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What would you think if | sang out of tune
Would you stand up and walk out on me
Lend me your ears and I'll sing you a song
And I'll try not to sing out of key

I get by with a little help from my friends

I get high with a little help from my friends
Gonna try with a little help from my friends

The Beatles
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RESUMO

A goma de cajueiro representa um heteropolissacarideo extraido do tronco da arvore
Anacardium occidentale L. e se caracteriza como um biomaterial que possui
propriedades cicatrizantes, baixa toxicidade, biodegradabilidade e apresenta reduzido
custo de obtencdo. Nesse sentido, a proposta do trabalho é obter nanoparticulas de goma
do cajueiro acetilada e avaliar a sua capacidade de incorporar o tamoxifeno (TMX),
além de avaliar o potencial desse sistema contra microorganismos. As nanoestruturas
foram obtidas pela técnica de diafiltracdo onde foi utilizado como solvente inicial,
durante o processo de sintese, 20 mL de acetona ou de dimetilsulféxido (DMSO). A
proporcdo utilizada, em massa, de polimero e farmaco foi de 10:1 para todos 0s
sistemas. Através da técnica de difracdo de luz dindmica verificou-se que o tamanho
médio de particulas variou entre 202,2+0,7 nm e 81,3+0,1 nm. O potencial zeta
mostrou-se negativo para todos os sistemas e se manteve estavel ap6s cinco meses. O
indice de polidispersdo manteve-se inferior a 0,2 para todas as amostras. A eficiéncia de
incorporagéo apresentou valores de 34,7% no sistema com acetona e de 37,7%, quando
0 DMSO foi utilizado como solvente inicial. A analise morfolégica foi realizada através
da técnica de microscopia de forca atémica, onde foi possivel observar o formato
esférico das nanoparticulas e a presenca de TMX na sua matriz, quando a acetona foi
utilizada para a sintese. Por fim, a concentracdo de particulas nas amostras, evidenciada
através da andlise do rastreamento de particulas, apresentou valores entre 1,19+0,09 x
10° e 0,81+0,01 x 10° particulas/mL nos sistemas com o farmaco em DMSO e acetona,
respectivamente. Testes microbiolégicos realizados com 0s microorganismos
Escherichia coli, Sthaphylococcus aureus e Candida aubicans mostraram eficacia do
sistema contra o fungo e a bactéria Gram-positiva, reduzindo o crescimento de coldnias
em até 66,9% para o sistema em acetona.

Palavras-chave: nanoparticula, goma do cajueiro acetilada, dialise.
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ABSTRACT

The cashew gum is a heteropolysaccharide extracted from the trunk of Anacardium
occidentale L. tree and a biomaterial is characterized as having healing properties, low
toxicity, biodegradability and has reduced cost of obtaining. In this sense, the purpose of this
study is to obtain gum nanoparticles of acetylated cashew gum and evaluate its ability to
incorporate tamoxifen (TMX), and to evaluate the potential of this system against
microorganisms. The nanostructures were obtained by diafiltration technique which was
used as starting solvent during the synthesis process, 20 ml of acetone or dimethylsulfoxide
(DMSO). The used proportion by weight of polymer and drug was 10: 1 for all systems.
Through dynamic light diffraction technique it was found that the average particle size
ranged from 202.2 = 0.7 nm and 81.3 £ 0.1 nm. The zeta potential was negative for all
systems and is stable after five months. The polydispersity index remained below 0.2 for all
samples. The incorporation efficiency values presented in the system with 34.7% acetone
and 37.7% when DMSO was used as the initial solvent. Morphological analysis was
performed using the technique of atomic force microscopy, where we observed the spherical
shape of the nanoparticles and the presence of TMX in the matrix, when acetone was used
for the synthesis. Finally, the concentration of particles in the sample, as evidenced by
nanoparticle tracking analysis varied from 1.19+0.09 x 10° and 0.81+0.01 x 10° particles /
ml in the systems with the drug in DMSO and acetone, respectively. Microbiological tests
conducted with the microorganism Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Candida
aubicans shown efficacy against fungi and Gram-positive bacteria, reducing the growth of
colonies by up to 66.9% for the system in acetone.

Keywords: nanoparticle, acetylated cashew gum, dialysis.



1. INTRODUCAO

A goma de cajueiro € um heteropolissacarideo extraido do tronco da arvore
Anacardium occidentale L. Esse vegetal é original do Brasil e encontra-se vastamente
difundido pelo nordeste do pais, principalmente nos estados do Piaui, Ceara e Rio
Grande do Norte. Essa regido € responsavel por 95% da producédo nacional da castanha,
um dos seus principais derivados. (Lima, et al. 2011; Paiva, Barros, & Cavalcanti,
2009).

O extrato retirado do tronco da arvore funciona como um mecanismo de defesa da
planta contra agentes agressores sejam eles fisicos ou quimicos. As pesquisas
envolvendo aplicacBes para essa goma, retirada do cajueiro, apontam para o futuro
promissor que esse biomaterial apresenta, por apresentar caracteristicas cicatrizantes,
antimicrobiana, biodegradaveis, baixa toxicidade, além de possuir reduzido custo de
obtencdo. A goma do cajueiro apresenta aplicacGes diversas na industria alimenticia
atuando como agente espessante e gelificante, por exemplo. Além disso, também ¢é
utilizada como agente aglutinante de comprimidos e capsulas na industria farmacéutica
(Cunha, de Paula, & Feitosa, 2009; Schirato, et al. 2006; Campos, et al. 2012; Paula, et
al. 2011; Kumar, et al. 2012).

Apesar de apresentar caracteristicas favoraveis a sua utilizacdo como biomaterial,
a goma do cajueiro é soltvel em agua, o que dificulta a sua manipulacdo quando se trata
da sintese de nanoparticulas. Felizmente esse polissacarideo pode ser modificado, com
tratamento quimico, a fim de alterar a sua polaridade. Assim, grupos hidrofdbicos
podem ser covalentemente ligados ao polissacarideo como, por exemplo, no processo de
acetilacdo. Nanoparticulas de goma do cajueiro acetilada (GCA) séo eficazes para a
liberacdo controlada de farmacos, como por exemplo, a indometacina (Pitombeira, et al.

2015).



O tamoxifeno, apesar de possuir eficacia comprovada no tratamento do cancer de
mama, apresenta potencial terapéutico para outras patologias por possuir propriedade
antifangica, atividade contra leishmania além de se mostrar eficaz no tratamento de
fibrose, cicatrizes hipertroficas e queloide. O mecanismo de acdo do tamoxifeno nessas
condicdes ainda ndo foi completamente elucidado, no entanto, as pesquisas sugerem que
essa droga atue sobre o fator de transformacdo do crescimento presente nas células,
responsavel por promover a proliferacdo e diferenciacdo celular (Karaca, et al. 2013;
Dolan, et al. 2009; Gragnani, et al. 2010; Mikulec, e al. 2001; Miguel, et al. 2007).

Nesse sentido, a proposta do trabalho é formar nanoparticulas de goma do cajueiro
modificada através de uma reacdo de acetilacdo, a fim de aumentar o seu carater
hidrofobico, e avaliar a sua capacidade de incorporar o tamoxifeno. Além disso,
observar o seu potencial microbioldgico em testes contra E. coli, S. aureus e C.

aubicans.
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CAPITULO 1: ESTUDO PROSPECTIVO



NANOPARTICULAS DE GOMA DO CAJUEIRO EM APLICACOES BIOMEDICAS:
UM ESTUDO PROPECTIVO
Karolina Carneiro Morais de Macedo', Edson Cavalcanti da Silva Filho®, Durcilene Alves da
Silva’
'Universidade Federal do Piaui, Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncia dos Materiais,

Laboratdrio Interdisciplinar de Materiais Avangados- LIMAV



RESUMO

Pesquisas que envolvem a nanotecnologia apresentam destaque no ambiente académico,
por se tratar de uma area relativamente nova, porém com grande potencial de
desenvolvimento. A proposta inovadora da nanotecnologia se baseia na capacidade de
producdo de novos materiais, com dimensfes diminutas, que conseguem aliar
propriedades previamente selecionadas de materiais ja existentes, a fim de potencializar
seus efeitos ou diversificar suas caracteristicas. Polimeros naturais vem se destacando
nesse sentido, pois sdo substancias versateis e de facil manipulacdo. A goma do cajueiro
representa um biopolimero natural extraido do tronco da arvore Anacardium occidentale
L., um vegetal amplamente difundido no Nordeste do Brasil. Aplicacbes
nanotecnoldgicas que envolvem a utilizacdo de goma do cajueiro ja podem ser
encontradas em pesquisas que envolvem liberacdo controlada de farmacos,
desenvolvimento de sensores e aplicac@es nas inddstrias agricola e alimenticia. Assim,
objetivo desse estudo foi realizar uma prospeccdo nas principais bases de dados de
artigos e patentes, a fim de observar como a nanotecnologia vem sendo empregada na
area biomédica. Foram analisados documentos publicados nos ultimos 10 anos nas
plataformas Scielo, Scopus, INPI, USPTO e Espacenet. Em geral, ainda sdo poucas as
publicacdes referentes a goma do cajueiro. O Brasil apresenta 0 maior volume de artigos
e patentes nesse sentido, no entanto, a india domina o ranking no que diz respeito a

liberagdo controlada de farmacos utilizando esse polissacarideo.

Palavras-chave: nanotecnologia, goma do cajueiro, liberagdo controlada de drogas.



ABSTRACT

Research involving nanotechnology have featured in the academic environment,
because it is a relatively new area, but with great potential for development. The
innovative proposal is based on nanotechnology materials of new production capacity
with diminute dimensions, which can combine preselected properties of existing
materials to enhance their effect or to diversify their characteristics. Natural polymers
has been outstanding in this sense, they are versatile and easy to handle substances. The
cashew gum is a natural biopolymer extracted from the trunk of the tree Anacardium
occidentale L., a plant widespread in Brazil Northeast. Nanotechnological applications
involving the use of cashew gum already found in studies involving the controlled
release of drugs, development of sensors and applications in the agricultural and food
industries. Aim of this study was to survey the main bases of articles and patent data in
order to observe how nanotechnology has been used in the biomedical field. Documents
were analyzed published in the last 10 years in Scielo platform, Scopus, INPI, USPTO
and Espacenet. In general, there are few publications related to the cashew gum. Brazil
has the largest number of articles and patents that direction however, India dominates
the ranking with respect to the controlled release of pharmaceuticals using this
polysaccharide.

Key-Words: nanotechnology, cashew gum and controlled drug release



1. INTRODUCAO

Desde 1959, ap6s o discurso de Richard Feynman na Sociedade Americana de
Fisica, despertou-se o interesse pelo estudo das nanoparticulas. Pela primeira vez na
histéria, Feynman levantou a possibilidade de miniaturizacdo da matéria. Em seu
discurso ele defendeu que € possivel manipular, controlar e fabricar objetos em escala
muito pequena e que esses sao regidos por novos tipos de forgas e, por isso, apresentam
novas caracteristicas. Nessa ocasido, Feynman construiu os pilares do que viria a ser a
nanotecnologia. No entanto, apenas no comeco dos anos de 1980, com o
desenvolvimento da microscopia de tunelamento por Gerd Binnig e Heinrich Rohrer, o
que lhes rendeu o prémio Nobel de Fisica em 1986, os estudos em nanotecnologia se
intensificaram (Barkalina, et al. 2014).

Atualmente, é possivel obter nanoparticulas constituidas pelas mais diversos
materiais e aplicaveis para os mais diversos fins. A utilizacdo de nanoparticulas
poliméricas para encapsulacdo de farmacos constitui uma vertente promissora e
inovadora nesse sentido.

A goma obtida do cajueiro € um biopolimero natural, extraido a partir do exudato
do tronco da arvore Anacardium occidentale L.(Figura 1). Esse vegetal é originario do
Brasil e foi introduzido no sudeste da india pelos portugueses no século XVI. A partir
disso, houve a difuséo para o subcontinente indiano e rapidamente se espalhou pelo
sudeste asiatico. Atualmente é vastamente encontrado na India, Brasil, Tanzania,
Mocambique e no Quénia, paises de clima tropical e subtropical, que apresentam
caracteristicas climéticas favoraveis para o seu cultivo: pluviosidade pouco densa e
presenca de periodo de estiagem entre as estacGes chuvosas. Além dos paises citados

anteriormente, a Nigéria também é um importante produtor de goma do cajueiro.
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O Brasil apresenta uma regido de cultivo que ocupa aproximadamente 710.404 ha,
localizada principalmente nos estados do Piaui, Ceard e Rio Grande do Norte. O
nordeste é responsavel por 95% da producdo nacional de derivados do cajueiro. (Lima,

et al. 2001, Paiva, Barros, & Cavalcanti, 2009).

Figura 1. Exsudato coletado do tronco da arvore de caju.

Fonte: Andrade et al. (2013)

Gomas sdo substancias poliméricas de alta massa molar, hidrofilicas, que
guando em contato com solventes apropriados, mesmo em baixas concentra¢cdes, sdo
capazes de formar dispersdes ou solucdes altamente viscosas, como géis. Além disso,
sdo inodoras, insipidas e ndo toxicas. As gomas naturais sdo obtidas a partir do exsudato
de arvores, sementes, algas ou por fermentacdo microbioldgica. As modificacdes sdo
realizadas a fim de alterar ou aprimorar alguma propriedade desse material. O exsudato
dos vegetais funciona como um mecanismo de defesa contra agressbes fisicas ou
bioldgicas. Geralmente sdo heteropolissacarideos complexos, ramificados e
polidispersos, cujo fragmento pode ser observado na figura 2 (Cunha, de Paula, &
Feitosa, 2009).

Os polissacarideos provenientes da extracdo vegetal sdo empregados na indudstria

alimenticia e farmacéutica, por exemplo, pois podem atuar como emulsificantes,
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espessantes, gelificantes, estabilizantes e aglutinantes. A goma do cajueiro é um
heteropolissacarideo composto por unidades galactose (72%), arabinose (4,6%), glucose
(14%), raminose (3,2%) e acido urénico (4,7%). Esse material apresenta propriedades
que favorecem a sua utilizacdo na area biomédica como baixa toxicidade, propriedade
cicatrizante, capacidade biodegradavel além de ser economicamente viavel devido ao
baixo custo da sua obtencdo (Lima, et al. 2011; Rodrigues, de Paula, & Costa, 1993;

Oliveira, Paula, & de Paula, 2014; Paula, et al. 2011; Schirato, et al. 2006).

Figura 2. Composicdo estrutural de um fragmento de goma do cajueiro.

HO EiﬂH
the— 2 D

Fonte: Silva et al. (2006)

A utilizacdo de nanoparticulas obtidas a partir de polissacarideos para aplicacdo
em liberacdo de farmacos € um campo cientifico que vem crescendo desde a Ultima
década. Esse sistema pode ser aplicado através da via de administracdo oral,
transdérmica, por sondas neurais ou através de microchips, por exemplo (Abreu, et al.
2012; Lopes, et al. 2014; Gurman, et al. 2015).

Devido a diversidade de informacdes referentes a goma do cajueiro e levando
em consideracdo o potencial econémico desse material, 0 objetivo desse estudo foi
realizar uma prospecgdo atraves da busca por artigos e patentes a fim de observar como

a nanotecnologia vem sendo empregada na area biomédica.
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2. METODOLOGIA

Foi realizada uma pesquisa dos termos selecionados como relevantes para

demonstrar a importancia de pesquisas nesse sentido. Dessa forma, a busca por artigos

foi realizada nas plataformas Scielo, Scopus e Web of Science. Além disso, foram

utilizados os mesmos termos para direcionar a procura por patentes nos dominios:

Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI), United States Patentand Trademark

Office (USPTO) e Espacenet, englobando os depdsitos do Brasil, dos Estados Unidos e

da Europa, respectivamente. A pesquisa foi realizada entre os dias 12 e 14 de maio de

2015. Os termos utilizados em todos os dominios de busca citados anteriormente foram

escritos em inglés e correspondem a:

1.

2.

3.

4.

8.

9.

Goma do cajueiro

Goma do cajueiro e modificada

Goma do cajueiro e acetilada

Nanoparticulas e goma do cajueiro

Nanoparticulas e goma do cajueiro e modificada
Nanoparticulas e goma do cajueiro e acetilada
Goma do cajueiro e liberacdo de droga

Goma do cajueiro e modificada e liberacdo de droga

Goma do cajueiro e acetilada e liberacdo de droga

10. Nanoparticulas e goma do cajueiro e liberacdo de droga

11. Nanoparticulas e goma do cajueiro e modificada e liberacdo de droga

12. Nanoparticulas e goma do cajueiro e acetilada e liberacdo de droga

Os dados referentes a essa pesquisa sdo encontrados na Tabela 1.

Na plataforma de pesquisa por artigos cientificos Scopus, 0s termos selecionados

foram procurados utilizando como refinamento de busca sua localizacdo no titulo,

13



resumo ou nas palavras-chave do artigo. Além disso, foram considerados apenas artigos
publicados a partir do ano de 2005 até o més de maio de 2015. No site de busca Scielo,
foram procurados todos os artigos indexados utilizando os termos previamente
selecionados no idioma portugués e inglés. Os critérios de busca na plataforma Web of
Science incluiram artigos publicados no idioma inglés entre os anos de 1945 e 2015,
onde a pesquisa pelos termos de busca encontravam-se no titulo dos mesmos. A
pesquisa realizada no dominio USPTO englobou todos os registros correspondentes as
palavras de busca no idioma inglés.

A pesquisa realizada no dominio de busca Espacenet, utilizou as palavras-chave
presentes no titulo ou no resumo das publicacfes. A busca por patentes depositadas no
Brasil foi realizada site do INPI e utilizou como critérios de selecdo a presenca das
palavras-chave no resumo do arquivo. Além disso, o termo foi pesquisado no idioma
nativo, portugués.

Todos os graficos foram construidos através do programa Origin Pro 8.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram utilizadas 12 combinacGes diferentes de termos para a realizacdo da
prospeccdo em ambos os mecanismos de busca: artigos e patentes. A procura por
termos mais genéricos apresentou um volume maior de publicacbes em comparagdo
com a pesquisa por expressdes mais especificas, que englobam uma combinacdo maior
de palavras.

De acordo com a Tabela 1, 81 artigos foram encontrados quando se utilizou o
termo genérico de busca “cashew gum”. No entanto, um dos artigos publicados na
plataforma de pesquisa Scopus aparece em duplicata. Além disso, dois artigos foram
retirados, provenientes da mesma plataforma, por ndo apresentar o documento na
integra, o que impossibilitou inseri-los nas contagens e classificacdes que se seguem.

As publicacdes da plataforma Scopus apresentam propostas de aplicacdes
diversificadas, propondo a utilizacdo da goma do cajueiro para os mais diversos fins,
como por exemplo, distribuicdo controlada de farmacos, desenvolvimento de sensores,
como conservante na industria alimenticia e como agente bactericida e fungicida (Zhao,

et al. 2014; Aradjo, et al. 2012; Puiso, et al. 2014).
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Tabela 1. Numero de publicacdes por termo pesquisado nas plataformas de busca de

artigos e patentes.

| ARTIGOS | PATENTES

Palavras-chave SCOPUS SCIELO WEB OF SCIENCE  ESPACENET  USPTO INPI
cashewgum 81 5 76 0 0 4
cashewgumandmodified 6 0 1 0 0 0
cashewgumandacetilated 1 0 1 0 0 0
nanoparticlesandcashewgum 8 0 6 0 0 0
nanoparticles and cashew gum and 0 0 0 0 0 0
modified
nanoparticles and cashew gum and 1 0 1 0 0 0
acetilated
cashew gum and drug delivery 14 0 0 0 0 0
cashew gum and modified and drug 3 0 0 0 0 0
delivery
cashew gum and acetylated and drug 0 0 0 0 0 0
delivery
nanoparticles and cashew gum and 3 0 0 0 0 0
drug delivery
nanoparticles and cashew gum and 0 0 0 0 0 0
modified and drug delivery
nanoparticles and cashew gum and 0 0 0 0 0 0

acetylated and drug delivery

Na plataforma de pesquisa por artigos na base de dados latino-americana Scielo,
foram encontrados 5 artigos referentes ao mesmo termo. Esses artigos foram publicados
entre os anos de 2006 e 2013. Andrade et al. (2013) escreveu sobre as modificacdes
fisicas e quimicas por extrusdo termoplastica, sugerindo que a goma do cajueiro pode
representar uma possibilidade de substituicdo da goma ardbica quando esta € utilizada
em aplicacBes industriais. Foi encontrado, ainda, pesquisas com relevancia na area
epidemioldgica, como o trabalho de de Paula et al. (2010) que avaliou o revestimento
de esferas de alginato com goma de cajueiro a fim de utiliza-las como larvicida no
combate ao vetor da dengue. Outro trabalho interessante avaliou o efeito da goma de
cajueiro na fase inflamatoria do processo de cicatrizacdo de feridas e concluiu que a

aplicacdo desse material favorece a melhor recuperacdo do tecido, durante o periodo
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avaliado (Schirato, et al. 2006). Os outros artigos estudaram modificacfes na goma e
suas caracterizagdes.

Os artigos pesquisados na plataforma de busca por publicacGes internacionais,
Scopus, foram divididos segundo o ano da sua publicacdo (Figura 3), de acordo com as

suas areas de interesse (Figura 4) e com os paises onde foram elaborados (Figura 5).

Figura 3. Numero de publicacBes de artigos por ano utilizando como termo de busca

“cashew gum”, na plataforma Scopus.
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Fonte: Autoria propria (2015)

De acordo com a Figura 6, 0os anos em que houve maior volume de artigos
publicados na plataforma Scopus, utilizando-se o termo de busca cashew gum, foram
2012 e 2014, totalizando 13 documentos, cada. No entanto, pode-se perceber que essa

tendéncia vem acrescendo a partir da observacdo feita acerca do ano de 2015, onde
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apenas até o més de maio, 9 artigos ja haviam sido publicados sobre o tema. Uma
observacdo importante diz respeito ao carater dos temas das publicacdes que se
tornaram cada vez mais especificos com o passar dos anos, indicando a variedade de
areas onde a goma do cajueiro estd sendo empregada. Desde a primeira publicacédo
sobre o assunto em 2005, um artigo que trata da avaliacdo da viscosidade da goma do
cajueiro em comparacdo com a da goma arabica, até o ano de 2007, 12 artigos foram
publicados sobre o tema e 66,6% deles sdo sobre caracterizacdo de materiais. Nos dois
anos seguintes, 14 artigos foram encontrados e 78,5% desses estudos ja utilizavam
como foco dos seus estudos a aplicacdo da goma de cajueiro em algum sistema na
industria farmacéutica, alimenticia ou agricola. A partir do ano de 2010 até os dias
atuais, houve um acréscimo de 53 publicacdes na area, sendo que 73,5% delas esta
relacionada com aplicacdes tecnoldgicas.

O aumento do nivel de complexidade nas pesquisas envolvendo a goma do
cajueiro comprova a sua versatilidade enquanto material. A figura 4 mostra a
classificacdo desses artigos segundo categorias que representam a maior area de

abrangéncia dos mesmos.
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Figura 4. Classificacéo dos artigos quanto ao tema predominante.
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Fonte: Autoria propria (2015)

Os artigos foram organizados em categorias de acordo com a predominancia dos
temas abordados. Foram admitidos artigos na secdo Caracterizacdo de Materiais aqueles
que apresentavam como tematica central, alguma modificacdo na estrutura da goma e
sua respectiva caracterizacdo ou aqueles que se propuseram a utiliza-la em alguma
aplicacdo inovadora. Artigos que apresentam importantes contribuicdes, no que diz
respeito a encapsulacéo e liberacdo controlada de drogas, foram agrupados na categoria
Liberacdo Controlada de Farmacos. As classificacbes Industria Alimenticia e
Agricultura apresentam artigos que discorrem sobre a utilizagdo da goma do cajueiro
para favorecer uma maior conservagdo dos alimentos e sobre a otimizagéo do cultivo do

vegetal ou do melhor aproveitamento do mesmo, respectivamente. Os artigos que
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tratavam de liberacdo controlada, porém de substancias ndo farmacologicas, foram
introduzidos nos grupos Encapsulagio de Oleo Essencial ou Encapsulacio de Larvicida.

Além desses, ainda hd os grupos referentes aos artigos de revisdo e outros
enquadrados em outras areas do conhecimento, porém bastante relevantes: Biomaterial
para Reparacdo Tecidual, Odontologia e Desenvolvimento de Sensor. O primeiro
agrupa as publicaces relacionadas a utilizacdo da goma do cajueiro a fim de
potencializar a recuperacdo dos tecidos corporais com ou sem associagdo com outras
substancias; o segundo avalia a atividade antimicrobiana contra Streptococcus mutans
de algumas gomas utilizadas popularmente em aplica¢6es odontoldgicas e, finalmente, o
terceiro discorre sobre o desenvolvimento de um sensor para peroxido de hidrogénio
(H20,) (Moreira, et al. 2015; Schirato, et al. 2006; Vieira, et al. 2014; Nunes Pauli, et al.
2015).

Muitos artigos que envolvem aplicacdes biomédicas da goma de cajueiro foram
encontrados na plataforma de busca Scopus. As publica¢es que foram classificadas em
Distribuicdo Controlada de Farmacos apresentam uma ampla gama de abrangéncia de
sistemas desenvolvidos para essa finalidade e de drogas testadas. O primeiro artigo
publicado nesse sentido foi no ano de 2006 e se intitula “Reacetylated chitosan/cashew
gum gel: preliminary study for potential utilization as drug release matrix” e discorre
sobre a caracteriza¢do de uma matriz para liberacdo controlada de farmacos, construida
com quitosana e goma do cajueiro (Maciel et al, 2005). O trabalho avalia a cinética de
liberacdo do cloridrato de pilocarpina a partir desse sistema. Apds essa publicacdo,
apenas no ano de 2009, outro artigo nessa linha de pesquisa voltou a ser publicado. Na
oportunidade, o autor comparou caracteristicas dos perfis de liberacdo do Paracetamol, a
partir de comprimidos formulados com substratos diferentes, incluindo a goma do

cajueiro. No total, sdo 16 publicacGes que utilizam a goma do cajueiro em pesquisas
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para distribuicdo controlada de farmacos. Apesar de o Brasil ter assinado o primeiro
artigo tendo como base essa linha de pesquisa, a India apresenta o maior volume de
publicacBes nesse sentido (62,5%). O Brasil contribui apenas com 18,7 % seguido por
Gana, Nigéria e EUA com 6,2%, cada. Além do artigo de Maciel et al (2006), outros
dois foram desenvolvidos por grupos brasileiros nos anos de 2013 e 2015. Um dos
artigos avaliou a incorporacédo o da vitamina B12 nos seguintes materiais: goma arabica,
goma de cajueiro, alginato de sodio, carboximetil celulose e Eudragit® RS100. Além
disso, foi avaliado o perfil de liberacdo do farmaco em diferentes condicGes de pH.
Outro discorre sobre o potencial de nanoparticulas formadas por goma do cajueiro
modificada através de uma reacdo de acetilacdo (apresentando grau de substituicdo de
2,8), a fim de aumentar o seu carater hidrofébico, para incorporar indometacina (Maciel,
et al. 2006; Okoye, et al. 2009; Oliveira, et al. 2013; Pitombeira, et al. 2015).

Em relacdo as publicacdes indianas, pode-se afirmar que elas apresentam
semelhancas entre si, no que diz respeito as hipoteses dos estudos. No ano de 2010,
pesquisadores indianos publicaram um artigo na revista Journal of Pharmaceeutical
Science and Research semelhante ao de Okoye et al. (2009) descrito anteriormente, no
entanto, utilizaram diclofenaco de sddio para a liberacdo. O artigo seguinte avaliou o
perfil de distribui¢do do farmaco a partir de um sistema multiparticulado composto por
goma do cajueiro, em varias proporcdes, e outros polimeros. Uma pesquisa interessante
realizada por pesquisadores provenientes desse mesmo pais, sugere a administracao por
via topica de lidocaina, utilizando a goma de cajueiro como veiculo. A publicagdo mais
recente segue o mesmo padréo das anteriores: foram desenvolvidos comprimidos com
diferentes concentracdes de goma do cajueiro, alguns contendo a goma modificada onde

comparou-se a cinética de liberacdo do farmaco a partir dessas estruturas (Ganesh, et al.
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2010; Gandhi, Badgujar, & Kasiwal, 2011; Das, Nayak, & Nanda, 2013; Bhosale, et al.

2015).

Figura 5. Pais de origem dos artigos publicados no Scopus utilizando como termo de

busca “cashew gum”.
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Fonte: Autoria propria (2015).

Como ¢ possivel observar na Figura 5, o Brasil apresenta a grande maioria do
volume de publicagdes em relacdo ao termo de busca “cashew gum”. Isso acontece por
esse pais ser um grande produtor dessa espécie de planta e por apresentar grupos de
pesquisa especializados nesse tema. Dessa forma, ha representantes brasileiros em todos

os temas de investigacdo sobre goma de cajueiro. No entanto, 0 maior volume desse
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material se concentra nas areas de caracterizagdo de materiais e desenvolvimento de
formulacéo farmacéutica.

O perfil dos temas de publicacdo dos artigos também varia de acordo com 0s
paises. Metade das pesquisas relacionadas & agricultura foi desenvolvida na Africa.
Oriundo dessa nacdo, também héa publicacdes relacionadas com a industria alimenticia,
distribuicdo de farmacos e caracterizacdo de materiais.

A partir da observacdo dos dados da Tabela 1, pode-se afirmar que apenas a
plataforma de patentes nacional: Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI)
possui documentos nesse formato e que estes sao referentes ao termo de busca “cashew
gum”.

A classificacdo das patentes se apresenta descrita na Tabela 2, onde se observa a
presenca de uma patente catalogada na grande area A que corresponde as necessidades
humanas, outra na grande area B relacionada com operacdes de processamento e
transporte e duas na C onde se enquadram as patentes na area de quimica e metalurgia.
A patente intitulada Producdo de Goma de Cajueiro se enquadra na classificacdo de
duas grandes areas: A e C. Esse documento descreve um processo de obtencdo da goma
de cajueiro, obtida a partir do exsudato do tronco da arvore, purificada, bem como a
patente: Método de Isolamento da Goma do Cajueiro (Anacardium occidentale L.), que

também descreve um processo de depuracdo e otimizacdo no tratamento de pureza da

goma.
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Tabela 2. Agrupamento quanto a classificacéo internacional de patentes.

TITULO REFERENCIA CLASSIFICACAO
Produgéo de goma de Mothé, C. R., 2000 A23C: Alimentos ou
cajueiro produtos alimenticios; seu

beneficiamento, ndo
abrangido por outras

classes
Processo para a utilizacdo | Correia, J. C. G., Ribeiro, BO3D: Separacao de
da goma de cajueiro como | S. C. C., Monte, M. B. M., | materiais sélidos utilizando
depressor na flotagédo de &Seidl, P. R., 2005 liquidos ou mesas ou
minerais calcérios peneiras pneumaticas;

separacdo magnética ou

eletrostatica de materiais

dos materiais sélidos ou
fluidos; separacgdo por meio
de campos elétricos de alta

tensdo
Hidrogéis superabsorventes | Rubira, A. F., Muniz, E.
constituidos da goma do C., & Feitosa, J. P. A.,
cajueiro modificada e 2006
acrilamida
Producdo de goma de Mothé, C. R., 2000 C08C e C08B: Compostos
cajueiro macromoleculares

organicos; sua preparacao
OU Seu processamento
quimico; composi¢coes
baseadas nos mesmos

Meétodo de isolamento da de Paula, R.C. M., &

goma do cajueiro Rodrigues, J. F.,1990

(Anacardium occidentale
L.)

Um sistema absorvente apropriado para armazenamento e condicionamento de
liquidos e para a liberacdo controlada dos mesmos foi 0 objeto de estudo da patente
“Hidrogéis superabsorventes constituidos da goma do cajueiro modificada e
acrilamida”. Por outro lado, o documento: Processo para a utilizacdo da goma de
cajueiro como depressor na flotagdo de minerais calcarios, propde a utilizacdo dessa

goma em um sistema capaz de realizar uma filtracdo por depressdo do material
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carbonato a partir desse polissacarideo. Nao foram encontradas patentes que

relacionassem a goma de cajueiro com propriedades biomédicas.
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4. CONSIDERAGCOES FINAIS

Apesar de haver publicacfes relevantes no que se refere a caracterizacdo da goma
de cajueiro, ainda sdo reduzidas as publicacbes que tratam das suas aplicacdes. A
analise desses artigos permite afirmar que esse polimero pode ser empregado em
diversas areas: biomédica, alimenticia, eletronica e agricola. Apesar de o Brasil ser o
pais que apresenta 0 maior volume de publicacdes em relacdo a artigos que abordam a
goma do cajueiro como tematica central, e 0 Unico que apresenta depdsito de patentes
em relacdo a esse material, no que diz respeito as publicacdes especificas para
distribuicdo controladas de farmacos, a India detém 62,5% da autoria. O Brasil
apresenta apenas 3 artigos publicados nessa categoria. Nao foram encontradas patentes
que relacionassem a goma de cajueiro com propriedades biomédicas, o que demonstra a

necessidade de estudos cientificos nacionais nesse sentido.
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RESUMO

Polimeros naturais vem sendo empregados em aplicagdes biomédicas por apresentar
vantagens como biocompatibilidade, toxicidade reduzida e baixo custo. Nesse sentido, a
goma do cajueiro e seus derivados sdo promissores, pois além de apresentarem essas
caracteristicas, sdo provenientes de fontes renovaveis. Assim, foram preparadas
nanoparticulas de goma do cajueiro acetilada, pela técnica de dialise com o propdsito de
incorporar tamoxifeno. Através da técnica de espalhamento de luz dinamico verificou-
se que o tamanho médio de particulas variou entre 202,2+0,7 nm e 104,0+2,8nm. O
potencial zeta mostrou-se negativo para todos os sistemas e se manteve estavel apos
cinco meses. O indice de polidispersdo manteve-se inferior a 0,2 para todas as amostras.
A eficiéncia de incorporacao, que apresentou valores de 34,7% no sistema com acetona
e de 37,7% quando o dimetilsulfoxido foi utilizado como solvente inicial. A analise
morfologica foi realizada através da técnica de microscopia de forca atdbmica, onde foi
possivel observar o formato esférico das nanoparticulas e a presenca de tamoxifeno na
sua matriz, quando a acetona foi utilizada para a sintese. Por fim, a concentracdo de
particulas nas amostras, evidenciada através da andlise de rastreamento de particulas,
apresentou valores entre 1,19+0,09 x 10° e 0,81+0,01 x 10° particulas/mL nos sistemas
com o farmaco em dimetilsulféxido e acetona, respectivamente. Testes microbioldgicos
realizados com o0s microorganismos Escherichia coli, Sthaphylococcus aureus e
Candida aubicans mostraram eficacia do tamoxifeno contra o fungo e a bactéria Gram-
positiva, reduzindo o crescimento de colénias em até 66,9% para o sistema em acetona.

Palavras-Chave: nanoparticulas, goma do cajueiro acetilada, dialise, tamoxifeno.
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ABSTRACT

Natural polymers are being used in biomedical applications to present advantages such
as biocompatibility, low toxicity and low cost. In this sense, the cashew gum and its
derivatives are promising, because in addition to having these characteristics come from
renewable sources. Hence, the acetylated cashew gum nanoparticles were prepared by
dialysis technique for the purpose of incorporating tamoxifen. By the dynamic light
scattering technique it was found that the average particle size ranged between 202,2 +
0,7 nm and 104,0 + 2.8 nm. The zeta potential was negative for all systems and is stable
after five months. The polydispersity index remained below 0,2 for all samples. The
incorporation efficiency, which showed values of 34,7% for the system with acetone
and 37,7% when the initial dimethylsulfoxide was used as solvent. Morphological
analysis was performed using the technique of atomic force microscopy, where we
observed the spherical shape of the nanoparticles and the presence of tamoxifen in the
matrix, when acetone was used for the synthesis. Finally, the concentration of particles
in the sample, as evidenced by particle tracking analysis showed values between
1.19+0.09 x 10° and 0.81+0.01 x 10° particles / mL in the systems with the drug in
dimethyl sulfoxide and acetone, respectively. Microbiological tests conducted with the
microorganism  Escherichia  coli, Staphylococcus aureus and Candida
aubicanstamoxifen showed efficacy against fungi and Gram-positive bacteria, reducing
the growth of colonies by up to 66,9% for the system acetone.

Key-Words: nanoparticle, acetylated cashew gum, dialysis, tamoxifen.
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1. INTRODUCAO

Nanotecnologia € uma area integrativa que representa uma combinacdo Unica
entre a quimica, matematica, fisica, computacdo e ciéncia dos materiais, capaz de
investigar e manipular matéria fisica em escala nanométrica. Por definicao,
nanoparticulas representam matéria com até 10”°nm. No entanto, seu conceito é mais
abrangente englobando a ideia de tudo que pode ser desenvolvido a partir do dominio
da técnica de miniaturizacdo. Em escala nanomeétrica as propriedades quimicas, fisicas e
bioldgicas dos materiais diferem da sua conformacdo macromolecular, constituida por
atomos (Barkalina, et al. 2014).

A vantagem do desenvolvimento de tecnologia envolvendo nanoparticulas
consiste na possibilidade de associagdo entre caracteristicas fisicas e funcionais de cada
material em um novo, com propriedades Unicas (Peixoto. 2013).

Vérios fatores interferem nas propriedades expressas pelas nanoparticulas
influenciadas pelo seu tamanho, forma e composi¢cdo. No entanto, todas possuem como
caracteristica comum o tamanho reduzido e, consequentemente, aumento da area e
energia superficial, o que permite novos niveis de performances em varios campos de
atuacdo como medicina, producdo de alimentos, industria farmacéutica, ciéncia dos
materiais, setor elétrico, de transporte e dptico (Barkalina, et al. 2014; Avnesh, Yadav,
&Yadav, 2010; Kim, et al. 2006).

As aplicacdes dessa classe de materiais na area médica envolve, frequentemente, a
utilizacdo de nanoparticulas biodegradaveis, ou seja, capazes de se decompor dentro do
organismo. Nesse sentido, a nanoencapsulacdo de farmacos € uma vertente promissora
no tratamento de doencas, pois drogas nanoencapsuladas podem ser mais especificas
aos sitios-alvo, o que reduz o impacto do farmaco sob outros sistemas do corpo,
interferindo no risco de intoxicacdo e possiveis efeitos colaterais. Além disso, a
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nanoencapsulacdo apresenta outras vantagens como o aumento da biodisponibilidade do
farmaco, solubilidade e tempo de retencdo pelos tecidos, independente da sua
solubilidade em agua. Nanofarmacos apresentam ainda beneficios relacionados com
protecdo contra degradacdo prematura e aumento da penetracdo intracelular do

medicamento (Avnesh, Yadav, &Yadav, 2010; Errico, et al. 2009; Coimbra. 2010).

A escolha da técnica de sintese de nanoparticulas depende da sua natureza e do
propdsito a ser executado por esse material. Em aplicagdes biomédicas, nanoparticulas
poliméricas se destacam devido a versatilidade de aplicacdes e facilidade de obtencdo.
Em materiais poliméricos nanoestruturados, € possivel alterar grupamentos quimicos
presentes na arquitetura macromolecular das cadeias e modificar a superficie das
particulas para facilitar a sua interacdo com o tecido biolégico ou com moléculas

bioativas, por exemplo (Peixoto. 2013).

A utilizacdo de nanoparticulas poliméricas para distribuicdo controlada de
farmacos vem sendo empregada para o tratamento de doencas como diabetes e cancer.
A principal caracteristica desse sistema consiste na possibilidade de poder ser produzido
com o uso de estratégias de direcionamento a um alvo, conhecidas como vetorizacao.
Isso ocorre quando particulas poliméricas carregadoras do farmaco sdo bioconjugadas
com sinalizadores que podem ser reconhecidos por receptores nas células ou tecidos-
alvo (Peixoto. 2013; Mora-Huertas, Fessi, &Elaissari, 2010; Oliveira, de Paula, & de
Paula, 2014; de Paula, et al. 2011).

Nesse sentido polissacarideos biodegradaveis provenientes de fontes renovaveis
sdo preferiveis para essa finalidade, pois apresentam menor potencial alérgico. O
polissacarideo presente na goma do cajueiro representa uma excelente alternativa para
aplicacdes biomédicas por ser bactericida, biocompativel e biodegradavel. Essa goma é

extraida do vegetal Anacardium occidentale L., vastamente encontrado nas regides
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Norte e Nordeste do Brasil (Vitorino. 2011; Pitombeira, et al. 2015; e Silva, et al. 2013,

Florencio, et al. 2007).

Apesar de apresentar caracteristicas favoraveis a sua utilizacdo como biomaterial,
a goma do cajueiro é soltvel em agua, o que dificulta a sua manipulacdo quando se trata
da sintese de nanoparticulas. Felizmente esse polissacarideo pode ser modificado, com
tratamento quimico, a fim de alterar a sua polaridade. Assim, grupos hidrofobicos
podem ser covalentemente ligados ao polissacarideo como, por exemplo, no processo de
acetilacdo. Nanoparticulas de goma do cajueiro acetilada (GCA) sdo eficazes para a
liberacdo controlada de farmacos, como por exemplo, a indometacina (Pitombeira, et al.

2015).

Nesse sentido, pode ser testada a viabilidade de distribuicdo de outros farmacos
utilizando nanoparticulas de goma do cajueiro, como o tamoxifeno (TMX) (Figura 1).
Esse medicamento representa um hormonio sintético originalmente utilizado no
tratamento do céncer de mama. Durante muito tempo ele apresentou pouca
expressividade em pesquisas cientificas. No entanto, na década de 1970, um projeto
americano desenvolvido para resgatar e buscar funcionalidade para medicamentos
esquecidos pela industria farmacéutica direcionou a atencdo da comunidade cientifica
para o tamoxifeno, pois alguns trabalhos mostravam resultados clinicos superiores
quando comparado com os medicamentos disponiveis para o tratamento do cancer de
mama na época. Até entdo, esse farmaco ndo era visto como promissor, pois a
quimioterapia citotoxica para o tratamento do cancer de mama era considerada mais
eficiente. Ainda nesse periodo, foi proposta a sua utilizacdo nos estagios finais do
tratamento do céncer de mama e como paliativo adjuvante em longo prazo, com a

intencdo de evitar o retorno da doencga (Jordan. 2014).
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Figura 1. Estrutura quimica do tamoxifeno.
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Fonte: Samah et al (2011).

Grande parte dos cénceres de mama apresentam receptores especificos de
estrdgeno e o crescimento desse tumor esta diretamente relacionado com a manutencgéo
da integridade desses receptores. O tratamento do cancer de mama geralmente inclui
uma terapia que bloqueia a sinalizacdo do estrogeno. O TMX apresenta atividade
agonista seletivo dos receptores de estrdgeno com acao antagonista na mama e agonista

no endométrio (Barra, et al. 2013).

Apesar desse agente quimioterapico ser amplamente utilizado principalmente
durante o tratamento do cancer de mama, o TMX apresenta potencial terapéutico para
outras patologias por possuir propriedade antifingica, atividade contra Leishmania além
de se mostrar eficaz no tratamento de fibrose, cicatrizes hipertroficas e queloide. O
mecanismo de acdo do tamoxifeno nessas condi¢cdes ainda ndo foi completamente
elucidado, no entanto, as pesquisas sugerem que essa droga atue sobre o fator de
transformacdo do crescimento presente nas células, responsavel por promover a
proliferacdo e diferenciagéo celular (Karaca, et al. 2013; Dolan, et al. 2009; Gragnani, et

al. 2010; Mikulec, et al. 2001; Miguel, et al. 2007).

Dessa forma, o objetivo desse trabalho é o desenvolvimento e caracterizacdo de

um sistema nanoparticulado de liberacdo controlada de farmacos, a partir de goma do
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cajueiro acetilada, eficaz para administracdo transdermica e verificacdo da atividade
antimicrobiana desse sistema. Para esse proposito, foi utilizado o tamoxifeno, farmaco

que apresenta potencial terapéutico para o tratamento de queloide.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. MATERIAIS E REAGENTES

A goma do cajueiro utilizada na sintese das nanoparticulas foi extraida da arvore
Anacardium occidentale L., isolada e purificada segundo o método descrito por de
Paula et al. (1998) e modificada através de uma reacdo de acetilacdo pelo método
Motozato et al. (1996) Esse material foi gentilmente cedido pelo Laboratério de
Polimeros da Universidade Federal do Ceara, bem como o tamoxifeno que foi cedido
pelo Grupo de Pesquisa em Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal do Piaui.
As membranas de didlise foram obtidas da Sigma-Aldrich. Todos os solventes
organicos e reagentes utilizados durante a realizacdo da pesquisa, incluindo a acetona e

0 DMSO apresentam grau analitico.

2.2 PREPARACAO DAS NANOPARTICULAS DE GOMA DO CAJUEIRO
ACETILADA (GCA)

As nanoparticulas de GCA com TMX foram preparadas pelo método de
diafiltracdo. Inicialmente 10,0 mg de GCA e 1,0 mg de TMX foram diluidos em 20,0 ml
de acetona ou DMSO e submetidos a agitacdo por 30 min, para proporcionar a
homogeinizacdo do sistema (Etapa A da Figura 2). Em seguida, a solucdo foi inserida
em uma membrana de didlise com 76 mm de espessura e 12 kDa de limite de exclusdo
(Etapa B da Figura 2). Essa membrana foi depositada em um recipiente com 600 mL de
agua destilada, por um periodo de aproximadamente 24 h (Etapa C da Figura 2). A
condutividade (Condutivimetro Avila Cientifica, AC 200) da agua foi utilizada para

monitorar as trocas de dgua que ocorriam em intervalos regulares. Assim, ao final da

41



dialise, a condutividade da agua deveria ser semelhante & aferida antes do inicio do

processo.

Apds 24 h as particulas se encontravam armazenadas no interior da membrana

de dialise e suspensas em agua.

O volume final dessa solucdo era aferido e, em seguida,

encaminhado para a liofilizacao, quando necessario (Liofilizador Enterprise 1).

Para as amostras do grupo controle o mesmo procedimento descrito

anteriormente foi utilizado, no entanto, o farmaco ndo foi adicionado ao sistema.

Figura 2. Processo de dialise.
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2.3. CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

2.3.1 Espalhamento de Luz Dinamico (ELD)

Para determinacdo do tamanho das particulas foi utilizada a técnica de
espalhamento de luz dindmico, através do equipamento Malvern Zetasizer Nano,
Modelo ZS 3600. Esse equipamento apresenta um laser de He-Ne com comprimento de
onda de 633 nm e opera com um angulo de disperséo fixo em 173°. Cada amostra antes
de ser inserida no equipamento foi homogeneizada com o auxilio de um vértex e as
medidas foram feitas em triplicata e sob temperatura ambiente (25°C), sendo o0s
resultados analisados através do Software Zetasizer 7.11 e descritos como média *

desvio padrao.

2.3.2 Indice de Polidisperséo (IPD)

O indice de polidispercdo foi obtido simultaneamente ao tamanho da particula

também através do equipamento Malvern Zetasizer Nano, Modelo ZS 3600.

2.3.3 Potencial Zeta

A medicdo da carga superficial da particula foi observada a partir do mesmo

equipamento utilizado para identificar o seu tamanho, Malvern Zetasizer Nano, Modelo

ZS3600.
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2.3.4 Quantidade de Farmaco Incorporado e Eficiéncia de Incorporagdo

2.3.4.1 Curva de Calibracao

Para determinacdo da quantidade de farmaco incorporado e da eficiéncia de
incorporacdo foi construida uma curva de calibracdo do TMX em metanol, solvente
escolhido para realizar a extracdo do farmaco a partir das nanoparticulas. A curva foi
determinada por oito concentracdes diferentes que variaram entre 0,15 e 15ug/mL. A
absorbancia associada a presenca do farmaco, foi observada no comprimento de onda de
278,21 nm. A partir da curva de calibracdo foi determinada a equacao da reta e o valor

do R?, que para o sistema testado correspondeu a 0,994 (Figura 3).

Tabela 1. Concentracdo e referente absorbancia no comprimento de onda 278,21

utilizados para a construcdo da curva de calibracéo.

Concentracédo Absorbancia
(ug/mL) (278,21nm)
15 0,525
S) 0,223
3,75 0,188
2,5 0,162
1,25 0,127
0,62 0,11
0,31 0,075
0,15 0,066
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Figura 3. Curva de calibragdo do tamoxifeno em metanol.
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A quantidade de TMX nas nanoparticulas foi determinada por Espectroscopia
UV-vis (UV-1800, SpectrophotometerShimadzu) em 278,21 nm e calculada utilizando
uma curva de calibracdo relacionando concentracdo (20 pg/mL a 0,15 pg/mL) e
absorbancia. A eficiéncia de incorporacdo (E1%) do TMX € dada pela relacdo entre as

equacoes 1, 2 e 3 (Jeon, et al. 2000):
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Quantidade Experimental de Farmaco Incorporado (%o)

Massa.de.TMX_.na.nanoparticula
Massa.(NP.GCA—-TMX)

X 100 1)

Quantidade Tedrica de Farmaco Incorporado (%o)

Massa.de.TMX .adicionada

— — X 100 (2)
Massa.de.TMX .adicionada + Massa.de.GCA.adicionada
Eficiéncia de Incorporacéo (%)
Quantidade.Experimental X 100 3)

Quantidade.Tedrica
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2.3.5 Analise Morfologica por Microscopia de Forca Atémica (MFA)

Para avaliacdo da morfologia das nanoparticulas poliméricas de goma do
cajueiro foram utilizadas uma amostra de nanoparticulas sem tamoxifeno e outra com
tamoxifeno incorporado. Para tanto, 20 pL da solucdo de nanoparticulas foram
depositadas sobre a mica, com posterior secagem a 35°C por 10 min. As amostras foram
lavadas delicadamente com agua destilada e secas conforme descrito acima, seguindo-
se, entdo, para a analise no MFA.

O equipamento utilizado trata-se de um microscépio TT-AFM da AFM
Workshop (USA). As observacdes foram feitas no modo vibracdo (vibrating mode) ou
contato intermitente, usando cantilevers (NSG10/NT-MDT) com frequéncia de
ressonancia de, aproximadamente, 240 kHz. Para o tratamento das imagens foi usado o

programa Gwiddion software 2.33.

2.3.6 Determinacdo da Concentracao por Analise de Rastreamento de Particula

A técnica de rastreamento de particulas para determinacdo da sua concentracao é
realizada a partir das imagens capturadas através de um microscépio digital. Um feixe
de luz proveniente de um laser é emitido sobre o porta amostra e a luz dispersa por cada
particula é capturada por uma camera digital de alta resolucdo acoplada ao microscopio.
Uma série de imagens € capturada em intervalos de tempo especificos. A partir da
localizagdo das particulas em cada imagem, o software reconstrdi a trajetoria do seu
movimento Browniano. Essa € uma técnica de contagem direta onde o software
reconhece e numera as particulas, de acordo com o espalhamento de luz de cada uma

delas, determinando assim a sua concentracdo no meio. Para que isso seja possivel é
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necessario que o indice de refracdo da particula seja maior que o do solvente. Além
disso, o software apresenta um nivel de contagem ideal que corresponde a
aproximadamente 100 particulas por imagem de video. Dessa forma, para que esse
numero seja obtido, em algumas situacdes € necessario que as amostras sejam diluidas,
0 que limita a aplicacdo dessa técnica para estruturas que sao sensiveis a diluicdo
(Hassan, Rana, &Verma, 2015).

A concentracdo das nanoparticulas foi investigada pela técnica de andlise de
rastreamento de particulas. O equipamento utilizado foi o NanoSight LM 10 com célula
(laser verde, 532 nm) e uma camera SCMOS controlado via software Nanosight versao
3.0. Foram realizadas diluicbes nas amostras que variaram de acordo com as suas
concentracgdes iniciais. Assim, as amostras dos controles em acetona e em DMSO foram
diluidas 15 e 60 vezes, respectivamente. No que se refere as amostras carregadas com
farmaco, ndo foi necessario realizar qualquer diluicdo. Todas as amostras foram
filtradas em uma membrana com poros de 0,45 mm antes de serem injetadas no
equipamento. As medidas foram feitas em quintuplicata e apds cada replicatareinjetava-
se 1 ml de amostra na célula volumétrica. Todas as medidas foram realizadas sob a
temperatura de 25° C. O resultado final consiste na concentracdo de particulas por mL

na amostra.

2.3.7 Estudo de Estabilidade Coloidal

As nanoparticulas contendo tamoxifeno e seus respectivos controles foram
armazenadas por cinco meses sob adequadas condicGes de temperatura e umidade. Apés
esse periodo o potencial zeta das particulas foi novamente aferido e comparado com o

resultado obtido anteriormente.
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2.4. Ensaios de Atividade Antimicrobiana

2.4.1. Atividades antimicrobianas contra cepas padrdes de Staphylococcus aureus e

Escherichia coli eCandidaalbicans
2.4.1.1. Linhagens Bacterianas

Os ensaios para avaliacdo da atividade antimicrobiana foram realizados com
as linhagens S. aureus ATCC 25923 e E. coli ATCC 25922. E para avaliacdo da
atividade antifungica foram realizados testes com a linhagem C. albicans NEWP31.
Estas linhagens foram mantidas em &gar nutriente (AN, Himedia, India) inclinado,
mantido sob temperatura de 4°C. Antes dos ensaios foram obtidas culturas em caldo

BHI (BrainHearthInfusion, DifcoLaboratories Ltda.).
2.4.1.2 Teste de Contato Direto

Para realizacdo destes ensaios, preparou-se uma suspensdo contendo
aproximadamente 1,5 x 10® UFC/mL em salina fisioldgica, seguindo a escala de Mac
Faland. Em seguida 100,0uL desta suspensdo foi transferida para placas de Petri
contendo o meio agar Mueller Hinton . Em cada placa também foram adicionados
100,0uL das solugdes testes semeadas com o auxilio de uma al¢a de Drigalsky pelo
método spread plate, seguido de incubacdo a 37° C por 24 h. Como controle positivo de
crescimento bacteriano a solucgdo teste foi substituida por 100,0uL de solugdo salina
(SF). Todos os ensaios com a solucdo teste, controle positivo e controle de solvente
foram realizados em triplicata. O efeito inibitorio produzido por cada solugéo-teste foi

calculado de acordo com a seguinte equagé&o:
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N,—
n = =2 100% Equagio (04)

1
Onde 1 ¢ definido como o efeito inibitorio, N; € a média aritmética das unidades
formadoras de coldnia das placas controle e N, € a média aritmética das unidades

formadoras de colonia de cada uma das solugdes testadas.
2.4.1.3 Avaliacao da Atividade Fotossensibilizante

Para preparacdo do indéculo, uma porcdo do crescimento bacteriano em &gar
inclinado foi semeada por estrias multiplas em placas de petri contendo agar nutriente
(AN), seguido de incubagdo a 37° C por 24 horas. Apés este periodo, uma porcdo do
crescimento obtido nas placas de petri foi transferida para um tubo falcon contendo 3,0
mL de Brain Heart Infusion (BHI, Himedia, India), o qual foi incubado a 37° C por 24
horas. A partir desta cultura em BHI, preparou-se uma suspensdo bacteriana
padronizada para uma densidade equivalente a 0,5 na escala Mac Farland
(aproximadamente 1,5 x 10® UFC/mL). Este inéculo padronizado foi semeado por
distensdo na superficie de um &gar infusdo de cérebro e coragdo (ABHI) distribuido em
placas de petri, com o auxilio de um swab esterilizado. As placas foram deixadas na
estufa a 37° C por cerca de 20 min e ap6s esse periodo, foi realizada a aplicacdo dos
discos contendo as amostras.

Os ensaios para avaliacdo da atividade fotossensibilizante foram realizados em
triplicata de acordo com Lopez et al. ( 2001). Para a realiza¢do dos ensaios, 10 uL de
cada solugdo foram adicionados em discos blanks (100 pg / disco).

Para evidenciar a atividade fotossensibilizante, dois ensaios simultaneos foram
realizados. Uma placa contendo os discos foi exposta a luz UVA (5 W/m2, de 320-400
nm, a partir de quatro ldmpadas Sylvania F20T12-BLB, com emissdo maxima a 350

nm) durante 2 h, enquanto que a outra foi mantida no escuro. As placas foram
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incubadas a 37° C por 24 h e apds este periodo foi realizada a leitura dos diametros das
zonas de inibicdo de crescimento. A leitura das zonas de inibicdo foi efetuada com
régua utilizando os seguintes parametros: inativo (< 9 mm), parcialmente ativo (9 — 12
mm), ativo (12 — 18 mm) e muito ativo (> 18 mm) (Alves, et al. 2000; Rios, Recio, &
Villar, 1998).

Como controles positivos de inibicdo de crescimento, foram utilizados discos de
ciprofloxacina (5ug / disco). Discos impregnados com uma solugdo hidroetanélica de 8-
metoxipsoraleina (8-MOP, 5 ng/disco) a 40% (v/v) foram utilizados como um controle
positivo de atividade fotossensibilizante. Discos blank impregnados com DMSO (10

pL) foram utilizados como controle negativo.

2.5 Anélise Estatistica
Todos os dados foram analisados através do teste de Tukey ANOVA com o
indice de significancia de p< 0,05. Os resultados foram expressos no formato de média

+ desvio padrdo em tabelas e figuras.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. CARACTERIZACOES

3.1.1 Espalhamento de Luz Dinamico, Potencial Zeta e Indice de Polidispersao

O solvente inicial utilizado durante o processo de dialise influencia o tamanho,
indice de polidispersao e potencial zeta das particulas.

A amostra C1 e F1 sdo referentes as amostras que iniciaram a dialise com
DMSO e representam nanoparticulas apenas de goma do cajueiro acetilada e
nanoparticulas de goma acetilada com TMX incorporado, respectivamente. As amostras
C2 e F2 representam 0s mesmos sistemas, porém nesse caso o DMSO foi utilizado
como solvente inicial.

Esse método de obtencdo de particulas se baseia no principio da osmose, que
permite o transporte passivo de solventes misciveis entre si. Dessa forma, ocorre o
deslocamento do solvente organico (solvente inicial) em direcdo ao exterior da
membrana, 0 que provoca uma agregacao progressiva no polimero com a droga, devido
ao influxo de agua no sistema. Sendo o polimero pouco soltvel em agua, bem como o
farmaco, ha a formacdo das particulas através de um processo de auto formacdo. Esse
método de sintese de nanoparticulas apresenta vantagens referentes ao seu baixo custo,
facil aplicacdo além de evitar o uso de emulsificantes. As caracteristicas das
nanoparticulas referentes & tamanho e morfologia dependem do solvente inicial e do
limite de exclusdo da membrana utilizados. (Nagavarma, et al. 2012; Zafar, Fessi, &
Elaissari, 2014; Moreno-Bautista, & Tam, 2011).

A técnica escolhida para determinar o tamanho médio das nanoparticulas foi o
ELD. Esse sistema avalia 0 movimento Browniano das particulas através das flutuagoes

na intensidade do espalhamento da luz emitido pelo laser do equipamento. Particulas
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menores da amostra se difundem no meio mais rapidamente gerando um espalhamento
de luz igualmente veloz, em comparacdo com particulas maiores. Dessa forma, o
equipamento é capaz de determinar o volume hidrodindmico das nanoestruturas. As
vantagens da utilizacdo do ELD para analisar o tamanho das particulas incluem a
capacidade de fornecer informacdes sobre a estimativa média do conjunto de
nanoparticulas em suspensdo, apresenta sensibilidade suficiente para detectar uma
ampla gama de tamanhos de particulas na escala submicron e o procedimento para
realizacdo da tecnica é realizado rapidamente (Filipe, Hawe, & Jiskoot, 2010; Hassan,
Rana, &Verma, 2015).

Além disso, o valor do IPD, obtido concomitantemente com o tamanho da
particula, remete as caracteristicas de dispersdo da amostra e pode atingir valores entre 0
e 1. Segundo Shah et al. (2014), valores < 0,5 sdo aceitdveis enquanto medidas < 0,3
sdo consideradas 6timas. Indices de polidispersdo < 0,1 indicam a mais alta qualidade

de dispersdo de particulas.

Tabela 2.Caracterizacdo das nanoparticulas de CGA e CGA-TMX em relacdo & tamanho,

indice de polidisperséo, potencial zeta e concentracdo de particula.

Solvente  Amostra DLS NTA
Tamanho D.P PDI D.P. Concentragdo  D.P.
(hm)  (nm) (10%ml)  (10%ml)
C1l 81,3 +0,1 0,219 0,009 92,41 10,03
DMSO
F1 110,0 0,01 0,147 0,018 1,19* 10,09
C2 115,7 +1,3 0,122 10,015 18,75 10,07
Acetona
F2 202,2*  +0,7 0,098 0,062 0,81* 10,01
*p<0,01
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A partir das andlises dos resultados gerados pelas técnicas citadas anteriormente
foi observado que nanoparticulas de GCA apresentaram diferenca significativa (p<0,05)
no tamanho médio das particulas e no indice de polidisperséo, dependendo do solvente
utilizado, como mostra a Tabela 2. A nanoestrutura preparada com DMSO na auséncia
do farmaco (amostra C1) é menor (110 nm) em relacao a sintetizada com acetona (202,2
nm). Esse valor é concordante com o resultado obtido por Pitombeira et al. (2015), onde
a sintese de nanoparticulas de GCA foi realizada pela mesma técnica do presente
trabalho e, utilizando DMSO como solvente inicial, foi encontrado tamanho médio de
nanoparticulas que corresponde a 179 nm. No entanto, quando se trata das
nanoestruturas funcionalizadas com farmaco, as particulas sintetizadas por Pitombeira et
al. (2015) apresentam 140 nm. No presente trabalho, as amostras funcionalizadas com
TMX apresentaram aumento significativo (p<0,01) no tamanho da particula para ambos
os solventes (Tabela 2). Jeon et al. (2000) também formulou nanoparticulas para
encapsulacdo de farmacos atraves da técnica de didlise livre de surfactante, porém
utilizou como polimero 0 PLGA, e quando a acetona foi escolhida para representar o
solvente inicial, o tamanho médio de particulas encontrado foi 634 nm. No mesmo
estudo, quando o DMSO foi o solvente selecionado, o tamanho médio das particulas foi
de 236,5 nm. Por outro lado, Khuroo et al. (2014) conseguiram obter nanoparticulas de
tamoxifeno com 151 nm através da técnica de emulsificacdo-evaporacdo do solvente, na
presenca de surfactante.

Azevedo (2002) também relata um aumento no didmetro das nanoparticulas ap6s a
incorporacdo do farmaco e Maji et al. (2014) obtiveram nanoparticulas poliméricas
funcionalizadas com tamoxifeno que variaram de 242,5 nm para 382,0 nm ap0s o

acréscimo de farmaco.
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Os histogramas apresentados nas figuras 4 e 5 mostram a distribuicdo de tamanho
das nanoparticulas com ressalva para os maiores valores encontrados em cada amostra.

No que diz respeito ao IPD, foi observado um que para todas as amostras esse
indice manteve-se inferior a 0,3, sendo classificados como 6timos. Além disso, a
amostra F2 apresentou valor correspondente a 0,098, caracterizada como padrdo ouro

para IPD de particulas.

Figura 4. Distribuicdo de tamanho das nanoparticulas preparadas com acetona (A) C2 e

(B) F2
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Fonte: Autoria propria.
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Figura 5. Distribuicdo de tamanho das nanoparticulas preparadas com DMSO (A) Cl e

(B) F1.
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Tabela 3. Medidas de potencial zeta das amostras. (1) Janeiro/2015. (2) Junho/15.

Solvente Amostra Pot. Zeta 1 Pot. Zeta 2

(mV) (mV)
C1 -39,8 -36,6

DMSO
F1 -31,1 -35,7
C2 -31,7 -33,4

Acetona
F2 -22,4 -26,7

Fonte: Autoria propria.
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O potencial zeta corresponde ao potencial elétrico criado pela presenca de cargas
na supericie das particulas e pode apresentar polaridade positiva ou negativa. Esse
potencial indica o grau de repulsdo entre particulas com a mesma carga na amostra e
essas forcas de repulsdo evitam que as particulas se sgreguem durante o periodo em que
ficam armazenadas (Shah, et al. 2014).

Nesse trabalho, com excecdo da amostra referente as nanoparticulas preparadas
com DMSO na presenca do farmaco, todas as outras apresentam um potencial zeta
inferior a 30 mV, em modulo, o que sugere adequada estabilidade coloidal do sistema.
Ndo houve diferenca estatistica entre as cargas das amostras ap0s cinco meses de

armazenamento (Tabela 3).
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3.1.2. Analise Morfoldgica

A analise das imagens obtidas por microscopia de forca atdmica das amostras
C2 e F2 permite afirmar que as nanoparticulas apresentam formato esférico e se
distribuem de forma agrupada, independente da presenca do farmaco. A topografia das
nanoparticulas sem tamoxifeno revela uma superficie lisa e continua (Figura 6). Por
outro lado, a sua presenca pode ser observada com nitidez na superficie das
nanoparticulas quando o farmaco € adicionado ao sistema (Figura 7). Kumar & Verma
(2015) também obtiveram nanoparticulas poliméricas esféricas e com superficie lisa
observadas por AFM. Esses autores justificam a auséncia de rugosidade pela natureza
elastica do polimero, que se adapta as diferentes condicdes e se molda, reduzindo
possiveis imperfei¢bes superficiais. Kulhari & Pooja (2014) sintetizaram nanoparticulas
poliméricas para liberacdo de farmacos utilizados no tratamento de cancer que, em
consonancia com os resultados anteriores, apresentaram morfologia esférica e superficie
regular. A Figura 6 permite observar a amostra F1, nitidamente menor e sem farmaco na

sua superficie, sugerindo que o mesmo se encontra no interior da particula.

58



Figura 6. Analise morfoldgica por microscopia de forca atbmica de nanoparticulas

poliméricas de GCA ap0s a incorporacdo do TMX no sistema F1.
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Figura 7. Analise morfoldgica por microscopia de forca atbmica de nanoparticulas

poliméricas de GCA. (A) C2. (B) F2.

3.1.3 Anélise de Rastreamento de Particula (ARP)

A ARP € uma técnica que permite estimar a quantidade de particulas presentes
em uma amostra e relaciona-la com o volume. As primeiras imagens correspondem &s
nanoparticulas obtidas utilizando acetona como solvente inicial (Figura 8). Analisando
0s resultados correspondente as nanoestruturas sem farmaco, a concentracéo encontrada
foi de 18,75+0,07 x 10° particulas/mL. Quando o farmaco foi adicionado ao sistema
observou-se uma grande reducdo na concentracdo de particulas 0,81+0,01 x 10°
particulas/mL. As imagens acima de cada grafico foram obtidas através de fotografias

dos videos gerados pelo equipamento.
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Particulas/mL

Figura 8. Concentracdo de nanoparticulas em funcdo do tamanho, obtidas com acetona
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Figura 9. Concentracdo de nanoparticulas em funcéo do tamanho, obtidas com DMSO
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A Figura 9 foi construida a partir dos dados obtidos das nanoparticulas
sintetizadas quando o DMSO foi utilizado como solvente inicial. O padrdo de
comportamento em relagdo a concentracdo se repetiu: a amostra controle apresenta um
volume muito maior de particulas por mL: 92,41+0,03 x 10°quando comparado com a
amostra contendo farmaco: 1,19+0,09 x 10° particulas por mL. Pode-se concluir que, em
geral, ha uma distribuicdo de tamanho monomodal associado com a concentracdo de
particulas. Oliveira et al. (2014) avaliou o impacto da encapsulacdo de herbicidas por
nanoparticulas de quitosana e obteve uma concentracdo de nanoparticulas de 9,09+0,70
x 10% particulas/mL para a amostra controle. No entanto, ao adicionar o formaco néo
houve diferenca significativa na concentracdo da amostra: 11,75+0,64 x 10

particulas/mL.

3.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realizada com os microorganismos S.
aureus, E. coli e C. albicans, representantes de bactéria Gram-positiva, Gram-negativa e
da classe dos fungos, respectivamente. Os testes realizados com a bactéria E. coli ndo
apresentaram diferenca significativa entre o controle positivo e as substancias testadas,
como pode ser visto na Figura 10 .

O microorganismo C. albicans foi o escolhido para representar a classe dos
fungos no teste antimicrobiano, pois representa o fungo patogénico humano mais
comum, além disso, € responsavel por infeccdes sanguineas em pacientes hospitalizados
(Krysan, & Didone, 2008; Dolan, et al. 2009).

A partir da analise da tabela 6 e da Figura 11 referente aos dados do teste de
contato direto em C. aubicans € possivel observar que a amostra C1 apresentou maior

efeito inibitdrio, correspondente a 81,2%, em comparagdo com todas as outras amostras,
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mesmo aquelas onde o TMX estava presente. Esse resultado comprova o carater
fungicida da CGA, que atua sobre o microorganismo através de um mecanismo ainda
ndo identificado. O controle C2 também apresentou efeito inibitorio para o crescimento
de coldnias do fungo, no entanto em uma menor proporcao, 18,7%. Essa diferenca no
valor do efeito inibitério entre as duas amostras pode ser explicada pela alta
concentracdo de nanoparticulas presentes em C1, aproximadamente 92,4 bilhdes de
particulas /mL, e por essa amostra apresentar as menores particulas dentre os sistemas
analisados, com 81,3 nm. Apesar da amostra C2 também apresentar uma razoavel
concentracdo de particulas /ml 18,7 bilhdes, esse valor é 79% inferior a concentracao da
amostra C1 (Tabela 4).

A membrana celular dos fungos apresenta uma composicdo formada por
glicanos, polissacarideos sollveis e insollveis e quitina, apresentando carater
hidrofobico. Essa caracteristica parece facilitar a passagem de moléculas pequenas
também insolUveis em agua pela membrana da C. albicans (Toenjes, et al, 2005).

As amostras contendo o farmaco, F1 e F2, apresentaram concentragdes de 1,19 e
0,84 bilhdoes de particulas / ml, respectivamente. No entanto, a amostra F1 apresenta
TMX mais facilmente disponivel (exposto na matriz polimérica da nanoparticula), e em
maior concentracdo, visto que a eficiéncia de encapsulacdo para esse sistema foi de
37,7%. Enquanto isso, na amostra F2, o farmaco encontra-se no interior da estrutura o
que dificulta o seu acesso. Além disso, esse sistema apresenta eficiéncia de
incorporacdo de 34,7% (Tabela 4). Como ambos os sistemas apresentaram efeito
inibitério semelhante, e levando em consideracdo que as amostras permaneceram
durante 0 mesmo tempo em contato com as bactérias, é possivel que a maior parte do

TMX tenha sido liberado, em ambos 0s casos.
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Tabela 4. Relagéo entre dados de caracterizacdo e efeito inibitorio.

Eficiéncia de Ef.Inib. Ef.Inib.
Amostra Concentragdo Tamanho Incorporagdo  (C. albicans) (S. aureus)
(10%ml) (nm) (%) (%)
C1 92,4 81,3 81,2 36,9
F1 1,19 110,0 37,7 46,2 30,9
C2 18,75 115,7 18,7 19,9
F2 0,84 202,2 34,7 46,2 66,9

Ef. Inib. : Efeito inibitério

Segundo Dolan et al. (2009) o potencial fungicida do TMX é causado pela
perturbacdo na membrana celular do fungo além da inducéo de um desequilibrio na
homeostase do célcio, a partir de interferéncia com a calmodulina. Este autor realizou
testes utilizando concentracfes do farmaco, diluido em DMSO, que variaram entre 8 e
64 ng / mL. No presente trabalho foram testadas concentragdes de 8 pg/ mL de TMX
na amostra F1 e 7,3 pg / mL para a amostra F2.

E provavel que a capacidade antifingica do tamoxifeno seja gerada por uma
série de fatores e ndo apenas a partir de um mecanismo, o que leva a crer que 0 TMX
atua provocando a morte direta do organismo e inibindo a sua viruléncia.

No caso da calmodulina 0 TMX se liga a essa proteina, por um mecanismo ainda
ndo elucidado. A calmodulina e o célcio sdo fundamentais para a ativacdo da
caucinerina, uma enzima que representa um importante sinalizador celular regulatério.
FuncgOes da calcinerina, em C. aubicans, incluem transmissdo de respostas celulares
referentes a estresses ambientais e causados por antifungicos além do controle da

morfogénese e do ciclo celular. O efeito fungiostatico do TMX pode estar relacionado
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com a sua capacidade de provocar a paralisacdo do ciclo celular na fase G1 (Dolan, et
al, 2009; Di Benedette, 2012).

Os ensaios com E. coli e S. aureus (Figuras 10 e 12) comprovaram que
diferencas existentes entre as estruturas de membrana de bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas sdo determinantes na resisténcia ou susceptibilidade a entrada de
qualquer substancia no interior da célula. Assim, apesar da inatividade das
nanoparticulas, na concentracdo utilizada, contra a E. coli, houve resultados
significativos no efeito inibitorio sobre a S. aureus. Uma explicacéo para esse fenémeno
pode estar relacionada a capacidade que as nanoparticulas possuem de atravessar
rapidamente a membrana celular de bactérias Gram-negativas, devido ao seu reduzido
tamanho e a baixa concentracdo de peptideoglicanos na membrana desse
microorganismo. 1sso pode alterar ou inativar a estrutura protéica da célula, levando a
sua morte (Quelemes, et al, 2013).

Além do tamanho, a carga superficial da particula também interfere na
permeabilidade. Nesse trabalho todas as nanoparticulas apresentaram carga negativa, 0
que pode ter facilitado a penetracdo no microorganismo, visto que o0 mesmo também

apresenta predominancia de cargas negativas na sua superficie.
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Figura 10. Representacéo do teste de contato direto em E. coli.

Fonte: Autoria propria.

Figura 11. Representacdo do teste de contato direto com C. albicans.

Fonte: Autoria propria.

66



Figura 12. Representacédo do teste de contato direto com S. aureus.

Fonte: Autoria propria.

O teste de difusdo em disco mostrou que a presenca ou auséncia de luz UV néo
interfere de forma significativa na atuagdo dos componentes das amostras sobre seu
potencial bactericida contra S. aureus. No entanto, como o efeito inibitério foi
inexpressivo nesse teste, possivelmente as substancias ndo se difundirampelo disco com
fluidez suficiente para atingir as placa, o que pode ser vantajoso no sentido que o

objetivo de aplicacdo desse material é tdpico.
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Figura 13. Teste de difusdo em disco em S.aureus.

Fonte: Autoria propria.
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Tabela 5. Efeito inibitério em relacédo a S. aureus.

Efeito
Amostra P1 P2 P3 X Inibitorio
SF 35 38 27 33,3
Cl 24 15 24 21 36,9
F1 28 16 25 23 30,9
C2 20 22 39 27 19,9
F2 12 12 9 11 66,9
P: placas
X: média dos valores
Tabela 6. Efeito inibitério em relacdo a C. aubicans.
Efeito
Amostra P1 P2 P3 X Inibitdrio
SF 11 21 16 16
Cl 2 4 3 3 81,2
F1 10 7 9 8,6 46,2
C2 15 13 11 13 18,7
F2 11 7 8 8,6 46,2
P: placas

X: média dos valores
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4., CONCLUSAO

Apos a analise do conjunto dos resultados apresentados no trabalho podemos
inferir que a goma do cajueiro acetilada é eficaz para a incorporagdo de tamoxifeno
através da rota de sintese por dialise e, de acordo com o solvente inicial utilizado,
algumas caracteristicas dessas nanoestruturas podem ser controladas como:
tamanho, localizacdo do tamoxifeno na particula e concentracdo das nanoparticulas.
Dessa forma, para a aplicacdo topica desse sistema na liberacdo controlada de
farmacos, a sintese utilizando-se dimetilsulfoxido como solvente inicial é
promissora por alojar 0 medicamento no interior da nanoestrutura.

Além disso, particulas menores e mais concentradas mostraram uma maior
atividade contra os microorganismosS. aureus, muito embora o efeito inibitdrio
sobre C. aubicans tenha sido semelhante para ambos os sistemas testados. Por fim,
ndo foram observadas diferencas significativas na atividade contra S. aureus na
presenca ou auséncia de luz, o que indica fotoestabilidade das nanoparticulas

incorporadas com TMX.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O apelo por desenvolvimento de novas tecnologias envolvendo a utilizacdo de
recursos renovaveis move a pesquisa nesse sentido. Dessa forma, o desenvolvimento de
novos materiais deve levar em consideracdo essa premissa. Assim, a goma do cajueiro
representa um exsudato com potencial terapéutico e propriedades que favorecem a sua
utilizacdo para essa finalidade. A partir da sua modificacdo, a fim de aumentar o seu
carater hidrofobico, é possivel obter nanoparticulas capazes de incorporar tamoxifeno.
Nesse sentido, particulas com tamanho entre 81,3 e 202,2 foram obtidas e caracterizadas
segundo aspectos morfoldgicos, de concentracdo e de carga superficial. Além disso,
verificou-se a sua capacidade em combater microorganismos com eficacia de até 66,9%
em um sistema com farmaco incorporado. Dessa forma, esse novo material apresenta

caracteristicas promissoras no funcionamento como veiculo de distribuicdo de farmacos
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7. PERSPECTIVAS

o Realizar ensaios de libera¢do do farmaco a partir da nanoparticula
o Realizar testes de citotoxicidade
e Desenvolver uma formulacao em gel

e Submeter as amostras a analise da eficacia in vivo
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