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(57) Resumo: SISTEMAS NANOPARTICULADOS A PARTIR DO POLISSACARIDEO MODIFICADO DE Anacardium occidentale
L. (GOMA DO CAJUEIRO) PARA O TRATAMENTO DO HIV PEDIATRICO. A presente invencéo descreve o processo de
obtencéo e a aplicacdo de sistemas de liberagdo de medicamentos. O sistema de liberacdo de medicamentos consiste em um
sistema nanoestruturado, a partir de um heteropolissacarideo, modificado, para sua utilizagdo na area farmacéutica. O processo
de hidrofobizagdo na goma do cajueiro acetilada favorece a interagdo com polimeros catiénicos para formar nanoparticulas. Seu
uso é indicado para o transporte de farmacos contra o HIV, preferencialmente nevirapina.

Potencial Zeta
(mV)
NP2 - QTS (0,025%) - Branco” 403552 0,283+0,07 4615246
NP2 - QTS (0,025%) - NVP* 4373140 0,250 +0,02 454315
NP2 - QTS (0,05%) - Branco* 4529496 0,263 40,02 464013
NP2 - QTS (0,05%) - NVP* 5965+ 16,9 0,327 0,06 4625514
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SISTEMAS NANOPARTICULADOS A PARTIR DO POLISSSACARIDEO
MODIFICADO DE Anacardium occidentale L. (GOMA DO CAJUEIRO) PARA O
TRATAMENTO DO HIV PEDIATRICO

Campo da invengao

[001] A presente patente de invencado refere-se ao desenvolvimento de sistemas
nanoparticulados utilizando a goma do cajueiro acetilada para a veiculagdo de farmaco
para tratamento do HIV pediatrico. Tal invencao € pertencente ao campo das Ciéncias

Farmacéuticas.

Fundamentos da invengao

[002] Anacardium occidentale L., membro da familia Anacardiaceae, € uma planta com
consideravel valor econémico e medicinal. E comumente conhecido como cajueiro e é
nativo da Bolivia, Brasil (Norte, Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste), Coldmbia, Equador,
Guiana Francesa, Guiana, Peru, Suriname, Trinidad-Tobago, Venezuela (DA SILVA et
al., 2018; PLANTS OF THE WORLD ONLINE, 2020).

[003] A goma de cajueiro (GC) é um polissacarideo extraido de uma fonte de baixo custo
e facilmente disponivel como exsudato natural produzido pelas células epiteliais da
casca em resposta a estimulos mecanicos ou ataques de patogenos (PITOMBEIRA et
al., 2015; RIBEIRO et al., 2016).

[004] De Paula (1990) desenvolveu um método de purificagdo do exsudato simples que
consiste na dissolugdo em agua destilada a temperatura ambiente com ajuste do pH,
filtragao, dialise e liofilizagdo (DA SILVA; DE PAULA; FEITOSA, 2007; DE PAULA;
HEATLEY; BUDD, 1998a; RODRIGUES; DE PAULA, 1990)

[005] A goma do cajueiro € composta por galactose 72-73%, arabinose 4,6-5%, glucose
11-14%, ramnose 3-4%, manose 1% acido glucurénico 4-6,5%. O padrao de ligagéo para
a cadeia central € 1—-3 e para cadeia lateral € 1—-6 (DE PAULA; HEATLEY; BUDD,
1998a; DE PAULA; RODRIGUES, 1995; RIBEIRO et al., 2016).
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[006] A goma é um biopolimero soluvel em agua a temperatura ambiente que apresenta
uma reduzida viscosidade em solug¢ao que pode ser modificada apds adicdo de acidos e
alcalis, com uma energia de ativacdo de aproximadamente 6 kJ/mol, apresenta
comportamento pseudoplastico ndo newtoniano, com pouca interagdo intra e
intermolecular, semelhantemente a goma arabica e menor em relagéo a outras gomas,
como a goma de caraia, tragacanto que quando em concentragdo de 1% apresentam
uma faixa de viscosidade de 1100-3400 mPas em relagdo a goma de cajueiro na mesma
proporgao sendo 1,0 a 1,8mPas (DE PAULA; HEATLEY; BUDD, 1998b; DE PAULA;
RODRIGUES, 1995; ZAKARIA; RAHMAN, 1996).

[007] A GC comparada com a goma arabiga a primeira apresentou um 50% mais de
inchamento uma capacidade de absor¢cdo de o6leo 36% menor, uma solubilidade
levemente menor (4-8%) e consisténcia menor (PORTO; AUGUSTO; CRISTIANINI,
2014).

[008] Fatores como temperatura e pH do meio tem forte influéncia na solubilidade e
viscosidade do polissacarideo, o aumento da temperatura eleva sua solubilidade em
agua, entretanto reduz sua viscosidade, devido as reagdes de hidrolise que ocorrem nos
monossacarideos, interrompendo as interacdes fisicas existentes. Relacionado ao pH
tem-se uma maxima viscosidade quando a goma em solugdo estar numa faixa de pH
abaixo de 5, quando os grupamentos idnicos estdo em momento neutro, ndo ionizados
(DE PAULA; HEATLEY; BUDD, 1998b; DE PAULA; RODRIGUES, 1995; ZAKARIA;
RAHMAN, 1996).

[009] A GC é utilizada em diversas pesquisas apresentando 6timos resultados. Na area
alimenticia como recobrimento, protetores ou embalagens biodegradaveis para
alimentos (MOREIRA et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2018, 2020), no encapsulamento de
cha verde para incremento dos compostos bioativos (SILVA et al., 2018), espessante
para sucos e refrescos (OLIVEIRA et al., 2020) e emulsificante (PORTO; CRISTIANINI,
2014).

[010] Um dato inovador € o uso de nanoparticulas de prata e GC acetilada para o
desenvolvimento de impressdes digitais latentes em superficies porosas de forma pratica

e rapida, o que permite o desenvolvimento de um produto para ser utilizado inclusive na
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cena do crime. Outra vantagem foi o processo de sintese: simples, rapido, de baixo custo
e utilizando material biocompativel e biodegradavel como estabilizador, proporcionando
um material atéxico para especialistas. Além disso, pode ser descartado apds 0 uso sem
agredir o meio ambiente (BRANDAO et al., 2020).

[011] Por outro lado € usada também na area farmacéutica com efeitos farmacolégicos
estudados tais como agdo muco protetora (NICOLAU et al.,, 2019), anti-inflamatoria
(FILHO et al., 2017; VIEGAS et al., 2006), antitumoral (BARROS et al., 2020),
antimicrobiana (CAMPQOS et al., 2012) entre outras.

[012] As gomas apresentam desafios quando utilizadas na liberagdo controlada de
farmacos devido que sédo geralmente soluveis em agua por conta da presenga de um
numero excessivo de grupos —OH que formam ligagdes de hidrogénio com moléculas de
agua. No entanto, elas sao preferidas em comparagdo com materiais sintéticos devido a
sua baixa toxicidade, baixo custo, disponibilidade e elas sdo metabolizadas pela
microflora intestinal (PRAJAPATI et al., 2013; RANA et al., 2011).

[013] Alguns dos problemas associados ao uso das gomas incluem taxas descontroladas
de hidratacdo, solubilidade dependente do pH e a possibilidade de contaminagao
microbiana. As reagdes de modificacdo quimica na sua estrutura minimizam esses
inconvenientes e facilitam seu uso na entrega de farmacos (RIBEIRO et al., 2016). Varias
modificagdes na GC ja foram realizadas afim de torna-las adequadas para aplicagdes na

entrega de medicamentos.

[014] A GC foi acetilada (GCA) utilizando uma rota com uso de piridina e nanoparticulas
poliméricas carregadas com indometacina (IND) foram produzidas pelo método de
dialise. As nanoparticulas apresentaram tamanho médio de 179 nm (PITOMBEIRA et al.,
2015). Ainda utilizando GCA, métodos de nanoprecipitagao e dialise foram empregados
para obtengao de nanoparticulas carregadas com diclofenaco de dietilamina (DIAS et al.,
2016).

[015] Por meio de um método de modificagédo verde utilizando NaOH, foi produzida GCA
para o carreamento de insulina apresentando potencial para a liberagdo do farmaco apos
administragdo oral das nanoparticulas (VASCONCELOS SILVA et al., 2019). A GC

também foi acetilada com anidrido acético através de uma via verde. Uma reagao
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catalisada por acido sulfurico e fazendo uso de planejamento fatorial 23, visando avaliar
a influéncia dos parametros reacionais sobre as propriedades finais da GC acetilada.
Nanoparticulas com AmB foram preparadas e apresentaram 70% de eficiéncia de
encapsulacéo e perfil de liberagéo prolongada, corroborando sua potencial aplicagao na
entrega de principios ativos hidrofobicos (LIMA et al., 2018).

[016] Outra das associag¢des de GCA foi estudada com epiisopiloturina para a produgao
de nanoparticulas com efeito antiinflamatério e anti-esquistossémico, as quais
apresentaram resultados favoraveis para tal fim (DO AMARAL RODRIGUES et al., 2019).

[017] Através de todos esses estudos a GC e suas modificagcdes quimicas apresentaram
propriedades fisico-quimicas desejaveis, sugerindo sua utilidade com matriz polimérica

para carreamento de diversas classes de farmacos.

[018] Outro dos biopolimeros notaveis € a quitosana (QTS), polimero derivado da quitina,
um polissacarideo presente na natureza em crustaceos e em algumas espécies de
fungos. Este polimero é obtido por desacetilagdo da quitina, podendo aparecer no
mercado com diversos graus de desacetilagdo, assim como com diversos pesos
moleculares. Estruturalmente, a QTS é um poli(2-amino 2-deoxi D-glucopyranose), no
qual as unidades de repeticdo estéo ligadas por ligagdes 3 1-4. Possui grupos hidroxil e
grupos amino reativos, que por modificagdo quimica nos permitem a obtencdo de
derivados com propriedades diferentes, possibilitando diversas aplicagdes. O polimero é
largamente usado, ndo so6 na industria farmacéutica (excipiente, composigao de produtos
para emagrecimento), como na industria alimentar, na agricultura, na industria de
cosmeéticos, tratamento de aguas, etc. O interesse por este polimero tem sido crescente
nos ultimos anos, principalmente pela sua abundancia na natureza, pelas suas
propriedades fisico-quimicas, por ser biodegradavel e por ndo apresentar toxicidade
(FERREIRA, 2012; RIBEIRO, 2007; YOU et al., 2013).

[019] A quitosana tem sido usada como veiculo em nanoparticulas poliméricas para a
administragdo de farmacos por varias vias de administracdo. Nanoparticulas (NP)
preparadas com quitosana e derivados de quitosana tipicamente possuem uma carga
superficial positiva e propriedades mucoadesivas que podem aderir as membranas
mucosas e liberar a carga util da droga de uma forma de liberagao sustentada (Fig. 3). A
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quitosana apresenta baixa toxicidade tanto in vitro quanto em alguns modelos in vivo
(MOHAMMED et al., 2017).
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Breve descricao dos desenhos

[052] A figura 1 descreve os espectros de FTIR para goma de cajueiro (GC) e goma de
cajueiro acetilada (GCA), a GC sem modificagdo, apresenta bandas caracteristicas na
regido 3342 cm™' devido ao alongamento do -OH, um pequeno pico 2933 cm™ atribuido
as vibragbes de alongamento CH e uma absorgéo a 1014 cm™' devido as vibragdes de
estiramento do C-O-C dos enlaces glicosideos. De acordo com a literatura a reagéo de
acetilagdo é confirmada pela presenga da banda em 1738 cm™', essa banda se refere ao
grupo C=0 onde se verifica a inser¢do de grupos acetila na goma cajueiro. A estrutura
da goma foi preservada apdés a modificagao ja que a GCA apresenta um alongamento
em 3356 cm™' (-OH) e um pico 1041 cm™' (C-O-C), semelhantes na GC.

[053] A figura 2 apresenta o tamanho e Potencial Zeta das nanoparticulas sem
revestimento. Onde, NP1 = fase organica acetona, NP2 = fase orgénica acetona + DMSO

(1:1).

[054] A figura 3 apresenta o tamanho e potencial Zeta das nanoparticulas com
revestimento. Onde, NP2 — DMSO + Acetona (1:1) e a proporgao de suspencgao de NP2
+ QTS usada foi 2:1.

Descrigao da invengao

[055] E objeto da presente invenc&o obter nanoparticulas poliméricas a partir da goma
de cajueiro acetilada recobertas com biopolimero quitosana para a liberagao do farmaco
nevirapina utilizado para o tratamento do HIV pediatrico.

[056] A goma de cajueiro foi submetida a um processo de modificagdo quimica, onde os
grupamentos acetil foram introduzidos em sua estrutura em um processo com uso de

solventes, resultando na goma de cajueiro acetilada.

[057] As nanoparticulas foram formuladas por emulsificagcdo e evaporagao de solventes
e depois foram revestidas por adi¢do gota a gota de solu¢do de quitosana. Esta invengao
inclui a producao de sistemas de liberagado por meio de formulagdes para veiculagao de

moléculas com atividade antiviral.
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[058] A presente invencdo tem a vantagem de ser capaz de fornecer uma nova tecnologia
de veiculacao de farmacos antivirais a partir de um produto natural procedente do Brasil,
utilizando-se goma de cajueiro acetilada com a oportunidade de aplicar recursos naturais

abundantes no pais, pouco explorado e com menor toxicidade.

A goma de cajueiro acetilada (GCA) foi sintetizada conforme descrito por PITOMBEIRA
et al. (2015).

[059] A modificagdo quimica da GCA foi confirmada utilizando por espectroscopia na
regido do infravermelho usando espectrofotdmetro FT-IR PerkinElmer, espectro 400, no
modulo ATR, na faixa de 4000 a 650 cm™™".

[060] As nanoparticulas nédo recobertas foram preparadas seguindo a técnica de
evaporacgao de solvente. Foram preparadas duas formulagées nomeadas NP1-NVP e
NP2-NVP. Para a primeira formulagdo, GCA 20 mg e NVP 10 mg foram dissolvidas em
2 mL de acetona. Esta fase organica foi adicionada lentamente a agua 10 mL, sob
sonicagao, durante 2 min, com amplitude de 70%. Agua foi entdo usada para completar
o volume final até 20 mL. As nanoparticulas foram mantidas sob agitagdo magnética a
350 rpm a temperatura ambiente para evaporagdo completa do solvente organico. A
outra formulagdo mudou unicamente de acetona para 2 mL da mistura de acetona/DMSO
(1:1). Nanoparticulas compostas apenas com polimero também foram produzidas,

seguindo o mesmo procedimento.

[061] As nanoparticulas foram recobertas com solugdo de quitosana. Para obter a
solugéo de quitosana, o polimero foi dissolvido em solug&o de acido acético a 1% (v/v)
com agitacado por 12 h. O recobrimento envolve a adigdo por gotejamento de uma
solugdo de quitosana nas concentragbes 0,025% e 0,05% (p/v) a suspencédo de
nanoparticulas de GCA. Apds a adigédo as formulagdes foram mantidas sob agitagédo por
40 min a temperatura ambiente, as nanoparticulas foram codificadas com os nomes de
NP2 - QTS (0,025%) — NVP e NP2 - QTS (0,05%) — NVP. Nanoparticulas ndo carregadas
(NP2-Branco) foram recobertas para a formulacdo NP2-NVP, seguindo o mesmo

procedimento.

[062] As medidas do tamanho das particulas e o indice de polidispersédo foram realizados
através do espalhamento dindmico de luz (espectroscopia de correlagdo de fotons)
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utilizando um analisador de particula Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., UK),
2 mL de cada suspensao de nanoparticulas foram centrifugadas a 4.000 RPM por 2
minutos. As medigdes foram realizadas em triplicata a 25°C com uma detecgéo de angulo
de 90°. Dados foram apresentados como a distribuigdo média do tamanho e o desvio
padrdao do tamanho das particulas. Segundo as figuras 2 e 3, as nanoparticulas
apresentaram tamanho médio variando de 127,2 a 221,3 as nao recobertas e de 403,5

a 596,5 as recobertas.

[063] A carga superficial das nanoparticulas foi determinada por eletroforese doppler
laser, utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., UK). As
medi¢cdes foram realizadas em uma célula de eletroforese capilar dobrada (Malvern
Instruments Ltd., UK) a 25°C, 2 mL de cada suspensdo de nanoparticulas foram
centrifugadas a 4.000 RPM por 2 minutos. A analise de potencial zeta, foram realizadas
em ftriplicata e os dados foram apresentados como média e desvio padrdo. As
nanoparticulas apresentaram uma carga de superficie variando de -44,7 a -33,0 as ndo
recobertas e +54,3 a 64,0 as recobertas.

[064] Para verificar a eficiéncia de encapsulagdo e determinar o drug loading, foi
realizado o seguinte procedimento. Nanoparticulas contendo nevirapina (100 uL) foram
colocadas em um eppendorf com capacidade para 2 mL, e diluidas em 1900 uL de agua
ultrapura, separadas do sobrenadante aquoso contendo nevirapina livre por
centrifugacédo (11.000 rpm por 40 min a 25 °C), a quantidade de nevirapina livre foi
determinada em triplicata com espectrofotometro Varian Cary 50 UV-Vis (Agilent
Technologies, Santa Clara, Califérnia, EUA), na absorbancia de 283 nm, usando uma
cubeta de micro quartzo (10 mm de caminho 6ptico). A diferenga entre a quantidade
inicial de nevirapina e a nevirapina no sobrenadante corresponde a quantidade de
nevirapina retida nas nanoparticulas.

Concentragido X volume final
0,1 X 200

[065] Equagao 2: Massa livre =

100 X Massa livre

[066] Equacgao 3: % Livre =

Peso do farmaco
[067] Equacao 4: EE = 100 — % livre

Massa inicial do farmaco—massa livre

[068] Equacao 5: DL (%) = X 100

massa do polimero+massa inicial do farmaco
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[069] A morfologia das nanoparticulas foi analisada por Microscopia de Forga Atémica
(MFA). As amostras foram diluidas na propor¢ao de 1:10 (v/v) e deixadas em banho
ultrassénico por 30 minutos. Posteriormente foi retirada uma aliquota de 10 uL de cada
amostra e depositada em uma superficie de mica, em seguida foi deixada por 15 minutos
em uma estufa a uma temperatura de 36 °C, para a secagem e realizagao da analise. O
equipamento utilizado para a analise foi o TT-AFM (AFM Workshop - EUA) no modo
contato intermitente, utilizando as pontas de Silicio da TED PELLA (TAP300-G10) em
uma frequéncia de amplitude aproximadamente 239 kHz. O programa Gwyddion 2.45,
foi utilizado para tratar as imagens e obter o tamanho (nanémetros) das nanoparticulas.
A analise estatistica dos resultados obtidos foi realizada com o uso do programa

GraphPad Prism 6, bem como obter histogramas de tamanho das nanoparticulas.

[070] Para caracterizar o perfil de liberagcdo de nevirapina em condi¢gdes que simulam o
trato intestinal, 8 mg de nanoparticulas liofilizadas foram colocadas em uma membrana
de dialise (14 kDa) em 7 mL de tampé&o fosfato pH 6,8 (37 °C) com agitacado constante
de 120,00 RPM. As amostras foram recolhidas e substituidas pelo mesmo volume de
meio de incubagao em tempos pré-determinados. Para determinagao da insulina liberada
das nanoparticulas, as amostras foram analisadas com espectrofotdmetro Varian Cary
50 UV-Vis (Agilent Technologies, Santa Clara, Califérnia, EUA), na absorbéancia de 283

nm, usando uma cubeta de micro quartzo (10 mm de caminho 6ptico).

Exemplos de concretizagdes da invengao

[071] Sistema nanoparticulado composto por as matrizes poliméricas goma do cajueiro
acetilada e quitosana para o carreamento do farmaco nevirapina como uma alternativa

para o tratamento do HIV pediatrico.
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REIVINDICAGOES

1. SISTEMA NANOPARTICULADO, caracterizado por ser produzido com goma do
cajueiro acetilada e quitosana para o carreamento de farmacos para tratamento do
HIV

2. SISTEMA NANOPARTICULADO de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
por producao de nanoparticulas utilizando massa de goma do cajueiro acetilada 5,0
a 40,0 mg, massa de farmaco preferencialmente nevirapina 5,0 a 40,0 mg e
solubilizagdo em meio orgéanico, fazendo uso dos solventes organicos acetona ou
acetona/dimetilsulféxido (1:1 v/v), no volume de 0,5 a 4,0 mL e adicdo de agua no
volume de 5,0 a 20,0 mL

3. SISTEMA NANOPARTICULADO de acordo com a reivindicacdo 2, caracterizado
por uso do disruptor celular ultrassénico com amplitude de 40 a 80 % por tempo 1 a
4 minutos, para homogeneizagéo e obtencéo de particulas na nanoescala

4. SISTEMA NANOPARTICULADO de acordo com a reivindicagao 3, caracterizado
por adigao de agua no sistema obtido para que o volume final seja 20,0 mL e agitagao
magneética ate a evaporagéo do solvente orgénico

5. SISTEMA NANOPARTICULADO de acordo com a reivindicacdo 4, caracterizado
por recobrimento das nanoparticulas por gotejamento fazendo uso de uma solugao
de quitosana 1% na concentracdo entre 0,01 a 0,1%, sob agitagdo magnética e

temperatura ambiente.
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DESENHOS
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Figura 1
Potencial
Tamanho PDI EE DL
Zeta (mV)

NP1-Branco 215,7+1,5 0,127 +£0,01 -414+04 - -

NP1-NVP 221,3+19,9 0,293+0,08 -39,7+2.2 80,9+ 0,22 27,3+£0,26
NP2-Branco  220,8 +1,0 0,156 £ 0,01 -33,0+0,4 - -

NP2-NVP 127,2+17,7 0,167+0,06 -44,7+3/4 89,6 + 0,97 30,15 +£0,53

Figura 2
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Potencial Zeta

Tamanho PDI (mV)
NP2 - QTS (0,025%) - Branco* 403,5+5,2 0,283 £ 0,07 +61,5+4,6
NP2 - QTS (0,025%) - NVP* 437,31+ 14,0 0,250 £ 0,02 +54,3+1,5
NP2 - QTS (0,05%) - Branco* 4529+ 9,6 0,263 £ 0,02 +64,0+1,3
NP2 - QTS (0,05%) - NVP* 596,5 + 16,9 0,327 £ 0,06 +62,5+1,4
Figura 3
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RESUMO

SISTEMAS NANOPARTICULADOS A PARTIR DO POLISSACARIDEO
MODIFICADO DE Anacardium occidentale L. (GOMA DO CAJUEIRO)
PARA O TRATAMENTO DO HIV PEDIATRICO

A presente invencao descreve o processo de obtencao e a aplicacao
de sistemas de liberacao de medicamentos. O sistema de liberacao de
medicamentos consiste em um sistema nanoestruturado, a partir de um
heteropolissacarideo, modificado, para sua utilizacdo na area
farmacéutica. O processo de hidrofobizacao na goma do cajueiro
acetilada favorece a interacao com polimeros cationicos para formar
nanoparticulas. Seu uso é indicado para o transporte de farmacos contra

o HIV, preferencialmente nevirapina.
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