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RESUMO

A osteoporose é uma doenca caracterizada pela baixa massa 6ssea e deterioracdo do tecido
0sseo, tendo a ocorréncia de fratura como sua principal manifestacado clinica. Os bifosfonatos
séo considerados o tratamento farmacoldgico de primeira linha para esta patologia. Dentre 0s
bifosfonatos, o alendronato de sodio (ALD) destaca-se como o farmaco comumente utilizado
devido a eficacia na reducéo de incidéncia de fraturas. No entanto, o seu uso prolongado tem
sido associado ao surgimento de efeitos colaterais, dentre o0s quais, problemas
gastrointestinais. Nesse contexto, torna-se evidente a necessidade de novas alternativas
terapéuticas que promovam o aumento dos beneficios do ALD aos pacientes. Diante disso,
as nanoparticulas poliméricas (NPPs) tém sido propostas como sistemas promissores para
liberacéo de farmacos, atraindo a atencao devido as suas potencialidades terapéuticas. Desse
modo, o0 presente estudo teve como objetivo desenvolver nanoparticulas poliméricas
utilizando dois polimeros naturais, como veiculo para incorporacdo do ALD, além de
caracterizar e avaliar seus efeitos em eritrocitos. Para a caracterizagdo das gomas e do
farmaco foram realizadas leituras de espectroscopia de infravermelho (FT-IR). As
nanoparticulas foram sintetizadas em temperatura ambiente, sob agitacdo constante de
15000rpm durante 30 minutos, utilizando goma do cajueiro acetilada (GAC) a 0,1% e 0,05%
e DMSO 5%, constituindo a fase organica. Para a fase aquosa foi utilizado 10mg de goma do
angico (GA) como tensoativo e alendronato de sédio em diferentes concentracdes: 5, 10 e
15mg, ambos diluidos em &gua destilada. Apos formuladas, as particulas foram
caracterizadas quanto ao tamanho, indice de polidisperséo e potencial Zeta através da técnica
de espalhamento dindmico de luz (DLS) e quanto a quantificacdo do farmaco e eficiéncia de
incorporacdo, através de espectrofotbmetro de UV-visivel com leituras em 260nm. A atividade
hemolitica foi avaliada frente a eritrécitos humanos utilizando ALD nanoencapsulado, bem
como, na sua forma livre (15mg). As andlises de FT-IR demonstraram que a goma do cajueiro,
modificada com anidrido acético, apresentou banda de absorcéo intensa na regido 1750cm?,
especifica de acetilagéo. O espectro de GA, apresentou bandas em 1022cm? caracteristicas
de polissacarideos, confirmando a sua composi¢do. Além disso, o FT-IR do ALD demonstrou
bandas especificas do farmaco (grupos fosfatos em 1544cm™ e P-OH em 1022cm). Através
da analise de DLS, observou-se que o didmetro das NPPs formuladas variou entre 303,2nm
— NPPs sem a presenca de ALD — e 59,62nm — para as NPPs formuladas com 15mg de ALD.
Além disso, o potencial Zeta das NPPs demonstrou valores entre -25,9mV e -28,9mV. O
ensaio de eficiéncia de incorporagdo demonstrou que as NPPs GAC 0,05% contendo 5mg de
ALD incorporaram um total de 68,47%, enquanto que as formula¢cdes GAC 0,1% contendo
5mg de ALD, incorporaram um total de 87,97%. O teste de hemdlise revelou que as NPPs
contendo ALD conseguiram reverter a atividade hemolitica ocasionada pelas
nanoformulacdes contendo apenas os polimeros, bem como, a atividade hemolitica
ocasionada pelo farmaco na sua forma livre. Entretanto, maiores investigacdes ainda se
fazem necessérias para uma melhor caracterizacdo das nanoparticulas.

Palavras-chave: Goma do Cajueiro, Nanoparticulas Poliméricas, Bifosfonatos, Alendronato
de sodio.



ABSTRACT

Osteoporosis is a disease characterized by low bone mass and bone tissue deterioration, with
the occurrence of fracture as its main clinical manifestation. Bisphosphonates are considered
as the first-line pharmacological treatment for this condition. Among the bisphosphonates,
alendronate sodium (ALD) stands out as the drug commonly used due to its effectiveness in
reducing the incidence of fractures. However, its prolonged use has been associated with the
emergence of side effects, particularly gastrointestinal problems. In this context, the need for
new therapeutic alternatives that increase the benefits of ALD to patients becomes evident.
Therefore, polymeric nanoparticles (NPPs) have been proposed as promising systems for drug
delivery, drawing attention due to their therapeutic potential. Thus, the present study aimed to
develop polymeric nanoparticles using two natural polymers as a vehicle for incorporation of
ALD, in addition to characterizing and evaluating its effects on erythrocytes. For the
characterization of the gums and the drug, infrared spectroscopy (FT-IR) readings were
performed. The nanoparticles were synthesized at room temperature, under constant agitation
at 15.000rpm for 30 minutes, using acetylated cashew gum (GAC) at 0.1% and 0.05% and
DMSO 5%, forming the organic phase. For the aqueous phase, 10mg of angico gum (GA) was
used as a surfactant and sodium alendronate at different concentrations: 5, 10 and 15mg, both
diluted in distilled water. After formulated, the particles were characterized regarding size,
polydispersion index and Zeta potential using the dynamic light scattering (DLS) technique and
regarding drug quantification and incorporation efficiency using a UV-visible
spectrophotometer with readings at 260nm. The hemolytic activity was evaluated against
human erythrocytes using nanoencapsulated ALD, as well as in its free form (15mg). The FT-
IR analyses showed that the cashew gum, modified with acetic anhydride, presented an
intense absorption band in the 1750cm™' region, specific for acetylation. The GA spectrum
showed bands at 1022cm, characteristic of polysaccharides, confirming its composition. In
addition, the ALD FT-IR demonstrated drug-specific bands (phosphate groups at 1544cm™' and
P-OH at 1022cm™). Through the DLS analyses, it was observed that the diameter of the
formulated NPPs varied between 303.2nm — NPPs without the presence of ALD — and
59.62nm — for the NPPs formulated with 15mg of ALD. Furthermore, the Zeta potential of NPPs
showed values between -25.9mV and -28.9mV. The incorporation efficiency assay
demonstrated that the 0.05% GAC NPPs containing 5mg of ALD incorporated a total of
68.47%, while the formulations 0.1% GAC containing 5mg of ALD incorporated a total of
87.97%. The hemolysis test revealed that NPPs containing ALD were able to reverse the
hemolytic activity caused by nanoformulations containing only the polymers, as well as the
hemolytic activity caused by the drug in its free form. However, further investigations must be
made for a better characterization of nanoparticles.

Keywords: Cashew Gum, Polymeric Nanoparticles, Bisphosphonates, Alendronate Sodium.
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1 INTRODUGCAO

Em um ciclo normal de remodelacdo, a quantidade de osso perdido € igual a
guantidade de osso novo formado, no entanto, quando nesse processo ocorre um
desequilibrio, tem-se uma perda da massa Ossea (COUGHLAN; DOCKERY, 2014). A
osteoporose que significa “osso poroso”, € uma enfermidade esquelética sistémica cronica,
multifatorial, muito relacionada ao envelhecimento, causada por uma reducdo e uma
degeneracdo da microarquitetura 6ssea, acarretando em aumento da fragilidade e maior
predisposicéo a fraturas (CAMARGOS; BOMFIM, 2017).

Os bifosfonatos (BFs) representam os principais farmacos utilizados no tratamento da
osteoporose, demonstrando-se eficaz na reducdo do risco de fraturas (COUGHLAN;
DOCKERY, 2014; CRANDALL et al., 2014; KHOSLA et al., 2012). O alendronato de sddio
(ALD) é um dos BFs mais utilizados no tratamento da osteoporose, esse farmaco atua inibindo
a reabsorcdo 6ssea mediada por osteoclastos devido a capacidade de fixacdo na matriz
0ssea, impedindo a sua acdo. Além disso, atua impedindo a apoptose de osteoblastos,
estimulando desse modo a sua atividade. Diante disso, pode ser utilizado na prevengéo ou
tratamento da osteoporose (NOBRE et al., 2016; PEREIRA CORDEIRO et al., 2009).

No entanto, apesar dos efeitos benéficos apresentados pelos BFs no tratamento de
doencas 0Osseas, alguns efeitos colaterais podem estar relacionados ao seu uso, tais como
transtornos gastrointestinais, erosdes e Ulceras da mucosa oral, Ulcera gastrica e esofagite
(NOLETO et al., 2019; CARVALHO et al., 2016; AIEX; JIMENEZ; MILENA, 2015; NICOLAU
et al., 2013; SOSA HENRIQUEZ; GOMEZ DE TEJADA ROMERO, 2009). Estudos também
ressaltam que quando administrado em alta concentragéo, bifosfonatos ocasionam a
apoptose em células osteoblasticas (ILES et al., 2021; IDRIS et al., 2008). Diante disso, novas
alternativas terapéuticas mais eficientes e que promovam o aumento dos efeitos benéficos
destes farmacos, fazem-se necessarias.

As nanoparticulas poliméricas sao particulas coloidais que variam de 10-1000nm (1
um), produzidas a partir de polimeros sintéticos ou naturais, as quais tém sido propostas como
novas alternativas promissoras de tratamento, com liberacédo direcionada de farmacos, além
de constituir uma possibilidade de resolucéo dos efeitos colaterais decorrentes do uso de
alguns farmacos, como toxicidade, baixa biodisponibilidade e eficicia, promovendo desse
modo, uma melhora das terapias atuais (SILVA, 2020; LUDWIG et al., 2018; FRANCO, 2013).

Substancias naturais, como gomas de polissacarideos, apresentam vantagem no
desenvolvimento e formulagdo de sistemas de entrega de farmacos, sendo consideradas mais
atrativas quando comparadas aos compostos sintéticos em decorréncia de suas propriedades

emulsificantes, acessibilidade, flexibilidade para realizacdo de modificagbes quimicas,
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biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade (PADIL et al., 2018;
OLOGUNAGBA et al., 2017).

Nesse contexto, a goma do cajueiro (GC), um biopolimero obtida a partir do exsudato
proveniente da arvore Anacardium occidentale L., popularmente conhecida como Cajueiro,
possui potencial para aplicacdo como agente encapsulante em sistemas de liberacdo de
principios ativos em virtude das suas propriedades emulsificantes (RIBEIRO et al., 2016;
PORTO; CRISTIANINI, 2014). Apesar de apresentar caracteristicas favoraveis a utilizacéo
como biomaterial, suas caracteristicas hidrofilicas dificultam sua manipulacdo quando, por
exemplo, associada a sintese de nanoparticulas (MACEDO et al., 2015).

Desse modo, algumas modificacbes podem ser realizadas na estrutura da GC
objetivando a sua aplicabilidade em diversos setores. Dentre estas, a acetilacdo tem sido
realizada com o objetivo de melhorar a estrutura da goma do cajueiro para aplicacdo em
sistemas nanoestruturados biodegradaveis, visando uma liberacdo mais controlada do
farmaco e sua protecao gastrointestinal (DIAS et al., 2016).

Um outro biopolimero, a goma do angico (GA) obtida através do exsudato de
Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb.) Altschul, popularmente conhecida como angico-
vermelho, tem demonstrado potencial para aplicagdes biotecnoldgicas, seja por ser fonte de
carboidratos complexos ou pelas suas propriedades funcionais, como, por exemplo, sua
capacidade de formar filmes e géis (ARAUJO et al., 2020; PEREIRA et al., 2013).

Mediante a este contexto e a relevancia da busca por terapias alternativas tais como
a incorporacao de substancias bioativas em sistemas de liberagdo de farmacos, o presente
estudo teve como objetivo nanoformular o alendronato de s6dio em um sistema polimérico a

base da goma do cajueiro acetilada e goma do angico.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 OSTEOPOROSE

A osteoporose € uma doenca multifatorial caracterizada pela baixa massa 0ssea e
deterioracao do tecido 6sseo, acometendo a resisténcia 6ssea, o0 que resulta em um aumento
do risco de fraturas. Estas podem ocorrer em qualquer local do 0sso, no entanto, sdo mais
comuns no quadril e nas vértebras. Também conhecida como doenga silenciosa, a
osteoporose normalmente evolui sem a presenca de sintomas até a ocorréncia da primeira
fratura (JOHNSTON; DAGAR, 2020; MELTON et al., 2013).

Mundialmente, a osteoporose é responsavel por mais de 8,9 milhdes de fraturas
anualmente, o que corresponde a uma fratura osteoporoética a cada 3 segundos (SINGH,;
RAGHUWANSHI, 2019). A prevaléncia de osteoporose aumenta com a idade e é geralmente
elevada entre mulheres na pés-menopausa (ALEJANDRO; CONSTANTINESCU, 2017).
Estatisticas da Fundacéo Internacional da Osteoporose indicam que uma em cada 3 mulheres
com mais de 50 anos, assim como 1 em cada 5 homens com mais de 50 anos terao fraturas
osteoporéticas (SOZEN; OZISIK; BASARAN, 2017).

No Brasil, aproximadamente 121.700 fraturas de quadrii em decorréncia da
osteoporose ocorrem por ano, e devem aumentar para 160.000 fraturas anuais até 2050
(ALBERGARIA et al.,, 2019; CLARK et al, 2009). Diferencas étnicas, genéticas,
antropométricas, socioculturais e econdémicas e outros habitos de vida destacam-se entre os
fatores relacionados com as diferencas observadas na incidéncia e prevaléncia da
osteoporose (CABRAL et al., 2016).

Dentre os fatores de risco relacionados a osteoporose em homens e mulheres,
destacam-se o tabagismo, histérico familiar de fratura, idade superior a 65 anos e indice de
massa corporal (IMC) baixo, que também pode se apresentar alto em homens. As causas
secundarias englobam o tratamento crénico com glicocorticéides, disturbios gastrointestinais,
diabetes mellitus (tipo 1 e tipo 2), artrite reumatoide, doenca hepatica, enteropatia por glaten,
mieloma multiplo e outros disturbios hematologicos (ROSEN, 2020). O Brasil possui diferentes
fatores de risco para osteoporose e fraturas, uma vez que apresenta ampla mistura racial e
distribuicé@o regional heterogénea (NETO et al., 2018).

O tratamento de fraturas osteoporéticas é muito dispendioso, desse modo, o foco deve
ser o tratamento em um estagio inicial da doenca (ZAKIR et al., 2020). Este, deve sempre
incluir o aumento da atividade fisica (exercicios de resisténcia e levantamento de peso),
ingestdo adequada de célcio na dieta, garantia da suficiéncia de vitamina D, cessacdo do
tabagismo e limitacdo do alcool. Dentre os farmacos utilizados, destacam-se as drogas
antirreabsortivas e drogas anabdlicas (fortalecimento dos 0ssos) e aquelas que exercem
ambas as funcées (MATZKIN et al., 2020).
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Os bifosfonatos sdo considerados o tratamento farmacolégico de primeira linha para a
osteoporose, visto que se mostram eficazes na reducéo de incidéncia de fraturas e até mesmo
de mortalidade (ALVAREZ; NEYRO; CASTANEDA, 2016). Alendronato, risedronato e
ibandronato sdo bifosfonatos categorizados como medicamento antirreabsortivo 6ésseo,

comumente utilizados para a prevencao de fraturas (GREY et al., 2012).

2.2 BIFOSFONATOS

Os bifosfonatos (BFs) sdo medicamentos considerados padréo ouro para o tratamento
de doencas 6sseas, apresentando eficacia e seguranca comprovadas em varios estudos
clinicos (ARGYRO et al., 2020).

Ensaios clinicos utilizando bifosfonatos revelaram que o alendronato de sddio mostrou-
se eficaz na reducao de 50% das fraturas vertebrais em individuos com uma fratura vertebral
anterior ou com baixa densidade mineral 6ssea, o risedronato provou reduzir as fraturas
vertebrais e nado vertebrais (40-50% e 30-36%, respectivamente) e fraturas de quadril (apenas
em mulheres de 70 a 79 anos) e o ibandronato reduziu o risco de fraturas vertebrais em 50 a
60% (KANIS et al., 2013).

Esses farmacos sdo analogos estruturais estaveis do pirofosfato inorganico, um
inibidor natural da reabsorcdo 6ssea, 0s quais possuem em sua estrutura a susbtituicdo do
atomo central por um de carbono (FERNANDES; LEITE; LANCAS, 2005) (figura 1). Os BFs
sao direcionados especificamente para 0s locais que apresentam atividade osteoclastica, o
gue sugere a sua atuagao inibindo a reabsorgcéo 6ssea através dos seus efeitos diretos nos
osteoclastos, impedindo a atividade dessas células (REYES et al., 2016; JOBKE et al., 2014;
ROGERS et al., 2000).

Figura 1: Comparacéo da estrutura quimica do bifosfonato com a do pirofosfato.
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Fonte: Rogers et al. (2000).

De acordo com Enjuanes e colaboradores (2010), os BFs promovem a proliferacéo e

maturacao dos osteoblastos e inibem a apoptose dessas células. Tais observagdes, ressaltam
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a concepcao de que esses farmacos exercam um efeito anabdlico sobre os osteoblastos,
estimulando, em seguida, a formacdo Ossea. Desse modo, as células da linhagem
osteoblastica também podem representar as células-alvos dos BFs (WEIGERT, 2016).

A capacidade dos bifosfonatos de ligacdo ao 0sso atribui-se a sua alta afinidade pela
hidroxiapatita, o que a torna um excelente meio de entrega do farmaco (RAWAT et al., 2016).
Esta capacidade de direcionamento foi investigada como uma forma de projetar e preparar
pré-drogas conjugadas com bifosfonato para entregar uma grande variedade de droga de
maneira seletiva aos 0ssos (YOUNG; GRYNPAS, 2018).

Compostos bifosfonatos possuem pouca absorcao pelo intestino, apresentando uma
biodisponibilidade que varia de 1 a 7% (TOUSSAINT; ELDER; KERR, 2009). Desse modo,
recomenda-se que esses farmacos sejam ingeridos em jejum, acompanhado somente de
agua. Além disso, posteriormente, € necessario um jejum por mais um periodo entre 30 a 60
minutos (WATTS; DIAB, 2010). A supressao da reabsorcao 6ssea ocorre por volta de trés
meses apds o inicio da terapia oral, permanecendo constante com a continuidade do
tratamento (SOUSA, 2018; KHAJURIA; RAZDAN; MAHAPATRA, 2011).

Dentre os bifosfonatos, o alendronato de sddio se destaca como um dos principais
medicamentos utilizados no tratamento da osteoporose, sendo amplamente distribuido pelo
Sistema Unico de Saude — SUS (ILES et al., 2021).

2.3 ALENDRONATO DE SODIO

O alendronato de sddio (ALD) é fabricado por diversas industrias e esta disponivel no
Brasil em vérias especialidades farmacéuticas, podendo, inclusive, ser preparado como
medicamento magistral. Encontra-se disponivel para administracéo oral, em comprimidos de
alendronato monossadico, na forma tri-hidratada ou néo, apresentando doses de 5, 10 e 70mg
de acido alendrénico por comprimido (DEF, 2004). Trata-se de um aminobifosfonato, que
possui estrutura analoga ao pirofosfato, substancia enddégena que regula o metabolismo de
calcio, além disso, a presencga do grupo amino em sua estrutura, confere uma maior eficacia
em relacdo a outras drogas da categoria (figura 2) (SCARPA et al., 2010). Este farmaco possui
solubilidade em &gua e de modo geral é praticamente insolivel em compostos organicos
(SWEETMAN et al., 2009; KURKUMBH, 1999).
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Figura 2: Estrutura quimica do alendronato de sddio (ALD). Presenca do grupo amino (-NHz2).
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Fonte: AZAB; FEKRY, 2017.

Seu mecanismo de acao pode estar relacionado a sua capacidade de fixacdo na matriz
0ssea, sendo assimilados pelos osteoclastos, para posteriormente, inibir sua agéo; além de
estimular a formagéo 6ssea, promovem a proliferacdo e maturagédo dos osteoblastos, inibindo
desse modo, a apoptose dessas células. Por esse motivo, € indicado tanto para a prevencao
guanto para o tratamento da osteoporose (EL-YAZBI; EMAN; YOUSSEF, 2019; CREMERS;
PAPAPOULOS, 2011; MARCUS et al., 1996). Devido a sua alta afinidade com matriz 6ssea,
cerca de 50% do farmaco absorvido permanece fixa na regido 0ssea, sendo lentamente
eliminado — apresentando uma meia vida longa de até 10 anos (GANGULI et al., 2002; NEVES
et al., 2002).

A principal via de administragéo do alendronato de sodio € a via oral. No entanto, trata-
se de um farmaco pouco absorvido pelo trato gastrointestinal, além disso, sua absorgdo é
ainda mais prejudicada quando realizada concomitantemente com alguns alimentos que
contém calcio ou outro cation bivalente, devido a capacidade dessas moléculas em fragmenta-
lo (KHAJURIA; RAZDAN; MAHAPATRA, 2011; BERRUTI et al., 2001). O alendronato de s6dio
€ conhecido por causar dispepsia e lesbes inflamatdrias, tais como esofagite erosiva
ocasionando anomalias quando em contato com a mucosa esofagica (WRIGHT et al., 2012;
SOSA HENRIQUEZ; GOMEZ DE TEJADA ROMERO, 2009).

A literatura também relata que os bifosfonatos com cadeias laterais amino-primarias,
como o alendronato de sédio e o pamidronato apresentam grande potencial para inducéo de
lesdes géstricas, o qual representa o efeito colateral mais comum relacionado ao tratamento
prolongado, sendo os sintomas caracterizados por dor e desconforto na regido abdominal
(THOMSON et al., 2002; MACONI; BIANCHI PORRO, 1995). Estudos também indicam que
guando administrado em alta concentracdo, o alendronato de sédio promove a inibicdo da
atividade dos osteoblastos, diminuindo desse modo a formacdo da matriz mineralizada
(PATNTIRAPONG; SINGHATANADGIT; ARPHAVASIN, 2014).
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O mecanismo pelo qual o alendronato de sodio e outros bifosfonatos causam leséo da
mucosa gastrica ainda nao foi completamente elucidado. No entanto, os estudos ressaltam
que o acumulo de neutrdéfilos induzido por ALD e o aparecimento de edema na mucosa
gastrica estdo diretamente relacionados ao desenvolvimento de Ulceras (NOLETO et al.,
2019; CARVALHO et al., 2016; NICOLAU et al., 2013).

Desse modo, para assegurar uma maior eficidcia durante o tratamento com ALD,
algumas medidas séo importantes de forma a evitar o contato prolongado do farmaco com a
mucosa esofagica e assim diminuir a ocorréncia de efeitos colaterais. Portanto, recomenda-
se a sua ingestdo com um copo cheio de agua filtrada, logo apds o paciente se levantar pela
manhd. O paciente também deve fazer um intervalo de 30 minutos antes das refei¢cdes e
manter-se de pé ou sentado por um periodo de 30 minutos apds a ingestdo do farmaco
(KHAJURIA; RAZDAN; MAHAPATRA, 2011; KHAPRA; ROSE, 2006).

Diante disso e considerando o alto potencial do ALD no tratamento de doencas
relacionados aos distlrbios 6sseos e sua possivel relagdo com lesdes gastricas, torna-se
evidente a necessidade de alternativas terapéuticas que promovam o aumento dos seus

beneficios aos pacientes.

2.4 NANOPARTICULAS POLIMERICAS

A administracao oral de farmacos é caracterizada por apresentar uma eficacia limitada,
baixa biodistribuicdo e falta de seletividade, o que faz com que apenas uma fracdo da dose
administrada alcance o alvo terapéutico (JAIN, 2008). Diante desse contexto, nanoparticulas
poliméricas tém atraido grande atencao nos ultimos anos devido as suas propriedades Unicas
e comportamentos proporcionados pelo seu tamanho pequeno, sendo propostas como
veiculos para liberag&o controlada de farmacos (CRUCHO, 2015).

Nanoparticulas poliméricas (NPPs) sdo sistemas carreadores de farmacos, que
apresentam intervalo nanométrico de 10 a 1000nm (1um), constituidos por materiais de
natureza polimérica, biodegradaveis ou ndo (FRANCO, 2013; TEIXEIRA, 2008). As estruturas
das NPPs dependem da composicdo e organizagdo estrutural e variam de nanoesferas a
nanocépsulas (figura 3). As nanoesferas sdo sistemas que possuem uma matriz polimérica
onde o farmaco encontra-se disperso, ja as nanocapsulas referem-se a sistemas vesiculares
nas quais o farmaco encontra-se aprisionado no interior de uma cavidade aquosa ou oleosa,
sendo ainda envolvida por uma monocamada de parede polimérica (PRABHU; PATRAVALE;
JOSHI, 2015; FRANCO, 2013; PARVEEN; MISRA; SAHOO, 2012; SCHAFFAZICK et al.,
2003).
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Figura 3: Esquema representando as nanoesferas e nanocapsulas.
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Fonte: Autoria propria, 2021.

Além disso, outras formas de nanoparticulas poliméricas séo relatadas pela literatura,
tais como: Micelas, Dendrimeros e Polimersomas (MARTINS, 2017). Diferentes métodos
podem ser utilizados para a sintese de nanopatrticulas, e devem ser escolhidos de acordo com
o tipo de farmaco a ser encapsulado e seus requisitos para uma determinada via de
administracdo (JAWAHAR; MEYYANATHAN, 2012). De modo geral, duas estratégias sédo
comumente utilizadas: a dispersdo de polimeros pré-formados ou a polimerizagdo de
mondmeros (AMGOTH et al., 2019; REIS et al., 2006). No entanto, independentemente do
método de sintese utilizado, as hanopatrticulas sdo obtidas na forma de suspensdes coloidais
aquosas (JAWAHAR; MEYYANATHAN, 2012; SCHAFFAZICK et al., 2003).

As nanoparticulas poliméricas apresentam diversas vantagens na liberacéo controlada
de farmacos, uma vez que permitem o alcance ao sitio de acdo com maior eficiéncia, além de
protegé-los contra degradagbes frente ao pH, enzimas e alteragbes bioquimicas
(JEEVANANDAM; SAN CHAN; DANQUAH, 2016). Ademais, sdo sistemas que possuem mais
estabilidade no interior dos sistemas bioldgicos, e dessa forma, podem melhorar a meia-vida
de circulacdo plasméatica do farmaco, aumentar a sua biodisponibilidade e auxiliar a
permanéncia das moléculas farmacéuticas por mais tempo nos tecidos-alvo (KARIM et al.,
2016).

Em comparacdo com outros sistemas de entrega de farmacos, as nanoparticulas
poliméricas apresentam baixa toxicidade e imunogenicidade, sintese relativamente mais facil,
baixo custo— para obtencdo de polimeros, solubilidade em agua, além de apresentar uma
melhor biodegradabilidade e biocompatibilidade (CHEN et al., 2015). Dessa forma,
nanoparticulas constituidas por polimeros biodegradaveis apresentam grande potencial como
veiculos de liberacdo de farmacos, atraindo a atencdo devido as suas potencialidades

terapéuticas.
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2.5 GOMAS NATURAIS

As gomas sdo polimeros naturais formados por unidades de monossacarideos em
arranjos lineares ou ramificados, pertencentes a classe dos carboidratos (BOTELHO, 1999;
FENNEMA, 1996). Esses polimeros podem ser obtidos através de diferentes origens, como
algas (LEE et al., 2016), sementes (MUDGIL; BARAK; KHATKAR, 2016) e exsudados
(HOSSEINI et al., 2015). S&o substancias conhecidas também como hidrocoléides, uma vez
que apresentam capacidade de dissolugéo parcial ou total em agua fria ou quente, formando
suspensfes ou solucdes viscosas (BOTELHO, 1999). Na industria, as gomas sao
amplamente utilizadas como ingredientes funcionais, atuando como modificadores de textura,
agentes gelificantes, espessantes, estabilizadores, emulsionantes, agentes de revestimento,
fibras dietéticas e filmes biodegradaveis (HAMED; TAN, 2012).

As principais familias que incluem espécies que produzem gomas na forma de
exsudatos sdo Leguminoseae, Combretacea e Anacardiacea. Estas espécies exsudam goma
principalmente no caule e galhos (CUNHA; PAULA; FEITOSA, 2009). As gomas exsudadas
sao polissacarideos produzidos pelas células epiteliais de plantas quando o cértex é agredido
por injurias fisicas ou ataque microbiano. Em outros casos, a producéo do exsudado gomoso
€ um mecanismo de defesa das plantas que crescem em areas semiaridas. Estas,
caracterizam-se como substancias translicidas, inodoras, insipidas, ndo toxicas, hidrofilicas
e amorfas, com propriedades coloidais (ANDRADE et al., 2013).

As gomas naturais tém sido amplamente estudadas principalmente por serem
biopolimeros que apresentam uma grande variedade de propriedades reoldgicas e de
composicdo, 0 que torna esses materiais versateis, com diversas op¢Oes de aplicacdes
(RIBEIRO et al., 2016; KUMAR et al., 2012). Atualmente, as gomas naturais tém despertado
interesse para a preparacao de produtos farmacéuticos, devido sua solubilidade em agua, ndo
toxicidade, baixo custo e boa disponibilidade (PRAJAPATI et al., 2013).

2.6 GOMA DO CAJUEIRO

O cajueiro (Anacardium occidentale L.), € uma arvore pertencente a familia
Anacardiaceae, originariamente brasileira, tipica de climas tropicais, sendo predominante nas
regibes Norte e Nordeste como Rio Grande do Norte, Piaui e Ceara (RIBEIRO et al., 2016;
SANCHO et al.,, 2007) (figura 4). Essa planta apresenta como principal produto a sua
castanha, no entanto, sua goma exsudada demonstra grande potencial para a exploragéo
comercial (KUMAR et al., 2012). Além disso, ressalta-se que a produgédo da goma do cajueiro
ndo é dependente das condi¢cdes ambientais ou de ataques de microrganismos, uma vez que
hé a possibilidade de realizar sua retirada apenas através da incisdo da casca das arvores
(OLIVEIRA, 2016; MOURA, 2009).
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Figura 4: llustracéo da Arvore do cajueiro (Anacardium occidentale L.) e seu respectivo exsudato.

Legenda: A. Cajueiro (Anacardium occidentale L.). B. Exsudato extraido do cajueiro. C. Goma do

cajueiro isolada e purificada. Fonte: Autoria prépria, 2021.

A goma do cajueiro (GC) é um biopolimero hidrofilico, que possui como principais
constituintes: galactose (72-73%), glicose (11-14%), arabinose (4,6-5%), ramnose (3,2-4%) e
acido glucurénico (4,7-6,3%) (figura 5) (RIBEIRO et al.,, 2016; DE PAULA; RODRIGUES,
1995). No entanto, a propor¢ao destes pode variar de acordo com a fonte, a idade da arvore,

o tempo de exsudacéo e as condi¢des climaticas (SILVA et al., 2010).
Figura 5: Representag¢édo da composi¢do quimica da goma do cajueiro (GC).
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Fonte: Adaptado de Carvalho et al., 2015.

Com relacdo as suas caracteristicas, a GC é um polissacarideo de caréater acido, baixo
custo, atoxico, hidrofilico, biocompativel e biodegradavel. Além disso, forma uma disperséo
de baixa viscosidade, que precipita ao entrar em contato com solventes organicos polares
como o etanol (OLIVEIRA, 2016; SILVA, 2013; ARAUJO et al., 2012). Na area da industria

farmacéutica, destaca-se por apresentar propriedades como: protecéo esofdgica (NICOLAU
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et al., 2019), protecdo gastrica (CARVALHO et al.,, 2015), atividade anti-inflamatéria
(YAMASSAKI et al.,, 2015), curativa (MOREIRA et al., 2015) e atividade antidiarreica
(ARAUJO et al., 2015).

Estudos também tém demonstrado resultados promissores na utilizacdo desse
polissacarideo na area de nanotecnologia (BONATTO; SILVA, 2014; ARAUJO et al., 2012),
na encapsulacao de 6leos essenciais (OLIVEIRA; PAULA; DE PAULA, 2014; ABREU et al.,
2012), no desenvolvimento de géis (GUILHERME et al., 2005; PAULA; GOMES; DE PAULA,
2002), como agente formador de filmes (SILVA et al., 2016; MOREIRA et al., 2015) e como
aglutinante na matriz de comprimidos (GOWTHAMARAJAN et al., 2011; GANESH et al.,
2010). Além disso, modificagbes quimicas podem ser realizadas na estrutura da goma do
cajueiro, objetivando melhorias em suas propriedades biol6gicas (QUELEMES et al., 2017)
ou fisico-quimicas (PITOMBEIRA et al., 2015).

A utilizacdo da goma do cajueiro como potencial agente encapsulante pode permitir a
ampliacdo das possibilidades de uso desse polissacarideo, assim como, promover a sua
exploracdo comercial pelas comunidades relacionadas ao cultivo do caju (BOTREL et al.,
2017). Desse modo, tendo em vista as potencialidades farmacolégicas apresentadas pela
goma do cajueiro, considera-se importante a investigacdo da potencialidade farmacoquimica

deste produto natural.

2.7 GOMA DO ANGICO

A goma do angico vermelho (GA) é um biopolimero extraido do exsudato do tronco de
Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb.) Altschul, uma planta medicinal pertencente a
familia Fabaceae, popularmente conhecida como angico-vermelho, encontrada em todo o
semiérido brasileiro (ARAUJO et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2009). Os produtos derivados de
A. colubrina (principalmente extratos e fragbes das folhas e raizes) apresentam varias
propriedades, dentre as quais destacam-se: propriedade antimicrobiana (SILVA et al., 2019a),
antioxidante (DAMASCENA et al., 2014), cicatrizante de feridas (PESSOA et al., 2015), anti-
inflamatoria (GUARNEIRE et al., 2019), antinociceptiva (SANTOS et al., 2013) e propriedades
antiproliferativas (LIMA et al., 2014).

O angico-vermelho é uma espécie arbérea que pode atingir até 20 metros de altura.
Esta arvore ao sofrer uma injdria produz no local da leséo uma resina natural de coloracéo
amarela (exsudado) que depois de algum tempo torna-se avermelhada, cuja composicao é
rica em polissacarideos. Este exsudato € também conhecido como goma do angico (figura 6)
(LORENZI, 2008; PAULA; BUDD; RODRIGUES, 1997).



23

Figura 6: llustracdo da arvore do angico vermelho (Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb.)
Altschul) e seu respectivo exsudato.

Legenda: A. Angico vermelho (Anadenanthera colubrina). B. Exsudato extraido do angico vermelho.
C. Goma do angico vermelho isolada e purificada. Fonte: Autoria propria, 2021.

A goma do angico possui caracteristicas de um heteropolissacarideo, sendo
constituida por: arabinose (67,8%), galactose (24,1%) e uma pequena quantidade de ramnose
(2,0%) (MORETAO et al., 2003; DA SILVA; RODRIGUES; DE PAULA, 1998; DELGOBO et
al., 1998). Um estudo anterior demonstra que a goma do angico também apresenta em sua
composi¢cao uma cadeia principal constituida por p- D-Galp, incluindo o-L-Araf e B-L-Arap
(figura 7) (DA SILVA; RODRIGUES; DE PAULA, 1998).

Figura 7: Representacéo da estrutura quimica da goma do angico (GA).
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Fonte: Adaptado de Sousa et al., 2020.

De acordo com Da Silva, Rodrigues e De Paula (1998), a goma do angico vermelho
possui capacidade para a formacéo de hidrogéis em virtude da sua hidratagédo e dispersdes
coloidais, apresentando grande potencial para aplicacdes biotecnologicas podendo atuar

como agentes espessantes, gelificantes, emulsificantes, floculantes, clarificantes,
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encapsuladores, controladores de calorias, adesivos, inibidores de cristalizacdo, protetores
coloidais, estabilizadores de espuma e de suspenséo, além de formadores de filmes.

Do mesmo modo que a goma do cajueiro e a goma arabica, a GA apresenta baixa
viscosidade e um menor grau de ramificacdo em compara¢do com outras gomas industriais
(carboximetilcelulose, goma caraia, goma tragacanto, entre outras) (SOUSA, 2020; DA SILVA,
RODRIGUES; DE PAULA, 1998). No entanto, apesar do potencial apresentado, pouca
informacdo estd disponivel sobre suas propriedades quimicas e atividades biologicas
(ARAUJO et al., 2020), o que torna relevante os estudos envolvendo a utilizacdo desse
polissacarideo.

2.8 MODIFICACAO QUIMICA DE POLISSACARIDEOS GOMOSOS

Alguns problemas séo relacionados ao uso de polissacarideos in natura, tais como:
taxas descontroladas de hidratacdo, solubilidade dependente do pH, espessamento, queda
de viscosidade sob armazenamento, e além disso, possivel contaminacdo microbial. Desse
modo, a modificacdo quimica de gomas € utilizada como um meio de alterar suas
propriedades originais, melhorando a estrutura para utilizacdo em sistemas nanoestruturados,
com o objetivo de minimizar as desvantagens associadas ao seu uso, o que possibilita a
ampliagdo de suas aplicagbes, como adesivos, matrizes para liberacdo controlada de
farmacos, floculantes, entre outras (LIANG et al., 2011; RANA et al., 2011).

Dentre os procedimentos de modificacdo quimica mais comumente utilizados,
destacam-se a carboximetilacédo, a ligacdo cruzada, a ligacdo covalente com unidades de
acucar e unidades proteicas e a acetilacdo (KARIMI; MOHAMMADIFAR, 2014; KUMAR,;
AHUJA, 2012; OLIVEIRA et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2007). A acetilacdo consiste em uma
reacdo que promove a substituicao de sitios hidroxil dos polissacarideos por grupos funcionais
acetil, comumente derivados de um anidrido (figura 8). A substituicdo ocorre nas hidroxilas
livres pertencentes as unidades monossacaridicas, promovendo diversos efeitos nas
propriedades funcionais da molécula (CARDIAL, 2019; LIMA et al., 2018).

Essa modificacdo quimica tem como finalidade controlar a solubilidade de
polissacarideos, uma vez que atua alterando a hidrofobicidade e as propriedades fisicas das
gomas, como a absor¢éo de agua e o poder de intumescimento/inchamento, o que possibilita
uma melhor interacdo entre farmaco e goma no processo de formulagdo de nanoparticulas
por emulsdo, proporcionando uma liberacdo mais controlada do farmaco e sua protecao
gastrointestinal (DIAS et al., 2016; PITOMBEIRA et al., 2015; XU et al., 2010).
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Figura 8: Estrutura da goma do cajueiro apds modificacdo quimica (acetilagdo) — adicdo do grupamento
acetil (CHsCOO-).

CH

Fonte: Adaptado de Silva et al., 2019c.

Apesar de apresentar caracteristicas favoraveis para a sua utilizagdo como
biomaterial, a goma do cajueiro possui comportamento hidrofilico, o que dificulta a
manipulacdo no processo de sintese de nanoparticulas. Desse modo, a modificagdo quimica
da goma do cajueiro em um biopolimero hidrofébico, permite o desenvolvimento de sistemas
coloidais mais estaveis e resistentes, solucionando as limitagdes relacionadas a sua utilizacdo
(SILVA et al., 2019c).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um sistema nanoestruturado constituido pelos polimeros goma do

cajueiro acetilada e goma do angico para incorporacao do farmaco alendronato de saédio.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Isolar e purificar o polissacarideo obtido do exsudato de Anacardium occidentale L. e
Anadenanthera colubrina;

e Modificar quimicamente a goma do cajueiro pelo processo de acetilacao;

e Caracterizar a goma do cajueiro e seu derivado — goma do cajueiro acetilada, goma
do angico e o alendronato de sédio, por meio da técnica de espectroscopia da regido
do infravermelho (FT-IR);

e Utilizar a goma do cajueiro acetilada e a goma do angico para desenvolver
nanoparticulas para incorporacao do farmaco alendronato de sédio;

e Caracterizar as nanoparticulas de acordo com o espectro de absorbéancia, o tamanho
hidrodinamico médio, indice de polidispersdo (IPD), potencial Zeta, e eficiéncia de
incorporacao;

o Verificar a interferéncia da razdo polimero/farmaco sobre o tamanho das
nanoparticulas na incorporagdo por nanoemulsao;

¢ Realizar e avaliar a atividade hemolitica apds tratamento das células vermelhas com

as nanoparticulas.
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4 METODOLOGIA
4.1 DROGAS E REAGENTES

O alendronato de sédio foi manipulado na farmacia Farmaférmula e os outros
reagentes quimicos de grau analitico também foram obtidos a partir de fornecedores locais

em Parnaiba-Piaui.

4.2 ISOLAMENTO E PURIFICACAO DA GOMA DO CAJUEIRO

O polissacarideo de exsudato, goma do cajueiro (GC), utilizado neste trabalho foi
obtido da arvore Anacardium occidentale L. (cajueiro). A goma foi purificada pelo método de
precipitacdo em etanol descrito por Rodrigues, De Paula e Costa (1993). Para o isolamento,
30 g do exsudato bruto foram dissolvidos em agua Mili-Q, e deixados sob agitacao durante 24
horas para completa solubilizagéo. ApGs a solubilizagéo, NaCl (2g/100mL) foi adicionado a
solugdo em agitacdo. Posteriormente, a goma foi precipitada em etanol e refrigerada por 24
horas. Em seguida, o precipitado foi separado e lavado duas vezes com etanol, seguido de
acetona. O precipitado lavado foi macerado sob fluxo de ar quente constante para completa
evaporacéo da acetona, obtendo-se a goma.

4.2.1 Modificagcdo da goma do cajueiro

A modificacdo quimica da goma do cajueiro foi realizada pelo método de acetilagdo
proposto por Motozato et al. (1986), com adaptacdes, como descrito por Pitombeira et al.
(2015). Neste processo, a goma de cajueiro (1g) foi suspensa em 20ml de formamida, e
deixados sob agitacdo vigorosa. Piridina (3g) e anidrido acético (7g) foram adicionados e a
mistura foi colocada sob agitacdo durante 24 h a 50 °C. A goma modificada passou pelo
processo de precipitacdo com 400mL de a&gua. Em seguida, o produto obtido (goma do
cajueiro acetilada — GAC) foi filtrado, lavado com agua filtrada e, entdo, seco sob fluxo de ar

quente.

4.3 ISOLAMENTO E PURIFICACAO DA GOMA DO ANGICO

O polissacarideo de exsudato, goma do angico (GA), utilizado neste trabalho foi obtido
no Municipio de Simplicio Mendes — Piaui, de arvores da espécie Anadenanthera colubrina
var. cebil (Griseb.). A goma foi purificada conforme descrito na literatura, de acordo com o
método de precipitacdo em etanol utilizado por Da Silva, Rodrigues e De Paula (1998). Para
o isolamento, foi preparada uma solucéo da goma bruta, onde 12g do exsudato foram diluidos
em 100ml de agua Mili-Q e deixados sob constante agitacdo durante 24 horas para que
ocorresse a solubilizacdo. Posteriormente, essa mistura foi filtrada, para remocéo de

impurezas e o pH da solucdo ajustado para 7, utilizando-se uma solugcdo de NaOH. Em
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seguida, para a purificagcdo, o conteudo foi adicionado em um béquer contendo 30ml de etanol,
e deixado durante o periodo de 24h na geladeira. O precipitado formado no fundo foi separado
do liguido e lavado 2 vezes com etanol para a remoc¢ao de agua. O produto foi macerado e
lavado novamente com etanol e logo ap6s com acetona para a remocao de impurezas e agua.
O precipitado lavado foi seco e macerado sob fluxo de ar quente frequente até a obtencéo da

goma com coloracao bege claro.

4.4 SINTESE DAS NANOPARTICULAS POLIMERICAS

Para o desenvolvimento das nanoparticulas contendo alendronato de sodio foi
realizado o método de deslocamento de solvente. Dessa maneira, duas fases foram utilizadas
para formulagdo das nanoparticulas: uma fase orgénica, composta por goma do cajueiro
acetilada (GAC) e DMSO 5% (utilizado como solvente para GAC); e uma fase aquosa,
composta por goma do angico (GA), agua destilada e alendronato de sdédio. Inicialmente as
fases (organica e aquosa) foram preparadas isoladamente. Os contelidos das respectivas
fases foram misturados com auxilio de um vortex até a completa solubilizacdo e
posteriormente adicionados ao béquer. Apds a preparacdo de cada fase, a fase organica foi
submetida a agitacdo (15.000rpm, com auxilio de um ULTRA-TURRAX®-IKA T10) e em
seguida foi adicionada a fase aquosa — a agitagéo perdurou por 15 min (figura 9). Passados
os 15 minutos de agitacdo, as amostras foram centrifugadas a 12.000rpm por 15 min, e entéo
0 sobrenadante foi coletado e o “pellet” descartado.

E importante ressaltar que foram utilizadas duas concentracées diferentes da goma do
cajueiro acetilada (0,05% e 0,1%) e uma concentracdo Unica da goma do angico - tensoativo
(0,1%); e trés concentracOes diferentes de alendronato de sédio (5, 10 e 15mg) — afim de

compreender a interacdo entre polissacarideo e o farmaco.

Figura 9: Representagéo esquematica da sintese das nanoparticulas poliméricas.

Fase Organica
Ultra-Turrax

— (0,05% e 0,1%) +

DMSO 5%

Goma do cajueiro acetilada

— ‘ Fase Aquosa

Fase Aquosa . .
Agua destilada +
Goma do angico (0,1%) o
(Tensoativo) + Fase Organica

1 > Alendronato (ALD) — sob agitagéo
5mg/ 10 mg/15mg

Agitagao por 15 min
Fonte: Adaptado de lles, 2017.
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4.5 CARACTERIZACAO DAS GOMAS E DO FARMACO
4.5.1 Espectroscopia naregido do Infravermelho (FT-IR)

A espectroscopia de infravermelho (IR) € um recurso analitico que baseia-se no fato
de que os diferentes grupos funcionais que compdem as moléculas absorvem a radiacdo na
regido do infravermelho do espectro eletromagnético em comprimentos de onda
caracteristicos. Trata-se de uma das técnicas comumente utilizadas para a identificacao de
materiais poliméricos (QUINTO, 2019; MAGNO, 2013). A técnica de ATR possibilita com que
as amostras tenham seu espectro medido diretamente, sem a necessidade do preparo de
pastilhas. Desse modo, as analises sdo mais rapidas e apresentam menor custo (PEREIRA,
2018).

Os espectros de FT-IR das gomas (natural e modificada) em pé e do alendronato de
sédio em pd, foram registrados por Cristal ATR (Reflexdo Total Atenuada) em um
espectrofotbmetro Thermo Scientific iD7 ATR, modelo Nicolet iS5, no intervalo de nimero de
onda de 4000-700cm™, em modo de absorbancia. As analises de FT-IR foram realizadas no

Centroflora Anidro do Brasil (Vegeflora) em Parnaiba-Piaui.

4.6 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS
4.6.1 Tamanho médio das nanoparticulas, IPD e potencial Zeta

As medidas de tamanho das nanoparticulas poliméricas, indice de polidisperséo (IPD)
e potencial Zeta foram obtidas em triplicata através da técnica de espalhamento dinamico de
luz (Dynamic Light Scattering — DLS) em equipamento Malvern Zetasizer Nano. A disperséo
de luz foi realizada utilizando as seguintes condi¢cfes: dispersante: agua (25°C), temperatura:

25 °C; calibracdo: 60; medicao: 173; runs: 20 min.

4.6.2 Quantificacéo e eficiéncia de incorporacéo do farmaco

A quantificacéo do alendronato de sédio (ALD) foi realizada de acordo com o método
descrito por Kuljanin e colaboradores (2002), com adapta¢cdes conforme lles e colaboradores
(2021). Apés a sintese das nanoparticulas, as amostras foram centrifugadas por 15 min a
15.000rpm — para que ocorresse a separacdo da fracdo nao incorporada nas nanoparticulas.
Em seguida, o pellet foi separado do sobrenadante para que leituras isoladas fossem
realizadas e comparadas.

A eficiéncia de incorporacao de farmaco pelas nanoparticulas, foi determinada por
espectroscopia do ultravioleta-visivel (UV-vis), em um espectrofotémetro Shimadzu UV -1800,
acoplado a um computador e operado através do software UVProbe 2.33, pelo método

indireto. A quantidade de alendronato (ALD) encapsulado foi determinada no sobrenadante,
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através do método desenvolvido por Ostovi¢, Stelmach e Hulshizer (1993) e utilizado por
Miladi e colaboradores (2015), com modificagcbes. De forma breve, a quantidade foi
determinada em um comprimento de onda de 220nm, sob adi¢cdo de reagente de cloreto de
ferro (lll) (cloreto de ferro Il 5mM em 17,5mL de HCIO4 11,5M) para formag¢do de um
complexo entre o alendronato e os ions de ferro.

A gquantidade de droga encapsulada foi obtida por meio da subtracdo da quantidade
de molécula ativa no sobrenadante da quantidade inicial de ALD. A eficiéncia de
encapsulamento foi expressa com a diferenca do medicamento encapsulado da quantidade

inicial do farmaco.

4.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA

A atividade hemolitica das amostras foi testada utilizando células vermelhas de acordo
com Marani e colaboradores (2015). Eritrocitos humanos foram coletados em tubos contendo
EDTA, lavados trés vezes e ressuspendidos em solugéo salina (0,85%). Triton-X (0.1% v/v) e
solucéo salina (0,85%) foram utilizados como controle de hemolise positivo (100% de lise
celular) e negativo (0% de lise celular), respectivamente. Além disso, também foi avaliada a
atividade hemolitica utilizando somente o alendronato de sodio (15mg). A leitura do resultado
foi realizada em leitor de microplacas a 492nm. Para obtencdo do percentual de hemolise, foi

realizado o calculo com base na formula abaixo:

.. L. Aamostra — Asalina
%atividade hemolitica = ATriton — Asalina x 100

A analise estatistica dos dados foi realizada com o auxilio do programa GraphPad
Prism 5.0, sendo aplicado o teste ANOVA de duas vias com poOs teste de Tukey

estabelecendo-se p<0,05 para diferengas estatisticamente significativas.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DAS GOMAS ISOLADAS E DA GOMA DO CAJUEIRO
MODIFICADA

Apés isoladas e purificadas, foram realizadas as andlises de FT-IR da goma do
cajueiro e da goma do angico, bem como da goma do cajueiro apés as modificacdes
estruturais. E possivel observar que a goma do cajueiro quando sujeita a modificagdo com
anidrido acético apresentou diferencas em relagéo aos seus espectros de FT-IR. A figura 10,
exibe o espectro de FT-IR da goma do cajueiro e goma do cajueiro acetilada utilizadas para
a formagé&o de nanoparticulas.

Figura 10: Espectros FT-IR correspondente a goma do cajueiro (GC) e goma do cajueiro acetilada
(GAC).
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Legenda: Estudos das mudancas estruturais ocasionadas na goma do cajueiro em decorréncia do
processo de acetilagdo. Espectros de FT-IR da goma do cajueiro em rosa, demonstrando espectros
especificos de polissacarideos em 1120cm, 1066cm™* e 1022cm; e espectros da modificacdo por
acetilagdo da goma do cajueiro em verde apresentando bandas de modificagdo em 1750cm™ e 1164

cml.

O espectro na regido do infravermelho da goma do cajueiro demonstrou absor¢cdo em
3282cm™, atribuida a vibragcdo de alongamento OH (RIBEIRO et al., 2021) e em 2897cm™,
atribuida ao alongamento C-H (AMORIM et al., 2019). Ambas as gomas apresentaram
absorcdes nas regides 1365cm™ e 1218cm™?, sendo estas mais acentuadas para a goma do
cajueiro acetilada, as quais séo referentes a vibragédo da carbonila éster (MACIEL et al., 2005;
SEKKAL et al,, 2003) e deformacdo axial de C-O, respectivamente (ARAUJO, 2011;
SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007).
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O espectro na regido do infravermelho da goma do cajueiro também demonstrou
absorcGes especificas de polissacarideos nas regides 1120cm™, 1066cm™ e 1022cm?, que
correspondem as vibracdes de estiramento das ligacdes glicosideas C-O-C e dobramentos
O-H de alcoois (LUSTOSA, 2017; PITOMBEIRA et al., 2015; DA SILVA et al., 2009).

Para a goma do cajueiro acetilada (GAC) observa-se a presenca de banda em 3547
cm?, indicando a presenca de vibrages de estiramento O-H (EDDY et al., 2019; CUNHA et
al., 2007). Além disso, h4 uma nova banda de absorcéo intensa na regido 1750cm, devido
as vibrac6es de alongamento de C=0 (DOURADO, 2019; LIMA et al., 2018; PITOMBEIRA et
al., 2015; PARK et al., 2007). A goma do cajueiro acetilada evidenciou uma nova banda de
absorcdo em 1639cm™, comumente associada aos polissacarideos, que corresponde as
vibrag@es do tipo O-H das moléculas de dgua ligadas (SILVA et al., 2019b; SILVA et al., 2016).
Também observa-se a formacgéo de novo picos para a goma do cajueiro acetilada nas regides
1164cm™ devido as vibragGes de alongamento C—O e C—O-C (KLEIN et al., 2019); e 1040
cm*atribuido ao alongamento C-O-C das ligagGes glicosidicas e dobramento O-H de alcoois
(QUELEMES et al., 2017; PITOMBEIRA et al., 2015).

A figura 11 apresenta os espectros da goma do angico. A partir da analise desses
espectros, é possivel observar bandas de absorcéo nas regides 3278cm™, correspondente a
estiramentos de grupos hidroxilas (-OH) (BOTELHO, 2018) e em 2930cm™, atribuida a
vibracdo de alongamento C-H (SOUSA et al., 2020; MELO, 2015; REN et al., 2007).

A goma do angico vermelho também apresentou bandas na faixa de absor¢cdo em
1368cm™, referentes as vibracdes da deformacéo simétrica da ligacéo éster C-O das ligacdes
glicosidicas (ARAUJO et al., 2020; SOUSA et al., 2020; REN et al., 2007). Além disso,
observa-se a presenca de bandas de absorcéo nas regides 836cm™ e 902cm™?, referentes a
grupamentos aromaticos (PAVIA et al, 2015) e bandas em 1022cm, relacionadas ao
alongamento de C-O-C e a deformacdes de grupos O-H pertencentes as unidades
glicosidicas (ARAUJO et al., 2020; MELO, 2015; MOURA, 2009).
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Figura 11: Espectro FT-IR correspondente a goma do angico vermelho (GA).
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Legenda: Espectros de FT-IR em marrom, demonstrando banda caracteristica de polissacarideos em
1022cm1.

5.2 CARACTERIZACAO DO ALENDRONATO DE SODIO

A figura 12, exibe o espectro de FT-IR para o alendronato de sédio (ALD), com
presenca de absorcéo nas regides de 3478 cm™ que corresponde ao alongamento N-H; e em
1042cm?, atribuida aos alongamentos dos grupos P-O, P-C e P=0, respectivamente (OZ et
al., 2019). Além disso, ha a formacéo de bandas de absorcdo em 1544cm™, correspondendo
a presenca de grupos fosfatos (IBRAHIM; KHALIVULLA; AKOWUAH, 2017). Ademais,
observam-se bandas de absorcdo na regido de 1022cm, que também se trata de um pico

caracteristico para o alendronato de sodio, atribuido a vibragédo assimétrica de P-OH (HUR et
al., 2016; WANG et al., 2011).

Figura 12: Espectro FT-IR correspondente ao alendronato de sédio (ALD).
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Legenda: Espectros de FT-IR em azul, demonstrando bandas de absorcéo caracteristicas do
alendronato de sodio em 1544cm-1e 1022cm™.
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5.3 SINTESE E CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS POLIMERICAS

Medidas utilizando a técnica de DLS foram realizadas para determinacao da diferenca
entre o tamanho das particulas obtidas nas formulac¢des, sua dispersao na solucao coloidal,
bem como a carga superficial. As analises obtidas por DLS, evidenciaram uma relacao entre
a concentracdo de farmaco utilizado na sintese, exercendo influéncia no tamanho das
nanoparticulas (NPPs) obtidas. O tamanho das NPPs, indice de polidispersividade e o
potencial Zeta, estdo demonstrados na tabela 1.

Os resultados acerca dos tamanhos hidrodinAmicos médios das nanoparticulas
formuladas com 0,05% de polimero variaram de 182,3 a 303,2nm; apresentando um indice
de polidispersao (IPD) de 0,3 a 0,4. Para as NPPs formuladas com 0,1% de polimero, os
tamanhos obtidos variaram entre 59,62 a 160,2nm, com IPD entre 0,6 a 0,4. O potencial Zeta
apresentou valores que variaram de -21,5 a -25,9mV para as NPPs contendo 0,05% de
polimero no sistema. Para as NPPs contendo 0,1% de polimero na formulagdo, os valores

obtidos variaram entre -28,9 e -28,0mV.

Tabela 1: Comparacgéo entre os resultados obtidos a partir da caracterizacdo das nanoparticulas.

NANOPARTICULAS TAMANHO (nm) IPD ZETA(mV)  EE (%)
GACBR5 303,2 0,44+0,03 -25,9 -
GAC55 2221 0,26+0,01 -30,1 68,47%
GAC105 193,86 0,38+0,01 -30,2 21,12%
GAC155 182,3 0,32+0,01 21,5 2,63%
GACBR1 160,2 0,47+0,01 -28,0 -
GACO051 161,73 0,45+0,02 -22,8 87,97%
GAC101 111,26 0,60+0,01 -18,7 6,95%
GAC151 59,62 0,68+0,01 -28,9 5,51%

Legenda: Tamanho médio, IPD, Zeta — obtidos pela técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS) e
eficiéncia de incorporagéo (EE) pela técnica de espectroscopia de ultravioleta visivel (UV-vis). GACBR5
e GACBR1: nanoparticula sem alendronato, em uma concentracao de 0,05% e 0,01% de goma do
cajueiro acetilada e goma do angico vermelho, respectivamente. GAC55, GAC105, GAC155, GACO051,
GAC101, GAC151: nanoparticula obtida com alendronato de sodio nas concentracdes de 05, 10 e
15mg do farmaco. As terminacdes 5 e 1 determinam as concentracdes de goma — sendo 5 atribuido a
0,05%, e 1 correspondendo a 0,1% das gomas utilizadas.

A espectrofotometria na regido do Ultravioleta-visivel representa uma das técnicas
comumente utilizadas para observar a formacédo e confirmar a sintese de nanoparticulas,

sendo considerada uma técnica de facil execucédo e sensivel o suficiente para esta finalidade
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(SOUZA, 2018; NAGAJYOTHI et al., 2013). Os resultados referentes as leituras das

nanoparticulas utilizando a técnica de UV-vis estao representados na figura 13.
Figura 13: Representacéo grafica da curva de deteccdo de alendronato nas nanoparticulas.
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Legenda: As nanoparticulas quando complexionadas com ions de ferro, apresentaram leituras em
260nm. As curvas demonstram diferengas de leitura para as diferentes concentracdes de ALD. (A)
detecc¢do de alendronato de sddio nas amostras de GAC 0,05% e (B) amostras de GAC 0,1%.

A figura 13 demonstra que houve interagdo das nanoparticulas com ions de Fe3+. Os
gréficos representados na figura 13, evidenciam que ha uma diferenca de absorbancia nas
bandas de leitura em 260nm para ambas as nanoparticulas, o que confirma uma diferenca de
incorporagao quando ha uma diminui¢céo da razéo farmaco/polimero.

Para as nanoparticulas GAC 0,05% formuladas com 5mg de ALD, houve uma
eficiéncia de incorporacéo de 68,47%. Em contrapartida, as amostras contendo 10 e 15mg,
demonstraram uma eficiéncia de 21,12% e 2,63%, respectivamente. As nanoparticulas GAC

0,1% formuladas com 5mg de ALD, obtiveram uma eficiéncia de incorporacao de 87,97%. Ja
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as amostras contendo 10 e 15mg, demonstraram uma eficiéncia de 6,95% e 5,51%,
respectivamente. Os valores de eficiéncia de incorporacdo (EE) para ambas as
nanoformulacbes aumentaram conforme a diminuicdo do farmaco no sistema, como

demonstrado na tabela 1.

5.4 ATIVIDADE HEMOLITICA

Os gréficos representados na figura 14, apresentam os resultados obtidos no teste de
hemdlise para NPP 0,05% e NPP 0,1% formuladas sem a presenca do farmaco e para as
nanoformula¢des contendo diferentes concentragbes de ALD (5, 10 e 15mg), bem como, os
resultados obtidos utilizando apenas o farmaco na sua forma livre (15mg).

Figura 14: Representacao grafica da atividade hemolitica das nanoparticulas.
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Legenda: Tratamento de hemécias com nanoparticulas poliméricas. (A) Atividade hemolitica de
nanoparticulas formuladas com GAC 0,05%. ****P<0,0001 quando comparado com o grupo GAC
0,05% e (B) nanoparticulas formuladas com GAC 0,1%. ****P<0,0001 quando comparado com o grupo
GAC 0,1%.
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Os resultados apresentados na figura 14, demonstram que nao ha atividade hemolitica
para as nanoparticulas nas menores concentracdes testadas. A hemolise observada foi menor
para as formulacbes GAC 0,05% quando comparada com as formula¢des GAC 0,1%. A figura
15 também demonstra que conforme ha uma diminuicdo da concentracdo de ALD nas
formulacdes, é possivel observar um decréscimo na atividade hemolitica.

Além disso, quando nanoencapsulado, observa-se uma reducdo do perfil hemolitico
do farmaco a partir da segunda concentracdo, o que nao foi observado para o alendronato na
sua forma livre (15mg), uma vez que essa reducao € observada apenas a partir da sua quarta
concentracdo, resultado semelhante foi observado com as nanoparticulas utilizando apenas
as gomas, as quais apresentaram reducao da atividade hemolitica apenas a partir da quinta

concentracao.
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6 DISCUSSAO

As gomas naturais, em geral, constituem umas das mais numerosas matérias-primas
existentes. Com relacdo a composicdo quimica, as gomas sdo polissacarideos, que
correspondem a multiplas unidades de agUcares associados através de ligacdes glicosidicas,
de modo a formar um polimero com longa cadeia e alta massa molecular (RANA et al., 2011).
O termo “goma” é utilizado para descrever um grupo de polissacarideos de ocorréncia natural,
que tem apresentado destaque em aplicacfes industriais em virtude da sua capacidade para
formacédo de gel, aumentar a viscosidade das solu¢cbes ou permitir com que os sistemas de
emulsBes sejam estaveis (ARAUJO, 2017; MARTINETTI et al., 2014).

A goma de cajueiro € um heteropolissacarideo acido ramificado, que apresenta em
sua composicdo um maior contetudo de galactose, além de glicose, arabinose, raminose e
acido glicurdénico (BARBOSA, 2015; ARAUJO et al., 2012). Trata-se de um polissacarideo que
possui alta solubilidade em &gua, mesmo a temperatura ambiente (PAULA; PAULA;
FEITOSA, 2018). Por apresentar semelhancas em relacao as propriedades emulsificantes, a
goma do cajueiro tem sido apontada como uma alternativa & goma arabica (ARAUJO, 2018).

O resultado de FT-IR da goma do cajueiro (GC), demonstrou a presenca de bandas
na regido caracteristica de grupamento OH e alongamento de alcanos (RIBEIRO et al., 2021,
AMORIM et al., 2019) (figura 10). Bem como também apresentou bandas referentes aos
grupamentos —CHO, HCH, -CCH e deformacdes de grupos C-O (ARAUJO, 2011;
SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007).

Além disso, é observado em GC, bandas de absor¢do nas regides 1120cm™,
1066cm™ e 1022cm™. Pitombeira e colaboradores (2015) e Da Silva e colaboradores (2009),
também encontraram valores de absor¢éo semelhantes para as regides descritas, ao realizar
o FT-IR da goma do cajueiro. De acordo com 0s autores, 0s espectros de absor¢cdo nessas
regibes sdo referentes as vibracdes de estiramento das ligagBes glicosideas C-O-C e
dobramento O-H de alcoois. A observacdo das bandas sugere que o material em questédo
trata-se de um polissacarideo.

Apesar de apresentar caracteristicas favoraveis para sua utilizagdo como biomaterial,
o comportamento hidrofilico da goma do cajueiro dificulta a sua manipula¢éo no processo de
sintese de nanoparticulas. No entanto, modificagbes quimicas podem ser realizadas na
estrutura desse polissacarideo no intuito de alterar a sua polaridade (MACEDO, 2015).

Comumente, modificacdes hidrofébicas tém sido realizadas em polissacarideos
objetivando a obtencéo de derivados hidrofébicos. Desta maneira, grupos hidrofébicos podem
ser ligados de forma covalente a estrutura quimica desses materiais. Modificacbes na goma
do cajueiro utilizando anidrido acético foram realizadas por Cardial (2019), Lima e

colaboradores (2018), Dias e colaboradores (2016) e Pitombeira e colaboradores (2015),
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promovendo, desse modo, a insercdo de grupamentos acetila, para a obtencdo de um
polissacarideo hidrofébico.

Neste estudo, realizou-se uma modificacdo para a obtencao do carater hidrofébico da
goma do cajueiro utilizando anidrido acético e piridina (agente catalisador da reacdo de
modificacdo). O espectro de FT-IR da goma do cajueiro modificada com anidrido acético
(GAC) apresentou bandas que podem ser relacionadas ao processo de modificacdo (figura
10). Ademais, no espectro de GAC observa-se a presenca da banda de absorc¢éo intensa ha
regido 1750cm™, que pode ser referente as vibragdes de alongamento de C=0.

Lima e colaboradores (2018) relatam o surgimento de bandas na mesma regido ao
realizar o FT-IR da GAC. De acordo com os autores, a presenca da referida banda na regido
1750cm™, evidencia a insercdo do grupo acetil na estrutura polissacaridica, confirmando a
ocorréncia do processo de acetilacdo. Além disso, os autores relatam que é possivel observar
o0 aumento da banda de absorcéo referente ao grupo acetil, enquanto a banda do trecho O-H
diminui, sugerindo a reducao do carater hidrofilico do polissacarideo modificado, o que
corrobora com o espectro de FT-IR da GAC obtido neste estudo.

Para o outro polimero utilizado na nanoformulacdo também foi realizado o FT-IR. A
goma do angico (GA), € um polissacarideo que possui um alto teor de arabinose, sendo
constituida também por galactose, ramnose e proteina. Além de possuir um alto carater
hidrofilico, este polimero destaca-se com relacdo as suas propriedades reoldgicas,
apresentando baixa viscosidade, semelhante a goma do cajueiro e a goma arabica (SOUSA,
2017; DA SILVA; RODRIGUES; DE PAULA, 1998).

Com relacdo ao espectro, a GA apresentou bandas sugestivas de grupos hidroxilas
(-OH), caracteristicas da estrutura de polissacarideos naturais (figura 11). Bem como,
apresentou bandas de absorgéo relacionadas ao alongamento de C-O-C e a deformagfes de
grupos O-H pertencentes as unidades glicosidicas, caracteristicas de arabinogalactanas
(principal componente da goma do angico). Os resultados encontrados corroboram com
Araujo e colaboradores (2020) e Melo (2015) que ao realizarem o FT-IR de GA encontraram
bandas nas mesmas regides descritas.

O resultado de FT-IR do alendronato de sédio (ALD) demonstrou bandas de absorcdo
na regido de grupamentos fosfatos (IBRAHIM; KHALIVULLA; AKOWUAH, 2017) e bandas
atribuidas a vibracdo assimétrica de P-OH (HUR et al., 2016; WANG et al., 2011). Os
resultados descritos sugerem tratar-se de bandas caracteristicas do farmaco.

Devido as suas diversas aplicacfes e funcionalidades, polimeros naturais, modificados
e sintéticos, vém ganhando notavel destaque no ambito cientifico e biotecnoldgico. Dentre as
aplicacdes biomédicas mais relevantes desses materiais, destacam-se a sua utilizagcdo em

nanoparticulas poliméricas (NPPs) visando a incorporacdo/entrega de farmacos. De acordo
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com Banik, Fattahi e Brown (2015), o intenso interesse em nanoparticulas constituidas por
polimeros baseia-se no seu potencial em revolucionar a nanomedicina.

Uma das maiores vantagens da utilizacdo de transportadores coloidais, isto €, as
nanoparticulas poliméricas, consiste na possibilidade desses sistemas em modificar a
distribuicdo corporal de varios principios ativos (RAMTOOLA et al., 2011; RAVAL; PATEL,;
PATEL, 2010), assim como, aumentar sua captacao celular por parte das células do sistema
fagocitico mononuclear, particularmente dos macréfagos (HE et al., 2010). Além disso, outras
vantagens estdo associadas a utilizacdo de polimeros naturais, dentre as quais incluem a
bioadesdo a mucosas, tais como ocular, nasal, urinéria, gastrointestinal e vaginal,
possibilitando biocompatibilidadade, biodegradabilidade e consequentemente uma maior
biodisponibilidade dos principios ativos administrados (SEVERINO et al., 2011; OLIVEIRA,;
LIMA, 2006).

Sistemas de carreamento e liberagédo de farmacos visando a melhora da sua eficacia
terapéutica, constituem um dos setores da nanotecnologia com maior potencial de aplicacéo
(MOREIRA, 2013; ROSSI-BERGMANN, 2008). As pesquisas utilizando esses sistemas tém
sido voltadas especialmente para a diminuicdo dos efeitos colaterais de farmacos
responsaveis por causar danos a mucosa gastrointestinal, tais como anti-inflamatérios néao
esteroides de segunda geracéo (AINEs) (BALLENO et al., 2018), medicamentos anticancer
(PIEPER et al., 2019) e bifosfonatos (STEINMETZ et al., 2019).

Dentre os farmacos conhecidos por causar irritagdo & mucosa gastrica e disturbios
intestinais graves, destacam-se os bifosfonatos. Estes representam o tratamento de primeira
escolha em doencgas 0sseas, tais como a osteoporose, em virtude dos seus efeitos a cerca
da diminuicdo da fungcdo dos osteoclastos e, portanto, a reabsorcdo déssea, estabilizando
desse modo o processo osteoporotico (PAIVA et al., 2021). Em contrapartida, a alta carga e
volume apresentados pelos bifosfonatos limita sua entrada na membrana celular, o que
resulta em uma baixa absorcdo intestinal, variando de 1 a 7% (PARK et al.,, 2021,
TOUSSAINT; ELDER; KERR, 2009)

Desse modo, a busca por moléculas que diminuam os efeitos colaterais e/ou
promovam o0 aumento dos efeitos terapéuticos dos bifosfonatos deve ser realizada
constantemente, visto que a ocorréncia de disturbios gastrointestinais tem sido associada a
utilizacdo desses farmacos. Nesse contexto, as nanoparticulas poliméricas constituem um
potencial sistema de carreamento de moléculas devido as diversas vantagens que
apresentam, atraindo grande atencdo devido as suas propriedades terapéuticas como
diminuicdo dos efeitos colaterais, liberagdo controlada do farmaco, entrega especifica do
farmaco nas células alvo, aumento da biodisponibilidade, dentre outras.

Nanoparticulas a base de goma do cajueiro acetilada e goma do angico contendo

alendronato de sddio foram obtidas de modo eficiente. Com relagdo a caracterizagédo, 0s
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resultados demonstraram que as nanoparticulas na concentracdo de 0,05% de polimero
apresentaram tamanhos mais expressivos quando comparado com as nanoparticulas na
concentracdo de 0,1% de polimero. Além disso, é possivel observar que o tamanho das
nanoestruturas esta diretamente relacionado a quantidade de farmaco no sistema, uma vez
gue ao aumentar a sua concentracao na formulacéo houve uma diminuicdo do tamanho médio
das particulas, conforme demonstrado na tabela 1.

Dolatabadi e colaboradores (2014), demonstraram uma relacdo direta entre a
concentracdo de ALD no sistema e o tamanho das particulas obtidas, onde o aumento da
quantidade de ALD no sistema resultou em uma diminui¢do do tamanho, corroborando com
os resultados apresentados neste estudo. A diminui¢cdo do tamanho das nanoparticulas pode
estar associada a uma interacdo entre os polimeros e os grupamentos aminas (NH.)
presentes na estrutura quimica do ALD. Li e colaboradores (2016) ao realizar
nanoformulacdes com ALD, ressaltam que o farmaco pode interagir facilmente com as
cadeias poliméricas, o que sugere a influéncia no tamanho das particulas sintetizadas.

Miladi e colaboradores (2015) realizaram a encapsulacao do alendronato de sodio por
dupla emulsdo utilizando a policaprolactona (PCL) como material polimérico. Os autores
observaram que o aumento da concentrag@o do polimero no sistema ocasionou um aumento
da viscosidade na fase organica, dificultando a dispersao do solvente, e, portanto, resultou
em nanoparticulas com tamanhos maiores, diferente do resultado obtido no presente estudo.

Resultados semelhantes ao encontrado no presente estudo foram obtidos por Moura,
Aouada e Mattoso (2008) para nanoparticulas de quitosana e acido metacrilico, aos quais os
autores verificaram que o aumento da propor¢cdo de polimero no sistema promoveu a
diminuicdo do tamanho das nanoparticulas formuladas. Schaffazick e colaboradores (2003)
relatam que a presenca do polimero pode conduzir & diminuicdo de tamanho de particula em
relacdo a emulséo devido, provavelmente, a um efeito estabilizador causado também pelo
polimero ao redor das goticulas.

Além das andlises de tamanho médio das nanoparticulas, foram realizadas medidas
do potencial Zeta de cada amostra (tabela 1). O potencial Zeta corresponde ao potencial
elétrico criado pela presenca de cargas na superficie das particulas, e pode ser representado
com polaridade positiva ou negativa, indicando desse modo, o grau de repulsdo entre
particulas com a mesma carga na amostra. As forcas de repulséo sao responsaveis por evitar
a agregacao das particulas durante o periodo em que ficam armazenadas (SHAH et al., 2014).
A literatura ressalta que nanoparticulas com valor negativo de potencial Zeta sdo mais ideais
para sistema de liberacédo de farmacos, uma vez que sdo menos expostas a opsonizacao de
macréfagos, bem como agregacdo com outras proteinas plasmaticas (AKBARIAN et al.,

2020).
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Quanto a este parametro, todas as nanoparticulas caracterizaram-se por apresentar
potencial Zeta negativo. Os resultados corroboram com os achados de Li e colaboradores
(2016), que, ao sintetizar nanopatrticulas envolvendo o alendronato de sddio, obtiveram um
potencial Zeta de -27mV. Em suma, o valor de potencial Zeta relativamente alto (em torno de
-30mV) indicam uma boa estabilidade coloidal na solucdo, sugerindo a permanéncia das
particulas em suspensao durante um periodo mais longo, visto que, grandes forcas repulsivas
tendem a evitar a agregacao devido as colisbes ocasionais com particulas adjacentes (BASU
et al., 2012; SCHAFFAZICK et al., 2003).

Em contrapartida, Mishra e colaboradores (2009) relatam que a obtencdo de um
potencial Zeta menor pode ser resultante do deslocamento do plano de cisalhamento
realizado por camadas adsorvidas de polimeros/moléculas grandes para um plano maior da
superficie, levando a diminuigédo do potencial Zeta medido. Diante disso, mesmo no caso de
superficies de particulas altamente carregadas um potencial Zeta relativamente baixo sera
medido. Nesse caso, apesar do baixo potencial Zeta, a suspenséo é considerada estavel.

As dispers@es ou suspensdes de nanoparticulas podem ser monodispersas, quando a
distribuicdo de tamanhos de particula é muito pequena, ou seja, possuem indices
de polidispersao muito baixos. Assim como também, quando o indice € muito elevado, podem
ser polidispersas, indicando que existe uma alta variabilidade entre o tamanho das particulas
na disperséao, caracterizando-se como heterogéneas. (FRANCO, 2013).

Diante disso, as NPPs 0,05% indicam tratar-se de particulas homogéneas, uma vez
gue os valores de IPD para essas nanoformulagfes variaram entre 0,3 para NPP 15 e 0,2
para NPP 05. Tais evidéncias também ressaltam-se em virtude das NPPs contendo 10 e 15mg
de farmaco, respectivamente, apresentarem o valor de IPD de 0,3. A uniformidade do tamanho
também se confirma devido ao baixo IPD apresentado pela GAC 5 0,05%, com um valor de
0,2.

Ja os valores de IPD encontrados para as NPPs 0,1% variaram entre 0,6 para NPP 15
e 0,4 para NPP 05. O IPD de 0,4 encontrado para a NPP contendo 5mg de farmaco, confirma
gue ndo houve tanta variacao na distribuicdo do tamanho da particula, e que portanto, esta
pode ser considerada homogénea. Ja as nanoformulacdes GAC 10 0,1% e GAC 15 0,1%
indicam tratar-se de amostras polidispersas. De acordo com Shah e colaboradores (2014),
valores < 0,5 sao aceitaveis, enquanto medidas < 0,3 sdo consideradas 6timas, ja indices
de polidisperséo < 0,1 indicam a mais alta qualidade de dispersao de particulas.

O alendronato de sédio ndo apresenta grupos cromoforos em sua estrutura,
dificultando sua dosagem através de técnicas espectrofotométricas convencionais,
especificamente na regido do visivel (GONZAGA, 2015; HAGE; CARR, 2012). Diante disso,
como uma alternativa e viabilizacdo das leituras por espectrofotometria na regidao do

ultravioleta-visivel (UV-vis), o farmaco foi complexionado com ions férricos (Fe3+) (OSTOVIC,
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STELMACH e HULSHIZER 1993). Os resultados apresentados na figura 13 demonstram que
as nanoparticulas ao serem complexionadas com ions de ferro apresentaram leituras em
260nm. Ademais, observa-se uma diferenca de tamanho nas bandas de leitura, a qual pode
estar associada a eficiéncia de incorporacao do farmaco nas nanoparticulas.

Quanto a eficiéncia de incorporacéo do farmaco, os resultados obtidos demonstraram
gue as nanoparticulas com maior concentracdo de polimero e menor concentracdo de
farmaco apresentaram uma maior eficiéncia de incorporacdo, conforme demonstrado na
tabela 1. Tais resultados corroboram com Miladi e colaboradores (2015), que relatam um
aumento na eficiéncia de incorporagdo seguido do aumento da concentracao de polimero.
Segundo o autor, uma maior de eficiéncia de incorporacao do farmaco pode estar associada
ao aumento do peso molecular do polimero utilizado na emulsdo. Miladi também ressalta que
0 peso molecular do polimero pode promover um aumento da viscosidade da fase orgéanica,
tornando a difusdo do solvente mais dificil, e portanto, formando particulas com um
encapsulamento de farmaco mais eficiente.

Na tabela 1 também observa-se uma diminuigdo da eficiéncia de incorporacdo em
decorréncia do aumento da concentragdo de farmaco no sistema para ambas as
nanoparticulas. Esses resultados podem estar relacionados as propriedades fisico-quimicas
do ALD. Sweetman (2009) relata que o alendronato de s6dio € uma molécula insolivel em
guase todos os solventes organicos, entre eles, o DMSO. Além disso, quando em altas
concentracdes, o ALD pode saturar a formulagdo e desestabilizar o sistema em virtude da sua
insolubilidade em solventes orgénicos, 0 que resulta em uma redugcdo da eficiéncia de
incorporacao (ILES et al., 2021; DIAS et al., 2016).

Ao propor o desenvolvimento de sistemas para entrega de farmacos, deve-se levar em
consideracdo que estes materiais podem entrar em contato com o sangue, e como resultado
podem afetar de forma negativa as células sanguineas, causando hemdlise. O ensaio de
hemdlise tem como finalidade mensurar o vazamento de hemoglobina em decorréncia dos
danos causados nas membranas dos glébulos vermelhos (QUELEMES et al., 2017). Com
isso, a determinacgdo da atividade hemolitica das NPPs com e sem o farmaco, bem como, do
farmaco na sua forma livre (15mg) foram realizadas.

Conforme demonstrado na figura 14, as nanoparticulas sem a presenca do farmaco
apresentaram uma atividade hemolitica nas maiores concentragbes. Quelemes e
colaboradores (2017) relata que o aumento da hidrofobicidade do polissacarideo pode estar
relacionado com a atividade apresentada pela nanoparticula polimérica. Entretanto, os
mecanismos pelos quais polissacarideos causam hemolise ainda nédo foram elucidados pela
literatura.

A figura 14 também demonstra que de acordo com a diminuicdo da concentracdo de

ALD nas formulagdes, € possivel observar um decréscimo na atividade hemolitica. A literatura
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relata ainda, que o alendronato de sddio ndo causa grandes danos a eritrocitos. Kopka e
colaboradores (2011), em seus estudos, demonstraram que o ALD mesmo em concentracfes
relativamente altas, ndo apresenta atividade hemolitica significante. Demonstrando também,
que mesmo altas concentracbes de alendronato de sédio ndo causam mudancas
estatisticamente significativas na morfologia dos eritrécitos.

Conforme demonstrado nos resultados do presente estudo, as nanoparticulas
incorporadas com o farmaco alendronato de sédio conseguiram reverter a atividade hemolitica
ocasionada pelas nanoparticulas contendo apenas os polimeros e pelo farmaco na sua forma
livre, indicando portanto, uma excelente biocompatibilidade com as células sanguineas.
Desse modo, sugere-se uma melhora da biocompatibilidade do farmaco ao ser incorporado
em nanoparticulas contendo goma do cajueiro acetilada e goma do angico.
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7 CONCLUSAO

A caracterizacdo da goma do cajueiro modificada realizada por FT-IR demonstrou que
houve modificacdo na estrutura polissacaridica através da identificacdo da presenca do grupo
funcional acetil. Também foi possivel a identificacdo dos grupos funcionais presentes na goma
do angico, bem como no alendronato de sdédio, utilizados para a formulacdo das
nanoparticulas.

Ademais, os resultados obtidos até o presente momento mostram-se promissores,
uma vez que foi possivel a realizacéo da sintese de nanoformulac8es para incorporacao do
alendronato de sodio utilizando os polimeros naturais — goma do cajueiro acetilada e goma
do angico, as quais apresentaram caracteristicas adequadas em termos de tamanho,
potencial Zeta, indice de polidisperséo e eficiéncia de incorpora¢éo. Além disso, os resultados
demonstraram que as nanoparticulas contendo o farmaco conseguiram reverter a atividade
hemolitica ocasionada pelas nanoformula¢gdes contendo apenas os polimeros, bem como, a
atividade hemolitica ocasionada pelo farmaco na sua forma livre (15mg). Entretanto, sugere-
se a realizacdo de mais experimentos in vitro com o intuito de realizar caracterizacfes
adicionais das nanopatrticulas, além de experimentos in vivo para avaliacdo dos seus efeitos

biol6gicos no trato gastrointestinal de animais.
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