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APRESENTACAO
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Ciéncias Biolégicas, mas fazem interface com meio Ambiente, Engenharia, Ciéncias da
Saude, Antropologia, Tecnologia de alimentos, entre outras areas.

Ao longo de 13 capitulos serdo discutidas diferentes tematicas, com embasamento
tedrico-cientifico adequado, atualizado e serao revistos conceitos importantes. Este livro é
principalmente voltado para os estudantes e profissionais que desejam se aprofundar mais
na pesquisa na grande area das Ciéncias Bioldgicas, com uma leitura rapida, dindmica e
cheia de possibilidades de aprendizado.

Assim como todas as publicacbes da Atena Editora, esta obra passou pela revisao de
um Comité de pesquisadores com mestrado e doutorado em programas de p6s-graduagao
renomados no Brasil. Portanto, apresentamos ao leitor um trabalho de qualidade, atualizado
e devidamente revisado por pares.

Boa leitura.

Daniela Reis Joaquim de Freitas
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CAPITULO 11

PRODUCAO DE NANOPARTICULAS DE PEJU/PPG
PARA ENCAPSULACAO DE DICLOFENACO DE

Data de aceite: 25/10/2021
Data de submissdo: 05/08/2021

Cassio Nazareno Silva da Silva
Universidade Federal de Goias, Instituto de
ciéncias biologicas IV

Goiania - Goias

ORCID 0000-0002-9228-0489

Karla de Aleluia Batista

Instituto Federal de Educacéao, Ciéncia e
Tecnologia de Goias, Campus Goiania Oeste
Goiania - Goias

ORCID 0000-0003-4396-032X

RESUMO: Os Anti-inflamatorios ndo esteroidais
(AINEs) séao farmacos amplamente utilizados por
suas propriedades anti-inflamatoria, antipirética
e analgésica. No entanto, sua administracédo na
forma convencional apresenta alguns problemas
como baixa biodistribuicdo e distribuicdo
inespecifica no corpo. Frente a isso, as
nanoparticulas poliméricas (NPPs) se mostram
como uma alternativa promissora capaz de
proteger o principio ativo da rapida degradacao
e depuragéo, além de aumentar a concentragéo
do farmaco na biofase. Dessa forma, o objetivo
do trabalho foi produzir nanoparticulas a base
de polissacarideo de goma do cajueiro (PEJU)
e polipropilenoglicol (PPG) para a encapsulagéo
de diclofenaco de sddio. As nanoparticulas foram
produzidas utilizando-se planejamento composto
central (CCRD) 2% e os materiais obtidos foram
caracterizados quanto ao seu raio hidrodinamico,
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indice de polidispersao (PDI) e potencial Zeta. A
otimizacdo da produgé@o das nanoparticulas foi
realizada empregando-se a funcdo matematica
de desejabilidade, sendo preditos como valores
6timos a producdo de nanoparticulas com 10
mg de PEJU, 10 pL de PPG e homogeneizagéao
a 22000 rpm por 15 min. Nessas condi¢cdes, as
particulas apresentaram raio de 137 nm, PDI de
0,342 e potencial Zeta -5,98 mV, com eficiéncia
de aprisionamento de 95,6%. Desse modo, os
resultados evidenciaram que as nanoparticulas
de PEJU-PPG@diclofenaco sdo promissoras
para o desenvolvimento de sistemas de
liberacdo controlada de medicamentos tipo anti-
inflamatérios.

PALAVRAS-CHAVE: PEJU; PPG; diclofenaco
de sédio; encapsulagéo; CCRD.

DEVELOPMENT OF CGP/PPG
NANOPARTICLES FOR ENTRAPMENT
OF DICLOFENAC SODIUM

ABSTRACT: This work highlights the
development and optimization of nanoparticles
based on cashew gum polysaccharide (CGP)
nanoparticles and polypropylene glycol (PPG)
as carriers for diclofenac sodium (GGP-PPG@
diclofenac). For optimization of the nanoparticles
composition, a central composite rotatable design
(CCRD) was used and results demonstrated
that the best formulation was achieved when
10 mg of CGP were mixed with 10 pL of PPG
and homogenized at 22,000 rpm for 15 min.
Using these parameters of production, the
produced CGP-PPG®@nanoparticles showed
a hydrodynamic radius around 137nm, PDI
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of 0.342, Zeta potential of -5.98 and entrapment efficiency of 95.6%. The release studies
evidenced a sustained release profile of diclofenac up to 68 h. The results showed that CGP-
PPG nanoparticles can be considered as a drug carrier for diclofenac sodium.

KEYWORDS: CGP; PPG; diclofenac sodium; entrapment; CCRD.

11 INTRODUGCAO

Nos ultimos anos, 0 uso nanoestruturas poliméricas tém despertado interesse do
campo cientifico e comercial devido a possibilidade de se controlar de forma eficiente
a liberagdo e direcionamento de farmacos, evitando a degradacdo e depuragdo dos
ativos (ANSARI; SADATI; MOZAFARI; ASHRAFI et al., 2020; NELEMANS; GUREVICH,
2020). Nesse contexto, o polissacarideo extraido da goma do cajueiro (PEJU) destaca-
se como um polimero promissor para ser utilizado como nanocarreador de farmacos
devido a sua atoxicidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade, representando
uma fonte renovavel de fonte vegetal (LEITE; COSTA; COSTA; MACIEL et al., 2017).
Outro polimero que se apresenta como um promissor candidato a ser utilizado em
nanoestruturas € o polipropilenoglicol (PPG). O PPG é utilizado principalmente como
biomaterial para fabricacdo de dispositivos biomédicos, apresentando alta estabilidade
quimica, propriedades mucoadesivas, biocompatibilidade e biodegradabilidade (RAJAN;
PRAPHAKAR; GOVINDARAJ; ARULSELVAN et al., 2017).

Considerando as caracteristicas quimicas destes dois polimeros, neste trabalho foi
testado a eficiéncia de produgéao de nanoparticulas automontaveis utilizando PEJU e PPG
para liberagédo controlada de diclofenaco de sédio. O diclofenaco de sédio € um potente
anti-inflamatério ndo esteroidal (AINE) com propriedades analgésicas, sendo utilizado no
tratamento da dor aguda e em uma ampla variedade de processos inflamatoérios. Apesar
da sua atividade eficiente, o diclofenaco apresenta algumas desvantagens, como tempo de
meia-vida curto, alta porcentagem de ligacdo as proteinas plasmaticas e um metabolismo
pré-sistémico alto (YAHIA; GARCIA-VILLEN; DJELAD; BELAROUI et al., 2019).

Outro problema do diclofenaco é a sua baixa solubilidade em agua e fluidos aquosos,
0 que limita a sua absorgao, dificultando assim a sua administracdo (CHUASUWAN;
BINJESOH; POLLI; ZHANG et al., 2009). Frente a todos esses problemas de administragdo
oral do diclofenaco de sodio, e sua alta atividade como analgésico e anti-inflamatério, esse
farmaco apresenta-se como um étimo candidato para a entrega controlada, com o objetivo
de alcancar uma melhor eficacia terapéutica e adesdo do paciente (CHEIKH; GARCIA-
VILLEN; MAJDOUB; VISERAS et al., 2019).

Para otimizagdo da composi¢cdo das nanoparticulas foi utilizado um planejamento
experimental composto central (CCRD) 22 e as nanoparticulas de PEJU-PPG @diclofenaco
produzidas foram caracterizadas e o comportamento de liberagcao do farmaco foi avaliado
in vitro.
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21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencéo do Polissacarideo de Goma De Cajueiro

A obtencé@o do polissacarideo da goma de cajueiro (Anacardium occidentale) foi
realizada de acordo com a metodologia descrita por Silva e colaboradores (2016). A goma
foi fragmentada e dispersa em agua destilada numa propor¢éo de 1:5 (m/v) e mantida a
temperatura ambiente (25 °C) durante 24 h, sob agitacéo. A disperséo coloidal foi filtrada
em nylon para a remoc¢do de impurezas e precipitada com etanol na propor¢céo de 1:3
(v/v). O polissacarideo da goma de cajueiro (PEJU) precipitado foi entdo separado por
centrifugacgao (5000 rpm, 10 minutos, 4 °C) e seco a temperatura ambiente. Apds a secagem

o material foi moido e armazenado.

2.2 Producao das Nanoparticulas de PEJU/PPG Contendo Diclofenaco de
Sédio

Visando obter a formulagdo com menor didmetro e maior aprisionamento de
diclofenaco de so6dio, as nanoparticulas foram produzidas por emulsificacdo espontanea
utilizando planejamento experimental composto central (CCRD) 23, com pontos estrela
rotacionados ao redor do ponto central. O planejamento foi implementado utilizando
o0 programa Statistica 10.0 (Stasoft Inc. Tulsa, OK, USA). As variaveis independentes
utilizadas foram: massa de PEJU (5 mg; 10 mg; 15 mg), volume de PPG (5 uL; 7,5 uL; 10
uL) e velocidade de agitagédo (14000 rpm; 18000 rpm; 22000 rpm).

Para a produgéo das particulas a fase etanolica (farmaco + PPG) foi gotejada sobre a
fase aquosa (PEJU), e o sistema ficou sob agitagdo mecéanica (Ultraturrax® T25) por 15 min.
Afase etandlica foi preparada pela mistura de diclofenaco de sodio (3,5 mg) e PPG em 1mL
de etanol. A fase aquosa foi composta por uma mistura de PEJU em 60 mL de agua. Apos
a homogeneizacao, a mistura contendo as nanoparticulas foi submetida a evaporagéo do
solvente em concentrador a vacuo (Concentrator Plus™ Eppendorf, Hamburgo, Alemanha)

e a nanoemulséo produzida foi armazenada a 4° C até posterior analise.

2.3 Eficiéncia de Encapsulacao (EE)

A eficiéncia de encapsulacdo (EE) das nanoparticulas de PEJU/PPG contendo
diclofenaco de sodio foi avaliada segundo Cheikh e colaboradores (2019), utilizando uma
curva analitica de diclofenaco de sodio (r2=0,996) no comprimento de onda de maxima
absorgdo (280 nm). Para a quantificagdo do contetdo de farmaco retido nas particulas,
o0 sobrenadante das formulagbes foi quantificado em espectrofotometro UV/VIS (BEL
photonics 2000 UV) no comprimento de onda de 280 nm. As quantificagbes foram realizadas
em triplicada, e a eficiéncia de encapsulagéo foi calculada de acordo com a equacgéo:
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onde, IV, € a concentragéo de diclofenaco ofertada na produgéo das NPPs e € a
concentracéo do farmaco no sobrenadante das NPPs formadas.

2.4 Caracterizacao das Nanoparticulas

As particulas foram caracterizadas quanto ao raio hidrodinamico, potencial Zeta
e o0 indice de polidispersdo por meio de dispersdo de luz dinamica (DLS) utilizando um
analisador ZetaSizer Nano (ZEN 1600, Malvern).

2.5 Cinética de Liberacao

O estudo de liberagéo foi realizado em célula de difusdo vertical do tipo Franz
segundo Kim e colaboradores (2010). O compartimento receptor foi preenchido com
solugéo salina 0,9% tamponada (pH 6,8), e mantido a 37 °C com agitacéo de 300 rpm. No
compartimento doador foi colocado 5 mL de solugdo contendo a nanoparticula de PEJU-
PPG@diclofenaco, e entre o compartimento doador e receptor foi colocado uma membrana
de nitrocelulose. O perfil de liberagéo foi acompanhado por 72 h, sendo coletado aliquotas
de 1 mL em intervalos regulares de tempo e a quantidade de diclofenaco liberado foi
quantificada por espectrofotometria.

2.6 Analise Estatistica

Todos os testes foram realizados em triplicada, com repeticdo. Os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste Tukey para comparagéo entre médias
utilizando o programa Statistica 10.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA), com nivel de
significancia de 95%.

Os dados obtidos no planejamento composto central foram analisados utilizando-
se 0 programa Statistica 10.0 e os resultados experimentais ajustados através de andlise
de regressdo de modelo quadratico, de acordo com a seguinte equagado polinomial de
segunda ordem:

onde, Y representa a resposta obtida, a,corresponde ao intercepto, a,representa o
coeficiente linear (efeito) de cada fator, a, representa o coeficiente quadratico de cada fator,
a, representa a interacéo entre dois fatores, X e XJ. representam os fatores avaliados. O
modelo foi simplificado por ANOVA e os termos que néo foram estatisticamente significativos
foram automaticamente excluidos da equacéo de regressao (p>0,05).
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Otimizacao da producao das particulas de PEJU-PPG@diclofenaco

Aanalise por CCRD apresentou 16 formulagdes, e os resultados de raio hidrodinamico

e eficiéncia de aprisionamento do farmaco sdo mostrados na Tabela 1. Como pode ser

observado, as particulas produzidas apresentaram raio hidrodindmico entre 272 nm e 5,04

um.
Variaveis independentes Variaveis dependentes
Ensaio Pelu X, X, Raio hidrodinamico Eficiéncia de
(mg) PPG (uL) Velocidade (rpm) (nm) encapsulacao (%)
1 5 14000 448 93,5
2 5 22000 604,5 87,9
3 5 7.5 18000 471 78,3
4 5 10 14000 2254 77,6
5 5 10 22000 330 78,2
6 10 5 18000 1585 96,6
7 10 7.5 14000 1048,5 91,7
8 (c) 10 7.5 18000 348 90,6
9 10 7.5 22000 272 91,6
10 10 10 18000 318 90,5
11 15 5 14000 5040 92,4
12 15 5 22000 968 91,2
13 15 7.5 18000 1354 89,8
14 15 10 14000 5000 90,3
15 15 10 22000 526 89,9
16 (c) 10 75 18000 321 90,5

Resultados expressos como médias de 6 repeticbes.

Tabela 1. Resultados obtidos no planejamento 22 para raio hidrodinamico, e eficiéncia de
aprisionamento de diclofenaco de sédio das nanoparticulas de PEJU-PPG@diclofenaco.

Os resultados da andlise multivariada evidenciaram que todas as variaveis

independentes influenciaram significativamente os valores de raio hidrodinamico (p<0,05).

Como pode ser observado no diagrama de Pareto (Figura 1), o efeito linear (X,) e quadratico

(X,?) da concentragédo de PEJU e o efeito quadratico do volume de PPG (X,2) causaram um

aumento significativo no raio das particulas. Por outro lado, todos os efeitos de interacédo

(X, X, X, X, e X, X,) proporcionaram uma redug&o no raio hidrodindmico das nanoparticulas

1772

de PEJU-PPG @diclofenaco.
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Figura 1. Diagrama de Pareto representando os efeitos da massa de PEJU (X)), volume de PPG (X,) e
velocidade de agitagéo (X,) no raio hidrodinamico.

De modo geral, o raio hidrodinamico das particulas foi fortemente afetado pela massa
de PEJU, uma vez que a estrutura ramificada e o carater hidrofilico do polissacarideo
aumentam a interacéo quimica da particula com o ambiente aquoso, e consequentemente
aumentam o raio hidrodinamico do material no meio. Por outro lado, o raio diminui
a medida que a velocidade de agitagdo é aumentada, efeito que pode ser explicado
pela relagédo direta entre a velocidade de rotagdo e a forga de cisalhamento sobre as
moléculas (BURCHARD, 2008). O aumento da velocidade origina forcas de cisalhamento
e empuxo extremamente fortes, aumentando a turbuléncia entre o rotor e o estator (gap
de cisalhamento), o que aumenta a taxa de colisdo entre os polimeros e leva a reducéo do
tamanho das nanoparticulas formadas. Resultados semelhantes foram obtidos por Bhadra
e colaboradores (2016), Burapapadh e colaboradores (2016) e Zhang e colaboradores
(2019), que evidenciaram a eficacia do uso de homogeneizac¢ao baseada em cisalhamento
com o objetivo de reduzir o tamanho de nanoparticulas.

Os resultados de andlise multivariada também indicaram que os dados experimentais
apresentaram encaixe com um modelo quadratico e a analise de regressdo demonstrou que
o raio hidrodinamico se relaciona com o teor dos polimeros e a velocidade de rotag@o por
uma fung¢é@o de segunda ordem, levando-se em consideragéo os fatores estatisticamente
significativos. Desse modo, o modelo matematico para a predicdo dos valores do raio
hidrodindmico em funcéo das variaveis testadas pode ser representado pela seguinte
equacéo (r’=0,91):
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Onde X, refere-se a massa de PEJU, X, representa o volume de PPG e X, representa
a velocidade de agitacéo.

Com o objetivo de avaliar a viabilidade das particulas de PEJU-PPG em atuarem
como carreadores de diclofenaco de sodio, o efeito da concentragdo dos polimeros e da
velocidade de agitacdo foram avaliados e os resultados estdo apresentados na Tabela
1. Como pode ser observado, independentemente da composi¢do das nanoparticulas, a
eficiéncia de aprisionamento foi superior a 70% em todas as formulagdes, o que evidencia
que as particulas de PEJU-PPG sao promissoras como carreadoras de farmacos.

Os resultados da andlise multivariada indicaram que os dados experimentais
apresentaram enquadramento no modelo quadratico e o modelo matematico para a
predicéo dos valores da eficiéncia de encapsulagéo em fungéo das varidveis testadas pode

ser representado pela seguinte equacgéo (r’=0,97):

Onde X, refere-se a massa de PEJU, X, representa o volume de PPG e X, refere-se
a velocidade de agitacéo.

A avaliacdo da relagéo entre as variaveis dependentes e independentes mostra que
o efeito linear positivo do PEJU é o que mais influenciou na resposta (Figura 2). Além disso,
os efeitos quadraticos do volume de PPG (X,?) e velocidade de agitagdo (X.?) e os fatores
de interagdo X X,e X, X, também tiveram efeito positivo na resposta, contribuindo para o
aumento do conteudo de diclofenaco aprisionado nas nanoparticulas. Por outro lado, os
termos lineares do volume de PPG (X,) e velocidade de agitagéo (X,) e o termo quadratico
da massa de PEJU (X,?) afetaram negativamente a eficiéncia de encapsulagéo (Figura 2).

Figura 2. Diagrama de Pareto representando os efeitos da massa de PEJU (X)), volume de PPG (X,) e
velocidade de agitagéo (X,) na eficiéncia de encapsulagéo.
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A eficiéncia de aprisionamento do farmaco depende fortemente da solubilidade do
farmaco no estado sélido da matriz polimérica, ao peso molecular do principio ativo, da
interacdo farmaco-polimeros e da presencga de grupos funcionais. Nesse caso, & possivel
que as interagbes dipolo-dipolo entre o diclofenaco e as moléculas de PEJU favore¢gam
encapsulacdo do farmaco. Essa atracdo entre a regido parcialmente positiva do PEJU
(6*: hidrogénio dos grupos hidroxila) e a regido parcialmente negativa do diclofenaco (d':
cloro e oxigénio carboxilico) pode causar mudancgas na estrutura interna da nanoparticula
polimérica, acarretando uma penetracdo profunda do diclofenaco na cadeia polimérica de
PEJU (MIKHAILOV; AMOSKOV; DARINSKII; BIRSHTEIN, 2020).

Por outro lado, quanto maior o contetdo de PPG, menor é a porcentagem de
aprisionamento do farmaco (Figura 2). Esse efeito provavelmente esta relacionado ao
processo de automontagem da nanoparticula, e ndo as caracteristicas intrinseecas do
PPG. E provavel que o PPG atue de forma a causar um impedimento estérico que reduz as
forgas de atracéo entre o diclofenaco de sédio e o PEJU, reduzindo os locais disponiveis
para a interagéo farmaco-PEJU, e consequentemente, seu aprisionamento.

Por fim, a otimizacdo dos parédmetros de producdo das nanoparticulas de
PEJU-PPG@diclofenaco foi realizado utilizando-se a fungdo de desejabilidade, sendo
matematicamente determinado como parémetros 6timos 10 mg de PEJU, 10 yL de PPG
e velocidade de agitagdo de 22.000 rpm (d=0,95). Nessas condi¢des, as nanoparticulas
produzidas deveriam ter raio hidrodindmico em torno de 150 nm. O modelo foi validado
experimentalmente para confirmar a previsdo matematica, e as nanoparticulas produzidas
apresentaram raio de 137 nm, valor préximo ao calculado pelo modelo de desejabilidade.
Além disso, o indice de polidisperséo (PDI), potencial zeta e eficiéncia de encapsulagéo para
a formulacdo otimizada foram avaliados. As nanoparticulas de PEJU-PPG@diclofenaco
apresentaram PDI de 0,342, sugerindo que o sistema é moderadamente polidisperso
(BHATTACHARJEE, 2016; DANAEI; DEHGHANKHOLD; ATAEI; HASANZADEH DAVARANI
et al., 2018). A carga superficial das nanoparticulas foi negativa, com um potencial zeta de
-5,98, e a eficiéncia de encapsulag¢do de 95,6%.

3.2 Perfil de liberacao do diclofenaco de sédio encapsulado

Com o objetivo de avaliar o potencial das nanoparticulas de PEJU-PPG para liberagdo
controlada do diclofenaco de sédio, o sistema PEJU-PPG@diclofenaco foi avaliado
quanto ao perfil de liberagdo do farmaco ao longo de 68 h. O experimento foi realizado
em condi¢des intestinais simuladas (pH 6,8), uma vez que € o local onde majoritariamente
ocorre a absorgao dos farmacos administrado por via oral. Como pode observado na Figura
3, a liberagéo lenta e gradual do diclofenaco de sédio ocorreu até 50 h de ensaio, sendo
observado uma liberagdo cumulativa de 41%. Apds esse ponto, foi observado um platé
de liberagdo sustentada até 68 h. Esse perfil de liberagdo controlada e prolongada de
diclofenaco € uma alternativa interessante para evitar os problemas de efeitos de pico/vale
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comumente associados a administragao oral convencional deste farmaco. Desse modo, a
possibilidade de liberacao controlada e prolongada do diclofenaco encapsulado contribuiria
para o aumentando da eficiéncia do tratamento, reduzindo os efeitos adversos comumente

associados ao uso do diclofenaco de soédio.

Figura 3. Perfil de liberagéo in vitro do diclofenaco de sodio encapsulado em nanoparticulas de PEJU-
PPG (n= 6 ensaios).

Perfis de liberacdo semelhantes foram observados por Dias e colaboradores
(2016), onde foi observado uma liberacgéo lenta de diclofenaco dietilamina encapsulado em
nanoparticulas de goma de cajueiro acetilada. Outros sistemas de liberagdo poliméricos
com diclofenaco apresentaram desempenho semelhante (DUARTE JUNIOR; TAVARES;
ALVES; DE MOURA et al., 2017; YAHIA; GARCIA-VILLEN; DJELAD; BELAROUI et al.,
2019; YOUSEFI; TARHRIZ; EYVAZI; DILMAGHANI, 2020) sendo observado uma liberagéo
eficaz do diclofenaco.

41 CONCLUSOES

A utilizagdo do planejamento experimental composto central 23 se mostrou eficiente
para a otimizagcdo dos parametros de produgdo das nanoparticulas de PEJU-PPG@
diclofenaco. Os resultados evidenciaram que o aumento da velocidade de agitacéo e a
interacéo entre os polimeros contribuiram para a producéo de nanoparticulas com menor
raio hidrodindmico e maior eficiéncia de encapsulagdo. As particulas de PEJU-PPG@
diclofenaco otimizadas apresentaram EE de 95,6%, raio hidrodinamico de 137 nm, PDI de
0,342 e potencial zeta de -5,98 mV. Por fim, os resultados de liberagdo evidenciaram que
as nanoparticulas sdo materiais promissores para o carreamento e liberagéo controlada
e prolongada do diclofenaco de sédio, contribuindo para evitar problemas de pico/vale e
rapida depuragdo associados a administragdo convencional desse medicamento.
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