, em virtude das suas
propriedades estabilizadoras (Han et al., 2017b). Ademais, tem sido utilizada em alimentos
dietéticos e de baixa caloria, em razao do seu baixo teor de agucar (Han et al., 2017D).
Entretanto, ¢ importante ressaltar que a gelificagdo da pectina ¢ influenciada por diversos
fatores, incluindo sua concentracdao, pH, temperatura, presenga de co-solutos e forga idnica,

principalmente de Ca*™ (Han et al., 2017b). Dessa forma, a determinagdo do GM% da pectina
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¢ de extrema importancia para a compreensao das caracteristicas desse polissacarideo.

A massa molar de um polimero constitui uma outra propriedade de suma importancia,
cuja determinacao ¢ fundamental, visto que a massa molar influencia as propriedades fisicas
(Shrivastava, 2018). A massa molar média dos polimeros pode ser expressa por meio de quatro
métodos: média numérica, média ponderada, média de viscosidade e média Z (Shrivastava,
2018). Dentre essas, a massa molar numérica média (M,) e a massa molar média ponderada
(Mw) sdo as que apresentam maior recorréncia na literatura.

O M, representa a massa unitaria do polimero, sem levar em consideragcdo o tamanho
molecular (Shrivastava, 2018). Em outras palavras, trata-se da distribuicdo da massa de uma
amostra do polimero, distribuida igualmente pela quantidade de moléculas. O M, é um
elemento-chave para a compreensdo das propriedades coligativas, que ndo dependem do peso
ou tamanho das moléculas (Shrivastava, 2018). J4 no calculo de Mw, importante para a
compreensdo de fenomenos como a dispersdo da luz, considera-se o tamanho da cadeia
polimérica, atribuindo pesos proporcionais ao tamanho (Shrivastava, 2018).

A dispersividade de massa molar ¢ uma razao adimensional de dois valores médios
(Mw/M,) utilizada para caracterizar um polimero em relacao a dispersao da distribui¢ao dos
valores dessa propriedade (Gilbert ef al., 2009). Quanto mais proximo o valor de Mw/M, estiver
de 1, mais uniforme serd a distribui¢do de massa molar do polimero (Xiao et al., 2024) (Xiao
et al., 2024). Para valores de Mw/M; = 1 o polimero ¢ classificado como uniforme (todas as
cadeias com o mesmo comprimento), para valores de Mw/M, > 1 o polimero ¢ classificado

como nao uniforme (Gilbert et al., 2009).



44

4 METODOLOGIA

4.1 Materiais

O fruto de Citrus sinensis (L.) Osbeck (laranja pera) ndo maduros, foram adquiridos do
comércio local de Fortaleza entre os meses de dezembro de 2023 e janeiro de 2024. A polpa do
acai imida (83% de umidade), foi adquirida em janeiro de 2024 da empresa AGROPAR. O
Pluronic® F127 (MM: 12600 g mol™), acetonitrila (HPLC), metanol (HPLC), solugio tampao
fosfato salina (PBS), 2,2,3,3-d4-(3-trimetilsilil)-propionato de sédio (TMSP) (98,0%), 3,5-
dimetilfenol (99,0%), sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium
(MTT), L-ramnose (99,0%), D-xilose (99,0%), D-glucose (99,0%), D-frutose (99,0%) e acido
D-galacturdnico (97,0%) foram adquiridos da Sigma-Aldrich® (Alemanha). O etanol absoluto
(99,5%), oxalato de amonio monoidratado (99,5%), 4cido oxalico dihidratado (99,5%), dimetil
sufoxido (99,9%) e cloreto de sddio (99,98%) foram adquiridos da Neon. O Celite 545 (P.A.)
foi adquirido da Dindmica®. O nitrato de s6dio (99,0%), carbonato de sédio (99,5%), hidroxido
de sodio (98,0%), éter etilico (98,0%), acido sulftrico (95-98%) e 4cido acético glacial (99,7%)
foram adquiridos da Synth. O paclitaxel (PTX) (98,0%) foi adquirido Quanao Biotech (Xi'na,
China). A 4gua ultrapurificada foi obtida de um purificador Milli-Q.

4.2 Pectina da laranja (PLJ)

4.2.1 Extracao

A metodologia empregada para a extracdo e purificagdo da pectina da laranja (PLJ) foi
adaptada dos trabalhos de Giannakis et al., (2023) e Koubala et al., (2008). Inicialmente, o
material foi submetido a remocao da casca e do suco, sendo posteriormente processado em
liquidificador industrial para obten¢do do bagaco da laranja (BAG). Em seguida, o BAG foi
dividido em pequenas porg¢des e liofilizado Liobras, modelo LP510. Posteriormente, utilizando
o mesmo liquidificador industrial, foi realizada a trituragdo para obtencdo do BAG em po.

Foi preparada uma solucdo extratora contendo oxalato de aménio ((NH4)2C204) 0,25%
(m/v). O pH da solugdo extratora foi ajustado para 4,6 com uma solucdo de 4cido oxalico
(H2C204) 7,0% (m/v). Em um béquer, foi colocado o BAG em po e a solugdo extratora na
proporcao de 1:40 (m/v). Essa mistura foi mantida sob agitacdo e aquecimento (80 °C) durante

2 h. Posteriormente, a mistura foi filtrada a pressao reduzida com um tecido 100% algodao para
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remocao do material ndo solubilizado. A soluc¢ao filtrada foi ajustada para o intervalo de pH de
6-7, utilizando-se uma solugdo de hidréxido de sodio (NaOH) 1,0 mol L' previamente
preparada.

Para a precipitacdo da PLJ, foi adicionado etanol (EtOH) 97% na propor¢do de 3:1
(EtOH/solugdo). O material foi armazenado sob refrigeracdo (10 °C) por 24 h e, em seguida,
submetido a centrifugag¢do a 7500 rpm por 10 min em centrifuga Novatecnica, modelo NT810.
Para a purificagdao, a PLJ foi solubilizada em agua destilada e, novamente, precipitada com
EtOH (97%) na propor¢ao de 3:1 (EtOH/solucdo). O material foi refrigerado a 10 °C durante
24 h, centrifugado a 7500 rpm por 10 min e solubilizado em dgua deionizada.

A solucao resultante foi submetida a didlise em membrana de 12-14 kD (Merck) por um
periodo de 72 h, com troca de 4gua (destilada) a cada 8 h. Por fim, a solu¢do foi submetida ao
processo de liofilizagdo em equipamento da Liobras, modelo LP510, visando a obtencdo da PLJ
seca e purificada. A Figura 17 resume todo o processo de obtencao do polissacarideo.

A Equagdo 1 foi utilizada para calcular o rendimento percentual (R%) da PLJ.

Rpy% = (2L x 100

BAG

(1

Onde, mpr; = massa de pectina (seca) obtida e mpag = massa de bagago da laranja (seco).

Figura 17. Obtenc¢do da pectina da laranja (PLJ).
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4.2.2 Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC)
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A técnica de Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC) é comumente empregada para
determinar a massa molar numérica média (M), massa molar média ponderada (Mw), indice de
polidispersividade (Mw/M,), dentre outros tipos de massa molar de polimeros (Mummaleti et
al., 2024). Esses parametros sdo indispensaveis para o entendimento das caracteristicas
estruturais e da bioatividade dos polissacarideos de fontes naturais (Han et al., 2024).

Sendo assim, determinou-se o perfil cromatografico da PLJ utilizando um HPLC da
Shimadzu, modelo LC-10AD, com detector de indice de refragdo RID-10A e temperatura do
forno de 40 °C. Para analise da PLJ, 2,0 mg de amostra foi solubilizado em 1,0 mL de 4gua
deionizada e, em seguida, filtrada em membrana de acetato de celulose com poros de 0,22 pum.
A andlise foi realizada injetando-se 20 puL de amostra em coluna linear PolySep-GFC (7,8 mm
x 300 mm), uma solucdo de nitrato de sédio (NaNO3) 0,1 mol L™ como fase mével, temperatura
ambiente e vazdo de 0,5 mL min™'. A curva de calibracio foi construida utilizando-se um
conjunto de padrdes de pululana da Shodex STANDARD P-82 (Resonac Europe, Munique,

Alemanha), com faixa de massa molar entre 5 e 800 kDa.

4.2.3 Ressondincia Magnética Nuclear (RMN) de Hidrogénio ('H)

As analises de RMN-'H foram realizadas em coopera¢io com a Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecudria (Embrapa). O espectrometro utilizado foi o modelo Agilent DD2,
operando em 600 MHz, equipado com a sonda One Probe de 5 mm de didmetro interno (H-
F/15N-31P) de deteccdo inversa e gradiente de campo no eixo “z”. A amostra foi preparada
solubilizando-se 10 mg de PLJ em 1000 puL de agua deuterada (D,O) com 2,2,3,3-d4-(3-
trimetilsilil)-propionato de s6dio (TMSP). O TMSP foi utilizado para calibragdo espectral. O
espectro de RMN-'H foi obtido na temperatura de 70 °C, utilizando 32 transientes, 32 k de
pontos no dominio do tempo e janela espectral de 16 ppm. Posteriormente, os dados obtidos
foram processados e analisados pelo programa computacional MestReNova, versao 14.2.1-

27684.

4.2.4 Grau de metoxilacio (GM) por Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) de Hidrogénio
('H)

O Grau de metoxilagdo (GM%) da PLJ foi determinado por RMN-'H através da razio
do valor de integragdo de H5 adjacente aos ésteres (HS5coome) € o valor de integragdo de HS

adjacente aos ions carboxilatos (H5coo"). Entretanto, para se determinar o valor de acidos
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esterificados totais ¢ necessario somar os valores de integracdo de H1 e HS5coowme, haja vista a
sobreposi¢do e proximidade desses dois sinais (Rosenbohm et al., 2003). Assim, o0 GM% por

RMN-'H da PLJ foi calculado utilizando a Equag?o 2.

(H5coomet+H1)—(H5¢c00~)
1) =
GM /O(RMN_lH) ((HSCOOMe+H1)+(H5coo-)) x 100 2)

Onde, (H5coome + H1) = somas dos valores de integracao dos sinais das unidades de

AGQal esterificados e HScoo™ = valores de integragdo dos sinais HS das unidades de AGal livres.

4.2.5 Grau de metoxilagdo (GM) por Espectroscopia de Absor¢do no Infravermelho com

Transformada de Fourier (FT-1IR)

Para além da técnica de RMN-'H, o GM% da PLJ também foi determinado através do
espectro de infravermelho utilizando-se a razdo entre a 4rea das bandas em torno de 1750 cm™!
(Acoon), referente a grupos ésteres, e 1630 cm™ (Acoo’), referente a 4acidos carboxilicos

desprotonados (Jong et al., 2023) como mostra a Equacao 3.

GM%er—iry = (2% —) x 100 3)

AcooH *+ Acoo-

4.2.6 Composicao monossacaridica neutra (CMN)

A analise por HPLC envolve a separagdo de compostos presentes em uma mistura por
meio da interacao do analito com a fase estacionaria e com a fase movel, sendo a separagao
dependente da intensidade dessas interagdes (Birajdar, 2023). A técnica pode ser aplicada para
identificar e quantificar moléculas em diversas amostras.

A quantificagdo dos monossacarideos presentes na PLJ foi realizada no Parque de
Desenvolvimento Tecnoldgico (PADETEC) da Universidade Federal do Ceara (UFC),
utilizando-se a técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC). Para tanto, foi
utilizado o equipamento Shimadzu (Quioto, Japao), com um desgaseificador on-line (DGU-
14A), uma bomba (LC-10AD VP), um forno de coluna (CTO-10AS), um detector de indice de
refracdo (RID10A), um detector UV-VIS com arranjo de diodos (SPD-M10A VP) e uma

controladora (SCL-10A). Em relacao as condigdes cromatograficas de analise, foi utilizada uma
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coluna Shodex NH>P-50 4,6 x 250 mm + NH,P-50G 4,6 x 10 mm, ACN:H,O Milli-Q na
proporgdo de 75:25 (v/v) em modo isocratico como fase mével. O fluxo de 1 mL min™, a
temperatura de 40 °C, com volume de inje¢ao de 20 pL e tempo de corrida de 15 min. Foram
obtidas curvas analiticas a partir dos padroes de monossacarideos L-ramnose, D-xilose, D-
glucose e D-frutose com concentragdes variando entre 1 € 50 mg mL™".

Para a analise da PLJ, a amostra foi submetida a hidrolise inicial, conforme o método
detalhado por Vazquez-Ortiz, Lopez-Franco e Goycoolea (2006). Dessa forma, 0,3 g da PLJ foi
pesada em um baldo de fundo redondo e, em seguida, acrescentado 50 mL de acido sulfurico
(H2S04) 4% (v/v). A mistura foi colocada sob aquecimento em sistema de refluxo a 100 °C
durante 7 h. Ap6s o término da etapa anterior, a solucdo foi neutralizada com a adi¢do de
carbonato de bario (BaCOs) (aproximadamente 3,0 g). Em seguida, o material hidrolisado foi
filtrado usando Celite 545 (P.A). Posteriormente, o material foi submetido ao processo de
congelamento, liofilizagdo em liofilizador CHRIST®, modelo Alpha 1-2 LD plus (Martin

Christ, Osterode am Harz, Alemanha), e dilui¢do com agua Milli-Q para 1 mL.

4.2.7 Teor de acido galacturénico (AGal%)

O teor de acido galacturonico (AGal%) da PLJ foi determinado pela técnica de
espectrofotometria, utilizando o método colorimétrico de 3,5-dimetilfenol (Scott, 1979).
Inicialmente, a PLJ (10 mg) foi hidrolisada em solug¢do aquosa (100 mL) de 4cido sulftrico
(H2S04) 1 mol L', A reagio foi realizada em sistema de aquecimento (100 °C) sob refluxo por
um periodo de 4 h. Em seguida, uma curva analitica de acido galacturdnico (AGal) (25, 50, 75
e 150 pg mL") foi preparada a partir do acido D-galacturénico monoidratado, apds sua
dissolu¢o em H2SO4(aq) 1 mol L.

Foram preparadas duas solucdes: a primeira (solu¢do A) consistia em 2,0 g de cloreto
de s6dio (NaCl) e 3,0 g de 4cido borico (H3BO3) dissolvidos em 100 mL de 4gua; a segunda
(solugdo B) continha 100 mg de 3,5-dimetilfenol dissolvido em 100 mL de acido acético glacial
(CH5CO2H).

Amostras (300 pL) da PLJ hidrolisada, solu¢io aquosa de H>SO4 1 mol L (solugdo
controle) e solucdes padrao de AGal foram dispostas em tubos de ensaio, e a solugdao A (300
puL) foi adicionada e homogeneizada. Adicionou-se também H>SOs concentrado (5 mL),
realizou-se a agitacdo em vortex, colocou-se a mistura sob aquecimento a 70 °C durante 40 min
e, apos isso, os tubos foram resfriados a temperatura ambiente. Posteriormente, foi adicionada

a solugdo B e a mistura foi agitada em vortex por 5 min.



49

Apo6s 10 min da adicdo da solucdo B, a absorbancia em 400 e 450 nm foi lida em
espectrofotometro Thermo Fisher Scientific, modelo Genesys 6, cubeta de vidro e caminho
optico de 1 cm. Os valores de absorbancia em 400 nm foram subtraidos dos valores de

absorbancia em 450 nm para corrigir a interferéncia de hexoses.

4.2.8 Analise Elementar

Uma amostra de PLJ foi submetida a andlise elementar para a obtengdo dos valores
percentuais de carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre. A analise foi realizada pelo
Laboratdrio Multiusuario de Quimica dos Solos do Departamento de Ciéncias do Solo da UFC,
utilizando-se um Elemental Analyser Eurovector, modelo EuroEA3000. A estrutura molecular
da PLJ ndo apresenta nitrogénio em sua composi¢do, entretanto, pode ocorrer adesdo de
proteinas na PLLJ mesmo com o processo de purificagdo. Portanto, um fator de corregdo (6,25)
foi utilizado para determinar o teor de nitrogénio proteico (Nproteina%), conforme a Equagao 4

(Marks; Buchsbaum; Swain, 1985).

Nproteina% = N% x 6,25 4)

4.3 Extrato oleoso da polpa de acai (EOA)

4.3.1 Preparo do extrato

A polpa tmida (88% de umidade) foi submetida ao processo de liofilizagdo em
liofilizador Liobras, modelo LP510, com o objetivo de obter o material seco. Posteriormente,
em um béquer contendo 150 g da polpa seca, foram adicionados 2 L de etanol e a mistura foi
submetida a agitacao por 4 h a temperatura ambiente.

Em seguida, a mistura foi filtrada e a parte liquida foi concentrada em evaporador
rotativo a pressao reduzida Biichi, modelo R-3, utilizando uma bomba de vacuo Biichi, modelo
V-700, banho-maria Biichi, modelo R-3, a 50 °C e banho ultratermostatico QUIMIS®, modelo
Q214M, a 8 °C. O etanol foi recuperado e o rendimento percentual do extrato oleoso da polpa

de acai (EOA) foi calculado conforme a Equagdo 5. A Figura 18 resume o preparo do EOA.
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Resa% = (T224) x 100 (5)

mps

Onde, meoa = massa de extrato da polpa do Euterpe oleracea e mpL = massa de polpa

Seca.

Figura 18. Preparo do extrato oleoso da polpa de agai
1 2
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.3.2 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (CG-EM)

O perfil de 4cidos graxos presentes no EOA foi determinado em parceria com o Instituto
Max Planck de Pesquisa em Polimeros (Mainz, Alemanha). Inicialmente, foi realizada a
transesterificacdo do EOA para obtencao de ésteres de acidos graxos conforme a metodologia
descrita por Hartman e Lago (1973). Posteriormente, uma amostra foi diluida em MeOH grau
HPLC (1 mg mL") e foi analisada em sistema Agilent 8890 GC acoplado a um cromatografo
gasoso com detector de espectrometria de massa (CG-EM) da Shimadzu, modelo GCMS-
QP2010 Ultra, usando uma coluna DB-5 (95% dimetilpolisiloxano, 5% fenilpolisiloxano) J&W
Scientific, com tamanho de 18 m x 0,25 mm, espessura de filme dF = 0,1 um, gradiente de
temperatura: 80 °C (isoterma de 3 min), 10 °C min™' a 320 °C, 320 °C (isoterma de 10 min). O
gés de arraste utilizado foi Hélio (He), com uma vazio de 1,1 mL min’!, e a temperatura de

injecao foi ajustada a 280 °C.

4.4 Obtencao das formulacoes

4.4.1 Preparo das nanoemulsoes
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Inicialmente, para determinar a composi¢do da nanoemulsdo, realizou-se o preparo de
12 sistemas com concentra¢des variaveis de EOA, de 5 a 15% (m/m), Pluronic® F127, de 0,5 a
3,5% (m/m), e 4gua em quantidade suficiente para (q.s.p) perfazer uma formula¢do com massa
total de 10 g (Sharma; Tailang, 2020). As nanoemulsdes foram devidamente rotuladas com os
nimeros de 1 a 12, sendo que a letra "N" foi posicionada inicialmente para representar que o
sistema em questao ¢ uma nanoemulsdo. A letra "C", por sua vez, foi utilizada no final do rétulo
para enfatizar que se trata de um sistema controle (auséncia de fArmaco em sua composi¢ao).

As formulagdes foram preparadas conforme a composic¢ao descrita na Tabela 2.

Tabela 2 - Composicdo das nanoemulsdes controle
Composicio (Yom/m)

Formulacoes EOA PLU Agua (q.s.p)
NI1C 5,0 0,5 94,5
N2C 10,0 0,5 89,5
N3C 15,0 0,5 84,5
N4C 5’0 1,5 93,5
N5C 10,0 1,5 88,5
N6C 15,0 1,5 83,5
N7C 5,0 2,5 92,5
N8C 10,0 2,5 87,5
N9C 15,0 2,5 82,5

N10C 5,0 3,5 91,5
N11C 10,0 3,5 86,5
N12C 15,0 3,5 81,5

EOA: extrato oleoso da polpa de acai, PLU: Pluronic® F127,
g.s.p: quantidade suficiente para.
Fonte: elaborado pelo autor.

Para a obtengdo das formulag¢des apresentadas na Tabela 2, foi realizada inicialmente a
preparacdo da fase aquosa, com a adi¢do do Pluronic® F127 em 4gua Milli-Q e subsequente
refrigeragdo a 5 °C por 25 min, visando a completa solubilizagdo do surfactante.
Posteriormente, a fase aquosa foi vertida na fase oleosa (EOA) e submetida a agitacdo em vortex
CRALTECH®, modelo Multiplataformas 0-3000, por 10 s, seguido de agitagdo em Ultra Turrax
da marca IKA®, modelo T25, a 15.000 rpm durante 30 s. Em seguida, a mistura foi sonicada
em sonicador com sonda da marca Branson, modelo Sonifier® W-450D (Teltow, Alemanha,
Hielscher), com amplitude de 70%, poténcia de 100-103 W, durante 2 min em 12 ciclos de 10
s on e 10 s off e banho de gelo (Rebougas et al., 2022).

As formulagdes foram caracterizadas pela técnica de espalhamento dindmico de luz

(DLS), como descrito na sessdo 4.6.1, para obtencdo dos valores de tamanho de particula
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(diametro médio hidrodindmico), indice de polidispersividade (PDI) e potencial zeta ({). Em
seguida, as nanoemulsdes foram submetidas ao teste de resisténcia ao estresse mecanico,
conforme descrito na sessao 4.6.2. A formulagao controle que resistiu ao teste de resisténcia ao
estresse mecanico e que apresentou melhor desempenho na analise por DLS foi selecionada
para ser estudada.

Apos definir a formulagdo controle, realizou-se a respectiva nanoemulsdo contendo o
farmaco. O procedimento de preparo da nanoemulsao com ativo se diferencia da nanoemulsao
controle apenas no preparo da fase oleosa, onde o PTX (12,4 mg) foi pesado sobre o EOA e,
em seguida, misturado em vortex por 5 min. A Figura 19 mostra o procedimento para obtencao

das nanoemulsoes contendo o PTX.

Figura 19. Obtencdo das nanoemulsdes contendo paclitaxel
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Fonte: elaborado pelo autor

Realizou-se também a medi¢ao do pH das nanoemulsdes apds sua dilui¢do com agua
Milli-Q na propor¢io de 1:10 (nanoemulsdo/agua), utilizando um pHmetro BEL Engineering®,

modelo W3B, previamente calibrado com solug¢des padrao de pH 4 e 7 (Sharma; Tailang, 2020).

4.4.2 Sintese das microcdpsulas

As microcépsulas polissacaridicas foram preparadas a partir da nanoemulsdo controle e
sua respectiva nanoemulsao com PTX. Para a obten¢do das microcapsulas, foi preparada uma
solugdo da PLJ em 250 mL de 4gua Milli-Q, sob agitag¢do (nivel 4) em chapa de aquecimento
(45 °C) da marca IKA®, modelo C-MAG HS 7, por um periodo de 24 h. Em seguida, as
nanoemulsdes foram adicionadas as suas respectivas solugdes poliméricas e deixadas em
agitacdo durante 1 h em temperatura ambiente. Por fim, as solugdes poliméricas contendo as

nanoemulsdes foram secas utilizando-se um Mini Spray Dryer da Biichi, modelo B-290, com
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temperaturas de entrada e saida em 155 e 91 °C, respectivamente. O fluxo de entrada de solucao
foi programado para 10% (3 mL min™) e o fluxo de volume do aspirador operando em 100%
(35 m® h'!). As condig¢des adotadas para a secagem no spray dryer foram adaptadas do trabalho
de Ribeiro et al., (2024). A sintese das microcapsulas encontra-se esquematizada na Figura 20.

A Equagdo 5 foi utilizada para o calculo do rendimento percentual das microcapsulas (Rmc%).

Ruc% = ( Mpritico )x 100 7)

MEEATMpTX+tMpPLU+MPEC

Onde, mpratica = massa de microcapsula obtida na pratica, megoa = massa de extrato oleoso
da polpa do agai, mprx = massa de paclitaxel, mpLu = massa de Pluronic® F127 e mpL; = massa

de pectina.

Figura 20. Obten¢do das microcépsulas por secagem em spray dryer
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.6 Caracterizacio das formulacoes

4.6.1 Espalhamento Dindmico de Luz (DLS)

O espalhamento dindmico de luz (DLS) constitui-se na técnica mais utilizada na
caracterizagdo de particulas em sistemas coloidais (Hou; Sheng, 2023). A técnica baseia-se no
movimento browniano, compreendido como o movimento aleatdrio decorrente das colisoes das
particulas com as moléculas da fase continua (Tosi ef al., 2020). O DLS mensura o tamanho
das particulas (didmetro médio hidrodindmico) pela mudanga na intensidade da luz espalhada
em funcao do tempo (Bamisaye et al., 2023; Hou; Sheng, 2023). O tamanho das nanoparticulas

constitui uma das propriedades mais importantes, podendo influenciar a eficiéncia de sistemas



54

de entrega de medicamentos (Tosi et al., 2020).

As nanogoticulas foram avaliadas por meio da anélise do diametro médio hidrodinamico
e do indice de polidispersividade (PDI), utilizando-se a técnica de espalhamento de luz
dinamico (DLS) e o potencial zeta ({) por microeletroforese doppler a laser. O equipamento
utilizado foi um Zetasizer, modelo Nano-ZS90 (Malvern Instruments, Worcestershire, Reino
Unido). A diluicdo da nanoemulsdo com agua Milli-Q foi realizada previamente na propor¢ao
de 1:1000 (v/v), bem como a solubilizacdo de 3,0 mg das microcapsulas em 11 mL de agua
Milli-Q por 24 h a temperatura ambiente. Apos o término do periodo de 24 h, todas as amostras
foram submetidas a filtragem utilizando um filtro de seringa PES (KASVI) com uma
porosidade de 0,45 um. As medic¢des foram realizadas em triplicata, em um angulo de 90°, a
uma temperatura de 25 °C, com o objetivo de determinar o valor médio dos parametros

analisados.

4.6.2 Resisténcia ao Estresse Mecdnico

As nanoemulsdes controle foram submetidas ao teste de resisténcia ao estresse
mecanico. Para tal, 1 mL de cada formulagdo foi submetido a centrifuga¢do em centrifuga da
marca Hettich, modelo UNIVERSAL 320 (Tuttlingen, Alemanha), a uma velocidade de 3500
rpm, por um periodo de 30 min (Sharma; Tailang, 2020). Apods a realizagdo do teste, foi
observado se houve separacdo de fases, cremeacao, rachadura ou se a formulacdo permaneceu

estavel.

4.6.3 Espectroscopia de Absorcdo no Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

A espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho ¢ uma técnica analitica
moderna, de baixo custo, com alta exatidao e precisdo. A técnica fornece espectros tnicos e
caracteristicos de absor¢ao molecular mediante o fornecimento de energia na forma de radiagao
eletromagnética na regido do infravermelho médio (4.000 — 400 cm™ '), na qual as moléculas
sdo levadas a varios estados excitados vibracionais e rotacionais (Fahelelbom et al., 2022).
Portanto, pode-se concluir que a analise de FT-IR ¢ indispensdvel para a obtengdo de
informacgdes estruturais que permitem a elucidacao de moléculas organicas.

Para a obtencao dos espectros FT-IR, uma amostra (5 mg) de cada material foi macerada
em almofariz de agata e prensada em brometo de potassio (KBr) (grau espectroscopico) sob

pressdao de 8 toneladas para obtengdo da pastilha. O equipamento utilizado foi o IR prestige
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(Shimadzu), com intervalo de 4000 a 400 cm™', resolugdo de 4 cm™ do Laboratério de Quimica
e Reologia de Ligantes Asfalticos do Centro de Tecnologia em Asfalto Norte/Nordeste da UFC.
O software OriginLab, versao 10.1.0.178, foi utilizado no processamento dos dados e obtengao

dos espectros.

4.6.4 Calorimetria Diferencial Exploratoria (DSC)

A Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC) ¢ reconhecida como uma das técnicas
mais empregadas na caracterizagdo térmica de materiais. A analise de DSC baseia-se na
diferencga de fluxo de calor originado das mudangas na amostra, que aparecem no termograma
na forma de um pico, sendo que a dire¢ao desse pico indica se o evento térmico ¢ endotérmico
ou exotérmico (Lin; Wang, 2012). A técnica induz termicamente os materiais as suas transigoes
de fase e as identifica, fornecendo informagdes relevantes sobre as propriedades
termodindmicas do sistema (Kosti e al., 2024). A técnica em questdo ¢ considerada altamente
sensivel (Kosti ef al., 2024), de facil manuseio e de rapida obtencdo de resultados (Lin; Wang,
2012).

As andlises de DSC foram realizadas em parceria com o Laboratério de Tecnologia da
Biomassa (LTB) da EMBRAPA, em equipamento da Shimadzu DSC-Q50, sob atmosfera inerte
(N2), com fluxo de 40 mL min™!, com faixa de temperatura de 25 a 350 °C e taxa de aquecimento
programada para 10 °C min! (Rebougas et al., 2023). Utilizou-se 10 mg de amostra em todas
as analises. Os dados foram processamento no sofiware OriginLab, versao 10.1.0.178, para

obtenc¢do dos termogramas dos materiais analisados.

4.6.6 Difracdo de Raios-X (DRX)

As andlises de difrac¢do de raios-x foram realizadas pelo Laboratorio de raios-x (LRX)
da Central Analitica da UFC. Para isso, uma amostra da M11-A, PLJ, PLU e PTX foram
analisadas em Difratdmetro para amostras policristalinas XPert Pro MPD (Malvern Panalytical)
com angulo de 20 de 5-90°. Utilizou-se o software OriginLab, versdao 10.1.0.178, para

tratamento dos dados e plotagem dos difratogramas.

4.6.7 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

A Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) € um método que permite a obtencao de
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imagens de alta resolugdo e precisdo, possibilitando, por exemplo, a analise
morfoldgica/estrutural, por exemplo, de sistemas de entrega de medicamento obtidos por meio
da técnica de secagem por aspersao (Moayyedi et al., 2018). Essa analise fornece informagdes
importantes a respeito das caracteristicas visuais € o tamanho das particulas do material,
considerando que esse conhecimento esta associado a (bio)funcionalidade do produto (Falsafi
et al., 2020), o que torna essa técnica indispensavel na caracterizagdo de materiais.

As analises de MEV foram realizadas pela Central Analitica da UFC com a finalidade
de avaliar a morfologia dos materiais. O equipamento utilizado foi um Quanta 400 FEG a 5-6
kV (FEI®, Hillsboro, OR, América) com magnitude de 10.000x. Para tanto, uma pequena
amostra dos materiais PTX, PLJ, M11-A, M11-C foi previamente fixada em stubs de fita de
carbono e metalizada com prata (Ag) na metalizadora Quorum®, modelo QT150 ES, para
posterior avaliagdo microscopica da forma e da superficie dos materiais. As imagens foram
analisadas no software Imagel, versao 1.54g (National Institutes of Health, USA), onde foram
realizadas as medidas do didmetro de 100 unidades de microcépsulas para determinar o valor

do diametro médio.

4.6.8 Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

A andlise de Microscopia Eletronica de Transmissao (MET) da M11-A redispersa em
agua foram realizadas em parceria com o Laboratorio de Bioimagem da EMBRAPA. Para isso,
3 mg da M11-A foi redispersa em 4gua e mantida a temperatura ambiente durante 24 h. Em
seguida, uma amostra foi diluida em agua deionizada e 10 pL foram posteriormente gotejados
em uma grade de cobre de malha 200. O excesso foi cuidadosamente removido com um filtro
de papel. A coloracdo negativa com &cido fosfotungstico foi realizada e as grades foram
observadas em um MET Zeiss EM 900, sob tensdo de aceleracdao de 30 kv. As imagens foram

analisadas no software Imagel, versao 1.54g (National Institutes of Health, USA).

4.7 Quantificacio de paclitaxel

A quantificacdo do PTX foi realizada por HPLC no equipamento Shimadzu (Quioto,
Japao), com desgaseificador on-line (DGU-20As5), bomba (LC-20AD), forno de coluna (CTO-
20A), detector UV-VIS (SPD-20A) gerenciado pela controladora SCL-10A. As condigdes
cromatograficas de analise foram estabelecidas da seguinte maneira: coluna Luna® 5 pm C18(2)

100 A 150 x 4.6 mm, detector UV-VIS em 230 nm, ACN:H,O Mili-Q na proporcio de 50:50
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(v/v) como fase mével em modo isocratico, com fluxo de 1 mL min™!, a temperatura de 30 °C,
volume de injecdo de 20 puL e tempo de corrida de 12 min. Para tanto, foi preparado uma solugao
estoque padrdo de PTX 500 ug mL' em MeOH e, por meio de diluigdo, foram preparados
padrdes de PTX com concentra¢des variando entre 0,1 e 100 pg mL™! para a obtengio da curva

de calibragdo (Kazemi et al., 2020).

4.7.1 Validacdo do método

O método de HPLC empregado para quantificagdo de PTX na N11A ¢ M11-A foi
validado em conformidade com as diretrizes estabelecidas no documento orientativo para
validagdo de métodos analiticos (DOQ-CGCRE-008 — Revisdao 09 — junho de 2020) do Instituto
Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO), com respeito aos pardmetros de
seletividade, linearidade, limite de detecgdo (LD), limite de quantificagdo (LQ), recuperagao,
precisdo (repetibilidade) e exatidao.

Para a linecaridade, as concentragdes de PTX da curva analitica foram de 0,1, 1,0 10,0
40,0, 80,0 e 100,0 mg L™!. Os valores de LD (Equacio 6) e LQ (Equacdo 7) foram calculados a
partir da curva analitica dos padrdes de PTX, onde foram obtidos os valores de coeficiente

angular (b), bem como o desvio-padrao (DP) do menor nivel de concentracdo da curva.

LD = 3,33;DP (8)
LQ — IOJIZDP (9)

A precisdo foi avaliada em relagdo a repetibilidade (n = 6) por meio do calculo do
desvio-padrao relativo (DPR). Para tal, foi calculado o desvio-padrao (DP) para as
concentragdes de nivel baixo, médio e alto da faixa de trabalho, e a concentragdo média (CM),
determinada a partir da equagao da curva analitica. O DPR foi calculado conforme demonstrado

na Equagao 8.

DP

DPR = (w) x 100 (10)
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4.7.2 Eficiéncia de Encapsulacio (EE%) e Capacidade de Carreamento (CC%)

Com a finalidade de determinar a capacidade de carreamento (CC%) e eficiéncia de
encapsulacdo (EE%) da N11A, foi realizada a quantificacdo por HPLC do ativo total na
nanoemulsdo e a quantificagdo do ativo presente na fase aquoso.

Primeiramente, a nanoemulsdao foi diluida 100 vezes com MeOH e reservada em
eppendorf. Em seguida, as amostras foram agitadas em vortex CRALTECH®, modelo
Multiplataformas 0-3000, a temperatura ambiente durante 10 min, submetidas ao banho-
ultrassonico SolidSteel, a temperatura ambiente por 10 min, centrifugadas em Mini Centrifuga
Kasvi, modelo K14-0802, a 6.000 rpm, a temperatura ambiente por 10 min, ¢ filtradas em filtro
de seringa Millex® 0,22 um.

A Equacgado 9 foi aplicada no célculo de CC% (Vitorino ef al., 2013).

ccop = (P

my

) x 100 (11)

Onde, mo = quantidade (g) de paclitaxel total na nanoemulsdo, m; = quantidade (g) de
paclitaxel na fase aquosa e my = quantidade (g) de nanoemulsao.

Para determinar a EE% da N11A, realizou-se a centrifugacdo de 1 g da nanoemulsio
em membrana Amicon® Ultra-15, 3000 MWCO, a 4000 RCF (forca centrifuga relativa), por 30
min a uma temperatura de 22 °C, em centrifuga Allegra® 25R, (Beckman Coulter, California,
EUA). O procedimento foi realizado em triplicata e o material filtrado (fase aquosa da
nanoemulsdo) foi reservado em eppendorf para quantificagdo de PTX por HPLC.

A Equacgdo 10 foi adotada na determinagdo da EE% (Yu et al., 2017).

EE% = (22

0

)x 100 (12)

Onde, Cy = concentracao de paclitaxel total na nanoemulsdo e C; = concentragdo de
paclitaxel na fase aquosa.

Para determinar a eficiéncia de encapsulacdo, bem como a capacidade de carreamento
da M11-A, foi realizado em triplicata o preparo de solugdes das respectivas microcapsulas em

MeOH com concentracio final de 2.500 mg L™'. Uma amostra dessas solucdes foi reservada em
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eppendorf e submetida a agitagdo em vortex CRALTECH®, modelo Multiplataformas 0-3000,
a temperatura ambiente por 20 min. Em seguida, as amostras foram submetidas ao banho-
ultrassonico SolidSteel a temperatura ambiente por 30 min. Posteriormente, foram
centrifugadas em uma Mini Centrifuga Kasvi, modelo K14-0802, a 6.000 rpm, a temperatura
ambiente por 30 min. Por fim, foram filtradas em filtro de seringa Millex® 0,22 pm.

Para o célculo de EE% e CC%, respectivamente, foram utilizadas as Equacdes 11 e 12

(Cui et al., 2022).

M

EE% = (5 )x 100 (13)

0

cC% = () x 100 (14)

Onde, M = massa (g) de paclitaxel encapsulado, Mo = massa (g) de paclitaxel utilizado

na obtencao das microcapsulas e W = massa total de microcapsula.
4.8 Cinética de liberacio in vitro

O PTX apresenta baixa solubilidade em &gua, inferior a 0,1 ug mL™"! (Das et al., 2024),
portanto, tornou-se necessario a utilizacdo de solvente orgénico no seu estudo de liberagdo in
vitro. A United States Pharmacopeial Convention (USP) ndo aconselha o uso de solventes
organicos como meio receptor, mas permite em casos de baixa solubilidade do ativo. Para isso,
utilizou-se como meio receptor uma mistura de etanol (EtOH) e solucdo tampao fosfato (PBS,
pH 7,4). A solugdao PBS com esse valor de pH mimetiza o meio fisiologico.

Inicialmente, testou-se a solubilidade do PTX para determinar a condi¢gdo mais ideal
para o estudo de liberagdo in vitro. Para isso, pesou-se 1 mg de PTX em eppendorf e misturou
com 2 mL do meio receptor EtOH:PBS nas propor¢des de 20:80 e 30:70, em triplicata. A
concentragdo maxima de EtOH testada ¢ justificada pelas recomendagdes do fabricante da
membrana de difusdo. Posteriormente, submeteu a mistura ao banho ultrassonico, a temperatura
ambiente por 10 min e a agitacio em vértex CRALTECH®, modelo Multiplataformas 0-3000,
a temperatura ambiente por 10 min. Por fim, a mistura foi filtrada em filtro de seringa 0,22 pm
e reservada para a quantificagdo de PTX por HPLC.

O preparo da membrana de difusdo ocorreu 72 h antes do ensaio de liberacao.
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Primeiramente, realizou-se o corte das membranas de didlise (MCWO 12-14 kDa, Sigma-
Aldrich). Em seguida, todas as membranas foram imersas em dgua durante 15 min a 60 °C para
o desprendimento das faces da membrana. Apds isso, as membranas foram enxaguadas com
agua destilada e imersas em uma solucdo EtOH 10% (v/v) durante 15 min a temperatura
ambiente. Depois, foram novamente enxaguadas com agua destilada e mantidas por 15 min a
60 °C em agua destilada. Por fim, as membranas foram mantidas imersas no meio receptor até
a realizagdo do experimento.

O estudo de liberagao do PTX e da M11-A foi conduzido em células de difusao de Franz.
Nos compartimentos receptores foram colocadas pequenas barras magnéticas que mantiveram
o sistema sob agita¢do (200 rpm) durante todo o experimento. O compartimento receptor foi
preenchido com 12,5 mL da solugdo preparada como meio receptor. Entre o compartimento
receptor e doador (4rea de difusdo: 1,55 cm?) foi colocada a membrana de dialise, que foi fixada
com Parafilm® M e um prendedor de metal. No ensaio de liberagio do ativo puro utilizou-se no
compartimento doador 1 mL de uma solucdo de PTX (200 mg L") preparada com 10 mg de
ativo e uma mistura de EtOH:H>O 1:1 (v/v) como solvente. Para o ensaio de liberagdo da
microcapsula, foi utilizado no compartimento doador 62,5 mg de M11-A (cerca de 0,225 mg de
PTX), suspensa em 1 mL de meio receptor. A temperatura do banho maria foi mantida em
37,0 °C durante 72 h. Apds o inicio do experimento, as coletas foram realizadas apos 15 min,
30min, 1, 2,3,4,5,6,7,8, 24, 36, 48, 60 ¢ 72 h. O experimento foi realizado em triplicata e o
volume coletado foi de 0,5 mL, sendo que o volume do meio receptor foi aferido a cada coleta.

Os dados das primeiras 8 h de liberacdo (< 60% do total liberado) foram aplicados
separadamente aos modelos matematicos de liberagdo de Ordem Zero, Primeira Ordem,
Higuchi, Hixson-Crowell e Baker-Londsale utilizando o software OriginLab, versao
10.1.0.178. Além disso, obteve-se o coeficiente difusional (n) pelo modelo de Korsmeyer-
Peppas para determinar o mecanismo de liberacdo. Dessa forma, o valor de n foi obtido como
a inclinacdo da curva plotada com o logaritmo da porcentagem cumulativa de PTX liberado

versus o log do tempo.
4.9 Ensaio de citotoxicidade in vitro
O ensaio de citotoxicidade in vitro foi realizado pelo Laboratorio de Oncologia

Experimental (LOE) do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM),
vinculado a Faculdade de Medicina da UFC.
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4.9.1 Culturas de células

As linhas celulares tumorais humanas de leucemia promielocitica (HL-60), carcinoma
de c6lon humano (HCT-116), carcinoma de prostata (PC-3) e fibroblasto murino (L-929) foram
fornecidas pelo Instituto Nacional do Cancer (EUA). As linhas celulares tumorais foram
cultivadas em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 e a linha L-929 foi cultivada
em meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM). As culturas celulares foram
suplementadas com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibioticos (penicilina-estreptomicina)

e mantidas em um forno a 37 °C em uma atmosfera contendo 5% de COx.

4.9.2 Ensaio MTT

O método colorimétrico amplamente difundido e que foi adotado neste trabalho para
analise da citotoxicidade in vitro é baseado na conversdo do brometo de 3-(4,5-dimetil-2-
tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio (MTT) (coloracdo amarela) em formazan (coloragdo azul-
magenta) pelas enzimas mitocondriais (desidrogenases) das células metabolicamente ativas
(Figura 21), tendo sido descrito pela primeira vez por Mosmann (1983). Esse método possibilita
analisar a viabilidade e o estado metabdlico da célula. Por meio dessa metodologia, é possivel
definir a citotoxicidade, embora ndo seja viavel determinar o mecanismo de agdo do farmaco

em estudo (Berridge et al., 1996).

Figura 21. Conversao do sal de MTT em formazan

MTT

Fonte: elaborado pelo autor.

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados com as linhagens de células HCT-116,
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PC-3, HL-60 e L-929 plaqueadas nas concentra¢des de 0,7 x 10°, 0,1 x 108, 0,3 x 10° e 7x10*
células mL!, respectivamente. As microcapsulas, previamente pesadas e diluidas em
dimetilsufoxido (DMSO), foram testadas na faixa de concentracdo de 0-20.000 ng de
microcapsula mL!, em triplicata. As placas foram incubadas durante 72 h em estufa com
atmosfera de COz (5%) a 37 °C. Em seguida, as placas foram submetidas a centrifugagdo e o
sobrenadante foi removido. Posteriormente, 100 pL da solugdo de MTT (0,5 mg mL") foram
adicionados as placas, que foram incubadas por mais 3 h. Ap0s isso, as placas foram novamente
centrifugadas e o sobrenadante (solucao de MTT) removido. O material precipitado (formazan)
foi dissolvido em 100 ul. de DMSO puro e teve sua absorbancia medida (595 nm) em
espectrofotometro de placa VICTOR® Nivo™ Multimode Microplate Reader da PerkinElmer.
Os testes foram realizados em triplicata e em trés experimentos independentes. Os resultados
dos ensaios foram expressos em termos da concentracdo capaz de inibir 50% do crescimento

celular (ICs).

4.10 Avaliacao da seguranca nao clinica em zebrafish

O teste in vivo com zebrafish (Danio rerio) constituem uma alternativa simples ¢ de
baixo custo em comparacdo com o uso de animais vertebrados superiores, tendo-se
demonstrado a sua viabilidade em relagdo aos modelos laboratoriais mais convencionais
(Magalhdes et al., 2017). Os testes com zebrafish (Danio rerio) adulto foram realizados
baseando-se em metodologias propostas por Magalhdes et al., (2017) para avaliagdo da
atividade locomotora (Teste de Campo Aberto) e toxicidade aguda em 96 h. Todos os
procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica para o Uso de Animais da
Universidade Estadual do Ceara (CEUA - UECE), sob protocolo n® 05299177/2021.

Os peixes adultos, selvagens, com idade entre 60 e 90 dias, com tamanhos entre 3,5 +
0,5 cm e faixa de peso de 0,4 £ 0,1 g, foram adquiridos da empresa Agroquimica: Comércio de
Produtos Veterinarios LTDA (Ceara, Brasil). Os animais foram aclimatados a 25 °C, em
aquérios de vidro (40 x 20 x 25 cm), com 4agua desclorada com anticloro Protec Plus®, pH 7,0,
equipados com bombas de ar com filtros submersos, em ciclo circadiano de 14:10 h
claro/escuro. Os peixes receberam racdo (Spirulina®) ad [libitum 24 horas antes dos
experimentos. ApOs os experimentos, os animais foram sacrificados por imersdo em agua

gelada (2-4 °C), por 10 min, até a perda dos movimentos operculares (CONCEA, 2018).
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4.10.1 Avaliagao da atividade locomotora (Teste de Campo Aberto)

O teste de campo aberto visa avaliar alteragdo ou nao da coordenagdo motora dos
animais, seja por sedacdo e/ou relaxamento muscular. O teste foi realizado com o veiculo (agua
destilada) e com uma solugio aquosa da M11-A (1,0, 0,68 ¢ 0,01 mg L) e M11-C (1,0 mg L-
1. Inicialmente, os peixes (n = 6 /grupo) foram selecionados aleatoriamente, transferidos para
uma esponja imida e, com o auxilio de uma micropipeta e ponteiras estéreis, foram tratados via
oral (Collymore; Rasmussen; Tolwani, 2013) com 20 pL da amostra teste ou controle. Além
disso, um grupo de animais sem tratamentos foi incluido (Naive). Apés isso, os peixes foram
transferidos individualmente para copos de vidro (250 mL) contendo cerca de 150 mL de dgua
do aquario e mantidos em repouso durante 1 h. Ao final desse periodo, os animais foram
transferidos para placas de Petri de vidro (10 x 15 cm) marcadas com quatro quadrantes e
contendo a mesma agua do aquario (Figura 22). Realizou-se a contagem do numero de

cruzamento de linhas individualmente durante 5 minutos.

Figura 22. Grupo de peixes (n = 6/grupo) em placas de Petri marcadas
com quatro quadrantes

Fonte: elaborado pelo autor.

4.10.2 Toxidade aguda em 96h

Apos o teste de campo aberto (sess@o 4.10.1), os mesmos grupos de animais seguiram
para o estudo da toxicidade aguda. Para isso, os peixes foram mantidos em repouso durante 96
h para analisar a taxa de mortalidade. O grupo veiculo foi utilizado como controle. Ao final

desse periodo, o numero de peixes mortos em cada grupo foi anotado e o método matematico
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Trimmed Spearman-Karber foi utilizado na determinagao da concentracao letal capaz de matar
50% dos animais (CLso), com intervalo de confianca de 95% (Hamilton; Russo; Thurston,

1977).

4.11 Analises Estatisticas

A analise estatistica dos dados foi realizada no software GraphPad Prism, versao 10.4.1.
Os valores da ICso, determinados por meio de regressao nao linear, foram expressos como média
e desvio padrdo (DP). Para a comparacao entre os diferentes grupos, foi aplicada a analise de
variancia (ANOVA) unidirecional com teste de Diferenga Honestamente Significativa (HSC)

de Tukey, considerando p < 0,05 como diferenga estatisticamente significativa.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Pectina da laranja (PLJ)

5.1.1 Extracgdo

A extragdo da PLJ resultou em um rendimento de 16,95 + 1,61%, valor este que esta de
acordo com outros trabalhos encontrados na literatura. A maioria dos estudos relatam uma
proporcao de 1:20 bagago/solugdo extratora, mas nos ensaios realizados pelo nosso grupo de
pesquisa (LabPIM), notou-se que melhores resultados sdo obtidos quando se utiliza uma
proporcao de 1:40 bagaco/solucdo extratora. A Figura 23 mostra a pectina obtida na extracao.

Ifiguez-Moreno et al., (2024) realizaram um estudo de otimizagdo de extragdo da
pectina das cascas da laranja (seca), na propor¢ao de 1:20 (m/v) (material:solucdo extratora),
utilizando 4cido citrico e adotando algumas variagdes na temperatura (60, 80 e 100 °C), tempo
de extragao (30, 60 e 90 min) e pH (2, 3 e 4), que permitiram rendimentos variando entre 3,26
e 31,21%. Giannakis ef al., (2023) também realizaram a extracdo da pectina das cascas secas
de laranja, na propor¢ao de 1:20 (m/v) (material:solucao extratora), a uma temperatura de 80 °C
e 90 min de extracdo com agitacdo. No entanto, foram realizadas extragdes utilizando éacido
cloridrico, citrico, sulfarico e oxalico, obtendo-se rendimentos variando entre 17,6 € 46,7%. O

maior rendimento foi obtido na extragao com acido oxalico.

Figura 23. Pectina do bagago da laranja
(Citrus sinensis)

Fonte: elaborado pelo autor
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Ortiz-Sanchez et al., (2021) obtiveram um rendimento de 10,35% ao realizarem a
extracdo da pectina (seca), na propor¢ao de 1:20 (m/v) (material:solucdo extratora), com acido
citrico (pH 2,8), hexametafosfato de sodio (0,7% m/m), temperatura de 80 °C e 60 min como
tempo de extracdo. Giizel e Akpinar (2019) obtiveram um rendimento muito proximo (11,46%)
ao realizarem a extragdo da pectina das cascas da laranja (seca), na propor¢ao de 1:10 (m/v)
(material:solug¢do extratora), com &cido citrico (pH 1,0), temperatura de 80°C e 60 min de
extracdo. Em outra pesquisa, Ubieko et al., (2023) obtiveram um rendimento de 8% (m/m) ao
realizarem a extracdo da pectina da casca da laranja (seca), na propor¢ao de 1:5 (m/v)
(material:solugdo extratora), utilizando uma solu¢do aquosa de HCI (pH 2,2), temperatura de
120 °C ¢ 45 min de extragao.

A variacdo no rendimento da pectina esta relacionada com a natureza dos frutos
(Fakayode; Abobi, 2018), bem como aos parametros adotados durante seu processo de extragao.
Dentre os parametros analisados, o pH e a temperatura s3o as variaveis que mais interferem
expressivamente no rendimento, quando comparado com a variavel tempo (Ifiiguez-Moreno et
al., 2024). O aumento da temperatura promove também o aumento na solubilidade da pectina,
levando a valores crescentes de rendimento. No entanto, em temperaturas elevadas, observa-se
a degradagdo térmica do polissacarideo, resultando em tamanhos de pectina menores que nao

podem ser precipitadas com alcool (Fakayode; Abobi, 2018).

5.1.2 Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC)

A PLJ apresentou M, e My, iguais a 2,5 x 10°Da e 3,5 10° Da, respectivamente, valores
que se encontram na mesma ordem de grandeza do encontrado por Khodaei et al., (2022) para
a pectina das sementes da laranja extraida em meio aquoso neutro (My igual a 4,5 x 10° Da). A
massa molar constitui uma propriedade fisico-quimica indispensavel para as caracteristicas de
gelificacdo da pectina e sua absor¢ao no sistema digestivo, sendo esta ultima fundamental para
a atividade imunoestimulante dos polissacarideos presentes na pectina (Georgiev et al., 2012).
A Figura 24 apresenta o cromatograma obtido para a PLJ.

Neste trabalho, a PLJ apresentou um My/M, de 1,39, sendo, por isso, classificada como
nao uniforme (Mw/M, > 1) (Gilbert ef al., 2009). Resultados de Mw/M, proximos a este sao
observados nos estudos de Banerjee et al., (2018), onde foram encontrados valores de Myw/M,
iguais a 1,9 e 1,8 para a pectina extraida das cascas de manga Calypso (australiana) e manga
Totapuri (indiana), respectivamente. Banerjee et al., (2018) realizou a extragdo da pectina sob

uma pressao de 16,2 Psi, temperatura de 121,0 °C e pH natural da suspensdo preparada com
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uma razao solido-liquido de 1:20.

Figura 24. Cromatografia de Permeagao em Gel (GPC)

da pectina
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Fonte: elaborado pelo autor.

5.1.3 Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) de Hidrogénio ('H)

O espectro de RMN-'H da PLJ (Figura 25), apresentou sinais principalmente na faixa
de 3,31-4,58 e 4,92-5,20 ppm. Essa observa¢do indica a predominancia de liga¢des alfa-
glicosidicas, uma vez que sinais em torno de 4,8-5,5 e 4,4—4,9 ppm referem-se principalmente

as ligagoes glicosidicas alfa (a) e beta (B), respectivamente (Du et al., 2023).
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Fonte: elaborado pelo autor.
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J& os sinais em 1,11, 1,13, 1,14 e 2,18 ppm correspondem aos protons derivados de
grupos metil de L-ramnose (Wang et al., 2016; Zhi et al., 2017). Foi observado um sinal em
2,05 ppm atribuido aos prétons de grupos acetil de 2-O- e 3-O-GalA (Du et al., 2023; Hosseini
et al., 2019). O sinal em 3,77 ppm foi relacionado aos protons do éster metilico (-O-CH3) que
estdo ligados aos grupos carboxila presentes na molécula do galacturonato (Hosseini et al.,
2019). Sinais relevantes da PLJ sdo observados em 4,92, 3,61, 3,93, 4,42 ¢ 5,04 ppm e referem-
se as unidades de AGal esterificados e sao dos protons H1, H2, H3 (Zhi et al., 2017), H4
(Hosseini et al., 2019) e H5 (Costa; Reichembach; Petkowicz, 2022), respectivamente. Os
sinais que se encontram entre 5,0 e 5,2, considerados como regido anomérica, sdo atribuidos ao
H1 de variados tipos de Arabinose (Zhang et al., 2018). Os principais sinais observados no

espectro de RMN-'H da PLJ encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3 - Principais deslocamentos quimicos da pectina

0 (ppm) Atribuicido ("H) 0 (ppm) Referéncia
3,77 (-O-CH3) — GalA esterificado 3,76% (Hosseini et al., 2019)
4,92 HI — GalA 4,99° (Zhi et al., 2017)
3,61 H2 - GalA 3,63 (Zhi et al., 2017)
3,93 H3 - GalA 3,91° (Zhi et al., 2017)
4,42 H4 — GalA 4,40% (Hosseini et al., 2019)
5,04 H5 - GalA 5,04°¢ (Costa; Reichembach; Petkowicz, 2022)

0: deslocamento quimico.
Fonte: elaborado pelo autor.

5.1.4 Grau de metoxilacdo (GM %)

A obtengio dos espectros de RMN-'H, bem como dos espectros de FT-IR da PLJ (Figura
26) permitiram determinar os valores de GM iguais a 34,45 e 36,58%, respectivamente. A PLJ
¢, portanto, classificada como LMP, estando de acordo com alguns trabalhos encontrados na
literatura.

No trabalho de Hosseini ef al., (2019) foram encontrados valores de GM% entre 5,63 e
66,67% ao realizar um estudo de otimizagao da extracdo de pectina da laranja (Citrus aurantium
L.) tendo como variaveis a poténcia de ultrassom, tempo de irradiacdo e pH (&cido citrico).
Ifiguez-Moreno et al. (2024) encontrou valores de GM% entre 28,93 e 90,86% quando extraiu
a pectina das cascas da laranja (Citrus sinensis (L.) Osbeck) utilizando 4cido citrico e adotando
variagdes na temperatura, tempo de extragdo e pH.

Zanella e Taranto (2015), trabalhando com o albedo desidratado e flavedo da laranja
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pera (Citrus sinensis (L.) Osbeck), realizaram a extragdo da pectina em meio aquoso acidificado
com 4cido citrico (pH = 2,5) e encontraram valores de GM% na faixa de 58,84 a 77,40 %,
portanto, como os valores de GM% foram todos acima de 50%, a pectina extraida pode ser
classificada como HMP. No trabalho realizado por Lopez-Mercado et al. (2018) com as cascas
da laranja (Citrus sinensis (L.) Osbeck), tendo a pectina sido extraida em meio aquoso
acidificado com 4cido sulfurico (H2SO4) (pH = 2,0), com agitacdo constante durante 45 min e
aquecimento a 80 °C, foi encontrado um valor de GM% igual a 59,5 % (pectina HMP).
Diante desses trabalhos apresentados, em especial daqueles que realizaram estudos de
otimizagdo da extracdo de pectina, fica evidente que essas variagdes no GM% ocorrem em
decorréncia dos diferentes tipos de acidos, valores de pH, tempo e temperatura empregada no

processo de extracao desse polissacarideo.

Figura 26. Espectro FT-IR da pectina na regido de 1800-1500 cm’!
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Fonte: elaborado pelo autor

5.1.5 Composicao monossacaridica neutra (CMN) e Teor de dcido galacturonico (AGal%)

A composicdo monossacaridica da PLJ apresentou o AGal como monossacarideo
majoritario (67,30%), seguido da D-xilose (1,620%), D-glucose (1,260%), D-frutose (0,260%)
e L-rhamnose (0,014%). O cromatograma da PLJ hidrolisada e dos padrdes dos
monossacarideos sdo mostrados na Figura 27. As curvas analiticas e as equagdes, bem como os

valores dos coeficientes de determinagio (R?) dos padrdes de monossacarideos estdo
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apresentadas no Figura 28.

Figura 27. Cromatogramas obtidos por HPLC para os padrdes de
monossacarideos (A) e pectina hidrolisada (B)
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Fonte: elaborado pelo autor.

Hosseini et al. (2019), ap6s otimizagao das condicdes, realizou a extracao da pectina da
casca da laranja com 4cido citrico assistida por ultrassom. Em seguida, a pectina foi hidrolisada
com acido trifluoroacético (TFA) 2 mol L™, a temperatura de 85 °C, durante 3 h, apresentando
em sua composicao monossacaridica o AGal (65,3%), rhamnose (2,8%), xilose (2,0%), frutose
(1,8%) e glucose (0,4%). Os aclcares neutros rhamnose, xilose e frutose estdo entre os
principais constituintes das cadeias laterais da pectina (Hosseini ef al., 2019).

Em um estudo anterior, Georgiev et al., (2012) realizaram extragdes de pectina da casca
da laranja em meio aquoso acido (HCI) e em meio aquoso neutro. Posteriormente, realizaram a
hidrélise da pectina com TFA 2 mol L', a 121 °C, durante 1 e 3 h, resultando em valores de
AGal entre 0,83 ¢ 11,49% (m/m). Em contraste, os estudos de Khodaei et al., (2022), com a
pectina extraida das sementes da laranja em meio aquoso neutro e hidrolisada sob as mesmas
condig¢des do trabalho de Georgiev ef al., (2012), resultou em um teor de AGal igual a 42,49%
(m/m).

Ao se somarem os resultados da literatura aos encontrados no presente trabalho,

evidencia-se que as diferencas observadas na composi¢do monossacaridica da pectina



dependem do método de extracdo e do método de hidrolise aplicados.

Figura 28. Curvas analiticas dos padrdes de monossacarideos
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Fonte: elaborado pelo autor.

5.1.6 Analise Elementar
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A andlise elementar foi empregada para investigar a composicdo percentual dos
elementos carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre na PLJ. Os resultados da analise elementar
(Tabela 4) estao de acordo com o trabalho de Coimbra et al., (2011), que utilizou uma pectina
comercial obtida de frutas citricas. O teor de carbono encontrado por Coimbra et al, (2011)
apresentou uma diferenca de 5,20% em relagdo ao encontrado neste trabalho. Entretanto,
Mishra et al., (2009) encontraram um valor de 36,27% de carbono ao analisar uma pectina

comercial.

Tabela 4 - Resultados obtidos na analise elementar da pectina
Elementos (%) PLJ Coimbra et al., (2011) Teoérico®

Carbono 35,69 40,89 37,12
Hidrogénio 6,31 6,05 5,19
Nitrogénio 0,78 0,75 -

Enxofre ND - -

bcomposigio elementar do AGal, ND: ndo detectado
Fonte: elaborado pelo autor.

O AGal, cuja formula molecular é CeH19007 (194,14 g mol™!), mostrou-se como o
monossacarideo mais abundante na PLJ. Tal resultado que corrobora com o encontrado na
andlise que determinou a composi¢cdo monossacaridica neutra. Considerando que a féormula
quimica percentual do AGal é Cs7,12Hs,19057,6s8, 0 teor de carbono e hidrogénio na andlise
elementar da PLJ apresenta valores proximos a formula quimica percentual do AGal. O teor de
nitrogénio encontrado foi de 0,78%, correspondendo a 4,87% de proteina. Em estudos
anteriores, Giannakis ef al., (2023) observaram 5,2% de proteina em pectina extraida das cascas
de laranja, utilizando-se o pH 2 (4&cido cloridrico, citrico, sulfarico e oxalico), 80°C e 90 min

de extragao.

5.2 Extrato oleoso da polpa de acai (EOA)

5.2.1 Preparo do extrato

O extrato oleoso da polpa do agai (EOA) apresentou um rendimento de 47,29% (m/m).
O EOA apresentou-se na forma de um liquido com coloragdo verde-escura (Figura 29),
atribuida a presenca dos pigmentos clorofila e, principalmente, antocianinas. A consisténcia
liquida do extrato ¢ atribuida a sua natureza oleosa, decorrente do elevado teor de triglicerideos

presentes no material vegetal. A polpa do fruto do Euterpe oleracea contém entre 30% e 50%
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de lipideos em sua composi¢ado seca (Buratto; Cocero; Martin, 2021; Ferreira; Rogez; Herman,
2018).

A literatura aborda o uso de métodos convencionais para a extragao de 6leo da polpa de
acai, com o emprego de solventes organicos (hexano e éter de petroleo) em aparelhos de Soxhlet
(Buratto, Cocero e Martin, 2021; Ferreira, Rogez e Herman, 2018). Além disso, esses solventes
utilizados rotineiramente na obtencdo de 6leos vegetais sdo extremamente toxicos. Portanto,
infere-se que a obtencao do 6leo da polpa de acai pelos métodos convencionais torna-se inviavel

quando considerada a perspectiva de se obter insumos para aplicagdes farmacologicas.

Figura 29. Extrato oleoso da polpa do agai (Euterpe oleracea)

i

3
Polpa do acgai (imida) Polpa do acai (seca) Extrato oleoso da
polpa de acai (EOA)

Fonte: elaborado pelo autor.

5.2.2 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (CG-EM)

Tendo em vista o elevado teor de triglicerideos no EOA, determinou-se o seu perfil de
acidos graxos por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). A
composi¢do de acidos graxos no EOA encontra-se dispostos na Tabela 5.

A analise cromatografica (Figura 30) permitiu a identificacdo majoritaria de acido
oleico, seguido de 4cido palmitico e 4cido esteérico, possibilitando, também, determinar o teor
de 4cidos graxos saturados e insaturados/monoinsaturados. A relagdo entre acidos graxos
insaturados e saturados pode ser adotada como um parametro para a determinagao da qualidade
de um oleo, considerando que o grau de insaturacdo estd diretamente relacionado a sua
sensibilidade em sofrer degradagdo oxidativa por aquecimento (Zade et al., 2024), o que resulta
na perda do valor nutricional e pode representar riscos a saude humana (Hu et al., 2024).

O perfil de acidos graxos do EOA esta alinhado com os resultados do estudo de Souza
et al., (2017), que, ao analisarem um Oleo comercial, identificaram concentracdes de acido

oleico, palmitico, estearico e palmitoleico de 58,61%, 30,0%, 2,29% e 2,62%, respectivamente.
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Além disso, os mesmos autores também identificaram o linoleico (C18.3) com concentragao de

5,9%, que nao foi identificado no presente trabalho.

Tabela 5. Composicao percentual de acidos graxos no 6leo da polpa do Euterpe oleracea
Tk Area Souza efal., (2017)

Acido graxo Simbolo (min) (%) (%)
Acido cis-9-hexadecenbico Cl6:1 16,99 2,65 2,62
(Acido palmitoleico)
Acido hexad i
¢0 exadeeanoleo C16:0 17,19 3026 30,00
(Acido palmitico)
A . _ .
cido 9-octadecenoico Cl8:1 1898 6537 58,61
(Acido oleico)
Acido octadecanoico CI180 1925 1,73 2,29
(Acido estearico)
Acido (9Z, I%Z?—octédecg—9, 12-dienoico C18:3 i i 5.90
(Acido linoleico)
> Saturados - - 31,99 32,29
Y Insaturado - - 68,02 67,13
> Monoinsaturado - - 68,02 61,23
> Poli-insaturado - - - 5,90

Tr: tempo de retencao.
Fonte: elaborado pelo autor

A composic¢ao graxa encontrada para o EOA evidencia sua semelhanga com o azeite de
oliva (Olea europaea L.) no que diz respeito ao teor de acido oleico (55-83%), estearico (0,5-
5,0%) e palmitoleico (0,3-3,5%) (Instru¢do Normativa n° 1, de 30 de janeiro de 2012). Esses
resultados sdo relevantes, pois sugerem aplicagdes nutracéuticas, considerando-se o elevado

teor de acido oleico no EOA (Buratto; Cocero; Martin, 2021).

Figura 30. Cromatograma obtido por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) do extrato oleoso da polpa do agai
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Fonte: elaborado pelo autor.
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5.3 Selecao da composiciao da nanoemulsao

O estudo para selecionar a composi¢ao da nanoemulsao que originou as microcapsulas,
iniciou com o preparo de doze formulagdes com variagdes na concentracao de EOA e PLU. Na
sequéncia, as nanoemulsdes controle foram caracterizadas pela técnica de DLS, tiveram seu pH
aferido e, por fim, foram submetidas ao teste de resisténcia ao estresse mecanico. Os resultados
obtidos de diametro médio hidrodindmico (D), indice de polidispersividade (PDI), potencial

zeta (C), pH e resisténcia ao estresse mecanico estdo apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6 - Caracterizacdo das nanoemulsdes por espalhamento dindmico de luz e teste de
resisténcia ao estresse mecanico

Formulag¢oes Dn (nm) + DP PDI + DP {mV)xDP pH Resisténcia

NI1C 222+ 1° 0,112+0,002° -244+04° 4,96 Creme
N2C 253 +2f 0,166 +0,022¢  -243+0,3° 5,13 Creme
N3C 328 + 68 0,187+ 0,003 -27,5+1,74%¢ 5,02 Creme
N4C 227 + 3¢ 0,136+0,011°  -23,6+1,2° 4,67 Creme
N5C 230 + 4¢ 0,080 + 0,020*  -21,5+0,3> 4,53 Creme
N6C 265 + 5f 0,073 £0,007*  -29,4+1,0° 435 Creme
N7C 226 + 3¢ 0,156 £ 0,004  -26,7+0,99 4,65 Creme
N8&C 186 + 1° 0,106 +0,008°  -26,3+0,8¢ 447 Creme
N9C 211 + 14 0,090 + 0,024*  -26,7+0,4¢ 426 Creme
N10C 127 + 1° 0,157 £ 0,009¢ -18,2 £ 0,6* 4,69 Inalterada
N11C 160 + 1° 0,107 £0,009°  -20,7+0,6° 5,00 Inalterada
N12C 189+ 1° 0,078 £ 0,026  -282+0,7° 422 Creme

Dp: didmetro médio hidrodinamico, PDI: indice de polidispersividade, {: potencial zeta, DP: desvio padrdo.
Diferentes letras sobrescritas na mesma coluna representa diferenca significativa entre as amostras (p < 0,05).
Fonte: elaborado pelo autor.

As nanoemulsdes exibiram valores de pH acido que oscilaram entre 4,22 e 5,13. Essa
acidez pode ser justificada pela presenca de acidos graxos no EOA. As doze formulagdes
apresentaram valores de Dy variando entre 127 a 328 nm. Esses valores estdo dentro da faixa
aceitavel (20 a 500 nm) para nanoparticulas (Cunha; Campos; Caon, 2024). Particulas com
tamanho inferior a 300 ou 200 nm sdo comumente consideradas ideais para sistemas de entrega
de medicamento (Karami; Abdouss, 2024). Neste trabalho, as formula¢des N8C, N10C e N11C
se destacaram com os menores valores de Dn. A Figura 32 apresenta os graficos de distribuigao
de tamanho de particula para cada nanoemulsdo controle da Tabela 6.

O indice de polidispersividade (PDI) representa a uniformidade da distribuicdo do
diametro hidrodindmico das particulas no sistema (Sharma et al., 2018; Singh et al., 2017). O

PDI pode ser utilizado para classificar os sistemas como particulas uniforme ou monodispersas
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(= 0), quase monodispersas (0 — 0,1), polidispersas (0,1 — 0,4) e altamente polidispersas (> 0,4)
(Sharma et al., 2018). Os valores de PDI das doze formulagdes variaram entre 0,073 e 0,187,
variavelmente classificados como sistemas monodispersos e polidispersos. Sistemas
polidispersos favorecem o processo de amadurecimento de Ostwald (Kabalnov; Shchukin,
1992).

A estabilidade da nanoemulsdo também pode ser avaliada por meio do potencial zeta
(), que corresponde a medida de carga elétrica na superficie das nanoemulsdes (Bamisaye et
al., 2023). Quanto maior o valor em mddulo do potencial zeta (Hou; Sheng, 2023), maior serd
arepulsdo eletrostatica entre as particulas (Aljabri; Shi; Cavazos, 2022), impedindo a agregagao
e aumentando a estabilidade do sistema coloidal (Karami; Abdouss, 2024). Os valores de { das
nanoemulsoes variaram entre -18,1 a -29,4 mV.

Como mostrado na Tabela 6, somente a N10C e N11C foram capazes de resistir ao teste,
sendo que todas as outras formulagdes apresentaram a formacdo de um creme na parte superior
da nanoemulsdo. A Figura 31 ilustra uma nanoemulsao antes e depois de submetida ao teste de

resisténcia do estresse mecanico.

Figura 31. Nanoemulsdo antes (A) e apo6s (B) o teste de

resisténcia ao estresse mecanico
1

Fonte: elaborado pelo autor.

Diante do exposto, a nanoemulsdo N11C foi a formulagao selecionada para ser estudada.
Em comparacdo com a N10C, que também mostrou resisténcia mecanica, a N11C tem menor
valor de PDI e maior valor de {, que podem proporcionar maior estabilidade. A N11C também
possui o dobro do teor de EOA da N10C, podendo proporcionar maior capacidade de

carreamento do farmaco. Além disso, a N11C apresentou o segundo menor valor de Dy, dentre
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as dozes nanoemulsdes preparadas. Portanto, a N11C deu origem a NI11A e, posteriormente,

foram utilizadas na obtencdo das microcapsulas polissacaridicas M11-C e MII-A,

respectivamente.

Figura 32. Distribui¢do de tamanho de particula obtida por espalhamento de

luz dindmico para as nanoemulsdes controle
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Fonte: elaborado pelo autor.

5.4 Obtencao das formulacoes
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A nanoemulsdo controle e com ativo apresentaram coloragdo amarelo-esverdeada em
funcdo da cor verde-escura do EOA. Por outro lado, as microcapsulas (controle e com ativo)

apresentaram-se na forma de um p6 branco (Figura 33).

Figura 33. Microcapsula (M11-A) obtida da nanoemulsdo (N11-A)

N11A

Fonte: elaborado pelo autor.

Os rendimentos obtidos no preparo das microcapsulas foram de 26% e 29% para as
microcapsulas M11-C e M11-A, respectivamente. Por se tratar da secagem por aspersdo de um
material oleoso, foi observada a aderéncia do material nas paredes de vidro do equipamento,
sendo essa a principal razao para esses valores de rendimento tdo baixos. A composi¢do em
massa dos materiais para obtencao das microcapsulas, bem como os valores de rendimento apos

a secagem pela técnica de spray dryer encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7. Composicao percentual tedrico dos materiais nas microcapsulas
e rendimento percentual apos secagem em spray dryer
Composicio (% m/m)

. . . o

Microcapsulas EOA PTX PLU PEC Rendimento (%)
M11-C 36,11 - 12,69 51,19 26
MI11-A 3696 043 1247 50,13 29

M11-C: microcapsula 11 controle, M11-A: microcapsulas 11 com paclitaxel, EOA:
extrato oleoso do agai, PTX: paclitaxel; PLU: Pluronic® F127, PEC: pectina.
Fonte: elaborado pelo autor

Ribeiro et al., (2024) obtiveram um rendimento de 24% ao realizarem o encapsulamento
de Vitamina E com uma pectina comercial obtida da maga, utilizando um Mini Spray Dryer da
Biichi, modelo B-290, com taxa de fluxo de 4 mL min™ (15 %), temperatura de entrada em

150 °C e aspirador operando em 100% (36 m® h'!). Diante do exposto, estudos de otimizagio
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dos parametros de operacdo podem ser realizados com a finalidade de se obter melhores valores

de rendimento para os materiais.

5.5 Caracterizaciao das formulacoes

5.5.1 Espalhamento Dindmico de Luz (DLS)

ApoOs a obtencao das microcapsulas por spray dryer, uma amostra desses materiais
foram redispersos em agua para que a nanogoticulas aprisionadas se desprendesse da capsula
polimérica e retornasse ao meio aquoso, possibilitando a caracterizacdo da nanoparticula pela
técnica de DLS. No processo de redispersdo das microcapsulas, a camada polissacaridica
experimenta um inchago devido a absorcdo de agua, resultando em uma transicdo vitrea,
compreendida como uma passagem do estado s6lido amorfo para o estado pastoso (Erdagi;
Ngwabebhoh; Yildiz, 2020; Rao; Hartel, 1998; Teimouri; Kasapis, 2022). Em seguida, a
camada polimérica se rompe e libera a nanogoticula (Khalf; Madihally, 2017; Reineccius,
1995). A Tabela 8 apresenta o resultado da andlise de DLS para as nanoemulsdes e

microcapsulas redispersas em agua.

Tabela 8. Tamanho de particula, indice de polidispersividade e potencial zeta das
nanoemulsdes e redispersdes das microcapsulas

Formulagoes Dh (nm) = DP PDI + DP £ (mV) £ DP
N11C 160 + 12 0,107 £+ 0,009* -20,7 + 0,6
N11A 157 + 12 0,117 = 0,006 -26,0 £ 0,6°

*M11-C 217 +2° 0,207 + 0,006° 21,1 +£0,9°
‘M11-A 220+ 0° 0,196 + 0,005° -21,5+0,7

N11C: nanoemulsio 11 controle, N11A: nanoemulsio 11 com paclitaxel, M11-C*: microcépsula 11 controle
redispersa em dgua, M11-A": microcapsula 11 com paclitaxel redispersa em 4gua, Dn: didmetro médio
hidrodindmico, PDI: indice de polidispersividade, {: potencial zeta, DP: desvio padrdo. Diferentes letras
sobrescritas na mesma coluna representa diferenga significativa entre as amostras (p < 0,05).

Fonte: elaborado pelo autor.

O Dn encontrado para as nanogoticulas oriunda das microcapsulas redispersas em dgua
também estdo dentro da faixa aceitavel (20 a 500 nm) para nanoparticulas (Cunha; Campos;
Caon, 2024). Os valores de Dy, obtidos neste trabalho sdo semelhantes aos de Rosa et al., (2025),
que encontraram valores entre 134 e 292 nm para microcapsulas redispersas em agua. A Figura

34 apresenta os graficos de distribuicdo de tamanho de particula para as formulagdes.
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Figura 34. Distribuicdo de tamanho de particula obtido por espalhamento de luz dinamico
para nanoemulsao 11 controle (A), nanoemulsdao 11 com paclitaxel (B), microcapsula 11
controle redispersa em agua (C) e microcapsula 11 com paclitaxel redispersa em agua (D).
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Fonte: elaborado pelo autor.
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As redispersoes das microcapsulas apresentaram valores de Dn ¢ PDI maiores que as
nanoemulsdes, o que pode ser justificado pela presenca residual de uma camada de
polissacarideo que ainda permaneceu na superficie das nanogoticulas mesmo apds sua
redispersdao em agua (Wilson; Prud’homme, 2021).

Neste trabalho, tanto a N11C, N11A e as redispersdes em agua das microcapsulas
apresentaram valores de { acima de 20 mV, em moddulo. Loo et al, (2025) dispersaram
nanoparticulas de Pluronic® F127 e 4lcool polivinilico (PVA), carregadas com PTX, em solugio
uma solucdo tampao fosfato (PBS, pH 7.4) e determinaram um valor de ( igual a -21,1 + 1,5
mV. Além disso, outras pesquisas, que utilizaram o EOA como nticleo oleoso, encontraram
valores de potencial zeta inferiores aos deste estudo (Monge-Fuentes et al., 2017; Rosa et al.,
2019; Teixeira-Costa et al., 2020).

De acordo com Rege e Medintz (2009), valores em moddulo de { menores que 25 mV,
em modulo, indicam instabilidade e tendéncia de aglomeracgdo entre as particulas. No entanto,
o PLU ¢ considerado um estabilizador estérico e fornece boa estabilidade mesmo com valores
de { menores do que 20 mV (Honary; Zahir, 2013; Karami; Hamidi, 2016). Além disso, vale
salientar que, no presente trabalho, as nanoemulsdes ndo foram preparadas para serem
armazenadas, onde a estabilidade ¢ fundamental para a conservacao de suas propriedades, mas

sim como material intermediério para a obteng¢do das microcapsulas.
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5.5.2 Espectroscopia de Absorcdo no Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

A banda de absorcio forte e larga em 3410 cm™ no espectro da PLJ ¢ caracteristica de
estiramentos de grupos O—H decorrente, principalmente, das ligacdes de hidrogénio inter e
intramolecular do polimero de AGal e da umidade absorvida (Zanella; Taranto, 2015). A banda
vibracional em 1747 cm! é atribuida as vibragdes de estiramento C=0 do grupo éster metilico
(COOCH3) e acido carboxilico nao dissociado (COOH) (Vathsala et al., 2024). A banda em
1622 cm’! acompanhada pelo sinal em 1440 cm™', corresponde as vibracdes de estiramentos
assimétricos e simétricos, respectivamente, dos grupos carboxilatos (COQO") (Saberian et al.,
2017; Zanella; Taranto, 2015).

Os espectros de FT-IR obtidos para as matérias-primas e microcapsulas produzidas neste

trabalho estdo apresentados na Figura 35.

Figura 35. Espectro de FT-IR do paclitaxel (PTX), microcapsula 11
com paclitaxel (M11-A), microcapsula 11 controle (M11-C), pectina
(PLJ), extrato oleoso do acai (EOA) e Pluronic® F127 (PLU).
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Fonte: elaborado pelo autor.
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O espectro do EOA apresentou bandas relevantes entre 2922 ¢ 721 cm™. As bandas em
2922 e 2852 cm’ referem-se as vibragdes de estiramento assimétrico e simétrico,
respectivamente, da ligagdo C—H do grupo metileno (Berechet et al., 2015; Magalhaes et al.,
2020; Tavares; Norefia, 1947). A banda em 1743 cm pode ser atribuida a vibragio de
estiramento do grupo carbonila (C=0) (Magalhaes et al., 2020). J4 os sinais observados na faixa
de 1463-1377 cm™! sdo atribuidos as vibragdes de flexdo assimétrica e simétrica da ligagdo C—
H (—=CH3) ou C—OH de fenol ou alcool terciario (Berechet ef al., 2015).

O espectro de FT-IR do Pluronic® F127 apresentou sinais em 2970 e 2881 cm™,
atribuidos as vibragdes de estiramento C—H (CHz) (Dmitrenko et al., 2019; Hamed et al., 2022).
O pico exibido em 1342 cm! refere-se a flexdo de hidroxila (OH) (Hamed et al., 2022). Os
sinais entre 1000 ¢ 1200 cm-1 (1060, 1099 e 1145 cm™) estdo relacionados as vibragdes de
estiramento C-O-C (Hamed ef al., 2022; Spadola et al., 2020).

O espectro de FT-IR do PTX mostrou um sinal em 3510 cm™!, atribuido a vibragdo
assimétrica e simétrica da ligagdo N—H, bem como a vibragao de estiramento de hidroxila (O—
H) (Christodoulou et al., 2019; Koca; Biiyiikkéroglu; Basaran, 2024). O sinal em 2943 cm™
refere-se a vibracdo de estiramento da ligacdo C—H de metila (CH3) (Devi; Gayathri, 2010;
Koca; Biiyiikkoroglu; Basaran, 2024). O sinal identificado em 1645 cm™! esta correlacionado
as vibracdes de estiramento em amidas (-CO-NH-) (Koca; Biiylikkoroglu; Basaran, 2024;
Martins et al., 2014) ou a vibragao de estiramento da ligacdo C-C (Ha et al., 2016). Os picos
em 1273 e 1072 cm sdo atribuidos, respectivamente, as vibracdes de estiramento C—N
(Christodoulou et al., 2019) e C-O (Ha et al., 2016).

A diferenga nos valores de absor¢do pode ser explicada pelas possiveis interagdes entre
0s materiais, que causam alteragdes na frequéncia e intensidade das vibracdes das ligagdes
(Gorman, 1957). Ansari et al., (2011) observaram que o valor referente ao estiramento O-H do
polissacarideo foi levemente diferente do material nanoestruturado, indicando a ocorréncia de
interacdo entre a hidroxila do polimero com a amida secundaria (R-NH-C=0) presente no PTX.
As interagdes intermoleculares, sobretudo as ligacdes de hidrogénio, e seus efeitos na
frequéncia das vibragdes, ja estdo bem consolidadas na literatura.

As principais banda observadas, atribui¢des e referéncias encontram-se na Tabela 9.
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Tabela 9. Principais bandas do espectro de FT-IR dos matérias-primas e das formula¢des

Amostra  Sinal (cm™) Atribuicoes Referéncia
Pectina da 3410 W(O-H) 3436 (Zanella; Taranto, 2015)
laranja
2953 Vs € Vas(C—H) 2941 (Vathsala et al., 2024)
1747 Vas(C=0) 1748 (Vathsala et al., 2024)
1622, 1440 vas(COO") e v(COO") 1650, 1444 (Saberian et al., 2017)
1143 WC-0-C) - Ligagao 1146 (Bichara ef al., 2016)
glicosidica
— —0) — Anel
1103 WC=0), nC-0) ~ Ane 1103 (Bichara et al., 2016)
piranosidico
— —0) — Anel
1016 N(CE=0), v(C-0) ~ Ane 1017 (Bichara et al., 2016)
piranosidico
EOA 2922 vas(C—H) 2922 (Tavares; Norefia, 1947)
2852 v(C—H) 2852 (Berechet et al., 2015)
1743 v(C=0) 1745 (Magalhaes et al., 2020)
1463, 1377  vye va(C—H) ou vy e vos(C-OH)  1465-1377 (Berechet et al., 2015)
1238 v(C-C-0) 1234 (Silva et al., 2024)
1161 w(C-0) 1161 (Magalhaes et al., 2020)
Pluronic® 2970 v(C-H) — CH; 2900 (Dmitrenko et al., 2019)
F127 2881 v(C-H) — CH; 2891 (Hamed Et AL, 2022)
1342 Flexdo (OH) 1344 (Hamed Et AL, 2022)
1145, 1
15(’) 9 g 60, v(C-0-C) 1000-1200 (Spadola Et AL, 2020)
. (Koca; Biiytikkoroglu;
Paclitaxel 3510 Vs € Vos(N—H), v(O-H) 3500 Basaran, 2024)
(Koca; Biiyiikkoroglu;
2943 v(C-H) 2940 Basaran, 2024)
- . (Christodoulou et al.,
1734 v(C=0) — Amida 1732 2019)
1645 v(-CO-NH-) 1648 (Martins et al., 2014)
(Christodoulou et al.,
1273 v(C-N) 1274 2019)
1072 v(C-0) 1074 (Haet al., 2016)
MI11-A 3394, 3396 v(O-H) - -
2924, 2918 vy € Vas(C—H) - -
2854, 2850 v(C—H) - -
1741, 1737 v(C=0) - -
1616, 1612 vas(COO-) - -
1463, 1462 ¢
1373, 1371 Vs € Vas(C—H) ou v e v4(C—OH) - -
1342 Flexdo (OH) - -
1143, 1099 v(C-0-C) - -

Vas: vibragdo assimétrica, v,: vibragdo simétrica, v: estiramento, EOA: extrato oleoso da polpa do acai, M11-A:
microcapsulas 11 com paclitaxel.
Fonte: elaborado pelo autor.
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5.5.3 Calorimetria Diferencial Exploratoria (DSC)

O termograma da PLJ (Figura 36) apresentou um pico endotérmico de 131,10 °C,
atribuido a perda de moléculas de agua (Wang et al., 2021) adsorvidas no polissacarideo em
virtude da presenga de grupos hidrofilicos em sua estrutura (Molet-Rodriguez ef al., 2025). Os
grupos funcionais de um biopolimero influenciam diretamente do seu comportamento térmico
(Choudhury; Nickhil; Deka, 2025). Em geral, a faixa de temperatura entre 50 ¢ 140 °C ¢
caracterizada pela evaporacgao de dgua e compostos volateis (Hajjari; Golmakani; Sharif, 2023).
O pico exotérmico observado em 226,80 °C esta associado a degradagdo desse polissacarideo

(Molet-Rodriguez et al., 2025).

Figura 36. Termogramas obtidos pela técnica de DSC para o paclitaxel
(PTX), microcapsula 11 com paclitaxel (M11-A), microcapsula 11
controle (M11-C), pectina (PLJ), extrato oleoso do acai (EOA) e
Pluronic® F127 (PLU).

8 233,79 °C —PFX

= MIL-A
S — M11-C
g= ——PLJ
5 21431°C —EOA

278,01 °C | ——PLU
41,51 °C
12431°C 236,87 °C

3
E

L [41.68°C

=
p—

= 122,16 °C

<

o
-: 226,80 °C

n __’_‘i-—\._-_-_—__—_

—]
=
€3

131,10 °C
254,40 °C
164,38 °C
N 254,40 °C
56,53 °C
I ' I Y | ' 1 N 1

50 100 150 200 250 300
Temperatura (°C)
Fonte: elaborado pelo autor.
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O EOA apresentou um unico evento exotérmico de 254,40 °C, atribuido a sua
degradagdo, semelhante ao observado em estudos anteriores (Sanches ef al., 2024; Santos et al.,
2024). Santos et al., (2024) observaram diferencas na temperatura de degrada¢ao ao comparar
o 0leo extraido de duas espécies de acai e relacionaram esse efeito com a composi¢ao de acidos
graxos e com o estado de oxida¢ao do 6leo analisado.

O principal evento térmico do Pluronic® F127 ocorreu em 56,53 °C (endotérmico),
referente a temperatura de fusdo desse material, que, segundo a literatura, ocorre entre 52 e
57 °C (Agafonov; Ivanov; Terekhova, 2021; Kumar et al, 2011; Yang et al., 2013). O
termograma do PTX exibiu um evento endotérmico em 214,31 °C e um evento exotérmico em
233,79 °C, referentes as temperaturas de fusao (Ma; Mumper, 2013) e degradacdo (Bikiaris et
al., 2020), respectivamente.

O primeiro evento térmico das microcapsulas ocorreu com picos endotérmicos entre
41,51 e 45,49 °C, que apesar de ndo terem sido encontrados dados na literatura que justifique
esse evento, conjectura-se que esteja relacionado com a presenga do PLU nas formulagdes,
dado a proximidade com o primeiro evento (endotérmico) desse surfactante. Um segundo
evento endotérmico foi observado entre 122,16 e 134,37 °C, que pode ser atribuido a
desidratacdo do biopolimero utilizado como material de parede nas microcapsulas, dado a
proximidade desses valores com o pico endotérmico no termograma da PLJ. Por fim, um tltimo
evento térmico ocorreu entre 236,87 e 278,01 °C (exotérmico), que pode ser atribuido a
degradagdo das microcapsulas, visto que essa faixa abrange as temperaturas de degradacao das
matérias-primas (Zhou et al., 2024). O evento endotérmico do PTX ndo foi observado no
termograma das microcéapsulas, indicando que o farmaco perdeu sua caracteristica cristalina

por se encontrar disperso (amorfo) na matriz oleosa

5.5.4 Difracao de Raios-X (DRX)

A anélise de DRX foi aplicada com a finalidade de avaliar o carater amorfo ou cristalino
dos materiais. Os difratogramas obtidos para o PTX puro, M11-A, PLJ e PLU estao
apresentados na Figura 37.

O PTX puro apresentou picos caracteristicos com valores de 20 de 6,5°, 11,7°, 13,0°,
16,2°, 18,2°, 19,9°, 20,9° e 21,8° (Yang et al., 2020). O PLU apresentou dois picos intensos
com valores de 20 de 22,3° ¢ 27,2°. Dessa forma, tanto o PTX como o PLU apresentaram picos
caracteristico de materiais cristalinos.

O difratograma da PEC, assim como da MII-A, ndo apresentaram sinais de
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cristalinidade, confirmando o cardter amorfo desses materiais. A auséncia de picos
caracteristicos de cristalinidade no difratograma da M11-A indica que o PTX, principalmente,
ndo esta presente na microcdpsula na sua forma cristalina. Essa observagao sugere que no
processo de obtengao da microcapsula o ativo foi incorporado molecularmente na matriz oleosa
(EOA) e este disperso na matriz polimérica. Além disso, ficou demonstrado que a técnica de
secagem em spray dryer foi bastante satisfatoria para encapsular o farmaco utilizado neste

trabalho.

Figura 37. Difratogramas do paclitaxel (PTX), microcépsula 11 com

paclitaxel (M11-A), pectina (PEC) e Pluronic® F127 (PLU).
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Fonte: elaborado pelo autor.

5.5.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

As microcéapsulas obtidas neste trabalho apresentaram um formato predominantemente

esférico e uma superficie levemente rugosa (Figura 38). As microcapsulas mostraram um
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tamanho médio de 3,1 +£1,2¢ 3,0 + 1,3 um para a formulagao M11-C e M11-A, respectivamente,

ndo havendo diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).

Figura 38. Fotomicrografias obtidas por microscopia eletronica de
varredura do paclitaxel (A), pectina da laranja (B), microcapsula 11

controle (C), microcapsula 11 com paclitaxel (D) e graficos de distribui¢ao
de tamanho das microcapsulas
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Esses valores de tamanho de particula estdo de acordo com o apresentado por Wang et

al., (2024), que obtiveram microcapsulas com tamanho médio variando entre 1,8 e 12,2 um ao
encapsular uma emulsao preparada com 6leo de noz e caseinato de soédio e maltodextrina como
materiais de parede da microcapsula, utilizando a técnica de secagem por pulverizagao, com

fluxo de entrada programado para 35 mL min!, temperatura de entrada e saida de 180 °C e

80 °C, respectivamente.

As imagens de MEV das microcépsulas com o principio ativo ndo apresentam cristais

de PTX na parte externa, evidenciando o encapsulamento bem-sucedido do farmaco.
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Entretanto, as microcépsulas apresentaram uma leve irregularidade em seu formato,
demonstrando algumas deformagdes e concavidades em sua superficie. A formagdo dessas
concavidades pode ser atribuida a forgas de retragdo desiguais causadas pela rapida evaporacao
das goticulas pelo ar quente de entrada do spray dryer (Norkaew et al., 2019). Em geral, a

estrutura apresentada pelas microcépsulas contribui para a protecdo adequada do farmaco.
5.5.6 Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

A andlise morfologica da M11-A também foi realizada por microscopia eletronica de
transmissdo (MET), que permitiu a observacao desse material redisperso em agua. O diametro
das particulas variou entre 0,4 e 1,6 pm, com uma média de 0,6 = 0,3 pm. Em contraste com os
resultados obtidos pela técnica de MEV, na qual o tamanho médio das microcapsulas secas foi
de 3,0 pum (M11-A), a analise por MET revelou a presenca de microcapsulas de tamanhos
reduzidos. Isso se deve ao processo de inchago da camada polissacaridica desses materiais e
sua subsequente solubilizacdo em agua, resultando em uma reducao do didmetro das particulas.
Observagdes semelhantes foram realizadas por Rosa et al., (2025), que dispersaram
microcapsulas em agua e obtiveram um tamanho de goticulas de 0,2 £ 0,1 um pela técnica de
MET. No entanto, na analise de MEV da microcapsula seca, foi observado um tamanho de 3,7
+ 2,1 um. A Figura 39 apresenta as fotomicrografias da M11-A redispersa em agua, onde, além

da visualiza¢do das microcapsulas, também sdo visiveis os residuos de pectina.

Figura 39. Fotomicrografia obtidas por microscopia eletronica de

transmissdo da M11-A ap6s redispersdao em agua (M11-A*
g Al X :
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Fonte: elaborado pelo autor.
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5.5 Quantificacio de paclitaxel
5.5.1 Validacdo do método

O método usado para quantificagdo de PTX nas formulagdes por HPLC foi validado
conforme preconizado no documento orientativo para validagdo de métodos analiticos (DOQ-

CGCRE-008) do INMETRO. As figuras de mérito encontram-se na Tabela 10.

Tabela 10. Resultados obtidos da validagao do método analitico
para quantificacao de paclitaxel

Parametros Resultados
LD (ug mL™) 0,010
LQ (ug mL™) 0,035
R? (Linearidade) 0,9979
Repetibilidade n = 6 (DPR%) 1,26
Recuperagdon =3 87,63%
Equagdo de regressao linear y = 55340x - 24666
LD: limite de detecg¢do, LQ: limite de quantificagdo, DPR: desvio padrdo

relativo.
Fonte: elaborado pelo autor

Quanto a repetibilidade, o valor maximo aceitdvel de DPR para uma concentracio de
10 mg L' é 7,3. No que se refere a recuperagio, os valores aceitdveis para a concentragio de
10 mg L' sdo de 80 a 110%. Desta forma, conclui-se que o método atendeu aos valores
aceitaveis para as concentracoes testadas.

O tempo de retengdo (Tr) encontrado foi de 10,00 min. O cromatograma e a curva

analitica obtida por HPLC para o PTX estdo apresentados na Figura 40.

Figura 40. Cromatografia obtido por HPLC (A) e curva analitica do paclitaxel (B)
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5.5.2 Eficiéncia de Encapsulacio (EE%) e Capacidade de Carreamento (CC%)

As nanoemulsdes apresentaram valores de EE% de quase 100%, indicando que o
farmaco foi devidamente encapsulado nas nanogoticulas de EOA. Apenas uma parcela
infinitesimal do principio ativo esteve presente na fase aquosa do sistema e/ou foi perdida por
adesdo as paredes dos equipamentos utilizados (ultraturrax; sonicador), tanto que o valor de
CC% teodrico e pratico ndo apresentam diferenca quando expresso com duas casas decimais.
Este resultado confirma a hipotese de que o EOA ¢ um material com capacidade de promover
uma maior dispersdao do paclitaxel em nanoemulsdes, onde as perdas insignificantes sao
exclusivamente por razdes operacionais ¢ ndo por incapacidade do EOA em solubilizar o
farmaco. Os valores de EE% encontrados para as microcapsulas mostram que houveram perdas
significativas no processo de obtencao desses materiais, uma diferenca entre os valores de CC%

de 0,07% e uma perda de EE% de 16,26% (Tabela 11).

Tabela 11. Eficiéncia de encapsulagdo e capacidade de carreamento
pratico e tedrico das formulagdes

Formulacio EE% = DP CC% = DP CC% (Teérico)
NI11A 99,87 £0,01? 0,13+0,01% 0,13
MI11-A 83,72+1,58° 0,36 +0,01° 0,43

N11A: nanoemulsdo 11 com paclitaxel, M11-A: microcapsula 11 com paclitaxel, DP:
desvio padrdo, diferentes letras sobrescritas na mesma coluna representa diferenca
significativa entre as amostras (p < 0,05).

Fonte: elaborado pelo autor.

Os trabalhos de Balakrishnan ef al., (2021) e Mehran, Masoum e Memarzadeh (2020)
demonstraram que o valor de EE% esta intimamente relacionado ao material encapsulado, a
concentragdo e ao tipo de material utilizado como encapsulante, assim como a temperatura de
entrada do equipamento de secagem por pulverizagdo. Outro fator determinante na EE% ¢ a
propor¢cao de material do nucleo e de material de parede utilizada na obtengdo das
microcapsulas. Constantino e Rojas (2022) observaram que valores mais elevados de EE% sao
alcangados com uma baixa relacdo nucleo-parede e maiores valores de CC%.

Valores de EE% semelhantes aos observados neste estudo sdo descritos na literatura,
como no trabalho de He et al., (2024), que utilizou emulsdes do tipo A/O/A (dgua-em-6leo-em-
agua) para encapsular as vitaminas B12 e D3 com goma arabica, hidroxipropilmetilcelulose,
alginato de sodio e carboximetilcelulose de s6dio. Apds a secagem por spray dryer da Biichi,
modelo B-290, com temperatura de entrada de 180 °C, fluxo de alimentacdo de 10 mL min’!, e

quantificagdo das vitaminas B12 e D3 por HPLC, os valores de EE% variaram entre 61,9 e
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92,7%. Loo et al., (2025) encapsularam PTX em nanoparticulas sintetizadas com Pluronic®

F127 e alcool polivinilico (PVA), por meio do método de liofilizagao, obtendo uma EE% de

92,0 +0,6%.

5.6 Cinética de liberacao in vitro

Dada a solubilidade do PTX em EtOH, os meios receptores testados exibiram uma
solubilidade de PTX de 5,00 e 18,97 mg L' para 20:80 e 30:70 v/v (EtOH:PBS),
respectivamente. Para assegurar que ndo ocorresse saturacdo do compartimento receptor e, por
conseguinte, que nao se dificultasse a difusdo do ativo através da membrana, o meio receptor
selecionado foi 30:70 v/v (EtOH:PBS, pH 7,4). A Figura 41 apresenta o perfil de liberacdo para
o PTX livre e PTX encapsulado na M11-A.

Figura 41. Perfil de liberagdo cumulativa de PTX livre
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Fonte: elaborado pelo autor.

A inclinagdo da curva (Figura 41) indica que o encapsulamento do PTX no EOA e seu
revestimento com PLJ resultaram na liberagdo do fairmaco de forma controlada ao longo das 72
h de experimento. Em contraste, o ensaio de liberagdo do PTX livre exibiu uma maior
inclinacdo da curva, devido a auséncia de encapsulamento. O valor porcentual de droga
cumulativa liberada (CDR) de PTX a partir da microcépsula esta apresentado na Tabela 12.

O baixo CDR de PTX da M11-A pode ser atribuido & composi¢cdo do meio receptor e

aos materiais utilizados na sintese da microcéapsula, especialmente devido ao uso da PLJ. Loo
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et al., (2025) realizaram o ensaio de liberagdo de nanoparticulas sintetizadas com Pluronic®

F127 e alcool polivinilico (PVA), carregadas com paclitaxel, em tubos de dialise e numa solugao
de PBS (pH 7,4) contendo 0,6% (m/v) de Tween® 80 como meio receptor. Nas primeiras 48 h
de experimento, verificou-se que 20% do medicamento foi liberado, tendo esse valor
aumentado para 90% apds 14 dias de incubacdo. Zhou et al., (2023) produziram uma
nanoparticula conjugada de PTX-polimero baseado em acido hialurénico e realizaram o ensaio
de liberagdo em solugdo PBS (pH 7,4) contendo 10 mmol L' de H,0». Apds um periodo de 52
h de experimento, foi observada um perfil de liberacdo mais controlada, com 72% de PTX
liberado. Em contraste, o PTX livre exibiu uma liberagdo completa apds aproximadamente 10

h de ensaio.

Tabela 12. Parametros cinéticos e coeficientes de determinacao dos modelos matematicos
testados para a liberac¢do de paclitaxel da microcapsula

RZ
CDR CMR
Amostra Ordem Primeira Korsmeyer- Hixson-  Baker-
Higuchi (%) (ng)
Zero ordem Peppas Crowell Londsale
Ml11-A  0,9484 0,9494 0,9935 0,9936 0,9490 0,9723  9,92+0,95 22,314+2,19

M11-A: microcapsula 11 com paclitaxel, CDR: droga cumulativa liberada, CMR: massa cumulativa liberada.
Fonte: elaborado pelo autor.

Neste trabalho, o CDR de PTX livre ap6s 72 h de experimento foi de 31,99 + 4,79%
(63,99 ng). Além disso, observou-se também uma tendéncia de estabilizagcdo da curva logo apos
24 h de ensaio. Este resultado ¢ similar ao observado por Rehman ez al., (2025), que alcangaram
0o CDR maximo de PTX apds as primeiras 24 horas de experimento com uma nanofibra em
solucdo de PBS com 3% de Tween® 80. Neste estudo, a realiza¢do do experimento em condigio
non-sink pode ter contribuido para a estabilizagdo (platd) da curva apds as 24 h de experimento.
Para que o experimento fosse conduzido em condicdo sink, seria necessaria uma baixa relacao
entre a massa de M11-A e o volume do meio receptor (Abouelmagd et al., 2015). Em tal
circunstancia, a quantificacdo do farmaco seria dificultosa, especialmente nas primeiras horas
do experimento, considerando a baixa solubilidade do PTX.

Os dados obtidos a partir da liberagao de PTX da M11-A foram submetidos a testes em
modelos matematicos de liberagdo, com o objetivo de compreender o processo envolvido na
liberacdo do farmaco. A Figura 42 apresenta os graficos plotados para os modelos matematicos
testados. O modelo que apresenta maior adequacdo ao estudo de liberacdo realizado ¢ aquele
que fornece maior valor de R? (Fouladian et al., 2020). Dessa forma, o modelo de Higuchi foi

o que melhor se adequou, com R? igual a 0,9936 (Tabela 12). O modelo de Higuchi,
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fundamentado na lei de Fick, aborda a liberagdo de solutos, geralmente farmacos, de uma
matriz, tipicamente polimérica, para um fluido circundante (Paul, 2011).

O entendimento do mecanismo de liberagdo também foi explanado por meio do modelo
matematico de Korsmeyer-Peppas, mais precisamente pelo valor do coeficiente de difusao (n).
O valor de n corresponde ao coeficiente angular da equacao da curva obtida na aplicacdo do
modelo matematico de Korsmeyer-Peppas. Neste trabalho, o parametro cinético n foi de 0,20
e, de acordo com Korsmeyer-Peppas, o principal tipo de liberagao para materiais esféricos
quando n apresenta valores menores ou iguais a 0,43 ¢ o mecanismo de difusdo fickiana,
seguindo proximo ao mecanismo de primeira ordem (Tsirigotis-Maniecka et al., 2021). O

resultado obtido corrobora o mecanismo determinado pelo modelo de Higuchi.

Figura 42. Teste dos modelos matematicos para o paclitaxel liberado da microcapsula
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5.7 Ensaio de citotoxicidade in vitro

A M11-A exibiu valores de ICso que oscilaram entre 0,33 ¢ 2,30 ng mL™!, dentro da faixa
de concentracao testada. Diante dos resultados obtidos, observou-se uma maior citotoxicidade
das microcapsulas pela reducdo do valor da ICsp em relagdo ao principio ativo puro em todas
as linhagens de células tumorais testadas. Considerando apenas os valores de ICsoda M11-A, a
citotoxicidade da formualgao foi bem mais expressiva em células HL-60, seguida das linhagens
celulares HCT-116 e PC-3. Entretanto, comparando com os valores de 1Cso do PTX livre,
observa-se que a citotoxicidade aumentou fortemente nas linhagens de células HCT-116,
seguido de PC-3 e HL-60. A Tabela 13 apresenta os resultados da ICso do PTX puro, bem como
da M11-A em termos da concentra¢ao de PTX.

Tabela 13. Valores de ICso em células de HL-60 (leucemia promielocitica), HCT-116
(carcinoma de co6lon humano), PC-3 (carcinoma de prostata) e L-929 (fibroblasto murino)
apos 72 h de incubacio

ICso (ng mL")
Amostras (IC 95%)
HL-60 HCT-116 PC3 1929
. 4,60 70 100 !

Paclitaxel - » 60" 740) (30— 140) (30 — 230) Al

MI1-C >20.000 >20.000 >20.000 >20.000

0,33 0,98 2,30
WL 007-0,62)  (0,19-044) (1,28 —426) ek
Doxorrubicina 140 140 1200 -
(10 — 1.800) (80-200)  (1.000— 1.400)

*Ramanjooloo et al., (2024). ICso: concentragdo de paclitaxel para inibir 50% do crescimento celular, IC:
intervalo de confianga de 95%, M11-C: microcapsula 11 controle e M11-A: microcapsula 11 com paclitaxel.
Fonte: elaborado pelo autor.

No ensaio citotdxico contra a linha celular ndo tumoral (L-929, fibroblasto murino), o
PTX encapsulado em MCP e a MCC ndo apresentaram toxicidade na concentragdo testada. Este
resultado sugere que a formulacao € eficaz na redugdo do efeito téxico do PTX puro, que na
literatura apresenta valor de ICso igual a 210 ng mL™' (Ramanjooloo et al., 2024). Este resultado
indica que a microencapsulag¢do da PTX pode minimizar seus efeitos colaterais. Esta ocorréncia
se deve a atividade seletiva das microcdpsulas sobre o tumor, resultando em um aumento da
eficacia terapéutica da substancia.

Essa maior citotoxicidade do PTX em células HL-60 também foi observado no trabalho
realizado por Jeansonne et al., (2011), que estudou a citotoxicidade do PTX através do método

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazodlio (MTS),
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realizado em 72 h, frente as linhagens celulares de carcinoma pancreatico humano (PANC-1),
carcinoma de mama (MDA-MB-23) e leucemia (HL-60). Os autores observaram que as células
de HL-60 apresentaram o menor valor de ICso (2,6 ng mL™"), seguido da linhagem celular MDA -
MB-23 (ICso = 4,3 ng mL') e PANC-1 (ICso = 12,5 ng mL™).

Wang et al., (2025) sintetizaram nanoparticulas de polietilenoglicol e biotina carregadas
com berberina e paclitaxel. No ensaio de internalizagdo celular, os autores observaram que,
apo6s 2 h de administragao, as nanoparticulas foram absorvidas pelas células de forma gradativa.
Apos 4 ou 8 h, foi observado o aparecimento de fluorescéncia na superficie da membrana
celular, indicando possivel internalizacdo por endocitose mediada por receptores da membrana
celular com a biotina na nanoparticula. Tal caracteristica foi evidenciado pelo aparecimento de
fluorescéncia vermelha observada no citoplasma e no nacleo celular.

Faria et al., (2021) produziram lipossomas carregadas com PTX (L-PTX), utilizando
dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE), hemissuccinato de colesterila (CHEMS) e
distearoilfosfatidiletanolamina-poli(etilenoglicol) 2000 (DSPE-PEG). Os autores da pesquisa
trataram células humana de cancer ovariano (A2780) com L-PTX e as marcaram com Annexin
V e 7-Aminoactinomicina D (7-AAD) para analisar o perfil de morte celular induzida. Apos 24
h de incubagdo, os resultados sugeriram que a morte celular ocorreu por meio da via de
sinalizagdo celular conhecida como apoptose.

O efeito citotoxico das microcapsulas parece ser a combinagdo de varios fatores,
envolvendo a interacdo da microcdpsula com as células e ambiente tumoral, transferéncia
parcial do PTX do dispositivo carreador para a membrana lipidica hidrofobica das células,
difusdo do PTX no citoplasma e ligagdo do PTX aos microtubulos provendo acao estabilizadora

(Boudou et al., 2012).

5.8 Avaliacdo da seguranca nao clinica em zebrafish

A Figura 43 apresenta o resultado do estudo que objetivou avaliar a atividade
locomotora do zebrafish tratado com a solugao da M11-A.

Nesse teste ndo foi observado diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05) das
amostras em comparacgao aos grupos dos animais nao tratados (Naive) e veiculo (dgua destilada
estéril). Esse resultado mostra que ndo ocorreu efeito sedativo e/ou comprometimento
locomotor dos animais nas concentracoes testadas.

No teste de toxicidade aguda em 96 h, as formulagdes M11-A e M11-C redispersas em

4gua nio apresentaram toxicidade contra o zebrafish, com CLso > 1,0 mg L!. Conjectura-se,
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portanto, que os materiais utilizados na sintese das microcapsulas apresentam

biocompatibilidade com o modelo in vivo testado.

Figura 43. Efeito da microcapsula com paclitaxel (M11-A) e da
microcapsula controle (M11-C) na atividade locomotora do zebrafish
(Danio rerio) adulto no Teste de Campo Aberto (0-5 min)
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Naive: animais ndo tratados, veiculo: agua destilada estéril e v.o.: administrag@o via oral.
Fonte: elaborado pelo autor.

Na literatura ¢ encontrado o trabalho de Mohamed et al, (2021) que sintetizou
nanoparticulas solidas de lipidio de dupla camada carregadas com curcumina, utilizando
pectina e leite em pd desnatado, além de Pluronic® F127. As nanoparticulas também foram
submetidas ao teste de toxicidade in vivo de 96 h utilizando o modelo de zebrafish. Nesse teste,
nao foi observada toxicidade significativa dentro da faixa de concentragdo de nanoparticulas
testadas (50 a 600 mg L!). Além disso, ao final do periodo de 96 h de experimento, os embrides
(ovos e larvas) de zebrafish tratados com as nanoparticulas demonstraram crescimento normal
e saudavel.

Diante desses resultados, fica demonstrado que as formulagdes M11-A e M11-C sao
seguras, pois nao apresentaram efeito sedativo, comprometimento locomotor € nem toxicidade

ao zebrafish adulto até 96 h.
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6 CONCLUSAO

As nanoemulsdes preparadas pela técnica de ultrassonicagdo apresentaram um tamanho
de particula dentro da escala nanométrica, assim como valores de PDI e { satisfatorios. A
microencapsulacao da nanoemulsdo com a PLJ foi realizada com sucesso, e a técnica de
secagem por spray dryer foi eficiente na obtencdo desse material, como demonstrado pelas
analises de FT-IR, DSC, DRX e HPLC através da EE%. A analise morfoldgica da M11-A em
po, realizada por meio da técnica de MEV, confirmou o formato predominantemente esférico
das microcapsulas. A M11-A apresentou um perfil de liberagdo de PTX caracterizado como
lento e controlado. No ensaio de MTT, a M11-A foi bem mais citotéxica do que o PTX puro
em todas as células tumorais testadas. O teste in vivo em zebrafish ndo produziu sinais de
toxicidade aguda ou alteragdes na atividade locomotora apds o tratamento com as
microcéapsulas, revelando biocompatibilidade com o modelo in vivo testado. Diante dos
achados, ficou demonstrado que a reutilizacdo dos residuos agroindustriais para extragdo de
pectina e sua aplicagdo como material de revestimento da microcapsula ¢ uma proposta viavel,
uma vez que a PLJ promoveu a protecio do farmaco e a sua liberagdo controlada.
Adicionalmente, 0 EOA demonstrou ser eficiente como matriz hidrofobica para aumentar a
capacidade de transporte de PTX. Assim, a utilizagdo dos referidos materiais na sintese da M11-
A mostrou que a formulagdo preparada ¢ promissora para o tratamento dessas neoplasias, com
potencial em diminuir os efeitos colaterais negativos provocados pela administracdo de

paclitaxel.
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Resumo: A presente invengdo refere-se ao campo da Biotecnologia,

direcionada a
industria farmacéutica, e trata-se da composigao e uso de
microcapsula em po, para aplicagéo contra leucemia promielocitica
aguda, caracterizada por compreender: pectina, 6leo da polpa da
Euterpe oleracea, docetaxel e 6xido) de etileno poli(6xido) de
propileno. O sistema proposto objeto da presente invengéo
apresenta potencial contra leucemia promielocitica aguda e a
vantagem de promover a liberagéo controlada do docetaxel e
promover um aumento da sua biodisponibilidade em sistemas
aquosos. Possuindo como diferencial a associagao estratégica do
6leo de agai, o qual apresenta propriedades anti-tumorais e anti-
inflamatdrias j4 comprovadas, com o docetaxel na forma de
microcapsula contendo nucleo oleoso em escala
nanometrica. Além disso, também apresenta-se como uma proposta
sustentavel quando utiliza como fonte de pectina, o bagaco da
laranja.
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