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RESUMO

A utilizagdo de polissacarideos derivados de gomas naturais € uma alternativa para
sistemas drug delivey, devido as suas propriedades biocompativeis, o que resulta em
melhorias nos efeitos adversos dos farmacos. Esse trabalho estudou a utilizacédo de
nanoparticulas da goma de angico branco purificada (NpAB) e do angico branco
misturada com glicerol (NpAGL) como entregadores de Anfotericina B. As
nanoparticulas foram sintetizadas, didlisada e caracterizadas por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), espectroscopia na regido do infravermelho com
transformada de Fourrier (IV), ressonancia magnética nuclear (RMN),
termogravimetria (TG), quanto a sua distribuicdo de tamanho médio e potencial zeta,
guantidade de farmaco incorporado e liberado e atividade hemolitica. A goma de
angico foi isolada do exsudado com rendimento de 87,54 % e as etapas de
purificacbes com 74,67 e 78,93 %. Os espectros das nanoparticulas carregadas com
AmB absorveram na regido do IV em 1100 e 950 cm™ caracterizando a incorporacéo
da Anfotericina B. As andlises termogramimétricas auxiliaram na caracterizacao,
ficando evidente a incorporacédo do farmaco, a presenca de heteropolissacarideo na
goma de angico branco e total polimerizacao do glicerol na formacdo da NpAGL. As
nanoparticulas NpAB apresentaram tamanhos entre 45,1 e 267,6 nm e NpAGL
apresentaram tamanhos variados de 49,3 nm, 176,2 nm e 828,0 nm, apdés a
incorporacdo do farmaco, as NpAB-AmB apresentaram tamanho 131,7 nm e as
NpAGL-AmB tiveram a formacéo de tamanho de 53,3 nm e 161,9 nm. As imagens de
MEV mostraram nanoparticulas esféricas. O estudo de liberacédo in vitro do farmaco
seguiu de liberacdo controlada até aproximadamente 24 h, e p6de-se verificar que
este se ajusta ao modelo matematico Log-Logistic. As nanoparticulas néo

apresentaram caracteristica hemolitica.

PALAVRAS-CHAVE: ANADENANTHERA COLUBRINA, GLICEROL, ENTREGA DE
FARMACOS.



ABSTRACT

The use of polysaccharides derived from natural gums is an alternative for drug delivey
systems, due to their biocompatible properties, which results in improvements in the
adverse effects of the drugs. This work investigated the use of nanoparticles of purified
white angico gum (NpAB) and white angico mixed with glycerol (NpAGL) as
amphotericin B delivery agents. The nanoparticles were synthesized, dialyzed and
characterized by scanning electron microscopy (SEM), spectroscopy in the infrared
region (IR), nuclear magnetic resonance (NMR), thermogravimetry (TG), as well as
their distribution of medium size and zeta potential, amount of incorporated and
released drug and hemolytic activity. Angico gum was isolated from the exudate in
87,54 % yield and the purification steps were 74,67 and 78,93 %. The spectra of the
nanoparticles loaded with AmB absorb in the IR region 1100 and 950 cm featuring
the incorporation of amphotericin B. Thermograms helped in the characterization,
making evident the incorporation of the drug, the presence of heteropolysaccharide in
the white angico gum and total polymerization of glycerol in the formation of NpAGL.
The NpAB nanoparticles presented sizes between 45,1 and 267,6 nm and NpAGL
presented varying sizes of 49,3 nm, 176,2 nm and 828,0 nm, after incorporation of the
drug, NpAB-AmB presented a size 131,7 nm and NpAGL-AmB had the size formation
of 53,3 nm and 161,9 nm. MEV images showed spherical nanoparticles. The in vitro
release study of the drug followed controlled release until approximately 24 h, and it
was verified that this one conforms to the Log-Logistic mathematical model. The

nanoparticles did not present hemolytic characteristics.

KEYWORDS: ANADENANTHERA COLUBRIN, GLYCEROL, DRUG DELIVERY.
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1. INTRODUCAO

Cada vez mais a nanotecnologia vem ganhando espac¢o na medicina moderna,
principalmente na solugcao de desafios dos sistemas de entregas de drogas, tais como
o melhoramento da biodisponibilidade e os efeitos secundérios, e ainda aumenta a
segmentacao de agentes terapéuticos para uma ampla variedade de doencas (DENG
etal., 2014; MISRI et al., 2015). Com isso, a indUstria farmacéutica estd em constante
busca de novos sistemas de distribuicdo e assim como agentes que possam ser
utilizados em aplicacdes mais especificas (RIBEIRO et al., 2016). As nanoparticulas
podem proporcionar a entrega de medicamentos de forma direcionada, e ainda
melhorar a sua toxicidade sistémica (MISRI et al., 2015).

Os materiais mais utilizados para produzir essas nanoparticulas séo os
polimeros (DENG et al., 2014). Segundo Ribeiro et al. (2016) os sistemas poliméricos
obtidos por misturas e/ou combina¢des com diferentes polimeros sob a forma de géis,
particulas e redes sao os sistemas que mais tem recebido atengéo dos investigadores
nos ultimos anos, devido principalmente a sua ampla utilizagdo nas diversas areas,

entre elas farmacéutica, médica e tecnologica.

A biodisponibilidade e a biocompatibilidade dos polimeros naturais sao as
principais propriedades para a utilizacdo desses biomateriais nos Sistemas entrega
de drogas — Drug Delivey Systems (DDS) — e aplicacdes bioquimicas. Os polimeros
(polissacarideos) naturais podem ser obtidos de exsudatos de arvores, algas,
sementes, liguens e por fermentacao microbioldgica. Os polissacarideos solUveis em
agua sao conhecidos como gomas, e encontram ampla aplicacdo devido as suas
propriedades reoldgicas (APOLINARIO et al.,, 2010; DE PAULA; SANTANA;
RODRIGUES, 2001; OLIVEIRA, 2005).

Tais gomas formam em agua dispersdes coloidais, solu¢des com viscosidade
muito elevada, ou até mesmo geéis. A exemplo de goma natural, tem-se a goma do
angico, a qual é exsudada do tronco de uma arvore da familia das Leguminosae
Mimosoideae do género Anadenanthera. A arvore € encontrada com facilidade por
todo o territorio brasileiro e pode pertencer a varias espécies, das quais destacam-se:

angico branco, angico do campo, angico roxo, angico Vverdadeiro (SILVA,
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RODRIGUES; PAULA, 1998). A goma do angico € um heteropolissacarideo composto

por arabinose, galactose, raminose e acido glucordnico (OLIVEIRA, 2005).

Pesquisas veem sendo desenvolvidas utilizando a goma de cajueiro, goma
gelana, goma de marmelo, goma ardbica, entre outras (ABREU et al., 2012; BAJPAI
et al., 2017; DHANKA; SHETTY; SRIVASTAVA, 2018; GANIE; ALI; MAZUMDAR,
2015; MATRICARDI et al., 2009; RIBEIRO et al., 2016; XIE et al., 2018). A goma de
angico branco, derivada do exstudato de Angico Branco (Anadenanthera colubrina),
revela propriedades de utilizagdo semelhante as gomas anteriormente citadas, pois
apresenta um polissacarideo natural constituido por arabinose, galactose, acido
urénico, ramnose e manose (DELGOBO et al., 1999; GLINEL et al., 2000; SILVA,
RODRIGUES; PAULA, 1998).

A goma do angico é usada popularmente como medicamento para sintomas de
tosse, facilitando a expectoracdo; ha ainda relatos desta ser um poderoso

medicamento em casos de coqueluche (OLIVEIRA, 2005).

Com todas essas propriedades e facilidades de aquisicdo do material a goma
do angico torna-se um atraente biomaterial para a sintese de nanoparticulas e
incorporacdo de farmacos, seguindo o exemplo da goma de cajueiro que ja é

investigada e vem mostrando-se promissora para tal uso (FRANCISCA et al., 2016).

No entanto, a incorporacdo de farmacos em sistemas de nanoparticulas néo
garante que a entrega seja bem sucedida. As particulas sdo muitas vezes mais
eficientes eliminada do sangue pelo sistema fagocito. Toda via, a modificacdo quimica
destas nanoparticulas evidencia uma solucéo para essas desvantagem, pois algumas
substancias previnem a adsorcdo nao especifica e aumenta a circulagdo das
nanoparticulas na corrente sanguinea. Entre os poucos materiais utilizado para obter
esse resultado tem-se o Polietilenoglicol que tem como vantagem sua baixa toxicidade

e resisténcia a adsorcdo ndo especifica de biomoléculas (DENG et al., 2014).

A modificacao de polissacarideos com moléculas de glicerol, tem se mostrado
favoravel, pois 0s materiais sintetizados podem ser usados para aplicacdes
industriais, incluindo, liberacédo lenta de ligantes organicos e inorganicos (BILANOVIC,;
STAROSVETSKY; ARMON, 2016). O glicerol hiper ramificado ja é utilizado como
plataforma para administracdo de medicamentos na terapia de cancer (CALDERON
et al., 2010; MISRI et al., 2015). Misri e colaboradores (2015), estudaram a utilizagéo
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do glicerol com Docetaxel e observaram que o material sintetizado apresentou melhor
sistema de entrega do farmaco associado a baixa toxicidade, maior acumulo
significado na regido tumoral, além do efeito protetor preferencial as células priméarias
ndo-cancerigenas (MISRI et al., 2015). Tendo em vista o avanco cientifico e a procura
de melhoria no sistema de drug delivery, a utilizacdo da mistura formada a partir da
goma de angico com glicerol torna-se bastante promissora.

Nishi e colaboradores (2007) estudaram a conjugacdo da goma-ardbica e
Anfotericina-B, um farmaco antifingico muito utilizado no tratamento de leishmaniose
visceral e que apresenta diversos efeitos colaterais, e observaram que o conjugado
era estavel, ndo hemolitico e ndo téxico para os 6rgaos internos dos animais, além do
melhoramento na solubilidade quando comparado ao farmaco que apresenta
propriedades insoluveis em agua e diversos solventes organicos. Nos estudos de
Lima e colaboradores (2018) a Anfotericina-B incorporada na goma de cajueiro
acetilada proporcionaram 70% de eficiéncia de encapsulacdo e perfis de liberagcéo
prolongados, o que garantiu o excelente potencial dessa goma na liberacdo de
principios ativos.

Outro ponto importante no estudo de drug delivery é o tamanho das particulas
sintetizadas, pois atualmente as ciéncias farmacéuticas estdo usando nanoparticulas
para reduzir a toxidade e os efeitos colaterais das drogas (JONG, 2008). O potencial
para atravessar barreiras biolégicas dentro do corpo, permitindo o acesso a célula e
varios compartimentos celulares, incluindo o ndcleo, o que proporciona também uma
entrega mais especifica de medicamentos também colabora com a preferéncia por
esse sistema (DODI et al., 2016; JONG, 2008; PLACIDO et al., 2016). Com isso é de
se esperar que o composto formado com o carregador e o farmaco apos
aprisionamento em tamanho nanométrico apresente essas caracteristicas
anteriormente citadas.

Em vista do que foi apresentado, esse trabalho foi realizado para examinar a
utilizacdo das nanoparticulas da goma de angico branco e da mistura de angico
branco e glicerol como drug delivery quando incorporado a elas o farmaco Anfotericina
B.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Nanotecnologia e Nanociéncia

N&o é de hoje que a nanotecnologia se destaca na ciéncia como uma area
muito importante. Isso se d& pela sua vasta aplicacdo nos diversos campos de estudos
como as engenharias, medicina, fisica, quimica, biologia, entre outras (PAULA et al.,
2010). A nanotecnologia trouxe conceitos de que o tamanho e a forma influenciam
nas fungdes dos materiais, diferenciando assim, a nanociéncia de outras tecnologias
atuais (TELI; MUTALIK; RAJANIKANT, 2010).

Apesar de ser considerada uma ciéncia moderna a nanotecnologia ja& veem
sendo falada desde o século XX, quando Richard Feynman em sua palestra intitulada
“Ha muito espaco na parte inferior”, propés conhecer, manipular e controlar materiais
em escala atbmica ou molecular. A National Nanotechnology Initative (NNI) e a
National Science Foundation definem nanotecnologia como a ciéncia que estuda e
compreende a sintese, caracterizacdo e aplicacdes tecnolégicas de materiais e
sistemas em escala manométrica (ALCALA-ALCALA; QUINTANAR-GUERRERO,
2014; TELI; MUTALIK; RAJANIKANT, 2010).

Alguns autores destacam classificacfes para a escala nanométrica. Atkins e
Jones (2012), demonstram que 0s materiais nanomeétricos estao na faixa de tamanho
de 1 a 100 nm. Kumar et al., (2017), definem nanoparticulas como distribuicdo de
particulas com um tamanho entre 10 e 100 nm. Entretanto, destacam e reconhecem
gue particulas usadas para fins médicos nem sempre estdo de acordo com essa
definicho de tamanho e citam o exemplo da aprovacdo pela Food and Drug
Administration dos Estados Unidos (FDA) da albumina carregada com paclitaxel
(Abraxane™) administrada por via intravenosa para terapia de cancer, cujo o tamanho

da sua nanoparticulas é de 130 nm.

Dimer et al.,, (2013), afirmam que o conceito de nanotecnologia é
constantemente aprimorado de acordo com os avanc¢os dos estudos cientificos e
destaca que a European Medicines Agency define, na area da saude, nanotecnologia
como o uso de estruturas menores que 1.000 nm. Alguns autores, como Moreno Raja
e colaboradores (2019) relatam que nanoparticulas com diametro variando de 10 a
1.000 nm possuem propriedades unicas em relagéo a superficie, volume e capacidade

de encapsulamento de drogas.
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Para Kumar e colaboradores (2010), as propriedades quimicas, fisicas e
biolégicas dos materiais em escala nanométrica sdo diferentes dos atomos e
moléculas individuais principalmente pelo aumento da &rea de superficie e os efeitos
qguanticos, o que leva a uma maior reatividade quimica. Assim, os autores afirmam
que o “principal objetivo da nanotecnologia € compreender e criar materiais,

dispositivos e sistemas com caracteristicas e desempenhos aprimorados”.

Entretanto, Florence (2018) ressalta que nao pode haver uma definicdo simples
para as nanoparticulas, algumas caracteristicas e propriedades como a determinacdo
de tamanho é insuficiente para tal. O mesmo defende que deve ser considerada
algumas outras propriedades, como a morfologia, natureza do material, interacéo

guimica, forma, etc.

O fato, € que ja é sabido da importancia da nanotecnologia para diversas areas
da ciéncia, e das suas promessas de novos materiais e revolucdes, tais como
biossensores, computadores microscopicos, materiais leves, o0ssos artificiais,
melhorias nos diagnosticos e tratamentos médicos e o proprio estilo e qualidade de
vida. Ja é conhecida varias tipos de estruturas nanos, entre as quais se destacam 0s
nanobastdes, nanofios, nanotubos, nanobastos, nanofitas, nanofibras, e
nanoparticulas (ATKINS; JONES, 2012; PAULA et al., 2010).

Esta ultima (nanoparticulas), vem ganhando cada vez mais espa¢co na area
farmacéutica e médica, principalmente em sistemas de entregas de medicamentos.
Segundo Raja et al., (2019), algumas das vantagens da tecnologia nano € poder
alcancar melhorias na entrega de medicamentos pouco solUveis em agua e direcionar

a entrega de farmacos em locais especificos.
2.1.1 Nanoparticulas e Entrega de Farmacos

As nanoparticulas sdo apontadas como o principal elo da nanotecnologia e a
medicina, a juncdo das duas areas € conhecida como nanomedicina. E uma das
principais aplicacdes da nano, além de avancos na area de diagnostico, é na entrega
de farmacos (SWIERCZEWSKA et al., 2016).

A aplicacdo das nanoparticulas na entrega de farmacos se tornou necesséria
devida algumas limitacbes e desvantagem na administragdo convencional de

medicamentos, onde a baixa eficacia, baixa biodistribuicdo e sensibilidade, e
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toxicidade elevada séo alguns fatores que contribuiram para a busca por novas
tecnologias; podendo melhorar, por exemplo, a sensibilidade ao composto bioativo
(MENDES et al., 2017).

Kumar et al., (2017), fez uma breve comparacdo, mostrada esquematicamente
(Figura 1) entre os sistemas de entrega de drogas convencionais e 0s sistemas de
entrega por nanoparticulas. Os autores relatam o caminho que o farmaco percorre
guando ingerido até chegar no local desejado. Na administracdo convencional, ocorre
‘perda do farmaco” na corrente sanguinea, afetando as células saudaveis, e
diminuindo a dose recebida pela a célula alvo. O inverso ocorre na entrega controlada
por nanoparticulas, no qual o farmaco integrado as nanoestruturas € levado ao local

de acao, diminuindo seus efeitos colaterais.

FIGURA 1. Esquema comparativo entre os metodos convencional e por

nanoestruturas de farmacos.
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FONTE: KUMAR et al., (2017).

Além disso, os sistemas de distribuicdo de drogas tem a capacidade de
melhorar o desempenho do medicamento e superar muitas das limitacdes ja citadas.
Esses sistemas podem aumentar a penetracdo da droga através da pele no caso de
formulac@es topicas antifungicas, por exemplo. Outras vantagens das nanoparticulas
se da na liberagdo sustentada do farmaco e melhor estabilidade deste. O

direcionamento para o tecido infectado reduz os efeitos secundarios; o prolongamento
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do tempo na corrente sanguinea pode melhorar a eficiéncia do farmaco e
consequentemente pode diminuir a sua dose necessaria, o0 que acarreta na adesao e
conveniéncia do paciente (ALCALA-ALCALA; QUINTANAR-GUERRERO, 2014;
KUMAR et al., 2017; SOLIMAN, 2017).

Grande parte das drogas possui solubilidade em &gua limitada e isso interfere
na sua eficacia. Farmacos incorporados em nanoparticulas ndo s6 melhora a sua
biodisponibilidade (maior quantidade de droga no local de absorcdo) e
biocompatibilidade, como também melhora essa solubilidade, protege-os contra
degradacdao gastrointestinal, facilita o transporte e a cinética de liberacdo no local alvo.
Além de que, devido seu tamanho € capaz de circular no corpo e atravessar 0s
tecidos, facilitando sua absorcéo pelas células especificas, tais como os tumores, por
meios naturais, como a endocitose (ALCALA-ALCALA; QUINTANAR-GUERRERO,
2014; PINHEIRO, 2014; TELI; MUTALIK; RAJANIKANT, 2010).

Assim, para Alcala-Alcala e Quintanar-Guerrero (2014), os sistemas de “Drug
Dellivery” possui seu foco em evitar efeitos colaterais, reduzindo as doses e

desenvolvendo medicamentos eficazes com direcionamento seletivo.

Teli e colaboradores (2010), abordam a melhora e eficacia de medicamentos

pela nanotecnologia por argumentos tais como:

e O tamanho minulsculo das particulas aumenta a area da
superficie, aumentando a taxa de dissolucéo destas;

¢ Novas formulacdes de nanoparticulas com melhor estabilidade
e prazo de validade;

e Desenvolvimento de formulagcdes de nanoparticulas para
melhorar absorcdo de compostos insoliveis permite melhor
biodisponibilidade e taxas de liberacdo, potencialmente reduzindo a
guantidade de dose necessaria e, assim, diminuir os efeitos colaterais;

e Formulacdes de nanoparticulas com perfis de liberacéo
sustentada pode melhorar a adesdo do paciente aos regimes de

dosagem,;

Em resumo, Dimer et al., (2013) afirmam que em uma situacdo ideal as

nanoparticulas em sistemas de “Drug Dellivery” séo capazes de transportar o farmaco
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para o local de destino especifico para exercer a sua atividade medicamentosa com o

maximo de seguranca.

Com algumas das vantagens ja mencionadas dos sistemas de entregas de
farmacos controlados é importante salientar que ha diversos tipos de materiais que
podem ser empregados para esse fim. Dos quais 0s que mais se destacam sao
classificadas de acordo com a sua composi¢cdo em, poliméricas, micelas, lipidicas,
nanoemulsdes, nanocapsulas e dendrimeros (ALCALA-ALCALA; QUINTANAR-
GUERRERO, 2014; DIMER et al., 2013; SOLIMAN, 2017).

De maneira geral, além de serem classificados quanto a sua natureza, esses
materiais devem levar em consideragao alguns critérios para que sejam aplicados em
sistemas de entrega de farmacos. Segundo Dimer et al., (2013), os materiais utilizados
na obtencao de formulagc6es nanotecnoldgicas sao selecionados de acordo com suas
caracteristicas de Dbiodegradabilidade, biocompatibilidade, capacidade para

funcionalizar superficies, conjugacao, complexacao e encapsulamento.

Sendo assim, Kumar et al., (2017) ressalta que os nanocarrecadores de
farmacos devem ser biocompativeis, ou seja, devem ser capazes de se integrar com
sistemas biologicos sem provocar resposta imune ou efeitos colaterais e devem ser

atoxicos.

Ainda segundo Kumar e colaboradores (2017), as caracteristicas do uso de
nanoparticulas como sistemas “Drug Dellivery” inclui a facil manipulacdo do tamanho
das particulas e suas caracteristicas superficiais para alcancar o direcionamento ativo
e passivo de drogas. A liberacdo do farmaco deve ser controlado e sustentado tanto
durante o transporte, quanto ao local a que se destina, aumentando assim, sua

eficacia terapéutica e reduzindo os efeitos colaterais.

Kumar et al., (2017) também destaca a capacidade de encapsular o farmaco, a
variedade nas vias de administracéo tais como parental, intraocular, oral e nasal como

caracteristicas importantes dos nanocarrecadores de farmacos.

Essas e outras caracteristicas sado essenciais para o desenvolvimento de
sistemas de entrega de farmacos cada vez melhores. E depende estritamente da
selecdo de um bom material capaz de liberar o farmaco de forma sustentada ao longo

do tempo. Dentre as véarias opg¢les disponiveis citadas anteriormente, as



25

nanoparticulas poliméricas se destacam por serem versateis e promissoras nesse
sentido (LOPES; LOBO; COSTA, 2005).

2.2 Nanoparticulas Poliméricas

Nanoparticulas a base de polimeros sdo alternativas promissoras para 0s
sistemas de entrega de farmacos. Possuem qualidades unicas, como tamanho
pequeno e alta relacdo entre a superficie e o volume, capacidade de encapsular
drogas diversas e quimica superficial ajustaveis; podem ser definidas como particulas
sélidas, as quais possuem propriedades coloidais na faixa de 10 a 1000 nm.
Geralmente apresentam-se como nanoesferas e nanocapsulas, sendo esses 0s
principais tipos, porem existem outros, tais como micelas, dimeros etc (ALCALA-
ALCALA; QUINTANAR-GUERRERO, 2014; RAJA et al., 2019; RAO; GECKELER,
2011; SINGH; JOSHI; MALVIYA, 2018).

Nas nanoesferas o farmaco pode ser encapsulado e distribuido no interior da
matriz polimérica, quimicamente ligado ou adsorvido a superficie da nanoparticula.
Figura 2A (ALCALA-ALCALA; QUINTANAR-GUERRERO, 2014; RAO; GECKELER,
2011).

FIGURA 2. Tipos de nanoparticulas poliméricas. Nanoesfera com o farmaco
encapsulado na superficie e/ou dentro da particula (A) e Nanocapsula, com o farmaco

encapsulado em veiculo liquido dentro da particula sélida (B).

FONTE: EL-SAY; EL-SAWY, (2017)

De acordo com Rao e Geckeler (2011), assim como para El-Say e El-Sawy
(2017) concordam ao definirem nanocapsula (Figura 2B) como um tipo de reservatorio
de farmacos, ou seja, sdo sistemas vesiculares. Soliman (2017) colabora com a
definicAo ao afirmar que elas tém um nucleo que é liquido ou semi-solido a

temperatura ambiente rodeado por um invélucro polimérico sélido. O nulcleo € um
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solvente lipofilico, geralmente um 6leo e é usado como um reservatério para

encapsulacao de drogas hidrofébicas.

Soliman (2017), ainda relata que nanoesferas e nanocapsulas podem ser
administradas por entre outras vias, as parenteral, oral e topica. E que comparando
essas estruturas com as fosfolipidicas, as poliméricas sdo mais estaveis, de facil

preparo € armazenamento.

Em relacdo ao seu material quimico, as nanoparticulas para a entrega de
farmacos podem ser formadas a partir de polimeros sintéticos e/ou de polimeros
naturais. Os sintéticos sao das classes dos poliésteres alifaticos, os quais séo
derivados de &cidos, como o acrilico e metacrilico, além de cianoacrilato de alquila.
Uma variedade de polimeros sao sintetizados com o intuito de serem usados em
sistemas “Drug Dellivery”, entre eles o copolimero poli(acido latico-co-glicolico) —
PLGA e o poli(etilenoglicol) ou poli(6xido de etileno) — PEG que estdo entre os mais
utilizados (CALDERON et al., 2010; DIMER et al., 2013; RAJA et al., 2019; SHARMA
et al., 2016).

Sharma e colaboradores (2016) colocam o PLGA como um polimero
biodegradavel, biocompativel e de administracéo facil, além de que é aprovado pela

FDA dos Estados Unidos e pela Agencia Europeia de Medicina (EMA).

De acordo com Raja (2019) o PEG € o polimero mais amplamente utilizado em
sistemas de entrega de farmacos, é relativamente barato e comercialmente disponivel

em uma ampla variedade de pesos moleculares, Figura 3.

FIGURA 3. Estrutura quimica do poli(etilenoglicol) - PEG.
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FONTE: Google Imagens.

Apesar de ja existirem muitos polimeros sintetizados, outras variedades ainda
estdo sendo estudados com o intuito de melhorar cada vez mais a entrega de
farmacos. Mendes et al., (2017) sintetizaram e estudaram o poli(metilmetacrilato) —

PMMA e verificaram que pode ser uma alternativa como sistema de “Drug Dellivery’,



27

aumentando a atividade antitumoral de extrato vegetais de Piper cabralanum (PCA-

HEX) em vinte ou mais vezes.

Embora varios polimeros biodegradaveis sintéticos tenham sido desenvolvidos
para aplicacdes biomeédicas, o uso de polimeros naturais permanece atraente devido
a sua abundancia na natureza, boa biocompatibilidade e capacidade de ser facilmente
modificado. Os polimeros de origem natural podem ser classificados como
polissacarideos, proteinas e polinucleotideos. Estes sdo considerados inofensivos in
vivo, sdo enzimaticamente degradaveis, possuem propriedades bioativas e interacfes
atoxicas com as células (CHIELLINI et al., 2009; RAJA et al., 2019).

Entre as vantagens dos polimeros naturais, podemos citar além da sua elevada
abundancia natural, ser facilmente purificados e tendem a aumentar a solubilidade e
permeabilidade de muitos medicamentos devido a natureza multifuncional. Diversos
estudos mostram que farmacos encapsulados com polissacarideos exibiram aumento
em sua eficacia atribuido a sua melhor penetracdo nos tecidos e melhor
biocompatibilidade (RAJA et al., 2019; SINGH; JOSHI; MALVIYA, 2018).

Os polissacarideos sdo apontados como materiais favoraveis na preparacao
de nanoparticulas para entregas de farmacos devido as suas propriedades
vantajosas, das quais destacam-se a biodegradabilidade, biocompatibilidade e
abundancia, o que os tornam menos dispendioso quando comparado a outros
materiais, além do mais, estes ainda podem ser modificados quimicamente (REIS et
al., 2017)

De acordo com Oliveria (2005), os polissacarideos sédo polimeros naturais de
elevado peso molecular formados por unidades monossacarideos unidos
guimicamente por ligacdes glicosidicas. Estes ainda podem ser classificados em
homossacarideos ou heterepolissacarideos, quando s6 possuem um unico tipo de
monossacarideo em sua composicao (a celulose por exemplo, é composta apenas de
glicose), ou quando possuem duas ou mais unidades diferentes de monossacarideos

(como a goma do caju), respectivamente, Figura 4.
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FIGURA 4. Exemplos de polissacarideos, Celulose, composto apenas por glicose (A)

e Representacdo de uma possivel estrutura fragmentada da goma do angico (B).
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FONTES: Google Imagens (A) e DELGOBO et al., (1998).

Tais materiais podem ser obtidos naturalmente através das algas, sementes,
liquens ou fermentac&o microbianas, além dos exsudados de arvores. Nesse contexto
eles também podem ser chamados e/ou conhecidos como gomas naturais
(OLIVEIRA, 2005; REIS et al., 2017).

Dentre as maneiras de serem obtidos, os polissacarideos dos exsudados de
arvores sao produzidos como mecanismo de defesa das plantas contra ataques
fisicos ou microbiano. Quando esses polissacarideos sdo solUveis em agua sédo
conhecidos como gomas (MENDES, 2013; OLIVEIRA, 2005).

Silva, Rodrigues e Paula (1998), definiram gomas naturais como
“polissacarideos obtidos de exsudatos de troncos de arvore, de sementes, de algas
ou por fermentacdo microbiol6gica, que sofrem hidratacdo em agua fria ou quente,

formando dispersdes coloidais, solugdes altamente viscosas ou, até mesmo, géis.

As gomas dos exsudados de arvores sao heteropolissacarideos ramificados de

elevados pesos moleculares, dentre as inUmeras aplicacdes possiveis destacam-se o
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uso como agentes espessantes, gelitificantes, emulsificantes, floculantes,
clarificantes, adesivos, filmes, estabilizantes e protetores coloidais. Estudos veem
mostrando aplicabilidades promissoras na area de entrega de farmacos, tal como a
gomas do caju no qual Lima et al., (2018) hidrofobizado nanoparticulas a base da
goma do caju para a entrega controlada da Anfoterecina B (SILVA; RODRIGUES;
PAULA, 1998).

2.3 Gomado Angico

A goma do angico é um exsudado dos troncos de arvores pertencentes a familia
das leguminosas (Leguminosae Mimosoideae) e ao género Anadenanthera. E uma
arvore nativa e abundante nas florestas tropicais da America do Sul. No Brasil vai da
regido Norte ao sul do estado do Parana. Conhecida como arvore de Angico, pode
apresentar variadas espécies tais como angico branco, angico vermelho e angico roxo
(MORETAO et al., 2004; SANTOS et al., 2013; SILVA; RODRIGUES; PAULA, 1998).

2.3.1 Angico branco

O angico branco pertence a espécie Anadenanthera colubrina, € uma arvore
de porte médio a alto variando de 12 a 15 metros e tronco com 30 a 50 centimetros
de didametro. Sua casca € espessa e de coloracdo acinzentada com aspecto liso ou
espiculado. As folhas sdo miudas, as flores sé&o brancas e o seu fruto é do tipo vagem
com sementes achatadas, Figura 5 (MORETAO et al., 2004; WEBER et al., 2011).

Segundo Moretéo e colaboradores (2004) o angico branco ocorre no Brasil desde o
Maranhdo até o Parana, passando por Goids. A madeira é utilizada na construcéo

civil, obras hidraulicas, carpintaria e carvao.

De acordo com Santos et al. (2013), o angico € uma das espécies botanicas
com propriedades medicinais mais citada pela populacéo residente em areas onde a
espécie ocorre. A casca € a mais utilizada, preparada por infusdo ou maceragéo &
utilizada por via oral no tratamento de processos inflamatérios do corpo, tais como
bronquite e gastrite. As sementes do fruto sdo utilizadas no preparo de bebidas
indigenas do tipo alucind6genas em rituais religiosos na Argentina, Bolivia e Venezuela
(WEBER et al., 2011).
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A casca da &rvore também pode ser utilizada na industria de curtume por conter
tanino e o seu exsudado € conhecida como uma remédio para problemas respiratorios
(DELGOBO et al., 1998).

Cientistas estdo estudando as propriedades e aplicabilidades da goma e ja
existem evidencias sobre efeitos no sistema imunolégico de camundongos,

aumentando a quantidade de macréfagos (MORETAO et al., 2004).

FIGURA 5. Imagens das partes da Anadenanthera colubrina: Arvore do angico branco

(A), folhas e folhas (B), fruto do tipo vagem (C) e tronco (D).

Fonte: Google Imagens.

Estudos ja mostraram que a goma do angico branco é um heteropolissacarideo
complexo e ramificado rico em arabinose e seguido de ramnose, manose, galactose

e oligossacarideos com a maioria contendo arabinose (DELGOBO et al., 1998, 1999).

Delgobo e colaboradores (1998) propuseram a estrutura para a goma do angico

(Figura 6) na qual identificaram (1—3)-p-D-Galp como a cadeia principal e cadeias
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laterais diferentes constituidas por grupos de oligossacarideos de duas, trés, cinco ou
sete unidades tal como p-D-Galp-(1—6)- p-D-Galp (MORETAO et al., 2003).

FIGURA 6. Possivel estrutura fragmentada da goma do angico branco proposta por

Delgobo e colaborades em 1998.
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Fonte: DELGOBO et al., (1998).

Com base nas propriedades ja conhecidas de polissacarideos naturais e das
evidencias antiflamatorias da goma do angico, a aplicacao desta em areas médicas.
Oliveira e colaboradores (2009) estudaram a liberacéo de proteinas encapsuladas em

nanoparticulas derivadas do angico e acido acrilico.

Paula et al., (2010), utilizaram nanoparticulas de angico e quitosana para

encapsular 6leo essencial de Lippia sidoides e estas mostram-se eficazes para o uso.

Oliveira et al., (2009) avaliaram a formacdo de nanoparticulas da goma do
angico e quitosana e concluiram que o sistema € um bom candidato a entrega de
farmacos. Sendo assim, pesquisas com esse heteropolissacarideo se tornam cada

vez mais interessantes e necessarias.

E muito comum as gomas naturais passarem por modifica¢cbes quimicas ou
serem misturadas com outros polimeros ou materiais para que possam obter
melhorias em algumas de suas propriedades. Ma et al., (2017) estudaram o efeito do
glicerol em membranas de quitosana na entrega de farmacos antibacterianos para
cicatrizacdo de feridas e notaram que com o aumento do teor de glicerol que

propriedades tais como resisténcia a tracdo, a taxa de inchamento, a permeabilidade
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ao vapor de &gua e a molhabilidade das membranas foram significativamente

melhoradas.

Em 2016 Qi e seus colaboradores estudaram os efeitos do glicerol e da argila
sobre as propriedades fisico-quimicas de filmes a base de goma de camelina e
obtiveram melhorias em relacdo a propriedade mecéanica do filme o qual foi atribuido
a nanoargila e observaram que o glicerol atuou como plastificante melhorando o

namero de alongamento na quebra do filme.

2.4 Anfoterecina B

A anfoterecina B (AmB) é um antibiotico antifingico poliénico macrociclico
produzido naturalmente pelo actinomiceto Streptomyces nodus. E usada em
aplicacdes clinicas intravenosas para o tratamento de infeccfes fungicas sistémicas
tais como Aspergilose, Candidiase, Blastomicose, Coccidioidomicose, Criptococosis
e Histoplasmose. Apesar da sua elevada toxicidade, aguda e cronica continua ser a
droga mais utilizada para tratar infecgcbes micoticas profundas. Recentemente vem
sendo aplicada no tratamento de algumas infec¢des causadas por protozoarios, como
a leishmaniose (FILIPPIN; SOUZA, 2006; GABORIAU et al., 1997; JOHNSON, 2015;
LIMA et al., 2018).

Devido a sua caracteristica estrutural anfifilica € um farmaco pouco soluvel em
agua o que leva suas moléculas se agregarem em meio aquoso (GABORIAU et al.,
1997). Sua estrutura foi proposta em 1971 por Ganis e colaboradores e pode ser vista
na Figura 7 (FILIPPIN; SOUZA, 2006).

FIGURA 7. Estrutura molecular do farmaco Anfoterecina B.

Fonte: Google Imagens.
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O tratamento com a AmB leva a variados efeitos colaterais devido a sua
elevada toxicidade, tais como febre, calafrio, tremores, nauseas e dor de cabeca séo
frequentes. Ha ainda alteracdes cardiovasculares, hipocalemia, aumento de diurese e
disfuncdo renal entre outros sintomas veem impulsionando o desenvolvimento e

procura por alternativas na administracao desse farmaco (FILIPPIN; SOUZA, 2006).

Estudos j& mostram que os sistemas de entrega de farmacos vem melhorando
a eficacia da anfotericina B e supera muitos desses efeitos colaterais. Soliman (2017)
em uma revisao sobre nanoparticulas eficazes na entrega de agentes antifingicos
relatou que formulagcdes a base de lipidios mostraram grande reducdo na
nefroxicidade da AmB e mantiveram a ampla faixa de atividade antifUngica da droga.

Resultados como estes motivam a pesquisa de novos sistemas de
administracdo de farmacos afim de melhorar sua seguranca, diminuir os efeitos

colaterais sem perder a sua eficacia ou até mesmo aumenta-la.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O objetivo principal deste trabalho foi a sintese e caracterizagdo de
nanoparticulas pelo o método de dialise, a base de exsudados do angico branco e do
glicerol para a entrega de farmacos, utilizando a Anfotericina B como medicamento

modelo.

3.2 Objetivos Especificos

v' Obter polimeros derivados da resina de angico e glicerol em escala
nanometrica,

v' Obter a incorporacdo de nanoparticulas derivadas dos polimeros com o
medicamento Anfotericina B;

v Caracterizar os polimeros e nanopolimeros, através das analises de 1V, RMN,
TGA, Espalhamento de luz Dinamica e potencial zeta, UV-Vis e MEV;

v Estudar a liberagéo in vitro do farmaco;

v’ Verificar o efeito hemolitico do farmaco incorporado nos nanopolimeros.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Isolamento e purificacdo da goma de angico branco

Os exsudados do Angico Branco (Anadenanthera colubrina) foram coletadas
em arvores nativas da cidade de Rio Grande do Piaui, Piaui, Brasil (-7.753207, -
43.161703), no periodo de marco de 2016. A Figura 8, mostra a localizacao geogréfica
da regidao aonde as amostras foram coletadas.

FIGURA 8. Imagem de satélite da regido geografica da cidade de Rio Grande do Piaui.

Fonte: Google Maps

Apos a coleta e selecao dos nédulos da casca do angico branco (Figura 9), a
goma foi triturada para dar sequéncia aos processos de isolamento e purificacdo, cuja
metodologia adotada foi adaptada da descrita por Costa; Rodrigues; Paula (1996),
Rodrigues; Paula; Costa (1993) e Silva; Rodrigues; Paula, (1998).
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FIGURA 9. Nédulos de exudados do angico branco coletado na cidade do Rio Grande

do Piaui.

Fonte: Arquivo do autor.

No processo de isolamento a goma foi dissolvida em agua destilada, na
presenca de peroxido de hidrogénio (H20.) para descolorir a solu¢éo, e cloreto de
sédio (NaCl) para facilitar uma posterior precipitacdo. A solucdo ficou sob agitacao
magnética por um periodo de 24 h, formando uma solucdo a 5% (p/v). O pH foi
ajustado para aproximadamente 7,0 por adicdo de NaCl a 0,1 mol L. Ao final da
agitacdo, a solucdo foi filtrada em funil de vidro sinterizado. A goma isolada foi
precipitada pelo o uso de etanol, e seca em dessecador (RODRIGUES; PAULA,
COSTA, 1993).

ApoOs o isolamento, a goma passou por dois processos de purificacdo, como
descrito (Fluxograma 1). Na primeira purificacdo, a goma isolada foi tratada com
solucdo de NaCl em excesso, para retirada de possiveis cations presentes na goma.
Posteriormente, o NaCl excedente das etapas anteriores (isolamento e 12 purificagcéo)
foi removido em meio aquoso na etapa da 22 purificagdo. Ao final das etapas, obteve-
se a goma de angico branco purificada (COSTA; RODRIGUES; PAULA, 1996).
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FLUXOGRAMA 1. Fluxograma mostrando as etapas comuns aos estigios de

isolamento e purificagcdo da goma do angico branco.
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exsudados

Trituragdo ——> ﬂ

Isolamento pH = 7,0/ agitagao

(H,0/H,0 /NaCl) < 24 h

7

Filtracao

—> Goma
Isolada
Purificagao 1 Purificagao 2

(NacCl) — (H,0)

|

Goma
Purificada

4.2 Rota de obtencédo de nanoparticulas

Afim de avaliar possiveis melhorias nas propriedades da goma do angico
branco, esta foi combinada ao glicerol, na proporcéo de 1:1 (p/p), dissolvidos em meio
aquoso e posteriormente misturados sob agitacdo e temperatura de aproximadamente
100 °C durante 30 min (BILANOVIC; STAROSVETSKY; ARMON, 2016). O material
obtido que serd chamado de Mistura AG foi seco a temperatura ambiente em

dessecador.
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4.3 Sintese das nanoparticulas

As nanoparticulas foram sintetizadas pelo o método proposto por Pitombeira et
al., (2015) com adaptacdes, utilizando o farmaco Anfotericina B (C47H73NO17) como
droga modelo. O qual foi adquirida da Pharmanostra (Anépolis, Goias, Brasil), lote
HAO1506202U.

A sintese das nanoparticulas a base da goma do angico com anfotericina B
(NpAB-AmB) e da Mistura AG com Anfotericina B (NpAGL-AmMB) seguiu da seguinte
forma: 100 mg de goma do angico ou da Mistura AG foram misturadas a 10 mg de
Anfotericina B e posteriormente dissolvidos em 10 mL de dimetilsulféxido (DMSO). Em
seguida, a solucéo foi dialisada contra a agua (peso molecular de corte da membrana
14 kD) durante 24 horas, congelada por 12 horas e liofilizada durante 48 horas em
liofilizador modelo L101 (Liotop, S&o Paulo — Brasil).

Com a finalidade de estudar apenas o efeito dos polimeros, foram sintetizadas
NPs a partir da metodologia citada anteriormente, porém sem adicao do farmaco, das
guais, nanoparticulas advindas da goma do angico branco (NpAB) e nanoparticulas
da Mistura AG (NpAGL) (PITOMBEIRA et al., 2015).

4.4 Espectroscopia de Infranvermelho

As nanoparticulas foram caracterizadas por Espectroscopia na regido do
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR). Os espectros foram adquiridos
em um Spectrum 100 GX FTIR Perkin Elmer, configurado para medir 16 varreduras
cumulativas a 2 cm™ no intervalo de 4000 a 400 cm™. As amostras foram preparadas

em partilhas de KBr.

4.5 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

As nanoparticulas foram caracterizadas por Espectroscopia de Ressonéancia
Magnética Nuclear de *C (RMN *3C) no estado sélido CP/MAS (Cross-polarization/
Magic Angle Spinning) em um aparelho Espectrébmetro RMN Ascend 400WB com

tempo de pulsacéo de 5 segundos e rotacdes de 5 Hz.
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4.6 Anélise Termogravimétrica

As andlises Termogravimétricas (TGA) foram realizadas em um aparelho
SHIMADZU modelo TGA-50 simultaneous DTA-TG apparatus usando um fluxo de
nitrogénio de 50 mL min! e uma faixa de temperatura entre 30 e 800 °C.

4.7 Potencial Zeta e tamanho médio de particula

As medidas do tamanho médio de particula foram feitas por espalhamento de
luz dindmica (DLS) em um aparelho Zetasizer Nano ZS 90 da Malvern Instruments.

No mesmo aparelho foi ainda medido valores de potencial zeta das nanoparticulas.

4.8 Microscopia eletrénica de varredura

Para estudar a morfologia e forma das nanoparticulas, foram realizadas
analises em um Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) com canhdo a emissao
por campo, da marca FEI e modelo Quanta FEG 250, com tensao de aceleracédo de 1
a 30 kv. As condicdes de analises, como escala e magnificacdo estéo registrada em

cada foto obtida.

Para as analises, as amostras foram fixadas em fita adesiva dupla face de
carbono e recobertas com ouro (Au) em uma metalizadora da marca Quorum, modelo
Q150R, em um tempo de 40 segundos, a 20 mA, por plasma gerado em atmosfera de

argonio.

4.9 Teor do farmaco encapsulado

Inicialmente 5 mg das amostras de nanopaticulas contendo o farmaco (NpAB-
AmB e NpAGL-AmB) foram dissolvidas em 50 mL de DMSO e agitadas durante 1
hora. O teor do farmaco (TF) incorporado foi determinado por absorcdo na regido do
ultravioleta visivel (UV-Vis) com comprimento de onda de 385 nm e calculado
utilizando uma curva de calibracdo previamente estabelecida e seguindo a Equacéo
1 (PITOMBEIRA et al., 2015).
_ Massa de Anfotericina B

= 0 3
TF Vassade NPs x100% (Equacgio 1)
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4.10 Estudo da liberacéao in vitro

Os estudos de liberacao in vitro do farmaco foram realizados de acordo com
Pitombeira et al., (2015), 20 mg das NPs incorporadas com Anfotericina B foram
inseridas em sacos de didlise (peso molecular de corte da membrana 14 kD) e
posteriormente imersos em solucéo tampao fosfato (STF), pH 7,4, temperatura de 37
°C e agitacdo constante. Aliquotas foram retiradas periodicamente, ao passo que
eram substituidas por quantidades iguais de STF. As medidas de absorbancia foram
realizadas a 385 nm até os valores de absorbancia ficarem estaveis que se deu por
volta de 24 h, assumindo a maior absorbancia como 100 % de liberacdo do farmaco.

4.11 Atividade hemolitica

A atividade hemolitica foi investigada pela incubacdo de uma suspenséao de
glébulos vermelho de ovelha (GVOs) e NPs de NpAB, NpAGL, NpAB-AmB e NpAGL-
AmB, como descrito na literatura por Mendes et al., (2017) e Sperandio et al., (2010).
Os GVOs foram lavadas trés vezes em tampéao fosfato salino (STF) e ressuspenso
em STF a uma densidade de 5 x 108 células mL* a 4 °C. Os ensaios de hemdlise
foram realizados misturando 100 pL de hemacias e 100 uL das NPs de NpAB, NpAGL
com as nanoparticulas (NpAB-AmB e NpAGL-AmB) incorporadas com o farmaco
(1500 pg mLt) em STF e incubado a 37 ° C por 1 hora. Apés a centrifugacéo, a
liberagao de hemoglobina foi medida em 100 pyL de sobrenadante celular a 540 nm. A
auséncia de hemdlise (controle em branco) ou hemolise total (controle positivo) foi
determinada substituindo-se por 100 pL de STF ou &agua deionizada,
respectivamente. Os resultados foram determinados pela porcentagem de hemolise
na amostra em comparacao ao controle positivo (100% hemdlise), e os experimentos

foram realizados em triplicata.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento do processo de isolamento e purificacdo da goma do angico

Apo6s a otimizacdo dos processos de isolamento e purificagdo da Goma de
Angico Branco, obtivemos através de pesagem das amostras rendimentos de 87,54%
na etapa de isolamento, 74,67% e 78,93% ap0s a primeira e segunda etapa de
purificacéo, respectivamente, como pode ser observado na Tabela 1.

TABELA 1. Comparacao das etapas de isolamento e purificagdo da goma do angico
branco.

ETAPAS DO PROCESSO RENDIMENTOS (%) REFERENCIA? (%)
ISOLAMENTO 87,54 + 3,59 68
12 PURIFICACAO 74,67 + 6,10 78
22 PURIFICACAO 78,93 + 0,36 72

3(SILVA; RODRIGUES; PAULA, 1998)

Os rendimentos obtidos séo considerados satisfatérios quando comparado aos
resultados de isolamento e purificagcdo de inUmeras gomas naturais publicados na
literatura (COSTA; RODRIGUES; PAULA, 1996; RIBEIRO et al., 2016; RODRIGUES;
PAULA; COSTA, 1993). Na Tabela 1, pode-se observar também que os rendimentos
encontrados nesse estudo estdo acima ou proximos dos resultados da goma do
angico encontrados por Silva, Rodrigues e Paula (1998) (68% na etapa de isolamento,
78% e 72% nas etapas de purificacdo, respectivamente). Esses resultados mostram

eficacia na metodologia utilizada.

5.2 Caracterizacdo da goma de angico e das nanoparticulas

5.2.1 Espectroscopia de Absorcao na Regido do Infravermelho

O espectro de infravermelho das amostras podem ser observados na Figura
10. Analisando as principais bandas da NpAB (Figura 10 A, linha preta) pode ser

observado pequenas bandas de estiramentos em 1630 associado a ligagdes C=0 e
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em 1430 cm? que pode ser referente a dobramentos C-H, de ligagGes do grupo
carboxilato, picos de deformacdo em 1150 e 1050 cm™ caracteristicos de ligacdes
glicosidicas C-O-C a qual é presente no anel piranosidico, um estiramento em 2930
cm! é associado a padrdes tipicos de ligacdes do tipo C-H que podem estar presente
na estrutura do heteropolissacaridio e uma banda larga entre 3100 a 3500 cm™ é
caracteristica a estiramentos referente ao grupo —OH com liga¢g6es de hidrogénio
(LEAL, 2014; LIMA et al., 2018; PAVIA et al., 2016; ROBERVAL et al., 2007).

Analisando o espectro de infravermelho da NpAGL (Figura 10 A, linha
vermelha) € notorio uma maior intensidade na banda de estiramento referente ao
grupo —OH, isso pode estar relacionado as trés hidroxilas presentes na molécula de
glicerol que formam ligagbes de hidrogénios intermoleculares com as moléculas do
polissacarideo, deslocando os elétrons da ligacdo O-H na regido de 3100 a 3500 cm"
!, sendo observado pelo alargamento do pico caracteristico para menores
comprimentos de onda (MOREIRA; MACHADO, 2016; WANG; JING, 2017). Com a
presenca do glicerol na composicdo os picos de deformacdo assimétrica C-O-C

apresentam um aumento de intensidade caracteristico (WANG; JING, 2017).

No espectro do farmaco AmB (Figura 10 A, linha azul), € possivel identificar
picos caracteristicos de deformacdes O-H na regido de 3380 cm™. Picos de
estiramentos de ligagées COOH sédo observados em 1700 cm™. Em 1500 cm™ é
caracteristico de dobramentos de grupos NH>, além de picos em 1065 e 1010 cm™os
guais podem ser atribuidos a estiramentos C-O e C-H, respectivamente,
caracteristicos de polienos (GAGOS; ARCZEWSKA, 2012).

Os espectros das amostras de nanoparticulas incorporadas ao farmaco sao
observados na Figura 10 B (NpAB-AmB — linha preta, e NpAGL-AmB — linha azul)
onde é possivel observar deslocamentos de bandas, principalmente as atribuidas aos
estiramentos em de C-O e C-H de deformacéo assimétrica em 1100 e 950 cm™ o que
sugere a incorporacdo da Anfotericina B com os poliemeros (APARNA et al., 2018).
Comparando as NpAB-AmB e NpAGL-AmB entre si observa-se uma menor
intensidade da banda caracteristicas de ligacbes O-H na amostra NpAGL-AmB
sugerindo que pode ter tido uma maior interagdo do farmaco com o polimero NpAGL
ocasionado pela presenca do glicerol na amostra (MOREIRA; VICTOR; MACHADO,
2016).
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FIGURA 10. Espectros de Infravermelho das nanoparticulas de (A) goma de angico
branco (NpAB), Mistura AG (NpAGL) e do farmaco Anfotericina B (AmB); e (B) goma
de angico branco incorporada com Anfotericina B (NpAB-AmB) e Mistura AG
incorporada com Anfotericina B (NpAGL-AmB).
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5.2.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13 (RMN
13C)

A Figura 11 mostra o espectro de RMN 13C da goma de angico branco in natura.
O espectro do polissacarideo é muito complexo. Foram observados picos na regido

de carbono anomérico (90 — 110 ppm), onde sinais em torno de 6 109,46 ppm sdo
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caracteristicos dos carbonos C-1 da arabinose. Um sinal em & 104,39 ppm pode ser
atribuidos a galactose com liga¢6es do tipo (1 — 3) B-galactopiranose, onde o sinal &
79,39 ppm sugere uma O-substituicdo. Ainda pode ser evidenciado um residuo interno
em 9 102,92 de B-galactopiranose. A ramnose é observada em 5 101,13 ppm com
ligagbes em (1—) a-ramnopiranose. Sinais em torno de 6 61,65 séo caracteristicos de
carbonos primarios, os quais podem ser atribuidos ao C-6 das hexanoses presentes
na manose (DELGOBO et al., 1999; MARSON-ASCENCIO; ASCENCIO; BAGGIO,
2012; OLIVEIRA; LIMA, 2006).

FIGURA 11. Espectros de RMN de '3*C da Goma de angico branco.
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A presenca de um fraco sinal em & 176,46 originado de uma O-substituigédo (6
79,39) poderia ser atribuido a residuos de acido glucorénico, porém a auséncia de
sinais que evidencie a presenca de grupos O-Me seriam evidenciados em torno de
8 60,7 com isso é descartado a presenca de residuo 4-O-metil-acido glucorénico. A
auséncia do acido sugere a utilizacdo da goma do angico branco (A. Colubrina) neste
trabalho, pois segundo Oliveira et al. (2006), a presenca deste pode ser usada para
identificar as espécies de goma de angico A. Colubrina e A. macrocarpa encontradas
no Brasil. Os dados descritos corroboram com os resultados apresentados nos

espectros de infravermelho deste trabalho e com dados ja reportados na literatura por
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Delgobo et al., (1998) e (1999) e Oliveira e Lima (2006). Tais informacdes obtidas das
caracterizacdes através das espectroscopias do Infravermelho e do RMN*3¢ podem
ser relacionadas com informagdes reportadas na literatura referente a goma de angico
pode-se pressupor que os polissacarideos presentes na estrutura da NpAB séo
compostos principalmente de arabinose, galactose, ramnose e manose (DELGOBO
et al., 1998, 1999; GLINEL et al., 2000).

5.2.3 Analise Termogravimétrica (TG)

Com a finalidade de verificar a estabilidade térmica do farmaco para posteriores
aplicac0es, foi realizado medida termogravimétrica e o gréafico resultante apresentado
na Figura 12. E possivel observar ao menos trés eventos, o primeiro em
aproximadamente 100 °C é caracteristico de perda de agua adsorvido da superficie.
Os eventos seguintes (200, 340 e 550 °C) s&o responsaveis pela decomposicéo e
degradacdo completa da molécula presente na Anfotorecina B (FRANZINI, 2010;
PITOMBEIRA et al., 2015).

FIGURA 12. Analise termogravimétrica do farmaco Anfotericina B livre.
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Na Figura 13 A temos o gréfico resultante da andlise termogravimétrica das

nanoparticulas de NpAB, onde podemos observar dois eventos térmicos
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caracteristicos, o primeiro em aproximadamente 70 °C que foi atribuido a umidade
residual presente na superficie das nanoparticulas e o segundo evento em cerca de
300 °C que de acordo com a literatura esta relacionado a despolimerizacdo do
polissacarideo, com a formagéo de agua, CO e CHjs, constituintes de gomas naturais
(ROBERVAL et al., 2007; ZOHURIAAN; SHOKROLAHI, 2004). Quando observamos
o resultado obtido para NpAGL (Figura 13 B) temos a presenca de 3 eventos térmicos
0 primeiro em aproximadamente 65 °C caracteristico da perda de umidade residual
presente na superficie das nanoparticulas proveniente da Mistura AG, o segundo
evento térmico em aproximadamente 315 °C, assim como observado na Figura 13 A,
foi atribuido a despolimerizacdo do polissacarideo (ZOHURIAAN; SHOKROLAHI,
2004).(ZOHURIAAN; SHOKROLAHI, 2004) Para o terceiro evento, aproximadamente
502 °C, de acordo com a literatura estad associada a clivagem da ligacdo C-O-C
formada a partir da polimerizagcéo do glicerol e o polissacarideo da goma de angico
(BRIOUDE et al., 2007). E importante também relatar que o glicerol utilizado para
formacdo das nanoparticula proveniente da Mistura AG (NpAGL) foi totalmente
polimerizado, pois a literatura indica que moléculas de glicerol livres sofrem
degradacéao térmica em aproximadamente 200 °C, o que néo foi evidenciado na Figura
13 B (ITAVO et al., 2017).

FIGURA 13. Analises termogravimétricas das nanoparticulas de (A) goma de angico

branco (NpAB) e (B) goma do angico branco com glicerol (NpAGL).

100 TGA 0,2
90 - ---DTGA }- 0,0
804 02 9
70 --0,4 X
= 60 - ©
S 06 &
o 901 ©
0 L.0,8 =
& 40+ S
= L, 10 s
©
20 4 2 2
[
10 A__1,4 a
0 -1,6

T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800
Temperatura (°C)



47

. 0,005
100 oA
90 -.-DTGA
0,000
80
70 L .0,005

60
50 --0,010

40 -

Massa (%)

--0,015
30

20 +

10 B
-0,025

T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800

(90 1 %) essen ep epeauaq

--0,020

Temperatura (°C)

Amostras das nanoparticulas incorporadas com o farmaco (NpAB-AmB e
NpAGL-AmB) também foram analisadas por termogravimetria (Figura 14 A e 14 B,
respectivamente). Ao analisarmos ambos os graficos obtidos pode-se observar o
surgimento de dois novos eventos térmicos, caracteristico da decomposicdo da
interacdo das nanoparticulas (NpAB-AmB e NpAGL-AmMB) com a Anfotericina B,
guando comparados com os termogramas das NPs de angico e da Mistura AG obtidos
anteriormente (Figura 13). O primeiro evento térmico ocorre em aproximadamente 170
°C e esta relacionado a decomposicao inicial do farmaco (NISHI et al., 2007). O
segundo evento de decomposicéo do farmaco ocorre em 425 °C para a NpAB-AmB e
520 °C para a NpAGL-AmB, as duas temperaturas estdo de acordo com o intervalo
de temperatura de decomposicdo apresentado na literatura e observados na Figura
12 (389 a 550 °C), (FRANZINI, 2010; tUBKOWSKI et al., 1989) porém é possivel
evidenciar que o processo de incorporacdo da Anfotericina B as NPs da Mistura AG
melhorou a estabilidade térmica quando comparado a composicédo do farmaco e NPs
somente de angico. Esse aumento na estabilidade térmica pode estar associado a
forte interacdo da Mistura AG formado entre o glicerol e o heteropolissacarideo
guando comparado apenas a estrutura do heteropolissacarideo presente na goma de

angico.
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FIGURA 14. Andlises termogravimétricas das nanoparticulas da (A) goma de angico
branco incorporada com Anfotericina B (NpAB-AmB) e (B) Mistura AG incorporada
com Anfotericina B (NpAGL-AmB).
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5.3 Tamanho médio de particula e analise do potencial Zeta

A distribuicdo do tamanho de particula foi analisada para as nanoparticulas da
goma de angico branco e goma de angico branco com glicerol (Mistura AG) livres e
incorporadas com farmaco Anfotericina B. Na Tabela 2 pode-se observar o tamanho
médio de particula e o indice de polidispersdo (IPD) para cada amostra. As
nanoparticulas de angico branco purificada (NpAB) apresentaram dois grupos de
tamanho 45,1 + 2,7 nm (11,18%) e 267,6 + 12,2 nm (88,82%), as NPs da Mistura AG



49

(NpAGL) apresentaram grupamentos de tamanhos variados de 49,3 £ 5,0 nm (4,83%),
176,2 + 28,4 nm (40,49%) e 828,0 £ 266,7 (54,68%) nm, apOs a incorporacdo do
farmaco as nanoparticulas de NpAB-AmB apresentaram Unico grupo de tamanho
131,7 £ 53,8 nm e as nanoparticulas de NpAGL-AmB tiveram a formacao de apenas
dois grupos de tamanho 53,3 + 11,5 nm (18,72%) e 161,9 + 32,0 nm (81,28%). De
acordo com a literatura, se apds o carregamento com o farmaco as nanoparticulas
apresentarem tamanhos semelhantes ao estado inicial, ou seja, sem a incorporacao
do farmaco, a molécula hospede provavelmente foi incorporada no nucleo da particula
(PAULA et al.,, 2010). A partir dessa informagdo e levando em consideracdo a
formacdo de um nucleo mais hidrofébico, pode-se supor que em ambas NPs o

farmaco foi incorporado no nucleo.

TABELA 2. Tamanho médio (nm), indice de polidisperséo (IPD) e potencial zeta (mV)
das nanoparticulas de goma de angico branco (NpAB), Mistura AG (NpAGL), goma
de angico branco incorporada com Anfotericina B (NpAB-AmB) e Mistura AG

incorporada com Anfotericina B (NpAGL-AmB).

Amostra Tamanho de particula (nm) IPD  Potencial zeta (mV)

NpAB 45,1+ 2,7 (11,18%) 0,535 -33,8 (¢ 4,67)
267,6 + 12,2 (88,82%)

NpAGL 49,3 £ 5,0 (4,83%) 0,585 32,2 (+ 3,31)
176,2 + 28,4 (40,49%)
828,0 + 266,7 (54,68%)

NPAB-AmB 131,7 £ 53,8 (100 %) 0,141 -37,6 (+ 5,56)

NPAGL-AMB 53,3+11,5(18,72%) 0,428 41,3 (+ 4,39)
161,9 + 32,0 (81,28 %)

O IPD para as NPs (Tabela 2) indicam que ha uma distribuicdo de particulas
heterogéneas (SOUZA et al., 2012), isto & devido a presenga, em menor quantidade
de NPs com tamanho parcialmente diferente ao tamanho médio apresentado. E

possivel observar também que apés a incorporacdo do farmaco as NPs apresentam
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o IPD menor, quando comparado a NPs sem o farmaco, isso pode indicar que as NPs
incorporadas com a AmB estao relativamente mais homogéneas quando comparado

as NPs livres.

De acordo com a literatura o potencial zeta em modulo devera apresentar valor
superior a 30 mV, pois grandes forcas repulsivas tendem a evitar a agregagao em
funcdo das colisbes ocasionadas por nanoparticulas adjacentes, 0 que se torna
também um bom indicativo de estabilidade fisico-quimica da suspenséo coloidal
(FRANCISCA et al., 2016). Para as NPs da goma de angico e da Mistura AG observa-
se o potencial zeta (Tabela 2) em modulo superior a 30 mV e que aumenta apos
incorporagdo do farmaco, |37,6| e |41,3|para a NpAB-AmB e NpAGL-AmB,
respectivamente, que provavelmente resulta de uma boa estabilidade coloidal das
NPs da goma do angico branco e da Mistura AG quando incorporadas com o farmaco
Anfotericina B.

5.4 Anélise de Microscopia Eletronica de Varredura

Afim de verificar a morfologia das nanoparticulas foram realizadas analises de
microscopia eletronica de varredura. Na Figura 15 tem-se imagens das nanoparticulas
da goma do angico branco, NpAB (Figura 15 A) e das nanoparticulas do angico branco
incorporadas com o farmaco Anfoterecina B, NpAB-AmB (Figura 15 B) aonde é

possivel observar particulas esféricas com superficies lisas e tamanhos variados.

FIGURA 15. Imagens de microscopia eletrdnica de varredura das nanoparticulas,
NpAB (A) e NpAB-AmB (B).

Na Figura 16, observa-se as imagens das nanoparticulas da Mistura AG,

NpAGL (Figura 16 A) e da Mistura AG incorporada com o farmaco, NpAGL-AmB
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(Figura 16 B), das quais € possivel a percepcao também de particulas esféricas com
certa rugosidade para as NpAGL e lisas em NpAGL-AmB.

FIGURA 16. Imagens de microscopia eletronica de varredura das nanoparticulas
NpAGL (A) e NpAGL-AMB (B).

5.5 Teor de encapsulamento e cinética in vitro das NPs com Anfotericina B

5.5.1 Teor de encapsulamento do farmaco

O teor de farmaco carregado nas amostras de NpAB-AmB e NpAGL-AmB
foram determinados por UV-Vis utilizando uma curva de calibracdo estabelecida
previamente (Figura 17), na qual obteve-se um fator de correlacéo linear de 0,99981,
com isso os teores obtidos foram de 7,2 e 20,2%, respectivamente, iSso mostra que a
adicdo de glicerol ao heteropolissacarideo da goma de angico pode ter provocado
uma maior impregnacao do farmaco as NPs, ocasionando assim, um maior teor de

farmaco disponivel para posterior liberacéo.

Esses resultados confirmam as previsdes na espectroscopia de infravermelho
ao haver uma diminuicdo na intensidade nas bandas de hidroxila das amostras
NpAGL-AmB (Figura 10 B). E comum o uso de aditivos as gomas a fim de proporcionar
melhorias fisico e quimicas nas aplicacdes a que estas se destinam. O glicerol esta
ganhando espaco em pesquisas “Drug Delivery” e resultados semelhantes ao deste
trabalho foi publicado por PAOLICELLI et. al. (2018), no qual obtiveram melhorias nas

propriedades fisicas e mecanicas de filmes finos da goma gelana utilizado para a
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liberacdo de farmacos. O glicerol foi associado a alta eficiéncia de incorporagédo do

farmaco ao filme.

FIGURA 17. Curva de Calibragédo de Anfoterecina B em DMSO.
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5.5.2 Liberacgéo in vitro de Anfotericina B presente nas NPs

Os resultados dos estudos de liberacdo in vitro das amostras NpAB-AmB e
NpAGL-AMB estdo apresentados na Figura 18. Os perfis de liberacdo das NPs
indicam que a incorporacdo da Anfotericina-B foi bem sucedida e o sistema pode
efetivamente sustentar a liberacdo do farmaco sob as condicbes testadas. Nas
primeiras 3 horas foi observado 31,70 % e 22,86 % de liberacdo para a NpAB-AmB e
NpAGL-AmB, respectivamente. Isso sugere que o farmaco incorporado na Mistua AG
pode ter apresentado uma melhor interacdo, promovendo uma liberacdo levemente
mais morosa quando comparado a incorporacdo com goma de angico pura. Resultado
semelhante foi obtido por (APARNA et al., 2018), utilizando gelatina A carboximetilada

e incorporada com Anfotericina B, apds 3 horas apresentou uma liberacédo de 32%.
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FIGURA 18. Cinética de liberacdo in vitro das NPs de angico branco purificada
carregadas com Anfotericina B (NpAB-AmB) e NPs da Mistura AG incorporada com
Anfotericina B (NpAGL-AmB).
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A literatura indica que essa liberacdo consideravelmente rapida (superior a
30%) na etapa inicial é devido a presenca de farmaco adsorvido na superficie da
nanoparticula ou mantida préxima a ela (FRANCISCA et al., 2016). A liberacao
convertida em porcentagem maxima de farmaco ocorreu em 22 horas para NpAB-
AmB e 23 horas para NpAGL-AmB, ambos resultados séo satisfatorios pois foi
observado um periodo de aproximadamente 24 horas para liberacdo maxima do

farmaco, na qual obteve estabilizacdo nos valores de absorbancia.
5.5.2 Estudo cinético da Liberacéo in vitro de Anfotericina B presente nas NPs

O modelo matematico mais adequado para descrever o perfil cinético de
liberacdo da Anfotericina B para as formulacBes propostas nesse trabalho foi
selecionado apds andlise de regressdo linear, utilizando o coeficiente de
determinacdo, R? para avaliar o ajuste de um modelo (COSTA, 2002). Sendo o modelo
escolhido aquele que obteve o valor de R? mais préximo de 1. Os modelos aplicados
nesse estudo estdo expostos na Tabela 3. Esses modelos sdo os mais usados na
literatura para descrever perfil de dissolugcdo (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002).
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TABELA 3. Modelos matematicos aplicados as curvas de liberagéo in vitro da AmB
incorporada nas nanoparticulas de NpAB e NpAGL.

Valores de R?

Amostras
Log-Logistic Exponencial Extreme Gauss Amp
NpAB-AmB 0,9869 0,9835 0,9819 0,9819
NpAGL-AmB 0,9965 0,9964 0,9963 0,9964

Como pode ser observado na Tabela 3 o modelo que mais se ajustou ao estudo
foi Logistic dose Response in Pharmacology (Log-logistic), com valores de R? de
0,9869 para NpAB-AmB e 0,9965 para NpAGL-AmB. As curvas de liberacdo da AmB

ajustadas ao modelo podem ser observadas na Figura 19.

Costa (2002) diz em seu artigo que “o transporte dos farmacos no interior dos
sistemas farmacéuticos e a sua liberacdo podem envolver muitas etapas ocasionadas
por alguns fenédmenos fisicos ou quimicos, tornando-se a tarefa de arranjar um modelo
matematico para descrever esses conjuntos de fenémenos por vezes, dificil.” Contudo
0 processo de dissolucédo é de fundamental importancia para a biodisponibilidade e
eficacia terapéutica de varios farmacos (SIEPMANN; SIEPMANN, 2013).
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FIGURA 19. Curvas de cinética de liberacdo da AmB incorporadas nas Np’s ajustadas

ao modelo Logistic dose Response in Pharmacology (Log-logistic).
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Segundo Nweke e Ogbonna (2017) a curva dose-resposta pode ser ajustada a

varios modelos dose-resposta monofasicos, como os modelos logisticos, Weibull,

Logit, Probit, Gormpertz e suas modificacdes. No caso do modelo Log-logistic, este

produz curvas que sao estritamente decrescentes de uma resposta maxima em dose

zero (controle) para um limite inferior em dose infinita ou estdo aumentando

estritamente de resposta nula (também controle) a resposta maxima em dose infinita

dependendo se a resposta ou resposta relativa (efeito) esta sendo analisada, esse

altimo se aplica a liberacdo da AmB estudada nesse trabalho.
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5.6 Atividade hemolitica

Ao propor um material para possivel utilizagdo em dispositivos biomeédicos,
como é o caso de sistemas para entregas de farmacos, deve-se levar em
consideracdo que estes materiais podem entrar em contato com o0 sangue, e
consequentemente afetar negativamente as células do sangue, causando hemdlise.
Para Jeswani e colaboradores (2015), hemdlise indica a quebra da membrana
eritrocitaria com liberacdo de hemoglobina no plasma. Dentre os varios causadores
de hemdlise pode-se citar as drogas farmacoldgicas, pois a interacdo da membrana
eritrocitaria com o farmaco, resulta em efeitos colaterais, como por exemplo, a anemia
hemolitica. Com isso, a determina¢éo da atividade hemolitica das NPs da goma de
angico e da Mistura AG com e sem o farmaco foram estudadas e os dados obtidos

estéo representados na Figura 20.

FIGURA 20. Atividade hemolitica das NPs com e sem AmB em suspenséo a 5% de

globulos vermelhos ap6s uma hora de incubacéo.
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Analisando os resultados obtidos (Figura 20) para os materiais a 1500 mg mL"
1 e comparando com a classificagdo descrita na literatura (FAROOQ et al., 2017) (0-2
% material ndo hemolitico, 2-5 % material ligeiramente hemolitico, acima de 5%
material hemolitico), porem Amin e Dannenfelser (2006) defendem que em geral
hemdlise de 10% a 25% sdo os limites relativos. Isso quer dizer que valores de

hemolise abaixo de 10% é considerado ndo hemolitico, e valores acima de 25% sé&o
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hemoliticos. Vale também observar que os limites de hemdlise se alteram a depender
da espécie, por exemplo, para humanos o limite € de 10%, e animais como coelhos
os limites sdo entre 0% e 37% (AMIN; DANNENFELSER, 2006). Assim, pode-se
observar que as nanoparticulas apresentam caracteristicas menos hemoliticas que a
Anfotericina B obtida comercialmente, levando-se em consideragédo os desvios de
cada amostra. E que a Anfotericina B incorporada as nanoparticulas de angico e
glicerol obtiveram melhora na sua biocompatibilidade, o que pode estar associado as
interagcBes ocorridas entre as nanoparticulas e a Anfotericina B durante o
procedimento de incorporacao. Comisso, fortifica a teoria que as NPs, como mostrado
anteriormente, apresentam efeito drug delivery e pode estar associada a um
melhorando dos efeitos colaterais causados pelo farmaco quando administrado de

forma pura (vendido comercialmente).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Com tudo o que foi estudado neste trabalho, pode-se concluir que o
procedimento utilizado para isolamento e purificacdo da goma do angico a partir do
exsudato, foi eficiente e rentdvel ao apresentar valores de rendimento de 87,54%,
74,67% e 78,93% para o isolamento, primeira e segunda etapa de purificacéo,
respectivamente. A Mistura AG propiciou a melhora no teor de incorporacédo do
farmaco quando comparado a utilizacdo apenas da goma de angico purificada. As
analises de infravermelho e termogravimetria foram relacionadas com os dados
reportados na literatura e auxiliaram na caracterizagdo da composi¢cao dos materiais
obtidos, ficando evidente a incorporacdo do farmaco, a presenca de
heteropolissacarideo na goma de angico branco e total polimerizacdo do glicerol na
formacgéo da Mistura AG. Os estudos dos tamanhos médios dos materiais indicam a
obtencdo de particulas em escala nanométrica, o que evidencia a eficacia da
metodologia utilizada para obtencéo das nanoparticulas NpAB, NpAGL, NpAB-AmB e
NpAGL-AmB. Foi possivel propor a partir da comparacéo dos tamanhos médios das
nanoparticulas que a incorporacdo do farmaco nas NPs ocorreu no nucleo. As NPs
derivadas do Angico Branco apresentaram estabilidade coloidal satisfatéria levando-
se em consideracao seus valores de potencial zeta. O estudo de liberacéo in vitro do
farmaco nas primeiras trés horas exibiram teores de 31,70 % e 22,86 % para as
nanoparticulas de angico e Mistura AG incorporadas, respectivamente, seguido de
liberacdo controlada até aproximadamente 24 horas e tendo o modelo Log-logistic
como modelo matematico. O teste hemolitico mostrou que apds a incorporacao das
nanoparticulas os valores de hemolise foram menor quando comparado ao farmaco
obtido comercialmente, o0 que torna esse estudo uma rota viavel para o sistema drug

delivery.
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