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RESUMO

Neste trabalho produziu-se nanoparticulas auto-organizadas e emulsbes de
Pickering para o carreamento de farmacos. Em uma primeira etapa inverstigou-se
via planejamento fatorial as condigbes de reagdo para a produgdo de goma de
cajueiro acetilada com diferentes graus de substituicdo. Posteriormente, investigou-
se a formagédo de nanoparticulas auto-organizadas a partir de diferentes derivados
obtidos e a influéncia do grau de acetilacdo e da concentragédo de sal adicionada nas
propriedades das emulsdes de Pickering. Finalmente, produziu-se formulacdes de
sistemas auto-organizados contendo anfotericina B (AmB) e emulsdes de Pickering
para incorporagdo de indometacina (IND). A analise estatistica ANOVA e a
regressado linear mostraram que os diferentes derivados tiveram que tanto o
rendimento quanto o grau de acetilagao influenciados pela temperatura e por um
efeito de interagcdo entre o tempo e quantidade de agente acetilante. A metodologia
aplicada permitiu identificar boas condi¢gdes reacionais, 0 que levou a producao de
derivados acetilados com rendimento superior de até 97% e grau de acetilagéo 3. Os
sistemas auto-organizados formados apresentaram tamanhos de particula entre
aproximadamente 160 e 340 nm. Os perfis de liberagdo de Anfotericina-B
incorporados em nanoparticulas derivadas, GCAA1-AmB destacou-se com 72% de
eficiéncia de encapsulacdo e perfil de liberagdo prolongada, em até 72 h. As
emulsdes obtidas apresentaram tamanhos de goticulas na faixa de 269 a 312 nm,
com distribuicdo de tamanho unimodal e valores de potencial zeta de -46 a - 48 mV.
As eficiéncias de encapsulacdo estavam na faixa de 26 a 52%, um perfil de
liberagdo constante atingido em 3 h, liberando o maximo de 75% IND. Diante do
exposto, evidenciou-se que a modificacdo quimica proposta foi eficaz e apresentou
resultados promissores no encapsulamento de principios ativos hidrofébicos por

diferentes métodos.

Palavras-chave: Goma de Cajueiro. Acetilagdo. Nanoparticulas. Anfotericina B.
Emulsdes de Pickering.



ABSTRACT

In this work we produced self-organized nanoparticles and Pickering emulsions for
drug loading. In a first stage, the reaction conditions for the production of acetylated
cashew gum with different degrees of substitution were inverted through factorial
planning. Subsequently, we investigated the formation of self-organized
nanoparticles from different derivatives obtained and the influence of the degree of
acetylation and salt concentration added on the properties of the Pickering
emulsions. Finally, formulations of self-organizing systems containing amphotericin B
(AmB) and Pickering emulsions for incorporation of indomethacin (IND) were
produced. Statistical analysis ANOVA and linear regression showed that the different
derivatives had both the yield and the degree of acetylation influenced by the
temperature and by an interaction effect between the time and quantity of acetylating
agent. The applied methodology allowed to identify good reactional conditions, which
led to the production of acetylated derivatives with superior yield of up to 97% and
degree of acetylation 3. The self-organized systems formed had particle sizes
between approximately 160 and 340 nm. Amphotericin-B release profiles
incorporated into derivative nanoparticles, GCAA1-AmB stood out with 72%
encapsulation efficiency and prolonged release profile, within 72 h. The obtained
emulsions presented droplet sizes in the range of 269 to 312 nm, with a unimodal
size distribution and zeta potential values of -46 to -48 mV. The encapsulation
efficiencies were in the range of 26 to 52%, a constant release profile achieved in 3
h, releasing the maximum of 75% IND. In view of the above, it was shown that the
proposed chemical modification was effective and presented promising results in the
encapsulation of hydrophobic active principles by different methods.

Keywords: Cashew Gum. Acetylation. Nanoparticles. Amphotericin B. Pickering

Emulsions.
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1 INTRODUGAO

Um dos problemas mais frequentemente encontrados na farmacologia é
a baixa solubilidade em agua e fluidos biologicos, baixa permeabilidade e
biodisponibilidade e rapida degradacdo dos farmacos, fato que afeta em torno de
50% dos principios ativos atualmente utilizados (FOX et al., 2015; CAl et al., 2010).
Assim, € necessaria a realizacdo de estudos para desenvolver novos sistemas
(nano) carreadores com a finalidade de melhorar as caracteristicas de
biodisponibilidade, toxicidade e aplicacdo terapéutica dos principios ativos
hidrofébicos (CONSTANTIN et al., 2017).

A nanoencapsulagdo é uma importante estratégia implementada nas
industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética, que permite a liberagao controlada
de principios ativos. Esta técnica tem inumeras vantagens para transporte
direcionado e biodisponibilidade dos mesmos através das ceélulas (KATOUZIAN;
JAFARI, 2016), além de possibilitar a modulagéo das propriedades desejadas para o
sistema de carreamento a ser desenvolvido. Trata-se de um mecanismo de
compartimentalizacdo de substancias em carreadores na faixa de 50 a 300 nm
(DAUDT et al., 2013), destacando-se a auto-organizacao utilizando biopolimeros
hidrofobizados, dos quais estdo disponiveis diversos estudos comprovando seu
potencial em aplicagdes biomédicas e farmacéuticas.

Apesar de nao ser uma técnica recente, a emulsao de Pickering, que
teve sua elucidagao em 1907, tem recebido grande destaque em publicagdes e
patentes nos ultimos anos (RAYNER et al., 2014). Consiste na utilizagdo de
particulas como agentes estabilizantes de emulsdo, apresentando o diferencial
de serem mais estaveis que as emulsdes convencionais diante dos fenébmenos
de floculagdo, coalescéncia e separacao de fases, além de reduzir o uso de
surfactantes que trazem toxicidade a formulagdes, restringindo a aplicagao
biolégica de muitas composi¢cdes (LAM et al., 2014; CHEVALIER; BOLZINGER,
2013).

A aplicagdo das emulsbes de Pickering na area farmacéutica ainda é
muito limitada, fato que pode ser atribuido a maioria das particulas estudadas nao
serem biodegradaveis e biocompativeis. Embora alguns materiais naturais como

proteinas e polissacarideos tenham sido utilizados na preparagao de tais emulsdes,
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as particulas formadas sao geralmente polidispersas, instaveis ou muito hidrofilicas
para estabilizar as emulsées (NAN et al., 2014), acarretando na necessidade de
funcionalizagao destas biomoléculas para melhoria das propriedades de superficie.

Os polissacarideos destacam-se como materiais excelentes para a
producao de nanoparticulas, especialmente as usadas para fins biomédicos. Isso se
deve as suas propriedades, capacidade de modificacdo estrutural,
biodegradabilidade e biocompatibilidade (SOSNIK; NEVES; SARMENTO, 2014).

A goma do cajueiro (Anacardium occidentale) é um polissacarideo que
apresenta caracteristicas favoraveis, como seu razoavel rendimento, viabilidade
econdmica e produtiva (CUNHA, DE PAULA; FEITOSA, 2009). Pesquisas apontam
que trata-se de um biopolimero com vasta possibilidade de aplicagbes por possuir
atividade antimicrobiana (CAMPOS et al., 2012), propriedades emulsificantes, ser
um potencial substituinte a goma arabica (PORTO; CRISTIANINI, 2014), baixa
toxicidade, boa biocompatibilidade e potencial como para o desenvolvimento de
novas matrizes de liberagao de farmacos (RICHTER et al., 2018; DIAS et al., 2016;
PITOMBEIRA et al., 2015).

A acetilaggo é um dos métodos utilizados na funcionalizagdo de
polissacarideos. Atua aumentando a hidrofobicidade da cadeia, melhorando suas
propriedades de superficie o que favorece a interagcdo com principios ativos
hidrofébicos, tornando o material bastante promissor no desenvolvimento de
sistemas de carreamento eficazes. Neste aspecto, a goma de cajueiro acetilada ja
vem sendo estudada com esta finalidade apresentando resultados bastante
significativos (SILVA et al., 2018; DIAS et al., 2016; PITOMBEIRA et al., 2015). Dias
et al. (2016) e Pitombeira et al. (2015) obtiveram goma de cajueiro acetilada com
substituicido de aproximadamente 2,8.

Diante do exposto, a rota sintética adotada neste trabalho propiciou a
obtencdo de derivados acetilados com diversos padrdes de substituicdo. Foram
aplicadoss diferentes métodos de carreamento propostos (nanoparticulas e
emulsdes de Pickering) para farmacos hidrofobicos (anfotericina B e indometacina)
usando como matriz a goma de cajueiro acetilada em diferentes graus de
substituicdo. As formulagbes desenvolvidas para a incorporacdo dos principios
ativos foram estudadas com relacdo as caracteristicas de eficiéncia de
encapsulamento, perfil de liberagao "in vitro” e propriedades coloidais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Polissacarideos

O desenvolvimento e aplicacdo de novos materiais poliméricos tem
recebido grande destaque na area da Ciéncia e Tecnologia de Polimeros. Sistemas
poliméricos estudados pela mistura e/ou associagado de polimeros distintos na forma
de complexos polieletroliticos (OUERGHEMMI et al., 2016), misturas poliméricas
(CHEN et al., 2017), reagdes de enxertia em polissacarideos (OYERVIDES-MUNOZ
et al., 2017) e aplicagdes de polimeros modificados na formulagado de nanoparticulas
(DIAS et al., 2016) s&o algumas das tendéncias que se destacam nos ultimos anos.
A necessidade de concepcéao e exploracdo de materiais poliméricos deve-se devido
a vasta possibilidade de estudos em diferentes areas: farmacéutica (HEYDAR et al.,
2016; SILVA et at., 2013), alimenticia (ARYEE; NICKERSON, 2012), cosmética
(PEGORARO et al, 2017), agroquimica (HEMVICHIAN; CHANTHAWONG;
SUWANMALA, 2014), entre outros.

Polimeros sdo macromoléculas de alta massa molar formadas pela
ligacdo de unidades repetitivas menores (meros) ao longo da cadeia principal. As
ligacbes entre os meros sdo covalentes, no entanto, entre cadeias podem existir
interagdes do tipo ligagdes de hidrogénio ou de van der Waals e reticulagdo por meio
de ligagdes covalentes (PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015).

Os biopolimeros sado polimeros ou copolimeros obtidos a partir de
matérias-primas de fontes renovaveis. A vantagem do uso dos mesmos ¢ justificada
por apresentarem biocompatibilidade e biodegradabilidade (LIU et al., 2008),
constituindo uma excelente opg¢ao para aplicagdes biologicas (HEATH; COOPER,
2013) e ainda apresentarem um ciclo de vida mais curto do que alguns materiais de
origem sintética (PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015).

Polissacarideos sao polimeros naturais, os quais podem ser
constituidos de um unico ou de diferentes tipos de monossacarideos ligados entre si
por ligagdes glicosidicas. O termo “polissacarideo” refere-se a estruturas compostas
por mais de 20 unidades de monossacarideos que podem se unir centena de vezes
para compor esta macromolécula. Esses polimeros se fazem presentes em todos os
organismos vivos exercendo fungbes como elementos estruturais de paredes

celulares, material de reserva suprindo o metabolismo energético, na matriz
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extracelular fornecendo protecdo e suporte para células e tecidos, entre outras
(CUNHA et al., 2009).

As gomas sao polissacarideos naturais bastante abundantes e como
matérias-primas sao dotadas de caracteristicas sustentaveis, biodegradaveis e
biocompativeis (RANA et al, 2011). Estas sofrem hidratagdo em agua fria ou quente,
formando dispersdes coloidais, solugbes altamente viscosas ou até mesmo géis.
Podem ser obtidas de exsudatos, sementes, algas ou por fermentagao
microbiolégica. Os exsudatos sao produzidos por varias espécies de plantas como
resultado dos mecanismos de protecdo contra lesdes mecanicas ou microbianas
(RANA et al., 2011; CUNHA; DE PAULA; FEITOSA, 2009).

As gomas tém sido bastante estudadas, por possuirem grande
variedade de composicéo e propriedades reoldgicas. Tais caracteristicas as tornam
materiais versateis, resultando em ampla gama de aplicagbes que n&o sao
encontradas em outras classes de polimeros (RIBEIRO et al., 2016; KUMAR et al.,
2012).

A Tabela 1 apresenta alguns tipos de gomas com estudos reportados
na literatura, bem como as fontes de extracdo e tendéncias de aplicagcbes para as

mesmas.

Tabela 1 - Caracteristica das principais gomas.

Nome Fonte Propriedades / Aplicagao Referéncia
Agar Algas da espécie Formacgéao de géis Lee et al. (2016).
Gracilaria termorreversiveis
Alginato Algas pardas Solubilidade em solugbes Borazjani et al.
alcalinas, formagéo de géis em (2017).
Ca”* e A e encapsulamento. Mokhtari, Jafari e
Assadpour (2017).

Hernandez-Carmona

e Hernandez-

Garibay (2013).
Carragenana Algas vermelhas Capacidade de geleificagéo e Shi et al. (2013).
(Rhodophyceae) suporte para aplicagdes de Manzoco et al.
encapsulamento de farmacos e (2017).

principios ativos alimenticios



Continuacao.

Nome

Fonte

Propriedades / Aplicagao

Referéncia

Goma Arabica

Goma Guar

Goma Karaya

Goma

Xantana

Exsudato de Acacia

senegal

Sementes de
Cyamopsis
tetragonolobus

Exsudato gomoso
seco de caules e
ramos de Sterculia
Bactérias do
género

Xanthomonas

Utilizada em formulacgdes
farmacéuticas e alimentares orais
tépicas como agente de

suspenséo e emulsificagao

Aplicada como espessante e
gelificante
Carreador em formulagdes
farmacéuticas
Espessante e estabilizante de
emulsdes, formacao de géis.
Carreamento de principios ativos.
Espessante e estabilizante em
diversos segmentos (industria
alimenticia, petroquimica e

agroquimica). Propriedades

Patel e Goyal (2015).
Shi et al. (2017).

Ghosh et al. (2018).
Dai et al. (2017).

Alange, Birajdar e
Kulkarni (2017).

Dolz et al. (2007).
Luo e Wang (2014).
Mutaliyeva et al.
(2017).
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reoldgicas estaveis em amplas

faixas de pH e temperatura

Fonte: Autor

2.2 Acetilagao de Polissacarideos

A modificagdo da estrutura de polissacarideos pode aumentar a
funcionalidade e estender ainda mais a aplicabilidade dos biopolimeros. Varios tipos
de modificagdes de polissacarideos tém sido propostos via processos quimicos, a
remocao de ramificagdes ou sitios de hidratacdo, a introducdo de substituintes
hidrofobicos e a formagdo de ligagbes cruzadas s&o exemplos classicos de
modificagdo quimica a que os polissacarideos podem ser submetidos (CHEN et al.,
2014; GAMAL- ELDEEN et al., 2007).

A acetilacdo consiste em uma reagdo que promove a substituicdo de
sitios hidroxila por um grupo funcional acetila oriundo de um anidrido. Em
polissacarideos a reacao se localiza nas hidroxilas livres presentes nas unidades
monossacaridicas, conforme ilustrado na Figura 1. O mecanismo reacional segue as

seguintes etapas: Descricdo das etapas do mecanismo: 12: protonagdo do anidrido
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acético; 2" ataque ao eletréfilo; 3" prototropismo do carbocation gerado; 4’ liberagdo

de acido acético com posterior formagao do derivado acetilado.

Figura 1 - Mecanismo de reagéo para a acetilagdo em meio acido.

Primeira etapa:
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H H H
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Terceira etapa:

Prototropismo

Fonte: Autor

A acetilagdo pode ter mecanismo catalisado por acidos (PEREDO et al.,
2015), piridina (DIAS et al., 2016; PITOMBEIRA et al, 2015; SONG et al, 2013),
formamida (ZHANG et al., 2014) e bases fortes (CHEN et al., 2014). Uma das
desvantagens de algumas metodologias existentes € o uso de solventes organicos
toxicos, que geram sub-produtos indesejaveis, acarretando em um impacto
ambiental negativo, e ainda, limitando a aplicacdo bioldégica dos derivados
acetilados.

Este tipo de modificacdo pode resultar em varios efeitos sobre as suas
propriedades funcionais originando polimeros hidrofobicamente modificados (LI et
al., 2016; XIE et al., 2015; ZHANG et al., 2014; SONG et al., 2013; TERAMOTO;
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SHIBATA, 2006). Diferentes métodos podem ser empregados, dependendo das
caracteristicas desejadas e finalidade de aplicagdo para o novo material. Li et al.
(2016) estudaram os efeitos da acetilacdo nas propriedades emulsificantes de
polissacarideo de Artemisia sphaerocephala. Xie et al. (2015), Zhang et al. (2014) e
Song et al. (2013) investigaram os efeitos do grau de acetilagdo na atividade
antioxidante de polissacarideos distintos. Teramoto e Shibata (2006) produziram
acetato de pululana em diferentes graus de acetilagdo para a formacéo de géis em
solventes orgéanicos. Coloussi et al (2015) estudaram as propriedades de géis de
amido para a industria de alimentos, Kemas et al (2017) focaram seus estudos na
influéncia da acetilagdo do amido em suas caracteristicas reoldgicas.

Mais recentemente, tém-se estudado a acetilagdo de polissacarideos
visando a formag&o de nanoparticulas em sistemas auto-organizados, gerada a
partir de biopolimeros anfifilicos aplicaveis para o carreamento de principios ativos
hidrofébicos (XIAO et al., 2016; NAJAFI; BAGHAIE; ASHORI, 2016; DIAS et al,
2016; PITOMBEIRA et al.,2015).

No que se concerne as propriedades de encapsulamento de principios
ativos dos polimeros naturais acetilados, sistemas tém sido desenvolvidos para

aplicacdes em diferentes areas de estudo, conforme mostrado na Tabela 2:

Tabela 2 - Polissacarideos acetilados para encapsulamento de principios ativos.

Polimero utilizado Principio Ativo Referéncias
Pululana Gencitabina Moon et al. (2011).
Exenatida Yang, Park e Na (2009).
Acido hialurénico Doxorrubicina Park et al. (2010).
Inulina Mesalamina Walz et al. (2018).
Dexpantenol Walz, Hirt e Weber (2018).
Amido e derivados Rifampicina Ribeiro et al. (2017).
Repanglinida Okunlola, Adebayo e Adeyeye (2017).

Ciprofloxacino Najafi, Baghaie e Ashori (2016).
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Continuagéo.

Polimero utilizado Principio Ativo Referéncias
Doxorrubicina Xiao et al. (2016).
Antocianinas Garcia-Tejeda, Salinas-Moreno e Martinez-

Bustos (2015).

Fonte: Autor

A natureza anfifilica adquirida pelos polissacarideos apds a modificagao
hidrofébica Ihes da a propriedade de se organizar em nanoestruturas funcionais em
condicbes que favorecem a adesdo celular e liberacdo de principios ativos
(FERREIRA et al., 2010).

Dentro deste contexto a goma de cajueiro também vem sendo estudada
com a finalidade de explorar o potencial de seus derivados acetilados como agentes
carreadores de principios ativos (DIAS et al., 2016; PITOMBEIRA et al., 2015).

2.3 Goma de Cajueiro

2.3.1 Caracteristicas e Propriedades

A goma de cajueiro (GC) é heteropolissacarideo extraido do exsudato
oriundo do caule do cajueiro, considerado um polissacarideo acido complexo
composto de uma cadeia principal de B-galactose (1—3) com ramificagbes de [3-
galactose (1—6) (MOTHE; CORREIA, 2002). Seus principais constituintes sdo
glicose, arabinose, acido glucurbnico, ramnose e sua composi¢do percentual
depende da origem, possuindo a composi¢céo aproximada de: galactose (70 a 73%),
glicose (11 a 14%), arabinose (4 a 5%) de acido glucurdnico (4 a 7%) e ramnose (3
a 4%). A Figura 2 mostra a representagdo esquematica da estrutura quimica da
goma de cajueiro (RODRIGUES; DE PAULA, 1995; COSTA; RODRIGUES; PAULA,
1996; DE PAULA; HEATLEY; BUDD, 1998; CUNHA et al., 2007; PAULA; DE
PAULA; FEITOSA, 2018).
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Figura 2 - Representagao estrutural proposta para a goma de cajueiro.
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Paula et al. (2011) citam que a goma de cajueiro tem recebido grande
destaque, por possuir caracteristicas quimicas analogas as apresentadas pela goma
arabica (massa molar, teor de acido urdnico, tipo de unidade monossacaridica,
natureza polianidnica), além de ambas serem gomas exsudadas e possuirem
cadeias ramificadas.

A aplicabilidade da goma de cajueiro é justificada pois a mesma é
considerada um biopolimero de baixo custo, atoxico e biodegradavel (DIAS et al.,
2016). Diversos trabalhos tém sido desenvolvidos no ambito de aplicar a goma de
cajueiro como matéria-prima, bem como promover o aumento da sua funcionalidade
através de processos de modificagdo quimica como: a acetilagdo (DIAS et al., 2016;
PITOMBEIRA et al., 2015), sulfatagio (MOURA NETO et al., 2011),
carboximetilagdo (ABREU et al., 2016; MACIEL et al., 2005), reticulagdo (SILVA et
al., 2006), oxidacdo (CUNHA et al., 2007), e a enxertia (RICHTER et al., 2018; DA
SILVA; DE PAULA; FEITOSA, 2007). A Tabela 3 mostra alguns dos diversos
estudos reportando a utilizagdo da GC em diferentes segmentos.

Tabela 3 - Aplicagbes da goma de cajueiro.

Aplicacdes Referéncias
Encapsulamento de 6leos essenciais Abreu et al. (2012).
Herculano et al. (2015).
Producéao de filmes layer-by-layer Leite et al. (2017).
Araujo et al. (2012).
Encapsulamento de principios ativos alimenticios Botrel et al. (2017).
hidrofébicos
Atividade antimicrobiana Quelemes et al. (2013).
Campos et al. (2012).
Propriedades emulsificantes Porto e Cristianini (2014).
Sistemas de deteccéo de Leishmaniose Bittencourt et al. (2016).
Nanoparticulas para o carreamento de farmacos Lima et al. (2018).

Abreu et al. (2016).
Dias et al. (2016).
Pitombeira et al. (2015).
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Continuagao.

Aplicagdes Referéncias
Preparacéo de géis de uso topico Das et al. (2013).
Encapsulamento de larvicidas Oliveira, Paula e De Paula (2014).
Abreu et al. (2012).
Formulagbes em revestimentos alimenticios Oliveira et al. (2018).
Forato et al. (2015).
Elaboragéo de sistemas de emulsbes para Richter et al. (2018).

carreamento de farmacos hidrofébicos

Fonte: Autor.

2.3.2 Viabilidade econémica

O cajueiro Anacardium occidentale L. pertencente a familia
Anacardiaceae, este €& amplamente cultivado em muitos paises tropicais e
subtropicais, disseminado em todo o territorio brasileiro. Entretanto, a sua
importancia socioeconbmica e produgcdo destaca-se na regido nordeste,
principalmente nos estados do Ceara, Piaui e Rio Grande do Norte com cerca de
600.000 ha de area plantada (MENESTRINA et al., 1998; CUNHA; DE PAULA,;
FEITOSA, 2009).

O Brasil esta entre os cinco maiores produtores de caju do mundo. Em
2016 apresentou 561 mil hectares de area colhida, perfazendo uma safra de
rendimento médio de 195 kg/hectare. Dentro desse contexto o Ceara se destaca
com 376 mil hectares de area colhida e rendimento médio de 82 kg/hectare,
contando com uma participagcao de aproximadamente 60% da produgao nacional
(IBGE, 2016).

Logo, o agronegdcio do caju é considerado como uma atividade
econémica de grande relevancia nos ambitos nacional e estadual, justificando o
amplo cultivo desta cultura, fato que torna primordial a aplicacdo dos co-produtos
gerados pela mesma (PARENTE et al., 1995).
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2.4 Nanoparticulas Para o Carreamento de Principios Ativos

Nanoparticulas sdo frequentemente definidas como particulas coloidais
com tamanho na faixa entre 10 a 1000 nm (KREUTER, 1994). Na area de tecnologia
farmacéutica vem sendo desenvolvidos diversos sistemas para a liberagao
controlada de medicamentos. A encapsulacdo de farmacos € uma estratégia
adequada para lidar com as limitagdes das formas de dosagem convencionais, tais
como solubilidade, biodisponibilidade, estabilidade, sabor e odor inadequados
(RIVAS et al., 2017).

Existem inumeras definicdes diferentes para nanoparticulas, no entanto, a
comunidade cientifica ainda nao apresenta consenso quanto a um conceito
universal. As nanoparticulas incluem os sistemas desenvolvidos com intuito de
serem utilizados em ferramentas de diagndstico e terapéutica, de escala
nanométrica (KREUTER, 2007), bem como também como ferramenta para o
transporte de principios ativos hidrofébicos em diferentes aspectos.

As nanoparticulas poliméricas sdo os meios mais estudados para o
carreamento de diversos principios ativos, devido a sua excelente
biocompatibilidade e biodegradabilidade, além de serem ndo téxicas e nao
imunogénicas (VIEIRA; GAMARRA, 2015). Estes sistemas apresentam propriedades
fisico-quimicas que permitem o desenvolvimento de pesquisas e aplicagdes no
carreamento de principios ativos hidrofébicos principalmente nas areas alimenticia
(SHTAY et al., 2019; LIANG et al., 2017; HERCULANO et al., 2015) e farmacéutica
(ABREU et al., 2016; XIAO et al., 2016; KUMAR et al., 2015).

No que se refere ao transporte de principios ativos farmacéuticos estes
sistemas nanoparticulados se destacam em comparagdo as formulagdes
convencionais em fungdo da capacidade de aumentar a solubilidade e
biodisponibilidade, e modular a liberagao de farmacos hidrofébicos dispensando o
uso de excipientes solubilizantes toxicos (LUO et al., 2012).

Dentre os tipos de nanoparticulas destacam-se as auto-organizadas e as
emulsdes de Pickering.
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2.4.1 Nanoparticulas auto-organizadas

Os sistemas auto-organizados oferecem rotas para a obtengcdo de
materiais altamente estruturados e a possibilidade de integrar e manipular
caracteristicas distintas em func&o de sua aplicabilidade (MENDES et al., 2013).

Nanoparticulas auto-organizadas podem ser de dois tipos: nanocapsulas
e nanoesferas. As nanocapsulas sdo vesiculas com estrutura auto-formada na qual
a droga é confinada dentro de uma cavidade circundada por uma membrana
polimérica. As nanoesferas sdo, no entanto, particulas nas quais o farmaco é
dissolvido ou disperso na matriz polimérica (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI,
2010; LETCHFORD; BURT, 2007).

A formagdo de nanoparticulas em sistemas auto-organizados pode
ocorrer a partir de biopolimeros anfifilicos. Neste tipo de sistema, cada componente
individual interage através de forgas intra e intermoleculares acarretando no arranjo
espontaneo dos mesmos em estruturas definidas. Tais sistemas séo uteis para o
carreamento de principios ativos hidrofébicos  (XIAO et al., 2016; NAJAFI;
BAGHAIE; ASHORI, 2016; DIAS et al, 2016; PITOMBEIRA et al.,2015; MENDES et
al., 2013; OZIN et al., 2009).

Diversos polissacarideos derivatizados com propriedades anfifilicas vém
sendo estudados no intuito de formar sistemas auto-organizados como: acido
hialurénico acetilado (OSSIPOV, 2010), quitosana (YAO et al., 2016; LARSON et al.,
2013), goma de cajueiro (DIAS et al., 2016; PITOMBEIRA et al., 2015), amido (XIAO
et al., 2016; TAN et al.,, 2009), alginato (ZHANG et al., 2012), pululana (JUNG,;
JEONG-IL; KIM, 2003) e dextrana (NAGAHAMA et al., 2015).

2.4.1.1 Nanopatrticulas auto-organizadas por dialise

A dialise oferece um método simples e eficaz para a preparagdo de
nanoparticulas com distribuicdo de tamanho estreita (KOSTOG et al., 2010; FESSI
et al., 1989). O polimero € dissolvido em um solvente organico e colocado dentro de
um tubo de dialise com o peso molecular adequado. A didlise é realizada a partir da
dissolucdo dos componentes em um solvente miscivel contra um nao-solvente
imiscivel com o primeiro solvente. O deslocamento do mesmo dentro da membrana

ocorre por processo de osmose e € seguido pela agregacao progressiva do polimero
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devido a uma perda de solubilidade e a formac&o de suspensdes homogéneas de
nanoparticulas.

Os sistemas auto-organizados em dialise tem sido amplamente estudados
para o carreamento de diferentes principios ativos como: indometacina (KALAM et
al., 2016; PITOMBEIRA et al., 2015), doxorrubicina (ABREU et al., 2016; XIAO et al.,
2016), anfotericina B (VAN et al., 2012), paclitaxel (HU et al., 2018), curcumina
(SAVAFI et al., 2017), clonazepan (JUNG; JEONG-IL; KIM, 2003), dentre outros.

2.4.1.2 Nanopatrticulas auto-organizadas por nanoprecipitagéo

A nanoprecipitacdo tem sido bastante estudada na pesquisa farmacéutica
como alternativa limpa para novas formulagdes de medicamentos. Baseia-se no
principio de precipitacdo, que ocorre apds a adicdo de um nao-solvente a uma
solucao de polimero e ocorre em um mecanismo de quatro etapas: supersaturacgao,
nucleagéo, crescimento por condensagao e crescimento por coagulagao que leva a
formagao de nanoparticulas ou agregados de polimero. A nanoprecipitagdo pode ser
utilizada para a encapsulacdo de compostos hidrofébicos ou hidrofilicos,
ressantando-se que o0s parametros relacionados ao processo e a formulagdo na
técnica de nanoprecipitacdo tém um efeito critico sobre as caracteristicas das
nanoparticulas (RIVAS et al., 2017).

Neste aspecto, diversos trabalhos abordam a utilizacdo de biopolimeros
anfifilicos na elaborag&o de sistemas por nanoprecipitagdo como: goma de cajueiro
(DIAS et al., 2016), amido (NAJAFI; BAGHAIE; ASHORI, 2016; QIN et al., 2016),
gelatina (HAN et al., 2013), quitosana (MARCANO et al., 2018; TIAN et al., 2017),
pululana enxertada (CONSTANTIN et al., 2017), dextrana (GAVORY et al., 2011).

A literatura apresenta estudos bastante significativos acerca da
nanoprecipitagdo para o carreamento de diferentes principios ativos: ciprofloxacino
(NAJAFI; BAGHAIE; ASHORI, 2016), indometacina (CONSTANTIN et al., 2017),
anfotericina B (MARCANO et al., 2018), hidroxicamptotecina (WANG; TAN, 2016),
epirrubicina (ZHANG et al., 2016).

Ambos os métodos de elaboracdo de nanoparticulas abordados visam o
desenvolvimento de sistemas de carreamento eficazes para o carreamento de
principios ativos hidrofébicos, com melhores caracteristicas de solubilidade,
biodisponibilidade e toxicidade reduzida (SINGH; PAI, 2010).
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2.4.2 Emulsées de Pickering

Emulsdes sdo definidas como um sistema heterogéneo de pelo menos
dois liquidos imisciveis sendo um chamado de fase continua e o outro de fase
dispersa. A fase dispersa (interna) encontra-se distribuida em forma de goticulas no
seio da fase continua (externa). De forma geral, o sistema & convencionalmente
estabilizado pela presenca de agentes ativos que possuem duas fung¢des basicas:
diminuir a tensdo interfacial favorecendo a formagdo da emulsdo, e evitar a
coalescéncia da fase dispersa (SCHMITT; DESTRIBATS; BACKOQOV, 2014).

Emulsdes podem ser classificadas de acordo com a hidrofilia ou lipofilia
de seu meio dispersante, em dois grupos: emulsdes simples e emulsdes multiplas.
As emulsdes simples podem ser de 6leo em agua (O/A) e agua em d6leo (A/O)
(Figura 3). Emulsées multiplas constituem um sistemas sistemas e polidispersos,
podendo ser classificados em emulsdes duplas do tipo Oleo-em-agua-em-6leo
(O/A/O) ou agua-em-6leo-em-agua (A/O/A) (Figura 3). Neste ultimo, por exemplo, a
emulsdo € composta de goticulas aquosas, que sdo dispersas dentro de gotas
oleosas, sendo estas proprias gotas oleosas dispersas em uma fase aquosa externa
(BOUYER et al., 2012; GROSSIORD; SELLIER, 2001).

A Figura 3 apresenta os tipos de emulsdes simples e multiplas, onde: (a)
emulsdo simples de fase oleosa dispersa em agua; (b) emulsdo simples de fase
aquosa dispersa em 0leo; (c) sistema aquoso em envoltério oleoso disperso em

agua; (d) sistema de fase oleosa em envoltério aquoso disperso em oleo.
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Figura 3 - Representacdo esquematica das emulsdes classicas.
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Fonte: Adaptado de Bouyer et al. (2012).

As emulsdes também podem ser classificadas de acordo com o tamanho
das suas goticulas em trés categorias: macroemulsées, microemulsdes e
nanoemulsdes. As macroemulsdes sao sistemas cineticamente estaveis, com
aparéncia opaca que apresentam goticulas de tamanho entre 250 e 100.000 nm
(MCCLEMMENTS, 2009; HOAR; SCHULMAN, 1940). As microemulsdes sao
sistemas termodinamicamente estaveis, com aparéncia transparente e tamanho de
goticulas de 1 a 100 nm. As nanoemulsdes consistem em uma dispersdo muito fina,
composta por uma fase de 6leo (tal como triglicerideos ou hidrocarbonetos) e uma
fase aquosa (agua, ou solugdes aquosas de eletrolitos ou polidis), que se apresenta
como gotas com diametro menor que 100 nm (SONNEVILLE-AUBRUN et al., 2004).

Durante a emulsificagdo, a area interfacial entre as fases continua e
dispersa é consideravelmente aumentada, aumentando a energia livre interfacial.
Assim as emulsbes tendem a separar-se rapidamente para minimizar a area de
contato interfacial e a energia livre. Esta instabilidade manifesta-se por varios
mecanismos: floculagdo, coalescéncia, cremeacéo (creaming) ou sedimentacédo e
maturacdo de Ostwald (BOUYER et al., 2012). Os principais fenbmenos de
desestabilizagdo das emulsdes estdo representados na Figura 4.

Os principais mecanismos de desestabilizacdo observados sdo a
floculagédo e a coalescéncia (WALSTRA, 1987). A floculagdo é o resultado de forgas

atraentes entre as goticulas e leva a formacdo de flocos de fase dispersa
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(BLIUDENSTEIN et al, 2004). A floculagcdo de deplecdo surge quando a
concentracdo de biopolimero excede um valor critico. De fato, a presenga de
biopolimero ndo adsorvente ou em excesso na fase continua aumenta a forga
atrativa entre as goticulas pelo efeito osmaotico e provoca a exclusao das cadeias de
biopolimero da estreita regido que circunda duas goticulas (MCCLEMENTS, 2000).
Este mecanismo de esgotamento ndo é especifico para biopolimeros, na verdade,
ele também pode ser induzido por um pequeno surfactante ndo adsorvido.

Figura 4 - Representagdo esquematica dos fenbmenos de desestabilizagcdo de
emulsdes.

Separacgdo de Floculagdo
fases

/

Coalescéncia Creaming

Fonte: Autor.

Com a finalidade de reduzir a instabilidade dos sistemas emulsionados
foram desenvolvidas as emulsdes de Pickering. Emulsées de Pickering sao
emulsdes estabilizadas com particulas anfifilicas soélidas em substituicdo a
surfactantes (Figura 4). A Figura 5 apresenta as emulsdes de Pickering, onde as
particulas solidas (finamente divididas) sdo adsorvidas na superficie da goticula,

estabilizando o sistema como um todo.
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Figura 5 - Comparagao da emulséo classica (O/A) e emulséo de Pickering.
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Fonte: Adaptado de Chevalier e Bolzinger (2013).

A estabilidade destas emulsdes ocorre a partir de fenbmenos de adsorgao
irreversivel das particulas coloidais na interface entre fluidos ndo misciveis, isto em
funcdo da dupla molhabilidade das particulas utilizadas (BINKS; LUMSDON, 2001;
AVEYARD; BINKS; CLINT, 2003; CHEVALIER; BOLZINGER, 2013; RAYNER et al.,
2014).

A alta estabilidade deste tipo de emulsdes € resultante da barreira
energética necessaria para remover as particulas da interface, a fim de facilitar a
unido da goticula. Em comparagdo a sistemas de emulsbes convencionais as
emulsdes de Pickering possuem diversas vantagens, tais como: alta estabilidade,
baixa toxicidade, baixa contaminacdo ao meio ambiente, além de alta resisténcia a
fendbmenos de desestabilizagdo (XIAO et al., 2016; CHEVALIER; BOLZINGER,
2013; BON et al., 2007).

McClemments (2005) sugere que a estabilizacdo das goticulas da fase
dispersa por particulas sdlidas € dada por uma combinagao de efeitos estéricos,
interagcdes eletrostaticas e mecanismos de hidratagdo. No entanto, outros fatores
como a natureza das particulas utilizadas, forca iénica, pH, temperatura e tempo de
estocagem interferem na estabilizacdo desses sistemas e muitos estudos
corroboram neste aspecto (LAM et al., 2014; RAYNER et al., 2014; SHAO et al.,
2018; FENG; LEE, 2016; ZHU et al., 2018). E importante ressaltar que o carater
naturalmente hidrofilico de alguns biopolimeros pode acarretar em uma cobertura
ineficaz da superficie da goticula de emulsdo, resultando na instabilidade do
sistema. Havendo, assim, a necessidade da utilizacdo de surfactantes para
estabilizagao por efeito sinérgico ou a funcionalizagado do polimero aplicado (GAO et
al., 2014).
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Sao observadas na literatura estudos sobre a elaboracdo de emulsdes de
Pickering que diversos tipos de particulas tém sido empregadas para seus
mecanismos de estabilizacdo, destacando-se os biopolimeros em sua forma nativa
e/ou modificada: amido nativo (LU et al., 2018; GE et al., 2017; MARTO et al., 2015)
e hidrofobizado (CHIVERO et al., 2016; SONG et al., 2015), celulose (LU et al.,
2018; LU et al, 2017; GONG et al, 2017; HU et al., 2015) e modificada
(MIKULCOVA et al., 2018), quitosana e associacdes (MWANGI et al., 2016; SHI et
al., 2016; SHAH et al., 2016; ZHANG et al., 2015), proteinas (ZHU et al., 2018; HU
et al., 2016; DESTRIBATS et al., 2014), goma arabica e associagdes (LI et al., 2018;
DAl et al., 2018; LI et al., 2016), alginato (YANG et al., 2017).

No tocante ao uso desta tecnoclogia para o encapsulamento de principios
ativos, embora ainda haja uma certa limitagdo nesta parte, existem na literatura
alguns estudos. A Tabela 4 reune algumas pesquisas publicadas com tendéncias de

aplicacao das emulsdes de Pickering para o carreamento de principios ativos.

Tabela 4 - Emulsbes de Pickering como sistemas de carreamento.

Arfea d~e Polimero utilizado Principio Ativo Referéncias
Aplicacéo
Colulose O'e";zsear;]‘ga' de Zhou et al. (2018).
©9 Wen et al. (2014).
D-Limoneno
Amido Polifendis Shao et al. (2018).
Alimenticia Zeina / Goma Tocoferois Li et al. (2018).
Arabica Timol Lu e Xiao (2018).
Proteina e_xtralda B-Caroteno Shao e Tang (2016).
de ervilha
Quitosana Curcumina Shah et al. (2016).

Goma de Cajueiro

Anfotericina B

Richter et al. (2018).

Dammak e Sobral

Quitosana Hisperidina (2018).
Farmacéutica Ciclodextrina Buvicaina Hu et al. (2018).
Silibina @ Silibina Yi et al. (2017).
Blocos PLA-PEG Retinol Laredj-Bourezg et al.

(2017).

@ As nanoparticulas para estabilizacdo desta emulsdo eram compostas pelo proprio farmaco.

Fonte: Autor.
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2.5 Modelos de Principios Ativos Hidrofébicos

Atualmente, em torno de 50% das formulagdes farmacoldgicas disponiveis
no mercado apresentam restricido em suas aplicacdes terapéuticas devido a problemas
relacionados a caracteristicas dos principios ativos e/ou formulagdo (CONSTANTIN et
al., 2017; FOX et al., 2015).

Independente da via de administracdo a absorcdo de um farmaco é
fundamentalmente dependente da solubilidade aquosa do mesmo e da
permeabilidade em fluidos e mucosas bioldgicas. Estes sdo fatores determinantes
da biodisponibilidade e, consequentemente, da eficacia clinica de um medicamento.

De acordo com a Farmacopéia Brasileira (2010) o termo
biodisponibilidade compreende a velocidade de extensdo da absorcdo de um
principio ativo a partir de uma determinada forma farmacéutica para a obtengcao do
efeito farmacolégico pretendido.

Em 1995, Amidon e colaboradores propuseram o Sistema de
Classificagdo Biofarmacéutica (SCB), que permitiu a classificagdo dos farmacos com
base nos parametros de solubilidade e permeabilidade. Quando combinado com a
dissolucdo do medicamento, o SCB leva em consideragao trés fatores importantes
que afetam a velocidade e extensdo da absorgdo de formas farmacéuticas solidas
de liberagdo imediata: dissolugdo, solubilidade e permeabilidade gastrintestinal
(AMIDON et al., 1995). Os critérios de classificacdo dos farmacos estdo

apresentados na Figura 6.

Figura 6 - Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica.
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Fonte: Pouton et al. (2006); Amidon et al. (1995).
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Nesta parte da revisdo bibliografica serdo abordados os aspectos de
caracteristicas e propriedades quimicas dos farmacos de baixa solubilidade em agua
bem como apresentar alguns estudos sobre os sistemas de carreamento relatados
na literatura. Neste trabalho foram adotados a anfotericina B e a indometacina como
modelos de farmacos hidrofébicos, aqui denominados como AmB e IND,

respectivamente.

2.5.1 Anfotericina B (AmB)

A anfotericina B (AmB) é macrociclo heptaénico com ligagdes duplas
conjugadas na posigéo trans e 3-amino-3,6 dideoximanosa (micosamina) unida ao
anel principal por uma ligagao glicosidica. A estrutura quimica deste farmaco esta
representada na Figura 7.

Figura 7 - Representacdo da estrutura quimica da AmB.
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Fonte: Richter et al. (2018).

A AmB pertence a Classe IV (baixa solubilidade, baixa permeabilidade) do
Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (BSC) e ao B do sistema ABG (AMIDON
et al., 1995; FAGERHOLM, 2010; MACHERAS; KARALIS, 2014). Este farmaco
exibe uma atividade antifungica e fungiostatica de amplo espectro e consiste numa
opgao terapéutica crucial para o tratamento de micoses sistémicas graves,
dependendo dos niveis séricos alcangados (HALPERIN et al., 2016), ressaltando-se

sua importancia no tratamento da leishmaniose visceral. E uma droga lipofilica que
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atua através da ligagcdo com o esterol da membrana fungica produzindo uma
mudanga na sua permeabilidade, possibilitando o extravasamento dos componentes
intracelulares (DE KRUIJFF et al., 1974).

Segundo Casa et al. (2015) os efeitos terapéuticos da AmB séao
prejudicados por sua toxicidade para tecidos normais, que induzem varios efeitos
colaterais, incluindo toxicidade relacionada a infus&o e toxicidades crbnicas, como
nefrotoxicidade, cardiotoxicidade, hepatotoxicidade, leucopenia e trombocitopenia. A
toxicidade da AmB esta associada a formagao de agregados insoluveis devido a sua
natureza anfifilica.

Diante dos problemas associados a toxicidade e solubilidade reduzida da
AmB, diferentes formulagdes comerciais para este farmaco, incluindo sistemas
lipossomais, complexos de sulfato de colesterol e complexos lipidicos. Tais
formulagbes foram desenvolvidas com o objetivo de melhorar a tolerabilidade do
farmaco no paciente, sua toxicidade e alterar o perfil farmacocinético do principio
ativo em relagdo a sua forma livre (MOEN et al., 2009; HAMILL et al., 2013). As
formulacbes de AmB atualmente disponiveis para aplicacbes clinicas incluem
Fungizone® e formulagdes lipidicas consistindo em AmBisome®, Amphotec™,
Abelcet® (LANIADO-LABORIN; CABRALES-VARGAS, 2009).

Hamill (2013) ressalta que as formas farmacéuticas da AmB (lipossomal e
desoxicolato) apresentam perfis farmacocinético e farmacodinédmico diferentes, no
entanto, possuem o mesmo espectro de atividade, porém com diferentes regimes de
doses e diferentes perfis de toxicidade.

Neste contexto diversas pesquisas tém sido realizadas visando o
desenvolvimento de formulagdes alternativas baseadas em sistemas lipidicos ou
poliméricos, para reduzir os efeitos colaterais das composigdes de AmB atualmente
disponiveis.

Wang et al. (2016) desenvolveram uma suspensao micelar de AmB com
policarbonato funcionalizado e obtiveram liberacdo de aproximadamente 50% do
farmaco em 24 h, atividade fungica comparavel a do Fungizone®.

Richter et al. (2018) estudaram a associagdo de AmB via emulsdo de
Pickering usando goma de cajueiro enxertada como matriz e obtiveram eficiéncias
de 21 a 47% do farmaco incorporado;

Pippa et al. (2014) formularam micelas poliméricas de AmB usando
copolimero de blocos de poli (isopreno-6xido de etileno) anfifilico e observaram que
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a estabilidade coloidal foi sugestiva da eficacia das nanoestruturas propostas como
carreadores para AmB, e obtiveram em uma das suas formulagdes liberagcdo de
aproximadamente 95% de AmB em 8 h.

Sheikh et al. (2010) desenvolveram sistema nanossomal e em ensaios
biolégicos obtiveram que a matriz proposta ocasionou em menor lise dos globulos
vermelhos quando comparada a forma de desoxilato de anfotericina e valores
analogos ao Ambisome®. Os testes clinicos em animais ndo apresentaram
toxicidade nem mortalidade atribuidos ao tratamento.

Marcano et al. (2018) sintetizaram nanoparticulas de AmB em
policaprolactona revestidas com quitosana. Os resultados obtidos sugerem que o
sistema coloidal foi estavel ap6s o preparo e estocagem. Apresentou
encapsulamento razoavel (69%) e baixa citotoxicidade comparada ao farmaco na

sua forma livre.

2.5.2 Indometacina (IND)

A indometacina (Acido 2-{1-[(4-clorofenil)carbonil]-5-metoxi-2-metil-1H-
indol-3-il}acético) € anti-inflamatério pertencente a classe dos n&o esteroides
(AINE's) comumente aplicado no alivio de sintomas relacionados a processos
inflamatdrios como disturbios reumaticos, enxaquecas, dores pds-traumaticas e pos-
cirurgicas (ROELOFS et al., 2008; PANCHAGNULA; THOMAS, 2000).

Classificado no grupo |l do Sistema de Classificagcdo Biofarmacéutica
(baixa solubilidade e alta permeabilidade), a IND (Figura 8) € fracamente soluvel em
agua e nos fluidos aquosos e a sua absorgao € limitada pela sua velocidade de
dissolucdo e solubilidade. Portanto, otimizar as propriedades de solubilidade ou
dissolugdo pode melhorar significativamente a sua biodisponibilidade (POUTON,
2006; LENNERNAS; ABRAHAMSSON, 2010).
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Figura 8 - Representagdo da estrutura quimica da IND
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Fonte: Kuskov et al. (2017).

O mecanismo de acdo da IND esta associado a presenca de efeitos
colaterais gastrointestinais e renais atribuidos a inibicdo das enzimas
cicloxigenases, responsaveis pela producdo de prostaglandinas que atuam na
protecdo gastrica, circulagdo sanguinea renal e agregacéo plaquetaria (BATEMAN,
1994; BATEMAN, 2012; KIM; FLACH; JAMPOL, 2010; SOSTRES et al., 2010). A
IND, tal como a maioria dos NSAIDs, causa ou intensifica as ulceras
gastrointestinais ou o sangramento e possui uma meia-vida curta, de 4 a 5 h
(ZILTENER; LEAL; FOURNIER, 2010). De fato, para diminuir os efeitos colaterais
deste farmaco, € possivel reduzir a dose administrada e fornecer a entrega do
medicamento alvo para a area de interesse (ZAVISOVA et al., 2007).

Com a finalidade de melhorar a solubilidade e biodisponibilidade de IND
no organismo e reduzir os efeitos colaterais da administragdo do mesmo, diversos
meios de carreamento vem sendo desenvolvidos. Khayat et al. (2018) elaboraram
um sistema de microemulsdo com eugenol para liberagéo transdérmica. A carga de
indometacina na microemulsado foi aumentada pelo aumento da concentracdo de
eugenol e na presenga de co-surfactantes. A taxa de liberagdo aumentou na
presengca de propilenoglicol ou etanol. O fluxo transdérmico de indometacina foi
maior a partir de microemulsdes contendo alta concentragdo de eugenol, e
apresentou efeito sinérgico ao utilizar o propilenoglicol no meio.

Badri et al. (2017) elaboraram nanoparticulas a base de policaprolactona
contendo indometacina (uso tdpico) para proporcionar efeito analgésico e
antiinflamatorio tépico no tratamento sintomatico de doengas inflamatdrias,

reduzindo os efeitos colaterais e a frequéncia de administragdo. Obtiveram sistemas
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com aproximadamente 70% de IND incorporada, boa estabilidade coloidal apds o
preparo e estoque (30 dias), capazes de penetrar na camada cornea da pele.

Akhgari et al. (2017) desenvolveram nanofibras poliméricas a base de
Eudragit® para absorgdo do farmaco no célon. Os ensaios de liberagdo sugerem
que as formulacbes testadas foram resistentes ao pH 1,2 (gastrico) e tiveram
aproximadamente 100% do principio ativo liberado em pH 7,4.

Lu et al. (2017) obtiveram nanoparticulas auto-organizadas para
carreamento de IND utilizando copolimeros em bloco com nucleo de polietilenoimina
ramificada (PEI) e multiplas cadeias periféricas de poli (e-benziloxicarbonil-L-lisina).
Os ensaios de liberagdo mostraram perfil de aproximadamente 80% do farmaco
liberado em 2 h (liberagédo rapida). Os testes de citotoxicidade evidenciaram que a
matriz proposta foi biocompativel.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estudar a sintese e produtos da acetilagdo "verde" em meio acido da

goma de cajueiro (exsudato de Anacardium occidentale L.) através de delineamento

experimental fatorial 2° (sem réplicas), bem como caracterizar os produtos reacionais

obtidos, e, potencializar a aplicagdo tecnolégica dos mesmos na elaboracdo de

sistemas carreadores de farmacos hidrofébicos.

3.2 Objetivos Especificos

Estudar a reacdo de acetilagdo em meio acido através de delineamento
experimental do tipo fatorial 2° em dois niveis sem réplicas, e, verificando a
influéncia dos parametros reacionais no rendimento e grau de acetilagdo dos
derivados;

Averiguar a influéncia do grau de substituicdo dos derivados na formagéo e
caracteristicas coloidais das nanoparticulas auto-organizadas por didlise e
nanoprecipitacao e por emulsdes de Pickering;

Incorporar anfotericina B em nanoparticulas auto-organizados via dialise e
estudar a influéncia do grau de acetilagdo dos derivados precursores nas
caracteristicas de encapsulamento e liberagao (pH 7,4) do principio ativo;
Elaborar matrizes de emulsdes de Pickering com a goma de cajueiro acetilada
(média e alta substituicdo) e estudar os fatores que atuam na estabilizagao de
tais sistemas, como: concentragdo polissacaridica na composicdo da fase
aquosa, forga idbnica da fase aquosa na composi¢do da emulsdo e grau de
acetilagao dos derivados utilizados;

Incorporar indometacina nas emulsées sem ajuste de forga i6bnica e pH = 6,8
e analisar a estabilidade coloidal dos sistemas (parédmetros de tamanho de
particulas, potencial zeta e indice de polidispersividade), as caracteristicas de

encapsulamento e perfil de liberacdo das formulacdes obtidas.



44

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

A goma de cajueiro foi isolada do exsudato de arvores de Anacardium
occidentale L. nativas do estado do Ceara (Brasil) conforme metodologia descrita
por Rodrigues, de Paula e Costa (1993). Alcool etilico 95%, acido acético glacial e
anidrido aceético (Synth), acido sulfurico padrdo analitico (Vetec), hidroxido de sodio
(Vetec), cloreto de sodio (Synth), dimetilsulféxido (Synth), brometo de sdédio (Synth),
DSS (2,2-dimetilsilapentano-5-sulfonato de soédio) e dimetilsulfoxido deuterado
(Cambridge Isotope Laboratories Inc.), Anfotericina B (Ethicall), Indometacina
(Sigma Aldrich), miglyol 812® (triglicérides e acidos caprilico e caproico) obtidos da
Cremer Oil (Witten, Alemanha), Acetona (Synth).

4.2 Metodologia

A descrigao sucinta das atividades experimentais realizadas ao decorrer
deste trabalho envolvem as seguintes etapas: (a) extracdo e isolamento da goma de
cajueiro; (b) reacéo de acetilagdo em meio acido; (c) caracterizagdo dos produtos de
reacdo; (d) delineamento experimental fatorial para estudo da influéncia das
variaveis reacionais no grau de substituigdo da goma de cajueiro; (e) aplicagao dos
derivados acetilados em sistemas de carreamento de farmacos por auto-
organizacéo e emulsdes do tipo Pickering. A Figura 9 ilustra as etapas experimentais
deste trabalho.
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Figura 9 - Fluxograma de atividades experimentais.
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Fonte: Autor.

4.2.1 Extracao e isolamento da Goma de Cajueiro (GC)

A extragdo da goma de cajueiro foi realizada conforme método descrito
por Rodrigues, de Paula e Costa (1993). Inicialmente, foi preparada uma solugao
aquosa do exsudato triturado a 10% (m/v) e deixado em agitagdo durante 12 horas.
Em seguida, foi feito ajuste de pH da solugdo para 7,0 com NaOH 0,1 mol.L™", com
posterior adigdo de 1 g de NaCl e precipitagdo em etanol (80% em volume). O
precipitado obtido foi filtrado em funil de placa sinterizada, lavado com etanol e

acetona e seco com jato de ar quente.
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4.2.2 Acetilagdo da Goma de Cajueiro

A goma de cajueiro foi acetilada seguindo método descrito por Feuer
(1998), localizado na patente americana n° 5.710.269 com modificagdes.
Resumidamente, uma mistura de goma de cajueiro e da mistura acetilante (GC:Ac
1:0,16 e 1:0,08), composta de anidrido acético e acido acético (razédo 1,5:1,0) foi
colocada sob agitacdo magnética (600 rpm, 15 minutos); adicionou-se em seguida 3
gotas de acido sulfurico concentrado com o sistema sob refrigeragao.
Posteriormente, a mistura reacional foi mantida sob aquecimento e agitagédo
magneética na temperatura e tempo determinados no delineamento fatorial. A reagao
foi interrompida pela adigdo de 20 mL de agua destilada a 5° C. O sistema reacional
foi deixado em repouso refrigerado durante 15 minutos, neutralizado até pH 7 com
hidroxido de soédio a 25% e novamente deixado em repouso refrigerado (15
minutos). Em seguida, produto final foi precipitado em solugdo de etanol a 80%,
deixado em repouso "overnight”. Para a recuperagao dos derivados acetilados sao
prosseguidas as etapas de separagado, dialise contra agua destilada (3 dias) e
liofilizagao (Liofilizador modelo FreeZone 4.5, Labconco).

4.2.3 Delineamento experimental e analise estatistica para a modificagdao
quimica da Goma de Cajueiro

Neste estudo foi aplicado um delineamento experimental em dois niveis
do tipo fatorial 2% sem replicas, com a finalidade de avaliar o processo de acetilagéo
catalisado em acido sulfurico. As variaveis independentes estudadas foram a
temperatura (T), tempo de reagéo (t) e razdo quantitativa goma de cajueiro: mistura
acetilante (Ac). As variaveis dependentes (respostas) foram rendimento reacional e
o grau de acetilagdo dos derivados acetilados.

Foram executados 8 experimentos para cada variavel dependente,
conforme o delineamento experimental ANOVA. Estes foram agrupados em blocos
de 4, experimentos selecionados aleatoriamente para minimizar os efeitos oriundos
de fatores de variagdes inerentes ao processo. Duas reagdes foram realizadas para
a extrapolacdo dos niveis utilizados foi realizada a fim de evidenciar com mais
clareza o efeito das variaveis dependentes nas respostas estudadas, totalizando 10
experimentos. As variaveis independentes utilizadas para fins de avaliagdo do
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processo foram: rendimento reacional, grau de acetilagdo e tamanho de particulas
de sistemas auto-organizados obtidos por dialise. A matriz de planejamento
contendo as variaveis dependentes A, B e C, consta na Tabela 5.

Tabela 5 - Estudo estatistico das variaveis de acetilagdo nas respostas.

Nuamero Variaveis dependentes ?
Derivados
de A B C
Acetilados
Reacao T(°C) t(h) AC
1 T50t2Ac08 -1 -1 -1
2 T80t2Ac08 +1 -1 -1
3 T50t6Ac08 -1 +1 -1
4 T80t6Ac08 +1 +1 -1
5 T50t2Ac16 -1 -1 +1
6 T80t2Ac16 +1 -1 +1
7 T50t6Ac16 -1 +1 +1
8 T80t6AC16 +1 +1 +1
9* T90t4Ac12 +1,68 0 0
10* T65t4Ac18 0 0 +1,68

8T = Temperatura; t = tempo; q = razdo goma:mistura acetilante; niveis de estudo: baixo (-1), médio
(0), alto (+1) e extrapolados (+1.68). * Condi¢bes experimentais de extrapolacéao.

Fonte: Autor.

Os niveis trabalhados em cada variavel dependente estdo descritos a
seqguir:
* fFator A: Temperatura (T); nivel alto (+) = 80° C (T80), nivel baixo (-) = 50° C
(T50) e nivel extrapolado (+1,68) = 90° C (T90);

* Fator B: Tempo (t); nivel alto (+) = 6,00 h (t6) e nivel baixo (-) = 2,00 h (t2).
Nivel médio (0) = 4,00 h (t4);

* Fator C: Teor de acetilante (Ac); nivel alto (+) = 0,16 (Ac16) e nivel baixo (-) =
0,08 (Ac08). Nivel médio (0) = 0,12 (Ac12) e nivel extrapolado (1,68) = 0,19
(Ac19).

O tratamento estatistico dos dados foi realizado através de analise
ANOVA no programa Excel (Microsoft 2010). Aplicou-se o teste F usando nivel de
significancia 92%. A regressé&o linear tenta modelar a relagdo entre as variaveis

ajustando uma equacgao linear aos dados observados e foi usada para indicar os
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parametros de reacgdo significativos. O tratamento dos dados estatisticos foi
realizado por meio do Programa Excel (Ribeiro, Fogliatto e Caten, 2001) e todas as
variaveis independentes estudadas e suas possiveis combinacbes foram
normalizadas para os valores -1, 0 +1 e +1,68, para valores baixos, médio, alto e
extrapolado, respectivamente, e depois agrupados em uma matriz. Seu coeficiente e
o fator de significancia (p) foram determinados por regressao linear. As variaveis
independentes significativas foram selecionadas, considerando o fator de
significancia (p) menor que 0,08 para uma confiabilidade de 92%.

4.3 Caracterizagao dos Derivados Acetilados

Para a caracterizacido utilizando técnicas de analise instrumental foram
utilizadas as seguintes amostras: Goma de cajueiro isolada (GCl), T50t2Ac08 (baixa
acetilacao), T80t2Ac16 (meédia acetilacdo), e T65t4Ac18 (alta acetilagdo). Nos
parametros inerentes ao grau de acetilagdo e tamanho de particula dos sistemas
obtidos por autoorganizagdo foram utilizados todos os derivados acetilados. Na
determinacdo de tamanho de particulas dos sistemas nanoprecipitados foram
selecionados os produtos de reacdo T50t2Ac08, T80t2Ac16 e T65t4Ac18.

4.3.1 Determinacao do Grau de Acetilagao (GA)

O grau de acetilagdo consiste em quantificar a substituicdo dos
grupamentos acetila na estrutura polissacaridica. Este parametro foi quantificado
para cada ponto proposto no delineamento experimental em conformidade com o
método volumétrico descrito na norma ASTM D871-72 (American Society for Testing
and Materials) reportada em outros artigos da literatura (XU et al., 2010; ELOMAA et
al.,, 2004). A metodologia aplicada € baseada na completa hidrolise basica das
ligagbes éster dos derivados acetilados e titulagdo do excesso alcalino com acido
(ELOMAA et al., 2004).

Apos secas durante 2 h em estufa a 105 °C, cada amostra foi esfriada em
dessecador a temperatura ambiente, pesada e transferida para um frasco de vidro,
no qual foi adicionado alcool etilico a 75%, na propor¢gdo de 50 mL de alcool para
cada 1 g de amostra. Em seguida foram adicionados 40 mL de hidréxido de sodio
0,5 mol.L™" e o sistema foi aquecido a 50 °C. O recipiente foi vedado e mantido por
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aproximadamente 3 dias em temperatura ambiente, com agitacbes ocasionais.

Decorrido esse periodo, o sistema foi titulado com &cido cloridrico 0,5 mol.L”

utilizando-se fenolftaleina como indicador, logo o excesso de NaOH presente que foi

utilizado na quantificagdo dos grupamentos acetila (titulagdo de retorno).

A determinagdo do teor de acetato foi feita em duplicata através da

Equacéo 1, e o grau de acetilagado (GA) € dado pela Equacgéo 2:

% Acetato = (Vsranco =V anosira ) XM 1, %0,043x100 (Eq. 1)
M 4po0sTRA
_ 18 1x(%Acetato) (Eq. 2)
4300x[42x(% Acetato)]

Onde:

Veranco = Volume de acido utilizado na titulagdo do branco;

Vamostra = Volume de acido utilizado na titulagdo da amostra;

Muc = Concentragao da solugdo de acido cloridrico (moI.L'1);

M amostra = Massa de amostra utilizada.

4.3.2 Determinagao do Tamanho de Particulas

Nanoparticulas auto-organizadas obtidas por dialise: As particulas auto-
organizadas foram obtidas pela micelizagdo de cada produto de reagdo em
meio aquoso, em duplicata, conforme metodologia descrita por Pitombeira et
al. (2015). Para tal, 5 mg de cada amostra foi dissolvida em 5 mL de
dimetilsulféxido (DMSO) e a solucéo foi dialisada em membrana de acetato
de celulose (massa molar de corte 14 kD) contra agua destilada. O fim da
dialise foi determinado quando a condutancia da agua externa se tornou igual
a da agua destilada (apds 3 dias). Em seguida as amostras foram filtradas e
analisadas (50 uL de amostra + 1 mL de agua deionizada);

Nanoparticulas obtidas por nanoprecipitacdo: Os derivados acetilados
(T50t2Ac08, T80t2Ac16, e T65t4Ac18) foram individualmente dissolvidos em

dimetilsulféxido na concentracdo de 5 mg.mL™". Aliquotas desta solugdo mae
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foram retiradas e gotejadas em agua deionizada sob agitagcado
(aproximadamente 500 rpm) para compor solugdes polissacaridicas na
concentracdo de 0,5 mg.mL”, respectivamente. As nanoparticulas obtidas
por método de nanoprecipitagdo. Em seguida as amostras foram filtradas e
analisadas (50 uL de amostra + 1 mL de agua deionizada);

A determinagdo do tamanho de particula e suas referidas distribuicoes, e
analise de potencial zeta ({) foram realizadas em um analisador Malvern Zetasizer
Nano ZS Modelo 3600. O diametro hidrodinamico foi medido por dispersdo de luz
dindmica (DLS) com laser a um comprimento de onda de 633 nm e um angulo de
dispersao fixo de 173°, em que cada replicata foi medida trés vezes.

4.3.3 Espectroscopia na regidao do infravermelho (FTIR)

A goma de cajueiro pura e seus respectivos derivados acetilados foram
analisadas pela técnica de espectroscopia na regido do infravermelho. Para tal as
amostras foram preparadas em pastilhas de KBr e em seguida os espectros foram
obtidos na regido entre 4000 e 400 cm™ em espectrofotdmetro Shimadzu modelo
8300.

4.3.4 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN "H)

Para as analises de ressonéncia magnética nuclear de hidrogénio (RMN
'H), as amostras foram dissolvidas em dimetilsulféxido deuterado (DMSO-D) e os
espectros foram obtidos em equipamento Bruker modelo Advance DRX500, com
controle de temperatura, a 70°C e utilizando o 2,2-dimetilsilapentano-5-sulfonato de

sédio (DSS) como padrdo em deslocamento quimico de 0 ppm.

4.4 Aplicagao dos Derivados Acetilados: Sistemas Auto-Organizados Para a
Incorporagao de Anfotericina B (Amb)

Para esta etapa do estudo, dois derivados acetilados de diferentes graus
de substituigdo foram selecionados: T80t2Ac16 (Acetilagdo Média, GA = 1,80 + 0,10)
e T90t4Ac12 (Alta Acetilacdo, GA = 2,72 £+ 0,36), que a partir deste topico s&o
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designados como GCMA (média acetilacdo) e GCAA1 (alta acetilagdo),
respectivamente. Esta analise compreende o preparo das nanoparticulas com AmB,
determinacao da eficiéncia de encapsulamento das matrizes propostas e estudo do
perfil de liberagéo in vitro em tampao fosfato simulando meio intestinal simulado (pH
=7,4).

4.4.1 Preparo das nanoparticulas auto-organizadas com AmB

As nanoparticulas para carreamento de AmB foram obtidas, em duplicata,
conforme metodologia descrita por Pitombeira et al. (2015). Cada derivado (GCMA
ou GCAA1, 50 mg) e AmB (5 mg) foi dissolvido em 5 mL de dimetilsulfoxido, os
respectivos sistemas foram dialisados contra agua (massa molar de exclusdo 14
kD), filtrados e depois secos por liofilizacdo. As amostras de nanoparticulas de AmB
foram denominadas GCMA-AmB (Nanoparticulas Derivadas de Acetilagdo Média) e
GCAA1-AmB (Nanoparticulas Derivadas de Alta Acetilag&o).

4.4.2 Determinagao da Eficiéncia de Encapsulamento e Dopagem

O teor de AmB na nanoparticula foi medido dissolvendo 5 mg de
nanoparticulas de AmB em DMSO (10 mL). agitando-se durante 1 h. O conteudo de
AmB foi determinado por absorgdo UV-Vis a 387 nm (espectrometro Shimadzu UV
1800) e calculado usando uma curva de calibragdo de AmB em DMSO, apresentada
na Figura 10, para determinar a relagao entre a absorbancia e a concentragao ( ABS
= 78,35x + 0,002; R? = 0,9964).
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Figura 10 - Curva de calibragdo de AmB em DMSO (A = 387 nm).
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A eficiéncia de encapsulagéo (% EE) e a carga de farmaco (DL%) foram

calculadas de acordo com as equacgdes 3 e 4 (PARK et al., 2010):

m, .
EE(%) = x100 (Eq. 3)
M AmB-AD
m, »
DL(%) = ———x100 (Eq. 4)
M AmB-NP

Onde:
Mams = Massa de AmB incorporada
Mame-np = Massa total do sistema (nanoparticulas + conteudo de AmB)

Mame-ap = Massa total de AmB adicionada.
4.4.3 Estudo de liberagao de AmB "in vitro"

Os perfis de liberagdo das nanoparitulas carregadas com o farmaco
proposto (GCMA-AmB ou GCAA:-AmB) foram obtidos utilizando um sistema de
dialise. Cada amostra (20 mg) foi introduzida em membranas de acetato de celulose
(poro 14 kD) e dialisada contra 30 mL de solugdo tampéao fosfato contendo lauril
sulfato de sodio a 0,15%, a pH 7,4 e 37 °C por 72 h. Aliquotas foram tomadas em
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determinados intervalos de tempo e analisadas por espectrofotometria na regido UV-
Vis. As medidas de absorbancia a A = 387 nm foram convertidas em porcentagem
de liberacago de AmB, de acordo com uma curva de calibragdo previamente
estabelecida (ABS = 51,13x - 0,009; R? = 0,9972), apresentada na Figura 11.

Figura 11 - Curva de calibragcdo de AmB em PBS 7,4 com lauril sulfato de sodio (A=
387 nm).

0,7 -
1 | )
0,6 - g
g
0,5 p
8
o
c 0,4 L
L)
L0
5
@ 0,3 I
< '
- Equation y=a+b*
0'2 a Weight No Weighting
1 Residual Sum of 8,92821E-4
7 |Squares
0,1+ L Pearson's 1 0,99881
pd Adj. R-Square 0,99722
1 ) Value Standard Error
L Intercept -0,00986 0,00724
0.0+ Abs 387 Slope 5113246 102005

T T T N T N T N T T T T T T
0,000 0,002 0004 0006 0008 0010 0012 0014
Concentragao (mg.mL1)

4.5 Aplicagdo dos Derivados Acetilados: Emulsées de Pickering Para o

Carreamento de Indometacina (Ind)

Dois derivados acetilados de diferentes graus de substituicdo foram
selecionados: T80t2Ac16 (Acetilacdo Média, GA = 1,80 + 0,10) e T65t4Ac18 (Alta
Acetilagdo, GA = 3,06 + 0,21), que a partir deste topico sdo designados como GCMA
e GCAAZ2, respectivamente.

O estudo da elaboracdo das emulsdes de Pickering como matriz de
carreamento de principio ativo hidrofébico compreende as seguintes fases do
estudo: Estudo dos fatores que atuam na estabilizagdo das emulsdes de Pickering
(grau de acetilacdo do derivado precursor da emulsao, forga ibnica da fase aquosa),
Caracterizagdo das emulsdes de Pickering, Elaboragcdo das emulsdes de Pickering
incorporadas com IND, estudo da eficiéncia de encapsulamento das matrizes
propostas, e estudo do perfil de liberagao in vitro em meio sanguineo simulado (pH =
7,4).
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4.5.1 Elaboracao das nanoparticulas para estabilizacdo das emulsées de
Pickering - Fase Aquosa (FA)

Os derivados acetilados (GCMA e GCAA2) foram individualmente
dissolvidos em dimetilsulféxido na concentragcdo de 5 mg.mL'1. Aliquotas desta
solugdo mae foram retiradas e gotejadas em agua deionizada sob agitagcéo
(aproximadamente 500 rpm) para compor solugbes polissacaridicas na
concentracido de 0,5 mg.mL‘1, respectivamente. As nanoparticulas obtidas por
método de nanoprecipitagdo foram utilizadas na constituicdo da fase aquosa das
emulsdes elaboradas neste estudo.

4.5.2 Preparo e estudo das emulsées de Pickering

O preparo das emulsdes foi executado segundo adaptagbes ao método
de Calvo, Vila Jato e Alonso (1997). Inicialmente as fases da emulsdo foram
formuladas separadamente. As nanoparticulas para composicdo da fase aquosa
(FA) foram obtidas conforme descrito no topico 4.5.1 e submetidas a agitagdo
magneética (aproximadamente 500 rpm). As fases organicas (FO) foram formadas
com a seguinte composi¢ao: 63uL de miglyol, 250uL de etanol e 4,5 mL de acetona;
em seguida o sistema foi submetido a agitagdo. Apds o preparo da fase orgénica,
esta foi gotejada moderadamente sobre a fase aquosa em agitagdo magnética
continua (500 rpm), formando uma dispersdo turva de coloragdo leitosa. Em
seguida o sistema foi rotaevaporado a 45°C até metade do volume inicial com a
finalidade de remover os solventes presentes (acetona e etanol).

Foram realizados estudos acerca de fatores que interferem nas
propriedades das emulsdes: 1) Influéncia do grau de substituicdo (DA) da goma de
cajueiro acetilada: foram utilizados dois derivados em diferentes padrées de
acetilacdo - GCMA e GCAA2, média e alta acetilagdo, respectivamente; 2)
Influéncia da Forga I6nica: para analise desta variagdo as fases aquosas (dos dois
derivados em ambas as concentragdes) sofreram adi¢do de NaCl nas concentragdes
0, 50, 100, 150 e 300 mmol.L”" de NaCl (MWANGI et al., 2016).
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4.5.3 Caracterizagdo das Emulsées de Pickering

As propriedades consideradas ao estudo das emulsdes elaboradas foram:
tamanho de particulas das emulsdes e sua variacdo 7 dias apdés armazenamento,
potencial zeta, e indice de cremeagéao (Cl).

Para o tamanho de particulas, cada emulsdo teve uma aliquota de 50 pL
diluida para um volume final de 1 mL, e foram analisadas conforme descrito no
tépico 3.3.2.

A estabilidade da emulsao foi determinada pelo estudo da variacdo de
didmetro médio para as goticulas de emulsédo apos 7 dias de armazenamento.

O indice de cremeacéo (Cl) foi determinado medindo a altura do soro (Hs)
e a altura total (Ht) de uma emulsao 7 dias apds o preparo da amostra (MWANGI et
al., 2016).

cr =215 1100 (Eq. 5)
H

4.5.4 Aplicacao das Emulsées de Pickering no carreamento de IND

Nesta etapa as nanoparticulas formadas pelos derivados acetilados
GCMA (média acetilacdo) e GCAA2 (alta acetilagdo) foram utilizados na elaboragao
de emulsdes de Pickering aplicadas ao carreamento de indometacina (IND).

O preparo das emulsdes foi feito de acordo com o método de Calvo, Vila
Jato e Alonso (1997) e suas referidas adaptagdes. As fases aquosas (FA) foram
preparadas via nanoprecipitacdo na concentragdo de 0,5 mg.mL'1. As fases
organicas (FO) seguiram a formulagdo: 63 pL de miglyol, 250 pyL de solugéo
etandlica de IND e 4,5 mL de acetona. Foram preparadas emulsdes com diferentes
concentragbes de farmaco, perfazendo as razdes polissacarideo: farmaco (1:1 e
1:1,5). As emulsdes formuladas com IND foram intituladas GCMA-IND1:1, GCMA-
IND1:1.5, GCAA2-IND1:1 e GCAA2-IND1:1,5. Ao final da sintese as emulsdes foram
centrifugadas a 25000 g e 15 °C durante 1 h (Sigma, modelo 3-30K). As emulsdes
isoladas obtidas (sobrenadante) foram utilizados nas analises posteriores.

As emulsdes incorporadas com IND (na razéo 1:1) em sua forma isolada,
sem ajuste de forga ibnica e pH 6,8. Estas foram caracterizadas no que se referem
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ao tamanho de particulas, indice de polidispersividade, potencial zeta ((), eficiéncia

de encapsulamento e perfil de liberagao da IND.

4.5.5 Determinacao da eficiéncia de encapsulamento (%EE) das emulsées de

Pickering incorporadas com IND

A quantidade de IND de encapsulada foi medida. Para tal o conteudo total
de emulsao isolada obtido em uma sintese foi dissolvido em etanol (80%) e agitado
em vortex e centrifugado (40000 g”', 15°C, 30 min). O contelido de IND foi
determinado por absorgdo de UV-Vis a 267 nm (espectrdmetro Shimadzu UV 1800)
e foi calculado usando uma curva de calibragdo IND, para determinar a relagcéo entre
a absorbancia e a concentracédo (ABS = 46,48 — 0,0043; R? = 0,9991), a curva

utilizada esta apresentada na Figura 12:

Figura 12 - Curva de calibragdo de IND em etanol (A= 267 nm).
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A eficiéncia de encapsulamento (% EE) foi calculada de acordo com a
Equacéo 6 (PARK et al., 2010):

M - Eq. 6
EE(%) = —22% x100 (Eq. ©)

MND-AD
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Onde:
minp -em= Massa de IND incorporada na emulsio isolada

Minp-AD= Massa adicionada de IND

4.5.6 Estudo de liberagao de IND "in vitro"

Os perfis de liberagdo das emulsdes incorporadas com IND (GCMA-
IND1:1 e GCAA2-IND1:1) foram obtidos usando um sistema de dialise. Cada
amostra de emulsdo previamente preparada e isolada (pellet) foi introduzida em
membrana de acetato de celulose com poros de exclusdo molecular de 14 kD e
dialisada contra 30 mL de solugao tampao de fosfato adicionada de sulfato de lauril
de sédio 0,15% (PBS), pH 7,4 a 37 °C durante 48 h. Foram tomadas aliquotas em
determinados intervalos de tempo e analisadas por espectrofotometria na regido UV-
Vis (espectrdbmetro Shimadzu UV 1800). As medidas da absorbancia a 267 nm
foram convertidas na porcentagem de farmaco liberada de acordo com uma curva
de calibragcdo (Figura 13) previamente estabelecida para a qual a linearidade foi
confirmada (ABS = 45,5470x + 0,0187; R? = 0,9981).

Figura 13 - Curva de calibragdo de IND em PBS 7,4 com lauril sulfato de sédio (A=

267 nm).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Acetilagdo "Verde" da Goma de Cajueiro e Formacao de Sistemas Auto-
Organizados

5.1.1 Estudo das condig¢ées reacionais

No presente estudo foi realizada a reagdo de acetilagdo da goma do
cajueiro catalisada em acido sulfurico usando diferentes condigbes reacionais a fim
de verificar a sua influéncia nas propriedades nos derivados funcionalizados. Com o
objetivo de modular estas propriedades de acordo com as condigdes reacionais, 0s
fatores foram variados através de um delineamento fatorial do tipo 23 (sem réplicas),
onde os efeitos no rendimento da reac&o, no grau de acetilacdo e no tamanho de
particula dos sistemas auto-organizados (por dialise) gerados foram observados. Os
sistemas auto-organizados formados por dialise foram comparados no que se refere

ao tamanho de particula, indice de polidispersividade e potencial zeta.

5.1.1.1 Influéncia das variaveis no rendimento reacional e no grau de acetilacdo dos

produtos

Avaliou-se a influéncia dos fatores temperatura, tempo e quantidade de
reagente acetilante no rendimento, grau de acetilagdo e tamanho de particula. As
variaveis dependentes e independentes constam na Tabela 6. Os resultados indicam
uma variagao consideravel no rendimento da reagdo, com valores entre 55 e 97% e

com grau de acetilagdo entre aproximadamente 0,2 e 3.



Tabela 6 - Estudo do processo de acetilagao e suas respostas.
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Variaveis dependentes
a

Numero . Derivados Acetilados
d  pcetiados A B C
Reagdo T°C) t(h)  AC Re”‘(’f,/r:)e”to GA Tamanho (nm)
1 T50t2Ac08 -1 -1 -1 71,07 0,19+ 0,02 228 + 10°
2 T80t2Ac08 +1 -1 -1 79,87 1,69 + 0,30 127,5+5,7°
3 T50t6Ac08 -1 +1 -1 62,56 0,84 £ 0,06 337,9+18,2°
4 T80t6Ac08 +1 +1 -1 93,12 2,43 + 0,07 238,2 +50,1°
5 T50t2Ac16 -1 -1 +1 67,69 0,28 £ 0,08 317,6 + 6,3°
6 T80t2Ac16 +1 -1 +1 92,23 1,80+ 0,10 152,8 + 1,7
7 T50t6Ac16 -1 +1 +1 55,81 0,33 £ 0,06 231,1+3,5°
8 T80t6AC16 +1 +1 +1 60,00 0,69 £+ 0,01 186,4 + 7,5
9* T90t4Ac12 +1,68 0 0 96,78 2,72 +0,36 165,2 + 30,3°
10* T65t4Ac18 0 0 +1,68 72,55 3,06 £ 0,21 241,3 +10,9°

@ T = Temperatura; t = tempo; q = proporgédo goma:mistura acetilante; niveis de estudo: baixo (- 1),
médio (0), alto (+1) e extrapolados (+1.68). * Condigdes experimentais de extrapolacéo.

Fonte: Autor.

Os melhores resultados foram obtidos nas condigdes 4, 6 e 9, com

rendimentos maior que 90% e grau de acetilagdo superior a 1,8. As analises

estatisticas ANOVA e de regressao linear identificaram que apenas o fator A e o

efeito de interagcdo BC foram significativos tanto para o rendimento quando para o

grau de acetilagdo, o que se verifica pela analise de significancia, em que Fo € maior

que Feritico, COMO pode-se observar na Tabela 7.

Tabela 7 - Analise de varidncia ANOVA (IC 92%): somas quadradas (SQ), médias
quadradas (MQ), Fo e Feritico para Rendimento e Grau de acetilagao.

Resposta Fatores SQ GL MQ Fo Fcritico
RENDIMENTO A 579,5 1,0 579,5 13,0 53
B 193,7 1,0 193,7 4,3 53
BC 298,3 1,0 298,3 6,7 5,3
ABC 221,7 1,0 2217 5,0 53
Error 133,6 3,0 44,5
SQT 1426,9 7,0 203,8
GRAU DE A 30832,6 1,0 30832,6 23,39 5,44
ACETILACAO C 5082,8 1,0 5082,8 3,86 5,44
BC 7233,0 1,0 7233,0 5,49 5,44
Error 5272,9 4.0 1318,2
SQTOTAL 48421,4 7,0

Fonte: Autor.
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Estes fatores correspondem ao efeito da temperatura e a um efeito de
interacdo entre tempo e quantidade de reagente acetilante. Obtém-se entdo, apés
regressao linear a seguinte predicdo para o efeito das variaveis sobre o grau de
acetilagdo (Y, Eq. 7, R> = 0,80 e p < 0,08) e o rendimento (Y2, Eq. 8, R>= 0,62 e
p<0,08):

Y =1,04+0,62A-0,30BC (Eq. 7)

A Equacédo 7 fornece o grau médio de substituicdo, que € o valor de
intersecdo (1,04), e os fatores que contribuem para isso, explicando 80% da
variabilidade do grau de substituicdo relacionada a temperatura (A) e devido a

interagdo BC combinando a reagao tempo (B) e razdo GC: acetilante (C).

Y, =73+8,3A-6,3BC (Eq. 8)

Da mesma forma, a Equacéao 8 fornece o rendimento médio, que € o valor
de intersecdo (73%), e os fatores que contribuem para ele, relacionados a
temperatura (A) e a interagdo com a reagdo e o conteudo de acetilante. O baixo
valor do R?, correspondente a 62% da variabilidade atribuido ao rendimento, pode
ser explicado pela consideragcdo de outros fatores inerentes a recuperagdo dos
produtos como a eliminagao de derivados acetilados de baixa massa molar durante
a dialise e a perda de material durante a recuperacao do produto.

Substituindo as variaveis A, B e C na Eq. 7 e 8 nos niveis normais (-1, +
1), uma otimizacdo é alcangada. Maximizagdo para o rendimento e grau de
acetilacdo pode ser teoricamente alcangado substituindo as variaveis A, B e C pela
seguinte combinac&o de valores: +1, -1 +1 ou +1, +1 e -1 respectivamente. Aplicado
na Eq. 7, fornecem um grau de acetilagdo tedrico maximo de 1,96. Para Eq. 8,
proporcionara um rendimento tedrico maximo de 87,6%.

Pode-se verificar que a temperatura € o unico fator principal que influencia

de forma direta no sistema. Quando esta é trabalhada no nivel alto (A =+1), tem-se
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um aumento significativo tanto no grau de acetilagdo quanto no rendimento da
reacao. Desta forma, pode-se interpretar que somente a energia térmica fornecida
em nivel mais alto consegue interpor a barreira energética (Eat) requerida para a
formacdo dos intermediarios de reacdo precursores dos derivados acetilados.
Observa-se também um efeito de interagao entre tempo e quantidade acetilante nos
dois casos. Quando o tempo da reacgéo € de 6 h, (nivel alto, B= +1), e a quantidade
de acetilante esta no nivel baixo (C= - 1), obtém-se bons resultados no grau de
acetilacao (Reagao T80t6Ac08, GS 2,43, Rendimento 93%). Isso se deve ao fator
cinético da reagao, no qual em um tempo reacional maior, a quantidade de acetilante
adicionada € consumida em maior extensdo, o que causa aumento no rendimento
da reagao e no grau de acetilagdo, uma vez que estéo interligados. Por outro lado, o
aumento da quantidade de acetilante (C=+1) em um tempo mais curto (B= -1) tem
bom efeito no rendimento, porém & mais discreto no grau de acetilagdo, (Reagao
T80t2Ac16, GS 1,80, Rendimento 92%). Apesar de o aumento da quantidade de
reagente disponivel favorecer também um aumento na velocidade da reac&o de
acetilacdo, também pode gerar a formacdo de outros produtos de reacgéo
indesejados.

Diante destas consideragdes, visando obter maximo rendimento e grau de
acetilagdo, mais de um tipo de reacdo de acetilacdo foi realizado, nos quais
adaptaram-se o tempo e a quantidade de acetilante para niveis intermediarios aos
testados no delineamento fatorial e aumentou-se a temperatura para 90° C; como
resultado, obteve-se o maximo de rendimento e um dos maiores graus de acetilagao
(Reacao 9, derivado T90t4Ac12, GS 2,72, Rendimento 97%). Isso mostra a
importancia da temperatura como fator preponderante na eficacia da reacéo, onde a
maior energia térmica favorece a formagdo do intermediario na reacdo de
substituicdo, mantendo o tempo e a concentracdo de acetilante em niveis minimos
adequados para permitir a sinergia entre os valores.

Em comparagdo com trabalhos correlatos de reagbes de acetilagéo,
observa-se que Chen et al. (2014) obtiveram derivados acetilados de
polissacarideos extraidos de Ganoderma atrum com rendimentos entre 43 e 82% e
graus de acetilagdo entre 0,71 e 1,04 em reagdo de acetilagdo em meio basico.
Ressalta-se que houve uma diminuicdo no rendimento reacional para os produtos
mais substituidos, e, dentre os trabalhos avaliados da literatura ndo foram
evidenciados estudos para este parametro. Altos graus de substituicdo foram obtidos
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por outros autores usando diferentes mecanismos de reagdo. Pitombeira et al.
(2015) e Peredo et al. (2015) obtiveram com éxito acetilados polissacaridicos em
meio acido. Pitombeira et al. (2015) produziram goma de cajueiro acetilada com DS
= 2,80 em sistema reacional com solventes formamida e piridina, enquanto Peredo
et al. (2015) produziram acetilados de celulose com (DS > 2,00). No estudo de
acetilacdo da pululana em meio acido usando piridina, Zhang et al. (2009)
encontraram DS=2,70 e Teramoto e Shibata (2006) produziram acetato de pululana
com DS de 1 a 3, onde foi observada a necessidade de trabalhar com altas
quantidades de piridina para obter maiores graus de substituicdo. No entanto, os
referidos métodos de acetilacdo bem sucedidos reportados na literatura utilizam
quantidades significativas de reagentes como piridina e formamida, que s&o
consideravelmente mais toxicos.

Ja os trabalhos realizados por Coloussi et al. (2015) e Muljana et al.
(2010) produziram amido modificado com baixo grau de acetilagdo (0,10 a 0,50
aproximadamente) ao aplicarem reagdes em meio basico (pH 8,5) com anidrido
acético. Xie et al. (2015) alcangaram grau de acetilacdo semelhante na acetilagao de
polissacarideo de Cyclocarya paliurus com aumento significativo na atividade
biolégica dos derivados mais substituidos. E valido ressaltar que, embora menos
toxico, o método de acetilagado proposto por Xie et al. (2015) nado foi tdo eficaz na
substituicdo da cadeia polissacaridica.

Diante do exposto é possivel afirmar que a metodologia proposta neste
trabalho levou a uma otimizag&o da reagédo de acetilagdo da goma do cajueiro, que
promoveu a substituicio de no minimo duas hidroxilas presentes por unidade
repetitiva da estrutura nativa do polissacarideo, possibilitando a obtencdo de
derivados com altos graus de acetilagdo nas condigdes reacionais combinadas de
temperatura de 90 °C, tempo 4h e razdo acetilante 0,12. Nestas condi¢des citadas,
pois foi possivel atingir rendimento de 97% e graus de acetilagdo de 2,72,
equivalente aos reportados na literatura, com a vantagem de n&o utilizar solventes

toxicos.
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5.1.1.2 Efeito do grau de acetilagdo no tamanho de particula de sistemas auto-

formados em dialise

Os sistemas formados apresentaram tamanhos variaveis de
aproximadamente 127 a 334 nm. Neste estudo, procurou-se estabeler uma relagao
direta entre o grau de acetilagdo do polissacarideo e seu correspondente tamanho
de particula quando na formag&o de um sistema auto-organizado.

Figura 14 ilustra o tamanho das particula auto-organizadas de goma de
cajueiro acetilada de acordo com as condigdes de reagao de acetilagcdo em fungéo

também do grau de acetilagado de cada polissacarideo.

Figura 14 - Estudo do tamanho dos sistemas auto-organizados em fungédo do grau
de acetilagdo dos derivados de origem.
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Fonte: Autor.

Observa-se pela Figura 14 que existe uma tendéncia clara da influéncia
do grau de acetilacdo da estrutura polissacaridica no tamanho final de particulas
auto-formadas, possibilitando inferir que majoritariamente os tamanhos dos sistemas
formados sdo inversamente proporcionais ao grau de acetilagdo. Quando o grau de
acetilagao € inferior a 1,0 obtém-se tamanho de particula maiores que 200 nm, como
observado nas reagdes 1, 5, 7 e 3. Por outro lado, quando o grau de acetilagéo
obtido € acima de 1,7, obtém-se particulas auto-formadas com tamanho inferior a
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200 nm. Portanto, particulas auto-organizadas de caracteristicas desejaveis para
sistemas de liberacdo controlada sao obtidas quando DS é acima de 1,7, com mais
de uma hidroxila substituida por unidade repetitiva. Esses resultados encontram-se
em concordancia com os encontrados na literatura, pois € usualmente associada a
reducdo do tamanho de particula com o aumento do grau de acetilacdo. De fato,
quanto maior a substituicho acetii na cadeia polissacaridicas, maior a
hidrofobicidade do derivado, acarretando em redugcdo da concentracdo de
agregacéo critica (CAC) (JUNG; JEONG-IL; KIM, 2003) fator intrinsecamente ligado
ao tamanho dos sistemas auto-organizados formados. Ressalta-se que tais
caracteristicas de interacdo hidrofébica e tamanho de particulas s&o fundamentais
para a elaboracado de sistemas de carreamento de farmacos mais eficientes e com
perfis de liberagao controlada (KONG et al., 2013; SARAVANAKUMAR et al., 2010).

E sabido que para a formacéo de particulas auto-organizadas o polimero
deve apresentar caracteristica anfifilica. Desta forma, a reacdo de substituicdo de
hidroxilas por grupo acetilas em um polissacarideo hidrofilico deve causar um
aumento significativo no grau de hidrofobizag&do da macromolécula para favorecer a
formacéo de sistemas auto-organizados (PITOMBEIRA et al., 2015).

Burt e Letchford (2007) citam que as nanoesferas apresentam uma matriz
sélida, de tamanho compreendido entre os 100 e 200 nm onde o farmaco se
encontra dissolvido, aprisionado, ligado quimicamente ou adsorvido aos seus
constituintes. As nanocapsulas, por sua vez, apresentam tamanhos entre os 100 e
os 300 nm e sédo, portanto, sistemas de veiculagdo do tipo nucleo-invélucro, nos
quais o farmaco se encontra no nucleo ou cavidade, ou na membrana ou no
revestimento polimérico, dependendo dos constituintes da nanocapsula e afinidade
do farmaco.

Acredita-se ser de extrema importancia o controle do tamanho de
particula em um sistema carreador de farmaco, devido as restrigdes de tamanho de
particula para determinadas aplicagbes, como para formulagdes parenterais (REIS et
al, 2006), bem como a influéncia do tamanho e forma das particulas na ljmodulag&o
do sistema imunologico (KUMAR et al., 2015; JIANG et al., 2008).
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5.1.2 Caracterizagcao dos derivados acetilados

Para efeito de caracterizagcdo pelas técnicas instrumentais foram
selecionadas as amostras: GC| (Goma de cajueiro isolada), T50t2Ac08 (baixa
acetilacédo), T80t2Ac16 (média acetilagdo) e T65t4Ac18 (alta acetilacdo).

5.1.2.1 Espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR)

A Figura 15 mostra os espectros de FTIR da goma de cajueiro isolada
(GCl) e dos derivados dos graus de acetilagdo baixo, médio e alto (T50t2AC,
T80t2AC16 e T65t4Ac18, respectivamente), embora todos os derivados obtidos
tenham sido analisados por esta técnica. Neste espectro, é possivel observar que
GC isolada apresentou as seguintes caracteristicas: faixa de absorgdo de
estiramento OH em aproximadamente 3400 cm™; banda pequena a 2940 cm’
referente ao estiramento CH; Banda de 1640 cm™ associada a deformacéo
assimétrica do grupo OH; bandas a 1150, 1090 e 1040 cm™ atribuidas a vibracdes
de alongamento das ligagbes glicosidicas C-O-C e OH do grupo alcodlico,
respectivamente (SILVA et al., 2016).

Em relagdo aos espectros atribuidos aos derivados acetilados, observam-
se novas bandas: a 1750 cm™, associada a vibracdo de estiramento C=0,
aproximadamente 1230 cm™ relacionada a vibragdo de estiramento C-O de
grupamento éster e em 1375 cm™, associada & deformagao angular C-H de CHs dos
grupos acetil (XU et al., 2010), tais modificacbes espectrais evidenciam que a rota
reacional proposta promoveu efetivamente a insergcdo do grupo acetil na cadeia
polissacaridica (WALZ et al., 2018; LI et al., 2016; PEREDO et al., 2015).

Com o incremento do grau de acetilagdo dos produtos de reagao observa-
se que a absorbancia das novas bandas também aumenta, enquanto a banda do
estiramento OH diminui, um fendmeno que pode estar associado a reducido do
carater hidrofilico do polissacarideo modificado. Este comportamento foi observado
para polissacarideos modificados por diferentes mecanismos de acetilacdo: inulina
por método enzimatico (WALZ et al., 2018), amido (XIAO et al., 2016), goma de
Artemisia sphaerocephala (LI et al., 2016), goma de cajueiro acetilada em meio
piridinico (PITOMBEIRA et al., 2015), acido hialurénico acetilado em formamida e
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reacao de piridina (PARK et al., 2010), polpa branqueada de Eucalyptus globulus
derivatizada em meio acido (PEREDO et al., 2015).

Figura 15 - Espectros de FTIR da goma de cajueiro pura e seus respectivos
derivados.
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E possivel estudar quantitativamente a hidrofobicidade dos sistemas
formados através da razdo entre as areas das bandas de absorbancia dos
comprimentos de onda caracteristicos as vibragdes de estiramento de ligagdo dos
grupos carbonila (C=0) e hidrocarboneto (C-H), 1750 e 2940 cm™, respectivamente.

Os valores encontrados estdo mostrados na Tabela 8:
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Tabela 8 - Razao entre as bandas Ac=o/ Ac.h.

N° de Derivado Ac-o0 AcH Ac=0 /AcH GA
Reacao Acetilado (1750cm™)  (2940cm™)
1 T50t2Ac08 3,34 5,07 0,66 0,19+0,02
2 T80t2Ac08 8,19 2,88 2,84 1,69+0,30
3 T50t6Ac08 9,59 5,56 1,72 0,84+0,06
4 T80t6Ac08 14,93 4,93 3,03 2,43+0,07
5 T50t2Ac16 0,635 4,94 0,13 0,28+0,08
6 T80t2Ac16 23,9 9,51 2,51 1,80+0,10
7 T50t6Ac16 0,15 8,21 0,02 0,33+0,06
8 T80t6AC16 5,37 8,53 0,63 0,69+0,01
9 T90t4Ac12 52,26 7,63 6,85 2,72+0,36
10 T65t4Ac18 54,16 6,33 8,55 3,06+0,21

Fonte: Autor.

De acordo com os dados expostos na Tabela 8 é evidente que os
derivados com maior grau de acetilagdo (T80t2Ac08, T80t6Ac08, T80t2Ac16,
T90t4Ac12 e T65t4Ac18) apresentam maiores valores para a razdo entre as bandas,
reiterando as constatacdes obtidas a partir dos espectros de FTIR estudados.

5.1.2.2 Ressonéncia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN ™)

A Figura 16 apresenta o espectro da goma de cajueiro sem modificagéo
(GCI) e os demais derivados estudados, obtidos em DMSO deuterado a 70 °C.
Prétons anoméricos caracteristicos de polissacarideo podem ser vistos na regido
4,4-5 ppm devido a presencga de 3 -d-glucose (4,95 ppm), a-I-ramnose (4,81 ppm), B-
d-galactose (1 — 3) ( 4,69 e 4,43 ppm) e acido B-d-glucurénico (4,51 ppm), em que
os desvios quimicos de 4,44 ppm e 4,95 ppm sao atribuidos a H-1 de galactose e
ramnose, respectivamente. Os sinais H-2 a H-5 estdo sobrepostos nas regides de
3,4 a 4,0 ppm e um sinal a 1,3 ppm é devido aos prétons metil da ramnose,
observados a 1,26 ppm, refere-se ao grupo metila (H-6) de ramnose (MOURA NETO
et al., 2011).

Pela analise dos demais espectros € possivel observar o aparecimento de
novos sinais localizados em 1,8 - 2,2 ppm, atribuidos aos prétons dos grupos acetila
inseridos. Sinais localizados acima de 3,5-4,9 ppm sao devidos ao H-1 das unidades
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monossacaridicas originadas pela goma de cajueiro bruta. Outros autores reportam
comportamento semelhante ao aplicarem metodologias distintas na acetilagdo de
goma de cajueiro (DIAS et al., 2016; PITOMBEIRA et al., 2015).

Estes dados estdo de acordo com relatos anteriores para polissacarideos
diferentes (KEMAS et al., 2017; ZHANG et al., 2014; TERAMOTO; SHIBATA, 2006)
e para a goma de cajueiro (PITOMBEIRA et al., 2015).

Observa-se também que a medida que aumenta o grau de acetilagdo dos
derivados, todos os espectros apresentam maior multiplicidade e intensidades de
pico na regido relacionadas ao grupo acetila, destacando a ocorréncia do processo
de hidrofobizagdo (OKUNLOLA; ADEBAYO; ADEYEYE, 2017).
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5.1.2.3 Tamanho de patrticulas de sistemas auto-organizados

O processo de sintese de nanoparticulas é influenciado por algumas
variaveis que afetam as propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas obtidas,
bem como suas aplicagdes. Uma destas variaveis é a condi¢do sob as quais a fase
€ adicionada a fase aquosa (RAO; GECKELER, 2011). Ressalta-se que,
independente do método de formacédo dos sistemas nanoparticulados, o tipo de
solvente utilizado para dissolver o polimero tem grande influéncia no tamanho de
particulas, propriedades fisico-quimicas e carreamento de principios ativos
(GAVORY et al., 2011; JUNG; JEONG-IL; KIM, 2003).

Neste aspecto, foram selecionados trés derivados acetilados de baixo,
meédio e alto graus de substituicdo para estudo do tamanho de particulas e indice de
polidispersividade  das nanoparticulas auto-organizadas obtidas por didlise e
nanoprecipitacado. Os valores obtidos constam na Tabela 9.

Tabela 9 - Estudo de tamanho das nanoparticulas de goma de cajueiro acetilada.

Método Derivado Tamanho de indice de Polidispersividade

Particula (nm)

T50t2Ac08 228 + 10° 0,363 £ 0,01
Dialise T80t2Ac16 153 + 2° (87,5%) 0,350 + 0,01
36 5 (12,5%)
T65t4Ac18 241 + 11° 0,229 + 0,02
T50t2Ac08 N/A N/A
Nanoprecipitagéo T80t2Ac16 329 + 10° 0,105+ 0,03
T65t4Ac18 188 + 6° 0,209 + 0,01

Fonte: Autor.

As distribuicbes de tamanho para as nanoparticulas formadas por didlise
estdo apresentadas na Figura 17.
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Figura 17 - Distribuicdo de tamanho para os sistemas auto-organizados por dialise.
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Para os sistemas elaborados por processo de dialise foram obtidas
nanoparticulas com tamanhos entre 153 e 241 nm, destacando-se o derivado
T80t2Ac16 por formar sistemas auto-organizados com menor didmetro de particula
(aproximadamente 153 nm na frequéncia de 87,5%) e tendéncia bimodal, enquanto
os demais (T50t2Ac08 e T65t2Ac16) obtiveram valores que n&do se diferem
estatisticamente entre si e distribuicdo de tamanho com tendéncia unimodal. Desta
forma, esta analise ndo é conclusiva para estabelecer relagdo entre o grau de
acetilagao do derivado precursor e o tamanho das nanoparticulas formadas.

Pitombeira et al. (2015) estudaram a formagdo de nanoparticulas auto-
organizadas de goma de cajueiro acetilada por método catalisado por piridina (GA =
2,8) e obtiveram tamanho de 179 nm. Silva et al (2016) estudaram a formacgao de
nanoparticulas com o mesmo produto e obtiveram tamanho de 302 nm, porém,
neste trabalho o derivado acetilado foi inicialmente dissolvido em acetona.

Shi et al. (2018) obtiveram nanoparticulas conjugadas de amido-
dopamina com diametros de aproximadamente 151 nm. Jung, Jeong-Il e Kim (2003)
elaboraram nanoparticulas de acetato de pululana em diferentes graus de

substituicdo e obtiveram valores entre aproximadamente 127 - 416 nm.
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Najafi et al. (2017) estudaram o método de auto-organizagdo por dialise
para a elaboragdo de conjugados anfifilicos de acido hialurénico e obtiveram
nanoparticulas com diametros entre 274 - 356 nm.

Através da avaliacdo de diversos estudos realizados com polissacarideos
modificados € possivel ressaltar que o tamanho dos sistemas auto-organizados em
didlise € inversamente proporcional ao grau de substituicdo da cadeia polimérica,
acarretando em diferentes possibilidades de aplicacdo e funcionalidade (JUNG;
JEONG-IL; KIM, 2003; SARAVANAKUMAR et al., 2010; NAJAFI et al., 2017). No
entanto, para o método citado ndo foi observada essa relacdo nos sistemas
estudados.

O indice de polidispersividade (IPD) €& definido como padrdo de
homogeneidade de dispersdo, podendo apresentar valores de 0 a 1. Valores
préximos a 1 indicam a heterogeneidade do sistema, enquanto indices inferiores a
0,5 podem ser indicativos de sistemas mais homogéneos (NAJAFI et al., 2017). Os
valores obtidos foram entre 0,229 e 0,363, mostrando que os derivados utilizados
formaram sistemas homogéneos pelo método de dialise. Observou-se IPD menor
para as nanoparticulas do derivado mais substituido (T65t4Ac18). Os indices foram
inversamente proporcionais ao grau de substituicdo dos produtos acetilados, assim,
concordando com estudos anteriores (JUNG; JEONG-IL; KIM, 2003;
SARAVANAKUMAR et al., 2010; NAJAFI et al., 2017).

Dias et al. (2016) obtiveram IPD de aproximadamente 0,187 para
nanoparticulas de goma de cajueiro acetilada, e o trabalho realizado por Pitombeira
et al. (2015) apresentou 0,117, valores estes inferiores aos aqui apresentados.
Ambos os estudos usaram material com GA de aproximadamente 2,8.

Sobre os sistemas nanoprecipitados nao foi possivel obter nanoparticulas
a partir do derivado T50t2Ac08 (baixa acetilagdo). Os derivados T80t2Ac16 e
T65t2Ac16 (média e alta acetilagdo) apresentaram tamanhos de particulas de
aproximadamente 329 e 188 nm, respectivamente. O derivado mais substituido
apresentou nanoparticulas menores, concordando com as constatacbes
anteriormente apresentadas em trabalhos disponiveis na literatura (JUNG; JEONG-
IL; KIM, 2003; SARAVANAKUMAR et al., 2010; NAJAFI et al., 2017). A distribuigao
de tamanho dos mesmos esta mostrada na Figura 18:
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Figura 18 - Distribuicdo de tamanho para os sistemas auto-organizados por
nanoprecipitacao.
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De acordo com a Figura 18 e os dados expostos anteriormente, dentre as
amostras estudadas para os sistemas obtidos via nanoprecipitagdo, o derivado
T65t4Ac18 formou nanoparticulas com menor tamanho de particulas em maior
frequéncia e com tendéncia levemente bimodal, muito embora esta distribuicao seja
mais larga, por apresentar maior indice de polidispersividade.

Ao estudarem o método de nanoprecipitacdo na elaboragédo de sistemas
auto-organizados com policaprolactona Badri et al. (2017) obtiveram tamanhos de
particulas entre 220 e 245 nm. Alguns sistemas propondo a utilizagdo de zeina e
goma arabica obtiveram nanoparticulas com tamanhos de aproximadamente 130 nm
e IPD inferiores a 0,2 (LI et al., 2018; CHEN; ZHONG, 2015).

Gavory et al. (2011) utilizaram dextrana enxertada com PLA em diferentes
graus de substituicdo polissacaridica e obtiveram nanoparticulas de tamanhos entre
141 - 224 nm e IPD inferiores a 0,2. Chang et al. (2018) obtiveram nanoparticulas de
amilose com tamanho médio de aproximadamente 344 nm e IPD de 0,79. Além
disso, observaram uma ampla distribuicdo com tendéncia bimodal e a presenca de
agregados.

Sobre o IPD, os sistemas propostos apresentaram valores de 0,1 e 0,2
para os derivados de média e alta acetilagdo, sendo estes razoavelmente baixos em

comparagao aos obtidos pelo método de diadlise e indicativos que ambos os produtos



74

reacionais utilizados possibilitaram a formagado de nanoparticulas estaveis (NAJAFI
et al., 2017; MOHANRAJ; CHEN, 2006).

Dias et al. (2016) elaboraram nanoparticulas de goma de cajueiro
acetilada por dialise e nanoprecipitacdo, obtiveram material com tamanho de
aproximadamente 80 nm e distribuicdo unimodal. Ao compararem os dois métodos,
os autores relatam que embora a nanoprecipitagdo possibilite a obtencdo de
menores tamanhos de particula, a sintese por auto-organizagdo em dialise fornece
materiais com menores indices de polidispersividade, assim, acarretando em
sistemas coloidais mais estaveis (MOHANRAJ; CHEN, 2006).

Em contraste, os resultados apresentados sugerem que para o0s
derivados acetilados utilizados, o método de nanoprecipitagdo forneceu sistemas
com menores indices de polidispersividade, e menor tamanho para T65t4Ac18
acarrentando em maior estabilidade coloidal. Os valores apresentados sugerem que
os derivados formaram sistemas auto-organizados com caracteristicas de tamanho
inferiores a 350 nm, possibilitando a aplicacdo dos mesmos na incorporagdo de

principios ativos.

5.1.3 Conclusao parcial

A metodologia da acetilacdo em meio acido, além de ser mais viavel
ambientalmente, usando os principios da quimica limpa possibilitou a formagcao de
derivados de diferentes graus de substituicdo polissacaridica e propriedades de
tamanho de particulas, confirmado pelas técnicas de caracterizagdo empregadas.

O estudo da reacao de acetilagao através do delineamento fatorial 2° sem
réplicas permitiu relacionar os parametros reacionais (temperatura, propor¢cédo de
polissacarideo e acetilante e tempo de reagdo) com o rendimento do processo, o
grau de acetilacdo dos derivados obtidos e o tamanho das particulas geradas por
auto-organizacdo em dialise. Nesta etapa observou-se que a reacgéao foi influenciada
diretamente pela temperatura e pela sinergia entre quantidade de acetilante e
tempo, no entanto, tais variaveis tiveram efeito mais significativo no grau de
acetilagao dos produtos obtidos.

O emprego de condi¢gbes reacionais mais brandas (-1, -1, -1) obteve
excelente rendimento reacional (93%), porém, formou derivado menos acetilado,

com GA de aproximadamente 0,2. O baixo grau de substituicdo restringiu a



75

formacédo das nanoparticulas por nanoprecipitagao, reduzindo sua possibilidade de
aplicagao.

A temperatura de 80° C combinada com menor tempo de reagdo e maior
nivel de temperatura propiciou a formacado do derivado T80t2Ac16, com acetilagado
intermediaria (GA = 1,8), rendimento reacional de 92% e nanoparticulas por dialise
com tamanho de 153 nm. Porém, por nanoprecipitacdo o tamanho foi praticamente o
dobro.

Condigdes mais enérgicas proporcionaram a formagao de derivados mais
acetilados como T80t6AcO8 e T65t2Ac18 que apresentaram GA de
aproximadamente 2,4 e 3, respectivamente. Entretanto, o ponto de extrapolagao
T65t2Ac18 apresentou rendimento substancialmente reacional menor (73%). Apesar
de os dois produtos possibilitarem a formagdo de sistemas auto-organizados por
dialise, T65t2Ac18 apresentou particulas com caracteristicas de tamanho mais
estaveis no que se refere ao IPD.

Assim, os sistemas obtidos pelos dois métodos estudados apresentaram
caracteristicas razoaveis para a elaboracdo de sistemas de carreamento de
principios ativos hidrofobicos. Entretanto, o produto T65t2Ac18 destacou-se por
apresentar alto rendimento de formacdo, alto grau de substituicdo e boas
propriedades de tamanho nos dois métodos de elaboragao de nanoparticulas.
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5.2 Aplicacao da Goma de Cajueiro Acetilada em Sistemas de Carreamento de

Farmacos Hidrofébicos

5.2.1 Sistemas auto-organizados para carreamento de AmB

5.2.1.1 Eficiéncia de encapsulamento

Para analisar a aplicacdo dos derivados acetilados de média e alta
substituicdo polissacaridica (T80t2Ac16 e T90t4Ac12) foram elaboradas
nanoparticulas por auto-organizagdo em dialise para carreamento de anfotericina-B.
Nesta etapa os produtos reacionais e matrizes com o farmaco sao respectivamente
denominados: GCMA e GCAA1; GCMA-AmB e GCAA1-AmB os dados do
desempenho das matrizes desenvolvidas estao explanados na Tabela 10:

Tabela 10 - Encapsulamento das nanoparticulas para carreamento de AmB.

Derivado de Grau de Nanoparticulas Dopagem (%) Eficiéncia de
Origem Acetilagéo AmB Encapsulamento (%)

T80t2Ac16 1,80+ 0,10 GCMA-AmB 6,50 + 0,78 37+6

T90t4Ac12 2,72 +0,36 GCAA1-AmB 11,23+ 1,35 7316

Fonte: Autor.

De acordo com os dados expostos na Tabela 10 é possivel observar que
as nanoparticulas GCAA1-Amb apresentaram melhor eficiéncia de encapsulamento
e carreamento do principio ativo, podendo este fato ser associado ao maior grau de
acetilagcao do derivado de origem (GA = 2,72 + 0,36), possibilitando melhor interagéo
entre os grupamentos hidrofébicos do derivado e do principio ativo estudado.

Pippa et al. (2014) propuseram a encapsulacdo de anfotericina B
utilizando sistemas de copolimeros de poli (0xido de isopreno-b-etileno) anfifilico em
blocos e obtiveram eficiéncias entre 67 e 93%. Foi observado pelos autores que os
copolimeros mais hidrofébicos apresentaram os maiores percentuais, onde
constatou-se que a hidrofobicidade da matriz pode acarretar em aumento da
eficiéncia de encapsulamento do principio ativo, fato corrobora com os resultados
apresentados neste trabalho, conforme apresentado na Tabela 10.

Khan et al. (2016) elaboraram microesferas de AmB-PLGA por método de
evaporagao do solvente e obtiveram eficiéncia de aproximadamente 65%. Wang et
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al. (2016) obtiveram de 66 a 76% de eficiéncia ao encapsularem anfotericina em
micelas de policarbonato biofuncionalizado. Marcano et al. (2018) obtiveram
encapsulamento de aproximadamente 70% em nanoparticulas de quitosana
revestidas de policaprolactona. Richter et al. (2018) obtiveram eficiéncias de
aproximadamente 21 a 48% ao utilizarem goma de cajueiro enxertada na
incorporagao de AmB via emulsdes de Pickering.

Observa-se que os valores obtidos estdo em concordancia com os dados
disponiveis na literatura, no entanto, vale ressaltar que o baixo rendimento da
formulacdo GCMA-AmB pode estar associado a baixa interagao entre o derivado e o
farmaco, possibilitando a formagédo de agregados, evidenciados pelo aparecimento
de bandas em UV-Vis no comprimento situado entre 300 e 330 nm, condizente com
os resultados obtidos por Wang et al. (2016).

5.2.1.2 Peffil de liberagdo das nanoparticulas incorporadas com AmB

O perfil de liberagdo em massa de anfotericina B (AmB) exposto na Figura
19 mostra um efeito de liberagao imediata nas primeiras 8 h com percentual de AmB
liberada superior para as nanoparticulas GCAA1-AmB, seguido de uma liberagao
controlada até 72 h. O efeito de burst release pode ocorrer devido ao principio ativo
adsorvido na superficie da nanoparticula (PITOMBEIRA et al., 2015). E observado
que o farmaco presente em GCMA-AmB tende a apresentar liberacdo mais
controlada no tempo estudado e em maior percentual em massa (73 %), sendo
notavel que GCAA1-AmB liberou massa substancialmente menor, de
aproximadamente 62%. Corroborando com o que foi observado neste estudo alguns
autores reportam que a hidrofobizagao de polissacarideos pode favorecer 0 aumento
da eficiéncia de encapsulamento, porém diminui as taxas de liberagado de principios
ativos hidrofébicos (SHi et al., 2012; LU et al., 2011).
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Figura 19 - Perfil de liberacdo de AmB in vitro
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Ao utilizarem copolimeros em blocos como vetores poliméricos, Pippa et
al. (2014) obtiveram diferentes perfis de liberacdo em fungdo da concentragéo inicial
de farmaco utilizada na formulagdo. Nas propor¢des intermediaria e maior os
autores obtiveram liberagdo maxima em 60% de AmB em 8 h.

Wang et al (2016) desenvolveram micelas de policarbonato
funcionalizadas com PEG e DBU separada e simultaneamente, nas quais as micelas
utilizando apenas DBU apresentaram perfil de liberacdo em explosao antes de 24h,
semelhante ao da AmB em formas comerciais (Free AmB e Fungizone ©), ja as
demais formulagdes com copolimeros em blocos (polietilenoglicol e polietilenoglicol
+ policarbonato) apresentaram perfil de liberacdo de aproximadamente 60%
controlada durante 120 h.

O perfil de liberagdo obtido por Khan et al. (2016) em microesferas de
fibrina-AmB apresentou um padrao de liberacdo sustentada em pH 7, onde apenas
10 a 30% de AmB foram liberados nas primeiras 48 h. O restante dos 89% da AMB
foi liberado da formulagdo em uma semana.

Nishi et al. (2017) estudaram o perfil de liberagcdo de AmB conjugada com
goma arabica oxidada via base de Schiff e obtiveram aproximadamente 70% do
principio ativo liberado em PBS, no tempo de 50 h.
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Os resultados apresentados neste trabalho sugerem que os sistemas de
liberacdo propostos apresentaram percentuais superiores e tempos reduzidos
quando comparados a alguns trabalhos citados. Assim, os derivados obtidos
constiuem uma alternativa bastante viavel para o encapsulamento de AmB por auto-
organizacdo em didlise, além de se tratar de uma matéria prima natural

funcionalizada por método quimicamente mais limpo.

5.2.2 Estudo das emulsées de Pickering para incorporacao de indometacina

Nesta secdo serdo abordados primeiramente os resultados acerca dos
estudos das nanoparticulas elaboradas por nanoprecipitacdo para a composicao da
fase aquosa do sistema visando a estabilizacdo superficial das emulsdes de
Pickering. Em seguida, serdo estudados os fatores que influenciam nas
propriedades destas emulsdes, sendo avaliados os efeitos da variacdo da forga
ibnica do meio e grau de acetilagdo do derivado utilizado na composigao da fase
aquosa. Por ultimo, a incorporagao da indometacina como modelo de farmaco
hidrofébico, expondo a distribuicdo do tamanho de particula, eficiéncia de

encapsulamento e perfil de liberacao in vitro.

5.2.2.1 Estudo das nanoparticulas auto-organizadas para estabilizagdo das
emulsées de Pickering.

A priori, foi estudado o efeito da concentracdo da goma acetilada nos
parametros de tamanho, polidispersividade e potencial zeta das nanoparticulas
preparadas via nanoprecipitacdo, representada na Figura 20. Nas etapas
posteriores, estes sistemas auto-organizados foram aplicados na composi¢cédo da
fase aquosa das emulsdes de Pickering, promovendo a estabilizagao superficial das

mesmas.
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Figura 20 - Representagdo esquematica das nanoparticulas auto-organizadas de

goma de cajueiro acetilada.
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O esquema apresentado na Figura 20 mostra a estrutura de

enovelamento das cadeias de GC acetiladas na formagdo do sistema de

nanoparticulas auto-organizadas, onde OAc sao os grupos hidrofébicos que

possibilita a aproximacéo intra e intercadeias.

Os dados sobre tamanho, indice de polidispersividade e potencial zeta

dasnanoparticulas obtidas consta na Tabela 11.

Tabela 11 - Influéncia da concentragdo de goma acetilada nas nanoparticulas.

Potencial zeta

Concentragao Tamanho de indice de

Derivado (mg.mL™) Particulas (nm) Polidispersividade (mV)
GCMA 0,10 400+32° 0,392+0,064>° -15,1+1,01°
(T80t2Ac16, 0,25 375+20° 0,549+0,037° -12,2+0,16"
GA=1,8) 0,50 196+30" ° 0,442+0,050* ° -20,8+1,05°
GCAA2 0,10 179+6° 0,354+0,041° -23,841,51°
(T65t4Ac18, 0,25 268+20° 0,825+0,062° -27,00,31°
GA = 3) 0,50 205+16° 0,550+0,035° -29,4+0,903°

*As letras sobrescritas diferentes indicam a diferenca significativa dentro da mesma coluna (p <

0,05).

Fonte: Autor.

De um modo geral, para os produtos de reacédo estudados foram obtidos

tamanhos entre aproximadamente 180 e 400 nm, IPD entre 0,39 e 0,825 e

potenciais zeta entre -12 e -29 mV.

Observa-se que no derivado GCMA o tamanho de particula é

inversamente proporcional a concentragdo polissacaridica, embora as amostras



81

preparadas a 0,10 e 0,25 mg.mL'1 nao apresentem diferenga estatisticamente
significativa entre si, porém as nanoparticulas preparadas a 0,50 mg.mL'1
apresentaram tamanho substancialmente menor aos obtidos pelas demais
concentragbes estudadas (diferenca de aproximadamente 50%). Os indices de
polidispersividade obtidos sugerem que os sistemas nanoparticulados obtidos
possuem razoavel homogeneidade coloidal. No entanto, ndo se pode estabelecer
proporcionalidade deste parametro com a quantidade de polissacarideo dos
mesmos. Para este derivado, destacou-se a formulagdo com 0,50 mg.mL'1, visto que
o sistema obtido apresentou menor tamanho de particula, IPD e maior valor
potencial zeta (em mddulo), tendo assim caracteristicas coloidais mais estaveis
(MOHANRAJ et al., 2006).

Diante dos dados apresentados, as nanoparticulas formuladas com o
derivado mais acetilado (GCAA2) ndo sofreram influéncia da concentragdo no seu
tamanho. O indice de polidispersividade sofreu uma oscilagdo, e mostrou um alto
valor (0,825) para a amostra preparada a 0,25 mg.mL”, indicando heterogeneidade
neste sistema. As demais concentracbes acarretaram na formacdo de
nanoparticulas homogéneas e relativamente estaveis. O potencial zeta mostrou-se
inversamente proporcional ao teor de polissacarideo. Para este produto reacional
destacou-se a formulagdo mais concentrada em virtude de compilar melhores
propriedades para a obtengao de nanoparticulas com maior estabilidade.

Ao compararmos os sistemas originados pelos dois polissacarideos
acetilados foi observado que GCMA apresentou nanoparticulas com tamanhos mais
variaveis e maiores (exceto em 0,50 mg.mL™") em fungdo da concentracdo, embora
nao tenha sido possivel inferir uma relagéo direta entre os dois fatores. Os indices
de polidispersividade foram mais variaveis em GCAAZ2, na concentracdo de 0,50
mg.mL™" um sistema mais heterogéneo e relativamente instavel. O potencial zeta
apresentou-se negativo em todas as concentragdes estudadas, entretanto em
GCAAZ2 foi observado ue os valores sdo maiores em modulo que os apresentados
por GCMA.

Ressalta-se que a concentracdo de particulas dispersas em solugao
interfere diretamente na estabilidade da emulsao contra fenbmenos de coalescéncia,
em virtude da relacdo com a area da interface Oleo-agua (BINKS; PHILLIP;
RODRIGUES, 2005; MWANGI et al., 2016).
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Ge et al. (2017) obtiveram emulsdes de Pickering estabilizadas por
nanoparticulas de batata doce e amido de milho com didmetros entre 100 e 220 nm
e melhor estabilidade. Desta forma, os fatores que influenciam o tamanho podem ser

utilizados com a finalidade de modular caracteristicas desejaveis para a emulsdo.

5.2.2.2 Estudo dos fatores de estabilizagdo das emulsées de Pickering

Os dados referentes ao estudo dos parametros de estabilidade das
emulsdées em fung¢do da forga iGnica e grau de substituigdo dos derivados utilizados

na formacao das nanoparticulas estdo explanados na Tabela 12.

Tabela 12 - Estudo dos parametros de estabilidade das emulsdes de Pickering.

GCMA GCAA2
(T80T2Ac16, GA = 1,8) (T65t4Ac18, GA = 3)
£l Tamanho | Variacéo Tamanho | Variacéo
de de de de
Particulas | Tamanho Z(mv) Crealmi Particulas | Tamanho Z(mv) Cree:mi
(nm) (%) ng (%) | (nm) (%) ng (%)
Sem
. 289+12 -10,08 -1,05 1241 271129 39,55 -49+3 8
ajuste
50 385+18 3.1 -63+1 2012 259+34 20,67 -1,07 12 +1
100 589+14 0,17 -60+3 18+1 471+30 -37,35 -47+3 10
150 246136 -32 -60 +2 1541 292430 36,31 -51+2 1041
300 195+29 -87,16 -1,02 10 320433 -0,37 -29+1 11

*FI = Forga ibnica

Fonte: Autor.

5.2.2.2.1 Tamanho de particulas

O tamanho de particulas das emulsdes de Pickering em fungédo da forga
ibnica, para as formulagdes estudadas estdo apresentadas na Figura 21.



83

Figura 21 - Efeitos da forga idnica no tamanho de particula das emulsdes.
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Para as emulsdes estabilizadas com as nanoparticulas obtidas com os
derivados de diferentes graus de acetilagdo e sem ajuste de forga ibnica ndo foram
observadas diferencas significativas de tamanho (Tabela 12). Entretanto, com o
incremento da forca idnica até FI=100 mmol.L™ NaCl, foi observado um aumento
gradativo do tamanho das goticulas das emulsées para os graus de acetilagéo
meédio e alto (GCMA e GCAAZ2, respectivamente). Neste caso, a presenga de ions
pode atuar, favorecendo a repulsao eletrostatica entre as particulas, dispersando as
cargas e diminuindo o empacotamento da estrutura polissacaridica ("salting-out")
que estabiliza as emulsdes em estudo, favorecendo assim, o aumento do tamanho
das goticulas das emulsdes geradas (SHAO et al., 2018). O valor maximo de
variagdo de tamanho em FI=100 mmol.L™" NaCl também foi observado no sistema
reportado por Zhu et al. (2018), para emulsdes com proteina da soja, onde se
verificou aumento de tamanho em 100 mmol.L”" NaCl e decréscimo entre 200 e 500
mmol.L”" NaCl; os autores atribuiram tal comportamento a melhoria das interagdes
interparticulas na presenca de sal, fato corroborado por outros autores (LIU; TANG.,
2016; LIU et al., 2013).

Para as emulsbes formuladas com o derivado de maior grau de acetilagéo
(CGAA2) os tamanhos obtidos em FI= 150 e 300 mmol.L™" NaCl nao diferem
estatisticamente do apresentado pela emulsao formulada sem ajuste de forga idnica,
demonstrando assim maior estabilidade em fungdo da variacdo da concentragao

salina do meio.
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Varios autores reportam acerca de variagées de tamanho de goticulas de
emulsdes de Pickering em fung&o da forga ibnica: Mwangi et al. (2016) investigaram
emulsdes estabilizadas por nanoparticulas de quitosana em forgas ibnicas de 0 a
500 mmol.L™! NaCl e nao observaram variagdes de tamanho significativas, revelando
a formagao de agregados em todas as concentragdes estudadas. Lu et al. (2018) ao
estudarem emulsdes estabilizadas por particulas de amido, também, nao
observaram efeito significativo em forgas idnicas de 0 a 500 mmol.L™, atribuindo tal
efeito a fraca repulsdo eletrostatica entre as particulas, porém, em menores
concentragbes de sal. Shao et al (2018) afirmam que nestas condigdes de Fl o
tamanho pode aumentar em detrimento da ocorréncia de floculagdo. Entretanto, Li et
al. (2018) obtiveram aumento gradual de tamanho em emulsdes estabilizadas por
nanoparticulas de zeina/ goma arabica, proporcional ao incremento da concentragao
salina, associado a quebra do equilibrio da interface 6leo-agua, levando a agregacéo
de goticulas.

Pelos dados expostos, as concentragdes salinas estudadas, exceto em
FI= 50 e 100 mmol.L”", possibilitaram a formacdo de emulsées com tamanhos
inferiores a 300 nm, tornando essas emulsdes sistemas viaveis para o

encapsulamento de principios ativos.
5.2.2.2.2 Grau de Acetilacéo

Com relagdo ao grau de acetilagdo dos derivados precursores das
nanoparticulas utilizadas na estabilizacdo das emulsdes € perceptivel que CGMA
apresenta goticulas de maiores tamanhos para as concentragbes de 0, 50 e 100
mmol.L”" de NaCl. Os menores tamanhos apresentados por CGAA2 s3o atribuidos
ao seu maior grau de substituigio em grupamentos acetila, propiciando maior
interagdo hidrofobica com os constituintes da fase organica, mostrando assim
melhor propriedade de superficie (dupla molhabilidade). Em FI=150 mmol.L”" de
NaCl as formulag¢des estudadas ndo apresentaram diferenga significativa, porém em
FI=300 mmol.L”" NaCl a emulsdo composta por GCMA apresentou goticula com

tamanho substancialmente menor.
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5.2.2.2.3 Estabilidade de armazenamento

A estabilidade de armazenamento do tamanho das particulas de emulsao
apo6s 7 dias, como variagdes percentuais no tamanho em uma dada forca idnica, €

representada na Figura 22.

Figura 22 - Efeitos da forga ibnica na variagdo percentual do tamanho de particula
das emulsdes.
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As emulsdes estudadas apresentaram diferentes variagcbes de tamanho
no periodo de 7 dias de armazenamento. De uma maneira geral, as emulsdes
estabilizadas pelas nanoparticulas obtidas com o derivado GCMA, com baixo GA,
apresentaram variagdes pouco significativas durante o tempo de armazenamento,
para forcas idnicas FI= 0, 50 e 100 mmol.L”" NaCl, fato que pode ser explicado pela
magnitude do potencial zeta apresentado por esses sistemas (FI=50 e FI=100) que
possibilita a ocorréncia de sistemas estaveis, ocasionando menores variagoes. Por
outro lado, para FI=150 e mmol.L”" NaCl é evidenciado que as emulsdes acima
apresentam decréscimos drasticos no tamanho das goticulas, possivelmente devido
a grande repulsédo eletrostatica dentro da propria goticula levando a floculagéo
causada pela adi¢ao de ions salinos (SHAO et al., 2018).

Em contraste, as emulsdes formuladas com GCAA2 apresentaram
variagbes de tamanho mais significativas, tanto negativas quanto positivas. Observa-
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se que para FI=100 mmol.L™" de NaCl houve uma reducéo de aproximadamente 40%
do tamanho das goticulas, enquanto que para FI=150 mmol.L”" de NaCl houve um
aumento de tamanho de aproximadamente 40% que pode ser atribuido a
coalescéncia de goticulas menores. Ja para forga ionica mais elevada, FI=300
mmol.L™" de NaCl, observa-se que a variacéo foi de aproximadamente 10%.

5.2.2.2.4 Potencial zeta
O estudo sobre a variacdo do potencial zeta das emulsdes em fungao da
forca ibnica para as emulsdes estabilizadas pelos derivados modificados esta

apresentado na Figura 23:

Figura 23 - Efeitos da forga iGnica no potencial zeta das emulsdes.
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Para as emulsdes preparadas com nanoparticulas com derivado de médio
grau de acetilacdo, CGMA, pode-se observar uma tendéncia geral de diminuigdo do
potencial zeta como aumento da forca idnica, até FI = 150 mmol.L”" NaCl,
provavelmente devido a presenga de cargas negativas expostas pela interagao entre
a superficie das particulas de emulsdo e os ions presentes em solugao, acarretando
em sistemas que possuem repulsdo eletrostatica. Observa-se ainda que as
formulagdes apresentaram potenciais com alto valor absoluto, fato que as tornam

mais estaveis contra fenbmenos de floculacdo e coalescéncia, em virtude do
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aumento de forgas repulsivas entre as goticulas (WEN et al., 2014; DICKINSON,
20009).

Em concordancia com Mikulcova et al. (2018) e Wen et al. (2014) nas
concentracdes salinas maiores, acima de FI=150 mmol.L™' NaCl, ambas formulagdes
exibem uma relacéo de proporcionalidade com o incremento da concentragéo de sal
no meio, em concordancia com dados reportados previamente.

Ressalta-se que a forca idnica da fase aquosa tem uma forte influéncia no
potencial zeta que controla a repulsdo eletrostatica, influenciando assim a
estabilidade das emulsées (RIOS; PAZOS; COCA, 1998).

5.2.2.2.5. indice de Cremeagao (Creaming)

O estudo da caracteristica de “creaming” das emulsdes em fungdo da
forga iGnica esta representada na Figura 24:

Figura 24 - Efeitos da forga ibnica no indice de cremeagéo das emulsdes.
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O “creaming” é um fenbmeno de desestabilizacdo fisica no qual as
goticulas da emulsdo tendem a sobrenadar em relagdo a fase continua devido a
diferenga de densidades entre as fases componentes do sistema. Os valores obtidos
nas formulagdes estudadas variaram na faixa de 8 — 20 %. A partir da analise dos da
Figura 24, observa-se que o comportamento inicial do “creaming” das emulsées com

GCMA e GCAAZ2 sao semelhantes, aumentando com a forga idnica, na faixa de Fl=



88

0 - 50 mmol.L™". Os maiores valores de creaming sdo obtidos para as emulsdes
contendo GCMA com baixo GA.

Apos FI=50 mmol.L™ NaCl as emulsbes estabilizadas pelas
nanoparticulas dos derivados CGMA apresentam redug&o gradativa dos indices de
creaming.

Para emulsdes estabilizadas pelas nanoparticulas de CGAAZ2 ressalta-se
que as taxas sdo substancialmente menores que as apresentadas pelas emulsdes
de CGAc1 e apds FI=50 mmol.L™" NaCl, ocorre uma redugao inicial do indice que,
em seguida, permanece sem diferenca significativa para as demais concentragdes
salinas do meio, podendo assim, indicar uma certa estabilidade no “creaming” para
estas formulagdes.

Mwangi et al. (2016) obtiveram indices que variaram de 30 a 60%, valores
estes superiores aos apresentados neste trabalho, e observaram que inicialmente
(sem ajuste - 200 mmol.L™" NaCl) os indices de creaming diminuem e permanecem
estatisticamente iguais nas demais concentragcées salinas do meio. Os autores
atribuem a melhoria do “creaming” ao aumento da adsorgao de particulas, devido a
reducao da repulsio eletrostatica entre as particulas adsorvidas e ndo adsorvidas, o
que pode ter resultado no aumento do filme interfacial. Ressalta-se que os valores
obtidos indicam a baixa tendéncia dos sistemas no que se refere a separagao de
fases, conferindo estabilidade ao mesmo.

5.2.3 Emulsées de Pickering para incorporagao de Indometacina (IND)

Para esta etapa foram elaboradas emulsées com ambos os derivados
modificados, sem ajuste de forga ibnica do sistema e pH. A estrutura esperada para
as emulsdes de Pickering propostas neste trabaho esta esquematicamente

representada na Figura 25.
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Figura 25 - Representacdo esquematica das emulsdes de Pickering incorporadas
com IND.
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Fonte: Autor.

O esquema ilustra como é constituido o sistema proposto: as
nanoparticulas de GC acetilada estdo adsorvidas na fase oleosa de indometacina,
que por sua vez, também interage com a fase aquosa, estabilizando o a emulsao de

Pickering.

5.2.3.1 Distribuicdo de tamanho de particulas e potencial zeta

Nesta etapa do trabalho foram desenvolvidas emulsées de Pickering com
os dois derivados (GCMA e GCAAZ2) nas razdes polissacarideo:farmaco de 1:1 e
1:1,5. Os valores referentes aos estudos das variaveis de tamanho das goticulas de
emulsdo, indice de polidispersividade e potencial zeta das emulsdes aplicadas na
incorporagao de indometacina estdo mostrados na Tabela 13:
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Tabela 13 - Tamanho de particulas e potencial zeta das emulsdes incorporadas

com IND.
Indice de C - Potential
Derivado Emulséao Z (nm) Polidispersividade
(mV)
(IPD)
GCMA GCMA IND1:1 26926 0,345%0,02 2913
(TOL2AC16,  oMmA IND 1:1,5 290+19 0,333£0,02 5342
GA=1,8)
GCAA2 GCAA2 IND1:1 312413 0,447+0,04 -46£2
(T65t4AC18,
GA=3)  GCAA2IND1:15 270411 0,320+0,07 5141

Fonte: Autor.

O encapsulamento resultou em tamanhos de particulas menores que as
emulsdes originais com GCMA e GCAA2, cujos tamanhos foram mostrados na
Tabela 12, na faixa de forga ibnica investigada, para ambas as formulagdes. Tal
efeito é atribuido a interagcao da IND com os grupos acetilas dos derivados, levando
a estruturas mais compactas. Tal constatagao ja fora observada em outros trabalhos
(CONSTANTIN et al.,, 2017; LU et al, 2017; PITOMBEIRA et al., 2015). A
comparagao dos tamanhos obtidos para as matrizes de emulséo e para as emulsdes
incorporadas estdo mostradas na Figura 26.

Ap6s o encapsulamento, os dados obtidos mostram que a emulsdo
CGMA IND1:1 apresentou menor didametro das goticulas, menor indice de
polidispersividade e tendéncia unimodal. Por outro lado, as emulsdes estabilizadas
pelas nanoparticulas do derivado mais acetilado CGAAZ2 IND1:1 apresentaram maior
tamanho e PDI, com tendéncia unimodal. Ressalta-se que, independente da
hidrofobicidade @ do  sistema de  carreamento, a proporcado  entre
polissacarideo:farmaco utilizado nas formulagdes interfere diretamente nas

interagdes hidrofébicas entre as fases do sistema (KUSKOV et al., 2017).
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No que se refere ao potencial zeta, as amostras estudadas ndo diferem

estatisticamente entre si. Entretanto, a magnitude dos valores obtidos (> 30 mV)

indicam que as formulagcbes podem ser consideradas como sistemas coloidais
estaveis (MOHANRAJ; CHEN., 2006; SILVA et al., 2016).

Outros estudos reportam tamanhos de particula inferiores a 250 nm, para

diferentes matrizes e métodos utilizados para o carreamento de indometacina, sendo

estes abordados na Tabela 14:
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Tabela 14 - Tamanhos de particulas em diferentes sistemas de carreamento para
IND.

Sistema de Matriz Tamanho obtido Referéncia
carreamento
Nanoparticulas Goma de cajueiro acetilada 140 nm Pitombeira et al.
anfifilicas Poli-N-vinilpirrolidona 78 - 152 nm (2015).
Policaprolactona 220 - 245 nm Kuskov et al. (2017).

Badri et al. (2017).

Nanoemulsdes Diferentes fases oleosas, 180 - 220 nm Kwasigrosh et al.
surfactantes e co-surfactantes (2016).
(colesterol, dleo de oliva).
. 184 - 285 nm
Eugenol e demais
surfactantes e co-surfactantes Khayat et al. (2018).
Eletrofiacao Nanofibras de eudragit® Aproximadamente Akhgari et al. (2017).
100 nm
Conjugados Oligossacarideos de Aproximadamente Lee et al. (2017).
quitosana 100 nm

Fonte: Autor.

Em contrapartida, em outros estudos foram obtidas particulas com
tamanhos variaveis e bem superiores aos reportados neste trabalho: Constantin et
al. (2017) apresentaram nanoparticulas com tamanhos entre aproximadamente 214
a 1460 nm para sistemas com pululana enxertada com N-isopropilacrilamida, e
atribuiu tal variacdo aos diferentes métodos empregados (nanoprecipitagédo e
dialise), derivados e concentragdes. Kalam et al. (2016) obtiveram nanoparticulas de
quitosana por geleificagdo iénica com didmetros de 300 a 700 nm, em fung&o do
aumento da concentracao polissacaridica e quantidade de reticulante.

Alguns estudos reportam a importancia das caracteristicas de tamanho de
particulas em sistemas de carreamento de farmacos: Chang et al. (2013) afirmam
que o de tamanho de particula em sistemas nanoemulsionados influenciam nas
propriedades funcionais do sistema proposto. Tajiri et al (2015) relaciona o tamanho

de particulas (sistemas solidos) com suas propriedades de solubilidade e disperséo
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e obtiveram que o percentual de liberacdo do principio ativo € inversamente

proporcional a este parametro.

5.2.3.2 Eficiencia de encapsulamento de IND nas emulsées de Pickering

Os dados referentes as eficiéncias de encapsulamento das emulsdes
elaboradas constam na Tabela 15.

Tabela 15 - Encapsulamento de IND via emulsédo de Pickering.

Emulséo Eficiéncia de
Encapsulamento (%)

GCMA IND1:1 25,06+2,04
GCMA IND1:1,5 30,80+7,16
GCAA2 IND1:1 40,09+1,09
GCAA2 IND1:1,5 52,17+5,87

Fonte: Autor.

De um modo geral foram obtidas emulsbes com eficiéncias de
encapsulamento entre aproximadamente 25 a 52%. As emulsdes formuladas com o
derivado GCAA2 na razao polimero:farmaco = 1:1.5 foram mais eficazes, o que
provavelmente pode ser atribuido ao maior grau de acetilagdo do derivado precursor
das nanoparticulas de estabilizagdo superficial da emuls&o (3,06+0,21). Sabe-se que
a alta substituicdo polissacaridica por grupos hidrofébicos favorece as interagdes
hidrofébicas da matriz, conferindo a mesma maior potencial para carreamento de
farmaco (LU et al., 2011; PITOMBEIRA et al., 2015; DIAS et al., 2016).

Ressalta-se que a acetilagdo contribuiu para o aumento de propriedades
emulsificantes, visto que a substituicdo em grupamentos acetila contribui para a
reducdo da tensdo superficial, promovendo uma melhoria das propriedades de
superficie (LI et al., 2016).

Indometacina tem sido encapsulada com diferentes matrizes, resultando

em eficiéncias variadas. Alguns destes estudos constam na Tabela 16.
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Tabela 16 - Eficiéncias de encapsulamento em diferentes sistemas de carreamento

para IND.
Sistema de Matriz Eficiéncia de Referéncia
carreamento Encapsulamento
(%)
Nanoparticulas  Pululana enxertada com NIPA 36 - 58% Constantin et al. (2017).
Polivinilpirrolidona 19 - 35% Kuskov et al. (2017).
Policaprolactona 70 -76% Badri et al. (2017).

Nanoemulsao

Polietilenoimina ramificada

Silica Mesoporosa / Alginato

Diferentes fases oleosas,

surfactantes e co-surfactantes

(colesterol, dleo de oliva).

Aprox. 90%
Aprox. 20%

92%

Lu et al. (2017).
Hu et al. (2014).

Kwasigrosh et al. (2016).

Nanolipossomos Quitosana Acima de 80% Dalmoro et al. (2018).
Géis Quitosana 59 - 81% Kalam et al. (2016).
Quitosana reticulada e B- 42 - 84% Anirudhan e Sandeep
ciclodextrina (2013)
Membranas Alginato hidrofobizado 60 a 90% Shi et al. (2012).

Fonte: Autor.

Sobre as matrizes reportadas observa-se que as eficiéncias sao bastante

variaveis, nao sendo possivel deduzir diretamente que tal caracteristica é
relacionada ao método/matriz empregado na incorporagao do farmaco.

Os valores apresentados neste trabalho encontram-se em concordancia
com alguns dos artigos reportados. E possivel atribuir ao fato que a IND possui uma
carboxila com pKa de aproximadamente 4,5. Assim, o farmaco € capaz de atuar
tanto como aceptor de ligagdo de hidrogénio, através da carbonila, quanto como
doador de ligagdo de hidrogénio através da hidroxila. A goma de cajueiro acetilada

também pode atuar como doadora e aceptora, logo, estas espécies podem interagir
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por ligacédo de hidrogénio (host-guest), interagdes eletrostaticas, além das interagbes
hidrofébicas envolvidas (LU et al., 2017).

5.2.3.3 Peffil de liberagdo das emulsées incorporadas com IND

O perfil de liberagado das emulsdes GCMA IND1:1 e GCAA2 IND1:1 esta
representado na Figura 27.

Figura 27 - Perfil de liberagao de IND in vitro.
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Até o tempo de aproximadamente 1 h as duas formulagdes propostas
apresentaram comportamentos semelhantes, n&do havendo diferenga significativa
entre as amostras. Entretanto, apos 1,5 h, foi observado que a emulsdo
CGACc1IND1:1 apresentou maximo de liberacdo de 75%, taxa superior a evidenciada
na emulsdo CGAc2IND1:1, que liberou neste mesmo tempo aproximadamente 66%
do farmaco contido na composigao.

Diante dos dados apresentados € possivel evidenciar que a emulsao
composta pelo derivado de menor grau de substituigdo apresenta maior indice de
liberacdo, corroborado por outros relatos presentes na literatura (PITOMBEIRA et
al., 2015; LIU et al., 2012; SHI et al., 2012; LU et al., 2011) onde é afirmado que,
matrizes aplicadas para carreamento de principios ativos hidrofébicos, um alto grau
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de substituicdo leva a uma menor taxa de liberagdo. Fato que pode ser atribuido ao
efeito das interagdes hidrofébicas entre a GC acetilada e a IND.

No que se concerne ao tempo para a liberagdo maxima da indometacina
nas emulsdes deste estudo foi obtido um perfil de liberagdo rapida, observa-se que
tal caracteristica € bem distinta quando comparada as matrizes anteriormente
estudadas. No entanto, Akhgari et al. (2017) apresentaram liberagdo maxima de
100% de IND em 2 h em nanofibras de eudragit ®, os autores afirmam que a razéo
polimero : principio ativo tem influéncia direta no perfil, e este valor foi obtida em
proporcao 1:1, semelhante a aplicada neste trabalho.

Outra observacao relevante é que dentre as que tiveram seus perfis de
liberacao in vitro estudadas a emulsdo GCMA IND1:1 obteve maior percentual de
IND liberado, sendo esta a que apresentou menor tamanho de particula,
evidenciando que a tais caracteristicas foram inversamente proporcionais (TAJIRI et
al., 2015).

Na literatura ha diferentes padrdes de liberagdo em detrimento a
variedade de matrizes e metodologias estudadas para a incorporagdo de
indometacina, dentre estas: Constantin et al. (2017) obtiveram liberacdo de 85% em
aproximadamente 6 h para matriz nanoparticulada de pululana enxertada com NIPA,
Kalam et al. (2016) observaram padrao bifasico na liberagdo com indice de
aproximadamente 30 a 50% do principio ativo na primeira hora e 70% apods 14 h
para gel obtido com quitosana reticulada, Dalmoro et al. (2018) obtiveram liberagao
de aproximadamente 61 a 76% liberados apos 270 min. Tajiri et al. (2015)
estudaram matrizes de dispersao solida de IND em etilcelulose que apresentaram
liberacdo de 40 a 55% apds 6 h.

Desta forma, o perfil relatado possibilita maior biodisponibilidade da
indometacina em pH 7,4 em menor intervalo de tempo, quando comparado aos
sistemas propostos na literatura, podendo constituir uma opcéo de formulacdo para
tratamentos de sintomas agudos.

5.2.4 Conclusao parcial

Os derivados acetilados diferentemente substituidos (média e alta
acetilacdo - GCMA e GCAA1) possibilitaram a elaboragdo de nanoparticulas
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incorporadas com anfotericina B, com razoaveis caracteristicas de encapsulamento
e liberagao

Foram obtidas emulsdes de Pickering com os dois derivados obtidos
(GCMA e GCAA2) em diferentes niveis de concentragao e forga ibnica do sistema. A
forca idbnica afetou diretamente as emulsées no que se refere ao tamanho,
estabilidade de estoque, potencial zeta e “creamming”.

As condicbes selecionadas para a associacdo de indometacina via
emulsdo de Pickering permitiram a obtengdo de sistemas com boas condi¢des de
aprisionamento do farmaco (de 25 a 52% de eficiéncia) e liberagdo de 63 a 72% do
principio ativo em 2,5 h, fornecendo um bom sistema de liberacdo rapida, com
particulas de tamanhos entre aproximadamente 270 e 312 nm e potenciais zeta
inferiores a -40 mV. Assim, as formulacdes propostas apresentam boas
caracteristicas de estabilidade coloidal, possibilitando inumeras aplicagdes no
ambito farmacéutico na elaboracdo de sistemas de carreamento de farmacos
hidrofobicos.

Em perspectiva, as nanoparticulas apresentaram-se mais eficientes no
carreamento da AmB. As nanoparticulas e emulsdes mostraram percentuais de
liberagdo analogos, no entanto, as emulsdes o fizeram em tempo substancialmente
menor.

Com relagao a liberagédo, tempos menores podem ser mais vantajosos
para farmacos de liberagao rapida, no entanto, a escolha do método com base na
liberacdo depende da aplicacéo proposta.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

A goma de cajueiro foi acetilada com anidrido acético com sucesso
através de uma via verde, uma reagao catalisada por acido sulfurico, por uma
metodologia que ndo requer o uso de solventes organicos toxicos.

A analise estatistica por ANOVA e Regressao Linear mostrou que o
rendimento reacional e o grau de acetilagcdo foram afetados pela temperatura e e
pela interacdo entre o tempo de reacdo e a quantidade de reagente de acetilagao.
Dentro das condi¢cdes estudadas, foram obtidos produtos com caracteristicas
variaveis. A reagao com produto T80t6Ac08 destacou-se por apresentar rendimento
de aproximadamente 93% e grau de acetilagdo 2,4 e o ponto de extrapolagéo
T65t4Ac12 obteve rendimento de 97% e grau de acetilagao 3.

Os derivados hidrofobizados de goma de cajueiro com diferentes graus de
substituicdo polissacaridica possibilitaram a elaboracdo de nanoparticulas auto-
organizadas por dialise e nanoprecipitacdo, bem como a formacédo de diferentes
emulsdes de Pickering. Os sistemas obtidos pelos métodos descritos apresentaram
potencial para o carreamento de principios ativos hidrofébicos.

Os sistemas auto-organizados incorporados com Anfotericina B
apresentaram eficiéncia de encapsulamento de 73,42%, resultando em liberagao
prolongada até 72 h. Desta forma, pode-se inferir que as nanoparticulas auto-
organizadas de CG acetiladas provaram ser uma matriz eficiente para o
encapsulamento deste farmaco.

Conforme esperado as propriedades de tamanho de goticula, potencial
zeta e creaming das emulsdes elaboradas foram influenciadas pelo diferente grau de
modificagdo polissacaridica e pela variagao da forga idnica do sistema. O estudo da
incorporagdo de indometacina mostrou que ambos os derivados acetilados
propiciaram a elaboragdo de emulsdes com nivel de encapsulamento satisfatorio,
ressaltando que as emulsdes estabilizadas com o derivado mais acetilado GCAA2
resultaram em composi¢des com eficiéncia maxima de aproximadamente 50%. No
que se refere ao perfil de liberacdo de indometacina, a emulsdo composta pelas
nanoparticulas formadas pelo derivado de média acetilagdo apresentou taxa de
aproximadamente 75% do farmaco encapsulado em 1,5 h, valor este superior ao
obtido por GCAA2 no mesmo tempo de estudo (aproximadamente 66%) em
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decorréncia das interagcdes hidrofébicas mais fortes entre a matriz e o farmaco.
Ambas as formulagdes estudadas em presenca de indometacina apresentaram
tamanhos de particula, indice de polidispersividade e potencial zeta compativeis
com dados ja constantes na literatura e condizentes com as caracteristicas de
sistemas coloidais estaveis.

Diante do exposto, os derivados acetilados de goma de cajueiro
possibilitaram a elaboracdo de diferentes sistemas de carreamento de farmacos
hidrofébicos, os quais constituem uma alternativa promissora para a incorporagao de
anfotericina B e indometacina, podendo se estender a outros principios ativos
hidrofobicos.
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