UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE QUiMICA ORGANICA E INORGANICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

MARLON ERICK PEREIRA ROSA

MICROCAPSULA A BASE DE HIALURONATO DE SODIO PARA
ENCAPSULACAO DE ACIDO ANACARDICO E POTENCIAL APLICACAO EM
TRATAMENTO DE LEUCEMIA PROMIELOCITICA E CANCER COLORRETAL

FORTALEZA
2025



MARLON ERICK PEREIRA ROSA

MICROCAPSULA A BASE DE HIALURONATO DE SODIO PARA ENCAPSULACAO
DE ACIDO ANACARDICO E POTENCIAL APLICACAO EM TRATAMENTO DE
LEUCEMIA PROMIELOCITICA E CANCER COLORRETAL

Disserta¢do apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Quimica da Universidade
Federal do Ceard, como requisito parcial a
obtencio do titulo de Mestre em Quimica. Area
de concentragdo: Quimica.

Orientadora: Prof®. Dr". Nagila Maria Pontes
Silva Ricardo.

Coorientadora:  Dr". Louhana  Moreira
Rebougas.

FORTALEZA
2025



Dados Internacionais de Catalogagfio na Publicacio
Universidade Federal do Ceard
Sistema de Bibliotecas
Gerada automaticamente pelo médulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

R695m  Rosa, Marlon Erick Pereira.
Microcapsula 4 base de hialuronato de sédio para encapsulacio de dcido anacdrdico ¢ potencial aplicagio
em tratamento de leucemia promiclocitica e cincer colorretal / Marlon Erick Pereira Rosa. — 2025.
98 f. : il. color.

Dissertagio (mestrade) — Universidade Federal do Ceard, Centro de Ciéncias, Programa de Pés-Graduagio
em Quimica, Fortaleza, 2025.

Orientagdo: Profa. Dra. Nagila Maria Pontes Silva Ricardo.

Coorientagiio: Profa. Dra. Louhana Moreira Rebougas.

1. Microcapsulas. 2. Acido anacérdico. 3. Hialuronato de sédio. 4. Cancer. . Titulo.
CDD 540




MARLON ERICK PEREIRA ROSA

MICROCAPSULA A BASE DE HIALURONATO DE SODIO PARA ENCAPSULACAO
DE ACIDO ANACARDICO E POTENCIAL APLICACAO EM TRATAMENTO DE
LEUCEMIA PROMIELOCITICA E CANCER COLORRETAL

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Quimica da Universidade
Federal do Cear4d, como requisito parcial a
obtencdo do titulo de Mestre em Quimica. Area
de concentragdo: Quimica.

Aprovadaem: / /

BANCA EXAMINADORA

Prof*. Dr". N4agila Maria Pontes Silva Ricardo (Orientadora)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Dr*. Louhana Moreira Rebougas (Coorientadora)
Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Ceara (IFCE)

Prof. Dr. Marcos Carlos de Mattos
Universidade Federal do Ceard (UFC)

Prof. Dr. Francisco Ernani Alves Magalhaes
Universidade Estadual do Ceard (UECE)



A Deus.

A minha mae e amigos.



AGRADECIMENTOS

Agradeco, primeiramente, a Deus, por toda a forga e perseveranga para enfrentar os
maus momentos.

A minha mée, por ajudar-me nos momentos dificeis, escutando-me e aconselhando-
me.

A Prof’. Dr*. Nagila Maria Pontes Silva Ricardo, por sua excelente orientacio e
dedicagdo.

A Dr*. Louhana Moreira Rebougas, pela orientaco, paciéncia e por mostrar os
melhores caminhos para eu conduzir meu trabalho.

Ao Laboratério de Polimeros e Inovacdo de Materiais (LabPIM), que tornou
possivel o desenvolvimento e realizagdo dos experimentos. Agradeco a todos os integrantes do
grupo, em especial a Cristine Vidal, Elano Nery, David Assis, Kamilla Silveira, Anderson
Sousa e Marlon Lemos.

A Prof’. Dr*. Maria Teresa Salles Trevisan e ao Samuel Marques pelas analises
quantitativas.

A Prof. Dr*. Claudia do O Pessoa e Pedro Mikael pelos Ensaios MTT do
Laboratorio de Oncologia Experimental do NPDM, UFC.

A Prof*. Dr*. Larissa Silva, ao Fernando Eugénio do Laboratério de Microbiologia
de Alimentos da UFC e ao Dr. Francisco Ernani Alves Magalhaes, da Universidade Estadual do
Ceard, pelo apoio técnico em testes toxicologicos.

A Central Analitica da Universidade Federal do Cearé pela realizagdo das analises
de SEM e FTIR.

Ao Complexo de Equipamentos e Laboratorios Multiusudrios e Microscopia
Avangada (CELMMA), da Universidade Estadual do Ceard, para realizacdo das analises de
EDS.

A banca examinadora por aceitar avaliar e dar suas valiosas contribui¢cdes ao meu
trabalho.

Ao Prof. Dr. Marcos Carlos de Mattos, a Prof’. Dr*. Pablyana Leila Rodrigues da
Cunha e ao Dr. Daniel Pascoalino Pinheiro, que compuseram a banca do meu Exame Geral de

Conhecimento, por todas as sugestdes que tornaram esse trabalho cada vez melhor.

Aos meus amigos da graduagao Caroline Braun, Mario Sérgio, Mariana Marquees,

Débora Silva e Ismael Pinheiro por toda companhia e por deixar a graduagao muito mais leve.



As minhas amigas Ana Jade, Anita Carla, Thalia Nathiele, Maiara Silveira, Celina
Vasconcelos e a minha prima Cibele Soares pela longa amizade.

A Universidade Federal do Ceara e ao Programa de Pds-Graduagio em Quimica
pela oportunidade e por toda a infraestrutura disponibilizada para o desenvolvimento do
trabalho.

A todos que contribuiram direta e indiretamente para a realizagdo dos meus

experimentos.

O presente trabalho foi realizado com o apoio do Conselho Nacional de

Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq).



“Eu, um universo de atomos, um atomo no
: 29
universo”.

- Richard Feynman



RESUMO

No Brasil, o avanco da ciéncia permitiu que substincias responsdveis por apresentar atividade
antitumoral fossem isoladas a partir da fauna e da flora nativas, como o 4cido anacardico (AA),
extraido do liquido da casca da castanha do caju. No entanto, este composto € hidrofébico,
tornando necessario o desenvolvimento de veiculos eficientes para a sua administracio em
sistemas aquosos. Na literatura, hd poucos trabalhos que encapsulam AA em sistemas de
entrega seletiva para o tratamento de cancer. Assim, o objetivo do presente trabalho foi
desenvolver uma microcdpsula a base do polissacarideo hialuronato de sédio (HS), contendo
como nucleo o AA, encapsulado a partir de nanoemulsdo com 6leo de licuri. Para isso, a
nanoemulsdo (NEAA) foi obtida através da técnica de ultrassonicagdo. A microcapsula
(MCAA) foi formada apés a adicdo de NEAA em uma solucdo aquosa de HS, seguido da
secagem da mistura resultante com auxilio de um spray dryer. O tamanho de particula da
redispersdo aquosa da MCAA possui valor de 292,1 + 1,2 nm, sugerindo que a encapsulagcao
polissacaridica da nanoemulsdo foi eficiente e o potencial zeta (-52,2 = 1,2 mV) revelou
aumento nos parametros de estabilidade em relacdo a nanoemulsdo (-29,7 + 1,6 mV). A MCAA
apresentou valor de Eficiéncia de Encapsulagdo igual a 95,06 + 1,22%. A Microscopia
Eletronica de Varredura revelou formato esférico para as particulas da MCAA em p6, com
tamanho médio igual a 3,7 + 2,1 um. As microcdpsulas obtiveram liberagao in vitro acumulada
de AAigual a4,18 £0,75% em pH igual a 7,4, com uma liberagao controlada de AA em relacdo
ao principio ativo livre (27,33 + 3,85%) e mostraram liberagdo responsiva ao pH, com redugao
do percentual de AA em pH 6,8 (2,83 +£0,39%) e pH 4,5 (0,18 £ 0,12%). Os testes in vivo ndo
produziram toxicidade aguda em zebrafish ou alteracdes na atividade locomotora apds o
tratamento com a formulagdo. A ICso determinada para a formulacao apresentou valores de 30,1
e 29,8 ug mL! em células tumorais HCT-116 e HL-60, respectivamente, e nio apresentou ICso
detectdvel no intervalo de concentracdo testado para células ndo tumorais L-929. Assim, o
processo de encapsulacdo de AA por meio de interagdes intermoleculares com o 6leo de licuri
e posteriormente com o HS permitiu reduzir a toxicidade nessas células em comparacdo ao AA
nio encapsulado (ICso = 0,70 ug mL! em L-929), sugerindo fortemente reducio da toxicidade
e de possiveis efeitos colaterais, sendo promissora para futuras aplicagdes em terapias contra o

cancer.

Palavras-chave: microcapsulas; dcido anacérdico; hialuronato de sddio; cancer.



ABSTRACT

In Brazil, advances in science have allowed substances responsible for exhibiting antitumor
activity to be isolated from native fauna and flora, such as anacardic acid (AA), extracted from
the liquid from the shell of cashew nuts. However, this compound is hydrophobic, making it
necessary to develop efficient vehicles for its administration in aqueous systems. In the
literature, there are few studies that encapsulate AA in selective delivery systems for cancer
treatment. Thus, the objective of the present work was to develop a microcapsule based on the
polysaccharide sodium hyaluronate (HS), containing AA as the core, encapsulated from a
nanoemulsion with licuri oil. For this, the nanoemulsion (NEAA) was obtained using the
ultrasonication technique. The microcapsule (MCAA) was formed after adding NEAA to an
aqueous solution of HS, followed by drying the resulting mixture using a spray dryer. The
particle size of the aqueous redispersion of MCAA has a value of 292.1 + 1.2 nm, suggesting
that the polysaccharide encapsulation of the nanoemulsion was efficient and the zeta potential
(-52.2 # 1.2 mV) revealed an increase in stability parameters in relation to the nanoemulsion (-
29.7 +£ 1.6 mV). MCAA presented an Encapsulation Efficiency value equal to 95.06 + 1.22%.
The Scanning Electron Microscopy revealed a spherical shape for the MCAA powder particles,
with an average size of 3.7 = 2.1 um. The microcapsules achieved in vitro accumulated release
of AA equal to 4.18 + 0.75% at pH equal to 7.4, with a controlled release of AA in relation to
the free active ingredient (27.33 £ 3.85%) and showed pH-responsive release, with a reduction
in the percentage of AA at pH 6.8 (2.83 = 0.39%) and pH 4.5 (0.18 £ 0.12%). In vivo tests did
not produce acute toxicity in zebrafish or changes in locomotor activity after treatment with the
formulation. The ICso determined for the formulation presented values of 30.1 and 29.8 ng mL"
'in HCT-116 and HL-60 tumor cells, respectively, and did not present a detectable ICso in the
concentration range tested for non-tumor L-929 cells. Thus, the AA encapsulation process
through intermolecular interactions with licuri oil and later with HS allowed a reduction in
toxicity in these cells compared to non-encapsulated AA (ICsp = 0.70 pg mL™' in L-929),
strongly suggesting a reduction in toxicity and possible side effects, being promising for future

applications in cancer therapies.

Keywords: microcapsules; anacardic acid; sodium hyaluronate; cancer.
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1 INTRODUCAO

De acordo com o Instituto Nacional de Cancer (INCA), cancer € a designag¢do dada
ao crescimento desordenado de células e compreende um conjunto de mais de 100 doengas.
Segundo o INCA, sdo esperados, no Brasil, 704 mil novos casos de cancer para cada ano do
trienio 2023-2025 (INCA, 2022). Dada a alta incidéncia dessa doenca, diversas pesquisas sao
realizadas com o propdsito de desenvolver-se novas terapias antineopldsicas.

Desse modo, o avango da ciéncia no Brasil permitiu que substancias responsaveis
por apresentar atividade contra células cancerigenas fossem isoladas da fauna e flora brasileira.
Com isso, espécies nativas tornaram-se foco de estudos, como exemplo tem-se o cajueiro
(Anacardium occidentale). Essa arvore produz o pseudofruto conhecido como caju, no qual o
fruto, a castanha do caju, fica preso (Bloise et al., 2023).

A morfologia da casca da castanha do caju possui uma camada chamada mesocarpo,
composta por alvéolos que sdo preenchidos pelo liquido da casca da castanha (LCC),
subproduto agricola e residuo obtido durante o processamento da castanha de caju, no qual o
componente principal € o dcido anacdrdico (AA) (Bloise et al., 2023).

O AA (4cido 2-hidroxi-6-alquilbenzoico) €, na verdade, uma mistura de compostos
estruturalmente semelhantes ao acido salicilico, substituidos com uma cadeia de hidrocarboneto
com 15 adtomos de carbono que varia no seu grau de insaturacio, sendo mais frequentes cadeias
tri-, di- e mono-insaturadas (Bloise et al., 2023). Nos tltimos anos, foram realizados muitos
estudos acerca das propriedades farmac€uticas dessas substincias, com destaque para sua
aplicagdo como potencial agente antitumoral, sendo relatado na literatura sua atividade contra
células de cancer pancredtico (CAPAN-2, BXPC-3 e PANC-1) (Park et al., 2018), de melanoma
(B16-F10) (Tamura; Nitoda; Kubo, 2007) e de cancer de mama (4T1) (Gnanaprakasam; L.opez-
Bafiuelos; Vega, 2021), por exemplo.

Os lipidios fendlicos do LCC sdo capazes de gerar reconhecimento molecular por
diferentes alvos terapéuticos, devido a combinagado de caracteristicas eletronicas e hidrofébicas.
Suas estruturas com o anel fendlico e a longa cadeia hidrocarbonada, capazes de mimetizar os
dcidos graxos, permitem atuar como moléculas sinalizadoras que regulam processos
fisioldgicos no metabolismo e nas respostas inflamatérias (Uliassi et al., 2021).

As pesquisas supracitadas demonstram a fun¢do promissora do AA como um ativo
antineoplésico. Porém, um dos grandes desafios que deve ser resolvido € o fato deste composto
ser hidrofébico, o que dificulta sua veiculagdo em sistemas aquosos. Além disso, outro aspecto

limitante do tratamento € que quimioterdpicos atingem também células sadias do organismo.
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Assim, torna-se crucial desenvolver veiculos eficazes que promovam liberacdo controlada e
entrega seletiva de ativos, auxiliando na reducdo dos efeitos adversos (Sultana et al., 2022).

Para melhorar a biodistribui¢do de ativos, nanoemulsdes t€ém mostrado grandes
éxitos em pesquisas farmacoldgicas. Estes sistemas sdo dispersdes coloidais que consistem de
dois liquidos imisciveis, com um dos liquidos disperso na forma de goticulas (com tamanhos
entre 20 e 500 nm), onde a estabilidade € alcancada pela combinag¢do com tensoativos (Sharma
et al., 2010). Como um sistema de entrega, as goticulas intensificam a eficécia terapéutica de
substancias lipofilicas ao solubiliza-las no seu niicleo oleoso, aumentando a area superficial do
ativo e minimizando as reagdes toxicas (Preeti ef al., 2023). Portanto, a nanoemulsdo foi
utilizada para preparar uma formulacio para veiculacio de AA.

Como fase oleosa da nanoemulsdo da presente inveng¢do, foi utilizado o dleo de
licuri para encapsular o AA. A Syagrus coronata (familia Arecaceae), conhecida popularmente
como licuri, é uma palmeira nativa do Brasil, encontrada principalmente nos estados de
Alagoas, Bahia e Sergipe. Suas sementes possuem alto teor de 6leo (49,2% m/m), muito
utilizado para fins energéticos e medicinais (Araujo et al., 2019; Noblick, 2017). J4 o tensoativo
utilizado foi o Pluronic F127, um copolimero ndo-t6xico aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA), formado por um bloco central de poli(6xido de propileno) (Pes), com
carater lipofilico, e por blocos nas extremidades de poli(6xido de etileno) (Ei00), com carater
mais hidrofilico (Li et al., 2023).

Para promover liberacdo controlada de droga farmacéutica, polimeros naturais t€ém
sido estudados como matrizes encapsulantes de ativo, propriedade que € possibilitada dada a
sua baixa toxicidade e biocompatibilidade. Os sistemas de liberacdo controlada possuem a
capacidade de manter a concentracdo do fdrmaco constante na faixa terapéutica por um maior
intervalo de tempo. Esta caracteristica apresenta grande vantagem frente aos sistemas
convencionais de administracdo, em que a concentra¢do do firmaco aumenta até alcangcar um
pico maximo de dissolucdo, intensificando a ocorréncia de efeitos colaterais adversos (Gupta;
Maity; Sharma, 2023).

Um polimero estudado em sistemas mais seletivos de liberagdo é o 4acido
hialurdnico (AH), polissacarideo naturalmente encontrado na matriz extracelular do corpo
humano na forma de hialuronato de sédio (HS). O AH possui unidades alternadas de 4cido D-
glucurénico e N-acetil-D-glucosamina, ligadas por ligagdes glicosidicas f (1—4) e f (1—3).
Este polissacarideo possui potenciais atividades bioldgicas para aplicagdes farmacoldgicas,
como sua afinidade com a glicoproteina de superficie celular CD44 (Arpicco et al., 2013). A

exploracdo dessa interagdo torna-se interessante para tratamentos antineopldsicos visto que a
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CD44 ¢ superexpressa em muitos tipos de células cancerigenas (Thapa; Wilson, 2016).
Portanto, o hialuronato de sddio torna-se uma escolha adequada para melhorar a quimioterapia
adjuvante e neoadjuvante, visto que pode ser utilizado para entrega controlada e para aumentar
a seletividade de ativos em células cancerigenas, através de sua interagdo com CD44.

O AH j4 foi utilizado por Siram et al. (2023) como material de revestimento para
aumentar a seletividade antitumoral. Os pesquisadores produziram nanoparticulas lipidicas
s6lidas (SLNs) de mesilato de imatinibe, usando palmitostearato de glicerila (mistura de mono-
, di- e triacilglicerdis dos 4acidos graxos palmitico e estedrico) como carreador lipidico e
saponina de quillaja como tensoativo. Apds o preparo, as SLNs foram revestidas com AH. Os
estudos de citotoxicidade foram avaliados em células de cancer de mama (MCF-7) e sugeriram
um efeito sinérgico, com menor ICso para a formulacdo revestida com AH.

Ja para o AA, a literatura reporta a estratégia de encapsulagdo de AA hidrogenado
em lipossomas, através do método de filme fino de camada lipidica, ao solubilizd-lo com uma
mistura de fosfolipideos e colesterol em diclorometano, com posterior evaporagdo do solvente
e hidratacdo com tampao PBS, suplementado com marcador de superficie anticorpo
monoclonal CD133. A lipossoma apresentou eficicia contra células-tronco cancerigenas
(CSCs) NTERA-2 (Vien et al., 2022).

Nesse estudo, as microcdpsulas foram obtidas a partir da encapsulacao da
nanoemulsdo de AA com uma solucdo aquosa do polissacarideo HS, seguido de secagem por
aspersdo. A formulagdo em p6 seco fornece ao material encapsulado uma barreira fisica mais
eficaz contra degradacdo fisica e quimica, reduz custos de armazenamento e amplia a faixa de
vias de administracdo potenciais, incluindo administracdo intravenosa, intraperitoneal, oral,
nasal e pulmonar (Costa et al., 2021).

A combinag¢do contemplada neste trabalho nunca foi realizada, conforme mostra o
estado da arte para artigos de pesquisa da base de dados Web of Science, contendo as palavras-
chave apresentadas na Figura 1, revelando o ineditismo da pesquisa. O comportamento
anticancer da formulagdo preparada foi testado contra células de leucemia promielocitica (HL-
60) e carcinoma colorretal (HCT-116), que ja possuiam estudos sobre o efeito de AA nessas

linhagens tumorais, mas sem nenhuma formulacio desenvolvida para tratamento.
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Figura 1. Estado da arte para
artigos de pesquisa, sem restri¢ao
de data, realizado na base de
dados Web of Science, em 14 de
maio de 2024
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Fonte: elaborada pelo autor.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Preparar microcdpsula polissacaridica a base de hialuronato de sédio contendo
nucleo de 4cido anacérdico encapsulado a partir de nanoemulsdo para aplicagdo em tratamento

de cancer.

2.2 Objetivos Especificos

e Preparar nanoemulsdo contendo acido anacérdico para encapsular com solugdo de
hialuronato de sédio;

e Obter as microcapsulas em p6 pela técnica de secagem por aspersao;

e Analisar o efeito da encapsulacdo polissacaridica;

e Realizar a quantificacdo de 4cido anacdrdico nas formulagdes para mensurar a
eficiéncia do processo de encapsulacdo e a influéncia da temperatura de secagem;

e Estudar as caracteristicas espectroscopicas, térmicas e morfoldgicas das
microcédpsulas;

e Avaliar a citotoxicidade in vitro das microcdpsulas;

e Realizar um estudo cinético de liberacdo in vitro de dcido anacardico a partir das
microcdpsulas preparadas;

e Avaliar a seguranca ndo clinica das microcdpsulas em zebrafish (Danio rerio)

adulto.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Leucemia promielocitica aguda (LPA)

A leucemia promielocitica aguda (LPA) € um subtipo das leucemias mieloides
agudas (LMA) e se caracteriza pelo acimulo de promieldcitos, células imaturas da linhagem
mieloide, na medula 6ssea e no sangue periférico. Esse tipo de leucemia se distingue por seu
comportamento clinico, sendo uma doenca agressiva que pode evoluir rapidamente para
complicacOes fatais, especialmente devido a fendmenos hemorrdgicos. Alguns sintomas
principais da LPA sdo fadiga, febre, sangramentos, hematomas espontaneos e disttirbios de
coagulacdo, que podem resultar em uma sindrome conhecida como coagulopatia consumptiva,
potencialmente fatal (Bercier; Thé, 2024).

A introdu¢do do 4cido trans-retinoico (ATRA), com primeiro ensaio clinico
realizado em 1988, e do triéxido de arsénio (ATO), com estudos realizados em 1997,
representou um avango significativo no tratamento da LPA, sendo amplamente indicado até os
dias atuais, pois auxilia na melhoria do prognéstico ao proporcionar altas taxas de cura quando
o tratamento € iniciado precocemente. O tratamento com o ATRA induz a diferenciacio das
células promielociticas imaturas em células maduras e, em alguns casos, 0 ATO ajuda a superar
aresisténcia ao ATRA em pacientes que ndo respondem a ele (Huang et al., 1988; Chen et al.,

1997).

Apesar dos progressos, a resisténcia a0 ATRA continua sendo um desafio clinico
importante. Pacientes com mutagdes genéticas especificas ou com um quadro clinico mais
grave podem ndo responder adequadamente apenas a esses dois agentes. Outro desafio a ser
resolvido € alcancgar a remissdo completa e reduzir o risco de recaidas. Para esses pacientes, a
combinagdo de ATRA e ATO deve ser associada a outras estratégias de tratamento. A Figura 2
apresenta as estruturas quimicas dos quimioterapicos mais comumente utilizados no tratamento
dessa neoplasia. O protocolo PETHEMA propde uma terapia mais agressiva. Nessas situacoes,
a combinacdo de idarrubicina ou daunorrubicina com citarabina e ATRA € indicada. Ambos os
medicamentos pertencem a classe das antraciclinas, que interferem na sintese de DNA nas
células tumorais, sendo eficazes na eliminagdo de células leucémicas remanescentes. No
entanto, a administracdo desses medicamentos exige monitoramento constante, devido aos
riscos de toxicidade cardiaca e hepatica associados ao tratamento com antraciclinas, além da

ocorréncia de nduseas, vOomitos e alopecia (Jeddi et al., 2010).
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Figura 2. Principais quimioterédpicos utilizados no tratamento da leucemia promielocitica aguda
OH

OH
NH, NH,
Idarrubicina Daunorrubicina Citarabina
o
O:Ai
) Y e NP N OH As=0
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ATRA (all-trans-retinoic acid) ATO (arsenic trioxide)

Fonte: elaborada pelo autor.

3.2 Cancer colorretal (CCR)

O cancer colorretal (CCR) € um tipo de cancer que se desenvolve a partir de células
anormais do célon (parte final do intestino grosso) ou do reto. E um dos tipos de cAncer mais
comuns no mundo e pode afetar pessoas de qualquer idade, porém € mais comum em adultos
com mais de 50 anos. Segundo o INCA, a previsao € de aproximadamente 45.630 novos casos
no Brasil para cada ano entre 2023 e 2025. Isso representa um risco estimado de 21,10 casos a
cada 100 mil habitantes, afetando mais mulheres (23.660 casos) do que homens (21.970 casos).

Os principais fatores de risco para o CCR estdo ligados a habitos de vida, como a
falta de atividade fisica, o sobrepeso, o consumo excessivo de dlcool e tabaco, além de uma
alimentacdo pobre em fibras, frutas, vegetais e carnes magras. Também existem fatores
genéticos ou hereditdrios, como doengas inflamatdrias intestinais cronicas e histérico pessoal
ou familiar de adenomas ou CCR. Fatores profissionais, como a exposi¢do a radiagoes,
incluindo raios X e radiagdo gama, também sdo considerados importantes fatores de risco
(INCA, 2023).

O CCR pode ser assintomdtico em seus estdgios iniciais, mas a medida que a doenga
avanga, os pacientes podem apresentar sintomas como alteracdes nos habitos intestinais
(diarreia, constipacao ou sensa¢do de que o intestino ndo se esvaziou completamente), sangue
nas fezes ou fezes mais escuras, dor abdominal, perda de peso inexplicada, fadiga e anemia

(Dickens; Ahmed, 2018).
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O tratamento depende do estdgio da doenga, da satide geral do paciente e de outras
condigdes clinicas. Os principais tratamentos incluem cirurgia, em que hd a remocao de partes
do célon ou reto onde o tumor estd localizado. Esse procedimento é geralmente realizado como
tratamento primdrio. Outra alternativa é a quimioterapia, usada para destruir células
cancerigenas ou reduzir o tamanho do tumor, especialmente em casos de cancer avangado ou
metastdtico. Os principais quimioterdpicos utilizados na terapia do CCR, apresentados na
Figura 3, sdo S-fluorouracil, paclitaxel, irinotecano, doxorrubicina, entre outros. Porém,
existem efeitos adversos com o uso destes quimioterdpicos que devem ser rigorosamente
acompanhados e a existéncia de tumores resistentes a multiplos farmacos (MDR) exige o

desenvolvimento de novas formulagdes para o sucesso do tratamento (Dickens; Ahmed, 2018).

Figura 3. Principais quimioterdpicos utilizados no tratamento do
cancer colorretal

Irinotecano Doxorrubicina

o NH

5-fluorouracil Paclitaxel

Fonte: elaborada pelo autor.

3.3 Novos sistemas de entrega de drogas (NDDS)

Os sistemas de entrega de farmacos podem ser divididos em dois grupos principais:

os sistemas convencionais de entrega de drogas (CDDS) e os novos sistemas de entrega de
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drogas (NDDS). A Figura 4 ilustra a administracdo de farmacos realizada através de CDDS em
comparacdo com uma administragdo realizada através de NDDS. Nota-se que os CDDS
costumam apresentar concentracdes de medicamentos que oscilam durante o tratamento,
exigindo administracdo frequente. Isso pode resultar em picos de concentracdo no sangue que,
frequentemente, ultrapassam os limites de toxicidade, ocasionando efeitos colaterais
indesejados. Por outro lado, os NDDS apresentam a capacidade de melhorar a eficicia do
tratamento, tornando-o mais seguro e tolerdvel para os pacientes ao promover a liberagdao
controlada de ativos e a reducdo dos efeitos adversos. Isso resulta na necessidade de menores
doses de ativos, especialmente aqueles hidrofébicos, devido a maior biodisponibilidade

proporcionada pela formulacdo (Wang et al., 2022).

Figura 4. Andlise comparativa da
porcentagem de liberacdo de
farmacos em fun¢do do tempo para
sistemas convencionais de entrega de
drogas (CDDS) e novos sistemas de
entrega de drogas (NDDS)
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Fonte: elaborada pelo autor.

3.3.1 Nanoemulsées

As nanoemulsdes sdo sistemas dispersos formados por dois liquidos imisciveis, em
que um dos liquidos estd disperso na forma de goticulas extremamente pequenas no outro,
geralmente na faixa de 20 a 500 nm de diametro, possuindo na interface entre esses liquidos
um tensoativo capaz de estabilizar essa mistura (Sharma et al., 2010). As nanoemulsdes se
destacam por suas goticulas serem tdo pequenas que podem apresentar propriedades diferentes
das emulsdes convencionais, razdo pela qual t€ém ganhado espaco como NDDS. Uma das

caracteristicas oriundas do pequeno tamanho € a resisténcia a coalescéncia das goticulas (uniao
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de goticulas individuais) e a separacdo de fases, aumentando a estabilidade da dispersao (Singh
etal.,2017).

Dependendo dos constituintes e da distribui¢do relativa entre a fase interna/dispersa
e a fase continua, as nanoemulsdes podem ser classificadas como bifésicas (d4gua em Sleo ou
6leo em dgua) ou multiplas nanoemulsdes (dgua em 6leo em dgua) (Figura 5). Normalmente, a
fase presente em maior volume € considerada a fase continua. A regido polar de tensoativos
geralmente proporciona uma barreira mais eficaz contra a coalescéncia do que uma regido de
hidrocarbonetos e favorece a producdo de nanoemulsdes do tipo 6leo em dgua. Por isso, € vidvel
obter nanoemulsdes do tipo 6leo em dgua com volumes de fase interna relativamente altos. Em
contraste, as nanoemulsdes dgua em 6leo se invertem facilmente se o teor de 4gua aumentar.
Em multiplas nanoemulsoes, a fase aquosa interna € dispersa em uma fase oleosa, que por sua

vez € distribuida em uma fase aquosa, formando um sistema tnico (Wilson et al., 2022).

Figura 5. Representacdao de uma nanoemulsao do tipo d4gua em 6leo (A), de
uma nanoemulsao do tipo 6leo em dgua (B) e de uma nanoemulsdo do tipo
dgua em 6leo em dgua (C)

/V Extremidade apolar

Tensoativo K
\ Extremidade polar

Fonte: elaborada pelo autor.

A pesquisa com nanoemulsdes tem ganhado destaque na industria farmacéutica em
virtude de sua capacidade de encapsular uma ampla variedade de farmacos e ingredientes
bioativos hidrofébicos. Essa técnica garante maior biodisponibilidade dessas substancias ao
aumentar a superficie de contato entre os componentes, acelerando sua dissoluc¢do (Yu; Huang,
2012). Além disso, sdo capazes de proporcionar melhores caracteristicas de penetracdo,
podendo ser projetadas para atingir Orgdos especificos (Zaafar et al., 2024) e para serem
absorvidas diretamente pelo sistema linfatico, evitando o metabolismo de primeira passagem.
Esse processo contribui para aumentar a biodisponibilidade e diminuir a dose de medicamentos

que sofrem uma transformacao hepdtica significativa (Khan et al., 2013).
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As nanoemulsdes podem ser preparadas por diferentes métodos, como o método de
homogeneizacdo de alta pressdo, que utiliza uma pressao muito alta para for¢ar a mistura de
6leo e dgua, gerando goticulas muito pequenas (Echeverri et al., 2020). J4 o método de auto-
nanoemulsificacdo, por sua vez, utiliza uma mistura especifica de surfactantes e co-surfactantes
para reduzir a tensdo superficial entre as duas fases imisciveis, resultando na formacao
espontanea da nanoemulsdo (Kanwal et al., 2019). Um método amplamente utilizado para o
preparo de nanoemulsdes envolve a aplicacdo de alta energia mecanica através de um sonicador,
apresentado na Figura 6. Esse processo consiste na emissdo de ondas ultrassonicas, que criam
uma série de compressdes e descompressdes mecanicas em uma dispersao liquida, resultando
na formacao de bolhas de cavitacdo. Ao implodirem, essas bolhas de cavita¢do produzem ondas
de choque que geram um jato de liquido circundante, responsaveis por aumentar a area

interfacial das goticulas em escala nanométrica (Modarres-Gheisari et al., 2019).

Figura 6. Processo de formacdo de bolhas de cavitacdo na producdo de

nanoemulsao através do método ultrassonico
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Fonte: adaptado de Modarres-Gheisari et al. (2019).
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3.3.2 Microcdpsulas polissacaridicas

As microcdpsulas polissacaridicas (Figura 7) t€ém avangado significativamente nas
aplicacdes como NDDS. As microcdpsulas sdo compostas por um invélucro sélido a base de
polissacarideo e um nucleo liquido, apresentando tamanhos que podem variar de 1 a 1000 um
(Meng et al., 2022). Esses sistemas se destacam por sua capacidade de alto carregamento de
substancias ativas e protecao dos ativos encapsulados de condi¢des adversas, como luz,
umidade e variacdes bruscas de pH (Rebougas et al., 2023). Além disso, tais sistemas sdo
capazes de contornar o problema do curto tempo de circulagdo in vivo de farmacos hidrofébicos.
A liberacdo controlada de farmacos é uma das principais vantagens da microencapsulagao.
Existem diversos mecanismos que controlam a liberagdo do farmaco, os principais sdo a difusao

do farmaco, a erosio e o intumescimento do sistema matricial (Sun et al., 2017).

Figura 7. Liberagao de farmacos a partir de sistemas
microencapsulados

Fonte: elaborada pelo autor.

A diversidade nas estruturas dessas microcdpsulas, produzidas por diferentes
métodos e estratégias, resulta em propriedades variadas que podem ser otimizadas para
controlar de forma mais precisa a exposi¢cdo ao farmaco. Essas particulas podem ser
desenvolvidas para responder a condi¢des especificas do organismo, como o pH (Xu et al.,
2016) ou a presenga de enzimas (Ravanfar; Celli; Abbaspourrad, 2018), representando um
avango significativo na liberacdo de medicamentos em locais estratégicos do corpo. O design
dessas cdpsulas geralmente segue um processo em cinco etapas: circulagdo no organismo,
acumulacdo no local desejado, penetracdo nas células, internalizacdo e, por fim, a liberacdo do
agente terapéutico. Além de sua aplicacdo como sistemas encapsulantes de farmacos, as
microcdpsulas apresentam potencial de uso em bioimagem (Du et al., 2015) e em curativos de
feridas (Yang et al., 2021), podendo ser integradas a suportes como hidrogéis, filmes e tecidos

(Meng et al., 2022).
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Os polissacarideos sdo materiais naturais abundantes e renovaveis, oferecem
vantagens significativas para aplicagcdes biomédicas como hidrofilicidade, estabilidade
mecanica e possibilidade de modificacdo estrutural. A biodegradabilidade desses polimeros é
uma caracteristica crucial que torna os polissacarideos ideais para sistemas de entrega de
medicamentos, uma vez que permite que eles se decomponham no organismo, através de
degradacdo enzimdtica e/ou hidrolitica, resultando em subprodutos biocompativeis que
minimizam efeitos inflamatdrios e toxicidade. Dentre os polissacarideos comumente utilizados
em aplicacdes biomédicas, destacam-se dcido hialurdnico, amido, alginato, celulose, pululana,
quitosana, entre outros (Kurczewska, 2022).

A formacdo do invélucro das cédpsulas polissacaridicas pode ocorrer através de
métodos fisicos ou quimicos. A prepara¢cdo quimica geralmente envolve reagdes que permitem
a combinacdo de grupos ativos nos materiais da parede, formando ligacdes quimicas estdveis.
Um método eficiente para a sintese de microcdpsulas € a polimerizacao in situ, que permite o
controle sobre a formag¢do do invélucro (Qi et al., 2021).

A preparacdo de microcdpsulas a base de polissacarideos por métodos fisicos é
outra abordagem também eficiente, que se da por diversas interacdes, como interagcdes i0nicas,
hidrofilicas-hidrofébicas e ligagdes de hidrogénio. Diversos métodos podem ser utilizados,
incluindo: método de emulsificacdo (Santamaria et al., 2024), método de secagem por aspersao
(Rosa et al., 2025) e método de montagem camada por camada (LBL) (Kazemi-Andalib et al.,
2022).

Para se escolher o método de preparagdo, as caracteristicas do material e a aplicacao
desejada devem ser analisadas. Os métodos que sdo econdmicos, convenientes e ecologicos sao
especialmente valorizados, pois podem ser aplicados industrialmente.

A realizacdo da microencapsulagdo por meio da secagem por aspersdo é feita
através de um equipamento chamado spray dryer. Tal tecnologia proporciona vantagens
significativas, como a producao de microcdpsulas em um processo simples, continuo e de baixo
custo, fatores que viabilizam seu uso em larga escala. Em comparacdo com o preparo através
da liofilizacdo, a secagem por aspersdo pode apresentar custos 30 a 50 vezes menores
(Gharsallaoui et al., 2007).

As principais etapas da microencapsulacdo por secagem por aspersio estao
apresentadas na Figura 8, elas incluem: (I) adicdo da dispersdao no material de revestimento, (II)
atomizacao da dispersdo e (III) desidratacdo das particulas atomizadas. Para a secagem por
aspersdo de emulsdes, a emulsdo deve permanecer estdvel antes da secagem, com viscosidade

suficientemente baixa para evitar a inclusio de ar nas particulas e as gotas de 6leo devem ser
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pequenas, pois goticulas grandes podem prejudicar a taxa de secagem devido a viscosidades
elevadas que dificultam a atomizacdo. A flexibilidade desta técnica de secagem permite a
utilizacdo de diferentes materiais de parede, como os polissacarideos, resultando em particulas

de alta qualidade (Silva et al., 2020; Tambade et al., 2020).

Figura 8. Etapas do processo de secagem de
dispersdes por spray dryer: (I) adi¢do da
dispers@do no material de revestimento, (II)
atomizacdo da dispersdo e (III) desidratagdao
das particulas atomizadas

. M

Saida do ar
de secagem

Coletor
Fonte: elaborada pelo autor.

3.4 Consideragoes sobre os componentes da formulacio

3.4.1 Acido anacardico

A familia botanica Anacardiaceae abrange cerca de 81 géneros e 800 espécies de
arvores e arbustos. Dentre as espécies mais investigadas dessa familia, destaca-se a Anacardium
occidentale, nativa do Brasil e disseminada para outros paises, principalmente em paises
asidticos e africanos, devido a produgdo do fruto, a castanha do caju, e do pseudo-fruto, o caju.
No Brasil, essa espécie € encontrada predominantemente nas zonas costeiras do Nordeste
(Schulze-Kaysers; Feuereisen; Schieber, 2015). Em 2023, a Produc¢do Agricola Municipal
(PAM) do Brasil registrou uma area colhida de 441.892 hectares pertencentes a produgdo de

castanha de caju, resultando em uma produgdo de 127.931 toneladas e valor de produgdo de
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453.163 reais. O estado do Ceard destaca-se como o principal produtor, seguido pelo estado do
Rio Grande do Norte (IBGE, 2023).

A morfologia da casca da castanha de caju, representada na Figura 9A, apresenta
uma camada esponjosa chamada mesocarpo, cujos alvéolos sdo preenchidos pelo liquido da
casca da castanha do caju (LCC), uma fonte rica de lipidios fendlicos, responséavel por 25 a
30% do peso do fruto in natura. Esses lipidios incluem dcidos anacardicos, cardanol e cardol,
cujas estruturas quimicas estio apresentadas na Figura 9B. O LCC técnico, obtido por meio de
processo termomecanico, ¢ predominantemente composto por cardanol. Por outro lado, quando
a extragcdo ocorre a frio (extraido através do uso de solventes ou prensagem), os principais

componentes sao os dcidos anacardicos (AA) (Hamad; Mubofu, 2015).

Figura 9. Representacdo esquematica da obten¢do do LCC (A) e estruturas quimicas dos
compostos majoritarios do LCC (B)
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Fonte: elaborada pelo autor.
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O AA ¢é uma mistura de congéneres do dcido 2-hidroxi-6-alquilbenzoico, com
cadeia alquil-C15, que pode ser saturada ou mono-, di- ou tri-insaturada. O AA é um residuo
valioso da agroindistria e representa uma biomassa renovdvel com grande potencial em
quimica fina (Gartili et al., 2024). O AA possui diversas propriedades farmacoldgicas
reportadas na literatura, com notdrios estudos como um agente antitumoral em diferentes tipos
de cancer (Park et al., 2018; Tamura; Nitoda; Kubo, 2007; Gnanaprakasam; Lépez-Baiuelos;
Vega, 2021). Além disso, o AA inibe o virus da hepatite C (Hundt; Li; Liu, 2015), tem agdo
antibacteriana (Souza et al., 2022) e apresenta potencial ansiolitico (Junior et al., 2018).

Balasubramanyam et al. (2003) descobriram que o AA exibe a capacidade de inibir
a enzima histona acetiltransferase (HAT) p300 e fator associado p300/CBP. O bloqueio da
enzima p300 coibe a via NF-kB, responsavel por regular a proliferacdo, sobrevivéncia e
inflamacdo celular. Nesse estudo, a atividade inibidora da HAT p300 nao se alterou apds a
hidrogena¢do da mistura insaturada de acidos anacérdicos, eliminando, assim, a importancia do
grau de insaturagd@o no mecanismo de inibi¢do.

Anjum et al. (2021) desenvolveram nanoparticulas lipidicas s6lidas carregadas com
AA, posteriormente revestidas com quitosana e DNase (Ana-SLNs-CH-DNase) para aplicacao
contra infec¢des bacterianas mediadas por biofilme. As nanoparticulas desenvolvidas foram
consideradas ndo toxicas contra células de queratindcitos humanos imortalizados (HaCaT), ao
mesmo tempo que demonstraram eficdcia antimicrobiana contra Staphylococcus aureus
(concentracdo inibitéria minima igual a 1,56 ug ml™).

Um método eficiente para a extracdo de AA € realizado a partir da dissolucdo do
LCC em acetona, seguido da adicao de hidréxido de cdlcio sob agitacdo. Terminado a etapa de
adicdo, a reacdo ocorre sob agitacdo magnética constante por 3,5 h, com temperatura de 50 °C.
Apo0s a conclusdo da reacdo, o precipitado de anacardato de calcio € filtrado e lavado com
acetona e seco, em seguida € tratado com dgua destilada e HCl. O AA € obtido através de
extracdo com éter de petrdleo, seguido de evaporagdo do solvente (Gandhi; Patel; Dholakiya,

2012).

3.4.2 Hialuronato de sodio

O 4cido hialurénico (AH) é um polissacarideo glicosaminoglicano ndo sulfatado,
composto por uma estrutura linear de repeticdes de acido D-glucurénico e N-acetil-D-
glucosamina, unidos por ligagdes glicosidicas B (1—4) e B (1—3), como mostra a estrutura

quimica apresentada na Figura 10. O AH foi inicialmente descoberto no humor vitreo do olho
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bovino em 1934 (Meyer; Palmer, 1934), com sua primeira sintese in vitro ocorrendo em 1964
(Schiller, 1964). Sua estrutura quimica € em grande parte homogénea, com excec¢do de alguns
residuos de glucosamina que podem ser desacetilados ocasionalmente. Para fins biomédicos, o
AH ¢ produzido principalmente por fermentagdo microbiana, também pode ser extraido de

cristas de galo e corddes umbilicais (Dosio et al., 2016).

Figura 10. Estrutura quimica do polissacarideo
dcido hialurdnico

Fonte: elaborada pelo autor.

Com base na distribuicio da massa molar, o AH pode ser classificado como
oligossacarideo (O-AH, <10 kDa), AH de baixa massa molar (LMW-AH, 10-250 kDa), AH de
massa molar média (MMW-AH, 250-1000 kDa), AH de alta massa molar (HMW-AH, >1000
kDa) e AH de massa molar ultra-alta (VHMW-AH, >6000 kDa) (Monslow; Govindaraju; Puré,
2015).

Em condigdes fisioldgicas, o dcido hialurénico (que possui valor de pKa dos grupos
carboxila dos residuos de dcido D-glucurdnico entre 3-4) existe na forma ionizada, denominada
hialuronato de sédio (HS), que se caracteriza por ser negativamente carregado e altamente
hidrofilico. Este polimero é um dos principais componentes da matriz extracelular (MEC),
estando amplamente distribuido em tecidos conjuntivos, epiteliais e neurais. Devido a presenca
na MEC, o HS ¢ facilmente reconhecido e aceito pelo corpo, tornando-se uma excelente opg¢ao
para utilizacdo como sistema encapsulante de farmacos (Hirama et al., 2021).

Além da biocompatibilidade anteriormente mencionada, outras vantagens sao
observadas no uso deste polissacarideo em sistemas de liberacdo de medicamentos, como a
facilidade de ligacdo dos farmacos ao HS e o aumento da meia-vida plasmatica do
medicamento, retardando o processo de eliminacao (Han et al., 2015). Além disso, ha a

possibilidade de intensificar a seletividade tumoral através da interagdo com a proteina cluster
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de diferenciacdo (CD) CD44. A CD44 contém um ectodominio amino-terminal que possui um
dominio de ligacio com HS, responsédvel pela ligacdo desse polissacarideo na superficie de
células especificas. Em condicdes fisiolégicas normais, a CD44 estd envolvida em processos
como agregacdo e migracao celular, além de desempenhar papéis em respostas inflamatdrias e
mecanismos de reparo. No entanto, a CD44 também estd associada ao cancer, estando envolvida
na invasao tumoral e nas metastases (Pashkina ef al., 2025).

Li e Howell (2010) prepararam microcdpsulas de HS (extraido de Streptococcus
equi sp., MM 0,6-1,2 x 10° g mol ™) e cisplatina, através da conjugacio do ativo com 0s grupos
carboxilicos do polissacarideo, sob alta temperatura. Nesse trabalho, o HS atua como um
transportador de matriz biodegradavel e, a0 mesmo tempo, como um agente de direcionamento
para o receptor CD44. Em ensaios in vitro, observou-se que as células CD44+ OV2008 e A2780
internalizaram as microparticulas de forma mais eficaz em comparagdo com as células CD44-

UCI101.

3.4.3 Oleo de licuri (Syagrus coronata)

A espécie Syagrus coronata pertence a familia Arecaceae e a subfamilia
Arecoideae, sendo popularmente chamada de "licuri" ou "ouricuri" no Brasil. Essa palmeira
possui altura média entre 8 e 11 m e se desenvolve em regides semidridas, com maiores
propor¢oes nos estados de Minas Gerais, Bahia, Sergipe e Alagoas (Noblick, 2017).

Os frutos da licuri apresentam duas partes especializadas: o mesocarpo carnoso,
comestivel e atrativo para a propagacio da espécie, e o endocarpo duro, que protege a semente.
Esses frutos estao disponiveis ao longo de todo o ano (cada arvore pode produzir quatro cachos
por ano), com a producdo mais intensa entre marco, junho e julho. Seu plantio auxilia na
recuperacgdo de dreas degradadas e permite sua combinagdo com outras culturas (Lisboa et al.,
2020).

Os cachos de licuri (Figura 11) possuem em média 1.357 cocos pequenos, cada um
com 2 a 3 cm de comprimento e aproximadamente 1,5 cm de didmetro. Essas palmeiras
fornecem uma fonte perene para a obtencdo de 6leos e gorduras, com elevado teor de dleo
(49,2% m/m) no endosperma da semente do fruto, o que proporciona que o processo da extracao
de 6leo dos frutos seja economicamente vidvel (Crepaldi et al., 2001). O uso desse 6leo na
criacdo de produtos com maior valor agregado constitui uma estratégia eficiente para promover

o desenvolvimento econdmico da regido.
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Figura 11. Palmeira Syagrus coronata e
seus frutos imaturos aproximando-se do
tamanho maduro

Fonte: adaptada e Noblick (2017).

O o6leo de licuri apresenta caracteristicas promissoras para aplicagcdes
farmaceéuticas. Os habitantes do campo, no Nordeste do Brasil, tradicionalmente utilizam o 6leo
de licuri para tratar micoses, dores nas costas, inflamacdes oculares e feridas (Rufino et al.,
2008).

Souza et al. (2021) analisaram a segurancga biolégica do dleo fixo de S. Coronata.
Como resultado, as maiores concentracoes do 6leo apresentaram baixos niveis de citotoxicidade
e nao foi possivel determinar a CLso em nenhum dos testes. O estudo de toxicidade aguda nao
revelou qualquer evidéncia de efeitos adversos em animais tratados com o 6leo. Os rins, baco
e figado ndo apresentaram alteracdes morfolégicas indicativas de processo patoldgico.

Atividades mutagénicas ou genotoxicas ndo foram detectadas.
3.4.4 Pluronic F127

O Pluronic F127 (Figura 12) é um copolimero tribloco composto por um segmento
central de poli(6xido de propileno), com 65 unidades, e dois blocos terminais de poli(6xido de
etileno), com 100 unidades cada. Este copolimero, com massa molar de aproximadamente
12.500 Daltons, ¢ amplamente utilizado em diversas formas de administracio de
medicamentos, como via oral, topica, intranasal, vaginal, retal, ocular e parenteral (Li et al.,
2023). Além disso, o Pluronic F127 € um tensoativo nao toxico, aprovado pela FDA (Food and
Drug Administration), e tem sido empregado na preparacdo de nanoemulsdes devido as suas

propriedades termorresponsivas.
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Figura 12. Estrutura quimica do tensoativo Pluronic F127
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Fonte: elaborada pelo autor.

Os Pluronics tém demonstrado a capacidade de reverter a saida para o exterior da
célula de transportadores P-gp, responsdveis por desempenhar um papel fundamental na
resisténcia a multiplos farmacos (MDR) em células tumorais. Eles exercem efeitos duplos,
reduzindo a atividade ATPase da P-gp e esgotando os niveis de ATP intracelular necessarios
para o funcionamento da P-gp, contornando o problema da MDR (Akash; Rehman, 2015).

Nas concentracdes ideais, esse copolimero apresenta caracteristicas reversiveis
entre solugdes e géis, em temperaturas baixas e altas, por meio de rearranjo de sua estrutura no
meio. Purnama et al. (2024) otimizaram formulagdes de nanoemulsdes de quercetina
termorresponsivas (T-QNE-Gs) para injecdo intravitrea e examinaram sua atividade in vitro
quanto a inibi¢do de neovascularizacao induzida pelo fator de crescimento endotelial vascular-
A (VEGF-A), a partir das células endoteliais pigmentares da retina. As T-QNE-Gs foram
preparadas pela incorporagdo de géis compostos por diferentes propor¢des de Pluronic F127 e
Pluronic F68, com uma concentracdo fixa de hidroxipropilmetilcelulose, em um concentrado
de nanoemulsdo de quercetina. O sistema otimizado apresentou fluidez adequada a temperatura
ambiente (27 = 1 °C) e se transformou em gel a uma temperatura proxima a do segmento
posterior do olho (35 = 1 °C). A formulacdo inibiu eficazmente a migracdo e a formagdo de
tubos das células endoteliais da veia umbilical humana e suprimiu a expressdo génica e os niveis

de proteina VEGF-A nas células do epitélio pigmentado da retina sob condicdes hipdxicas.
3.4.5 Aerosil 200

Aerosil 200 (Figura 13) € uma silica pirogénica hidrofilica com uma &4rea de
superficie especifica de 200 * 25 m? g'!, amplamente utilizada em diversas aplicacdes
farmaceéuticas e industriais devido as suas propriedades fisicas e a sua seguranca. Esse diéxido
de silicio coloidal ajuda a estabilizar algumas misturas quimicas, atua como espessante € na
formacdo de géis de suspensdo, além de ser usado em preparacdes semissolidas. Também
aumenta a eficiéncia do processo de secagem por spray dryer, evitando a aderéncia do produto

seco as superficies internas do equipamento (Li et al., 2015; Tello et al., 2023).
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Figura 13. Estrutura quimica da silica Aerosil 200
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Fonte: elaborada pelo autor.

Dharankar et al. (2015) desenvolveram um sistema de administracdo de
medicamentos autoemulsionante para administragdo oral de cetoprofeno, utilizando 6leo de
soja, Cremophor EL e Maisine 35-1, seguido da adsor¢do da formulacdo em Aerosil 200 e
secagem em spray dryer. Os resultados mostraram que os lotes com maior quantidade de
Aerosil 200 apresentaram melhores rendimentos no processo. Devido a sua natureza de fluxo
livrte (com pouca agregacdo) e ao tamanho de particula muito pequeno, o adsorvente
proporcionou propriedades de fluidez ideais, com uma maior quantidade de medicamento
adsorvida na superficie.

Essas caracteristicas fazem do Aerosil 200 um componente essencial para otimizar
o processamento de formulagdes farmacéuticas, garantindo tanto a estabilidade do produto
quanto a eficiéncia dos processos de secagem por spray dryer, por este motivo foi utilizado

como componente da formulacio.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Materiais

O polissacarideo hialuronato de sédio foi adquirido de Quanao Biotech (Xi’an,
China). O 4cido anacérdico (90% de pureza, com percentuais de AA mono, di e tri-insaturados
iguais a 31,08%, 17,73% e 51,18%, respectivamente) foi obtido do Laboratério de Polimeros e
Inovacdo de Materiais, da Universidade Federal do Ceard (UFC). O ¢6leo de licuri (Syagrus
coronata) foi obtido de Licuri Brasil. Pluronic® F127, Aerosil® 200, etanol, tampao PBS e o
sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) foram adquiridos da
Sigma-Aldrich (Alemanha). A 4gua foi obtida de um purificador Milli-Q.

4.2 Caracterizacdo das matérias-primas

4.2.1 Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio ('H-NMR)

As andlises de '"H-NMR do hialuronato de sédio e do 4cido anacirdico foram
realizadas na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (EMBRAPA). Os espectros foram
obtidos utilizando um espectrometro RMN, modelo Agilent DD2, apds a solubilizacdo do
hialuronato de sédio em 6xido de deutério e do 4cido anacardico em cloroférmio deuterado. O
espectro de '"H-NMR do 6leo de licuri em cloroférmio deuterado foi obtido no Centro
Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN) da UFC,
em espectrometro RMN, modelo Bruker Avance DRX 500. Os dados foram processados e

analisados no software MestReNova (versao 8.0.0-10524).

4.2.2 Cromatografia de Permeacgdo em Gel (GPC)

A andlise de GPC para determinacdo da massa molar do hialuronato de sddio foi
realizada utilizando cromatdgrafo de permeacdo em gel, modelo Shimadzu LC-20AD,
equipado com um refratdmetro diferencial como detector e uma coluna linear PolySep-GFC-P
(7,8 mm x 300 mm), com a temperatura de forno igual a 35 °C. Nitrato de s6dio (NaNOs3) 0,1
mol L' contendo 0,02% (m/v) de azida (NaN3) foi usado como eluente, com fluxo de 1,0 mL
min’!. Para realizar a injecio da amostra, o polissacarideo foi solubilizado em dgua com

concentragdo igual a 0,2 g L™ (Tosoh Bioscience GmbH, 2017). A solugfo polissacaridica foi
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entdo filtrada em uma membrana de polietersulfona com poros de 0,45 um. A curva de

calibracao foi preparada dispondo de padrdes de pululana (Fluka Analytical, St. Louis, EUA).

4.2.3 Anadlise Elementar

Para se obter a porcentagem de Carbono, Hidrogénio, Nitrogénio e Enxofre do
hialuronato de sédio foi realizada a técnica de Andlise Elementar, utilizando equipamento
FLASH 2000 Series CHNS Automatic Elemental Analizer, em parceria com a Universidade de

Manchester, Inglaterra.

4.2.4 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS)

O dleo de licuri foi transesterificado para éster metilico através da reagdo com
solucdo metandlica, catalisada por hidréxido de sédio. A composi¢do de dcidos graxos foi
obtida por GC/MS SHIMADZU QP-2010 ULTRA, equipado com uma coluna capilar (5%-
fenil)-metilpolissiloxano (DB-5) (30 m x 0,25 mm), utilizando hélio como géas de arraste, com
fluxo igual a 0,6 mL min™', em modo splitless. Foram preparadas solu¢des em acetato de etila
com concentracdes iguais a 1 mg mL! e injetadas com 1 uL de volume. A temperatura do forno
foi inicialmente ajustada em 120 °C e programada com taxa de aquecimento igual a 10 °C min
Iaté 300 °C, depois mantida por 10 min. As temperaturas do injetor e do detector foram 250
°C e 300 °C, respectivamente. O analisador quadrupolo foi ajustado para ionizagdo eletrOnica

e escaneado em uma faixa entre 50 a 450 m/z (Pereira et al., 2023).

4.3 Preparo da nanoemulsao

A microcdpsula foi obtida a partir da encapsulagdao de uma nanoemulsao. As massas

dos componentes da nanoemulsdo estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Valores de composicdo méssica das nanoemulsdes

Formulacao Agua (g) Acido anacardico (2) Oleo de licuri (g) Pluronic F127 (g)

NEAA 12,8000 1,2437 0,5082 0,5000
NEC 12,8000 - 0,5087 0,5000

NEAA: nanoemulsdo com acido anacardico, NEC: nanoemulsdo controle.
Fonte: elaborada pelo autor.
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Para o preparo da nanoemulsao, o 4cido anacérdico foi, primeiramente, solubilizado
em Oleo de licuri, a temperatura ambiente (solu¢dao A). Em paralelo, o tensoativo Pluronic F127
foi solubilizado em dgua, a 5 °C, durante 20 min (solucdo B). Em seguida, verteu-se a solugao
B sobre a solugdo A, obtendo uma mistura que foi homogeneizada com o auxilio de um Ultra-
Turrax, a 15000 rpm, por 2 min. Para obter a nanoemulsdo, a dispersdo resultante foi
posteriormente levada a ultrassonicacdo em um sonicador com sonda, modelo Branson Sonifier
W-450D, mantida em banho de gelo durante o processo, utilizando amplitude de 70%, durante
2 min, em ciclos de 10 s ligado e 10 s de repouso e poténcia de 90-110 W (Rebougas et al.,
2023).

O procedimento experimental para a obten¢do da nanoemulsio NEAA estd

representado na Figura 14.

Figura 14. Principais processos para o preparo da nanoemulsdao NEAA

1° Solubilizagdo
em dleo de licuri
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u solugdo aquosa
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Acido Homogeneizagao Ultrassonicagao Nanoemulsédo com
anacardico em Ultra-Turrax nanogoticulas de

acido anacardico
e 6leo de licuri

Fonte: elaborada pelo autor.

4.4 Preparo da microcapsula

Para o preparo da microcédpsula, 2,00 g de hialuronato de s6dio e 0,050 g do
adjuvante de secagem Aerosil 200 foram previamente solubilizados em 600 mL de agua
destilada, sob agitacdo magnética constante a 520 rpm e temperatura a 45 °C, durante 24 h. A
microcdpsula em pé foi obtida apés a adicao da nanoemulsdo na solucdo polissacaridica,

seguido por secagem em spray dryer, modelo BUCHI Mini Spray Dryer B-290, com
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temperatura de entrada e saida iguais a 170 °C e 142 °C, respectivamente, aspirador operando a
100% (35 m® h'') e bomba operando a 15% (4,5 mL min!). Durante a secagem, a dispersio
aquosa das microcdpsulas foi mantida em agitacdo magnética constante a 700 rpm, para auxiliar
na homogeneizagao e evitar precipitagdo da formulacao.

O procedimento experimental para a obtencdo da microcdpsula MCAA estd

representado na Figura 15.

Figura 15. Principais processos para o preparo da microcdpsula MCAA
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em agua por 24 h polissacaridica em spray dryer oleo de licuri e

pluronic F127
Fonte: elaborada pelo autor.

As massas utilizadas para a formulacdo das microcdpsulas estdo apresentadas na
Tabela 2. Esses valores foram escolhidos para que a microcdpsula apresentasse concentragao
suficiente de AA para se determinar a ICso em células tumorais, apds resultados de testes
preliminares de citotoxicidade. Além disso, a relacdo material de parede:nticleo (2:1) estd
dentro do intervalo usado em um estudo semelhante relatado na literatura (Gallardo et al.,

2013).

Tabela 2. Valores de composi¢cdo mdssica das microcdpsulas

Formulacio NEAA (g) NEC (g) Hialuronato de sédio (g) Aerosil 200 (g)

MCAA 7,9013 - 2,0000 0,0500
MCC - 8,0000 2,0000 0,0500

MCAA: microcédpsula com dcido anacardico, MCC: microcédpsula controle, NEAA: nanoemulsio
com dacido anacardico, NEC: nanoemulsio controle.
Fonte: elaborada pelo autor.
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4.5 Anilises de Tamanho de Particula, Indice de Polidispersio e Potencial Zeta das

formulacoes

As nanoemulsdes e as redispersdes das microcdpsulas foram caracterizadas quanto
ao tamanho de particula (estimado pelo didmetro médio hidrodinamico) e indice de
polidispersdo (PDI) por Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) e quanto ao potencial zeta por
Microeletroforese Doppler a Laser, utilizando equipamento Zetasizer Nano ZS90® (Malvern
Instruments, Worcestershire, Reino Unido). As nanoemulsdes foram diluidas em 4gua na
proporcdo de 1/1000 (v/v). Para a solubilizacdo do revestimento de hialuronato de sédio, as
microcdpsulas foram redispersas sob agitacdo magnética constante em dgua na concentracao de
0,41 mg mL™!, por 24 h, em temperatura ambiente. As medi¢des foram realizadas em triplicata,

a 25 °C e angulo de 90°.

4.6 Microscopia Eletronica de Transmissao (TEM)

As morfologias das goticulas da nanoemulsdo e da redispersio aquosa das
microcdpsulas foram observadas por meio de Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM).
A nanoemulsdo NEAA foi diluida em 4gua na proporc¢do de 1/10 (v/v). Para a solubilizacao do
revestimento de hialuronato de s6dio, a microciapsula MCAA foi redispersa sob agitacdao
magnética constante em dgua na concentracio de 12,5 mg mL™!, por 24 h, em temperatura
ambiente. As amostras foram gotejadas em uma grade de cobre de malha 200. O excesso foi
removido delicadamente com papel filtro. A coloragdo negativa com acido fosfotingstico foi
realizada e as grades foram observadas em um TEM Zeiss EM 900, sob tensdo de aceleracdo
de 80 kV. O tamanho médio das goticulas da nanoemulsdo e da redispersdao aquosa das
microcapsulas foi calculado medindo o diametro das particulas no software ImageJ (versao 1,54

g) (Sousa et al., 2021).

4.7 Quantificacdo de acido anacardico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC - DAD)

4.7.1 Obtencdo da curva padrao de dacido anacdrdico

A curva padrdo de calibragdo para a quantificacdo do acido anacardico foi obtida a

partir de oito solucdes (n = 8) do 4cido anacérdico tri-insaturado (0,0078 — 1,0 mg mL™"), sendo
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todos os padrdes dissolvidos em metanol. As solu¢des foram analisadas por cromatografia
liquida e os espectros de absor¢do UV—Vis de cada um dos picos cromatograficos foram
inseridos na biblioteca espectral do equipamento.

As andlises cromatograficas de todas as amostras (padrdes e formulagdes) foram
realizadas em cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia, modelo Agilent 1260 Infinity
(Alemanha), equipado com coluna de fase reversa C-18 (Latek hypersil ODS-2, 5 pm, 4,0 x
250 mm, Alemanha) e detector de arranjo de diodos, modelo Agilent 1260 Infinity G1315D,
1260 DAD VL (Alemanha). A fase mével seguiu eluicdo isocritica de uma mistura contendo
800 mL de acetonitrila, 100 mL de dgua deionizada e 10 mL de 4cido acético. O tempo de
corrida cromatogréfica foi de 35 min, realizada a 25 °C, sendo a taxa de vazdo de solvente de 1
mL min™! e 5 min de postrun. O cromatégrafo foi programado para detec¢do dos compostos de
interesse em trés diferentes comprimentos de onda (254, 278 e 310 nm). Os 4cidos anacardicos
foram quantificados em 254 nm, sendo esta escolha baseada na andlise dos espectros de
absor¢io UV—Vis e dos valores dos coeficientes de determinacdo (R?), obtidos nas curvas de
calibracdo. As condi¢cdes do método de quantificacao estido de acordo com Freitas ef al. (2022),

com modificagdes.
4.7.2 Validacdo de método

O método de HPLC foi validado de acordo com o guia de validagdao de métodos
analiticos do Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial
(INMETRO) para linearidade, precisdo (repetibilidade), recuperagdo, limite de quantificacio
(LOQ), limite de detec¢do (LOD) e seletividade. O estudo de linearidade foi realizado nas
concentracdes de 7,8, 15,6, 31,25, 62,5, 125, 250, 500 e 1000 pg mL. A precisdo foi avaliada
quanto a repetibilidade, com n = 6. Os pardmetros LOD e LOQ foram determinados através das
curvas de calibracdo dos padrdes, obtendo a partir dessas os valores de desvio-padrdao do
intercepto (Sa) e o coeficiente angular da curva analitica (b). O LOD foi calculado seguindo a

Equacdo 1 (INMETRO, 2020).

LOD = % (1)

A Equagdo matemadtica para determinagdo do LOQ € apresentada a seguir (Equagao

2).
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LOQ = =32 @)

4.7.3 Eficiéncia de Encapsulacio e Capacidade de Carreamento das formulacoes

Para avaliacdao das amostras (AA livre, nanoemulsdes e microcdpsulas), foram
preparadas solugdes metandlicas que foram homogeneizadas inicialmente em agitador tipo
vortex por 1 min, seguido de dissolu¢do em banho ultrassonico, modelo Bandelin Sonorex —
RK100 (Alemanha), por 5 min. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas em uma
centrifuga modelo Eppendorf — 5415R (Alemanha), por 5 min, 13000 rpm, temperatura de 25
°C, e inseridas em vials para andlises cromatograficas, realizadas em triplicata (Lertsutthiwong
et al., 2008).

Para determinar a eficiéncia de encapsulacdo da nanoemulsao, 0,5 g de NEAA foi
centrifugado em uma membrana Vivaspin Turbo 15, 3000 MWCO (Sartorius), a 4000 x g e
temperatura de 27 °C, em uma centrifuga Allegra 25R (Sartorius, 2016). A concentracdo de
acido anacdrdico foi determinada no filtrado em triplicata, seguindo o método indireto
(Rebougas et al., 2022).

Os célculos da Eficiéncia de Encapsulacido (EE%) e da Capacidade de Carreamento
(LC%) para NEAA e MCAA seguiram as formulas apresentadas nas Equagoes 3 € 4 (Cui ef al.,
2022).

EE% = Mﬂo x 100 (3)

LC% = & X 100 @)

Onde, M = quantidade de 4cido anacdrdico encapsulado, Mo = quantidade de 4cido
anacdardico adicionado no preparo da formulacdo e W = quantidade total da formulacdo (em

massa para microcdpsulas ou em volume para nanoemulsao).
4.8 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR dos componentes da formulacdo foram obtidos em um

espectrometro, modelo Shimadzu IRTracer-100. Para o dcido anacédrdico e dleo de licuri, a
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leitura da transmitancia foi realizada em cristal de ATR. Para os demais componentes, 5 mg da

amostra foram misturados e prensados com brometo de potdssio, grau espectroscopico.

4.9 Analise Termogravimétrica (TGA)

Os termogramas dos componentes da formulacdo foram obtidos em parceria com o
Departamento de Fisica da UFC, em equipamento de andlise termogravimétrica/térmica
diferencial, modelo Shimadzu DTG — 60H, com atmosfera inerte de nitrogénio e fluxo igual a
70 mL min™'. As medidas termogravimétricas foram efetuadas no intervalo de temperatura de
20 °C até 800 °C, taxa de aquecimento constante de 10 °C min', utilizando um cadinho de

alumina como porta amostra.

4.10 Microscopia Eletronica de Varredura (SEM)

A morfologia das microcapsulas em p6 foi observada com auxilio de microscépio
eletronico de varredura, modelo Quanta 400 FEG a 5-6 kV (FEI, Hillsboro, OR, América), apds
fixagem das amostras em stubs metélicos e pulverizagdo com prata. O tamanho médio das
microcdpsulas foi calculado medindo o diametro de 100 particulas no software Imagel (versao
1.54g) (Wetteland; Nguyen; Liu, 2016). As anélises de EDS foram realizadas utilizando SEM
de alta resolucdo (FEG, field emission gun) modelo Crossbeam 350, com detector de
Espectroscopia de Raios X por Dispersao de Energia (EDS), com tecnologia SDD (silicon drift
detector) acoplado a um Detector de Elétrons Retroespalhados, com tensao de tracdo de 15 kV,
corrente de feixe padrao, ponto de feixe de 1 pum, vida util de 128 s, 50.000 contagens por

segundo (cps) e energia maxima de 20 keV.

4.11 Cinética de liberacao in vitro

Os experimentos de cinética de liberagdo in vitro de AA a partir das microcapsulas
foram realizados em células de difusdo do tipo Franz, com &4rea de difusdo de 1,77 cm? e
compartimento receptor com capacidade de 12 mL, utilizando membrana de didlise (MCWO
12-14 kDa, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). Etanol/tampao PBS (com valores de pH iguais a
7,4, 6,8 e 4,5), na propor¢ao de 30/70 (v/v), foi utilizado como meio para preencher o

compartimento receptor.
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Uma suspensao de 0,02 g de microcdpsula (contendo 3,49 mg de AA) em 1 mL de
meio foi adicionada ao compartimento doador, apds homogeneizacdo em homogeneizador do
tipo vortex por 15 min. Amostras de 1 mL foram coletadas do compartimento receptor em
intervalos de tempo pré-determinados para quantificar a liberacdo de AA através do método
HPLC descrito na Sec¢do 4.7.1. O mesmo volume de aliquotas coletadas foi substituido por meio
fresco. Os experimentos foram realizados em triplicata para as microcapsulas e para AA livre,
mantendo agitacdo magnética constante a 200 rpm e temperatura de 37,0 + 0,5 °C.

Os dados de liberagdo in vitro do ativo foram linearizados de acordo com os
modelos matematicos de liberagdo de Ordem Zero, Primeira Ordem, Higuchi, Hixson-Crowell
e Weibull. Para elucidar o mecanismo de liberagdo, o logaritmo da porcentagem cumulativa de
AA liberado versus log do tempo foi plotado no modelo matemédtico de Korsmeyer-Peppas e o

coeficiente difusional (n) foi obtido como inclinacao da curva.

4.12 Avaliacao do Potencial Citotéxico

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados no Nicleo de Pesquisa e
Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM), no Laboratério de Oncologia Experimental

(LOE), vinculado a Faculdade de Medicina da UFC.

4.12.1 Cultura das células

As linhagens celulares HCT-116 (carcinoma de célon humano), HL-60 (leucemia
promielocitica) e L.-929 (fibroblasto murino) foram cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer
(EUA). As linhagens tumorais foram cultivadas em meio Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) 1640 e a linhagem L-929 foi cultivada em meio Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM). Os meios foram suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos
(penicilina-estreptomicina), sendo mantidos em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de

diéxido de carbono (CO»).
4.12.2 Ensaios MTT
As células foram plaqueadas nas concentragdes de 7 x 10%, 30 x 10%, 7 x 10* céls

mL"' para as linhagens HCT-116, HL-60 e L-929, respectivamente. As amostras de

microcdpsulas foram dispersadas em DMSO, na concentracdo estoque de 8,7 mg mL"! e



49

testadas na faixa de concentracdo de 0-43,5 pg mL!. As placas foram incubadas com os
compostos por 72 h em estufa a 5% de CO», a 37 °C. Ao término deste periodo, as mesmas
foram centrifugadas e o sobrenadante removido. Em seguida, foram adicionados 100 uL da
solucdo de MTT (sal de tetrazolium) e as placas foram incubadas na estufa por 3 h. Entdo, as
placas foram centrifugadas e a solucao de MTT retirada. A absorbancia foi lida ap6s dissolugdo
do precipitado de formazan com 100 uL. de DMSO puro em espectrofotdmetro de placa, modelo
VICTOR® Nivo™ Multimode Microplate Reader, a 595 nm (Mossman, 1983).

Realizou-se teste do MTT utilizando diluicao seriada dos compostos. As
absorbancias obtidas no teste foram utilizadas para calcular a ICso (concentracio capaz de inibir
50% do crescimento celular) das amostras através de regressao nao-linear, usando o programa
GraphPad Prism (versdao 8.0). Cada amostra foi testada em triplicata em trés experimentos

independentes.

4.13 Avaliacio de seguranca nao clinica em zebrafish (Danio rerio) adulto

Zebrafish (Danio rerio) adulto foi utilizado como modelo para avaliacdo da
atividade locomotora (Teste de Campo Aberto) e toxicidade aguda em 96 h (Magalhaes et al.,
2017). Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica para o
Uso de Animais da Universidade Estadual do Ceard (CEUA - UECE), sob protocolo n°
04009489/2023, conforme OECD (1992) referenciado pela Diretiva EU 2010/63/EU para
experimentos com animais. Os peixes foram obtidos da Agroquimica: Comércio de Produtos
Veterindrios LTDA (Ceard, Brasil), sendo selvagens, com idade entre 60 e 90 dias, tamanhos
entre 3,5 £ 0,5 cm e faixa de peso de 0,4 + 0,1 g. Grupos de 36 peixes foram aclimatados a 25
°C, em aquaérios de vidro (40 x 20 x 25 cm), com dgua desclorada (anticloro ProtecPlus®), pH
7,0, equipados com bombas de ar com filtros submersos, em ciclo circadiano de 14:10 h
claro/escuro. Os peixes receberam racdo (Spirulina®) ad Ilibitum 24 horas antes dos
experimentos.

ApOs os experimentos, os animais foram sacrificados por imersao em dgua gelada

(2-4 °C), por 10 min, até a perda dos movimentos operculares (CONCEA, 2018).

4.13.1 Teste de Campo Aberto

Os animais (n = 6/grupo) foram tratados com a redispersao aquosa da MCAA, nas

concentragdes de 57,7 ou 28,9 ou 7,2 ug mL™! e redispersdo aquosa da MCC na concentracdo
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de 57,7 ug mL!, ou veiculo (4gua destilada estéril). Os tratamentos foram realizados por via
oral, com 20 uL das amostras. Foi incluido um grupo de peixes sem tratamentos (Naive). Apds
o tratamento, os peixes foram deixados em repouso por 1 h, em seguida transferidos para placas
de Petri de vidro (10 x 15 cm), contendo a dgua do aqudrio, marcadas com quatro quadrantes e
a atividade locomotora foi analisada através da contagem do niimero de cruzamentos de linha

(CL) de cada peixe durante 5 min.

4.13.2 Toxicidade Aguda em 96 horas

Os animais (n = 6/grupo) foram tratados com a redispersao aquosa da MCAA, nas
concentragdes de 57,7 ou 28,9 ou 7,2 ug mL! e redispersdo aquosa da MCC na concentrago
equivalente a 57,7 ug mL™!, ou veiculo (4gua destilada estéril). Os tratamentos foram realizados
por via oral, com 20 pL das amostras. Os peixes foram entdo deixados em repouso e o nimero
de peixes mortos em cada grupo foi registrado apds 96 h de tratamento. O grupo veiculo foi
utilizado como controle. O método matematico Trimmed Spearman-Karber foi utilizado para
calcular a concentracdo letal capaz de matar 50% dos animais (CLs0), possuindo intervalo de

confianca de 95% (Arellano-Aguilar et al., 2015).

4.14 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando GraphPad Prism (versao 8.0.1).
Para comparacdo de varios grupos, foi aplicada andlise de variancia (ANOVA) unidirecional
com Teste de Diferenca Honestamente Significativa (HSD) de Tukey, considerando p < 0,05

como diferenca estatisticamente significativa.



51

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacao do polissacarideo hialuronato de sédio
5.1.1 Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio ('H-NMR)

O espectro de 'H-NMR do polissacarideo HS, apresentado na Figura 16, mostra um
sinal em um deslocamento quimico igual a 1,90 ppm, gerado pelos prétons metila (H1),
presentes no grupo N-acetil (-(NHCOCH3). Os prétons ligados aos carbonos dos anéis de
acucares (H3, H4, HS5, H6, H7, H9, H10, H11 e H12) foram detectados nos sinais do intervalo
de deslocamento quimico de 3,39-3,71 ppm e os protons anoméricos H8 e H2, ligados aos
carbonos adjacentes aos dois dtomos de oxigénio, foram identificados em 4,33 e 4,44 ppm,
respectivamente. A relacdo do numero de prétons metila N-acetil/prétons anoméricos estd
proxima ao valor tedrico 3/2, corroborando a estrutura do HS. O sinal em 4,66 ppm pertence a
fracdo ndo deuterada do solvente 6xido de deutério. A Tabela 3 mostra deslocamentos quimicos

de espectro semelhante reportado na literatura (Ret et al., 2019).

Figura 16. Espectro de '"H-NMR 'do hialuronato de sdédio
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Tabela 3. Deslocamentos quimicos do hialuronato de sédio utilizado no
preparo das microcédpsulas
Deslocamento quimico Valor de referéncia (ppm)

1
H (ppm) (Ret et al., 2019)
1 1,90 1,96
3’ 4’ 5’ 6’ 7’
9 10.11.1 3,39-3,71 3,33-3,90
8 4,33 4,41
2 4,44 4,51

Fonte: elaborada pelo autor.

5.1.2 Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC) e Andlise Elementar

A massa molar (MM) do HS € uma propriedade que influencia diretamente a sua
atividade bioldgica, o que torna sua determinacdo de fundamental importancia (Bohaumilitzky
et al., 2017). Dentre os diferentes tipos de MM de polimeros, neste trabalho, foram
determinados os valores de massa molar numérica média (M) e massa molar ponderal média
(My), através da GPC.

Por definicao, a M, € igual a massa total da amostra do polissacarideo dividida pelo
numero total de cadeias. Esse parametro torna-se importante para avaliar a influéncia em
propriedades que dependem apenas do nimero de unidades repetidas e ndo da sua massa ou
tamanho. J4 para a My, a massa de cada cadeia contribui de maneira ponderada para o célculo
da média da MM do polissacarideo. Ou seja, a My considera também o tamanho molecular, ao
invés de apenas os numeros de cadeias do polimero (Shrivastava, 2018).

Outro parametro importante € a dispersao de MM, que € obtida através do quociente
My/M, e indica a homogeneidade da distribui¢do dos tamanhos das cadeias poliméricas. O
polimero € classificado como monodisperso quando My € igual a M,. Nesse caso, todas as
cadeias poliméricas ttm a mesma massa molar (comprimentos iguais). Quando o valor da
dispersdo € maior que 1, o polimero é classificado como polidisperso, apresentando maior
variacdo nos valores de massas molares das cadeias (Hoyos-Leyva et al., 2017).

O polissacarideo utilizado neste trabalho € caracterizado por possuir alto valor de
MM, ou seja, acima de 10° g mol'!, como mostra os resultados para a anélise de GPC na Figura
17. Apesar de ndo possuir dispersdao de MM monodispersa, a distribuicdo pode ser classificada

como estreita, uma vez que a diferenca entre My e M, € relativamente pequena.
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Figura 17. Gréfico de distribui¢cdo da massa molar
do hialuronato de sdédio. M,: massa molar
numérica média, Mw: massa molar ponderal média
e Mw/My: dispersdo da massa molar
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Fonte: elaborada pelo autor.

Possuindo alto valor de MM, o &cido hialur6nico apresenta efeitos potenciais
relatados na literatura como preenchimento, inibidor de angiogénese, anti-inflamatorio
(Jabbari; Babaeipour; Saharkhiz, 2023) e mucoadesivo (Serra et al., 2023).

O 4cido hialurénico com MM acima de 10° g mol™!, conforme o seu derivado
utilizado neste trabalho, possui maior afinidade com a glicoproteina de superficie celular CD44,
possuindo uma ligagdo quase irreversivel, enquanto a interagdo do acido hialur6nico de baixa
massa molar € reversivel (Arpicco et al., 2013). A CD44 ¢ superexpressa em muitos tipos de
células cancerigenas, sendo uma marcadora de células-tronco cancerigenas (CSCs), por
exemplo. Também estd associada a regulacdo da metastase através do recrutamento de CD44
para a superficie celular, interagindo com ligantes da matriz extracelular (Thapa; Wilson, 2016).

Os resultados da Andlise Elementar da amostra, apresentados na Tabela 4, estdo
proximos da férmula C14H22NNaO1; (403,31 g mol™), referente a0 mondmero do HS. O valor
do percentual de enxofre abaixo do limite de deteccao do equipamento indica a auséncia de
contaminantes que contenham esse elemento, como polissacarideos sulfatados. A porcentagem
de carbono abaixo do valor tedrico pode ser proveniente de residuos de glucosamina
desacetilados ocasionalmente e o valor percentual de nitrogénio proximo ao tedrico indica a

auséncia de proteinas residuais (Alcantara et al., 2023; Dosio et al., 2016).
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Tabela 4. Resultados obtidos da composi¢do percentual de elementos quimicos na amostra de
hialuronato de sédio através da Andlise Elementar

Carbono (%) Hidrogénio (%) Nitrogénio (%) Enxofre (%)

Amostra 34,26 6,29 3,09 <0,1
Valor de referéncia
(Alcantara et al., 2023) 33,11 5,48 3.78 1,99
Valor tedrico 41,69 5,51 3,47 -

Fonte: elaborada pelo autor.

5.2 Caracterizac¢ao do acido anacardico

5.2.1 Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio

O espectro de 'H-NMR do AA, apresentado no Apéndice A, mostra um sinal entre
0,85-0,90 ppm, gerado a partir da ressonancia dos hidrogénios metila (H20’). Os sinais em 1,23-
1,38 ppm sdo atribuidos aos hidrogénios metilénicos da cadeia alquilica (H8, H9, H10, H11,
H16’, H17°, H18”’ ¢ H19’). O hidrogénio H7 ¢ identificado a partir dos sinais em 1,56-1,59
ppm. Os sinais em 1,98-2,05 ppm sdo gerados pelos hidrogénios H12, H15” e H18’. Os sinais
no intervalo de 2,74-2,81 ppm sdo atribuidos aos hidrogénios H15 e H18. O hidrogénio H6 é
identificado pelo sinal centrado em 2,95 ppm. Os sinais em 4,95-5,04 ppm pertencem ao dltimo
hidrogénio ligado ao carbono da cadeia alquilica do 4cido anacérdico trieno (H20). Os sinais
nos deslocamentos quimicos entre 5,29-5,43 ppm indicam a presenca dos hidrogénios H1, H13,
H14, H16 e H17. O hidrogénio vinilico H19 do 4cido anacérdico trieno € indicado pelos sinais
em 5,76-5,83 ppm. Os sinais centrados em 6,75 ppm e 6,85 ppm e o tripleto em 7,34 ppm s@o
atribuidos aos hidrogénios do anel aromético, sendo eles, respectivamente, para, orto e meta em
relacdo a hidroxila (H3, HS e H4) (Oliveira et al., 2023). A Tabela 5 mostra deslocamentos

quimicos de espectro semelhante reportado na literatura (Bezerra et al., 2022).

Tabela 5. Deslocamentos quimicos do 4dcido anacardico utilizado no preparo das

microcdpsulas
continua
1 Deslocamento quimico Valor de referéncia (ppm)
(ppm) (Bezerra et al., 2022)
20° 0,87 0,90

8,9,10,11,16°, 17,
18, 19° 1,30 1,33

7 1,57 1,61



55

Tabela 5. Deslocamentos quimicos do 4cido anacardico utilizado no preparo das

microcapsulas
conclusdo
1q Deslocamento quimico Valor de referéncia (ppm)
(ppm) (Bezerra et al., 2022)
12,15, 18’ 2,00 2,04
15,18 2,78 2,80
6 2,95 2,98
20 4,99 4,98
1,13, 14, 16, 17 5,36 5,35
19 5,79 5,81
3 6,75 6,78
5 6,85 6,87
4 7,34 7,36
2 11,00 10,71

Fonte: elaborado pelo autor.

5.3 Caracterizacao do dleo de licuri

5.3.1 Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio

O resultado para a analise de "H-NMR do 6leo de licuri est4 apresentado na Figura
18. Os sinais nos deslocamentos quimicos iguais a 0,86-0,90 ppm e 1,25-1,31 ppm sao gerados
pelos prétons metila (H1) e pelos prétons metilénicos (H2), ligados a cadeia alquilica do grupo
acila. Os sinais em 1,61-1,63 ppm e 2,29-2,33 ppm sao atribuidos aos prétons metilénicos do
grupo acila, ligados ao carbono § (H3) e ao carbono a (H4), respectivamente. Os protons alilicos
da cadeia alquilica (HS) geram os sinais em 2,00-2,02 ppm. Os sinais em 4,12-4,30 ppm sdo
relativos aos prétons do grupo metileno da unidade de glicerol esterificado do triglicerideo
(H7). Os sinais em 5,26-5,27 ppm sdo provenientes do préton presente na estrutura esterificada
do glicerol (H8) e o préton vinilico (H6) € identificado pelo sinal em 5,34 ppm. A Tabela 6
mostra deslocamentos quimicos de espectro semelhante reportado na literatura (Popescu et al.,

2015).
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Figura 18. Espectro de '"H-NMR do 6leo de licuri
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Fonte: elaborada pelo autor.

Tabela 6. Deslocamentos quimicos do 6leo de licuri utilizado
no preparo das microcdpsulas
Deslocamento quimico  Valor de referéncia (ppm)

1

H (ppm) (Popescu et al., 2015)
1 0,87 0,87

2 1,27 1,30

3 1,62 1,62

5 2,01 2,03

4 2,30 2.32

7 4,22 4,22

8 5,26 5,26

6 5,34 5,37

Fonte: elaborada pelo autor.

5.3.2 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS)

A GC-MS foi realizada para determinar a composic¢ao percentual de acidos graxos
no 6leo de licuri, o resultado estd apresentado na Tabela 7. Os valores obtidos estao proximos
dos valores determinados no trabalho de Cavalcanti et al. (2022). Com isso, foi possivel
determinar que o 6leo € composto por triglicerideos formados por seis tipos diferentes de acidos

graxos, sendo cinco deles saturados, com composi¢do majoritaria do dcido ldurico, seguido pelo
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acido oleico, dnico insaturado, possuindo apenas uma ligacdo dupla em sua cadeia alquilica. A

relativa baixa porcentagem de dcidos graxos insaturados favorece a estabilidade oxidativa em

comparacao com outros 6leos (Salles et al., 2010).

Tabela 7. Composicdo percentual de dcidos graxos no 6leo de licuri

Acido graxo Tem~p0 de. Area Valor de .Referéncia

retencao (min) (%) (Cavalcanti et al., 2022)
ey
oo Ol 66 4
oo i S8 16
edoimiteo g0 10624 918
greriorenreriu e B
Acido octadecanoico 12,526 5.15 422

(acido estearico) C18:0

Fonte: elaborada pelo autor.

5.4 Obtencao das formulacoes

As fotografias das formulacdes preparadas estdo apresentadas na Figura 19. As

microcdpsulas preparadas apresentaram-se em forma de pé com alguns aglomerados. A MCC

possui coloragdo branca, ja a MCAA possui coloracdo bege devido a presenga do acido

anacardico, o mesmo vale para as nanoemulsdes controle (NEC) e carregada com ativo

(NEAA).
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Figura 19. Esquema apresentando as
fotografias da nanoemulsdo com d4cido
anacardico (NEAA), nanoemulsio
controle (NEC), microcdpsula com acido
anacardico (MCAA) e microcdpsula
controle (IMCC)

MCAA MCC

Microcapsulas

Fonte: elaborada pelo autor.

Os rendimentos dos processos de secagens da MCAA e da MCC foram 32,4% e
32,9%, respectivamente. Josino et al. (2021) obtiveram rendimento de 37% na secagem de
microparticulas de fluoxetina encapsulada com galactomanana, utilizando o mesmo spray
dryer, com temperatura de entrada e saida iguais a 120 °C e 90 °C, respectivamente, aspirador
operando a 35 m® h'! e bomba operando a 10 mL min!. A adsor¢do do pé nos componentes de

vidro do equipamento € o principal fator para explicar os valores do rendimento.

5.5 Anilises de Tamanho de Particula, indice de Polidispersio e Potencial Zeta das

formulacoes

O tamanho de particula, o indice de polidispersao e o potencial zeta sdo importantes
parametros para a caracterizacdo e a andlise da estabilidade de sistemas nanoestruturados. O
uso do método de DLS para o dimensionamento de dispersdes € estabelecido na literatura como
uma técnica precisa e segura, em que € possivel estimar o tamanho de nanogoticulas através da
variacdo na dispersdo da luz proveniente do movimento browniano das particulas. A medida é
relacionada ao tamanho dado que particulas menores movimentam-se de forma mais veloz do

que aquelas com maiores dimensdes (Ahire; Gorle, 2021).
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O tamanho de particula para as nanoemulsdes e para as redispersdoes das
microcdpsulas em dgua, apresentado na Tabela 8, confirma a escala nanométrica para as
formulacdes desenvolvidas.

Quanto ao PDI, esta é uma medida utilizada para averiguar a distribuicdo dos
tamanhos, sendo denominada de monodispersa quando a distribuicdo possui valores de PDI
entre 0-0,1, moderadamente dispersa quando possui valores entre 0,1-0,4 e polidispersa quando
seu valor é acima de 0,4 (Sharma et al., 2018). Esse parametro pode ser utilizado como
indicador de estabilidade tendo em vista que altos valores de PDI, geralmente acima de 0,4,
favorecem mecanismos de desestabilizacdo por amadurecimento de Ostwald, em que goticulas
maiores englobam as menores até posterior separacao de fases (Moradi; Anarjan, 2018).

O resultado do PDI das formulagdes indica que as distribuicdes de tamanhos dos
sistemas sd3o moderadamente dispersas. Assim, desfavorecendo mecanismos de
desestabilizacdo por amadurecimento de Ostwald, exceto no caso da redispersio da
microcdpsula controle.

A diferenca nos valores de tamanho e PDI entre as nanoemulsdes e as redispersoes
pode ser atribuida a um maior invélucro hidrodindmico da redispersdao da MCAA, causado por
cadeias poliméricas hidratadas. Porém, esses resultados ainda sugerem que a redispersdo pode
ser corretamente considerada como uma nanoemulsdo revestida com HS, como mostra a Figura
20, uma vez que os valores de tamanho estdo no intervalo caracteristico desses sistemas (20 a
500 nm) (Sharma et al., 2010), indicando que microencapsulacdo polissacaridica da NEAA e

NEC foi bem-sucedida (Li et al., 2011).

Figura 20. Representacio da
redispersdo aquosa da MCAA
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Fonte: elaborada pelo autor.
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O potencial zeta ¢ uma medida do potencial elétrico de interface entre um liquido
preso a uma superficie e a fase continua que compde uma dispersdao. Sua determinacdo €
baseada em um método rapido e amplamente utilizado, realizado através da observacdo da
migracdo das particulas do coloide para os eletrodos, apds aplicagdo de um campo elétrico no
sistema, em que as interagdes elétricas sdo provenientes de espécies carregadas eletricamente
(Ahire; Gorle, 2021).

Essa andlise também pode ser utilizada como indicadora de estabilidade, visto que
altos valores, em moddulo, de potencial zeta revela a ocorréncia mais intensa de repulsdes
eletrostéticas, dificultando a agregacao das particulas da dispersao coloidal. De acordo com a
literatura, dispersdes com valores de potencial zeta, em médulo, entre 0-10 mV sao classificadas
como muito instaveis, entre 10-20 mV sao relativamente estaveis, entre 20-30 mV sdo
moderadamente estaveis e acima de 30 mV sdo altamente estiaveis (Cano-Sarmiento et al.,
2018).

O resultado para a medida do potencial zeta para as formulagdes mostra um
aumento no parametro de estabilidade coloidal (gerado pelas repulsdes eletrostaticas) das
redispersdoes das microcdpsulas em relacdo as nanoemulsdes. Isto pode ser explicado pela
existéncia de grupos funcionais eletricamente carregados do hialuronato de s6dio (COO) na

superficie das particulas (Serra et al., 2023).

Tabela 8. Medidas de tamanho de particula, PDI e potencial zeta das formulacdes

Potencial zeta

Formulacao Tamanho de particula (nm) PDI (mV)
NEAA 196,8 £2,7% 0,137 £0,016% -29,7 + 1,6*
NEC 134,0 + 1,5° 0,168 £0,011* -20,0 +1,2°
Redispersdao da MCAA 292,1 £1,2°¢ 0,312 + 0,004° -52,2£1,2°
Redispersdao da MCC 207,5 + 3,6¢ 0,568 +0,016° -36,9 + 1,8¢

MCAA: microcdpsula com 4cido anacardico, MCC: microcdpsula controle, NEAA: nanoemulsdo com &4cido
anacardico, NEC: nanoemulsdo controle. Os dados representam média + desvio padrdo. Diferentes letras
sobrescritas na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as amostras (p < 0,05).

Fonte: elaborada pelo autor.

5.6 Microscopia Eletronica de Transmissao (TEM)

A micrografia da nanoemulsio NEAA (Figura 21A) mostrou gotas

aproximadamente esféricas com diametros de 177,3 £ 36,5 nm. A morfologia das goticulas da



61

redispersdo aquosa da MCAA (Figura 21B) € esférica, com tamanho de 178,8 + 60,7 nm.
Novamente, estes resultados confirmam o encapsulamento da nanoemulsdo. Os maiores valores
de tamanho de particula observados para as formula¢des analisadas por DLS podem ser
atribuidos a um maior invélucro hidrodinamico, especialmente MCAA, causado por cadeias

poliméricas hidratadas.

Figura 21. Micrografias obtidas por TEM da nanoemulsio NEAA (A) e da

redispersdo aquosa da microcapsula MCAA (B)
; o

Pradana e Ritthidej (2023) prepararam microcapsulas pela técnica de spray dryer,
utilizando uma nanoemulsdo de acido asidtico (triterpenoide natural encontrado na Centella
asiatica) e 6leo de palma e maltodextrina como componente de material de invélucro. A
redispersdo da microparticula também mostrou goticulas de tamanho nanométrico semelhantes
a nanoemulsdo pura.

Nos tumores, a vasculatura (vasos sanguineos) tende a ser anormal, com poros
irregulares e dilatados entre as células endoteliais. Esses poros sdo tipicamente maiores que os
dos vasos sanguineos normais, com tamanho de corte >200 nm (Khawar; Kim; Kuh, 2015), o
que torna a formulagdo desenvolvida promissora para o tratamento, permitindo o acimulo de

nanogoticulas no microambiente tumoral.
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5.7 Quantificacio de acido anacardico por HPLC-DAD
5.7.1 Validacdo de método

Os resultados da determinacdo das figuras de mérito para a quantificacio do AA
por HPLC, apresentados na Tabela 9, mostram valores aceitdveis para as concentragdes

testadas, conforme o guia de validacdo de método do INMETRO (INMETRO, 2020).

Tabela 9. Figuras de mérito obtidas para a quantificacao de acido

anacardico
LOD (ug mL™) 7,68
LOQ (ug mL™) 25,6
R? (linearidade) 0,9999
Repetibilidade (RSD%) n=6 2,18
Recuperagio (%) n=3 (454 ug mL™") 90%
Equacdo linear y =4,8444x + 5,9194
LOD: limite de detec¢do, LOQ: limite de quantificacdo, RSD: desvio padrio
relativo.

Fonte: elaborada pelo autor.

Os cromatogramas obtidos para as andlises cromatogrificas do AA utilizado no
preparo e das formulagdes estao apresentados no Apéndice B. Os tempos de retencio obtidos
para o AA1l, AA2 e AA3 do AA puro foram 6,117, 7,940 e 11,512 min, respectivamente, e da
MCAA foram 6,121, 7,938 e 11,491 min, respectivamente. A andlise cromatografica para a
formulacao controle (MCC) ndo apresentou picos cromatograficos nesse intervalo de tempo de

retencdo. Ou seja, o método identifica somente AA nesse tempo de retencgao.

5.7.2 Eficiéncia de Encapsulacgdo e Capacidade de Carreamento das formulagoes

A quantificagio por HPLC é comumente utilizada para determinacdo de
concentracdo de ativos carreados em formulacdes. Nessa técnica, componentes de uma mistura
sdo particionados através de sua interagdo fisica com uma coluna cromatogrifica (fase
estaciondria) e um solvente (fase mével), auxiliando na separagcdo de interferentes (Tekkeli;
Kiziltas, 2017). Desse modo, o percentual da eficiéncia de encapsulacdo e da capacidade de
carreamento de AA nas formulacoes NEAA e MCAA, determinados por HPLC, estdo listados
na Tabela 10.
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Tabela 10. Valores de eficiéncia de encapsulacio e
capacidade de carreamento das formulacdes

Formulaggio Eficiéncia de Capacidade de
encapsulacio (%) carreamento (%)
NEAA >99,97 7,02 £0,03
MCAA 95,06 + 1,22 17,44 £0,22

MCAA: microcdpsula com &4cido anacdrdico, NEAA: nanoemulsédo
com acido anacardico.
Fonte: elaborada pelo autor.

O alto valor de EE% da formulacio NEAA pode ser atribuido a hidrofobicidade do
AA, oriunda da cadeia carbdnica apolar, estando solivel somente na fase dispersa da
nanoemulsdo, composta pelo 6leo de licuri (Bloise et al., 2023).

A microcdpsula obteve EE% igual a 95,06 + 1,22%, esse resultado estd na faixa
aceitdvel de acordo com o parametro de recuperacdo do guia de validacdo do INMETRO (90-
107%) para a concentracgdo testada. Esse percentual revela que houve poucas perdas no processo
de encapsulagdo da nanoemulsdo na microcdpsula, indicando que nio ocorreu reacao
significativa de descarboxilacdo de AA devido a temperatura do processo de secagem,
comprovado, também, pela auséncia de picos referentes ao cardanol no cromatograma obtido
em 278 nm (Figura 22B). E reportado na literatura que os polissacarideos proporcionam uma
eficiéncia de encapsulacao eficaz devido a sua grande estrutura quimica (Gongalves; Estevinho;

Rocha, 2022).
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Figura 22. Espectro Uv-Vis do 4cido anacdrdico e cardanol (A) e cromatogramas da MCAA
em 278 nm (B) e 310 nm (C)
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Fonte: elaborada pelo autor.

Rebougas ef al. (2023) encontraram valores semelhantes a EE% da MCAA ao
microencapsular com solug@o polissacaridica hesperidina e 4dcido betulinico e posteriormente
realizar secagem por aspersdo, sendo seus valores iguais a 98,15 + 0,34% e 99,76 + 0,22%,

respectivamente.



5.8 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)
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A anélise dos modos vibracionais oriundos de liga¢des quimicas, através da FTIR,

€ um dos métodos mais rapidos e eficientes no auxilio da elucidagdo estrutural de substancias,

por meio da identificacdo de grupos funcionais (Bureau; Cozzolino; Clark, 2019). Neste estudo,

a FTIR foi utilizada como ferramenta suplementar para se obter percepcdes qualitativas acerca

da composicao da formulacdo. Os espectros dos componentes puros e das microcdpsulas estao

apresentados na Figura 23.
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Figura 23. Espectro de FTIR do Aerosil 200
(AERO), Pluronic F127 (PLU), 6leo de licuri
(LIC), acido anacardico (AA), hialuronato de
sodio (HS), microcdpsula com dacido
anacdrdico (MCAA) e microcdpsula controle
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O espectro de absor¢do de infravermelho do Aerosil 200 apresenta uma banda em
1105 cm’!, pertencente 2 vibragdo de estiramento simétrico da ligacdo Si-O (Fayed; Osman;
Maghraby, 2016). O Pluronic F127 possui bandas em seu espectro nos nimeros de onda iguais
a1344 cm™ e 1111 cm™, que sdo atribuidas as vibragdes de deformacdo angular da ligacdo O-
H e as vibragdes de estiramento C-O-C, respectivamente (Yu et al., 2017).

O 6leo de licuri possui espectro similar ao de outros 6leos de fontes vegetais
reportados na literatura devido a composicao por triglicerideos, com bandas caracteristicas em
1743 cm™ e 1157 cm’!, geradas pela vibragio de estiramento C=O e pela vibragdo de
estiramento assimétrico C-O, respectivamente, pertencentes ao grupo éster (Magalhaes et al.,
2020).

Analisando o espectro de FTIR do acido anacédrdico, nota-se uma banda em 3008
cm’!, atribuida a vibragdo de estiramento da ligacio C-H, presente no anel aromdtico. A
vibragdo de estiramento assimétrico da ligacdo C=0 do grupo carboxila € identificada pela
banda em 1645 cm’!. A banda em 1246 cm™ é gerada pela vibragdo de estiramento da ligacdo
fenodlica C—O (Oliveira et al., 2023).

No espectro de FTIR do hialuronato de sodio, nota-se a presenca de uma banda
larga centrada no niimero de onda 3442 cm’!, relativa a vibragdes de estiramento da liga¢do O-
H intra e intermolecular juntamente com o estiramento da liga¢do de hidrogénio N-H do grupo
N-acetil. As bandas geradas pelas vibracdes de estiramento assimétrico e simétrico do grupo
COO" aparecem em 1611 cm e 1415 cm™!, respectivamente. Carboidratos apresentam uma
regido espectral caracteristica no intervalo de 1200 a 950 cm’!, assim, as bandas em 1151 cm’!,
1082 cm™ e 1041 cm™ sdo atribuidas ao sistema hemiacetdlico das unidades de sacarideo
(Alcantara et al., 2023).

O espectro de FTIR da MCAA apresenta bandas caracteristicas do hialuronato de
soédio, semelhanca esperada uma vez que este polissacarideo € seu componente majoritario. A
banda em 1745 cm™! pode estar relacionada com a presenca do 6leo de licuri. A banda em 1456
cm’! pode sugerir a presenca de AA, dada a sua auséncia no espectro da microcdpsula controle
e proximidade da banda 1445 cm™ do componente puro. Albano et al. (2019) produziram
nanoparticulas polimero-lipidicas de docetaxel e também observaram pequenas mudangas no
nimero de onda das bandas de absor¢do dos compostos puros e quando combinados na
formulagfio. Nesta pesquisa, o palmitato de cetila deslocou a banda de 2915 cm™ (puro) para
2919 cm! (nanoparticula). Os autores sugeriram que o pequeno deslocamento indica uma

mudanca no ambiente local do palmitato de cetila dentro da nanoparticula.
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A Tabela 11 apresenta as principais bandas dos materiais de preparo e das

microcdpsulas com suas respectivas atribui¢cdes e comparagdo com a literatura.

Tabela 11. Principais bandas do espectro de FTIR dos materiais de preparo e das formulacdes

Nimero de  Valor de
Amostra onda referéncia Atribuicao Referéncia
(em™) (em™)
AERO 3441 3448 vSiO-H Fayed et al., 2016
1105 1110 vsSi-O Fayed et al., 2016
810 810 VasSi-O Fayed et al., 2016
472 474 8Si-O Fayed et al., 2016
PLU 2889 2889 vC-H Yu et al., 2017
1469 1469 0-CHz- Yuetal., 2017
1344 1344 d00-H Yu et al., 2017
1111 1111 vasC-0O-C Yuetal, 2017
LIC 2922 2924 Vas-CHo- Magalhaes et al., 2020
2852 2849 vs-CHa- Magalhaes et al., 2020
1743 1745 vC=0 Magalhaes et al., 2020
1157 1161 VasC-O Magalhaes et al., 2020
AA 3008 3010 vC-H (aromatico) Oliveira et al., 2023
2924 2927 Vas-CHa- Oliveira et al., 2023
2852 2855 vs-CHo- Oliveira et al., 2023
1645 1647 VasC=0 Oliveira et al., 2023
1606 1608 vC=C (aromatico) Oliveira et al., 2023
1445 1450 vC=C (aromatico) Oliveira et al., 2023
1300 1302 vC-O (4&cido carboxilico)  Oliveira et al., 2023
1246 1246 vC-O (fendlico) Oliveira et al., 2023
AH 3442 3445 vOH + vNH Alcantara et al., 2023
1558 1569 ON-H (Banda amida II) Alcantara et al., 2023
1415 1416 vsCOO Alcantara et al., 2023
Hol 1082 I 83 \cocovcon  Alcantara et al, 2023
MCAA 3412 - vO-H + vN-H -
2926 - Vas-CHa- -
2855 - vs-CHa- -
1745 - vC=0 -
1618 - VasCOO" -
1414 - vsCOO" -
! 1511(’)2580’ - vC-O-C, vC-OH -

v: estiramento, d: dobramento, s: simétrico, as: assimétrico, AERO: Aerosil 200, PLU: Pluronic F127, LIC: dleo
de licuri, AA: 4dcido anacardico, HS: hialuronato de sédio, MCAA: microcdpsula com &acido anacéardico, MCC:
microcdpsula controle.

Fonte: elaborada pelo autor.
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5.9 Analise Termogravimétrica (TGA)

A TGA e andlise de termogravimetria derivada (DTG) sdo métodos que permitem
mensurar mudangas na massa de uma amostra enquanto a temperatura aumenta, sendo util na
avaliacdo de eventos térmicos como decomposi¢do e producdo de compostos volateis ou
gasosos e no estudo de composicao de revestimento de nanomateriais (Loganathan et al., 2017).
Logo, essas técnicas foram realizadas para avaliar a influéncia dos componentes na estabilidade

térmica da formulagdo. Os resultados dos termogramas estio representados na Figura 24.
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O gréfico de TGA da silica Aerosil 200 aparentemente ndo apresenta eventos de
perda de massa durante todo o intervalo de temperatura analisado. Porém, ao observar a DTG,
nota-se um pico abaixo de 108 °C, proveniente da evaporagdao de umidade adsorvida. Esse
resultado é esperado dado a natureza hidrofilica e pirogénica desse material. Andlises
semelhantes sdo reportadas no trabalho de Battiston et al. (2023).

A curva resultante da anédlise térmica do Pluronic F127 possui um dnico evento
térmico, no qual hd a decomposi¢do térmica total do tensoativo, com temperatura na taxa
maxima de perda de massa (Tmsx) em 274 °C (Hendricks; Watkins; Carter, 2011).

O termograma do 6leo de licuri mostra que a degradacdo térmica ocorre em uma
Unica etapa, com 100% de perda de massa em Trsx igual a 362 °C. Esse comportamento também
€ observado na andlise de Oleos vegetais oriundos de outras fontes de coco (Garcia-Silva et al.,
2024).

Para o 4cido anacardico, sdao observados trés eventos térmicos. O primeiro ocorre
no intervalo de temperatura de 161 °C-195 °C (Tmax em 184 °C), e € atribuido ao processo de
descarboxila¢@o do acido anacardico, convertendo-se em cardanol. A massa perdida (0,55 mg)
equivale a massa de dioxido de carbono produzido a partir de 4,29 mg de 4cido anacérdico,
presente no inicio da reagdo, ou 1,25 x 107 mol (considerando o composto majoritario AA tri-
insaturado). O segundo evento possui Tmax igual a 272 °C e o terceiro evento de degradacdo
acontece no intervalo de 412 °C-496 °C em duas etapas, como mostra a DTG (Tmax iguais a 453
°Ce472°C).

A curva de TGA do hialuronato de sédio apresenta trés eventos de perda de massa.
O primeiro acontece com Tmax de 67 °C e € atribuido ao processo de evaporacdo de dgua,
proveniente da umidade. O segundo evento, a fusdo do HS, inicia em 228 °C. Pela andlise da
curva de DTG, nota-se que esse fendmeno ocorre em duas etapas, com maiores intensidades
nas temperaturas de 238 °C e 256 °C, em que h4, primeiramente, a quebra parcial da estrutura
quimica, produzindo residuos que se decompdem posteriormente. O terceiro evento ¢é
decorrente da degradac@o dos residuos do polissacarideo, tendo Tmax igual a 638 °C. Etapas
semelhantes de perda de massa sdo relatadas na literatura (Jiang et al., 2015).

O termograma gerado para a MCAA possui picos de temperatura de eventos
térmicos em 68 °C, que pode ser atribuido a evaporagdo de dgua proveniente de umidade
adsorvida, e 255 °C, que pode estar relacionado a fusdao do polissacarideo de revestimento da
microcapsula, dado a proximidade desse valor com o obtido pela curva de DTG do HS puro
(256 °C). Vale ressaltar que o evento de degradagdo onde ha a descarboxilacdo do AA nao foi

observado no termograma da MCAA, indicando que o ativo estd disperso na matriz polimérica,
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uma vez que na faixa de temperatura dessa reacdo ainda ndo hé eventos térmicos de degradacdo
relacionados ao polissacarideo de revestimento, corroborando o fato de que ndo houve reacdo
de descarboxilacdo detectdvel durante a secagem por spray dryer (temperatura de secagem igual
a 170 °C), como verificado pelas andlises em HPLC.

A Tabela 12 apresenta alguns parametros térmicos obtidos através da TGA e DTG

para os materiais de preparo e para as formulacdes.

Tabela 12. Parametros obtidos através da TGA e DTG para os materiais de preparo
e para as microcdpsulas

Amostra T (°C) Tmax (°C) Tt (°C)

Perda de Massa
massa (%) residual (%)

AERO 25 56 108 0,8 95,2
PLU 231 274 320 100 0
LIC 304 362 392 100 0
AA 161 184 195 17,6

236 272 296 61,5
412 453, 472 496 15,7
AH 35 67 106 21 8,4
228 238, 256 286 45
603 638 727 25
MCAA 39 68 106 9.3 9,3

236 255 272 36

MCC 43 73 105 12,2 11,2
240 253 267 37,5
330 353 438 33,14

T;: temperatura de inicio da perda de massa, Tmsx: temperatura na taxa maxima de perda de massa,
Ts: temperatura final da perda de massa, AERO: Aerosil 200, PLU: Pluronic F127, LIC: 6leo de
licuri, AA: 4cido anacérdico, HS: hialuronato de s6dio, MCAA: microcdpsula com dcido anacérdico,
MCC: microcdpsula controle.

Fonte: elaborada pelo autor.

5.10 Microscopia Eletronica de Varredura (SEM)

A SEM ¢€ uma técnica amplamente utilizada pela sua eficiéncia na andlise de
fendmenos de superficie de materiais microestruturados, com destaque para a caracterizagdo da
morfologia (forma e tamanho) e topografia (textura) (Sharma et al., 2018). Dessa forma, foram
obtidas as micrografias para caracterizacao das microcdpsulas em po, apresentadas na Figura
25. Pela anélise das micrografias obtidas para as microcdpsulas, nota-se que a MCAA e a MCC
possuem, principalmente, estruturas esféricas sélidas com superficies lisas, sem rugosidade,
com distribui¢do uniforme de contraste e limites delimitados, podendo facilmente distinguir
uma microcdpsula de outra. Os diametros das particulas de MCAA e MCC sio,

respectivamente, 3,7 + 2,1 yme 3,1 £ 1,5 pm.
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Figura 25. Micrografias obtidas por SEM e distribuicdes de tamanhos da MCAA em 2000x (A)
e da MCC em 2000x (B)
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Fonte: elaborada pelo autor.

O processo de secagem por spray dryer pode estar diretamente relacionado com a
morfologia do produto obtido. Em uma comparacdo entre as técnicas de secagem por
liofilizacdo e secagem por spray dryer, Mukhtar et al. (2021) observaram que nanopds de
quitosana e 4dcido hialur6nico secos por liofilizagdo ndo eram perfeitamente esféricas e lisas,
apresentando agregacdo entre as particulas, j4 as amostras secas por aspersdo possuiram
morfologia esférica e com limites delimitados entre as superficies.

A andlise EDS (Figura 26) das microcapsulas mostra a presenca de C, O e Na como
os elementos mais abundantes. O metal vem do processo de formag¢ao do invélucro da capsula
com HS. Todos os elementos encontrados na estrutura quimica do AA (C e O), presentes na
microcapsula MCAA, também sdo encontrados nas estruturas quimicas dos componentes da

MCC (Jamshidnejad; Afshar; RazmjooKhollari, 2018).
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Figura 26. Espectro EDS da MCAA (A) e da MCC (B)
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Fonte: elaborada pelo autor.

5.11 Cinética de liberacao in vitro

Um dos desafios do tratamento antineopldsico € evitar que a concentragdo do
principio ativo atinja um valor acima da faixa terapéutica, dado os efeitos adversos causados
pela superdosagem. Portanto, faz-se necessdrio o desenvolvimento de carreadores que ajustem
as propriedades fisico-quimicas limitantes do ativo para aplicag¢des in vivo, controlando sua
liberagc@o no organismo (Bayer, 2023). Além disso, a maioria dos carreadores de farmacos entra
nas células por meio de endocitose, onde a membrana celular envolve o carreador para formar
uma vesicula interna, conhecida como endossomo. No entanto, o ambiente dentro do
endossomo e do lisossomo (com o qual o endossomo se funde) é 4cido, este processo pode
degradar tanto o farmaco como o carreador (Varkouhi et al., 2011).

Assim, foi realizado um estudo de cinética de liberacdo in vitro para a formulagao
preparada em meios de liberacdo com valores de pH iguais a 7,4 (pH do sangue mimetizado),
6,8 (microambiente tumoral) e 4,5 (lisossomos). O perfil de liberacdo obtido para o AA livre e

para o AA encapsulado na MCAA estd apresentado na Figura 27.
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Figura 27. Perfil de liberagdao cumulativa de AA
livre e AA a partir da MCAA
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Fonte: elaborada pelo autor.

Os resultados para as porcentagens de liberagdo cumulativa de AA (CDR) a partir
da microcédpsula estdo na Tabela 13. A reducdo da porcentagem em pH 4,5 e seu aumento em
pH 6,8 oferece um mecanismo de liberacdo responsivo ao pH, a medida que a substancia é
liberada no tecido circundante ou no espaco extracelular, protegendo o AA do ambiente
lisossdmico (Varkouhi et al., 2011). A reducdo na liberacdo de AA deve estar relacionada a
diminui¢do da carga liquida da cadeia polimérica (as cargas negativas dos grupos COO™ do HS
sao neutralizadas com a diminui¢do do pH, resultando em grupos COOH), o que levard a uma
transi¢do de uma conformag¢do expandida para uma conformacao retraida do polimero. Além
disso, alteragdes na carga eletrostatica podem influenciar a solubilidade do polimero em 4gua.
A medida que a carga liquida diminui, a hidrofilicidade das cadeias poliméricas também
diminui (Bazban-Shotorbani et al., 2017).

O encapsulamento polissacaridico da nanoemulsdo com nicleo oleoso de AA
também permitiu que a liberacao ocorresse de forma controlada no pH mimetizado do sangue,
quando comparado a substancia livre, com aumento gradativo na disponibilidade do ativo no
meio. Este perfil € desejavel porque permite controlar a absorcao e distribui¢do tecidual do
ativo, reduzindo seus efeitos toxicoldgicos (Bayer, 2023).

A CDR para AA livre ap6s 48 h foiigual a 27,33 £3,85% (574,5 £ 81,0 ng). Alguns
fatores podem ter contribuido para o platd de liberacdo da substancia, como a realiza¢do do
experimento em condi¢do non-sink. Para atingir a condi¢do sink do AA, a relacdo entre a massa

da substancia e o volume do compartimento receptor deve ser bastante baixa, devido a alta
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hidrofobicidade do AA (Baby et al., 2021). Uma consequéncia disso € que a quantificacao do
composto se torna muito dificil devido a sua baixa concentracdo no meio de liberagdo. Além
disso, como a membrana de didlise atua como uma barreira de difusdo, o AA pode ter se
acumulado nesta barreira quando a taxa de liberacdo do compartimento doador para a
membrana € maior do que a taxa de difusdo da membrana para o compartimento receptor,
comportamento também observado por Abouelmagd et al. (2015).

A liberagdo lenta de AA a partir de matrizes poliméricas ja foi relatada
anteriormente na literatura, Paiva Filho et al. (2019) obtiveram taxas de libera¢do de 6% para
AA em nanoparticulas core-shell de quitosana e alginato nas primeiras 48 h de experimento. A
liberacdo controlada do ativo também permitiu que a formulacdo desenvolvida apresentasse
atividade antifiingica contra cepas dermatofitos.

Os resultados obtidos da liberagdo do principio ativo a partir da MCAA foram
testados em modelos matemaéticos de liberacdo e a avaliagdo do modelo que melhor se ajustou
foi realizada comparando os valores do coeficiente de determinacdo (R?) das curvas. Devido a
liberacdo extremamente baixa em pH 4,5, ndo foi possivel obter dados suficientes para
modelagem cinética neste valor de pH. Os resultados de R? para liberacdo em pH 7,4 e 6,8 estdo
apresentados na Tabela 13 (curvas nos Apéndices C e D). Portanto, o modelo matematico de
Higuchi foi o que melhor se adequou a liberacdo de AA, com R? igual a 0,9971 e 0,9970, em
pH 7,4 e 6,8, respectivamente. Este modelo descreve a liberacdo de farmacos soliveis ou pouco
soliveis a partir de um sistema de matriz polimérica, que pode ser semissolido ou soélido,

considerando que o mecanismo de liberacdo € a difusdo Fickiana (Higuchi, 1963).

Tabela 13. Parametros de liberac@o e coeficientes de determinacdo dos modelos matematicos
de liberacdo de farmacos testados

R2
Amostra — . CDR (%) CMR (ug)
Ordem Primeira .. . Korsmeyer- Hixson- Weibull (em48h) (em 48 h)

(MCAA) Zero  Ordem Higuchi Peppas  Crowell
pH7.4 09780 09784 09971 0,9424 0,9783 0,8239 4,18 +£0,75 145,7 + 26,0
pH6,8 09831 0,9838 0,9970 0,9865 0,9836 09117 2,83 +£0,39 98,7 +13,6
pH 4,5 - - - - - - 0,18+0,12 6,3+42

MCAA: microcdpsula com 4cido anacdrdico, CDR: droga cumulativa liberada, CMR: massa cumulativa liberada.
Fonte: elaborada pelo autor.

O mecanismo de liberagdo do ativo pode ser elucidado através do coeficiente
difusional (n) da reta do modelo matematico de Korsmeyer-Peppas. Para formas esféricas, os
mecanismos podem ser classificados como Difusdo Fickiana (n <0,45), como Transporte Nao-

Fickiano (0,45 < n < 0,89), como Caso II de Transporte (n = 0,89) e como Super Caso II de
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Transporte (n > 0,89). Portanto, o tipo de liberagdo foi classificado como Super Caso II, pois
os valores obtidos para n foram iguais a 1,49 e 1,24 para liberacio em pH 7.4 e 6.8,
respectivamente. Neste tipo de transporte ocorrem simultaneamente difusao, intumescimento,
relaxamento e erosdo das cadeias poliméricas, presentes no revestimento da microcapsula
(Ritger; Peppas, 1987). A difusdo, entretanto, deve ser o mecanismo predominante, conforme

assumido no modelo de Higuchi.
5.12 Avaliacao do potencial citotéxico

O ensaio MTT para a avalia¢do da citotoxicidade é um método rdpido e sensivel,
no qual enzimas mitocondriais presentes em células metabolicamente ativas reduzem o sal 3-
(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan,
como mostra o esquema na Figura 28. A partir da anélise colorimétrica dessa conversao, torna-

se possivel examinar a viabilidade e o estado metabdlico celular (Berridge et al., 1996).

Figura 28. Reac¢do de conversdo do sal MTT em azul de formazam a partir de enzimas
mitocondriais

\
Y
\

_,-;f.,//. e N = %\ N
Mitochondrial /’I

5 = m pa— reductase 2 y—N —
N .’.{; \ H \
\ o
- M L_ - _jf ‘_/'/ﬂ ::&_,-” N ::-: N \ /
i | | |
l_| ./,-|
‘h'\..jz/""
Formazan

Fonte: elaborado pelo autor.

Desse modo, o ensaio MTT permitiu determinar a ICso da microcdpsula com AA
frente as linhagens celulares tumorais HCT-116 e HL-60, sendo seus valores médios iguais a
30,1 ug mL! e 29,8 ug mL!, respectivamente, expressos em termos de concentraciio de AA,

como mostra a Tabela 14.
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Tabela 14. ICs0 em células de HL-60 (leucemia promielocitica), HCT-116 (carcinoma
colorretal) e 1.-929 (fibroblasto murino)

Células HCT-116 Células HL-60 Células L-929
Amostras ICso Desvio ICso Desvio ICso Desvio
(ng mL!) padrio (ugmL?!) padrio (ugmL?!) padrio
Acido 100 88113 142 114177 070 0,47-1,03
anacardico
MCAA 30,1 24.8-37,9 29,8 23,1-42,3 >43.5 -
MCC >43.5 - >43.5 - >43.5 -

Doxorrubicina 0,7 0,5-0,9 0,02 0,01-0,03 0,9 0,9-1,0
MCAA: microcdpsula com 4cido anacardico, MCC: microcdpsula controle.
Fonte: elaborada pelo autor.

Nos testes de citotoxicidade em células de L.-929 (ndo tumorais), a MCAA niao
apresentou valor detectdvel de ICso no intervalo de concentracdes testado, indicando a
eficiéncia da formulacdo em comparacdo com o acido anacdrdico livre (ICsp = 0,70 ug mL™!,
em L-929). Este fato sugere fortemente que a encapsulagdo de AA permite reduzir os efeitos
colaterais adversos do tratamento, através da a¢do antitumoral com maior seletividade das
microcdpsulas, potencializando o efeito terapéutico do ativo.

A reducdo da citotoxicidade pode estar relacionada com a presenca da
glicoproteina de superficie celular receptora de acido hialurénico, CD44, nessas células. De
acordo com Zhou et al. (2016) e Liu et al. (2007), a CD44 j4 foi observada em células HCT-
116 e HL-60, respectivamente, sugerindo que essa glicoproteina pode ser uma forte marcadora
dessas linhagens cancerigenas. Dessa forma, a maior seletividade da MCAA contra as
linhagens tumorais pode ser proveniente da interagcdo da capsula polissacaridica com a CD44,
uma vez que o 4cido hialurdnico com massa molar acima de 10° g mol™!, como o seu derivado
utilizado neste trabalho, possui maior afinidade com a CD44, possuindo ligacdo quase
irreversivel, facilitando a entrega do ativo (Arpicco et al., 2013).

Apesar da citotoxicidade ser facilmente determinada utilizando o ensaio de MTT,
esse teste ndo permite realizar afirmagdes acerca do mecanismo de acdo do ativo (Berridge et
al., 1996). Embora ndo seja totalmente compreendido, a literatura relata alguns mecanismos
moleculares para a atividade anticincer do AA. Tan et al. (2017) investigaram o efeito de AA
em células de cancer de prdstata e observaram a inducdo de morte celular, causada,
principalmente, por estresse do reticulo endoplasmatico, proveniente do acimulo de proteinas
mal enoveladas nessa organela, e por aumento da expressao da proteina DAPk3, que participa
de multiplas vias de sinaliza¢do de apoptose e autofagia, desempenhando fun¢ao antitumoral

ao inibir a metastase.
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Subramanian, Francis e Devasena (2014) prepararam particulas de nanocompdsito
de quitosana-amido carregadas com andlogo de bis-demet6xi curcumina (BDMCA-CS) e
testaram o efeito anticancerigeno em células MCF-7 (linhagens celulares de cancer de mama)
e VERO (células epiteliais renais de macaco africano), no intervalo de concentracio igual a
1,953-1000 pg mL"' de BDMCA-CS. Foi encontrado valor de ICso igual a 62,5 ug mL™! para
MCF-7, enquanto concentra¢des superiores a 250 pg mL' de BDMCA-CS induziram 50% de
morte celular em células VERO. Vien et al. (2022) encapsularam AA hidrogenado em
lipossomas com o marcador de superficie anticorpo monoclonal CD133 e testaram sua eficicia
contra células cancerigenas NTERA-2, que possuem receptores para o marcador de superficie,
obtendo ICsp igual a 75,83 + 6,70 uM (26,43 + 2,33 ug mL!). Estes resultados mostram a
eficiéncia do encapsulamento com HS realizado neste trabalho, pois mantém alta citotoxicidade

com AA, com maior seletividade.

5.13 Avaliacio de seguranca nao clinica em zebrafish adulto

Neste estudo, o zebrafish foi escolhido como modelo animal para avaliar a
toxicidade aguda e as alteracdes na atividade locomotora apds tratamento com a formulagdo
devido a sua alta similaridade com o genoma humano (70-80%), alta fecundidade e pequeno
tamanho, o que permite testes simultaneos em um grande ndmero de réplicas sob as mesmas
condig¢des de tratamento, tornando os resultados mais estatisticamente convincentes (Jia et al.,
2019). Em compara¢do com o modelo de roedores, o zebrafish permite uma avaliacdo mais
répida dos efeitos de substancias toxicas, visto que seu desenvolvimento ocorre em questao de
dias. Além disso, a transparéncia dos embrides permite a visualizacdo em tempo real de
processos bioldgicos, como a formacdo de Orgaos e a resposta a agentes toxicos. Seu uso na
avaliacdo de seguranca nao clinica para novos carreadores de ativos ji estd estabelecido na
literatura (Luss et al., 2023).

No teste de toxicidade aguda em 96 h, a redispersido da microcapsula MCC nio foi
toxica contra o zebrafish. Este resultado confirma a biocompatibilidade dos materiais
precursores utilizados no preparo da MCAA. Da mesma forma, nenhuma concentragdo testada
da MCAA foi classificada como tdxica, portanto, CLso > 57,7 ug mL". Silva et al. (2021)
testaram complexos metédlicos de AA utilizando quelantes de cobre e zinco e também nao
observaram toxicidade aguda de AA contra zebrafish adultos.

Em relagdo ao estudo da atividade locomotora do zebrafish tratado (Figura 29),

nenhuma amostra apresentou diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) em comparagao
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aos grupos Naive e Veiculo, portanto ndo foi observado efeito sedativo e/ou comprometimento

locomotor dos animais nas doses testadas.

Figura 29. Efeito da microcdpsula com &cido
anacardico (MCAA) e da microcdpsula
controle (MCC) na atividade locomotora do
zebrafish adulto no Teste de Campo Aberto
(0-5 min). Naive: animais ndo tratados,
veiculo: 4gua destilada estéril, p.o.:
administrag¢do oral

T
150+ T T

2001

1001

50

Cruzamento de linhas (N° x)

o
L

Naive MCC 7,2 28,9 57,7 \Veiculo

MCAA
(ng mL": 20 uL p.o.)
Fonte: elaborada pelo autor.

A auséncia de efeito sedativo e/ou comprometimento locomotor no Teste
Locomotor ¢ um indicador crucial na avaliacdo de tratamentos de cancer. Medicamentos
sedativos ou que comprometem a locomog¢do podem induzir um comportamento letdrgico,
diminuindo a atividade do animal e imitando o sintoma de fadiga observado em pacientes com
cancer. Quando, no entanto, ndo se observa tal efeito no modelo de zebrafish, isso indica que o
tratamento provavelmente ndo estd afetando o equilibrio neurofisiolégico do organismo,
permitindo que o animal mantenha sua atividade fisica e disposicdo, demonstrando um efeito
antifadiga (Zhang et al., 2025). Em um cenério clinico, isso € crucial, pois 0s pacientes com
cancer ja enfrentam um estado de esgotamento fisico e mental devido a doencga e ao tratamento.
Dessa forma, um medicamento que cause sedacdo excessiva ou diminua a atividade locomotora
pode agravar esses sintomas (Bercier; Thé, 2024).

Estes resultados sugerem que a MCAA ¢€ segura para aplicagdes in vivo, refor¢cando
os resultados obtidos para a liberagcdo lenta e controlada de AA a partir da MCAA e para a

maior seletividade tumoral apresentada no ensaio MTT.
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6 CONCLUSAO

A técnica de secagem por spray dryer para producdo de microcdpsulas
polissacaridicas com ntcleo oleoso a partir de nanoemulsao de AA foi realizada com sucesso,
obtendo-se microcdpsulas em pé com formato microscopico esférico. O processo de
encapsulacdo foi capaz de impedir a ocorréncia detectdvel de descarboxilacdo do AA durante a
secagem, como evidenciaram as andlises de FTIR, TGA e EE%. As microcdpsulas obtiveram
liberacdo mais lenta e controlada de AA em relacdo ao principio ativo livre em pH 7.4 e
apresentaram liberacdo responsiva ao pH, com quase nenhum percentual de AA liberado em
pH 4,5, o que impede sua entrega ao lisossomo celular. Os testes in vivo ndo produziram
toxicidade aguda em zebrafish ou alteragcdes na atividade locomotora apds o tratamento com a
formulacao. Além disso, a MCAA aumentou a seletividade na entrega de AA contra linhagens
celulares de cancer (HCT-116 e HL-60), sem apresentar citotoxicidade detectdvel para a
linhagem celular ndo tumoral (L-929) na faixa de concentracdo testada, resultado que pode estar
relacionado tanto com a liberacio controlada de AA das microcédpsulas quanto com a interacao
da capsula de hialuronato de sd6dio com marcadores de superficie celular (CD44),
superexpressos em células tumorais. Assim, a MCAA parece ser uma forma promissora e
segura de tratar essas neoplasias, com alta probabilidade de reduzir os efeitos colaterais toxicos

durante o tratamento.

7 CONSIDERACOES FINAIS

Como consideragdes finais, espera-se que este trabalho proporcione uma
contribuigdo significativa na literatura sobre produgdo de formulagdes micro- e
nanoestruturadas aplicadas ao tratamento de neoplasias e na valorizagdo de matérias-primas
naturais nativas através do seu uso em produtos de quimica fina com maior valor agregado. O
Apéndice E contém as principais contribui¢des cientificas geradas pelos resultados desta
dissertacdo, incluindo a publicacdo de um artigo cientifico, o deposito de duas patentes e a

participagdo em evento cientifico.
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APENDICE D - REGRESSOES LINEARES DOS MODELOS CINETICOS PARA A
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Keywards: Anacardic acid (AA) is a phenolic lipid extracted from cashew nutshell liquid that has antitumor activity. Given
Microcapsules the high hydrophobicity of this compound and aiming to create efficient vehicle for its administration in aqueous
systems, the objective of the present work was to develop a microcapsule (MCAA) by spray dryer technique,
based on the polysaccharide sodium hyaluronate (SH), containing AA as its core, encapsulated from nano-
emulsion. The Encapsulation Efficiency of MCAA presented a value equal to 95.06 + 1.22 %. In vifro release
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detectable 1Csp in the concentration range fested for non-tumoral L-929 cells. Thus, encapsulation with sodium
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0.70 pg mL ", in L-929), maintaining the inhibition of cancer cell growth. These results suggest adverse effects
reduction, making MCAA promising for future applications in antineoplastic therapies.
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