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RESUMO

As gomas exsudadas de arvores sdo polimeros naturais que representam uma abundante
matéria-prima na industria alimenticia ou farmacéutica. A goma do cajueiro pode ser obtida pela
exsudacéo de arvores do género Anacardium, espécie nativa do Nordeste brasileiro, seu polimero
é constituida por unidades monossacaridicas propicias a acao de rea¢cdes quimicas que tendem a
aprimorar suas caracteristicas intrinsecas dentre elas, o grau de hidrosolubilidade. Com isso, este
trabalho objetivou a esterificagdo da gomas do cajueiro (GC) com anidrido propiénico a fim de
investigar suas atividades quanto a biocompatibilidade, atividade antimicrobiana e formulacéo de
sistema nanoestruturado. A modificacdo quimica foi averiguada por Espectroscopia na
regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR) comparando os espectros da goma
do cajueiro (GC) com a goma do cajueiro modificada com anidrido propidnico (GCMAP) foi
avaliado a insercdo dos grupos funcionais, ap6s a modificacdo foi averiguado o Grau de
Substituicdo relativo da GCMAP no valor de 6,274. Para a analise do grau de organizacdo
estrutural foi utilizada a técnica de Difracdo de Raios-X (DRX) comparando o material derivado
com o material de partida. O derivado GCMAP néo apresentou efeito antibacteriano contra S.
aureus e E. coli. Entretanto, foi satisfatorio em ensaios hemoliticos contra eritrocitos humanos,
ndo apresentou atividade citotdxica perante as linhagens testadas (HCT -116, NCI-H460 e MRC-
5, e revelou-se satisfatorio para a formulacdo de nanoparticulas examinado pela especificacdo de
absorcdo na regido de espectroscopia do UV visivel, Potencial Zeta e DLS. Os biopolimeros

derivados se apresentam como promissores biomateriais para uso em aplicac@es biotecnoldgicas.

PALAVRAS-CHAVE: polissacarideo, anidrido, modificacdo, hemolise.



ABSTRACT

Tree exudated gums are natural polymers that represent an abundant raw material in the
food or pharmaceutical industry. Exudating trees of the genus Anacardium, a species native to
northeastern Brazil, can obtain cashew gum. Its polymer is composed of monosaccharide units that
are prone to the action of chemical reactions that tend to improve their intrinsic characteristics,
such as the degree of hydrosolubility. Thus, this work aimed the esterification of cashew gum (GC)
with propionic anhydride in order to investigate its activities regarding biocompatibility,
antimicrobial activity and nanostructured system formulation. The chemical modification was
verified by Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR) comparing the cashew gum (GC)
spectra with the propionic anhydride modified cashew gum (GCMAP). After the modification, the
GCMAP Relative Substitution Degree of 6.274 was verified. For the analysis of the degree of
structural organization the X-ray Diffraction (XRD) technique was used comparing the derived
material with the starting material. The GCMAP derivative showed no antibacterial effect against
S. aureus and E. coli. However, it was satisfactory in hemolytic assays against human erythrocytes,
showed no cytotoxic activity against the strains tested (HCT-116, NCI-H460 and MRC-5), and
was satisfactory for the nanoparticle formulation examined by the absorption spectra in the region.
Visible UV, Zeta Potential and DLS spectroscopy. The derived biopolymers are promising

biomaterials for use in biotechnological applications

KEY WORDS: polysaccharide, anhydride, modification, hemolysis.
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1. INTRODUCAO

A aquisicdo de novas matérias-primas para uso em recursos biotecnologicos pcias
indUstrias tem despertado a busca por novos biomateriais para serem aplicados em sistemas
diferenciados que viabilizam a plataforma para a formulacao de sistemas que facilitem a eficécia
na vetorizacdo de farmacos (OLIVEIRA, 2006).

A busca por novos biomateriais é crescente, e se da mediante as vantagens aos novos
sistemas de dosagem frente aos tratamentos convencionais com as farmacos preexistentes (SILVA,
2008). Com isso, 0s materiais poliméricos se sobressaem em relacdo as demais classes de materiais
investigadas por serem suscetiveis a modificacdes e empregadas no desenvolvimento de sistema
para a liberagdo de farmacos (KUMARI, YADAYV e YADAYV, 2010). Tal a¢&o, se torna possivel
por serem materiais biodegradaveis e biocompativeis o que Ihes conferem caracteristicas que 0s

tornam biomateriais favoraveis pra uso nas mais diversas aplicacdes (LIU et al., 2010).

Alguns biopolimeros ja constam de atividades, dentre os polissacarideos naturais com
atividades descritas, destacam-se os complexos de polimeros naturais como a goma do cajueiro
com atividade gastroprotetora (DE ARAUJO, 2018), carragenana e quitosana que apresenta
atividade antiulcerogénica como investigado e corroborado por Leddido et al. (2017) e
antitrombdtica (PRADO, 2013). Os polissacarideos de origem natural, tais como a fucana
apresenta atividade antiviral, e detém a capacidade de construir complexos com polications o que
Ihes possibilita 0 uso com matriz para diversos compostos bioativos (SANTOS, 2016), anti-
inflamatorias (LASKY, 1995), anticoagulante (ROCHA et al., 2004; SANTOS et al., 2012),
antiproliferativa (LOGEART et al., 1997) e antitrombética (MOURAO, 2004).

A transformacdo quimica atua no melhoramento da aplicacdo dos materiais, quanto as
suas vantagens aprimorando as caracteristicas naturais para a utilizagdo desses polimeros como
biomateriais compativeis (CALEGARI,2013), ou ainda, como matrizes poliméricas para a
veiculacdo de farmacos (BARBOZA, 2013), visando a interacdo operacional dos sitios de
interacdo com o farmaco e os campos hidrofilicos aperfeicoando o indice terapéutico (LINDNER,
2014), além de permitir uma entrega do farmaco no sitio especifico (MEDEIROS, 2011)

capacitando e aprimorando a eficiéncia de incorporagdo do farmaco (VIEIRA, 2014).

Os polimeros apresentam caracteristicas que os tornam favoraveis quando submetidos a
procedimentos que tendem a uma modificacéo e/ou funcionalizacdo de sua estrutura, no intuito de

favorecer o emprego dos mesmos em aplicaces nas industrias alimenticia e/ou farmacéutica
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(SANTOS, 2012). Com isso, a inser¢do de grupos hidrofébicos na cadeia polimérica tem sido
empregada com éxito para a aquisicdo de biomateriais que tendem a ser hemocompativeis e podem

ainda, viabilizar a formulacdo de nanoparticulas poliméricas (MARCATO, 2009).

Nesse contexto se faz necessario a aquisicdo de novos materiais biocompativeis como o
uso dos polissacarideos obtidos de fontes naturais, por serem alternativas de baixo custo e alta
disponibilidade podendo, ser utilizados como matéria-prima para o emprego de formulagGes de
uso nas induastrias alimenticias, biomédicas e farmacéuticas, que tendem a propor-se desde a
construcdo de um biofilme ou, até mesmo a formulacdo de sistemas nanoestruturado para o
carreamento de farmacos por via oral ou dérmica atuando com eficiéncia e reducdo dos efeitos

colaterais dos farmacos em sitios especificos.

Dessa maneira, a problemética relacionada as reacOGes adversas dos farmacos vem
estimulando o desenvolvimento de novos biomateriais para servirem de carreadores, como € o
caso das nanoparticulas, que vem se apresentando eficientes em sistemas de liberacdo controlada,
além de melhorarem a entrega de farmacos de baixa solubilidade. Dentre os farmacos escolheu-se
a Anfotericina B, devido aos relatos na literatura dos problemas advindos do tratamento com o seu

uso, a incidéncia de efeitos nefrotdxicos aos pacientes perante o seu uso continuo.

Por estas raz0es, o presente estudo propde o melhoramento das propriedades de um
polissacarideo obtido da Anacardium occidentale L., aprimorando suas propriedades quanto a seu

grau hidrofilico com o intuito de torna-lo um biomaterial suscetivel a aplicacdes biotecnoldgicas.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Polissacarideos

O Brasil € constituido de uma grande biodiversidade em toda sua extenséo territorial.
Com isso, no que se refere a flora avalia-se a existéncia em torno de 55 milhdes de espécies
vegetais, representando assim um percentual de 20% destas ja descritas mundialmente. Entretanto
0 grande desafio da ciéncia e da sociedade moderna compete-se a exploragéo desse patriménio
quimico e bioldgico de maneira sustentavel (LEAL, 2014, ANTUNES, 2007).

O valor econdmico da biodiversidade brasileira se apresenta de maneira imensuravel e
imprescindivel, deste modo, a exploracdo dessa riqueza dar-se-a perante a preservacdo do meio
ambiente de maneira que garanta o crescimento econémico sendo, portanto algo que exige muita
cautela (FEITOSA, et al 2009). Mdltiplos setores da industria vém explorando as potencialidades
que estas substancias apresentam e que podem ser extraidas do meio ambiente, sobretudo aquelas
procedentes da flora (PEREIRA, 2013). Dentre elas ressaltam-se as industrias farmacéutica,
alimenticia, de detergentes, téxteis, de adesivos, papéis que sdo arquétipos das diversas aplicacdes
desses materiais (LEAL, 2014).

Os polissacarideos extraidos dos vegetais que ocorrem na natureza apresentam em sua
totalidade e em maior concentracdo carboidratos de alta massa molar, compostos de unidades
monossacaridicas conectados por ligacdes glicosidicas (OLIVEIRA, 2005). Em meio as moléculas
que sdo extraidas do ecossistema, os polissacarideos ganham destaque devido seu elevado peso
molecular, o que faz com que estas moléculas despertem grande interesse, devido a sua variedade
e aplicacdo. De maneira mais simples, as gomas podem ser determinadas como substancias
poliméricas com amplo potencial de compor solucdes, dispersdes com elevada viscosidade
chegando a consisténcia até mesmo de gel (LEAL, 2014, MATTA JUNIOR, 2009).

Entre as espécies que fornecem exsudato presente em zonas semiaridas, encontramos o
cajueiro, uma arvore de grande porte, que chega a atingir até 20 metros de altura. Em areas
sertanejas esta arvore adquire um porte baixo, quase tido com rasteira (PAULA, 2010). Apresenta
ainda propriedades adstringentes, acdes antidiabéticas e popularmente é usada no tratamento de
aftas e infecgOes de garganta por meio de gargarejos, quando talhada por incisdo brota uma resina

amarela que possui atividades depurativas e expectorantes (MOURA, 2009).

2.2 Gomas
As gomas sdo polimeros advindos de macroalgas, plantas (podendo ser retirada dos

exsudatos, das sementes das arvores e/ou arbustos) produzidas por micro-organismos
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(CARIGNATTO, 2012; LIMA et al., 2002) ou provenientes de alteracdes quimicas produzidas
pelos organismos (OLIVEIRA, 2013; PORTO, 2018). O exsudato de uma planta é deliberado por
meio de incisbes, coo medida preventiva das plantas (SARUBBO, 2007). Consiste de um liquido
com aspecto pegajoso que ao ficar exposto ao ar, endurece (NUSSINOVITCH, 2010) para
protecdo da planta contra infeccdes e dessecacdo (BEMILLER; HUBER, 2010; PORTO, 2018).

Andrade et. al. (2013) definiram as gomas exsudadas como polissacarideos produzidos
pelas células epiteliais de plantas quando o cortex é agredido por injdrias fisicas ou ataque
microbiano geralmente, atribui-se a fabricacdo do exsudado gomoso como sendo um mecanismo

defensor de plantas que se desenvolvem em areas semiaridas.

As gomas possuem propriedades e caracteristicas especificas que variam de acordo com
a estrutura molecular de seu polissacarideo (AVACHAT; DASH; SHROTRIYA, 2011;
WHISTLER, 1993). Séo exemplos de gomas de exsudado de plantas a goma do angico
(LEAL,2014) a goma arabica (GASHUA; WILLIAMNS; BALDWIN, 2016), a goma do cajueiro
(RIBEIRO et al., 2016), goma caraia (NUSSINOVITCH, 2010), goma persa e goma tragacante
(TEIMOURI; ABBASI; SHEIKH, 2016).

Os polissacarideos em sua maioria sdo obtidos das gomas, consistem em biopolimeros de
cadeia extensa e a grande maioria apresenta propriedade de intumescimento (PORTO, 2018). Os
polimeros extraidos das gomas apresentam a capacidade de formacéo de gel ou disperséo de alta
viscosidade, tais caracteristicas se devem a sua concentracdo no meio. Com isso, podem ser

aplicados como agentes emulsificantes e suspensores (OLIVEIRA, 2016).

2.3 Goma do Cajueiro

O cajueiro (Anacardium occidentale) (FIGURA 1) pertence a familia Anacardiaceae e é
considerado como uma das culturas com grande importancia para a econdémica do nordeste
brasileiro, sendo cultivado principalmente nos estados do Ceara, Rio Grande do Norte e Piaui
(SILVA, 2007).
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FIGURA 1. Arvore do Anacardium occidentale.
Fonte: Préprio autor, 2018

O exsudato gomoso do cajueiro é constituido por 72% de galactose, 4,6% de arabinose,
3,2% de ramnose, 14% de glicose e 4,5% de &cido glicurénico, contudo ndo apresenta tracos de
manose, Xilose e acido 4-O-metilglicurdnico (SILVA, 2007). Entretanto, ha uma ocorréncia
guanto ao percentual que compdem os polissacarideos retirados de fontes vegetais, podendo na
maioria das vezes apresentar uma variacdo destes percentuais como descrito na TABELA 1 que

séo decorrentes a sazonalidade da regido em que estéo localizados:

TABELA 1. Componentes da goma do cajueiro em funcao da diversidade geogréfica regionais.

Composicdo (%) da goma de cajueiro de diferentes paises

Monossacarideo Brasil india Papua Venezuela
Galactose 72 61 63 49
Arabinose 4,6 14 16 31

Manose - 2 1 4

Xilose - 2 - 1

Ramnose 3,2 7 7 7

Glucose 14 8 9 -

Acido Glucurénico 4,5 6,2 5,7 8

Fonte: Adaptado (MOURA, 2009).

A Constituicdo da cadeia principal da polissacarideo encontrada nas gomas das espécies
de Anacardium occidentale na Regido Nordeste (ANDRADE, 2012), constitui-se de uma cadeia
principal de galactose (1—3), com ramificagdo de galactose (1—6), contendo unidades de

ramnose, acido glucurdnico e arabinose como grupos terminais (FIGURA 2 -A/B).
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FIGURA 2. (A) Unidades monossacaridicas que compdem a estrutura da goma do cajueiro do Nordeste. (B) Estrutura
da goma de cajueiro. GAL (galactose); GLI (glicose); AC. GLIC (acido glicurdnico). R representa: D-manose, D-
xilose, L-raminose ou L-arabinose (R = ramnose, arabinose).

Fonte: Cunha e col., 2007.

A goma do cajueiro é um heteropolissacarideo constituido por unidades monossacaridicas

de arabinose e ramnose (FIGURA 3).
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FIGURA 3: Constituintes da goma do cajueiro.
Fonte: Proprio autor, 2018

2.4 Modificagdo

A modificacdo da superficie de materiais € uma maneira de alterar as propriedades
caracteristicas estruturais, sem que haja alteracfes drasticas nas propriedades de seu volume,
formando compostos com a intengdo de melhorar a compatibilidade da estrutura do polimero
(SILVA et al., 2009).

O uso de polissacarideos naturais e seus derivados tiveram uma crescente procura, por
sua viabilidade para aplicacdo em produtos industriais quimicos (AVACHAT, DASH e
SHROTRIYA, 2011; RINAUDO, 2008), portadores de uma grande capacidade em reduzir

possiveis danos quanto ao uso de farmacos, além de terem de baixo custo de obtencéo.

Por serem suscetiveis as alteracdes de suas modificacdo estrutural os polissacarideos, se
tornaram alvo de estudos as modificacbes quimicas (GERESH, DAWADI e ARAD, 2000),
estando sujeitos a inser¢do de novos grupos funcionais que venham melhorar as propriedades
fisicas, quimicas deixando a substancia com a finalidade a capacidade de se tornarem anfifilicas o
que tende a melhorar a sua interagdo com os farmacos e hidro e lipossoliveis (MOCANU et al,
2014).

Segundo Rowell (1983) a modificagdo quimica pode ser definida como uma reacao
quimica entre uma parte reativa desse componente e um reagente quimico, com ou sem catalisador,
formando uma ligacéo entre as duas. Os processos quimicos, fisicos e bioquimicos séo utilizados
frequentemente para a modificacdo de polimeros naturais com o objetivo de melhorar suas
caracteristicas tecnologicas, tais como: indice de solubilidade e biocompatibilidade (PIRES,

2015). Esse tipo de modificacdo pode ser feita em etapas, com a mistura de fases ou nédo, que
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proporcionem novas caracteristicas que o material ndo apresentava inicialmente (PORTO, 2013).
Podendo ainda, atribuir a um determinado polimero insercdo de grupamentos que visem dar
funcionalidade a um polimero de baixo custo, tornando o substituto de uma goma de alto custo,
devido a obtencdo de propriedades oriundas da reagéo de enxertia (TOWLE; WHISTLER, 1993),

0 que ocasiona novas aplica¢fes as matérias-primas e, portanto, uma reducao de custos.

Dentre os métodos fisicos podem ser ressaltados as técnicas de alta pressdo dinamica APD
(LANEUVILLE; TURGEON; PAQUIN, 2013; PORTO et al., 2015), alta pressao isostatica - API
(PANTELOGLOU; BELL; MA, 2010), a maturacdo controlada (CASTELLANI et al., 2010).
Dentre os métodos quimicos, destaca-se a reticulacdo quimica (BEJENARIU et al. 2009; LUO et
al., 2011; PREZOTTI et al., 2012), que estd sendo utilizada para a modificacdo estrutural de
polissacarideos, buscando melhoramentos para a area biotecnoldgica em suas diversas aplicagdes.

2.5 Aplicacdes biopolimeros

Ao longo dos anos o uso de diferentes polissacarideos vem sendo aplicados na
biotecnologia como base para a formulacdo de nanoestruturas, com destague para as
nanoparticulas (PINHEIRO, 2016).

As nanoparticulas (NP’s) sdo estruturas coloidais de tamanho nanométrico, podendo ser
constituidas por polimeros sintéticos ou naturais. A escolha do método de formulacao incide sobre
a conformacdo das NP’s diferenciando pelo arranjo interno em (FIGURA 4): a) Nanocépsulas
constituidas por um ndcleo liquido oleoso ou aquoso revestido por uma parede polimérica. O
transporte da molécula na estrutura da matriz € feito por enclausuramento no ndcleo ou adsorvido
a parede da nanoestrutura (RAO e GECKELER, 2011; KUMARI; YADAV; YADAYV, 2010). b)
Nanoesferas; sdo constituidas de uma matriz sélida na qual as substancias ficam dispersas ou
adsorvida (RAO, GECKELER, 2011).

De Acordo com Dimer et al. (2013) as principais técnicas de preparo de nanoparticulas
poliméricas sdo: polimerizacdo in situ, polimerizagdo interfacial, nanoprecipitacdo, deposi¢do
interfacial de polimero, emulsificacdo-difusao, emulsificacdo-evaporacdo de solvente, salting out.
E, ainda pelo método de dialise de RAO e GRELECKER (2011).

Os principais atributos das NP’s tém sido devido a sua ampla aplicacdo e por suas
estruturas possuirem alta potencialidade de veicular farmaco de baixa solubilidade, e incidirem
diretamente ao sitio especifico, além de possuirem biocompatibilidade e serem biodegradaveis.
No que concerne a obtengdo de um didmetro medio da particula, isso advém mediante ao método

de obtencéo selecionado, considerando 0s parametros experimentais no ato da execugéo tais como,
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temperatura da reagdo, rotacdo para evaporacdo do solvente, volume usado em cada fase,
concentracdes dos ativos e tensoativos (RAO, GECKELER, 2011). A reducdo do diametro da
NP’s impde iniimeras outras vantagens farmacocinéticas quando se compara a outros sistemas de
dimensdes maiores, por possibilitar a transposicao de barreiras biolégicas devido a sua estrutura
estar na ordem dos nanocompositos (ALEXIS, et al., 2008; MAINARDES et al., 2009).

NANOCAPSULAS NANOESFERAS

Matnz poliménca 0
o _©
Nucleo odecso °
o ©
1 2 3

Fimmaco

Matnz polunenca

4 F

AINACO

FIGURA 4: Representacio grafica de nanocépsulas e nanoesferas - 1: farmaco enclausurado no nucleo da
nanocépsula. 2: farmaco adsorvido na superficie polimérica da nanocépsula. 3: farmaco disperso na matriz polimeérica
da nanoesfera. 4: farmaco adsorvido a superficie da matriz polimérica da nanoesfera.

FONTE: Adaptado de DELGADO (2013).

Gupta e Kompella (2006) afirmam que para haver eficiéncia na transposicao de farmaco
via corrente sanguinea, é aconselhavel que a estrutura ndo ultrapasse os 300 nm de didmetro
(FARAJI, WIPF, 2009). A vetorizacao passiva das NP’s € obtida de maneira natural devido a sua
morfologia esférica, tamanho e auséncia de mudanca da superficie, sendo estes os fatores que
viabilizam a transposic¢do das barreiras para um melhor a¢do do farmaco ao sitio alvo (PINHEIRO,
2013).

As nanoparticulas poliméricas apresentam interessantes propriedades fisico-quimicas, tais como
tamanho reduzido, ampla area superficial, diferentes caracteristicas de carga superficial, modulam suas
caracteristicas quanto a sua composicdo polimérica, tamanho, carga e composicdo superficial,
podem conseguir diferentes perfis de liberagao, fazendo a absorcéo e a distribuicdo do farmaco que estejam
veiculados a elas (SCHAFFAZICK et al., 2003) tornando-as eficientes sistemas para aplicagao na liberagdo

controlada de farmacos pouco soluveis.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Este trabalho tem como objetivo obter e caracterizar derivado de Anacardium occidentale
L. apds a reacdo de esterificacdo, formulando um sistema nanoestruturado para a minimizar os

efeitos do uso da Anfotericina B.

3.2 Objetivos Especificos

> Isolar polissacarideos de fontes naturais, proveniente do exsudato de Cajueiro;

> Submeter o polissacarideo a reacdes de esterificacdo com Anidrido Propidnico;

> Caracterizar a estrutura da goma e dos derivados pelas técnica de espectroscopia por
transformada de Fourier (FT-IR), Difracdo de Raio —X (DRX), Cromatografia de Permeacdo em
Gel (GPC) e Anélise Elementar;

> Comparar a solubilidade da GC e GCMAP com anidrido propionico;

> Avaliar a atividade antibacteriana dos polimeros modificados pelo método de ATCC como
preconiza o CLSI;

> Avaliar a biocompatibilidade dos polissacarideos por ensaio de hemolise e MTT;

> Elaborar nanoparticulas poliméricas com a goma do cajueiro modificada sem e com a
adicdo do farmaco Anfotericina B.

> Caracterizar as nanoparticulas por meio de espectroscopia de UV-visivel, DLS e Potencial
Zeta.
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4. METODOLOGIA
4.1 Materiais

4.1.1 Exsudato do Cajueiro

O exsudato do Cajueiro (Anacardium occidentale) (FIGURA 5) utilizado neste trabalho
foi proveniente do municipio de llha Grande do Piaui localizado na Planicie Litoranea Piauiense
com as coordenadas 02°51'56"S e 41°48'42"W de latitude e longitude para a obtencdo dos
exsudatos produzidos pela espécie (FIGURA 6).

e a—, bt

FIGU 5: Anacardium occidnt, L.
FONTE: Autoria propria, 2018.

FIGURA 6: Exsudato de Cajueiro
FONTE: Autoria prépria, 2018.
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4.2 Isolamento da goma do cajueiro

4.2.1 Cajueiro (Anacardium occidentale).
A obtencéo da goma do cajueiro segue o fluxograma da Figura 7, com base no trabalho

de Rodrigues et al (2006) realizada com algumas adaptacoes.

Exsudato - Goma bruta

\V

Isolamento polimero - Dissolugéo (10
%)

AV4

Trituracao
9

12 Filtracéo
< 2
A4
Filtrado (Ajuste do pH)

\Z

Precipitacéo (4:1) Etanol:Goma

A4

22 Filtracdo

A4

Precipitado:
Lavagem/Purificacdo(Etanol/
Acetona)

NI

Secagem
RZ

Rendimento

FIGURA 7. Fluxograma para isolamento da goma do cajueiro.

Fonte: Autoria propria, 2019.

Foram utilizados 10g de exsudato triturado imerso em 100 mL de agua deionizada,
ficando sob agitacdo constante por 12 horas para que ocorra a solubiliza¢do do polimero. Apés a
solubilizacdo, filtrou-se em funil analitico para retencéo das impurezas que possam estar aderidas

ao exsudato. Foi realizado o ajuste do pH para 7 com NAOH a 0,1 M e adicionado 2 g NaCl,
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deixando a solugdo em agitacdo por mais uma hora. Posteriormente foi feita a recuperagdo do
polimero precipitando-o em etanol na razdo 4:1 (Etanol/goma). Esperou-se sedimentar e realiza-
se a filtracdo em funil de placa sinterizada. O precipitado foi lavado mais 2 vezes com etanol 99,5%
e uma com Acetona. A secagem foi realizada com o auxilio de um almofariz e pistilo e seco sob o

fluxo de ar quente até a obtencao de po.

4.3 Modificagdo hidrofébica da goma do cajueiro com anidrido propiénico

A hidrofobizacéo do polimero foi realizada, adaptando o protocolo proposto por Prashant
et.al (2006), que visa modificar e/ou aprimorar o uso de polimeros naturais que no decorrer dos
anos vem apresentando resultados promissores, quer tende a viabilizar a aplicacdo dos polimeros

em formulag6es de produtos nas industrias farmacéutica e alimenticia.

Para a modifica¢do do polimero com o anidridrido propri6nico foram utilizados em cada
reacdo a proporc¢édo 1:4 (goma/anidrido), em um sistema de banho-maria sob agitacédo de 1200
rpm e aquecimento a 60°C (+ 2°C) por 8 horas. Pesou-se 1 g de goma ao qual foram acrescidos
0,5 g de NaHCOs e homogenizou-se com 1 mL de etanol. Posteriormente a solugdo com
caracteristica viscosa foi submetida ao banho e acrescentado 8 mL de anidridro propridnico por
gotejamento. Transcorrido o tempo da reagéo, as solugdes foram retiradas e precitada inicialmente
em 10 mL de etanol e em sequéncia adicionado agua, fazendo a centifugacdo para a retirada do
sobrenadante. A secagem do material se deu por meio do Centripav e finalizadas com o auxilio
de almofariz e pistilo usando o ar quente, sendo maceradas até a obtencdo de um p6. Sendo este
pesado e armazenado pra posteriores caracterizacdes.

4.4 Teste de solubilidade

A solubilidade dos polissacarideos foram determinadas a temperatura ambiente 29 °C (+
3°C), adaptado de Leal et al (2014). A determinacdo da solubilidade foi efetuada pela adicdo de
200 mg de polissacarideo e 1,33 ml de solvente a tubos previamente pesados. A suspensao foi
homogeneizada por 7 horas, centrifugada a 3600 rpm durante 15 min, e o sobrenadante foi
recolhido, seco em estufa (36 °C), até peso constante.

A porcentagem de solubilidade foi determinada de acordo com a equacéo 1:

Massa do polissacarideo solubilizado 1)
Solubilidade = x 100

Massa inicial do polissacarideo
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4.5 Caracterizagao dos derivados

4.5.1 Espectroscopia na Regido do Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR)

Os espectros de FT-IR dos polissacarideos modificados com anidrido propidnico foram
registrados por Cristal ATR (Reflexdo Total Atenuada) em um FT-IR Spectrometer Varian 660-
IR. A técnica citada é utilizada na identificacdo de grupos caracteristicos que absorvem na regido
de 4000 a 700 cm™,

4.5.2 Difracdo de Raios-X (DRX)

Para verificagdo do arranjo molecular foram realizadas anélises de Difracdo de Raios-X
em um equipamento AXS D2 Phaser (Bruker - Karlsruhe, Alemanha) com potencial elétrico de
30kV e corrente elétrica de 20mA e radiagao CuKo com comprimento de onda de 0,154nm. A
analise foi desenvolvida com base na metodologia de Wu et al. (2001), com intervalo de varredura
do angulo de difragdo de 2° a 32° (20) com asso de 0,02 e taxa de 1°/6min. Foi utilizado o software
DifractionEva® para a determinac&o do percentual de cristalinidade de cada amostra.

O indice de cristalinidade (IC) foi calculado baseado nas areas dos picos cristalinos e
amorfo por deconvolucdo das curvas obtidas pelo software Origin 8.0, com a equacéo 2, onde Ac

€ a area da regido cristalina e Aawm € area da regido amorfa.

Ic=100 x (Ac/ (Ac+ Av)) @

4.5.3 Cromatografia de permeacao em gel (GPC)

A distribuicdo de massa molar foi determinada por cromatografia de permeacdo em gel
em equipamento Shimadzu LC-20AD acoplado a um detector de indice de refracdo (RID-10A).
Para a anélise utilizou-se coluna polysep linear, 300 x 7,8 mm, utilizando NaNO,(aq) 0,1 mol/L
como eluente. A medida foi feita a 30°C, com fluxo de ImL/min e o volume injetado da amostra

foi de 50 pL. Utilizando a curva a seguir:
Log m=14,33638-1,12336 x Ve~ (3)

Todos os testes foram realizados em triplicata. Os dados obtidos foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) e teste Tukey para comparacdo das médias, utilizando nivel de
significancia de P< 0,05. O programa utilizado para a analise dos dados foi o Statistica 7.0
(StatSoftinc, Tulsa, OK, USA).
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4.5.4 Andlise Elementar (C,H, N)

A Anélise Elementar é uma técnica para determinacéo das porcentagens de carbono (C),
hidrogénio (H) e nitrogénio (N) em uma amostra (TACON, 2018). Seu funcionamento é baseado
no método de Pregl-Dumas, em que as amostras sdo sujeitas a combustdo em uma atmosfera de
oxigénio puro, e 0s gases resultantes dessa combustdo séo quantificados em um detector TCD
(detector de condutividade téermica) (MARCELINO e col., 2018).

Para a determinagéo do percentual de Carbono, Nitrogénio e Hidrogénio as amostras
foram processadas em duplicatas em um Analisador Elementar — Perkin Elmer 2400 séries Il no
modo CHN, na Universidade Federal do Ceara (UFC).

4.6 Avaliacdo da biocompatibilidade por ensaio de hemolise

A biocompatibilidade do derivado foi avaliada pela observagdo da sua capacidade de
inducdo de hemdlise, conforme o método sugerido por Marani et al., (2016), com adaptacdes.
Eritrocitos humanos foram coletados em tubos contendo EDTA, lavados trés vezes e

ressuspendidos em solucéo salina (0,85%).

Para o teste de hemolise, 150 pL do lavado de hemécias foram adicionados a solugdes de
polimeros, cujas concentragdes variaram de 2.000 pg/mL a 62,5 pg/mL. A solugdo final foi
incubada em estufa, a uma temperatura de 37 °C por 30 minutos e centrifugada a 10.000 rpm. O
sobrenadante foi retirado e sua absorbéncia foi medida em 492 nm, com o auxilio de um leitor de
placas ELISA. Solucdo salina estéril (0,85%) e Triton-X foram utilizados como controles negativo

e positivo, respectivamente.

O percentual de hemolise foi calculado segundo a equacéo 4:

ABSamaostra - ABSsalina
%h = X100 (4)
ABStritron - ABSsaling

4.7 Avaliacéo da atividade antiproliferativa in vitro - método do MTT

A Analise de citotoxicidade pelo método do MTT vem sendo utilizada no programa de
screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), que testa mais de 10.000
amostras a cada ano (SKEHAN et al., 1990). E um método rapido, sensivel e barato. Foi descrita
primeiramente por Mosman (1983), tendo a capacidade de analisar a viabilidade e o estado

metabdlico da célula. E uma anélise colorimétrica baseada na conversio do sal 3-(4,5-dimetil-2-
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tiazol) -2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas
mitocondriais presentes somente nas celulas metabolicamente ativas. O estudo citotoxico pelo
método do MTT permite definir facilmente a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de agédo
(BERRIDGE et al., 1996).

As células tumorais foram plaqueadas nas concentragdes de 0,6 x 10° cél/mL para ambas
linhagens. As placas foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de COza 37°C. Ao término
deste, as mesmas foram centrifugadas e o sobrenadante removido. Em seguida, foram adicionados

150 pL da solucdo de MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3h. A absorbancia

foi lida ap6s dissolucdo do precipitado com 150 uL de DMSO puro em espectrofotémetro de placa
a 492 nm. Inicialmente, as amostras foram testadas em concentracdo Unica. Posteriormente, as
amostras que apresentaram potencial citotdxico serdo testadas em concentracGes seriadas e o valor

de Clso sera calculado.

As linhagens tumorais utilizadas, HCT-116 (carcinoma colorretal), NCI-H460
(carcinoma de pleura) e MRC-5 (fibroblasto normal humano) foram cedidas pela Fundagéo
Osvaldo Cruz (FIOCRUZ), tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640, suplementados com 10 %
de soro fetal bovino e 1 % de antibi6ticos, mantidas em estufa a 37°C e atmosfera contendo 5% de
COa.

4.8 Avaliacdo da atividade antimicrobiana In vitro

O potencial antibacteriano dos polimeros neste trabalho foram avaliados utilizando
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, obtidas da American Type Culture Collection (ATCC)
foram selecionadas, sendo elas: Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Escherichia coli ATCC
25922, respectivamente. Os microrganismos foram previamente cultivados em agar Muller-Hinton
e incubados em estufa bacterioldgica, a uma temperatura de 35 + 2 °C, em condic¢des aerobicas,
por 24 horas. Em seguida, uma solucéo bacteriana foi produzida em solucgéo isotonica estéril de
cloreto de sddio 0,85%, cuja densidade Optica obedeceu a escala de 0,5 de McFarland (1 x 108
UFC/mL). Para este fim, a solucéo preparada foi lida em espectrofotdmetro UV-1800 Shimadzu
(Kyoto-Japao), no comprimento de onda de 625nm. Esta solucdo foi utilizada como in6culo nos

experimentos seguintes.

A concentragdo Inibitoria Minima das polimeros em solugéo foi avaliada conforme as
indicacdes do Clinical Laboratory Standards Institute - CLSI (2012), com algumas adaptacdes

(QUELEMES et al., 2013). Para tanto, utilizou-se o método de diluicdo seriada, de razdo dois, em
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placa de 96 pocos, onde as bactérias foram expostas a concentracdes das solu¢des das amostras

que variavam entre 2.000 ug/mL a 62,5 pg/mL.

Para o teste, utilizou-se caldo Muller-Hinton duplamente concentrado. Por este motivo, a
concentracdo das cepas bacterianas, previamente preparadas, foi calculada de modo que se
obtivesse um valor de 1x10® UFC/mL. Desta maneira, ao realizar-se a diluicdo, esta concentragio
caiu pela metade, e, portanto, haveria nos pogos uma concentragdo de 5x10° UFC/mL, como
preconiza o CLSI (2012).

Inicialmente, um volume de 100 pL de polimero foi adicionado aos pogos da primeira
linha da placa, enquanto os demais pogos receberam 50uL de 4gua destilada estéril. No proximo
passo, realizou-se a diluicdo seriada, de modo que todo o0s pogos obtivessem um volume final de
50uL. Em seguida, adicionou-se 50ul de meio de cultura inoculado e a placa foi incubada em

estufa bacteriolégica, a 35 + 2 °C, em condicdes aerdbicas, por 24 horas.
Os experimentos foram realizados em triplicata, em cabine de seguranca nivel 2.

4.9 Preparo das nanoparticulas

A sintese de nanoparticulas foi realizada usando o método de diélise de RAO e
GRELECKER (2011) com adaptacbes. Os procedimentos foram realizados para a sintese de
Nanoparticulas (NP’s) sem e com a adi¢do de farmaco. A GCMAP foi dissolvida em 10 mL de
Acetona durante 15 minutos sob agitacdo magnética. Para as nanoparticulas carregadas de farmaco
Anfotericina B (NPGC/ANFO-B), o farmaco foi incorporado no momento da sintese. Foram
usadas as mesmas proporcdes polimero/farmaco (2:1) nas sinteses que foram feitos com a adicao
de farmaco. As solucdes foram dialisadas contra agua deionizada, utilizando uma membrana de
acetato de celulose (peso molecular 12.000) durante 8 horas, trocada a cada 2 horas. A
condutividade foi usada para monitorar trocas de agua. Em seguida, a solucdo resultante foi

armazenada para posteriores caracterizagoes.

4.10 Caracterizacao das nanoparticulas
4.10.1 Espectroscopia de UV-Visivel

As medidas de absorbancia através da técnica de Espectroscopia de UV-Visivel
permitiram a caracterizacdo das nanoparticulas, devido as suas caracteristicas Opticas.
Aproximadamente 2 mL da amostra NPGMAP foram adicionados em uma cubeta de quartzo e
quando necessarias diluidas, para que o pico de absorcdo permanecesse dentro do limite de

deteccdo do espectrofotbmetro. As varreduras foram executadas entre 190 a 400 nm. As analises
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de UV-visivel foram realizadas no espectrofotobmetro do Laboratério de Biodiversidade e
Biotecnologia (BIOTEC) na Universidade Federal do Piaui, modelo U-1800, marca Hitachi.

4.10.2 Espalhamento de Luz Dinamico (DLYS)

A técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS) foi utilizada neste trabalho para medir
0 tamanho da nanoparticulas poliméricas NPGC, NPGC/Anfo-B em funcédo da intensidade, area,
volume e quantidade. O tamanho das nanoparticulas foi medido através do equipamento Malvern
Zetasizer NanoZS, Versdo Software 7.1.1. As medidas foram realizadas em triplicatas e foi
considerada a média das distribuicbes do tamanho das nanoparticulas. As analises foram
preparadas na Universidade Federal do Piaui e realizadas no Nucleo de Controle de Qualidade de

Medicamentos e Correlatos (NCQMC) na Universidade Federal de Pernambuco.

4.10.3 Potencial Zeta

O potencial zeta das nanoparticulas poliméricas NPGC, NPGC/Anfo-B foram
determinados por DLS utilizando o equipamento Malvern Zetasizer NanoZS, Versao Software
7.1.1. O potencial zeta foi determinado por meio da medida da direcéo e velocidade do movimento
de uma particula em um campo elétrico bem definido (HOLMBERG et al., 2002). As analises
foram preparadas na Universidade Federal do Piaui e realizadas no Nucleo de Controle de

Qualidade de Medicamentos e Correlatos (NCQMC) na Universidade Federal de Pernambuco.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Modificacao do polissacarideo

5.1.1. Rendimento dos Polimeros obtidos ap6s a modificacéo

O produto obtido da modificacdo do exsudato estdo descriminados na Tabela 2.

TABELA 2. Rendimento do polissacarideo modificado das gomas de cajueiro.

Exsudato Material Bruto Polissacarideo Rendimento
(9) (9) (%0)
Cajueiro 1 0,644 22

Fonte: Autoria propria, 2018.
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O rendimento de 22%, foi obtido para cada 1 g de material no processo de modificagéo.

5.1.2. Espectroscopia na regido do Infravermelho por Transformada de Fourier

Os espectros foram obtidos por meio da espectrometria na Regido do Infravermelho com

transformada de Fourier através do método de reflectancia total atenuada (FT-IR/ATR), na qual

foram analisadas as estrutura quimicas dos materiais antes e apds serem submetidos a modificacédo

quimica. Por meio desta técnica, a radiacdo infravermelha correspondente ao espectro

eletromagnético nas regides do visivel e micro-ondas, sendo a porcéo de maior utilidade para a

analise dos grupos funcionais de estruturas organicas, situadas entre os comprimentos de 4000 a

700 cm™ (TAVARES, 2013).
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FIGURA 8. Sintese da modificacéo hidrofobica da goma do cajueiro com anidrido propidnico.
Fonte: Autoria prépria, 2019.
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A caracterizacao espectroscopica foi realizada para evidenciar a modifica¢do quimica do
polimero da goma do cajueiro pela insercdo de grupos propil ligado a molécula do polissacarideo
como exibe a Figura 8. A Figura 9 (A e B) apresenta os espectros na regido de infravermelho da
GC e de seus derivados propilados. No espectro, é possivel observar bandas caracteristicas de O—H
(3313 cm™) de maneira menos acentuada pois a insercdo do grupos deixou o derivado anfifilico,
um modo de estiramento simétrico de C—H em 2920 cm™ e um grupo de bandas em 1040, 1082 e
1122 cm™, relacionadas as ligagdes glicosidicas C—O—C ou deformacéo angular de Ester, além de
ligacoes O—H dos alcoois (PITOMBEIRA et al., 2015). Em relacdo ao resultado da reacdo de
propionilagéo, a diferenga mais marcante entre a GC e seu derivado foi o surgimento de uma banda
absorcgao nas regides 1735-1737 cm:, referentes a vibragéo da carbonila de éster, e em 1162-1229
cm, referentes a deformac&o angular de —O-C-O do éster (ALBINANTE et al 2013).
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FIGURA 9(A e B). Espectro de Infravermelho da Goma do Cajueiro (GC) e da Goma do Cajueiro modificada
com anidrido propiénico (GCMAP).

Confrontando o0s espectrogramas obtidos por espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier FIGURA 9 A/B a goma do cajueiro modificada apresenta banda em
nimero de onda 1737 cm™, que n&o aparece tdo acentuado na goma do cajueiro ndo modificada,
essa banda, € atribuida a insercdo de grupos carbonilas (C=0), esses grupos podem ser
provenientes do anidrido propibénico que foi o agente modificante utilizado na propionilagdo
(SANTAYANON, J. WOOTTHIKANOKKHAN, 2003) ou ainda, do estiramento vibracional de

C=0 de &cido carboxilico ao acido glucurdnico presente no polissacarideo (GLINEL e col., 2000).
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A banda que aparece no espectrograma da goma do cajueiro ndo modificada em 2920 cm”
1 é atribuida a ligagio C-H e estiramento assimétrico de CH, (TAVARES e col., 2012), a banda
que aparece em 3313 cm™ é atribuida as hidroxilas presente tanto na goma do cajueiro nio
modificada quanto na modificada haja vista que ndo houve substitui¢do total das mesmas apds a
modificacdo (PITOMBEIRA et al., 2015). Em resumo na Tabela 3 é possivel observar a presenca

de principais bandas correspondentes as vibracdes caracteristicas da goma do cajueiro.

TABELA 3. Atribuicdes das principais bandas de absor¢éo do espectro na regiéo.

Bandas Atribuicdes Referéncia

1 _ (PITOMBEIRA et al.,
3313 cm O-H 2015)
2920 cm™* Estiramento de C—H (PITOMBEIRA et al,

2015)

1040, 1082 e Ligagoes glicosidicas C—O—C (PITOMBEIRA et al.,
1122 cm'? O—H dos alcoois 2015)
1750 Estiramento de C=0
1040, 1082 e Ligagoes glicosidicas C—O—C (PITOMBEIRA et al.,
1122 cmt O—H dos alcoois 2015)
1634 cmt Desdobramentos de O—H (ABREU et al., 2012)
1162-1229 cm-!  deformacdo angular de —O-C-O do éster gg\ll_?l)?;lNANTE drel
1145,1086 e Estiramento C-O-C (ligacdo glicosidica) (ALBINANTE et al
1033 cm-t e OH (alcool) 2013)

Fonte: Autoria propria, 2019.

Miyamoto e col. (1996) em sua pesquisa para o estudo dos grupos carboximetilicos para
CM-gelana sugeriram um método alternativo, quantificando o grau de substituicdo relativo da
gelana, fazendo a utilizacdo dos espectros de infravermelho. Calculando pela férmula (5) o Grau
de substituicdo relativo (GSrel).

GSrel= A1633-A2920-B )

Onde Auze3s € A2930 COrrespondem respectivamente as absorbancias de desdobramento de
hidroxilas O-H (1636 cm™) e C-H (2920 cm™) dos produtos pronionilados. B é uma constante

correspondente a razéo Aiess /Aze30 para a goma sem modificagéo.
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O grau de substituicdo relativo foi calculado a partir da equagéo 5. A relagdo entre os
valores de GS relativo determinado por FTIR é mostrado na FIGURA 9 (A/B). Foi observado para
amostras com grau de substitui¢éo relativo GSre (GCMAP) = 6,274 superior ao encontrado na
goma do cajueiro (GC), sendo obtido um grau de substituicdo relativo GSrel = 1,374. Oliveira
(2005) em estudos com a goma do angico carboximetilada obteve um GSye = 6,05 corroborando

com o obtido pelo presente estudo.

5.1.3. Teste de solubilidades do polissacarideo

A transformacdo quimica de um polissacarideo natural € um processo que permite obter
derivados de polissacarideos dos quais apresentam constituintes que os tornam biologicamente
ativos. A aquisicdo de novas caracteristicas dos polissacarideos ap6s a reagdo é atribuido a
substituicdo de seus grupos hidroxila por novos grupos substituintes tais como: -SH, -COOH, -C-
O- e NH2, os quais podem mudar a estrutura dos polissacarideos nativos (incluindo a massa
molecular, composi¢cdo do monossacarideo e configuracdo espacial) e diminuir as ligacdes

intramoleculares e intermoleculares, afetando a solubilidade (THEIS, 2015).

Uma das modificacdes mais utilizadas é a acetilacdo e ou propionilagdo, sendo estas
amplamente empregada para melhorar e/ou potencializar as propriedades dos polimeros, varios
sdo os trabalhos reportados na literatura que demonstram a influéncia da modificacdo sobre varias

caracteristicas fisico-quimicas, a exemplo a solubilidade (ALBINANTE et al., 2013).

A modificacdo quimica realizada pela propionilagdo aumentou significativamente o
percentual de solubilidade do derivado (GCMAP) apds a modificacdo, em todas os solventes
testados (FIGURA 8). A insercdo dos grupamentos propil provavelmente tenha impedido
parcialmente a formacdo de ligacdes de hidrogénio entre as cadeias do polimero, e
consequentemente evitou a completa compressdo das cadeias polissacaridicas. Uma menor
compactacdo permite a mobilidade das cadeias e promove a entrada de &gua dentro da estrutura
da goma (LEAL, 2014), que pode decorre do grau substituinte do grupos provenientes do anidrido
utilizado na reacdo (GRONDAHLA; GATENHOLMA, 2003).

A solubilidade em agua deionizada da GCMAP apresentou uma reducdo apds a
propionilagdo para o solvente quando comparada a GC (FIGURA 10). Ainda, apurando 0s
percentuais de solubilidade da GCMAP quando confrontada a GC quando estas foram testadas em
Acetona e Alcool Etilico, foi constatada uma alteracdo da solubilidade do material derivado
(GCMAP), e esta propriedade pode ser atribuida devido ao aumento de grupamentos hidrofobicos
na estrutura do polissacarideo apds o processo de modificacdo. Além de um aumento no percentual
de solubilidade da GCMAP em DMSO quando comparada a GC (PIETRZYK, 2014). Estes
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resultados estdo de acordo com o que foi reportado por Li e col., (2011), que verificaram que logo
apos o tratamento quimico, no qual houve a introducdo de grupos hidrofébicos em dextrano de
uretano, e os derivados obtidos puderam dissolver-se em muitos solventes organicos tais como
metanol, acetona e cloroférmio, mas ndo em agua. E que a porcentagem de solubilidade se da em

relagdo ao numero de hidroxilas livres (OH) ap6s a modificagdo quimica.
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FIGURA 10 — Gréfico do Percentual de solubilidade da Goma do Cajueiro (GC) e Goma do Cajueiro modificada
com Anidrido Propiénico (GCMAP).

Luna (2016) modificou por reacdo de acetilacdo a lasiodiplodana e verificou que foi
adquirida caracteristica hidrofébica decorrente da insercdo de grupos acetila e, por conseguinte

diminuicdo do nimero de hidroxilas livres responsaveis pela hidrossolubilidade.

Grondahl et al. (2003) ao estudar a glicocuronoxilana acetilada verificaram que quanto
maior foi o grau de substituicdo acetil houve a diminui¢do da solubilidade em solventes polares,

como por exemplo o cloroférmio e aumento da solubilidade em solventes apolares.

O resultado das modificacdes do presente trabalho foi semelhante quando comparados
aos diferentes testes de solubilidade reportados na literatura, aos quais foram observados alteragdes

provenientes nos polissacarideos quando submetidos a rea¢fes quimicas.

5.1.3. Difracéo de Raio X

A difratometria de Raios-X é uma técnica de analise estrutural importante para se
determinar as mudancas de cristalinidade sofridas por materiais ap6s processos de modificacdo
guimica (ANDRADE e col., 2013). A natureza estrutural da (GC) e de seu derivado (GCMAP)

foram determinados empregando a difracdo de raios-X.
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O difratograma da GCMAP (Figura 11) apresenta um pico de difragdo 26 em 20°,
demonstrando o seu comportamento amorfo. Enquanto a GC (FIGURA 11) possui um
difratograma representando com uma menor organizacédo, apresentando um amplo de difragdo 26
em 23° (CORDEIRO, 2015; OLIVEIRA; PAULA, 2014; SARAH, 2018). No difratograma
apresentado foram evidenciados picos referentes as angula¢fes em torno de 20 a 23°, assim como
descrito por Cordeiro et al. (2015). Na literatura a incidéncia quanto ao percentual de cristalinidade
da goma do cajueiro apresenta varia¢fes devido ao seu percentual amorfo ou cristalino, e estes sao

atribuidos ao processamento do polissacarideo (ANDRADE et al.; 2013).
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FIGURA 11: Difratograma da GC e GCMAP

O indice de cristalinidade (IC) estimado com base no software deconvolution foi de 40%,
valor superior ao encontrado por Andrade (2012) 38% e inferior ao averiguado por Sarah (2018)
sendo de 45%. A Variacdo do percentual amorfo da goma de cajueiro pode ser atribuidas a
alteracdes na conformacdo molecular ap6s o processamento do polimero (ANDRADE et al.,
2013).

5.1.4 Cromatografia de permeacdo em gel (GPC)

As propriedades fisico-quimicas da goma do cajueiro dependem também da sua massa
molar. A massa molar numérica media (Mn), massa ponderal média (Mw) e o indice de
polidispersdo (IPD) foram determinadas através de um cromatégrafo de permeacéo em gel (GPC)
CLWA-1, a temperatura de 25° C, utilizando-se THF (tetraidrofurano) como fase mével, numa
concentracdo de 10mg/mL estdo expressas na TABELA 5, o resultado encontrado é semelhante
aos reportados anteriormente em relacdo a goma do cajueiro e goma do cajueiro modificada com
anidrido propi6nico que variam entre 1,0 x 10%e 9,0 x 10° (PITOMBEIRA et al., 2001, RICHTER,
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2018). Oliveira et al. (2014) encontraram massa molar de 1,74 x 104, similar a deste estudo, em
goma do cajueiro extraida de Anacardium occidentale L. As colunas utilizadas foram as de
poliestireno de 102 ,104 e 105 nm e detector de indice de refracdo Waters 410. A FIGURA 12

mostra as curvas de GPC das amostras GC e GCMAP.
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FIGURA 12 - Curvas de GPC para a goma do cajueiro (GC) e goma do cajueiro modificada com anidrido propidnico
(GCMAP);
A Tabela 4 apresenta os resultados de massas molares média em namero (Mn), massa

ponderal média (Mw) e indice de polidispersao (IPD) para a sinteses da GCMAP na proporcéao

1:8, polimero/anidrido (m:v), empregado na sintese.

TABELA 4. Atribuicdes das principais bandas de absor¢éo do espectro na regido.

Amostra Mn Mw IPD
GC 4,00 x 10° 2,12 x 10* 5,29
GCMAP 4,04 x 10° 2,11 x 10* 5,23

Diante o resultado da massa molar viscosimétrica, pode-se concluir que a goma do
cajueiro apresenta baixo peso molecular (PM) (OLIVEIRA et al., 2014) pr6ximos ao encontrado
por PAULA e col., (1998) e por ARAUJO e col., (2012) 2.02x10* g/mol.
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Os picos estdo representados na FIGURA 12 e os resultados resumidos na TABELA 4.
Para GC e GCMAP, um picos bem definidos foi gerado pelo detector de indice de refracdo. O pico
corresponde da concentracdo molecular total, eluiu em 8,5 e 8,8 mL respectivamente, que
correspondem a uma massa molar numérica média (Mn) de 4,00 x 10%e 4,04 x 10°. ARAUJO e
col., (2012) em estudo com a goma do cajueiro para a produgédo obteve curva monomodal de GPC
para 0 CGCE e CGPI um volume de eluicdo de 9.97 e 9,98 mL, estando os valores obtidos no

presente estudo proximos ao descrito pela literatura.

5.1.5 Analise elementar

A andlise elementar é um método que tende a determinacédo dos percentuais de C, H e N,
tendo como suas principais aplicacbes envolvimento com o estudo de amostras liquidas e sélidas,
resultantes de sinteses organicas e constituintes de complexos, sintese de polimeros, amostras
geoldgicas, ambientais e derivados de petréleo, entre outras (MARESTONI e col., 2013; LIMA,
2016).

Os dados de analise elementar expressos na TABELA 5, expressam os valores de obtidos
de C, H, N da goma do cajueiro (GC) e seu derivado (GCMAP). Na qual pode ser verificado
alteracdes significativas quanto as porcentagem dos elementos averiguados Carbono, Nitrogénio
e Hidrogénio.

TABELA 5. Analise elementar de amostras da goma do cajueiro e goma do cajueiro modificada
com anidrido propiénico

Amostra % C % H % N
GC 36,5 6,8 0,06
GCMAP 36,6 6,7 0,11

Os teores de carbono e hidrogénio da goma do cajueiro ndo modificada e de seus
derivados propionilados descritos na Tabela 5, seguem na razé@o de percentual de C/H da goma
sem modificacdo sendo inferior a razdo do % C do GCMAP, mas superior ao percentual de H do
derivado modificado com uso do anidrido propiénico, uma vez que ha a introdugdo dos grupos
propil apés a reacdo de modificacdo. Quanto maior a razdo C/H, maior a quantidade de grupos
propil adicionado (ARAUJO e col., 2012). Entretanto, é averiguado com base nessa relagdo, um

baixo percentual de substitui¢cdo do grupo de H inserido apés a reacéo.
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Oliveira (2017), em sua pesquisa com a goma do cajueiro modificada com anidrido
ftalico, variando a proporc¢do GC:anidrido em massa, de 1:2 a 1:5 e, determinando a razdo C/H por
meio de analise elementar e o grau de substituicdo por meio de titulacdo potenciométrica. Obteve
um grau de substituicdo superior a razdo C/H dos derivados acilados. Contudo, ao se comparar
com o grau de substituicdo, observa-se uma linearidade, onde o padrdo de substituigdo tende a

aumentar com o acréscimo na proporcao de GC-anidrido.

5.2. Atividade hemolitica

Testes para averiguacdo da biocompatibilidade foram realizados em concentracdes
equivalentes as utilizadas nos ensaios antimicrobianos. O ensaio de hemolise avalia a liberacdo de
hemoglobina devido a danos nas membranas das hemécias. Nos derivados GCMAP o CHs foi
determinado na concentracdo de 2000 pug/mL (FIGURA 13). Contudo, o derivado GCMAP se
apresentou biocompativel, a rota com anidrido propidnico nao interfere na hemdlise (TEJERO et
al., 2015).
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FIGURA 13. Gréfico de Concentracdo-Resposta de hemolise da GC e dos derivados GCMAP.

Os experimentos foram realizados em triplicata e empregado o Teste ANOVA e Tukey
como post-test, sendo considerado os resultados com significancia estatistica quando observados

p=<0,05.
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5.3 Avaliacao da atividade antiproliferativa in vitro - método do MTT

Para investigar o efeito citotoxico das amostras GC, GCMAP e NPGGC/ANFO-B na
viabilidade celular da linhagens tumorais utilizadas, HCT-116 (carcinoma colorretal), NCI-H460
(carcinoma de pleura) e MRC-5 (fibroblasto normal humano), as células foram expostas a
concentracdo Unica testadas por um tempo de 72 horas e a viabilidade foi mensurada através do
ensaio de MTT e estdo representados nas FIGURAS 14-A, B e C os resultados da concentracao

de inibicdo perante as linhagens testadas.
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FIGURA 14 — A, B e C. Avaliagdo da atividade citotoxica das amostras na concentracdo Unica de 50 pg/mL frente
as linhagens de células cancer de colo humano (HCT-116), de cancer pleuropulmonal (NCI-H460) e de células de
fibroblastos (MRC-5) avaliados pelo ensaio do MTT apds 72 horas de incubacéo.

Pode-se verificar na FIGURA 14 —A e B, que a NPGCMAP/ANFO-B se sobressaiu perante
as demais amostras, sendo capaz de reduzir as linhagem HCT-116 e NCI-H460 na concentracao
de 50 pug/mL. No entanto, para a linhagem de células de fibroblastros (MRC-5) o polissacarideo
mostrou-se mais promissor quando comparado a NPGCMAP/ANFO-B (FIGURA 14 -C).
Contudo, em nenhuma das linhagens as amostras apresentaram-se citotdxicas frente as linhagens

testadas.

Os dados de atividade citotoxica apresentados na TABELA 6, expressam os valores de
obtidos de GC, GCMAP, NPGCMAP/ANFO-B. Na qual pode ser averiguado os percentuais
quanto ao Percentual do Indice de Inibicdo Crescimento (%IC) e o desvio padrio (DP) perante as

linhagens testadas.



43

TABELA 6 — Percentual de inibicdo do crescimento tumoral in vitro na concentracao unica frente
a duas linhagens de células tumorais ap6s 72 h de tratamento determinado pelo método do MTT.

HCT-116 NCI-H460 MRC-5
MTT 72h CONCENTRACAO
% IC DP % IC DP  %IC DP
GC 50ug/mL 3,70 8,50 1,26 1254 4,61
16,98
GCMAP 50ug/mL 15,99 1,50 7,52 0,37 2322 1159
NPGCQNFO' 1mg/mL 29,97 7,38 13,11 348 2213 2,79

IC — Inibicdo do Crescimento; DP — Desvio Padrao.

Os experimentos foram analisados segundo a média + desvio padrdo da média (DPM) da
porcentagem de inibi¢do do crescimento celular usando o programa GraphPad Prism a partir de

experimento em triplicata.

5.4 Avaliacdo da atividade antibacteriana in vitro
Os resultados obtidos na avaliagdo antimicrobiana dos biomateriais estdo contidos na
Tabela 7. A GC natural n&o inibiu o crescimento bacteriano nas concentragdes testadas neste

estudo (Campos e col., 2012).

TABELA 7: Dados da concentracao inibitéria minima para bactérias
Staphylococcus aureus  Escherichia coli

ATCC 29213 ATCC 25922
GC (2000 a 62,5 pg/mL) Nd Nd
GCMAP (2000 a 62,5 pg/mL)  Nd Nd

Nd = sem valores de inibicdo nessa concentracdo

Os experimentos foram realizados em triplicata e empregado o Teste ANOVA e Tukey
como post-test, sendo considerado os resultados com significancia estatistica quando observados
p=<0,05.

5.5 Caracterizagdo das Nanoparticulas
As nanoparticulas apresentam a capacidade de atuarem em sistemas de entrega de ativos
de modo eficaz, tal acdo esta atribuida ao tamanho das particulas, a carga superficial, alteracoes

na superficie e nivel de hidrofobicidade. Contudo, dentre essas caracteristicas o tamanho e sua
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distribuicdo s&o fatores cruciais para determinacdo da interagdo com a membrana celular e
permeacéo do farmaco por meio das barreiras fisiologicas (ZAMPIERE, 2009). A difusdo passiva
por meio das células epiteliais por nanoparticulas maiores que 1000 nandémetros apresentam
ineficiéncia de permeacdo quando comparadas a nanoparticulas menores (EL-NAGGAR et al.,
2011).

As propriedades fisico-quimicas das particulas estdo diretamente ligadas a biodistribuic&o,
dentre elas ressalta-se o tamanho. Sendo este fator, determinante ao sitio alvo de entrega,
influenciando o carreamento e a liberacdo das moléculas (SINGH; LILLARD, 2009). Nesse
contexto, se faz necessario conhecer o diametro da particulas e seu indice de polidispersdo, por
incidirem quanto a estabilidade do sistema e estarem atreladas a uma distribuicdo monodispersa
em um faixa de tamanho estreita (MAGENHEIM; BENITA, 1991; WU; ZHANG; WATANABE,
2011). Para formulacdes destinadas a aplicacdo tépica o tamanho ideal esperado de uma
nanoparticula, seja inferior a 600 nm (VERMA et al., 2016). As Nanoparticulas poliméricas (NP’s)

obtidas, foram caracterizadas quanto ao tamanho e indice de polidisperséo (PDI) por DLS.

Os espectros de UV-vis das nanoparticulas a partir do polissacarideo modificado com
anidrido propidnico (GCMAP) com e sem a inclusdo do ativo (ANFO-B) estdo apresentados nas
Figura 15. Nota- se gque, tanto para a NPGC absorcao verificada foi de 0,555 no comprimento de

257,50 nm.

1500 -
— NPGC 0,1 % com ANFO-B
— NPGC 0,1%
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FIGURA 15: Espectros de Uv-vis evidenciando a formacdo de bandas das nanoparticulas produzidas com o
polissacarideo do cajeiro modificado (NPGC) a 0,1% e das nanoparticulas produzidas com os polissacarideos do
cajeiro a 0,1% com Anfotericina B (ANFO-B).
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Os espectros de Uv-vis das nanoparticulas poliméricas NPGC 0,1% incorporadas com 0s
ativos sdo mostrados na Figura 15. As NPGC com ANFO-B apresentaram absorc¢éo 0,882, 0,140,
0,500 e 0,103 no comprimento de 264,61, 319,59, 352,41 e 382,22 nm respectivamente.

Em nanoemuls6oes carreadas com Anfotericina-B Caldeira (2011) verificou a presenca de
picos de absorcéo nas regides em torno de 410, 388 e 365 nm. Essas bandas sdo tipicas da AmB
na forma monomérica. Com base nos dados descritos na presente pesquisa foram obtidos valores
proximos ao descrito, esse descolamento infere-se a inser¢éo na matriz polimérica.

O parametro utilizado para avaliar a distribuicdo do tamanho é o indice de polidispersao
(Polydispersity Index - PDI), através deste é possivel obter informacdes quanto ao grau de
homogeneidade. Os valores de PDI sdo resultantes da amostras com uma variedade quanto ao
tamanho de suas particulas, jA em amostras de tamanho uniforme sdo averiguados valores menores
de PDI ao qual estdo relacionados a um sistema monodisperso e de maior estabilidade
(MASARUDIN et al., 2015). A nanoparticula NPGC obteve um valor de PDI inferior a 0,3
(TABELA 8), o que indica uniformidade de tamanho das particulas no sistema. Estes resultados
sdo corroborados por Moura (2009) que sintetizou nanoparticulas poliméricas para a veiculacao
de farmacos no quais os tamanhos foram semelhantes aos obtidos em nosso estudo. Conforme,
Rao e Geckeler (2011), a sintese pelo método de dialise possibilita as nanoparticulas geradas, uma
exibicdo bem definida quanto ao tamanho apresentado, se caracterizam por apresentarem uma
estreita distribuicdo, além de se comporem mais rapidamente, o que tende a favorecer a

uniformidade no tamanho.

Desse modo, é importante conhecer o diametro das particulas e a sua distribuicdo. A andlise
do tamanho das nanoparticulas sintetizadas no presente trabalho estdo descritos na Tabela 8 que
mostram que as NPGCMAP apresentou dimensdo nanométrica e indice de polidispersdo
monodispersa, sendo 367,9 nm. Contudo, para a nanoparticula NPGC/ANFO-B foram obtidos os

dados quanto ao tamanho 690,6 (nm).

TABELA 8. Distribuicdo de tamanho, PDI e Potencial Zeta das Nanoparticulas da goma do
cajueiro (NPGC) e (NPGC-ANFO B)

Amostras Tamanho (nm) PDI ¢ (mV)

Meédia Media Media
NPGCMAP 367,9 0,182 -30,3
NPGCMAP/ANFO 690,6 0,426 -28,4
B

PDI: Indice de polidisperso
(: Potencial Zeta
Fonte: Autoria propria
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Com relacéo a distribuicdo de tamanho observou-se uma distribui¢do unimodal para as
NPGC. Para as nanoparticulas NPGC/ANFO-B foram obtidos os dados inerentes quanto ao
tamanho e indice de polidispersdo de 0,428 e -28,4 mV. DE MOURA (2009) em seu estudo na
formulacdo de nanoparticulas a base de goma do cajueiro modificada com anidrido propriénico
observou um tamanho de 142 nm, o que difere do encontrado no nosso estudo, porém tal fato pode

ser atrelado ao uso do reticulante epicloridina durante a reacao.
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6. CONCLUSOES
Os resultados mostram que o polissacarideo obtido da cajueiro pode ser modificado por
reacdo de esterificacdo com anidrido proprionico, o que lhes conferiu uma reducdo de

hidrofilicidade. Como visto no teste de solubilidade quando compara a GC com GCMAP.

Os resultados obtidos das analises de caracterizacdo da celulose modificada com anidrido
propidnico realizadas através de FT-IR e DRX revelaram que ocorreu modificacdo na estrutura da
goma do cajueiro, por meio da averiguagdo de grupos funcionais (carbonila C=0) identificados

apos a analise do infravermelho, e pelo deslocamento do perfil amorfo na estrutura do polimero.

Na andlise elementar foi determinado o0s percentuais constituintes do polimero
modificado (GCMAP) em contrapartida com o material de origem (GC), que houve mudancas dos
percentuais constituintes. Pela Cromatografia de Permeacdo em Gel notou-se o deslocamento do
pico de elui¢do apds a modificagdo. E alteracdo da massa molar e massa ponderal média

Os derivados resultantes sdo biomateriais candidatos a aplicacGes biomédicas, que as

concentragdes nos quais podem ocasiona hemolise foram averiguadas acima de 2000 pg/mL.

As Nanoparticulas poliméricas (NP’s) obtidas por meio GCMAP proporcionou a
formulacdo, apresentando tamanho e distribuicdo unimodal, sendo suscetiveis a incorporacdo do

farmaco Anfotericina B, mostrando promissoras para o carreamento do mesmo.

O GCMAP ndo mostrou-se eficaz quanto ao teste antibacteriano perante as linhagens
testada. Na averiguacdo do efeito citotoxico das amostras GC, GCMAP e NPGC/ANFO-B na
viabilidade celular da linhagens tumorais utilizadas, HCT-116 (carcinoma colorretal), NCI-H460
(carcinoma de pleura) e MRC-5 (fibroblasto normal humano), as células foram expostas a
concentracdo Unica testadas por um tempo de 72 horas e a viabilidade foi mensurada através do
ensaio de MTT, ndo apresentaram efeito citotoxico na concentracdo de 50 pg/mL para o GC e
GCMAP e 1 ug/mL NPGC/ANFO-B.
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