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RESUMO

Sistemas baseados em nanoparticulas sdo uma forma promissora para o desenvolvimento de
sistemas de liberacdo aplicaveis ao tratamento do HIV. Dentre os diversos materiais efetivos
para a producdo de nanoparticulas encontra-se em expansao o uso de polissacarideos que podem
ser modificados e utilizados para aplicagdo em sistemas de liberacdo de farmacos. A goma do
angico (AG), um polissacarideo proveniente da exsudacao da espécie Anadenanthera colubrina
var. cebil € um exemplo desse tipo. Este trabalho teve como objetivo desenvolver a modificacdo
de ftalagdo de AG e avaliar o potencial de aplicacdo desse material do desenvolvimento de
nanoparticulas poliméricas. Foi possivel verificar o processo de ftalacdo e a goma do angico
ftalada (PAG) foi utilizada para producdo de nanoparticulas. Para entender a influéncia de
varios fatores, o planejamento de experimentos Plackett-Burman foi usado na producéo de
nanoparticulas, as quais foram otimizadas usando pardmetros de desejabilidade. A formulagéo
de nanoparticulas de PAG carregadas com o farmaco nevirapina (NVP) apresentou parametros
de tamanho (202,1 nm) indice de polidispersdo (PDI) (0,23), potencial zeta (-17,1 mV) e
eficiéncia de encapsulamento (69,8%) dentro dos valores desejados, e promoveu liberacéo
modificada do farmaco. Em um estudo seguinte, a formulacao de nanoparticulas em suspenséo
(NPns) ou liofilizadas (NPfd) foi incorporada em hidrogel de quitosana (CH) e
polivinilpirrolidona (PVP) para a producdo de microagulhas (MN-NPns e MN-NPfd). As
microagulhas apresentaram tamanho aproximado de 750 um e base piramidal. Anéalises de
microscopia eletronica de varredura evidenciaram agulhas retas e pontiagudas. A formulagdo
selecionada foi avaliada quanto a propriedades mecanicas, caracteristicas fisico-quimicas,
capacidade de permeacao do farmaco, além de do estudo de viabilidade celular. Foi observado
que tanto as microagulhas obtidas proporcionaram significativa permeacgdo do farmaco durante
72 h de ensaio. Além disso, os ensaios histolégicos em pele de porco evidenciaram que a
microagulha foi capaz de promover microrupturas. Portanto, o este trabalho evidencia que a
PAG se mostrou como um biopolimero promissor e versatil para sistemas de liberacdo de

farmacos, podendo ser aplicado inclusive para sistemas de liberacéo transdérmicos.

Palavras-chave: nanoparticulas; polissacarideos; sistemas de liberacdo de farmacos por

nanoparticulas; antirretroviral; adesivo transdérmico.



ABSTRACT

Nanoparticles are a promising way to develop delivery systems applicable to the treatment of
HIV. Among the various effective materials to produce nanoparticles, the use of
polysaccharides that can be modified and used for application in drug delivery systems is
expanding. Angico gum (AG), a polysaccharide from the exudation of the species
Anadenanthera colubrina var. cebil is an example of this type. This work aimed to develop the
phthalation modification of AG and evaluate the potential application of this material in the
development of polymeric nanoparticles. The phthalation reaction was confirmed, and the
phthalate angico gum (PAG) was used to produce nanoparticles. We used Plackett-Burman
design experiments to understand the influence of various factors in nanoparticle production.
The formulation of PAG nanoparticles loaded with NVP presented parameters of size (202.1
nm), polydispersity index (PDI) (0.23), zeta potential (-17.1 mV), and encapsulation efficiency
(69.8%) within the desired values, and promoted modified drug release. In a subsequent study,
the formulation of suspended (NPns) or lyophilized (NPfd) nanoparticles was incorporated into
a hydrogel containing a combination of chitosan (CH) and polivinylpirrolidone (PVP) to
produce microneedles. The microneedles had a pyramidal base and size of about 750 pum.
Scanning electron microscopy analyzes showed straight and pointed needles. The selected
formulation was evaluated in terms of mechanical properties, physicochemical characteristics,
drug permeation capacity, and the cell viability study. It was observed that both microneedles
obtained provided significant drug permeation during 72 h of the assay. In addition, histological
assays in pig skin showed that the microneedle was able to promote microtears. Therefore, this
work shows that PAG proved to be a promising and versatile biopolymer for drug delivery

systems and can be applied even for transdermal delivery systems.

Keywords: nanoparticles; polysaccharides; nanoparticle drug delivery system; antiretroviral

agent; transdermal patch.
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1 INTRODUCAO

Cientistas em todo o planeta estdo buscando estratégias sustentaveis para reduzir a
dependéncia de materiais sintéticos. Na area farmacéutica ndo poderia ser diferente. Os
biopolimeros tem ganhado muita forga nos Ultimos anos como materiais sustentiveis para
proporcionar uma entrega adequada farmacos. Entre as varias abordagens, o uso de sistemas de
liberacdo nanoestruturados tém provado ser uma técnica eficiente e emergente com inimeras
vantagens e aplicacdes (ABO-ZEID et al., 2018).

Nanoparticulas representam uma estratégia promissora para a industria farmacéutica por
possuirem uma série de vantagens, como aumento da biodisponibilidade, solubilidade e
permeabilidade de f&rmacos. Uma formulagdo baseada em nanoparticulas pode proporcionar
protecdo contra degradagdo, aumento do tempo de meia-vida e direcionar o farmaco para
tecidos especificos, reduzindo, assim, uma série de efeitos colaterais que poderia ser
proveniente do farmaco livre (VARGASON; ANSELMO; MITRAGOTRI, 2021).

Dentre os diversos materiais estudados para o desenvolvimento de nanoparticulas, 0s
biopolimeros constituem uma plataforma promissora devido a capacidade de promover
liberacdo controlada de farmacos e aumentar a sua biodisponibilidade. Estudos cientificos
exemplificam o sucesso do emprego de polissacarideos como quitosana, alginato, sulfato
dextrano e goma do cajueiro em sistemas de liberacdo, dentre outros (DIAS et al., 2016; JOYE;
MCCLEMENTS, 2014; LIMA et al., 2018; PITOMBEIRA et al., 2015; VASCONCELQOS
SILVA et al., 2019; WANG et al., 2016b). Polissacarideos naturais podem sofrer alteracdo de
suas caracteristica fisico-quimicas devido a insercdo de um determinado grupamento em sua
estrutura polimérica por meio de modificacbes como: carboximetilacdo, aminacdo, acetilacao,
ftalacéo, entre outros (MALVIYA; SHARMA; DUBEY, 2016; PITOMBEIRA et al., 2015).
Com isso, o0 polissacarideo modificado pode interagir de forma a gerar sistemas
nanoparticulados mais estaveis e com maior capacidade de serem utilizados para o
desenvolvimento de sistemas de liberacdo (RIBEIRO et al., 2016).

Polissacarideos a base de plantas tém sido estudados para diversas aplicagdes
farmacéuticas por serem biocompativeis, biodegradaveis e economicamente viaveis. Dentre
estes, tem-se como exemplo, a goma do angico, um polissacarideo proveniente da exsudagédo
do caule da espécie Anadenanthera colubrina var. cebil que possui em sua composi¢cdo
arabinose, galactose, acido glucurdnico e ramnose (DELGOBO et al., 1999; OLIVEIRA et al.,
2009a; PAULA et al., 2010).
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Nevirapina é um farmaco antiretroviral pertencente a classe inibidores da transcriptase
reversa nao analogo de nucleosideo e amplamente utilizada para a terapia antirretroviral
juntamente com outros farmacos da mesma classe (DU et al., 2015; RIVAS; SANCHEZ-
CORTES; GARCIA-RAMOS, 2002). Foi utilizada no presente estudo como farmaco modelo
para o desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas utilizando goma do angico ftalada. Para
aplicacdo das nanoparticulas em via de administracdo transdérmica, as nanoparticulas foram

incorporadas em microagulhas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo promover a modificacdo quimica da goma do
angico por ftalacdo para obtencdo de nanoparticulas com nevirapina, e avaliar a viabilidade

desses nanossistemas em microagulhas como modelo de dispositivo transdérmico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

O presente trabalho tem como objetivos especificos:

e Revisar 0s recentes avangos sobre sistemas de liberacdo baseados em goma do angico;

e Realizar a modificacdo de ftalagdo da goma do angico e caracterizar a goma do angico
ftalada (PAG) por IV, RMN 1!H, andlise elementar, ensaio de solubilidade,
cromatografia de permeacdo em gel (GPC), analises termogravimétricas (TG, dTG);

e Avaliar o potencial da PAG para a producdo de nanoparticulas visando o
encapsulamento do farmaco nevirapina;

e Determinar os pardmetros criticos que influenciam na produgdo das nanoparticulas
PAG-NVP utilizando o planejamento de experimentos Plackett-Burman e avaliar as
caracteristicas da nanoparticula obtida;

e Incorporar a nanoparticula otimizada em microagulhas e avaliar o potencial de

utilizacéo desse dispositivo como sistema de liberacéo transdérmico.



17

3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 POLISSACARIDEOS

Os polissacarideos sdo uma classe de materiais poliméricos de origem natural (animal,
vegetal ou de alga) formados por meio de ligacbes glicosidicas de monossacarideos e que
podem, ainda, ser de cadeia linear ou ramificada (SEIDI et al., 2018). Esses materiais tem sua
relevancia devido a grande gama de aplicagdes, explorados para uso na industria de papel, téxtil,
alimenticia, de cosméticos e farmacéutica (GOSWAMI; NAIK, 2014). No que se refere a sua
estrutura, 0s monossacarideos mais comumente encontrados em polissacarideos sdo: arabinose,
galactose, glicose, ramnose, manose, xilose, acido glucurénico, galacturonico, entre outros
(Figura 1) (WANG et al., 2018b).

B-D-Xyl

A-D-Gal A

T
—CH
o 2 _0-

p -D-Man

a-L-Ara

a-L-Rha a-L-Fuc

Figura 1 - Monossacarideos que compdes polissacarideos.
Fonte: (OLIVEIRA, 2005) com modificagdes.
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Os polissacarideos diferem-se entre si em relacdo a porcentagem de suas unidades de
monossacarideos, composicdo, tipo de ligacdo que une as unidades, grau de ramificacdo e
comprimento da cadeia (SEIDI et al., 2018). Esses materiais sdo altamente abundantes e
suportam uma grande variedade de funcdes. Por isso, esses materiais podem ser classificados
de diferentes formas, por exemplo: (1) de acordo com sua origem, (2) de acordo com seus
componentes ou (3) de acordo com suas fungdes bioldgicas (MUKHERJEE et al., 2022). Essas
classificagOes ainda podem ser subdivididas como:

(1) De acordo com a origem, os polissacarideos podem ser subdivididos como de
fungos, de algas (por exemplo, carragenana, ulvana), de microrganismos e de plantas.
(BEAUMONT et al., 2021)

(2) De acordo com os componentes, 0s polissacarideos podem ser subdivididos em
homopolissacarideos, cadeia polimérica composta por monémeros, e heteropolissacarideos,
compostos por duas ou mais unidades de sacarideos distintos (MUKHERJEE et al., 2022).

(3) De acordo as funcdes bioldgicas, sdo subdivididos em: aqueles que possuem funcao
de proporcionar armazenamento de reserva celular (amido, inulina, mananas, xiloglucanos),
aqueles que fazem parte da parede celular (pectina, celulose) e as gomas de exsudatos
(GOPINATH et al., 2018; HEDAYATI; NIAKOUSARI; MOHSENPOUR, 2020; RANA et
al., 2011).

As gomas de exsudato sdo polissacarideos produzidos por arvores em resposta a algum
tipo de estresse, como lesdo fisica em seu caule. As classes de heteropolissacarideos que
comumente formam sua cadeia polimérica sdo arabinogalactanas, glucoromananas e
galacturonanas (MUKHERJEE et al., 2022). S&o exemplos de gomas de exsudatos: goma do
cajueiro, goma karaya e goma do angico. Como objeto chave do presente trabalho, a goma do
angico foi detalhada em um artigo de revisao que se encontra no capitulo trés da tese.

Devido a suas propriedades, as gomas sdo utilizadas na industria farmacéutica como
aglutinantes, espessantes, agentes de suspensédo, emulsificantes (GOSWAMI; NAIK, 2014).
Por se tratar de um material biocompativel, suas aplicacdes biomeédicas estdo sendo ampliadas
nos ultimos anos. Exemplo disso é o sucesso de sua aplicacdo em engenharia de tecidos
(KOYYADA; ORSU, 2021). Gomas também estdo sendo amplamente exploradas em sistemas
de liberacéo de farmacos, com a produgdo de microparticulas e nanoparticulas e promovendo a
liberacdo controlada de farmacos (RIBEIRO et al., 2016; VERMA; SHARMA, 2021).

Uma forma de potencializar as caracteristicas dos polissacarideos e ampliar a aplicacéo
de polissacarideos € através da modificacdo quimica (MALVIYA; SHARMA; DUBEY, 2016).

A modificacdo quimica por ftalacdo é um exemplo.
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3.1.1 A modificagdo de polissacarideos por ftalacédo

A ftalacdo é uma reacdo que ocorre por meio da interagdo entre um determinado grupo
funcional do polissacarideo e o anidrido ftalico. Essa modificacdo esta sendo explorada nos
altimos anos para alguns polissacarideos como quitosana (NWAGU et al., 2017), celulose
proveniente do bagaco de cana de agucar (LIU et al., 2007), mesocarpo do babacu (VIEIRA et
al., 2010) e goma do cajueiro (LUSTOSA et al., 2017). A Tabela 1 representa as principais

caracteristicas dessas modificacoes.



Tabela 1 - Modificacéo de biopolimeros por ftalag&o.
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Biopolimero Reagentes Condicoes Aplicacdo Referéncia
Celulose do bagaco anidrido temperatura: 20-120, tempo de - (LIU et al.,
de cana-de-aglcar  ftalico/ AGU reacdo: 20-120 2007)
proporcdo AF/AGU:
Quitosana 6 mg + (10 Temperatura ambiente - (NWAGU
mg de AFem Tempo:1h etal., 2017)
8 mL de
NAOH)
Mesocarpo do AF AF/MB -10:1 (VIEIRA et
babacu (MB) Temperatura: al., 2010)
Tempo: 20 min
Goma do cajueiro  AF Proporcdo AF/GC 5:1 Hidrogéis de (LUSTOSA
(livre de Temperatura: 131°C PhCG + CMC etal., 2017)
solventes) Tempo: 40 min contento
nanoparticulas
de prata
Goma do cajueiro AF Proporcéo AF/GC 2:1 ou 5:1 Nanoparticulas (OLIVEIRA
Temperatura: 130 °C de prata com etal, 2019)
Tempo 20 ou 40 min PhGC
Goma do cajueiro  AF + dimetil-  Utilizando micro-ondas (poténciade Nanoparticulas (OLIVEIRA
formamida 160 ou 250W) etal., 2021)
Propor¢do AF/GC 2:1
Tempo de reacdo 3 ou 8 min
Goma do chicha AF Propor¢cdo AF/GC 2:1 Atividade (SILVA et
Temperatura: 131°C antimicrobiana al., 2021)

Tempo: 30 min

Legenda: AF: anidrido ftalico, AGU: anidroglucose, PhCG: goma do cajueiro ftalada, CMC:

carboximetilcelulose.

Diferentes materiais ja foram utilizados para modificacdo quimica por ftalacdo. No

estudo descrito por LIU (2017), foi utilizado celulose proveniente do bagaco de cana-de-agucar

e varios parametros do processo de modificacdo foram analisados com o objetivo de encontrar

as caracteristicas ideais para o derivado. Os autores avaliaram as caracteristicas dos derivados
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obtidos por RMN, FTIR e anélise térmica, no entanto, ndo foi delineado nenhuma aplicagdo
para estes. Foi citado apenas que poderia ser Util para aplicac@es industriais (LIU et al., 2007).

Um outro trabalho estudou a influéncia das modificacbes com anidrido maléico,
anidrido succinico e anidrido ftalico para o mesocarpo do babacu. Uma vantagem dessa
modificacdo seria a auséncia de solventes durante a reagdo, nesse caso, 0 reagente anidrico foi
aquecido até fundir-se e, em seguida, foi mantido em contato com o biopolimero. Os materiais
foram caracterizados por espectroscopia na regido do infravermelho, grau de substituicdo e
termogravimetria. O mesocarpo do babacu ftalado foi aplicado para a sor¢do de metais
(VIEIRA etal., 2010).

Como ja foi dito anteriormente, € interessante promover a modificagdo quimica para
ampliar as aplicagdes de um polissacarideo. A goma do chicha ftalada, por exemplo,
apresentou-se como um material promissor para aplicacfes biomédicas devido a suas
propriedades antibacterianas (SILVA et al., 2021). A goma do cajueiro ftalada ja foi utilizada
para producdo de hidrogéis (LUSTOSA et al., 2017), producdo de nanoparticulas de prata
(OLIVEIRA et al., 2019) e, para o encapsulamento do farmaco benzinidazol (OLIVEIRA et
al., 2021). Essas evidéncias cientificas demonstram o potencial de aplicacdo da reacdo de

ftalacdo na producédo de nanoparticulas poliméricas.

3.2 SISTEMAS DE LIBERACAO DE FARMACOS BASEADOS EM POLISSACARIDEOS

Sistemas de liberacdo de farmacos correspondem a uma estratégia promissora na area
farmacéutica. Num primeiro momento, eram aplicados apenas para moléculas pequenas com o
objetivo de melhorar a solubilidade, controlar a liberacdo, ajustar a farmacocinética. Novos
desafios também foram surgindo com a expansdo da terapéutica para proteinas, peptideos,
anticorpos monoclonais, acidos nucleicos e, inclusive células vivas. Nesses casos, era
requisitado promover melhora da estabilidade, possibilidade de entrega intracelular, por
exemplo (VARGASON; ANSELMO; MITRAGOTRI, 2021).

Ao longo dos anos, varios sistemas de liberacdo foram surgindo de acordo com o
objetivo terapéutico do dispositivo: microagulhas, filmes poliméricos , hidrogéis responsivos,
dispositivos inalatérios, capsulas responsivas ao pH, implantes de liberacdo controlada,
dispositivos intrauterinos, microparticulas, microcapsulas, nanoparticulas baseadas em
lipideos, nanocapsulas, nanoparticulas, entre outros (DA CUNHA et al., 2020; GUIMARAES;
CAVACO-PAULO; NOGUEIRA, 2021; SONETHA; MAJUMDAR; SHAH, 2022; SWAIN;
PRATAP SINGH; YADAV, 2021).
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As nanoparticulas constituem uma plataforma Unica para encapsular combinacfes de
farmacos e sincronizar a liberacdo destes. Possuem varias vantagens em relacdo a um
medicamento tradicional, incluindo: melhoria da solubilidade e biodisponibilidade,
prolongamento do tempo de meia-vida, direcionamento e acumulo dos farmacos em tecidos
resultando em redugdo da dosagem e maior eficdcia do tratamento. A aplicagdo de
nanoparticulas ja proporcionou beneficios terapéuticos no tratamento de diferentes doencas,
como malaria (EASTMAN; FIDOCK, 2009), HIV (DESTACHE et al., 2010; MANDAL et al.,
2017) e cancer (XU et al., 2018).

Nanoparticulas podem ser utilizadas em diferentes vias de administragdo: oral,
parenteral e inclusive pela via transdérmica. Esta via corresponde a uma importante estratégia

em sistemas de liberacéo de farmacos.
3.3 SISTEMAS DE LIBERA(;AO TRANSDERMICOS
3.3.1 Estrutura da pele

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, sendo a principal barreira contra os agentes
externos. Este 6rgdo regula a entrada de microrganismos, mantém a temperatura corporal e
controla o nivel fisiolégico da agua. O sistema tegumentar é subdividido em trés regides

primérias: epiderme, derme e hipoderme (Figura 2) (ALKILANI; MCCRUDDEN;
DONNELLY, 2015; JIANG et al., 2020a).

Epiderme [

Derme

Hipoderme

Figura 2 — Detalhes sobre a estrutura da pele e seus constituintes. Fonte: autoria prépria.
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A epiderme, a camada superficial, € composta principalmente de queratindcitos,
melandcitos, células de Langerhans, entre outros. A superficie da epiderme é chamada de
estrato corneo, composta de cornedcitos achatados e circundados por uma matriz lipidica. A
organizacdo compactada dos cornedcitos é o principal fator que limita a passagem do farmaco
pela via transdérmica. Esta camada € caracterizada pela constante renovacao, dinamismo e
movimento continuo das células. A derme é a camada intermediéria, contendo elastina, fibras
de colageno, nervos, macrofagos, glandulas sudoriparas e sebaceas, foliculos capilares, vasos
linfaticos, além de ser nutrida por vasos sanguineos para fornecer suporte estrutural. A
hipoderme, por sua vez, consiste principalmente de adipocitos, fibroblastos e macréfagos, e é
capaz de proteger contra choques, isolamento térmico e conduzir sinais nervosos (ALKILANI;
MCCRUDDEN; DONNELLY, 2015; GILABERTE et al., 2016; JIANG et al., 2020a).

3.3.2 Fatores que influenciam na permeacao

Um medicamento pode atravessar a pele por diferentes caminhos como transporte
transfolicular, intracelular e intercelular. Transfolicular é a permeacéo através dos apéndices da
pele, como as glandulas sudoriparas, sebaceas, foliculos capilares e poros que podem fornecer
dutos que cruzam o estrato corneo. Essa rota € o caminho mais curto para 0 medicamento,
embora possa ser afetada pelas secrecOes liberadas nessa area. Além disso, representa apenas
0,1% do espaco total da pele, apesar de alguns estudos demonstrarem sua importancia na
permeacao de agentes polares (JHAWAT et al., 2013; JIANG et al., 2020a).

O transporte intracelular ocorre pela permeagdo nos cornedcitos e, devido a queratina
hidratada, permite a permeacdo de compostos hidrofilicos ou polares. Por outro lado, os
cornedcitos sdo circundados por lipidios, necessitando de difuséo e parti¢do pelos farmacos. A
via intercelular permite a passagem de compostos lipidicos ndo polares através da matriz
lipidica continua presente entre as células. Ambas as vias intercelulares e intracelulares também
sdo chamadas de via transepidérmica (ALKILANI; MCCRUDDEN; DONNELLY, 2015;
JHAWAT et al., 2013; SHAHZAD et al., 2015).

Diversas caracteristicas fisico-quimicas do farmaco contribuem para uma permeacgao
eficiente, como coeficiente de particdo, peso molecular, pKa, concentracdo do farmaco,
integridade da pele e hidratacdo (SABRI et al., 2020).

O peso molecular é de grande importancia e € inversamente proporcional a absorcéo.

Um peso molecular mais baixo do farmaco promove uma melhor penetragdo na pele do que um
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peso molecular mais alto do farmaco, e a absor¢do também pode ser melhorada (SINGPANNA
et al., 2021). Moléculas com mais de 500 daltons ndo penetram na pele de maneira eficaz
(KUMAR; PHILIP, 2007; YANG et al., 2019).

O pH do farmaco deve ser o pH do estrato corneo, que varia entre 4,2 e 5,6. Quanto
mais préximo o pH do farmaco estiver dessa faixa, menor o grau de ionizagdo e,
consequentemente, a permeabilidade pode ser melhorada. Um Log P mais alto é uma
caracteristica dos medicamentos ndo ionizados que devem ter o melhor coeficiente de
permeabilidade da pele (NEUPANE et al., 2020).

Outro determinante que contribui para a penetragdo transdérmica é a concentracdo do
farmaco. A passagem do farmaco pela pele pode ocorrer por difusdo passiva, e uma
concentracdo mais alta do farmaco pode promover uma taxa de difusdo mais alta. Além disso,
€ necessario considerar a viscosidade da formulacdo uma vez que foi observado que fluidos
muito viscosos proporcionam uma taxa de difusdo diminuida (JHAWAT et al., 2013).

Também é essencial considerar as condi¢des da pele. Normalmente, uma pele integra e
hidratada absorve a formulacdo com mais eficiéncia do que uma pele ressecada. Outra
caracteristica a ser considerada é a temperatura da pele, que pode promover vasodilatacao e
aumentar a taxa de permeacdo (SARAVANAKUMAR et al., 2015).

3.3.3 LimitacGes dos sistemas transdérmicos convencionais

A penetracdo através da pele € o principal obstaculo em sistemas de liberacéo
transdérmicos (FONSECA et al., 2020). Como pode ser visto no topico anterior, para superar
0 estrato corneo € preciso entender muito bem as caracteristicas do farmaco e/ou sistema de
liberagéo e avaliar a capacidade de penetracao.

Uma estratégia utilizada é por meio dos intensificadores de penetracdo. No entanto, ha
relatos de irritacdo da pele por parte de alguns compostos, o que pode influenciar na saide da
pele. E, mesmo assim, esse tipo de estratégia ndo € capaz de promover a permeacdo de
macromoléculas (SABBAGH; KIM, 2022). Entre as varias estratégias para superar essas
dificuldades, as microagulhas constituem-se como um dispositivo que vem ganhando forc¢a nos
altimos anos (YANG et al., 2021).

3.4 MICROAGULHAS
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Dentre os sistemas de liberacdo disponiveis para superar 0 estrato crneo e promover a

administracao transdérmica de medicamentos, o dispositivo que ganhou destaque nos Gltimos

anos tem sido as microagulhas (VORA et al., 2021). As-microaguthas-estao-se-constituindo-em
sistemas-de-distribuicdo-transdérmica-de-terceira-geracao- A sua aplicacdo na pele constitui uma

grande vantagem, que ocorre de forma indolor, rapida e pelo proprio paciente (KIM; PARK;
PRAUSNITZ, 2012). Essa tecnologia permite a formacao de microporos no estrato corneo para
promover a administracdo de um medicamento, antigeno ou agente diagnostico especifico.
Dessa forma, a substancia ativa pode atingir a camada derme, onde estdo 0s vasos sanguineos
(POIRIER et al., 2017). Devido a esses fatores, as microagulhas expandiram muito o arsenal
de compostos capazes de serem administrados por via transdérmica, como macromoléculas
(ZHANG et al., 2021a).

A capacidade de permear a pele e fornecer o componente ativo depende das
caracteristicas das microagulhas. Esses dispositivos sdo fabricados de maneiras e materiais
diferentes (VORA et al., 2021). Durante o processo de desenvolvimento de um dispositivo
contendo microagulhas, é preciso otimizar o comprimento, largura e pontas das agulhas para
uma insercao adequada no tecido (SABRI et al., 2020). MN pode ser classificado em diferentes
tipos, tais como microagulhas sélidas, revestidas, ocas, dissolventes e formadoras de hidrogel
(Figura 3) (PAHAL etal., 2021).
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Figura 3 - Tipos de microagulhas para sistemas de aplicacdo transdérmica: solida, revestida,
oca, dissoltvel e formadora de hidrogel. Adaptado de (DE OLIVEIRA et al., 2022).

Microagulhas do tipo sélidas s@o dispositivos que proporcionam orificios na pele e sdo
removidos, em seguida, uma determinada formulagcdo pode ser adicionada na pele. Dessa

forma, percebe-se que esse tipo de dispositivo funciona como um pré-tratamento da pele para
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proporcionar melhor permeagdo da formulagdo, que geralmente € semissélida. Esse tipo
costuma ser em formato de rolo para facilitar o deslizamento na pele (AZMANA et al., 2020).

Microagulhas revestidas contém o farmaco acumulado em sua superficie, que
geralmente é rapidamente liberado apos a aplicacdo. J& as microagulhas ocas possuam a
superficie rigida e contém orificios. Estes funcionam como micro canais capazes de promover
a infusdo da formulacédo na pele durante sua aplicacdo (MONIZ; COSTA LIMA; REIS, 2021).

As microagulhas dissollveis sdo produzidas para se dissolver rapidamente apds a
aplicacdo no corpo. Dependendo de sua constitui¢do, esse tipo pode promover uma liberacéo
rapida ou controlada do farmaco. As microagulhas formadoras de hidrogel, por outro lado, sdo
capazes de absorver o liquido intersticial e o farmaco € liberado gradualmente por meio de
difusdo (HUANG et al., 2022).

Vérios relatorios evidenciam as vantagens terapéuticas da incorporacdo de
nanoparticulas em MN (AHMED et al., 2019; CASTILLA-CASADIEGO et al., 2021b; LI1U et
al., 2018). As microagulhas entregam as nanoparticulas distribuidas uniformemente,

alcancando a derme e possivelmente a via sistémica (CHEN et al., 2020).

3.5 PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS PARA O DELINEAMENTO SISTEMAS DE
LIBERACAO

Quando se busca avaliar os diversos parametros de um processo é necessario partir para
processos estatisticos. Existem varios métodos disponiveis, entre eles pode-se citar
planejamento fatorial completo, planejamento Plackett-Burman, planejamento Box-Behnken
(VENKATARAGHAVAN; THIRUCHELVI; SHARMILA, 2020). Essas ferramentas de
desenho experimental estatistico ja& se mostraram eficientes para o desenho de varias
formulacGes farmacéuticas (HOSNY et al., 2018; KOZLU et al., 2018; SHAH et al., 2013).

O design estatistico do tipo Plackett-Burman, por exemplo, é uma ferramenta utilizada
para avaliacdo preliminar, através da investigacdo de variaveis e determinacdo de parametros
criticos da formulacéo e do processo de producao (CHAVES et al., 2017).

Com esta ferramenta estatistica é possivel avaliar uma grande quantidade de variaveis
com menor numero de experimentos e elevada acuracia. Com isso, podem ser selecionados 0s
fatores criticos que mais influenciam e, em seguida, para uma avaliacéo seguinte mais detalhada
(KOZLU et al., 2018; PARK et al., 2013). Uma outra ferramenta que pode ser utilizada em

seguida, corresponde a determinacdo dos parametros de desejabilidade. Nesse caso, ap6s a
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avaliacdo dos pardmetros criticos de producdo é possivel otimizar os parametros tedricos que

podem gerar resultados mais significativos.

3.6 HIV E TERAPIAS ANTIRRETROVIRAIS

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida ainda acomete uma elevada parcela da
populagdo mundial, sdo mais de 37,7 milhdes de adultos e aproximadamente 1,7 milhdes de
criancas menores de 15 anos vivendo com o virus HIV em 2020. Dados epidemioldgicos
evidenciaram ainda que 99.000 criancas e 580.000 adultos tiveram morte relacionada com HIV
em 2020 (UNITED NATIONS PROGRAMME ON HIV/AIDS. UNAIDS, 2021).

A terapia combinada com trés ou quatro farmacos antirretrovirais € o tratamento inicial
recomendado, essa estratégia permite maximizar a supressao da replicacdo viral, restaurar o
sistema imune, retardar a progressdo da doenca e aumentar a sobrevida (BAMFORD et al.,
2018; BRASIL, 2017). No entanto, por se tratar de uma terapia complexa, ainda existe uma
lacuna relacionada ao desenvolvimento formulagdes promoveria seguranca e eficcia a terapia,
além da melhoria na adesdo ao tratamento, principalmente por parte da terapia infantil. Nesse
caso, 0s pontos criticos para aceitacdo do tratamento sdo: quantidade de medicamentos
utilizados na terapia, forma de apresentacdo, sabor da medicacéo, frequéncia na administracédo
de medicamentos (WHO, 2018). Além disso, os fArmacos antirretrovirais ainda apresentam
problemas relacionados com baixa biodisponibilidade o que influencia diretamente na
efetividade do tratamento. Para tanto, sdo necessarias estratégias que permitam melhoria da
terapia antiretroviral adequada (PENAZZATO et al., 2018).

A terapia antiretroviral ideal para o tratamento de HIV deve ser de facil uso, segura e
bem toleravel e que possa promover a supressao do virus por um longo periodo (RADIX;
SEVELIUS; DEUTSCH, 2016). Baseado nisso, ja esta estabelecido que a terapia antiretroviral
nunca deve ser com um Unico medicamento, pois a monoterapia ou terapia com dois
medicamentos leva a muta¢des do virus o qual torna-se resistente aos farmacos. Dessa forma,
a estratégia combinada com trés ou mais farmacos ARV tornou-se o protocolo clinico de
tratamento de HIV desde 1996 (SIKSHA; SIKSHA, 2014).

3.6.1 Nanoparticulas para a terapia antiretroviral
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Nos dias atuais, um dos obstaculos para o tratamento de HIV esté relacionado com a
tentativa de se erradicar o virus que se encontram como reservatdrios em determinadas células
do organismo. Determinadas regides como tecido linfoide associado ao intestino, linfonodos,
trato genital e o sistema nervoso central abrigam células infectadas com o virus de forma latente,
que acabam promovendo a reinfeccao de outras células e, consequentemente, sdo responsaveis
pela disseminacdo do virus por todo o organismo. Esses tecidos exibem acesso limitado aos
ARVs, contribuindo para a persisténcia viral. Para tanto, inmeras abordagens visam diminuir
esses reservatorios de HIV (NAIR et al., 2016; WALVEKAR; GANNIMANI; GOVENDER,
2019; WONG et al., 2010).

Além disso, o desenvolvimento do cérebro se inicia desde o inicio do primeiro trimestre
de um bebé e continua até proximo da fase adulta. Essa imaturidade do SNC em criangas
infectadas pelo virus HIV faz com que estejam susceptiveis a determinados danos que podem
comprometer suas estruturas e funcionamento, podendo gerar problemas neuroldgicos
irreparaveis (ABRAMS et al., 2018). Esse motivo ressalta ainda mais a importancia em se
desenvolver uma terapia eficaz que promova maior direcionamento dos farmacos a
reservatorios.

As nanoparticulas se mostram como uma estratégia adequada para o tratamento do HIV
pois pode promover melhoria da biodisponibilidade e de perfis farmacocinéticos dos farmacos,
reducdo da toxicidade do farmaco, evitar a resisténcia ao farmaco mediada pela bomba de
efluxo da superficie das células, aumento da eficacia, capacidade de permear nos locais dos
reservatorios do HIV e capacidade de liberar os farmacos em taxas controladas para
administracdo sustentada (ABO-ZEID et al., 2018; CAO; WOODROW, 2018). Além disso,
ressalta-se a importancia de se proporcionar efeito sinérgico através da combinacdo de
multiplos farmacos em uma Unica particula (HU; ZHANG, 2012).

Nos ultimos anos, inddstrias e grupos de pesquisa em universidades em todo o0 mundo
tem trabalhado para o desenvolvimento sistemas nanoparticulados visando melhorias para o
tratamento e prevencdo do HIV. Um dos objetivos dessas nanoformulagcdes correspondem a
promover a liberacdo prolongada dos farmacos. Um estudo, por exemplo, foi capaz de

encapsular os farmacos tenofovir alanfetamina, elvitegravir e emtricitabina em nanoparticulas

desenvolvidas com PLGA (poli-acido latico co-glicélico). As-fermulacdo-de-nanoparticulas
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3.6.2 Sistemas de liberacao transdérmicos como estratégia para a terapia antiretroviral

Para obter o sucesso terapéutico na terapia antiretroviral € necessario que o nivel de
adesdo ao tratamento seja superior a 95%. Levando em consideracdo ainda que varios
antirretrovirais apresentam desafios quanto a terapia pela via oral, a via transdérmica se mostra
como uma alternativa para promover niveis sustentados de farmaco. Além disso, uma
formulacao de acdo prolongada que diminui 0 nimero de dosagens pode proporcionar aumento
da adesdo ao tratamento (DUBEY et al., 2010; JIANG et al., 2020b).

Formulag6es de Etossomos, sistemas de liberacdo baseados em lipideos e etanol, foram
aplicados para liberagdo transdémica do farmaco lamivudina. O estudo mostrou que a
formulacdo apresentou permeacdo através da pele 25 vezes maior que uma solucdo de
lamivudina. Também foi verificado uma captacéo intercelular maior para a formulacdo de
etossomas (JAIN et al., 2007).

Um estudo recente desenvolveu microagulhas dissoltveis de PLGA contendo o farmaco
fumarato de tenofovir alanfetamina para liberacdo transdérmica. Foi determinado que as
microagulhas apresentaram propriedades mecanicas suficientes para promover a perfuracéo de
pele de suinos. Além disso, foi demonstrado que a formulacdo promoveu uma liberacdo
sistémica do farmaco em 24 horas de ensaio (PAREDES et al., 2022).

Alguns estudos, inclusive, foram capazes de proporcionar a entrega de farmacos
antirretrovirais ao sistema linfatico por via transdérmica. Em 2018, um estudo relatou a
incorporacdo da nanosuspensao de rilpivirina em um adesivo de microagulhas dissolvido com
0 objetivo de promover a liberacéo transdérmica do medicamento anti-HIV. Os estudos in vivo
revelaram que a concentracdo plasmatica média de rilpivirina em ratos foi aproximadamente
dez vezes superior a concentracdo minima observada ap6s uma dose Unica em estudos clinicos
anteriores. Embora a distribuicéo linfatica ndo tenha sido o foco principal do estudo, o estudo
farmacocinético mostrou uma quantidade significativa da droga neste compartimento (MC
CRUDDEN et al., 2018).

3.6.3 Nevirapina

Nevirapina é uma dipiridodiazepinona (11-ciclopropil-5,11-dihidro-4-metil-6H-
dipirido[3,2-b:2",3"-e][1,4]diazepin-6-ona) cuja férmula molecular é CisH14N4O de massa
molar 266,30 g/mol. Atua inibindo a enzima transcriptase reversa, enzima responsavel pela

transcricio reversa do RNA viral em DNA. E amplamente utilizada em associagio com outros
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dois farmacos analogos de nucleosideos para—a—terapia—antirretrovirak—atuando como

componente importante da terapia antiretroviral altamente eficaz (PEREIRA et al., 2007).

E um farmaco que faz parte da classe 2, de acordo com o sistema de classificagio
biofarmacéutica (GARKAL; AVACHAT, 2022). Caracteristica referente a farmacos de baixa
solubilidade em agua (0,1 mg/mL) e alta permeabilidade. A dose usual de nevirapina é
responsavel por causar uma série de efeitos colaterais como hepatite, insuficiéncia hepatica,
disfuncéo renal, eosinofilia, granulocitopenia, linfadnopatia, entre outros (VARSHOSAZ et al.,
2018a).
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4 METODOS

O artigo 1 trata sobre uma avaliacdo do potencial da goma do angico em aplicagdes
industriais e o artigo 2 trata sobre a modificacdo quimica da goma do angico por ftalacdo e
producédo de nanoparticulas a partir desse biomaterial (artigo publicado na revista International
Journal of Biological Macromolecules).

O artigo 3 discorre sobre a incorporacdo das nanoparticulas de goma do angico ftalada

em microagulhas para aplicacao transdermica de farmacos.
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5 RESULTADOS

5.1 ARTIGO 1: GOMA ANGICO: UM BIOMATERIAL PROMISSOR PARA FUTURAS
APLICACOES FARMACEUTICAS E BIOTECNOLOGICAS

1. Introducéo

Atualmente existe uma busca por novos materiais sustentaveis que podem ser aplicados
na area farmacéutica. Os polissacarideos sdo materiais promissores em diversas areas. Dentre
os diversos materiais disponiveis na natureza, os biopolimeros constituem uma plataforma
promissora para diversas aplicacdes. Estudos cientificos exemplificam o sucesso do emprego
de polissacarideos como quitosana, alginato, sulfato dextrano e goma do cajueiro nas aplicacdes
citadas (DIAS et al., 2016; JOYE; MCCLEMENTS, 2014; LIMA et al., 2018; PITOMBEIRA
etal., 2015; VASCONCELOS SILVA et al., 2019; WANG et al., 2016b).

Os polissacarideos a base de plantas tém sido estudados por serem biocompativeis,
biodegradaveis e renovaveis. Dentre estes, tem-se como exemplo, a goma do angico, um
polissacarideo proveniente da exsudacdo do caule da espécie Anadenanthera colubrina var.
cebil. que possui em sua composicdo arabinose, galactose, &cido glucurdnico e ramnose
(DELGOBO et al., 1999; OLIVEIRA et al.,, 2009a; PAULA et al., 2010). A arvore é
popularmente conhecida como “angico vermelho”, abundante na regido nordeste do Brasil
(PAULA et al., 2010).

O presente artigo tem como objetivo realizar um estudo de reviséo sobre as principais
caracteristicas da goma do angico. Ser tratado sobre sua origem, composicao, caracteristicas
reologicas. Além disso, foi comentado sobre a possibilidade de produzir modificagbes com
goma do angico e as diversas aplica¢des nos campos tecnoldgicos e farmacoldgico os quais esta

goma foi utilizada.

2. Arvore Angico

Anadenanthera é um género da familia Fabaceae e subfamilia Mimosoidae composto
pelas espécies A. colubrina e A. piperina. As espécies desse género sdo comuns na América do
Sul, podendo ser encontradas desde o nordeste até o sul do Brasil. Comumente chamado de
angico, as arvores desse género podem chegar a 7 m de altura, com caule de até 50 cm de
largura (TORRES; REPKE, 2006).
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A arvore angico possui nome cientifico Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb.)
Altschul e ja foi chamado de Anadenanthera macrocarpa, no entanto, apos revisao taxonémica
passou a ser chamada de Anadenanthera colubrina. A partir do tronco desta arvore é retirado
naturalmente o exsudato do qual se pode extrair uma goma, chamada de goma do angico.

Relatos indicam que tanto a goma quanto a casca do caule do angico sdo utilizadas
popularmente como remédios desde a antiguidade. Caracterizada por sabor adstringente e
amargo, a casca contém principalmente compostos fendlicos, taninos e saponinas em sua
estrutura. Ela é amplamente utilizada para tratamento de diarreia e doencas respiratorias
(MOTA et al., 2017). Em algumas regides do Brasil, a casca também ¢é utilizada para curtir
couro e como formicida (LORENZI, 1998). O exsudato do angico é um material de coloracédo
amarelo-ambar (Figura 2). Utilizado popularmente como expectorante para o tratamento de
tosse, bronquite, asma e faringite (LORENZI, 1998).

Nos Gltimos anos ocorreu maior interesse pelo tema, esse aspecto pode ser comprovado
por um aumento progressivo do niamero de publicagdes que utilizaram o termo “anadenanthera”
or “angico” nas bases de dados (Figura 1). No entanto ainda é um nimero pequeno ao se

comparar com outros polissacarideos, indicio de que tal género ainda é pouco explorado.



34

200 - Il Scopus

Il Science direct
E= Springer
Pubmed

150 ~ Web of Science

77 BVS

Figura 1 - Progressdo temporal de publicacbes contendo 0s termos “Anadenanthera” or
“angico” (A), imagem do exsudato angico (B) e goma do angico apds o processo de purificacéo

(©).
3. Goma do angico: principais caracteristicas

Classificada como uma arabino-galactana, € sugerido que a AG seja um
heteropolissacarideo composto por aproximadamente 63-67% de arabinose, 20% de galactose,
10% de &cido glucurénico e 6% de ramnose (Tabela 1) (DE PAULA; BUDD; RODRIGUES,
1997; DELGOBO et al., 1998). Este polissacarideo organiza-se estruturalmente com uma
cadeia principal de B-D-Galactopiranose (1—3) ligada por cadeias laterais de constituicdo
variada, as quais podem ser compostas por oligossacarideos de 2, 3, 5 ou 7 unidades de o-
arabinofuranose, a-rhamnopiranose e 3-glucopiranosil acido (DELGOBO et al., 1998, 1999).
Andlises de RMN 'H da goma do angico evidenciam as seguintes caracteristicas,

principalmente: grupo metil de ramnose em 1,33 ppm, H1 de galactose em 4,55 ppm e H1 de



35

de arabinose em 5,26 ppm. Em 17.5 ppm — grupos metil de ramnose, em 90-110 ppm — carbonos
anomérico (OLIVEIRA et al., 2007).

Tabela 1 - Composi¢do da goma do angico.

Regido da . acido 3 .
arabinose  galactose o rhamnose  Manose  Proteinas Referéncia
coleta glicurénico
) (DELGOBO et al., 1998,
Parand - Brazil 64% 20% 10% 6% 1%
1999)
] . 5,9% (SILVA; RODRIGUES;
Ceard - Brazil  67,8% 24,1% 2,0% - 5,8%
PAULA, 1998)
. (DE PAULA,; BUDD;
Ceard - Brazil  67+3% 24+3% 7+1% 2+0,5%

RODRIGUES, 1997)

A composicdo da goma do angico, obviamente, tem influéncia nas suas propriedades
fisico-quimicas e deve ser detalhada para melhor aproveitamento de suas caracteristicas. Foi
observado que essa goma possui uma larga distribuicdo de massa molar com M = 3,7 x 108
g/mol e caracterizada por possuir baixa viscosidade, semelhante a goma do cajueiro e arabica
(EIRAS et al., 2007). O estudo de cromatografia de permeacdo em gel (GPC) da goma do
angico mostrou um comportamento multimodal, indicando que este biopolimero é altamente
ramificado (DE PAULA; BUDD; RODRIGUES, 1997). A goma do angico apresenta baixa
viscosidade da goma do angico: 11 cm3/g em 1 M NaCl a 25 °C (REFERENCIA).

Alguns estudos sugerem que a goma do angico em si possui algumas aplicacdes
bioldgicas. Um estudo, por exemplo, sugeriu que AG tenha capacidade de ativacdo de
macrofagos pois, foi verificado em experimentos in vitro e in vivo modificacdo da resposta
bioldgica devido ao aumento da porcentagem de macrofagos ativados devido a presenca de Ag
(MORETAO et al., 2003). Outro estudo do mesmo autor verificou aumento da producio de
TNF-alfa por macrofagos. Além disso, neste mesmo estudo foi sugerido que a concentracdo de
100mg/kg de AG apresentou atividade anti-tumoral contra células S-180 (MORETAO et al.,
2004).

Um trabalho realizado em ratos sugeriu que AG pode possuir atividade antidiarreica,
pois verificou que o biopolimero teve influéncia no aumento da atividade Na+/K+-ATPase,
reducdo do transito gastrintestinal e diminui¢do contragdo do musculo do intestino de ratos
(ARAUJO et al., 2020).

4. Modificacbes quimica da goma do angico e suas aplicagdes
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O polimero modificado pode apresentar propriedades superiores ao material de origem
em termos de solubilidade, mucoadeséao, sensibilidade ao pH (GOSWAMI; NAIK, 2014).
Contudo, os polissacarideos possuem cadeias hidrofilicas, o que dificulta sua interacdo para o
desenvolvimento de sistemas. Uma alternativa que tem sido utilizada para superar essas
dificuldades sdo as modificagdes quimicas em sua estrutura com a finalidade de se obter um
material com caracteristicas fisico-quimicas desejadas (RIBEIRO et al., 2016).

Por exemplo, recentemente tem-se aumentado o interesse no desenvolvimento de
nanoparticulas contendo polissacarideos modificados para uma série de aplicacbes como: o
desenvolvimento de materiais que apresentem interagdo com metais (GARCIA-CASAS et al.,
2017; VIEIRA et al., 2010), para potencializar sua atividade antimicrobiana (BRAZ et al.,
2018), para o desenvolvimento de sistemas larvicidas (PAULA et al., 2012) e para o
desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos (DIAS et al., 2016; LIMA et al., 2018;
PITOMBEIRA et al., 2015; VASCONCELOS SILVA et al., 2019).

Os polissacarideos possuem em sua estrutura uma série de grupos reativos, como por
exemplo, hidroxilas e acidos carboxilicos o0s quais sdo susceptiveis a determinadas reacdes, tais
como carboximetilacdo (OLIVEIRA et al., 2007), sulfatacdo (WANG et al., 2018b), acetilacéo
(VASCONCELOS SILVA et al., 2019), quaternizacdo (QUELEMES et al., 2017) e ftalacdo
(LUSTOSA etal., 2017).

Na area farmacéutica, a modificacdo de um polissacarideo pode ser necessaria para
direcionar o farmaco a um local especifico, melhorar a solubilidade do farmaco, melhorar a
estabilidade térmica do sistema, reduzir o efeito toxico do farmaco, promover liberacdo
controlada de um féarmaco, entre outros (JOYE; MCCLEMENTS, 2014; MALVIYA;
SHARMA; DUBEY, 2016).

A tabela 2 evidencia as trés modifica¢cdes quimicas produzidas até entdo para AG e as
tabelas 3 e 4 mostram um resumo das aplicac6es biotecnologicas e farmacéuticas produzidas

a partir desse biomaterial.
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Tabela 2 - Modificagdes quimicas da goma do angico e suas caracteristicas principais.

AG Carboximetilada AG Quaternizada AG Ftalada
FTIR - Banda na regido de 1480 cm?® Banda  em 1279 cm:;

referente ao C-H de grupo metila alongamento C-O.

de amdnio quaternario. Banda em 1702 cm:

Bandaem 1420 cm referentea C-  alongamento C=0.

N. (De Sousa, 2020) Bandas em 2651 e 2523 cm™:
grupo éster de acido carboxilico
(DE OLIVEIRA et al., 2021)

'HRMN - (Quaternizacdo) 3.14 ppm — do Sinais entre 7,5 e 8,0 ppm,
grupo N,N,N-trimetil. (De Sousa, relacionados a inser¢do do grupo
2020) ftalato nas  unidades de
polissacarideo (DE OLIVEIRA et
al., 2021)

13C RMN  Evidéncias de carboximetilagdo: - -
picos em 1789, 178.7 e 1784
referente  aos  grupamentos
carbonilas (Oliveira, 2007).

Legenda: AG, goma do angico

A carboximetilacdo foi a primeira modificacdo quimica relatada na literatura para a
goma do angico. Além de propor a modificagdo quimica como melhoria das suas caracteristicas,
0 estudo avaliou os principais fatores que poderiam influenciar no grau de substituicdo da
modificacdo. Os parametros do processo de modificacdo quimica estudados foram: volume de
NAOH, volume de acido monocloroacético e temperatura. Nesse estudo foi observado que o
GS variou de 0,11 a 1,10 e os modificados foram caracterizadas por RMN e GPC para
determinagdo da massa molar (OLIVEIRA et al., 2007).

A segunda modificacdo quimica encontrada para goma do angico foi por quaternizacéo.
Um primeiro trabalho que propds essa modificacdo também avaliou possiveis variaveis do
processo que pudesse influenciar na producao dos derivados, como rendimento e atividade anti-
estafilococos. As variaveis estudadas foram: proporcdo molar entre os componentes da sintese,
temperatura e tempo de reacdo. Trés de sete derivados obtidos inicialmente foram selecionados
para avaliacdo da atividade anti-estafilococos (DE SOUSA et al., 2020).

Esse estudo mostrou que a goma do angico quaternizada inibiu o crescimento de S.
aureus resistente a meticilina (ATCC 43300) e foi capaz de matar a bactéria nas concentracoes

de 15.62 e 250 pg/mL. Além disso, foi capaz de inibir o crescimento de S. epidermidis e de
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matar a bactéria nas concentragdes de 15.62 e 62.5 pg/mL, respectivamente (DE SOUSA et al.,
2020).

Outra modificacdo quimica proposta para a goma do angico foi a ftalacdo. Esse estudo
apresentou apenas um derivado proveniente do processo de modificacdo quimica para a goma
do angico, porém o derivado foi caracterizado por RMN 1H, espectroscopia de infravermelho
por transformada de fourrier, termogravimetria, analise elementar e solubilidade. As
caracterizagbes comprovaram o sucesso da modificagdo quimica e o derivado foi utilizado

producdo de nanoparticulas e encapsulamento de farmacos (DE OLIVEIRA et al., 2021).

5. Aplicagdes industriais da goma do angico

Os artigos que exploraram da goma do angico relatam seu uso como: adsorvente de
metais pesados (OLIVEIRA, 2005), filme/nanocompdsito para utilizagdo em sensores (EIRAS
etal., 2007), desenvolvimento de nanoparticulas indicando sua possivel aplicacdo para sistemas
de liberacdo de farmacos (OLIVEIRA et al., 2009a) e encapsulacdo de 6leos essenciais para
utilizagdo como larvicida (PAULA et al., 2010) .

Polissacarideos naturais podem sofrer alteracdo de suas caracteristica fisico-quimicas
devido a insercdo de um determinado grupamento em sua estrutura polimérica por meio de
modificagdes como: carboximetilacdo, aminacdo, acetilacdo, ftalacdo, entre outros
(MALVIYA; SHARMA; DUBEY, 2016; PITOMBEIRA et al., 2015).



Tabela 3 - Aplicac6es tecnoldgicas da goma do angico
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Caracteristicas da

goma

Outro componente

Aplicacdo tecnoldgica

Referéncias

Goma do angico

carboximetilada

Goma

Carboximetilada

Goma do angico

Goma do angico

Goma do angico

carboximetilada

Goma do angico

Goma do angico

quaternizada

Goma do angico

Goma do angico
Ftalada

Quitosana

Quitosana

Complexacdo com

oxovanadio

Quitosana e Tween-80

Quitosana e PVA

Goma do cajueiro
acetilada ou goma do
cajueiro modificada

com anidrido propi6nico

Avaliou a interaco entre quitosana e goma em

nanoparticulas

Encapsulamento do dleo essencial Lippia

sidoides

Filme nanoestruturado para detec¢do de

dopamina em dispositivo biomédico
Atividade leishmanicida

Encapsulamento do dleo essencial Lippia
sidoides

Filme

Atividade antifungica e anti-estafilococos da
goma modificada

Producdo de nanoparticulas poliméricas para o

encapsulamento de alendronato de sédio

Nanoparticula polimérica para o encapsulamento

do farmaco nevirapina

(OLIVEIRA et al.,
2009b)

(PAULA etal.,
2010)

(EIRAS et al., 2010)

(AMARAL et al.,
2015)

(PAULA, 2017)

(MELO et al., 2020)
(DE SOUSA et al.,
2020; RIBEIRO et
al., 2020)

(ILES et al., 2021)

(DE OLIVEIRA et
al., 2021)

A goma do angico livre de modificacBes foi aplicada para producdo de filme e

complexos. Um filme polimérico foi produzido com goma do angico, quitosana e PVA pelo
método de casting. Segundo o estudo, a formulacdo resultante apresentou propriedades
mecanicas e capacidade de alongamento adequadas para um filme, além disso, o material foi
descrito como biocompativel (MELO et al., 2020). A goma do angico também foi aplicada
como parte da composicdo de um filme nanoestruturado para o desenvolvimento de um
dispositivo eletrotécnico destinado a deteccéo de dopamina (EIRAS et al., 2010).

Um estudo demonstrou a capacidade de complexacdo de goma do angico com
ovoxanadio (AG-VO) e avaliou a atividade leishmanicida desse complexo. A concentracéo de
10 pg/mL do complexo AG-VO promoveu um aumento de 562% e 539% de IL-1f e IL-6,

respectivamente. A mesma concentracdo estudada também reduziu o crescimento de 67% de
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formas promastigotas de L. amazonensis. Segundo o autor, essas informacgdes combinadas com
o resultado de IC50 correspondente a 6.5 mg/mL, sugerem gque o0 complexo pode ser promissor
para o desenvolvimento de alternativas terapéuticas contra leishmaniose (AMARAL et al.,
2015).

Dentre o0s estudos sobre a goma do angico, 0 maior volume observado trata-se sobre sua
aplicacdo em nanotecnologia. A goma do angico carboximetilada, por exemplo, foi
extensivamente explorada para producao de nanoparticulas por meio da formacao de complexos
polieletroliticos com quitosana. Um primeiro estudo foi realizado para avaliar o potencial de
formacdo do complexo polieletrolitico dos dois polimeros citados, ja que um apresenta-se com
carga positiva e o outro com carga negativa (OLIVEIRA et al., 2009a). Os trabalhos seguintes
trataram de avaliar a incorporacdo do dleo essencial de Lippia sidoides com a nanoparticula
contendo apenas quitosana (PAULA et al., 2010) e quitosana + tween 80 (PAULA et al., 2017)
pelos métodos de emulsificacdo e spray drying. As formulagdes foram destinadas ao
desenvolvimento de um dispositivo capaz de promover a liberagdo controlada do 6leo essencial
em estudo, que possui atividade contra larvas de Aedes aegipt. A nanoparticula mais promissora
demonstrou eficiéncia de encapsulamento de até 77% do 6leo essencial. Apos 50 horas de
estudo de liberacdo, foi visto que 78% do 6leo essencial foi liberado e o estudo da atividade
larvicida determinou 85% de mortalidade das larvas em 24h (PAULA et al., 2010).

Apesar de alguns trabalhos mostrando a aplicacdo da goma do angico para o
desenvolvimento de nanoparticulas, apenas em 2021 foram publicados os primeiros trabalhos
que trataram do encapsulamento de farmacos. Um estudo avaliou a interacdo entre goma do
angico com dois polimeros modificados (goma do cajueiro acetilada ou goma do cajueiro
modificada com anidrido propidnico). Além disso 0 mesmo artigo avaliou a influéncia desses
fatores na producdo de nanoparticulas poliméricas para o encapsulamento do farmaco
alendronato de sodio (ILES et al., 2021).

Outro estudo produziu pela primeira vez a goma do angico ftalada e demonstrou que o
biomaterial sozinho foi capaz de produzir nanoparticulas estaveis por 3 meses e com uma

eficiéncia de encapsulamento de 70% do farmaco nevirapina (DE OLIVEIRA et al., 2021).

6. Evidéncias cientificas sobre a seguranca da goma do angico e seus derivados

Como ja foi mencionado anteriormente, os biopolimeros sdo de grande interesse para

aplicacOes biomedicas e farmacéuticas. Para tais aplicagdes, € extremamente necessario que o
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biopolimero seja compativel com o tecido humano, sangue e seus componentes, ou seja,
minima reacao do organismo vivo apds o contato com o biomaterial (JURAK et al., 2021).

No que se refere a goma do angico, uma determinada dose de goma foi administrada em
ratos por via oral durante 14 dias. O estudo determinou que a goma do angico ndo promoveu
alteracbes nas andlises bioquimicas da funcdo renal e do figado. Além disso, analises
histopatoldgicas do figado, rim, coracdo, intestino e baco demostraram que esta goma néo
provocou alteracdes visiveis (ARAUJO et al., 2020).

Alguns estudos tiveram interesse particular em avaliar a hemocompatibilidade da goma
do angico e seus derivados. Estudos hematoldgicos determinaram que tanto goma do angico
quanto goma do angico quaternizada proporcionaram hemolise de aproximadamente 5% das
células sanguineas (DE SOUSA et al., 2020). Resultados semelhantes foram observados para
nanoparticulas de goma do angico ftalada (DE OLIVEIRA et al., 2021).

Com o objetivo de avaliar possiveis efeitos imunoldgicos, larvas do tipo Galleria
mellonella foram tratadas por 7 dias com doses de 10mg/kg e 50mg/kg de goma do angico e
seu derivado quaternizado. O experimento indicou que baixa toxicidade dos componentes em
estudo, visto que existe uma correlacéo entre toxicidade contra larvas de Galleria mellonella e
mamiferos (DE SOUSA et al., 2020).

7. Consideracoes finais

Ja ndo é mais novidade que os cientistas de todo 0 mundo estdo buscando atentamente
por alternativas que possam substituir os polimeros sintéticos. Para tanto, o presente estudo teve
como objetivo descrever as principais caracteristicas da goma do angico. Além de demonstrar
que o biopolimero que exsuda naturalmente do tronco da &rvore pode ser um biomaterial
promissor para diversas aplicacdes industriais, inclusive para o desenvolvimento de sistemas

de liberacdo de farmacos.
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52 ARTIGO 2: SINTESE ECOLOGICA DE GOMA DO ANGICO FTALADA PARA
ENGENHARIA DE NANOPARTICULAS USANDO ABORDAGEN DE QUALITY BY
DESIGN POR DESIGN (QBD).

(artigo publicado na revista International Journal of Biological Macromolecules)

1. Introducéo

Biopolimeros representam uma nova abordagem para a industria alimenticia, cosmética,
de dispositivos médicos e medicamentos (RIBEIRO et al., 2016). Dentre os diversos materiais
estudados para o desenvolvimento farmacéutico, os biopolimeros sdo uma plataforma
promissora devido a capacidade de promover a liberacdo controlada de farmacos e aumentar
sua biodisponibilidade. Estudos cientificos exemplificam o wuso bem-sucedido de
polissacarideos em sistemas de entrega (DIAS et al, 2016; LIMA et al., 2018;
VASCONCELOS SILVA et al., 2019).

A goma angico (AG) é um polissacarideo derivado da exsudagdo do caule da espécie
Anadenanthera colubrina var. cebil., arvore popularmente conhecida como “angico vermelho”,
abundante na regido nordeste do Brasil. Classificada como uma arabinogalactana, é estruturada
por uma cadeia principal de B-D-galactopiranose (1 — 3) que se conectam em outras cadeias
laterais de constituicdo variada (DELGOBO et al., 1998, 1999). AG é um heteropolissacarideo
composto por aproximadamente 63-67% de arabinose, 20% de galactose, 10% de acido
glicurénico, e 6% de ramnose (DELGOBO et al., 1999; PAULA et al., 2010). AG é um
biopolimero abundante na natureza, acessivel, biodegradavel e biocompativel (RIBEIRO et al.,
2016). Por estas razdes, € um biomaterial que pode ser amplamente aplicado em medicamentos.

Estudos anteriores exploraram AG devido a capacidade de formar filmes e géis (DE
PAULA; BUDD; RODRIGUES, 1997), como adsorvente para metais pesados (OLIVEIRA,
2005), nanocompdsito para sensores (EIRAS et al., 2007), para aplicacdes biotecnoldgicas (DE
SOUSA et al., 2020; RIBEIRO et al., 2020). Nanoparticulas com AG e quitosana foram
produzidas por complexacdo de polieletrolitos para encapsulacdo do 6leo essencial de Lippia
sidoides, indicando que este material é promissor para uso em sistemas de liberagdo (PAULA
et al., 2010). No entanto, apesar de seu potencial como biomaterial sustentavel para aplicacdo
na industria, o0 AG tem sido pouco explorado.

Além disso, o AG possui cadeias hidrofilicas, o que dificulta sua interacdo para o

desenvolvimento de sistemas. Uma alternativa para contornar essas dificuldades é a
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modificacdo quimica para obter um material com caracteristicas desejadas (RIBEIRO et al.,
2020). As modificacBes quimicas podem alterar as caracteristicas fisico-quimicas dos
polissacarideos naturais devido a inser¢do de um grupo especifico em sua estrutura polimérica,
como carboximetilacdo (OLIVEIRA et al., 2007), quaternizacdo (RIBEIRO et al., 2020),
acetilagéo (PITOMBEIRA et al., 2015), ftalacdo (OLIVEIRA et al., 2021) e outros.

A modificacdo com anidrido ftalico introduz em certas porg¢des do polissacarideo grupos
hidrofébicos por esterificacdo. A reacdo ocorre mais especificamente entre o grupo anidro e o
grupo OH do polissacarideo. Com isso, os polissacarideos podem ser obtidos com carater
anfifilico; essa caracteristica melhora a capacidade emulsificante e estabilizadora do novo
material (SILVA et al., 2021; VIEIRA et al., 2010). Além disso, estudos descrevem que 0
polissacarideo ftalado possui caracteristicas diferentes dependendo do pH (OLIVEIRA et al.,
2021). Nanoparticulas de quitosana ftalada foram capazes de proteger o diclofenaco sédico em
pH 2 e fornecer liberagdo controlada em pH 6,8 (AIEDEH; TAHA, 1999). Pelas caracteristicas
mencionadas, a modificacdo por ftalacdo € atrativa para o desenvolvimento de sistemas de
liberacdo de farmacos.

Atualmente, a goma angico tem sido modificada apenas por carboximetilacdo e
quaternizacdo. A AG quatenizada apresentou atividades como antifingica (RIBEIRO et al.,
2020) e antibacteriana (DE SOUSA et al., 2020). A AG carboximetilada foi capaz de formar
nanoparticulas por complexacdo polieletrolitica com quitosana (OLIVEIRA et al., 2007,
2009a). Esse resultado mostra que o AG ainda é pouco explorado, apesar de ser um recurso
natural com alto potencial industrial. Um desafio chave nesta tarefa € modificar a goma angico
com anidrido ftélico e aplicar o derivado como uma matriz potencial para sistemas de liberacéo
de drogas.

A nevirapina (NVP) é uma droga anti-retroviral que pertence a classe de inibidores da
transcriptase reversa ndo nucleosideo e ¢ amplamente utilizada para terapia anti-retroviral (DU
et al., 2015; RIVAS; SANCHEZ-CORTES; GARCIA-RAMOS, 2002). Além de causar uma
série de efeitos adversos como granulocitopenia, eosinofilia, hepatotoxicidade, sindrome de
Steve-Johnson, disfungéo renal (KUO; CHUNG, 2011; VAN GRIENSVEN et al., 2010), esse
medicamento também apresenta baixa solubilidade em agua (VARSHOSAZ et al., 2018a). A
nanotecnologia € uma estratégia relevante para sobrepor os problemas do farmaco NVP.
Usamos o projeto de Plackett-Burman como analise estatistica para determinar os fatores
criticos para a producgédo de nanoparticulas, tornando-o um estudo mais robusto.

Portanto, inicialmente, foi estudada a modificacdo da goma angico com anidrido ftalico

e sua caracterizacdo. Em seguida, foi realizada uma avaliacdo das variaveis que podem
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influenciar no desenvolvimento das nanoparticulas utilizando o delineamento estatistico de
Plackett-Burman para a obtencdo de uma nanoparticula otimizada. Nossos resultados suportam
a hipotese de que a goma angico quimicamente modificada com anidrido ftalico pode formar

sistemas nanoparticulados.

2. Experimental

2.1 Materiais

O exsudato de goma angico foi coletado de arvores angico (Anadenanthera colubrina
var. Cebil (Griseb.)) Localizadas em Simplicio Mendes, Piaui, Brasil. O anidrido ftlico foi

adquirido na Sigma-Aldrich e a nevirapina foi doada na Farmanguinhos.

2.2 Preparacao da goma angico ftalada (PAG)

A AG foi isolada e purificada conforme descrito por (SILVA; RODRIGUES; PAULA,
1998). A reacdo de modificacdo foi realizada de acordo com (OLIVEIRA et al., 2019) com
modificacdes. O anidrido ftalico (PA) foi fundido a 130 ° C e, em seguida, AG foi adicionada
(proporcéo 2: 1, PA: AG). A reagéo foi mantida sob agitacdo continua por 20 min até a adigéo
de 5 mL de N,N-Dimetilacetamida. O produto da reagcdo, goma de angico ftalada (PAG), foi
lavado sete vezes por centrifugacdo com agua ultrapura para remoc¢do dos residuos e, em

seguida, liofilizada.

2.3 Caracterizagao

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de prétons (*H RMN) foram obtidos em
um espectrometro Agilent 400 MHz e 40 °C. A amostra de AG foi dissolvida em 6xido de
deutério (D20), e PAG foi dissolvida em DMSO deuterada. Os espectros foram analisados de
utilizando o software Mnoval2.04 (VASCONCELOS SILVA et al., 2019).

Espectros FTIR de AG e PAG foram obtidos entre 4.000 e 700 cm utilizando o
espectrometro PerkinElmer® (Spectrum 400) com moédulo de reflectancia atenuada (ATR).
Andlises de termogravimetria/termogravimetria derivativa (TG/DTG) de AG e PAG foram

obtidas utilizando uma termobalanca Shimadzu modelo DTG-60H utilizando atmosfera de
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nitrogénio (50 mL/min), taxa de aquecimento de 10 °C/min e faixa de temperatura entre 25 e
500 °C. Anélises de DRX foram obtidas utilizando um difratbmetro Shimazdu XR-D600 numa
faixa 20 de 5° a 75°.

AG e PAG foram submetidos a analise de carbono e hidrogénio em analisador elementar
Perkin-Elmer 2400 em atmosfera de oxigénio. A distribuicdo da massa molar foi determinada
por cromatografia de permeacdo em gel usando Shimadzu LC-20AD com um detector de indice
de refracdo (RID-10A). Foi utilizada coluna linear poly sep (300 x 7,8 mm) e NaNOs(aq) 0,1
mol/L como eluente. A anélise foi realizada a 30 °C, com fluxo del mL/min e volume de injecéo
da amostra de 50 pL.

O ensaio de solubilidade foi realizado em &gua ultrapura e fluido gastrico simulado sem
pepsina (USP 34). Um excesso de AG e PAG foram adicionados em 2 mL de solucdo e
mantidos sob agitacdo (200 rpm) por 24 h a 28 °C. Samples were centrifuged for 30 min and
3.600 rpm and dried. As amostras foram centrifugadas por 30 min e 3.600 rpm e secas. A massa
recuperada foi pesada. O coeficiente de solubilidade (S) foi calculado pela equagdo:

_ (my —m,) x 100
= -

S

no qual mi foi relacionado & massa inicial e mr & massa recuperada.

2.4 Preparacao das nanoparticulas utilizando Plackett-Burman design

O planejamento experimental Plackett-Burman foi realizado com 6 fatores e 12
experimentos, utilizando o software STATISTICA 10 (Stat-Soft®, Dell Software, TX, USA).
As variaveis independentes estudadas foram a quantidade de polimero (X1), quantidade de
farmaco (X2), volume de fase aquosa (Xs), volume de fase orgénica (Xs), amplitude de
sonicacao (Xs), tempo de sonicagdo (Xs). Os parametros estudados foram escolhidos de acordo
com avaliacdo prévia da literatura (CHAVES et al., 2017, 2018a). Apds avaliagdo dos dados,
os melhores parametros de producdo das nanoparticulas foram determinados utilizando os
pardmetros de desejabilidade.

As nanoparticulas foram preparadas seguindo o método de nanoprecipitagdo com
algumas modificacbes (CHAVES et al.,, 2018a). As nanoparticulas foram preparadas
dissolvendo PAG (20 ou 40 mg) e o farmaco NVP (5 ou 10mg) em 2 ou 4 mL de uma mistura
de solventes organicos Acetona: DMSO (1:1). Esta fase organica foi mantida sob agitacdo por

15 minutos, seguido pela adicdo de um volume especifico de fase aquosa (5 ou 10 mL) e
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subsequente sonicacdo por 1 ou 2 minutos. Apds esse periodo, o volume foi ajustado para 20

mL da fase aquosa e mantido sob agitacdo magnética para evaporar completamente o solvente.

2.5 Caracterizagdo de nanoparticulas de PAG carreadas com NVP

2.5.1 Tamanho de particula, indice de polidisperséo e potencial zeta

As anélises de tamanho de particula e potencial zeta foram realizadas por Zetasizer Nano
ZS90 (Malvern Panalytical Ltd.). A carga superficial foi determinada usando eletroforese laser
Doppler. A distribui¢do do tamanho foi determinada por espalhamento dindmico de luz (DLS),

com um angulo de incidéncia de 90° a 25 °C. Os experimentos foram realizados em triplicata.

2.5.2 Eficiéncia de encapsulamento (EE) e capacidade de carreamento (DL)

A quantificacdo de NVP dentro das nanoparticulas de PAG foi realizada pela
determinacdo do farmaco nédo aprisionado pelo método de ultracentrifugacao. Primeiro, uma
diluigdo de 1:20 de disperséo coloidal de NVP-PAG foi obtida em &gua ultrapura. As amostras
foram ultracentrifugadas a 10.000 rpm por 40 min. A absorbancia do sobrenadante foi
determinada por espectroscopia UV-Vis (Varian Vankel 50 UV-Vis) a 283 nm. Curvas padrao
foram obtidas de NVP em &gua ultrapura. Os resultados foram expressos em media e desvio

padréo (n = 4). EE e DL foram calculados como:

EE% = quantidade inicial de NVP — NVP recuperado % 100
0T quantidade inicial de NVP

quantidade inicial de NVP — NVP recuperado y
quantidade inicial de NVP + quantidade inicial de PAG

DL% = 100

2.5.3 Analise morfoldgica da nanoparticula otimizada

A nanoparticula otimizada carreada com NVP e vazia foram submetidas a anélise
morfoldgica. As amostras foram diluidas em agua ultrapura (1: 100) e depositadas em superficie

de mica. Usamos microscopia de forca atomica (equipamento TT-AFM, AFM Workshop,
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EUA) para analisar a morfologia das nanoparticulas. Foram utilizadas pontas TED PELLA
(TAP300 - G10) com amplitude de frequéncia de 250 kHz.

2.5.4 Liberacao in vitro de NVP da nanoparticula otimizada

O perfil de liberacdo in vitro de NVP foi determinado por difusdo em membrana de
dialise. Resumidamente, 5 mL de uma suspensdo aquosa de nanoparticulas foram colocados
em um saco de dialise (14.000 Da) e incubados em 25mL de fluido gastrico simulado (pH 1,2)
por 120 min. A seguir, a bolsa de diélise foi imersa em 25 mL de fluido intestinal simulado (pH
6,8) por 6 horas. As amostras foram coletadas em tempos pré-determinados (5, 15, 30, 45, 60,
90, 120, 150, 180, 240 e 360 min) e analisadas por espectroscopia UV-Vis a 283 nm (pH 6,8),
conforme descrito na Se¢do 2.4.3. O mesmo volume de fluido simulado foi reposto a cada coleta

para manter a condi¢do de sumidouro. O experimento foi realizado em quadruplicata.

2.5.5 Analise de hemocompatibilidade

Para investigar a biocompatibilidade das nanoparticulas, realizamos um ensaio de
hemocompatibilidade. Os globulos vermelhos humanos foram coletados em EDTA (1,8 mg /
mL), nanoparticulas PAG carregados com NVP e nanoparticulas PAG vazia foram testadas nas
concentragdes 250,00, 125,00, 62,5, 31,25, 15,62, 7,80 e 3,90 ug/mL. Para os controles positivo
e negativo, foi utilizado respectivamente Triton-X e solucdo salina. O experimento foi realizado
conforme descrito por (KUO; CHUNG, 2011; VARSHOSAZ et al., 2018b), e as amostras

foram analisadas na absorbancia (A) de 492 nm. A% de hemolise foi calculada como:

(ANPS - ASalina )
(ATriton - ASalina )

% Hemdlise =

3. Resultados e discussao

3.1 Caracterizagdo de PAG

Este trabalho revela a produgédo de um novo biomaterial obtido a partir da modificagdo
quimica da goma angico (AG) pelo anidrido ftalico (PA). Modificamos 0 AG devido a grande

guantidade de grupos hidroxila em sua estrutura.
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A reacdo é uma esterificacdo entre os grupos hidroxila presentes nos monossacarideos
e o anidrido ftalico, promovendo a formacao de grupos éster em posicdes aleatdrias (Figura 1)
(LUSTOSA et al., 2017). A primeira parte deste estudo visa comprovar que a reacdo de fato
ocorreu. Noés caracterizamos o derivado extensivamente para mostrar mudangas nas

caracteristicas fisico-quimicas.

OH gy HO OH oy o} OR o RO OR og
9 o ° — % Q R
0%0 o-&ﬁ;o + @:ﬁo . o o o
OH OH 0 OR OR
HO RO

goma do angico anidrido ftdlico goma do angico ftalada

Figura 1 - Esquema simplificado de modificagcdo da goma angico de ftalada (PAG).

O espectro RMN de AG (Figura 2) fornece informagfes sobre seus constituintes
principais ja relatados na literatura: arabinose, galactose, ramnose e &cido glucurénico
(OLIVEIRA et al., 2007). Os protons anoméricos (H-1) de a-arabinofuranose e a-
ramnopiranose mostram sinais entre 5,0 e 5,5 ppm. Sinais entre 3,3 e 4,5 ppm podem estar
relacionados a sobreposicdo de H-3, H-4 e H-5 de galactose, arabinose e ramnose,
respectivamente. O sinal em aproximadamente 1,35 ppm ¢é relacionado aos prétons do grupo
metil de ramnose. Caracteristicas semelhantes sdo descritas anteriormente para AG
(DELGOBO et al., 1998, 1999) e outros polissacarideos com composi¢do semelhante (LIMA
etal., 2018).

Em relacdo ao espectro de RMN do PAG (Figura 2), destaca-se o aparecimento de sinais
entre 7,5 e 8,0 ppm, comprovando que a modificacéo ftalada foi bem-sucedida. E uma regiéo
distinta de prétons ligados aos aromaticos relacionados a insercao do grupo ftalato nas unidades
de polissacarideo. A literatura relata resultados semelhantes de RMN para goma de caju ftalada
(OLIVEIRA et al., 2019) e babacu ftalado (WANG et al., 2017).
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Figura 2 - Espectros de *H RMN de goma angico (AG) e goma angico ftalada (PAG).

O espectro FTIR de AG apresentou caracteristicas semelhantes a literatura (DE SOUSA
et al., 2020; RIBEIRO et al., 2020). Em relagdo ao espectro FTIR de PAG (Figura 3), foi
observado uma banda em 1279 cm correspondente ao alongamento C-O. Também foi
encontrado uma banda em 1702 cm™ que € atribuida ao alongamento C=0. Além disso, as
bandas em 2651 e 2523 cm™* sugeriram um grupo éster de &cido carboxilico. Tais caracteristicas
também foram encontradas em outros trabalhos relacionados a modificacdo de polissacarideos
com anidridos ftalicos, como goma de caju (LUSTOSA et al., 2017), coco babagu (VIEIRA et
al., 2010), e quitosana (AIEDEH; TAHA, 1999). Comparando o espectro FTIR de AG com
PAG, pode-se confirmar que a reacdo de modificacdo ocorreu de fato, na qual bandas
caracteristicas de insercdo de &cido ftalico sdo observadas em algumas &reas do espectro. E
possivel sugerir que a modificacao esté relacionada a substituicdo do grupo hidroxila por &cido
ftalico. Essa hipotese pode ser confirmada pela diminuicdo significativa das bandas de
deformacéo axial dos grupos OH, assim como foi observado por outros autores (LUSTOSA et
al., 2017).
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Figura 3 - Espectros de FTIR de goma angico (AG) e goma angico ftalada (PAG).

Os resultados da analise elementar mostraram que a relacdo C/H foi alterada de 0,4 para
0,9 para AG e PAG, respectivamente (Tabela 1). Portanto, a modificacdo da ftalagdo aumentou
a razdo C/H para PAG ao adicionar 4cido ftalico ao longo das cadeias de polissacarideos.

A massa molecular do AG (Tabela 1) foi consistente com os dados ja apresentados na
literatura (ARAUJO et al., 2020; DE PAULA; BUDD; RODRIGUES, 1997). A PAG
apresentou uma ligeira diminui¢cdo na massa molecular apds o processo de modificacdo. O
processo de aquecimento provoca esse comportamento a que a cadeia polimérica foi submetida
durante a reacdo quimica, promovendo a quebra de algumas liga¢des quimicas (OLIVEIRA et
al., 2021). No entanto, essa caracteristica ndo interferiu nas aplicacbes da goma. Diante do
exposto, é possivel verificar uma forte relagcdo entre os resultados de RMN, FTIR e analise

elementar. Esses resultados sugerem o sucesso da reacdo de ftalacdo para AG.

Tabela 1 - Analise elementar, massa molar e solubilidade de goma do angico (AG) goma do
angico ftalada (PAG).

Massa

Analise elementar Solubilidade
molar
C H C H
CH (g/mol) g/100g H.0O
(%) (%) (mmol/g) (mmol/g)
AG 392 7.2 3.3 7.2 04 1.89x10° 98.1+0.2

PAG 518 4.6 4.3 4.6 09 1.94x103 144+ 0.8
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A Figura 4 (A) ilustra os resultados da anélise de DRX AG e PAG. O difratograma de
AG mostra um padrdo amorfo; esta caracteristica é semelhante a outras gomas, como a goma
de caju (VASCONCELOS SILVA et al., 2019). que pode estar relacionado a incorporacao do
PA na cadeia do polissacarideo. Além disso, o derivado tem uma linha de base diferente do PA
e estd relacionado & goma ndao modificada. Assim, PAG apresenta os picos de difragdo
caracteristicos de ambas as estruturas AG e PA. E visivel que, apesar de apresentar essa
semelhanca dos picos de difragéo, observa-se que a modificagdo ocasionou uma mudanga no
padrdo cristalino. Esse padréo pode estar relacionado a reorganizacéo estrutural promovida pelo
grupo ftalado.

Como mostrado na Figura 4 (B), PAG tem um perfil de decomposicao diferente de
ambos os materiais de partida. Essa diferenca sugere que a modificacgao foi bem-sucedida.

O primeiro estagio de decomposicao correspondeu a perda de 4gua e ocorreu entre 26,5-
107,8 °C e 26,5-102,2 °C para AG e PAG, respectivamente. AG apresentou perda de massa de
10,5%, enquanto para PAG foi de 4,7%. A reducdo do teor de umidade do derivado foi
relacionada a perda de afinidade com a &4gua, promovida pelo aumento da hidrofobicidade. O
segundo estagio da decomposicéo de PAG é relacionado a quebra a ligagéo entre o grupo ftalico
e as cadeias de polissacarideos. O terceiro estagio da decomposicao derivada correspondeu ao
processo de decomposicdo AG. Esta caracteristica indica que a estrutura de polissacarideo

primario permaneceu intacta.
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Figura 4 - Andlises de DRX (A) e curvas termogravimétricas (B) de anidrido ftalico (PA), goma

do angico (AG) e goma do angico ftalada (PAG).

A solubilidade em &gua do AG correspondeu a 98,17g/100g H20, e o PAG teve um
coeficiente de solubilidade diminuido para 14,369/100g H20 (Tabela 1). Este comportamento
indicou que a reacdo de ftalagdo promoveu uma diminuicdo na solubilidade em &gua do
polissacarideo devido aos grupos hidrofobicos adicionados. Esses dados corroboram com a
andlise termogravimétrica, na qual AG foi menos higroscépica. Além disso, é relevante
enfatizar a relacdo entre a alteracdo da solubilidade com o aumento da razdo C/H para PAG.
Ambas as caracteristicas se devem a insercdo do novo grupo na cadeia do biopolimero. A
obtencdo de um polimero hidrofobico é extremamente relevante para o desenvolvimento de
nanoparticulas estaveis. A literatura relata diversas evidéncias de que a hidrofilizacdo torna o
biopolimero capaz de interagir com farmacos, promovendo seu transporte e liberacdo
modificada em meio aquoso (LEE et al., 2012; LIMA et al., 2018).

Dadas todas as investigacdes apresentadas nesta primeira parte, podemos inferir que o
processo de modificacdo de AG com anidrido ftalico foi concluido com sucesso. A modificacédo
quimica na estrutura da goma angico proporcionou o0 desenvolvimento de um material
hidrofobico, biocompativel e biodegradavel. A reacdo foi rapida, isenta de solventes organicos

e economicamente viavel. Como a literatura relata varios biopolimeros modificados, como a
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goma de caju que foram eficazes para a aplicacdo de drogas em sistemas de distribuicdo (DIAS
et al.,, 2016; OLIVEIRA et al., 2021), é possivel sugerir que PAG pode ser um material

promissor para diversas aplicagcdes, como a entrega de medicamentos em sistemas de entrega.

3.2 Planejamento de experimentos: nanoparticulas de PAG contendo NVP

Nanoparticulas contendo PAG e o farmaco nevirapina foram desenvolvidas por
nanoprecipitacdo. Esse método foi utilizamos pois a literatura o reporta como relevante para a
producdo de nanoparticulas a partir de polimeros hidrofobicos, além de ser facilmente
escalonavel (BABADI et al., 2021; CRUCHO; BARROS, 2017).

Além disso, o projeto Plackett-Burman é uma estratégia de varredura que pode
identificar os fatores criticos para a producdo de nanoparticulas. Além disso, um pequeno
nimero de experimentos € necessario para fornecer uma grande quantidade de dados. Tais
informac@es sdo ainda comprovadas por meio de analises estatisticas, tornando-se um estudo
mais robusto (PARK et al., 2013). Os fatores analisados neste estudo foram quantidade de
polimero (x1), quantidade de NVP (x2), volume e fase aquosa (xs), volume de fase organica
(x4), amplitude de sonicacéo (xs) e tempo de sonicacgdo (xs). Os resultados de cada lote de

nanoparticulas de PAG contendo NVP sdo observados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Variaveis independentes por amostra e respostas observadas do planejamento de

experimentos Plackett-Burman de nanoparticulas de PAG contendo NVP.

Variaveis independentes

Variaveis dependentes

X1 X2 X3 Xa: Xs X Y1 Y2 Y3 Ys Ys
F1 40 5 10 2 50 1 236.8 0.119 -14.9 57.07 6.57
F2 40 10 5 4 50 1 335.1 0.188 -13.1 67.18 13.59
F3 20 10 10 2 80 1 169.7 0.206 -16.3 70.09 22.91
F4 40 5 10 4 50 2 279.1 0.188 -14.0 56.08 6.56
F5 40 10 5 4 80 1 314.8 0.179 -14.5 65.86 13.30
F6 40 10 10 2 80 2 300.5 0.123 -17.0 66.35 13.89
F7 20 10 10 4 50 2 209.7 0.225 -18.5 7177 24.84
F8 20 5 10 4 80 1 216.3 0.254 -16.9 65.83 13.94
F9 20 5 5 4 80 2 191.1 0.166 -20.2 63.85 13.32
F10 40 5 5 2 80 2 364.8 0.170 -17.7 57.12 6.97
F11 20 10 5 2 30 2 251.0 0.157 -21.8 70.72 23.75
F12 20 5 5 2 50 1 231.9 0.152 -19.8 66.92 13.85

Xi1: quantidade de PAG, X,: quantidade de NVP, Xs: volume de fase aquosa, X4: volume de fase orgéanica, Xs:

amplitude de sonicac¢do, Xe: tempo de sonicagdo, Y1: Tamanho de particula, Y2: PDI, Y3: potencial zeta, Ya: EE,

Ys: DL.

Os resultados do planejamento de experimentos Plackett-Burman sdo mostrados como

um gréafico de Pareto padronizado (Figura 5). Os graficos mostram os valores de p das variaveis

independentes, que foram considerados como tendo efeito significativo quando os valores eram

<0,05, com 95% de confianca. O sinal positivo ou negativo indica efeitos sinérgicos e

antagonicos, respectivamente (CHAVES et al., 2017). Em relacdo ao desenvolvimento de

nanoparticulas com PAG para encapsulamento de NVP, as variaveis independentes que se

mostraram estatisticamente significativas foram: tamanho de particula, potencial zeta, EE e DL

(Figura 5).
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Figura 5 - Graficos de Pareto mostrando a significancia das varidveis (A) tamanho de particula,
(B) PDI, (C) potencial Zeta, (D) eficiéncia de encapsulacédo e (D) drug loading. Os efeitos
foram considerados estatisticamente significativos quando p <0,05, nivel de confianca de 95%.

O tamanho de particula das formulacdes variou de 169,7 nm (F3) a 364,8 nm (F10)
(Tabela 2). Dentre todas as variaveis estudadas, apenas a quantidade de PAG foi
estatisticamente significativa para o tamanho das nanoparticulas. O sinal positivo indicou que
uma diminuicdo na quantidade de PAG promoveu uma diminuicdo no tamanho das
nanoparticulas. Esse efeito pode ser explicado pela formacdo de goticulas menores em
formulages com menores quantidades de PAG no mesmo volume de solvente (SUKHBIR;
YASHPAL; SANDEEP, 2016). O tamanho das nanoparticulas € um parametro que influencia
diversos fatores fisiologicos como distribuicdo e metabolismo. A literatura relata que um
tamanho maior que 200 nm aumenta a opsonizacdo das nanoparticulas pelos macréfagos
(JINDAL, 2017).

O potencial zeta é uma técnica que determina a carga das particulas e um parametro que
pode indicar a estabilidade fisica de sistemas coloidais (VARSHOSAZ et al., 2018a). O
potencial zeta das formulacgdes variou de -13,1 (F2) a -21,8 (F11), e a variavel estatisticamente
significativa foi a quantidade de polimero (X1), tempo de sonicagdo (Xs), volume de fase
orgénica (Xa), e volume de fase aquosa (Xs3). Em relacdo a variavel quantidade de polimero,
observamos que quanto menor a quantidade de polimero, mais negativa se torna a superficie

das nanoparticulas. Isso pode estar relacionado a viscosidade do polimero em um determinado
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volume de fase organica. Assim, uma quantidade menor de polimero proporciona a formagédo
mais facil de particulas com tamanho menor e, assim, tornam-se mais estaveis (CHAVES et al.,
2017). Alem disso, foi evidenciado que um tempo de sonica¢cdo mais longo produziu uma
formulacdo com um potencial zeta mais negativo. Acreditamos que a transferéncia de energia
do processo de sonicagdo de formacgdo de nanoparticulas pode promover nanoparticulas mais
estaveis (CRUCHO; BARROS, 2017). Em relacdo ao volume da fase organica (Xa), constatou-
se que um nivel menor afetou a formag&o das nanoparticulas com potencial zeta mais negativo
e proximo a-30. Em relacdo ao volume varidvel da fase aquosa (X3), observamos que um menor
volume da fase aquosa produziu nanoparticulas com potencial zeta proximo a -30.

A EE das formulagbes (Y4) variou de 56,08 (F4) a 71,77 (F7). As variaveis
estatisticamente significativas foram quantidade de NVP (X2) e quantidade de polimero (Xu).
O efeito positivo observado no EE relacionado a quantidade de NVP pode ser justificado pela
facil interagdo entre nevirapina e PAG, na qual ha uma formag&o mais significativa de particulas
durante o processo de sonicacdo (HOSNY et al., 2017). No entanto, uma relacdo antagonica
entre EE e a quantidade de PAG indicou que uma menor quantidade de PAG contribuiu para o
aumento do encapsulamento da droga. Esse fendémeno pode ser explicado porque
provavelmente, apos uma proporc¢éo especifica, 0 PAG tem mais afinidade consigo mesmo do
que com a droga e, entdo, tem dificuldade em aprisionar a droga. Resultados semelhantes foram
observados na literatura para outras nanoparticulas baseadas em biopolimeros (RAWAL,
PATEL; BUTANI, 2018). A menor quantidade de PAG também pode ser devido a alta
viscosidade no meio durante a agitacdo promovida pelos altos niveis de PAG que proporciona
dificuldade na formagdo de goticulas termodinamicamente estaveis (CHAVES et al., 2017).

O DL das formulacGes variou de 6,56 (F4) a 24.84 (F7). Conforme observado a partir
de EE, a quantidade de PAG (Y1) e a quantidade de NVP (Y2) foram as variaveis
estatisticamente significativas. A influéncia desses fatores pode ser pelas mesmas razdes
discutidas anteriormente por EE.

Plackett-Burman ¢é uma estratégia conhecida como “Quality by Design”. Este desenho
permite mostrar que nanoparticulas podem ser construidas com diferentes caracteristicas de
acordo com um objetivo especifico (WAGHULE et al., 2021). A PAG apresenta-se como um
biopolimero capaz de formar nanoparticulas com as mais variadas caracteristicas e,
consequentemente, diversas aplicagdes farmacéuticas.

As vezes, em formulagdes de nanoparticulas, é necessario adicionar alguns
componentes capazes de melhorar a estabilidade (CHAVES et al., 2017, 2018b). Notavelmente,

nenhuma das 12 formula¢des usou materiais estabilizantes porque o PAG ja agia como um
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surfactante. Essa caracteristica do PAG foi capaz de produzir nanoparticulas com baixo indice
de polidispersao e alta interacdo com um farmaco com baixa solubilidade em agua.

Para demonstrar a producdo de nanoparticulas por via oral do farmaco NVP, farmaco
com baixa solubilidade em agua, aplicamos os parametros estatisticos de desejabilidade para
obter uma nanoparticula com maior eficiéncia de encapsulacdo do farmaco. E entéo, avaliamos

as caracteristicas da nanoparticula otimizada.

3.3 Nanoparticulas de PAG carregadas com NVP otimizadas de acordo com perfis para

valores previstos e desejabilidade

Depois de avaliar as varidveis que influenciaram vérios fatores no desenvolvimento de
nanoparticulas com Plackett-Burman Design, optamos por selecionar apenas EE e DL para
aplicar aos parametros de desejabilidade. As nanoparticulas foram otimizadas para obter o
méaximo de encapsulamento de farmaco disponivel capaz de interagir com o polimero
(BAGHAEI et al., 2020). O lote selecionado de nanoparticulas de PAG contendo NVP
selecionadas foi obtido com 20 mg de PAG (x1), 10 mg de NVP (x2), 10 mL de volume de fase
aquosa (xs), 2 mL de volume de fase organica (x4), 50 de amplitude de sonicagéo (xs) e 2 min
de tempo de sonicacao (Xs).

A formulacdo otimizada apresentou um tamanho de particula de 202,1 + 1,6 nm,
potencial zeta de -17,1 + 0,23, PDI de 0,211, EE de 69,85+ 0,5 % e DL de 23,01 + 0,5 (Tabela
3). Os parametros da formulagdo como tamanho, PDI e potencial zeta foram monitorados por
75 dias. Os resultados ndo mostraram alteragdes estatisticamente significativas durante este
tempo (Figura 6). A formulagdo com nanoparticulas vazias apresentou tamanho de particula de
215,3 nm, PDI de 0,244 e potencial zeta de -15,5 mW. A diferenca entre a formulacgéo vazia e
carregada com NVP pode indicar que a nevirapina esta interagindo com o PAG por meio de
interacdes eletrostaticas. Assim, as nanoparticulas de carregamento de NVP podem se tornar

mais compactas e termodinamicamente estaveis (STIPA et al., 2021).
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Figura 6 - Parametros da formulacdo otimizada como tamanho, PDI e potencial zeta foram

monitorados por 75 dias (A) e em pH 6.8 por 6 horas (B).

Tabela 3 - Valores preditos x valores observados de nanoparticula otimizada NVP-PAG NPs

(nanoparticulas produzidas com PAG contendo NVP).

NVP-PAG NPs PAG NPs
(vazia)
Preditos Observados

Tamanho de particula (nm) 200,85 202,1+1,6 215,3
PDI 0,1700 0,211 +0,0 0,244
Potencial zeta (mW) -19,8917 -17,1+£0,23 -15,5
EE (%) 70,85 69,85+ 0,5 -
DL 24,38 23,01 +£0,5 -

Também observamos que as nanoparticulas de carregamento de NVP otimizadas tinham

caracteristicas esféricas e eram ligeiramente menores em tamanho do que o determinado por

DLS (Figura 7). Esse comportamento pode estar relacionado ao processo de secagem em que
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as nanoparticulas foram submetidas ao teste de AFM, enquanto o teste DLS mediu o tamanho
hidrodinamico das nanoparticulas em meio liquido. A formulacao vazia apresentou-se diferente
das PAG NPs carregadas com NVP, o que também comprova a possivel interacdo entre NVP e

PAG, promovendo sucesso no encapsulamento do farmaco.

[ 93nm
0nm

Figura 7 - AFM de: (PAG NPs vazio): imagem 3D - 5 x 5 um (A) e imagem 2D - FASE Z -5
x 5 um (B); (NVP-PAG NPs): imagem 3D -5 x 5 um (C), imagem 2D - FASE Z -5 x 5 um

(D). Imagens com resolucdo de 512 x 512 pixels.

Sobre o perfil de liberacdo in vitro das nanoparticulas de PAG carregadas com NVP e a
droga livre em um meio intestinal simulado, pH 6,8 (Figura 8). Até 1 h das nanoparticulas de
PAG carregadas com NVP e NVP livre mostraram uma porcentagem semelhante de farmaco
liberado, 17,4 + 1,6 % e 21,8 + 3,7 %. Esse comportamento pode estar relacionado a quantidade
de farmaco contida na superficie das nanoparticulas. O farmaco livre manteve um prolongado
aumento de dissolucdo a partir desse momento, atingindo no méximo 39,4 + 1,9% em 8h de
experimento. Enquanto a formulagdo mostrou um aumento gradual na liberacdo do
medicamento atingindo 83,7 £ 7,7% em 8 h. Comparando o perfil de liberacdo do farmaco
encapsulado e livre, € visivel que a nanoparticula promoveu um aumento na taxa de liberacédo
do farmaco. Como a NVP tem baixa solubilidade em &agua, esse resultado € relevante, pois

indica que a nanoparticula aumentou na biodisponibilidade do farmaco (LEAO et al., 2019).
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Figura 8 — Perfil de liberacdo in vitro da formulacdo contendo nanoparticulas produzida com
goma do angico ftalada para o encapsulamento de nevirapina (NVP-PAG NPs) e nevirapina
(NVP).

Também é importante notar que o perfil de liberacdo in vitro da formulacéo indica que,
como a nevirapina € misturada na cadeia PAG polimerica, isso gerou uma mudanca do estado
cristalino para o amorfo. Esta caracteristica favoreceu a formacao de interacGes eletrostaticas
entre ambos e possivelmente promoveu uma liberacdo pelo mecanismo de difusdo (BABADI
etal., 2021).

4. Conclusao

Em concluséo, a goma angico foi modificada por ftalagdo com sucesso a partir de um
processo que nao requer solventes organicos toxicos. A PAG apresentou caracteristicas
hidrofobicas e como um material semicristalino. Também foram produzidas nanoparticulas de
PAG usando o design de experimentos Plackett-Burman para determinagdo dos diversos
parametros de producdo, e a influéncia dos fatores foi avaliada. PAG provou ser um material
versatil para a producgdo de nanoparticulas com diferentes tamanhos, PDI e caracteristicas de
potencial zeta. A caracteristica anfifilica de PAG significou uma capacidade adequada como
estabilizador em formulacBes. Nanoparticulas otimizadas a partir de pardmetros de
desejabilidade foram produzidas e suas caracteristicas foram determinadas. A formulacao de
nanoparticulas de PAG carregadas com NVP mostrou 202,1 + 1,6 nm de tamanho de particula,

69,8 + 0,5% de EE, resultando na liberacdo modificada do farmaco por 8 h. Diante do exposto,
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podemos concluir que os PAG podem formar sistemas nanoparticulados e, além disso, sdo um
material promissor para o encapsulamento de farmacos. Este estudo evidenciou uma aplicacédo
inovadora para um material que ainda apresenta baixo indice de exploracdo pela industria

farmacéutica.
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53 ARTIGO 3: NANOPARTICULAS DE GOMA DO ANGICO FTALADA EM
MICROAGULHAS PARA APLICACAO EM SISTEMA DE LIBERACAO
TRANDERMICO

1. Introducéo

Sistemas de liberacdo transdérmicos sdo significativos para promover a entrega de
farmacos a circulacéo sistémica. Esta via possui vantagens em relacdo a via oral. Pois é capaz
de evitar metabolismo de primeira passagem e degradacdo intestinal, por exemplo. Dessa
forma, sistemas transdérmicos podem necessitar de uma menor quantidade de farmaco para
atingir concentracfes terapéuticas e, consequentemente, pode impactar na diminuicdo de
toxicidade (SABBAGH; KIM, 2022).

Dentre os diversos sistemas de liberacdo transdérmicos disponiveis, as microagulhas
ganharam destaque por melhorar o desempenho transdérmico. As microagulhas apresentam-se
como uma forma de facil administracdo e indolor por parte do paciente (SWAIN; PRATAP
SINGH; YADAYV, 2021). Este dispositivo pode promover micro rupturas do estrato corneo,
principal barreira da via transdérmica. Assim, dependendo das caracteristicas, o farmaco pode
seguir para a circulacdo sistémica (DATHATHRI et al., 2020).

Uma estratégia promissora que surgiu nos ualtimos anos trata-se de combinar
nanoparticulas com microagulhas e, assim, construir um sistema de entrega capaz de promover
uma liberacdo controlada de farmacos. Essas caracteristicas podem gerar grande comodidade
para o0 paciente: facilitar a autoadministracdo e promover menor frequéncia de administracao
(SULLY etal., 2021).

Levando em consideracdo 0s materiais que constituem as microagulhas, ha a
necessidade de buscar solucdes de baixo custo e ndo tdxicos. A goma de angico, por exemplo,
é um polissacarideo biodegradavel cuja matéria-prima é abundante na flora brasileira cuja
utilizacdo ainda é negligenciada. Em um trabalho anterior, nosso grupo de pesquisa promoveu
a modificacdo quimica da goma de angico e mostrou que a goma de angico ftalada pode formar
nanoparticulas de forma eficiente (DE OLIVEIRA etal., 2021). Na tentativa de aprimorar ainda
mais o tratamento antirretroviral, neste trabalho buscamos estudar a influéncia da incorporacgao
de nanoparticulas de goma de angico contendo nevirapina em microagulhas e avaliar o efeito
transdérmico deste dispositivo.

A nevirapina é um farmaco antiretroviral que pode causar uma série de efeitos adversos

como granulocitopenia, eosinofilia, hepatotoxicidade, sindrome de Steve-Johnson, disfuncéo
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renal (KUO; CHUNG, 2011; VAN GRIENSVEN et al., 2010). O HIV é uma doenca que
acomete aproximadamente 38 milhdes de pessoas (UNITED NATIONS PROGRAMME ON
HIV/AIDS. UNAIDS, 2021), cujo tratamento necessario para diminuir a carga viral depende
de uma terapia complexa. Portanto, para alcancar uma eficacia clinica adequada, € necessario
adesdo ao tratamento (DUBEY et al., 2010).

No que se refere a producdo das microagulhas propostas nesse trabalho, a fim de manter
a estratégia de utilizar materiais de origem natural, a quitosana foi escolhida como matéria-
prima para o desenvolvimento das microagulhas, visto que, alguns artigos publicados
anteriormente demonstraram as vantagens de se utilizar este biomaterial na producdo de desses
dispositivos (GORANTLA et al., 2021). Além disso, por se tratar de um biopolimero de carga
positiva, poderia ser efetivo para interacdo com a nanoparticula de goma do angico.

O presente artigo, portanto, tem como objetivo incorporar a nanoparticula contendo
goma do angico ftalada e o farmaco antiretroviral Nevirapina em microagulhas e avaliar sua
influéncia na liberacdo do farmaco nevirapina. Visando uma melhor maior incorporagdo de
farmaco no dispositivo, este trabalho também teve como objetivo avaliar a influéncia de se
incorporar as nanoparticulas como nanosuspensdo e como nanoparticula liofilizada nas

microagulhas.

2. Material e métodos

2.1 Producdo da nanoparticula de goma do angico ftalada (NP)

A nanosuspensdo contendo goma do angico ftalada e NVP (NP) foi produzida de acordo
com o trabalho publicado anteriormente (DE OLIVEIRA et al., 2021). Nanoparticulas vazias
(PAG-NP) foram obtidas como controle, seguindo 0 mesmo protocolo. As nanosuspensdes
(NPns) carregadas com NVP e néo carregadas foram submetidas ao processo de liofilizag&o
(NPfd) até completa remocao de liquidos e armazenada em condi¢fes adequadas para impedir

0 ganho de umidade.

2.2 Producdo de microagulhas para incorporacdo das nanoparticulas

Para o desenvolvimento das microagulhas, foi produzido primeiramente um hidrogel

contendo quitosana e polivinilpirrolidona na propor¢do 5/3. Os polimeros foram pesados,
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misturados com &cido acético 1% e mantidos sob agitacdo até a obtencdo de uma formulagéo
homogénea.

As microagulhas foram obtidas pelo método de micromoldagem com molde de siloxano
(Micropoint Technologies, Singapura). Os moldes possuem formato quadrado com matriz
10x10, possuindo um total de 100 agulhas. Cada agulha do molde é caracterizada por uma base
piramidal de 200 um de diametro e altura de 800 um.

Na primeira etapa, 100 mg do hidrogel foi adicionado ao molde e mantido em camara
conectado com bomba de vacuo por 30 min para remocéo das bolhas. Em seguida, o molde foi
centrifugado por 60 minutos a 3500 rpm. Essa etapa foi repetida mais uma vez e mantida em
ambiente com temperatura controlada por 24 h. Apos esse periodo, a formulacdo foi seca
camara de secagem por 3 horas, em temperatura controlada a 25°C (Incubadora Shaker ES-60,
Miulab, Hnagzhou, Zhejiang, China). Apds o periodo, a microagulha foi retirada do molde e
mantida em ambiente com temperatura controlada para ser analisada.

Foram produzidas microagulhas com incorporacdo de nanoparticulas liquidas ou
nanosuspensdo (MN-NPns), com nanoparticulas liofilizadas (MN-NPfd e microagulhas
contendo apenas CH-PVP (MN-vazio).

2.3 Caracterizacdo das microagulhas contendo Nanoparticulas de goma do angico ftalada

2.3.1 Anélise da composicao quimica

Para avaliar a influéncia da composicdo quimica da formulacdo, as microagulhas e 0s
componentes individuais foram analisados por espectroscopia de transformada de Fourier. Os
espectros foram obtidos entre 4.000 e 700 cm™ utilizando o espectrdmetro PerkinElmer®

(Spectrum 400) com modulo de reflectancia atenuada (ATR).

2.3.2 Microscopia eletronica de varredura

As microagulhas foram analisadas por meio de microscopia eletrénica de varredura
utilizando o equipamento FEI Quanta 400 FEG ESEM/EDAX Pegasus X4M contendo um
acelerador de voltagem para adquirir imagens com alta resolucdo. Com auxilio de uma fita
dupla de carbono, as microagulhas foram aderidas em pinos de metal e submetidas a duplo

recobrimento com ouro/paladio para aumentar a condutividade da superficie. As analises foram
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realizadas em parceria com o Laboratério de Microscopia Eletrénica de Varrimento e
Microandlise por Raios X do Centro de Estudos de Materiais da Universidade do Porto
(CEMUP-UP).

2.3.3 Anélise das propriedades mecanicas

As propriedades mecénicas das microagulhas foram determinadas utilizando-se o
analisador de textura TA.XT2 (Stable Micro Systems Ltd., Haslemere, UK). Para realizacdo do
ensaio, uma sonda de metal com didmetro de 2 mm moveu-se em dire¢do a uma base de &cido
inoxidavel ao qual a microagulha se encontrava. A velocidade da sonda foi de 0,01 mm/s e,

para cada microagulha foram feitas 5 leituras. O ensaio foi realizado com trés microagulhas.

2.3.4 Efeito da insercdo das microagulhas em parafilm®

Para avaliar a capacidade microagulhas promoverem a microrupturas na pele, foi
realizado um estudo como proposto por (LARRANETA et al., 2014). O estudo propde utilizar
camadas de parafilm® ao invés de pele para avaliar o nivel ao qual as microagulhas séo capazes
de atingir. Para realizacdo do experimento, foram sobrepostas 8 camadas de parafilm (cada
camada equivale a 1267 um) a microagulha é aplicada com uma forca padronizada pelo tempo
de 30 segundos. Em seguida, foi avaliado a quantidade de camadas perfuradas e quantidade de

furos produzidos em cada camada.

2.3.5 Ensaio de permeacao

O ensaio de permeacdo das microagulhas contendo nanoparticulas foi realizado em
célula de difusdo de franz. O modelo de pele utilizado para o estudo consistiu em membrana de
orelha de porco. Em cada célula de difusdo de franz, as microagulhas foram aplicadas na pele
gue se encontrava no compartimento doador utilizando-se uma for¢a padrao para promover sua
insercdo na pele. O compartimento receptor foi preenchido com 4,7 mL de solugdo tampéo pH
7.4 suplementada com dodecil sulfato de sodio e azida de sodio 0,1%. O ensaio foi realizado
em triplicata e teve umaduracdo de 72 horas. Para avaliacdo do perfil de permeacao do farmaco,
foram realizadas coletas de amostras do compartimento receptor nos tempos: 0, 2, 4, 8, 10, 24,
34, 48,60 e 72h.
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A quantificacdo do farmaco NVP foi realizada por meio de analise em cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC). As analises foram realizadas utilizando-se um sistema HPLC
com as seguintes configuragdes: injetor PU-4180, coletor de amostras AS-4050 e controlador
LC-Net II/ADC acoplado a um detector PDA (JascoMD-4010). A coluna utilizada foi do tipo
monolitica de fase reversa (Chromolith®RP-18¢,100mm x4.6mm i.d., Merck). A quantificacéo
de NVP manteve-se de acordo com um método previamente validado (HAMRAPURKAR et
al., 2010). A fase mdvel foi composta por solugdo tampao de fosfato de potassio (KH2PO4) 15
mM e acetonitrila na proporcéo 65:35 e com ajuste de pH para 3,5. A taxa de fluxo do sistema
consistiu em 1 mL/min.

Os cromatogramas foram adquiridos a partir de analises de 7 minutos e utilizando-se o
comprimento de onda de 283 nm. O tempo de retengdo caracteristico do farmaco NVP consistiu
entre 5.4 e 5.6. Uma solucgéo estoque de NVP 100 pg/mL foi produzida para construir a curva

de calibragdo contendo oito solugdes de concentragdes diferentes (0,5 a 40,0 ng/mL).

2.3.6 Ensaios histoldgicos

Para dar seguimento a este estudo, foi produzido o hidrogel com adigdo de rodamina
0,1% e microagulhas como citado na sesséo 2.2. Para avaliacdo histolégica da orelha de porco
foi realizado ensaio de permeacdo das microagulhas coradas como determinado na secdo
anterior. No entanto, o ensaio foi parado, as microagulhas foram removidas e a pele foi
submersa em formol para preservacdo da pele até que o momento no qual seriam realizados 0s
cortes histologicos. As amostras de pele foram estudadas nos tempos 1h, 3h e 24 h de ensaio
de permeacdo. O corte histologico da pele foi realizado em parceria com técnicos do
departamento de histologia da Faculdade de Farmécia/ ICBAS da Universidade do Porto. As
amostras foram analisadas em Microscopio de fluorescéncia confocal em parceria com o Centro
de Estudos e Materiais da Universidade do Porto (CEMUP-UP). As imagens foram capturadas
em um microscépio confocal Leica Stellaris 8 (LeicaMicrosystems, Wetzlar, Alemanha)
equipado com o pacote Leica Application Suite X (LAS X). As imagens foram adquiridas com
resolucdo de 1024x1024 usando objetiva 10X/0,4 e processadas no software ImageJ (aplicativo

Fiji, versdo ImageJ2, disponivel gratuitamente em http://imagej.net/).

2.4 Analise estatistica
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Anélises estatisticas foram delineadas com o software GraphPad Prism (GraphPad
Software Inc, San Diego, CA, USA). Analises One-way ANOVA foram realizadas para avaliar
os resultados de textura, analise two-way ANOVA foram realizadas para avaliar as diferencas
entre as formulacdes no ensaio de permeacdo. Todos os resultados foram expressos como

médiat+desvio padrdo.

3. Resultados e Discussao

3.1 Caracterizacdo de NPfd e NPns

Durante o processo de obtencdo e incorporacdo das nanoparticulas nas MN, foi
observado que o dispositivo suportaria um volume limite de nanosuspensdo, 0 Que,
possivelmente levaria a uma capacidade baixa de carregamento do farmaco. Dessa forma,
optou-se por liofilizar a nanosuspenséo a fim de tentar atingir uma concentra¢do maior de NVP
no dispositivo.

A fim de avaliar a morfologia e as caracteristicas das nanoparticulas antes e depois da
liofilizacdo, foram realizados os ensaios de tamanho, PDI e microscopia. NPns apresentou
tamanho de 218,0 + 1,9 nm e PDI de 0,242 + 0,017. Apds a liofilizacdo, NPfd apresentou
tamanho medio de 1233,3 + 39,2 nm e PDI de 0,358 + 0,009. Essas caracteristicas demonstram
que o processo de resuspensdo ainda ndo foi suficientemente eficaz em promover a separagéo
das nanoparticulas que se aglomeraram devidos ao processo de liofilizagdo. Para melhor
avaliacdo, NPfd foi analisada por microscopia eletronica de varredura (Figura 1-A). Como pode
ser visto na imagem, NPfd apresentou uma certa agregacédo, no entanto, este € um efeito natural
apds o processo de secagem por liofilizagao livre de crioprotetor (ATAIDE et al., 2021). Além
disso, estas particulas apresentaram baixa variabilidade de tamanho. A partir da imagem,

também é possivel verificar que as nanoparticulas se constituem em um formato achatado.
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Figura 1 - Caracterizagcdo das nanoparticulas de goma do angico modificado com nevirapina
liofilizadas: (A) microscopia eletronica de varredura de NPfd (B) espectros de infravemelho de
NPfd, PAG-NP, NVP e PAG.

A figura 1(B) contém os espectros de NVP e PAG, da nanoparticula liofilizada (NPfd)
e sem o farmaco (PAG-NP). Os espectros de NVP e PAG apresentaram caracteristicas
semelhantes ao especificado na literatura (DE OLIVEIRA et al., 2021; VARSHOSAZ et al.,
2018a). O espectro de NPfd apresenta bandas caracteristicas tanto de NVP quanto de PAG,
provavelmente devido ao farmaco ndo encapsulado que, apds a secagem, permaneceu ha

superficie da nanoparticula.

3.2 Producdo e otimizacédo das microagulhas contendo Ch:PVP
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A principal caracteristica de um dispositivo contendo microagulhas € sua capacidade de
promover microrrupturas na pele. O sucesso dessa caracteristica possibilitara que um
determinado composto seja capaz de superar a maior barreira para transdérmicos, o estrato
cdrneo. Para atingir tal objetivo, as microagulhas do dispositivo precisam ser fortes o suficiente
para se manterem numa posi¢cdo mais reta possivel (AZMANA et al., 2020).

Os fatores que mais influenciam nas propriedades mecénicas da formulagéo séo: os tipos
de polimeros e a composi¢do das microagulhas (SULLY et al., 2021). No que se refere ao
estudo sobre o tipo de polimeros, foi realizado uma andlise prévia com dois tipos de quitosana,
quitosana de alto peso molecular (Ch-HMW) e quitosana de peso molecular médio (Ch-MMW).

Apos varios testes e andlises, foi encontrado que a proporcdo de Ch-HMW e PVP
capazes de formar microagulhas foi 2:1. Adicionalmente, foi evidenciado que a formulacéo de
hidrogel contendo CH-MMH e PVP na propor¢do 5:3 proporcionou a producdo de
microagulhas com facil remo¢do do molde, ndo quebradicas e retas. Para tanto, estas duas

formulacGes foram utilizadas para avaliar o impacto da incorporacdo de nanoparticulas.

3.3 Efeito da incorporacéo das nanoparticulas PAG-NVP em microagulhas

E sabido que a incorporacdo das nanoparticulas tem influéncia nas propriedades
mecanicas das microagulhas (WU et al., 2021). A fim de avaliar e selecionar as formulagdes
com maior potencial, um estudo preliminar de propriedades mecéanicas foi realizado. Para isso,
foram testados diferentes formatos: (1) adicionando-se 2, 3, 4 ou 5 mL do volume de
nanosuspensdo (NPns) durante o processo de producédo do hidrogel; (2) adicionando-se uma
quantidade pré-estabelecida de nanoparticulas liofilizadas (NPfd) durante o processo de
producdo do hidrogel. Os dois pontos criticos dessa etapa foram: obter microagulhas com
propriedades mecanicas adequadas e obter uma maior quantidade carregamento de farmacos
nas microagulhas.

Para analisar as propriedades mecanicas, foi estudada a forca gerada por uma agulha ao
entrar em contato com uma superficie, ou forga de compressdo. Por meio desse estudo, foi visto
que as formulacBes de microagulhas contendo quitosana de alto peso molecular e PVP na
proporc¢do 2:1 (Ch-PVP 2:1) apresentaram forca de compressao préximo de 0,2 N por agulha.
As formulagdes de microagulhas produzidas com quitosana de médio peso molecular e PVP na
proporcdo 5:3 (Ch-PVP5:3) apresentaram caracteristicas diferentes dependendo da
composicdo. A microagulha vazia e contendo nanoparticulas liofilizada (MN-NPfd)

apresentaram forca de fratura de 0,62 e 0,88, respectivamente. Enquanto as duas formulagoes
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contendo nanosuspensdo (MN-Ns-3mL e MN-Ns-4mL) apresentaram forca de 0,21 e 0,19 N,
respectivamente. A formulacdo contendo a NPfd apresentou propriedades mecanicas superiores
a que contém nanosuspensdo, além de maior quantidade de nanoparticulas. Essa caracteristica
sugere que a adicdo da nanoparticula liofilizada, influenciou nas propriedades mecanicas.
Possivelmente, a interacdo entre NPfd e o hidrogel de Ch-PVP promoveu algum efeito que

aumentou a dureza de uma agulha.
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Figura 2 - Propriedades mecanicas das microagulhas.

Devido as propriedades mecénicas da formulacdo de microagulhas Ch-PVP 5-3, esta
formulacéo foi selecionada a realizacdo dos estudos seguintes. Em relac¢do a incorporacéo da
nanosuspensdo a formulacdo de microagulhas, observou-se que ndo houve diferencga estatistica
entre a adicdo de 3 ou 4 mL, portanto, para seguir aos estudos seguintes, foi escolhido a
formulagcdo de MNs com maior quantidade de nanosuspensdo incorporada (4 mL). A
microagulha contendo 4 mL de NPns (MN-NPns) e a microagulha contendo a nanoparticula
liofilizada (MN-NPfd) continham 0,71% e 1,2% de NVP (m/m), respectivamente.
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Figura 3 - Espectros das microagulhas MN-NPfd e MN-NPns e dos componentes que fazem

parte de sua composicgéo.

O ensaio de FTIR foi realizado com o objetivo de verificar a composi¢do quimica das
formulages e avaliar possiveis interacfes entre os componentes da formulagédo. A figura 2.A
contém os espectros das microagulhas (MN-NPfd e MN-NPns) e dos componentes que fazem
parte de sua composicao. Os espectros de CH e PVP apresentaram caracteristicas semelhantes
ao especificado na literatura. Por exemplo, a CH apresentou banda em 3339 cm
correspondente a ligacdo OH, banda em 2875 cm-* correspondente a alongamento C-H, bandas
em 1651 e 1575 cm que correspondem ao grupamento NH2, bandas em 1060 e 1029 cm™
correspondentes ao grupamento C-O (CASTILLA-CASADIEGO et al., 2021a). O espectro de
PVP sozinho apresentou uma banda alargada em 2950 cm™! correspondente ao grupamento C-
H, banda em 1645 cm™* que corresponde ao grupamento C=0, 1287 cm correspondente ao
grupamento C-N (ZARE et al., 2021).

Ao comparar 0s espectros dos componentes individuais com as microagulhas, é possivel
observar que a composicao quimica dos componentes foi preservada. E interessante notar que

0s espectros de ambas as microagulhas ndo demostram sinais referentes a PAG e NVP. Isso
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pode ter relacdo com a elevada propor¢céo de CH e PVP em relagdo aos componentes da
nanoparticula. Outra hipdtese € que apenas CH e PVP fazem parte da superficie das

microagulhas, enquanto as nanoparticulas estariam incorporadas no interior das microagulhas.

Figura 4 - Andlises de microscopia eletrénica de varredura de microagulha Ch-PVP 5:3
contendo apenas os polimeros — MNvazio (A e B), microagulha contendo nanoparticula
liofilizada — MN-NPfd (C e D) e microagulha contendo 4 mL de nansuspensdo — MN-NPns (E
eF).
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Por meio das andlises de microscopia eletrdnica de varredura, verificou-se que as
microagulhas MNvazio e MN-NPfd apresentaram-se retas e condizentes com o formato do
molde de silicone ao qual elas foram moldadas (Figura 4.A e 4.C). A remocao das microagulhas
do molde é um momento delicado este momento pode entortar as pontas das agulhas. Essa
caracteristica depende da composi¢do da formulacdo. As imagens evidenciaram que a
formulacédo que constitui MN-NPfd apresentou-se adequada para a produgé@o de microagulhas.

Para a microagulha contendo nanosuspensdo (MN-NPns) (Figura 4.E), é observado que
a incorporagdo da nanosuspensdo promoveu impactos visiveis nas caracteristicas das agulhas.
As agulhas dessa amostra apresentaram-se mais tortas, com estrutura mais fina e aspera que as
demais.

As diferengas entre MN-NPfd e MN-Ns observadas na analise de microscopia eletronica
de varredura podem ser correlacionadas com o resultado de forca de compressao. No qual, por
ser mais reta e uniforme, MN-NPfd apresentou maior resisténcia a compressao. Enquanto, MN-
NPns apresentou-se menor resisténcia a compressao, provavelmente devido a maior facilidade

de entortar e quebrar-se.

3.4 Ensaio de permeacao

O ensaio de permeacédo das microagulhas foi realizado utilizando orelha de porco. Este
ensaio foi realizado para a microagulha contendo a nanosuspensdo (MN-NPns) e contendo a
nanoparticula liofilizada (MN-NPfd). E possivel observar que houve uma baixa liberagdo no
farmaco nas primeiras 10 horas de ensaio, tanto para a MN-NPns, quanto a MN-NPfd. Esse
perfil pode ser devido a forte interacdo entre nanoparticula e os componentes da microagulha.
Provavelmente, as primeiras 10 horas de ensaio dependeram da malha de hidrogel formado
entre quitosana e PVP (GORANTLA et al., 2021). Além disso, a quitosana é um biopolimero
cuja estrutura geral constitui-se de carga positiva e a PAG, carga negativa (CHEN et al., 2012;
DE OLIVEIRA etal., 2021). Essas caracteristicas podem ter promovido uma elevada interacdo

entre os dois componentes, dificultando ainda mais a liberacéo do farmaco.
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Figura 5 — Ensaio de permeacdo das microagulhas MN-NPns e MN-NPfd, gréfico

representativo da permeacao cumulativa (%).

A partir de 10 horas de ensaio foi observado um aumento progressivo e gradual de
farmaco permeado através da pele, atingindo um total de 45,3 e 36,1% de farmaco liberado em
72 h para MN-NPns e MN-NPfd, respectivamente. Apesar de constituir uma menor quantidade
de nanoparticula em sua formulacdo, a MN-NPns proporciona um maior percentual de farmaco
liberado, principalmente nas primeiras 34 horas de ensaio. Apos esse periodo, ocorre um
aumento significativo da concentragcdo de NVP no ensaio de MN-NPns em relacdo a MN-NPfd.
Ao fim de 72 horas de ensaio, observou-se que MN-NPfd e MN-Ns liberaram um total de 13,2
ug/mL e 9,75 ug/mL, respectivamente.

O ensaio de permeacdo dos dispositivos evidenciou uma liberacdo prolongada do
farmaco em 72 horas de ensaio. Essa caracteristica demonstra que o dispositivo pode funcionar

como um reservatorio do farmaco na pele, promovendo uma liberagdo controlada do farmaco.

3.5 Estudos histoldgicos
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Figura 6 - Amostra de cortes histologicos da pele de porco apos 1, 3 e 24h de ensaio. Para MN-
NPfd: 1h (A), 3 h (B) e 24 h (C) e para MN-NPns: 1h (D), 3 h (E) e 24 h (F).

O estudo histoldgico da pele foi realizado para MN-NPfd nos tempos de 1h (Fig.4.A),
3 h (Fig. 4.B) e 24 h (Fig. 4.C) e MN-NPns nos tempos de 1h (Fig.4.D), 3 h (Fig.4.E) e 24 h
(Fig.4.F). Os resultados mostraram que ambas as formulacdes foram capazes de proporcionar
rupturas na pele proveniente da insercdo da microagulha. As insercdes parecem retilineas e
possuem tamanho semelhante as microagulhas, sinal de que ndo houve quebra das microagulhas
apos insercdo. Essa caracteristica confirma os resultados observados no estudo das propriedades
mecanicas. E possivel verificar também que ha um aumento da intensidade de rodamina com o
aumento do tempo de estudo, mas nao foi possivel verificar diferencas entre MN-fd e MN-ns.
Resultados semelhantes foram observados para microagulhas desenvolvidas com alginato para

incorporacéo do farmaco rivastigmina (GUIMARAES et al., 2022).

4. Conclusao

A Dbusca por alternativas que promovam facilidade de administracdo de um
medicamento viabilizou a utilizacdo das microagulhas como dispositivo capaz de ser um
depésito do farmaco na pele. Alinhar a utilizacdo de microagulhas com nanoterapia fortaleceu

ainda mais essa estratégia. Por meio desse estudo foi possivel verificar o potencial de aplicacéo
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de nanoparticulas da goma do angico ftalada contendo o farmaco nevirapina em microagulhas
de CH:PVP. Além de constituir propriedades mecanicas capazes de gerar microrupturas na

pele, o dispositivo apresentou uma liberacao lenta e progressiva do farmaco.
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6 CONCLUSAO FINAL DA TESE

Apesar de pouco utilizado, a goma do angico se mostra como um material sustentavel

promissor para diversas aplicacdes tecnoldgicas.

Neste trabalho foi realizado a modificacdo de ftalagho da goma do angico
(Anadenanthera colubrina) confirmado por anélises de RMN, FTIR, DRX, TG e anélise

elementar.

Este biopolimero modificado demonstrou-se aplicavel para o desenvolvimento de

nanoparticulas para o encapsulamento do farmaco antirretroviral nevirapina.

Por meio do estudo de revisdo apresentado no artigo 2, foi possivel verificar que
microagulhas sdo os dispositivos transdérmicos promissores para o direcionamento de

farmacos a corrente sanguinea e, inclusive, para linfonodos.

Foi possivel promover a incorporacdo da nanoparticula de goma do angico ftalada

contendo nevirapina em microagulhas de CH:PVP.

As microagulhas desenvolvidas apresentaram adequadas propriedades mecanicas e um

perfil de permeacdo progressivo do farmaco em 72 h de ensaio.
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APENDICE A — Artigo 4: O PAPEL DOS NANOCARREGADORES PARA
APLICACAO TRANSDERMICA DESTINADA A DISTRIBUICAO DE
MEDICAMENTOS LINFATICOS: OPORTUNIDADES E DESAFIOS

(Artigo publicado na revista Journal of Drug Delivery Science and technology)

1. Introducéo

Com o passar dos anos, houve uma necessidade maior de aprimoramento das terapias e,
dessa forma, novas plataformas para a administracdo de medicamentos surgiram com o0 avango
datecnologia (LIU etal., 2018). Recentemente, Sahu e colaboradores revisaram todas as opgoes
terapéuticas baseadas em nanotecnologia para a ciéncia medica, incluindo dermatologia com
diferentes nanoparticulas (SAHU et al., 2021). A via transdérmica tem se mostrado uma
estratégia promissora para esse fim por ser uma via nio invasiva (WANG et al., 2021). E uma
via de administracdo que pode proporcionar liberacdo controlada do farmaco, com efeitos mais
duradouros no organismo, pois ndo sofre efeito de primeira passagem hepdtica, evitando
grandes dosagens e proporcionando menor toxicidade (JIANG et al., 2020a).

Alem disso, essa via pode atingir efetivamente o sistema linfatico, que desempenha um
papel essencial na resposta imunologica. O sistema linfatico é a principal via de disseminacéo
de infecgbes, como o virus da imunodeficiéncia humana (HIV); também est4 envolvido na
doenca de Milroy, psoriase e neoplasia (COTE et al., 2019; KURMI et al., 2017; NUNE et al.,
2011; YANG et al., 2019). Células neoplasicas e alguns virus sdo capazes de se instalar nos
linfonodos, compartimentos inacessiveis, e desafiadores para a distribuicdo de medicamentos,
caracterizando uma das dificuldades para o tratamento, uma vez que os ganglios tornam-se
reservatorios facilitando a disseminacdo da patologia pelo corpo (KHAN et al., 2013).
Consequentemente, esse sistema tornou-se alvo de interesse para a liberagdo de medicamentos,
visando um melhor resultado terapéutico (CHO; LEE, 2014).

Embora o sistema linfatico seja um alvo importante para as terapias antivirais,
imunologicas e anticancer, esse sistema ndo é tdo facilmente acessivel e ndo € possivel usar
formulagGes de medicamentos convencionais. Portanto, transportadores nanométricos capazes
de transportar efetivamente a droga sdo utilizados para o direcionamento da linfa, com o
objetivo de melhorar a permeabilidade da droga, proporcionando uma maior eficiéncia da droga
com menos efeitos adversos (JEONG et al., 2018; NIU et al., 2013).
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Esta revisdo traz a importancia e a aplicacdo da via transdérmica que visa atingir o
sistema linfatico e seu papel no tratamento de diferentes patologias por meio de nanoparticulas.
Os principais desafios e perspectivas dessa aplicacdo também serdo discutidos. Apresentamos
uma base para pesquisas futuras sobre sistemas de distribuicdo linfatica transdérmica e
melhoramos a compreensdo da comunidade cientifica sobre as aplicacbes terapéuticas desses

dispositivos.

2. Fisiologia do Sistema linfatico

As fungbes priméarias do sistema linfatico sdo equilibrar os fluidos corporais e
transportar células imunoldgicas por todo o corpo (PADERA; MEIJER; MUNN, 2016).
Desempenha a atividade vital de levar o fluido extracelular de volta a circulagdo, destruindo
patdgenos e filtrando outros residuos circulantes (MARGARIS; BLACK, 2012). Além disso, é
essencial absorver acidos graxos de cadeia longa, triglicerideos, ésteres de colesterol, vitaminas
lipossoluveis e xenobioticos (KHAN et al., 2013). O sistema linfatico possui cinco estruturas
principais: capilares, vasos coletores, linfonodos, troncos e dutos (JIANG; WANG; SUN,
2017).

O corpo humano tem aproximadamente 600—700 linfonodos que séo as extremidades
terminais do sistema linfatico antes que a linfa retorne ao sistema circulatério (CHO; LEE,
2014). Os ductos interconectam os drgdos linfaticos, como medula éssea, linfonodos, baco e
glandula timo (PADERA; MEIJER; MUNN, 2016).

A anatomia do sistema linfatico € unilateral com um comportamento sinérgico ao
sistema cardiovascular. A fisiologia linfatica comeca com os capilares iniciais, onde a linfa é
enviada contra o gradiente de pressdo de volta ao sangue. Esse movimento ocorre atraves dos
vasos linfaticos, que impulsionam a linfa por meio da contra¢do do musculo liso (MARGARIS;
BLACK, 2012). A linfa se forma quando os intersticiais sdo drenados para os capilares
linfaticos, passando por pelo menos um linfonodo antes de retornar a corrente sanguinea,
completando o circuito de transporte de fluidos (JIANG; WANG; SUN, 2017; SWARTZ,
2001).

E através do sistema linfatico que tanto os antigenos quanto as células apresentadoras
de antigenos (APCs) circulam até atingirem os linfonodos, que contém muitas células
dendriticas (DCs) fagociticamente ativas e linfécitos B e T. As DCs séo capazes de internalizar
antigenos e de induzir uma ativacédo solida da resposta imune de células T (JIANG; WANG,;
SUN, 2017; KUNDA et al., 2013; PADERA; MEIJER; MUNN, 2016). Durante a resposta
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imune, os linfécitos migram entre e dentro dos compartimentos dos linfonodos para interacdes
células-células criticas e proliferam, levando ao aumento. Assim, os linfonodos sdo essenciais
no recrutamento de muitos linfdcitos e na coleta de antigenos de tecidos periféricos (CHO;
LEE, 2014).

Nesse contexto, o sistema linfatico pode ser uma via promissora para estratégias
terapéuticas e preventivas. O direcionamento de compostos para células dendriticas ja foi
relatado na literatura, principalmente na vacinagdo visando antigenos que induzem imunidade
adaptativa (SCHUDEL ; FRANCIS; THOMAS, 2019).

3. Rotas para alcancar o sistema linfatico

A administracdo de medicamentos ao sistema linfatico por vias usuais, como via oral e
intravenosa, tem sido um desafio. As vias dessas administracOes caracterizam baixa absorgéo e
baixa absorcdo por nodulos linfaticos (CHAUDHARY et al., 2014). As administracdes
destinadas ao alcance linfatico precisam ser estratégicas e com o desenho de molécula
adequado. Requer o conhecimento do alvo bioldgico desejado, como células e receptores, e sua
interacdo com o sistema de entrega (CHO; LEE, 2014). Moléculas muito pequenas sdo drenadas
pelos capilares sanguineos; por outro lado, as macromoléculas ndo circulam no sangue, mas
podem acessar a linfa. As moléculas podem ser manipuladas para evitar a difusdo pelo endotélio
vascular, associando compostos de baixo peso molecular a macromoléculas transportadoras,
como lipossomas, nanoparticulas e polimeros, por exemplo (RYAN; KAMINSKAS; PORTER,
2014; TREVASKIS; KAMINSKAS; PORTER, 2015).

A administracdo intravenosa (IV), uma das formas de terapia mais utilizadas e
tradicionais, pode atingir o sistema linfatico por vazamento da circulacdo sistémica e penetracao
no endotélio linfatico. No entanto, ndo € muito pratico para direcionar compartimentos
especificos, como os linfonodos, que caracterizam maior interesse para algumas patologias
(RYAN; KAMINSKAS; PORTER, 2014).

As vias subcutdnea, intradérmica e intramuscular sdo mais relevantes para a
administracdo de drogas pelo sistema linfatico do que as vias oral e intravenosa. A
administracdo subcutanea aumenta a pressdo intersticial, fazendo com que o sistema linfatico
drene o excesso de fluido da regido (COTE et al., 2019).

Nos ultimos anos, pesquisadores comecaram a investigar o direcionamento linfatico de
drogas por via oral. Embora a via oral seja a forma mais tradicional de administragcdo de

medicamentos, 0 ambiente gastrointestinal apresenta varios obstaculos, como pH gastrico,



97

enzimas e surfactantes que podem degradar o medicamento. Outra barreira é o epitélio entérico,
que pode interferir na permeacdo de acordo com as propriedades fisico-quimicas da droga.
Essas circunstancias podem interferir na quantidade do medicamento que chega a corrente
sanguinea para promover o efeito terapéutico (ZHANG et al., 2021b). Assim, garantir a entrega
linfatica por esse caminho ainda é um desafio no qual eles estdo trabalhando (MARKOVIC et
al., 2019; VISHWAKARMA et al., 2019).

A via que tem recebido destaque significativo para chegar ao sistema linfatico nos
altimos anos € a transdérmica. Como mencionado anteriormente, a derme € vascularizada por
vasos sanguineos e linfaticos, nos quais células, liquido intersticial e grandes particulas
circulam para os nddulos linfaticos. Dessa forma, medicamentos administrados por via
transdérmica podem atingir os reservatorios de forma eficiente e, essa estratégia parece ser
promissora no combate a algumas patologias nas quais o sistema linfatico desempenha um
papel importante (YANG et al., 2019; ZHANG,; LU, 2014).

A via transdérmica tem varias vantagens sobre outras rotas tradicionais. Além de
melhorar a biodisponibilidade dos medicamentos, podem diminuir a frequéncia das dosagens e
os efeitos adversos, principalmente relacionados ao trato gastrointestinal. Eles evitam o
metabolismo de primeira passagem através do figado, evitando que a droga seja degradada
prematuramente. Além disso, as enzimas alimentares e digestivas ndo podem influenciar a
droga (CHAULAGAIN et al., 2018; ZHU et al., 2020).

3.1 Via transdérmica destinada a atingir o sistema linfatico.

3.1.1 A barreira da pele

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, sendo a principal barreira contra os agentes
externos. Este 6rgdo regula a entrada de microrganismos, mantém a temperatura corporal e
controla o nivel fisiolégico da agua. O sistema tegumentar é subdividido em trés regides
primarias: epiderme, derme e hipoderme (ALKILANI; MCCRUDDEN; DONNELLY, 2015;
JIANG et al., 2020a).

A epiderme, a camada superficial, € composta de queratindcitos, melandcitos, células
de Langerhans e células de Merkel. A superficie da epiderme é chamada de estrato cérneo,
composta de cornedcitos achatados e circundados por uma matriz lipidica. A organizacéo

compactada dos cornedcitos é o principal fator que limita a passagem do farmaco pela via
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transdérmica. Esta camada é caracterizada pela constante renovagdo, dinamismo e movimento
continuo das células. A derme é a camada intermedidria, contendo elastina, fibras de colageno,
nervos, macréfagos, glandulas sudoriparas e sebaceas, foliculos capilares, vasos linféticos,
além de ser nutrida por vasos sanguineos para fornecer suporte estrutural. A hipoderme, por sua
vez, consiste principalmente de adipdcitos, fibroblastos e macréfagos, e é capaz de proteger
contra choques, isolamento térmico e conduzir sinais nervosos (ALKILANI; MCCRUDDEN;
DONNELLY, 2015; GILABERTE et al., 2016; JIANG et al., 2020a).

Os medicamentos podem ser absorvidos por varias vias transdérmicas, como transporte
transfolicular / apendagico, intracelular e intercelular. Transfolicular / apendagico é a
permeacdo através dos apéndices da pele, como as glandulas sudoriparas, sebaceas, foliculos
capilares e poros que podem fornecer dutos que cruzam o estrato corneo. Essa rota é o caminho
mais curto para o medicamento, embora possa ser afetada pelas secrecdes liberadas nessa area.
Além disso, representa apenas 0,1% do espaco total da pele, apesar de alguns estudos
demonstrarem sua importancia na permeacéo de agentes polares (JHAWAT et al., 2013; JIANG
et al., 2020a). O transporte intracelular ocorre pela permeacdo nos cornedcitos e, devido a
queratina hidratada, permite a permeacao de compostos hidrofilicos ou polares. Por outro lado,
0s cornedcitos sdo circundados por lipidios, necessitando de difusédo e particao pelos farmacos.
A via intercelular permite a passagem de compostos lipidicos ndo polares atraves da matriz
lipidica continua presente entre as células. Ambas as vias intercelulares e intracelulares também
sdo chamadas de via transepidérmica (ALKILANI; MCCRUDDEN; DONNELLY, 2015;
JHAWAT et al., 2013; SHAHZAD et al., 2015).

Diversas caracteristicas fisico-quimicas do farmaco contribuem para uma permeacgao
eficiente, como coeficiente de particdo, peso molecular, pKa, concentracdo do farmaco,
integridade da pele e hidratagéo (SABRI et al., 2020).

A polaridade do medicamento deve ser ideal para promover a penetracdo na pele.
Moléculas altamente lipofilicas seriam retidas superficialmente devido a sua afinidade com o
estrato corneo, enquanto as moléculas hidrofilicas ndo podem penetrar. O farmaco deve ser
lipofilico e hidrofilico para obter uma particdo ideal, uma vez que o estrato corneo é quase
constituido por uma bicamada lipidica. Assim, é necessario um coeficiente de particdo
adequado para superar essa limitacdo (BOS; MEINARDI, 2000; JHAWAT et al., 2013).

O peso molecular é de grande importancia e é inversamente proporcional a absorcéo.
Um peso molecular mais baixo do farmaco promove uma melhor penetragdo na pele do que um

peso molecular mais alto do farmaco, e a absor¢éo também pode ser melhorada (SINGPANNA
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et al., 2021). Moléculas com mais de 500 daltons ndo penetram na pele de maneira eficaz
(KUMAR; PHILIP, 2007; YANG et al., 2019).

O pH do farmaco deve ser o pH do estrato cérneo, que varia entre 4,2 e 5,6. Quanto
mais proximo o pH do farmaco estiver dessa faixa, menor o grau de ionizacdo e,
consequentemente, a permeabilidade pode ser melhorada. Um Log P mais alto é uma
caracteristica dos medicamentos ndo ionizados que devem ter o melhor coeficiente de
permeabilidade da pele (NEUPANE et al., 2020).

Outro determinante que contribui para a penetracdo transdérmica € a concentracdo do
farmaco. A passagem do farmaco pela pele pode ocorrer por difusdo passiva, e uma
concentracdo mais alta do farmaco pode promover uma taxa de difusdo mais alta. Além disso,
€ necessario considerar a viscosidade da formulacdo uma vez que foi observado que fluidos
muito viscosos proporcionam uma taxa de difusdo diminuida (JHAWAT et al., 2013).

Também é essencial considerar as condi¢gdes da pele. Normalmente, as peles mais
jovens absorvem a formulagdo com mais eficiéncia do que as peles maduras. Além disso, existe
uma grande probabilidade de penetracdo do medicamento quando a pele estd mais hidratada.
Outra caracteristica a ser considerada € a temperatura da pele, que pode promover vasodilatagdo
e aumentar a taxa de permeacdo (SARAVANAKUMAR et al., 2015).

Quando as drogas e outros compostos ativos ndo conseguem penetrar na pele, € possivel
usar alguns intensificadores de permeacdo para superar esse problema. Os promotores de
permeacdo da pele ajudam a aumentar a permeacdo devido a modificacdo temporaria da
estrutura da pele. Podem ser classificados como fisicos e quimicos (JHAWAT et al., 2013;
MATHUR; SATRAWALA; RAJPUT, 2010).

Os intensificadores fisicos mais usados sdo eletroporacdo, iontoforese e ultrassom.
Essas técnicas requerem o uso de equipamentos e, portanto, sdo mais caras. Os principais
intensificadores quimicos sdo etanol, metanol, acetona, surfactantes como laurel sulfato de
sadio, acidos graxos e uréia. Eles sdo de baixo custo, mais faceis de usar e podem ser
incorporados em um patch de formulacdo. Por outro lado, uma desvantagem relevante dos

promotores quimicos € que eles podem irritar o estrato corneo (PRAUSNITZ et al., 2012).

3.1.2 O alcance linfatico

Ap0s superar a barreira do estrato corneo, os compostos ativos acessam uma rede de
capilares linfaticos e sanguineos. Os capilares linfaticos possuem uma camada de células

abertas que podem facilitar a circulacdo de alguns medicamentos. Apds drenar para os capilares
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linfaticos, os medicamentos podem ser direcionados para os linfonodos regionais
(DODDAPANENI et al., 2015). Outra forma de chegar ao sistema linfatico é por meio das
celulas apresentadoras de antigenos (APC). Essas células capturam todos os tipos de agentes
exogenos e os capturam para os nédulos linfaticos. A migracdo ocorre porque 0s APCs séo
revestidos com acido hialurénico, componente que proporciona um encaixe entre 0 APC e 0s
capilares linfaticos (JOHNSON et al., 2017; JOHNSON; JACKSON, 2010). Vérios relatorios
mostram os beneficios de revestir nanotransportadores com &cido hialurénico para aumentar o
direcionamento linfatico (JOHNSON et al., 2017; KONG et al., 2015).

() Linfécito

1) l Macréfago
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©

:@/ Célula de Langerhans
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Figura 1 — Esquema da estrutura da pele, seus constituintes e o sistema linfatico atingindo ap6s
a administracdo de nanocarreadores. (1) A aplicacdo topica de nanocarreadores pode atingir
camadas mais profundas da pele via transfolicular / apendagica via (2) Os nanocarreadores s&o
reconhecidos por APCs e (3) as nanoparticulas sdo direcionadas aos ganglios linfaticos

presentes na pele.

4. Nanocarreadores como sistemas de entrega transdérmica direcionados a linfa

Apesar dos beneficios, ainda existem desafios em relacdo a administracdo transdérmica.
Conforme visto anteriormente, o estrato crneo atua como um escudo, e apenas algumas drogas
podem atingir essa camada (PALMER; DELOUISE, 2016). No entanto, a nanotecnologia para
entrega transdérmica de medicamentos € uma estratégia promissora, pois pode aumentar a taxa
de permeacdo sem afetar as propriedades da pele. Além disso, eles podem ser pequenos o

suficiente para atingir as camadas mais profundas da pele. Varios materiais podem produzir
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nanocarreadores como lipidios e materiais a base de lipidios, materiais metalicos, polimeros
hidrofobicos e biopolimeros (SARAVANAKUMAR et al., 2015).

A administracdo transdérmica por meio de nanocarreadores tem sido amplamente
explorada; tem algumas vantagens em relacdo aos sistemas convencionais. Além de permitir
uma liberacéo prolongada do fa&rmaco, podem proporcionar estabilidade ao farmaco até atingir
o local de acdo desejado, proporcionando maior eficicia (BAMRUNGSAP et al., 2016; NAIR
etal., 2019; VALENZUELA,; SIMON, 2012).

As caracteristicas do nanocarreador influenciam a capacidade de permeacéo da pele,
uma vez que cada um tem um mecanismo de interagdo com base em sua natureza e
caracteristicas fisico-quimicas (ZHOU et al., 2018). Por exemplo, nanoparticulas lipidicas séo
faceis de formar um filme na pele; isso promove uma diminui¢do da evaporacdo da &gua,
aumenta a hidratacdo da pele, aumenta o espaco entre 0s queratindcitos e, consequentemente,
aumenta a permeacdo dos sistemas lipidicos (SHAH et al., 2015). Por outro lado, os
nanocarreadores baseados em polimero sdo facilmente permeéaveis através do foliculo piloso
(DESAI et al., 2013).

Os nanocarreadores mais comuns usados para a rota transdérmica sao nanoparticulas
metalicas, nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas de lipidios sélidos, lipossomas e
dendrimeros (GUL et al., 2018). Dendrimeros sdo estruturas 3D compostas por varias pequenas
moléculas adequadas para encapsular moléculas hidrofébicas e instaveis. A permeabilidade dos
dendrimeros na pele depende de fatores fisico-quimicos como peso molecular, concentracao,
carga superficial (ESCOBAR-CHAVEZ et al., 2012). Nanoparticulas lipidicas sélidas (SLN)
sdo compostas por lipidios fisiologicos de fontes naturais e sintéticas. Tem a vantagem de ser
atdxico, nao irritante, biocompativel e benéfico para uso em pele ferida. Devido a sua natureza
lipidica, apresentam afinidade com os lipidios cutaneos, facilitando sua permeacdo. O SLN
pode modular a liberacdo do medicamento, melhorando a distribuicdo do medicamento nas
camadas da pele e a estabilidade do medicamento (JAIN et al., 2005; YADAV; KHATAK;
SINGH SARA, 2013).

As nanoparticulas poliméricas sdo obtidas a partir de polimeros naturais, como
quitosana, amido e gelatinas, ou de polimeros sintéticos sendo o principal PLA (&cido
polilatico), PLGA (&cido poli-lactico-co-glicélico) e PLC (policaprolactona) os mais
comumente usado (SUR et al., 2019). Eles podem transportar drogas instaveis de maneira
eficiente, controlando sua liberagdo no corpo e modulando os efeitos adversos (BARBOSA,;
COSTA LIMA; REIS, 2019).
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Os lipossomas sdo vesiculas esféricas estruturadas com uma ou duas camadas de
lipidios. Eles podem aprisionar diferentes tipos de compostos ativos e protegé-los da
degradacéo. Eles sdo amplamente usados para medicamentos transdérmicos e cosmeéticos, pois
sdo conhecidos como potencializadores de penetracdo (SINGPANNA et al., 2021). No entanto,
esses sistemas geralmente podem liberar a droga no inicio do contato com as células da pele,
tornando o efeito terapéutico pretendido desafiador. Outros tipos de lipossomas chamados
transferossomas sdo ultradformaveis e tém mais resisténcia contra aplicacfes transdérmicas;
eles estdo sendo usados atualmente (MAJI et al., 2021).

As nanoparticulas metélicas se destacam por apresentarem formas, estruturas e
tamanhos diversos, podendo ser obtidas de diversos materiais como ouro, prata, 6xido de ferro,
oxido de titanio e 6xido de zinco (SHARIATINIA, 2021). Nanoparticulas de ouro, por exemplo,
sdo particularmente atraentes para administracdo transdérmica, pois sdo capazes de atingir
camadas mais profundas da pele, e sua superficie pode ser facilmente modificada para ligar
diferentes tipos de ligantes (FRIEDMAN et al., 2021). Estudos mostram que as nanoparticulas
metalicas podem penetrar nas camadas mais profundas da pele, passando pelos foliculos
capilares. No entanto, esses materiais podem causar um alto nivel de toxicidade (WANG et al.,
2018a).

Vaérios estudos também mostram que o0s nanocarreadores podem permear com eficiéncia
a pele, dependendo de seu tamanho, carga superficial e natureza do material (NAIR et al., 2019).
Para atingir a permeagdo adequada, quanto menor o tamanho da particula, mais facilmente ela
pode ultrapassar o estrato corneo e atingir o tecido subcutaneo (ZHOU et al., 2018). O tamanho
da nanoparticula interfere diretamente na captacdo pelo sistema linfatico. Particulas entre 10-
100 nm sdo ideais para absorc¢do linfatica por administracdo subcutanea, e. Particulas menores
que 10nm s&o absorvidas pela circulagao sisttmica (CORDEIRO et al., 2019) (Figure 2).

Os capilares linfaticos podem ser permeéveis dependendo do tamanho. E relatado que
nanoparticulas em torno de 100 nm podem acessar facilmente os capilares linfaticos e se
concentrar nos linfonodos regionais. Ja as particulas maiores que 100 nm podem ser absorvidas

pelo sistema linfético lentamente (KHAN et al., 2013).
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Figura 2 — Estratégias de sistemas transdérmicos para atingir o sistema linfatico.

5. Estratégias para aumentar a permeacao transdermica e alcancar o sistema linfatico

Antes de atingir o sistema linfatico, é necessario atravessar as camadas profundas da
derme (SABRI et al., 2020). Os nanocarreadores ampliaram as oportunidades de superar varias
limitacGes de drogas, como a entrega de macromoléculas (LIU et al., 2014). No entanto, o
direcionamento através do sistema linfatico também ¢é afetado pelas caracteristicas das
nanoparticulas de superficie (SABRI et al., 2020). Esta sessdo avalia diferentes estratégias para

melhorar a permeacdo da pele e o direcionamento linfatico apds a administracao transdérmica.

5.1 Revestimento com quitosana

A quitosana é um biopolimero amplamente utilizado para o desenvolvimento de
sistemas de distribuicdo. Tem as vantagens de ser biocompativel, ndo toxico e biodegradavel.
E também um biopolimero com carga positiva, caracteristica que o torna capaz de promover
interagdes eletrostaticas com varias membranas mucosas carregadas negativamente (REHMAN
et al., 2020). Além da mucoadesdo, a quitosana também promove aumento do transporte
paracelular devido ao aumento do espaco entre as células epiteliais. Esses aspectos facilitam a
penetracdo celular e justificam seu uso em diversos sistemas transdérmicos (BARBOSA;
COSTA LIMA; REIS, 2019).

A administracdo subcutanea de nanoparticulas de quitosana ja demonstrou uma
distribuicéo eficaz para o sistema linfatico (CORDEIRO et al., 2019; CRECENTE-CAMPO et
al., 2019). Assim, o desafio atual é promover mudancas em suas caracteristicas fisico-quimicas

para beneficiar a administracéo transdérmica direcionada ao sistema linfatico.
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Em um estudo recente, nanoemulsdes com extrato de Plai foram revestidas com
quitosana quaternizada, que fornece uma carga positiva nas superficies das nanoparticulas. As
nanoparticulas revestidas tinham um tamanho médio de 202 nm e um potencial zeta de 20,2
mV. O revestimento melhorou 50% na capacidade de permeacdo através da pele em
comparagdo com a nanoemulsdo ndo revestida (LUESAKUL et al., 2020).

Em outro estudo, nanoparticulas de poli (D, L-acido latico-co-glicolico) (PLGA) e
quitosana glicol foram desenvolvidos para encapsular pontos quéanticos. Apds o
encapsulamento, as nanoparticulas foram drenadas pelas células de Langerhans para os
linfonodos, comprovando a permeacéo transdérmica da nanoparticula e estimulacdo adequada

do sistema imunologico (LEE et al., 2010).

5.2 Revestimento com acido hialurdnico

O é&cido hialurdnico (HA) é um glicosaminoglicano linear com excelente hidrofilicidade
e vérios atributos. Caracteristicas do HA como biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa
imunogenicidade tornam esse componente amplamente utilizado em diversas areas, como
farmacéutica, biomédica e cosmética (ZHANG et al., 2019).

Devido a capacidade de formar um filme hidratante na pele, esse polissacarideo é eficaz
para administracdo transdérmica, aumentando a hidratacdo do estrato cérneo e alterando sua
permeabilidade (XIE et al., 2018). Porém, a facil penetracdo na pele estd relacionada
principalmente ao HA de baixo peso molecular (ZHU et al., 2020).

Outro fator que influencia o aumento da permeacéo dos sistemas revestidos com HA é
a presenca de receptores dispostos na superficie das células e envolvidos em diversos processos
bioldgicos (SANG JUNG et al., 2014). As células dendriticas revestidas com HA foram
efetivamente direcionadas aos capilares linfaticos devido ao receptor LYVEL (JOHNSON et
al., 2017). Por esse motivo, diversos estudos utilizam o revestimento de HA para vacinagéo e
tratamento de céncer, doencas inflamatdrias e metabdlicas e doencas virais como o HIV
(TREVASKIS; KAMINSKAS; PORTER, 2015).

5.4 Microagulhas

Dentre todas as formas de superar 0 estrato corneo e promover a administracao

transdérmica de medicamentos, o dispositivo que ganhou destaque nos ultimos anos tem sido
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as microagulhas (MN) (VORA et al.,, 2021). MN estdo se constituindo em sistemas de
distribuicdo transdérmica de terceira geracdo. A aplicacdo MN é uma grande vantagem, que
ocorre de forma indolor, répida e pelo préprio paciente (KIM; PARK; PRAUSNITZ, 2012).
Essa tecnologia permite a formacdo de microporos no estrato cOrneo para promover a
administracdo de um medicamento, antigeno ou agente diagndstico especifico. Dessa forma, a
substancia ativa pode atingir a camada derme, onde estdo 0s vasos sanguineos e os linfocitos
(POIRIER et al., 2017). Para esses fatores, 0 MN expandiu muito o arsenal de componentes
capazes de serem administrados por via transdérmica (Figure 2-C), como macromoléculas
(ZHANG et al., 2021a).

A capacidade de permear a pele e fornecer o componente ativo depende das
caracteristicas do MN. Esses dispositivos sdo fabricados de maneiras e materiais diferentes
(VORA et al.,, 2021). O objetivo principal do desenvolvimento de MN é otimizar o
comprimento, largura e pontas das agulhas para uma inser¢do adequada no tecido (SABRI et
al., 2020). MN pode ser classificado em diferentes tipos, tais como microagulhas sélidas,
revestidas, ocas, dissolventes e formadoras de hidrogel (Figure 3) (PAHAL et al., 2021).

Vaérios relatorios evidenciam as vantagens terapéuticas da incorporacdo de
nanoparticulas em MN (AHMED et al., 2019; CASTILLA-CASADIEGO et al., 2021b; LI1U et
al., 2018). Os MN entregam as nanoparticulas em microcanais, distribuidas uniformemente,
alcancando a derme e possivelmente a via sistémica (CHEN et al., 2020).

Diferentes estudos tém relatado o uso de microagulhas para atingir o sistema linfatico.
Yang e colegas de trabalho em 2019 desenvolveram microagulhas com base em &cido
hialurdnico complexado com transferossomo para fornecer doxorrubicina no sistema linfatico.
As microagulhas apresentaram taxa de insercdo de 90,4% na pele do rato e apresentaram
capacidade de penetracdo de até 260 um. Além disso, o sistema atingiu uma concentracdo
méaxima de doxorrubicina duas horas apds a administracdo, sugerindo uma liberacédo
transdérmica controlada da droga (YANG et al., 2019).

Outro estudo teve como objetivo desenvolver lipossomas com tamanho médio de 100
nm contendo ivermectina para serem incorporados em microagulhas de diferentes tipos.
Estudos histoldgicos em orelhas de porco mostraram que as microagulhas promoveram uma
excelente degradacdo do estrato corneo e os resultados de permeacdo evidenciaram uma

liberagdo adequada de lipossomas na pele (DEVINENI et al., 2020).
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Figura 3 - Tipos de microagulhas para sistemas de aplicagdo transdérmica: sélida, revestida,

oca, dissolvente e formadora de hidrogel.

6. Aplicacdes relacionadas com distribuicéo transdérmica-linfatica para o tratamento de

doencas

Ter como alvo o sistema linfatico pode beneficiar o tratamento de uma variedade de
doencas. Um problema significativo relacionado a resisténcia a cura sdo 0s reservatorios
corporais de dificil tratamento medicamentoso. O sistema linfatico, por exemplo, pode ser um
reservatdrio latente de microrganismos nocivos, como parasitas e virus (PERMANA et al.,
2019; RAJOLI et al.,, 2019). Este sistema também desempenha um papel essencial na
progressdo do cancer; o risco de disseminacdo de células metastaticas para outras regifes do
corpo atraves dos vasos linfaticos torna a distribuicdo linfatica um alvo estudado nos dltimos
anos (COTE et al.,, 2019; PADERA; MENER; MUNN, 2016). A Tabela 1 mostra os
nanocarreadores usados para uma aplicacao transdérmica direcionada ao sistema linfatico para
varias doencas. Esta secdo ira destacar as aplicagcbes mais recentes deste tema para o tratamento

de doencas.
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Tabela 1 - Nanocarreadores usados para aplicacdo transdérmica direcionados ao sistema

linfatico para varias doencas.

Nanosistemas Farmacos Terapias Informacdes References
Lipossomas + Ivermectina Filariose Liberag&o sustentada (DEVINENI et
microagulhas linfatica ¢ al., 2020)
l\’lal_n(_)partlgu_las Alb_en_da_zol + Filariose D|rel(:|onament0 efetivo (PERMANA et
lipidicas sélidas + doxiciclina + e do farmaco aos

. S . linfatica . al., 2019)
microagulhas diethilcarbamazina linfonodos

Ivermectina + (PERMANA;
Nanosuspension + Albendazol + Filariose Efetiva retencdo do MCCRUDDEN,;
microagulhas C linfatica farmaco na derme DONNELLY,
doxiciclina
2019)

Nanosuspension + Rilvipirina e HIV i (RAJOLI et al.,
microagulhas cabotegravir 2019)
Transferosomas e - (YANG et al.,

. Doxorubicina Cancer -
microagulhas 2019)
Nanoemulsdes
revestidas com Extrato de Plai Cancer Permeacdo melhorada (LUESAKUL et

. . al., 2020)
quitosana quaternizada
Transfersomas com Doxorrubicina Cancer Direcionamento aos (KONG et al.,
acido Hialurdnico linfonodos 2015)
Nanoparticulas de
dextrano em Anti-PD-1 Cancer Liberacdo sustentada (2\6\/1'2;(3 etal,

microagulhas

Anti-PD-1:

6.1 Agentes antiretrovirais

A infeccdo pelo virus do HIV representa um problema de satde global (LEMBO etal.,
2018). Entre os varios desafios, ela constitui uma doenca cujo tratamento é baseado na
poliquimioterapia de longo prazo, que pode levar a interacbes medicamentosas, efeitos
adversos, biodisponibilidade limitada e a necessidade de administracao frequente. Além disso,
esse virus pode se instalar em tecidos inacessiveis, impedindo a acdo do medicamento. Nessas
circunstancias, as células presentes nos tecidos linfoides, como a célula dendritica, atuam como
reservatorios de virus, protegendo-os dos antirretrovirais. Assim, explorar o sistema linfatico
como um alvo para erradicar com eficiéncia o virus do corpo parece ser uma estratégia
promissora (LENJISA; WOLDU; SATESSA, 2014).

Alguns estudos ja propuseram o acesso do sistema linfatico por via transdérmica. Em
2018, um estudo relatou a incorporacdo da nanosuspensao de rilpivirina em um adesivo de
microagulhas (MAPs) dissolvido com o objetivo de promover a liberacdo transdérmica do

medicamento anti-HIV. Os estudos in vivo revelaram que a concentracdo plasmatica média de
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rilpivirina em ratos foi aproximadamente dez vezes superior a concentragdo minima observada
ap0Os uma dose unica em estudos clinicos anteriores. Embora a distribuicdo linfatica ndo tenha
sido o foco principal do estudo, o estudo farmacocinético mostrou uma quantidade significativa
da droga neste compartimento (MC CRUDDEN et al., 2018).

Outro estudo, em 2019, teve como objetivo a obtencdo de microagulhas contendo
nanoparticulas de rilpivirina e cabotegravir destinadas a aplicacdo intradérmica para atingir o
sistema linfatico. O sistema foi avaliado por um novo modelo proposto de farmacocinética de
base fisiologica (PBPK) para simular a farmacocinética sisttmica dos MAPs de cabotegravir e
rilpivirina usando a via intradérmica. Além disso, o estudo teve como objetivo estimar as
caracteristicas adequadas de MAP como dose de nanoformulacéo e taxas de liberagdo para
propor estratégias de dosagem para manter concentragdes plasmaticas adequadas para o
intervalo de dosagem designado (RAJOLI et al., 2019).

6.2 Agentes antiparasitarios

A filariose, também conhecida como elefantiase, é uma doenca tropical parasitaria. E
causada por um nematoide que reside no sistema linfatico e, a longo prazo, causa inchago que
desfigura o paciente. O tratamento atual consiste na ingestdo de ivermectina, albendazol e
dietilcarbamazepina. Porém, a ingestdo desses medicamentos por via oral proporciona uma
baixa concentracdo no sistema linfatico, que é o alvo dessa patologia (DEVINENI et al., 2020;
PERMANA et al., 2019).

Um estudo recente avaliou um dispositivo contendo lipossomas de ivermectina
incorporados a0 MN, mostrando resultados promissores para administragdo transdérmica
direcionada ao sistema linfatico. Este estudo explorou varios parametros que podem influenciar
a incorporacao de lipossomas em MN, além do estudo de permeacdo. No entanto, os autores
concluiram que investigacdes in vivo eram necessarias para avaliar o direcionamento do
farmaco para o tecido linfatico (DEVINENI et al., 2020). Uma nanossuspensdo para co-
encapsulacdo dos farmacos doxiciclina, albendazol e ivermectina incorporada em MN
apresentou resultados promissores in vitro (PERMANA; MCCRUDDEN; DONNELLY,
2019).

Outro trabalho realizado por Permana et al. provou a capacidade de direcionar 0s
linfonodos por via transdérmica. Neste estudo, nanoparticulas lipidicas sélidas contendo trés
drogas incorporadas na dissolucdo de MN foram avaliadas. Este dispositivo demonstrou

concentracdo adequada de farmacos nos ganglios axiais, iliacos e lombares externos. Além
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disso, foi determinada uma baixa concentracdo de drogas em érgdos como figado, rim e bago
(PERMANA et al., 2019).

6.3 Quimioterapicos

Estudos mostraram que as células cancerosas podem se espalhar pelo corpo a partir do
sistema linfatico (PADERA; MEIJER; MUNN, 2016). Além disso, os linfonodos podem atuar
como reservatorios de células cancerigenas (RYAN; KAMINSKAS; PORTER, 2014). Devido
a esses fatores, o interesse em direcionar os agentes quimioterapicos para os tecidos linfaticos
tem aumentado nos dltimos anos. Um desafio relevante é a captacdo suficiente de moléculas
para aquela regido capaz de eliminar células cancerosas. Além disso, a quimioterapia ndo deve
ser toxica para outras células do corpo (RYAN et al., 2013).

Em 2015, Kong e colaboradores evidenciaram que um nanossistema contendo
transfersone-acido hialurénico carregado com doxorrubicina poderia atingir distribuicao
linfatica. Este estudo avaliou a permeacdo in vitro do nanossistema com pele de camundongo,
estudo de distribuicdo in vivo e estudo de absorcdo celular. Com isso, 0 &cido hialurénico
melhorou a captagdo da doxorrubicina para os vasos linfaticos (KONG et al., 2015).

Em outro estudo, Wang e colegas de trabalho desenvolveram MN de &cido hialurénico
complexado com nanoparticulas de dextrana. O sistema visa a entrega sustentada de anticorpo
anti-PD-1 junto com glicose oxidase no microambiente tumoral. Estudos in vivo determinaram
que o dispositivo desenvolvido pode ter como alvo nanoparticulas para linfaticos dérmicos
(WANG et al.,, 2016a). Os beneficios da terapia de metastases tumorais tambem foram
demonstrados para um nanocarreador contendo doxorrubicina e complexado com MN. O
estudo de fluorescéncia determinou uma elevada quantidade de doxorrubicina nos linfonodos,
0 que comprovou a capacidade do nanocarreador em promover captacdo no endotélio linfatico
(YANG et al., 2019).

7. Desafios e perspectivas da administracdo transdérmica destinada aos sistemas

linfaticos

Diversos trabalhos na literatura relatam a administracdo subcutanea de medicamentos
para obtencdo de distribuicdo efetiva para o sistema linfatico e até resultados promissores de
estudos farmacocinéticos. Um aspecto negativo desses estudos € que a administracdo

subcuténea é invasiva e de dificil acesso pelo paciente. Por outro lado, a administragdo
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transdérmica apresenta vantagens significativas e merece maior atencdo da comunidade
cientifica. Nesse caso, o desafio é tornar as tecnologias eficazes na passagem do estrato corneo
para a entrega efetiva (ABELLAN-POSE et al., 2016; CORDEIRO et al., 2019; CRECENTE-
CAMPO et al., 2019).

Outros estudos relatam a capacidade eficiente do sistema de entrega em permear o
estrato corneo, embora haja uma falta de informacdes sobre o efeito dessa permeacdo em
compartimentos como capilares e linfonodos linfaticos (ALKILANI; MCCRUDDEN;
DONNELLY, 2015; GUL etal., 2018; JHAWAT et al., 2013; NAIR et al., 2019). A influéncia
da permeac&o nos linfonodos é um fator que os pesquisadores precisam considerar durante 0s
estagios de planejamento de suas pesquisas.

Apesar de uma ligeira evolucdo das tecnologias de liberacdo de farmacos e métodos
diagndsticos, ainda é um desafio determinar o mecanismo de interagdo dos novos sistemas com
0s tecidos corporais. Recentemente, uma nova metodologia permitiu avaliar quantitativa e
qualitativamente a influéncia da perfusdo dos nanossistemas em um vaso linfatico. O método
utilizou um vaso linfatico imerso em um meio que simula o liquido intersticial, constituindo-se
em um experimento ex vivo (KURODA et al., 2021). No entanto, alguns esfor¢os tém sido
feitos para superar esse problema para o parto oral; ndo ha relatos de avaliacdo linfatica em
modelos de pele ex vivo.

Com relacgdo aos experimentos in vitro, um novo modelo matematico foi desenvolvido
para explicar o mecanismo de absorcéo da pele pelos vasos linfaticos e a ligacdo das proteinas
do sangue. No entanto, o novo modelo de absorcdo linfatica era confidvel apenas para
macromoléculas (LI et al., 2021).

Experimentos in vivo sdo amplamente utilizados, mas ainda precisam utilizar modelos
animais. Nesse caso, as nanoparticulas sdo marcadas com materiais fluorescentes, incluidos na
formulacéo, e administradas na pele do animal. Entdo, a quantidade de farmaco direcionada aos
nodulos linfaticos é visivel e pode ser quantificada (CHEN etal., 2019; NIU et al., 2019; YANG
etal., 2019).

8. Concluséao

Os sistemas de distribuicdo transdérmica direcionados a distribuicdo linfatica sdo uma
estratégia promissora para varias doengas, como cancer, HIV e infec¢Bes parasitarias. Em
comparagdo com as vias tradicionais, a via transdermica oferece vantagens como facil

administracdo pelo paciente e metabolismo limitado do farmaco pelo figado.
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Dentre todos os dispositivos mostrados neste trabalho, é notavel que o MN contendo
um nanocarreador seja considerado uma grande promessa para o tratamento de uma doenca que
visa a distribuicdo linfatica por via transdérmica. Parecem ser a estratégia mais eficiente para
superar a barreira da pele e atingir a circulacdo linfatica dérmica. Em concomitancia, 0s
nanossistemas permitem um transporte mais acessivel através das camadas da pele devido ao
seu tamanho adequado e caracteristicas fisico-quimicas e a possibilidade de anexar ligantes que
podem atingir células especializadas do sistema imunolégico.

A utilizacdo da estratégia combinada de aplicacdo transdérmica destinada a linfa e o uso
de nanocarreador parece ser uma estratégia promissora para o tratamento de doencas
infecciosas e parasitarias, além do cancer, uma vez que os linfonodos atuam como reservatorios
de virus e células cancerigenas, em além disso, ser o local de residéncia dos parasitas.

Apesar de todas essas vantagens e das pesquisas atuais promissoras, ainda ha uma
necessidade de avaliar o perfil farmacocinético do sistema de entrega. Além disso, também é
apropriado realizar estudos in vivo que determinem a quantidade de farmaco capaz de ser
direcionada ao sistema linfatico. Portanto, de acordo com o cenério atual, fica evidente que
alguns esforcos devem ser feitos para pesquisar a area de aplicacdo de nanocarreadores para

administracdo transdérmica direcionados a linfa.
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