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RESUMO

Neste trabalho, foram produzidas nanoparticulas a base de quitosana ¢ goma do cajueiro
modificada utilizando a técnica de complexacao polieletrolitica. Foram obtidos dois derivados
da goma do cajueiro, um carboximetilado e outro sulfatado. As modificagdes foram
confirmadas por FTIR e RMN '3C. O derivado carboximetilado exibiu uma degradagdo na
cadeia confirmada por cromatografia em permeacao em gel, enquanto o derivado sulfatado ndo
apresentou mudanga em sua massa molar de pico. As nanoparticulas mostraram as bandas
caracteristicas dos polieletrolitos de partida no espectro de infravermelho. Em agua destilada,
ambos os sistemas apresentaram escala nanométrica. As nanoparticulas com goma do cajueiro
carboximetilada tiveram tamanho entre 150 e 195 nm, enquanto as nanoparticulas com goma
do cajueiro sulfatada apresentaram tamanho entre 145 e 285 nm. As menores nanoparticulas
foram aquelas dos sistemas QTGCM75 (sistema com quitosana ¢ goma do cajueiro
carboximetilada com n*/n=0,75) e QTGCS75 (sistema com quitosana e goma do cajueiro
sulfatada com n"/n"=0,75) com 154 ¢ 149 nm, respectivamente. Quanto ao potencial zeta, o
melhor sistema foi 0 QTGCM?75, com -22,2 mV. Assim, o sistema QTGCM?75 foi selecionado
para prosseguir com o encapsulamento do acetato de timila. Foi obtida uma eficiéncia de
encapsulamento de 41% e capacidade de carreamento de 24%. O sistema apresentou um perfil
de liberagao controlado, liberando 97% do acetato de timila encapsulado em 120 horas. Quanto
a cinética de liberacdo, o sistema adequou-se ao modelo cinético de Korsmeyer-Peppas,
indicando um mecanismo de liberagdo por difusdo Fickiana e ao modelo de Higuchi. As
nanoparticulas apresentaram caracteristicas promissoras para o encapsulamento do acetato de

timila.

Palavras-chave: Nanoparticula. Complexacdo polieletrolitica. Liberagao de farmacos.



ABSTRACT

In this work, nanoparticles were produced based on chitosan and modified cashew gum using
the technique of polyelectrolytic complexation. Two derivatives of cashew gum were obtained,
one carboxymethylated and the other sulfated. The modifications were confirmed by FTIR and
3C NMR. The carboxymethylated derivative exhibited a chain degradation confirmed by gel
permeation chromatography, while the sulfated derivative showed no change in its peak molar
mass. The nanoparticles showed the characteristic bands of the starting polyelectrolytes in the
infrared spectrum. In distilled water, both systems presented a nanometric scale. The
nanoparticles with carboxymethylated cashew gum showed between 150 and 195 nm in size,
while the nanoparticles with sulfated cashew gum were between 145 and 285 nm in size. The
smallest nanoparticles were the QTGCM75 (system with chitosan and carboxymethylated
cashew gum with n"/n=0.75) and QTGCS75 (system with chitosan and sulfated cashew gum
with n"/n=0.75) systems with 154 and 149 nm, respectively. As for the zeta potential, the best
system was the QTGCM75, with -22.2 mV. Thus, the QTGCM?75 system was selected to
proceed with the encapsulation of thymol acetate, obtaining an encapsulation efficiency of 41%
and loading capacity of 24%. The system presented a controlled release profile, releasing 97%
of the encapsulated thymol acetate in 120 hours. As for the release kinetics, the system was
adapted to the Korsmeyer-Peppas kinetic model, indicating a release mechanism by Fickian
diffusion and the Higuchi model. The nanoparticles showed promising characteristics for the

encapsulation of thymol acetate.

Keywords: Nanoparticle. Polyelectrolytic complexation. Drug release.
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1 INTRODUCAO

A criagdo de caprinos e ovinos ¢ muito comum no Brasil e de grande importancia
na economia. Segundo o IBGE e o Cepea/USP, o PIB brasileiro foi de 6,36 trilhdes em 2017,
onde 1,40 trilhdo correspondem a contribui¢cdo do agronegodcio. Em 2017, a pecuéria contribuiu
com 6,8% do PIB, movimentou 523,25 bilhdes e foi responsavel pela criagdo de 353.725 vagas
de empregos com carteira assinada segundo o Ministério do Trabalho. Fica, comprovada, assim,
sua importancia no cenario nacional.

O setor de pequenos ruminantes (caprinos € ovinos) possui relevancia mundial. A
sua criagdo tem um papel socioecondmico muito importante, na preservagdo de ecossistemas,
conservagdo da biodiversidade e fornecendo diversos produtos para o mercado (MARINO et
al, 2016). Dentre os produtos de consumo fornecidos, encontram-se: 13, couro, carne €
laticinios, tornando-se parte importante da economia brasileira. Entretanto, alguns fatores
podem causar a diminui¢do da produtividade animal. Dentre os principais fatores encontra-se a
infeccdo por parasitas gastrointestinais, que causa diminuicao no apetite, perda de peso e danos
no sistema gastrointestinal, ocasionando uma diminui¢do significativa na qualidade dos
produtos obtidos a partir do rebanho, e gerando grande perda econdmica (SILVA et al, 2018).

Vérios medicamentos foram desenvolvidos a fim de tratar os diversos parasitas que,
com frequéncia, atingem os rebanhos brasileiros. Algumas classes de medicamentos sdo:
benzimidazois, imidazotiazois, spirindoles, benzenosulfonamida e organofosforados. O uso
indiscriminado desses anti-helminticos propiciou o desenvolvimento de resisténcia por parte
dos nematoides, tornando mais dificil o combate contra a infec¢do parasitaria (AMARANTE,
2014).

Dentre os parasitas gastrointestinais hematdéfagos, destaca-se o Haemonchus
contortus, devido a sua grande incidéncia, e grande resisténcia desenvolvida frente a diversas
classes de anti-helminticos, tais como: aminoacetonitrilas, benzimidazol, lactonas
macrociclicas, salicilanilidas e triclabendazol (SANGSTER, COWLING & WOODGATE,
2018).

Buscando novos meios de combater a infec¢do helmintica, 6leos essenciais com
potencial anti-helmintico t€m sido estudados, como os de: Lippia sidoides, Mentha piperita,
Hura crepitans, Carapa guianensis e Piper tuberculatum (CARVALHO et al, 2012).

O acetato de timila ¢ um derivado acetilado do timol, que ¢ encontrado em pequenas
quantidades em diversos 6leos essenciais, como no dleo essencial de Lippia sidoides (VERAS

et al, 2012), Origanum vulgare (KULISIC et al, 2004) e Thymus vulgaris (BOZIN et al, 2006).
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Diversas atividades biologicas do timol sdo relatadas na literatura, como antibacteriano (XU et
al, 2008 e WATTANASATCHA et al, 2012), antifungico (ROMERO et al, 2009) e nematicida
(CHOI et al, 2007). O timol, no entanto, apresenta toxicidade elevada, o que dificulta sua
aplicacdo direta (TABARI et al, 2017). Uma alternativa para diminuir a sua toxicidade ¢ a
acetilacdo. Esses derivados (acetato de timila) mantém sua atividade biologica, com eficiéncia
comprovada frente ao nematoide Haemonchus contortus (ANDRE et al, 2017).

Os sistemas de liberagao controlada t€ém sido amplamente estudados nos ultimos
anos, com grande aplicagdo na area farmacé€utica e biomédica. Eles sao utilizados para proteger
e liberar com regularidade alguns principios ativos, diminuindo a toxicidade e prolongando a
sua atividade bioldgica. Alguns principios ativos tém sua vida util bastante restrita, pois sofrem
grande degradacdo devido a sua reatividade, principalmente no meio ambiente, por fatores
como luz, pH e calor (FELIX et al, 2016).

Encapsulamento ¢ um processo que retém o material em um revestimento que isola
e protege este contra o ambiente externo (IMBROGNO et al, 2015). As nanoparticulas (NPs) a
base de polissacarideos tém sido amplamente estudadas devido a capacidade de encapsular
principios ativos de forma eficiente em suas matrizes poliméricas hidrofilicas, através de
diferentes tipos de interacao, incluindo as idnicas entre compostos com cargas elétricas opostas
(ABREU, 2008).

As NPs sdo utilizadas para revestir os farmacos, visando evitar a degradacao do
principio ativo, melhorar a eficacia de sua atividade, diminuir a sua toxicidade e expandir a sua
atividade biolégica (CLEMENTE-NAPIMOGA et al., 2012).

A quitosana (QT) é um polissacarideo catidnico, derivado da quitina. E um
polimero biodegradével e atdoxico quando administrado via oral (OLIVEIRA et al, 2014), o que
a torna aplicavel para producao de particulas utilizaveis em sistemas de liberag@o controlada. A
QT também ¢ adequada a produgdo de particulas por complexac¢do polieletrolitica.

Portanto, este trabalho tem como objetivo encapsular o acetato de timila em
nanoparticulas formadas por complexacdo polieletrolitica, utilizando quitosana e goma do
cajueiro modificada como polieletrélitos, visando uma aplicacdo anti-helmintica frente ao

Haemonchus contortus.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Agropecuaria e doencas parasitarias

Agropecudria € um termo utilizado para se referir a agricultura e a pecudria. Ela tem
um importante papel no desenvolvimento econdmico brasileiro, tornando-se um dos pilares de
sustentagdao da economia do pais. Os principais produtos da agropecuaria brasileira sao: leite de
vaca, leite de cabra, ovos de galinha, graos, frutas, verduras, dentre outros, para o setor de
alimentos, ¢ 13 para o setor de matéria-prima. E uma grande fonte de produgdo de alimentos e
matéria-prima, tem contribui¢cdo importante no Produto Interno Bruto (PIB) brasileiro e ainda
¢ responsavel por gerar grande nimero de empregos no setor (SOUZA et al., 2012).

A pecuaria, como um dos setores que compde o mercado agropecudrio, tem como
principal destaque a criagdo de rebanhos, podendo ser bovinos, bubalinos, ovinos, caprinos,
equinos ou suinos. Esses animais sdo utilizados tanto para suprir o mercado interno quanto para
importagoes (carne, leite e outros).

Entretanto, a producdo mundial de pequenos ruminantes sofre fortes impactos
devidos a diversas enfermidades, que sdo causadas principalmente por parasitas
gastrointestinais, que causam altas taxas de mortalidade (SALGADO & SANTOS, 2016).
Dentre os parasitas gastrointestinais, destacam-se os Teladorsagia circumcincta (TURNBULL
et al, 2019), Trichostrongylus colubriformis e Trichostrongylus axei (CINTRA et al, 2016), e o
Haemonchus contortus.

Segundo Balic e colaboradores (2000), o Haemonchus contortus hospeda-se
principalmente em caprinos € ovinos, dentro do ruminante, localiza-se no abomaso, desde o
estagio L3. E um parasita hematéfago que possui uma grande capacidade para posturas de ovos
que ¢ sustentada pela alimentacdo de sangue. Durante a infec¢do pode ocorrer grande perda de
sangue, ocasionando anemia, falta de apetite, chegando até a eventual morte do animal
(MILLER et al, 1998).

Um dos problemas da pecuaria é que os rebanhos estdo vulneraveis a diferentes
parasitas. Caprinos e ovinos constituem grande parte do rebanho da pecudria brasileira, e
segundo o censo agropecuario do IBGE (2017) os rebanhos de ovinos e caprinos vém crescendo

no Brasil e no Ceara, nos tltimos anos, como mostra a Figura 1.



Figura 1 - N° de cabegas de ovinos e caprinos no Brasil (a) e no Ceara (b) de 1975 a 2017.
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Fonte: Censo Agropecuario IBGE, 2017.

Apesar de alguma diminui¢do no tamanho do rebanho entre 1980 e 2000, de 14 até

2017 o setor cresceu consideravel, tanto em ambito nacional quanto estadual.

2.2 Medicamentos convencionais e alternativos

A resisténcia contra alguns produtos terapéuticos, como anti-helminticos ou
antibidticos, ¢ a principal adversidade a ser enfrentada no desenvolvimento de novos
tratamentos (LEIGNEL et al, 2010).

Os compostos tradicionais utilizados no tratamento de nematoides ja apresentam
baixa eficacia devido a resisténcia desenvolvida (SANGSTER, COWLING & WOODGATE,
2018). O monepantel foi o composto langado mais recente ao mercado, para o controle de
vermes resistentes a multiplos medicamentos. Entretanto, apds alguns anos, a resisténcia ao
monopantel ja foi verificada em cabras e ovelhas (NICIURA et al, 2019).

O desenvolvimento de resisténcia aos anti-helminticos pode se dar devido ao uso
inadequado dos anti-helminticos frente as contaminagdes, como subdosagens, ou uso indevido.
De maneira ideal, os medicamentos para os quais os nematoides desenvolveram certa
resisténcia deveriam ser descartados. Entretanto, devido as limitadas opg¢des de tratamento
disponiveis no mercado, a ndo utilizacdo desses medicamentos torna-se inviavel (RUFFELL et
al, 2018).

Como alternativa no tratamento de nematoides, os 6leos essenciais vém ganhando
visibilidade. Estudos na literatura ja apontam atividade anti-helmintica promissora em alguns
Oleos essenciais, tais como: os de Thymus vulgaris (FERREIRA et al, 2016), Zanthoxylum
simulans (QI et al, 2015), Eucalyptus citriodora (ARAUJO-FILHO et al, 2018) e Artemisia
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campestris (ABIDI et al, 2018). Os 6leos essenciais podem ser utilizados contra os nematoides

de duas formas, isolados ou em conjunto com outros 6leos essenciais (KATIKI et al, 2017)

2.2.1 Oleos essenciais

Esses compostos podem ser obtidos a partir de varias partes da planta, como caule,
raiz, flores, entre outros. Tradicionalmente, eles sdo uma mistura de diversos compostos
aromaticos (CALO et al, 2015). Geralmente, sdo pouco soluveis em agua, e muito utilizados na
industria de perfumes e aromas (BURT, 2004). Os 6leos essenciais podem ser preparados por
diferentes técnicas, como: extragdo por fluido supercritico (YOUSEFI et al, 2019),
hidrodestilacdao por micro-ondas (FIDALGO et al, 2016) e hidrodestilagdo comum (GRANATA
et al, 2018).

Eles podem apresentar as mais diversas atividades biolodgicas, como as ja
registradas na literatura: larvicida (CARVALHO et al, 2003), bactericida (PASAVENTO et al,
2015), e até anti-helmintica (MACEDO et al, 2015). Contudo, devido a alta volatilidade e
degradacdo dos oleos essenciais, 0 nanoencapsulamento tornou-se uma maneira viavel de
contornar essas adversidades.

Os compostos terpendides sao abundantes nos 6leos essenciais, € sao normalmente
utilizados para tratar doengas, tanto em animais, quanto em humanos. Eles possuem também
grande relevancia no tratamento de helmintos em ruminantes, sendo utilizados tanto em
formulagdo simples quanto associado com medicamentos anti-helminticos tradicionais
(LANUSSE et al, 2018).

O timol (2-isopropil-5-metilfenol) ¢ um dos constituintes majoritarios dos 6leos
essenciais das plantas dos géneros Lippia e Thymis (GOMES et al, 2011; ELANDALOUSI et
al, 2013). Ele apresenta atividade anti-helmintica in vitro sobre o H. contortus (CAMURCA-
VASCONCELOS et al, 2007, ELANDALOUSI et al, 2013; FERREIRA et al, 2016).

O timol pode ser obtido a partir de diversos Oleos essenciais como componente
principal, sendo encontrado nos 6leos essenciais de orégano (Origanum vulgare) (KULISIC et
al, 2004), de tomilho (Thymus vulgaris) (BOZIN et al, 2006) e também de alecrim-pimenta
(Lippia sidoides) (VERAS et al, 2012). A Tabela 1 mostra a composicao de 6leos essenciais

quanto a presenca de timol.
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Tabela 1 - Quantificacio de timol em alguns d6leos essenciais.

Oleo essencial % de timol Referéncia
Lippia sidoides 84,9 Veras et al, 2012
Origanum vulgare 35,0 Kulisic et al, 2004
Thymus vulgaris 47,9 Bozin et al, 2006

Na literatura ha diversos relatos de atividades microbiologicas do timol, como:
atividade antibacteriana (XU et al, 2008, WATTANASATCHA et al, 2012), anti-helmintica
(ANDRE et al, 2017; CHOI et al, 2007), antifangica (ROMERO et al, 2009). Alguns exemplos

sdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2 - Atividade biologica do timol.

Atividade

e 1s . Efetivo contra Referéncia
Biologica

Escherichia coli
Antibacteriana Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus aureus
Myrothecium verrucaria
Corynespora cassiicola
Antifiingica Erwinia psidii Romero et al (2009)
Sclerotinia minor
Colletotrichum musae
Fusarium moniliforme
Nematicida Bursaphelenchus xylophilus Choi et al (2007)
Haemonchus contortus André et al (2017)

Xu et al (2008)
Wattanasatcha et al (2012)

Entretanto, devido a volatilidade do timol e a facil oxidagcdo no meio ambiente, o
campo de aplicagdo se reduz. Ele é um composto fendlico que possui alta toxicidade (ANDRE
et al, 2017). A substituicdo do radical hidroxila por um radical acetil torna-se uma alternativa
para minimizar essa toxicidade e potencializar os efeitos bioldgicos do composto (ANDRE et
al, 2016). O acetato de timila ja mostrou possuir atividades ovicida, larvicida e adulticida frente
ao Haemonchus contortus. (ANDRE et al, 2017). As estruturas quimicas do timol e acetato de

timila sdo apresentadas na Figura 2.
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Figura 2 - Estrutura quimica do (A) timol e (B) acetato de timila.
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Fonte: Proprio autor.

2.3 Nanotecnologia para encapsulamento

A nanotecnologia ¢ utilizada como um meio de superar a barreira das ciéncias
bioldgicas, aplicando nanoestruturas nos campos mais diversos da ciéncia, em especial na
utilizacdo em sistemas de liberacdo controlada para a aplicacdo de medicamentos (PATRA et
al, 2018). Algumas adversidades na administragdo de medicamentos s3o: baixa
biodisponibilidade, baixa solubilidade, baixa absor¢do e entrega especifica do medicamento.
Segundo Martinho e colaboradores (2011), o desenvolvimento de novos sistemas para
administracdo de medicamentos pode ser uma opg¢ao para resolver esses obstaculos.

Nas ultimas décadas foram desenvolvidos muitos estudos visando a elaboragao de
novos sistemas de liberagdo de farmacos, seja via oral ou intravenosa. A liberagcdo controlada
se torna uma alternativa em consequéncia da alta instabilidade dos farmacos, quando expostos
a fatores como calor, luz ou oxigénio, quando utilizados pela terapia tradicional.

Visando contornar estes problemas, foram desenvolvidos diversos sistemas a base
de polissacarideos, seja através da modificacao de polissacarideos ou a partir da combinacao de
polissacarideos, como hidrogel pH-responsivo (QIAN et al, 2019), nanoparticulas (HASEEB
et al, 2019) e filmes (VOSS et al, 2018). Os novos sistemas polissacaridicos tém como
vantagem a protecdo ao farmaco ou principio ativo encapsulado, a biocompatibilidade, € uma
liberacdao controlada do fairmaco, mantendo-o dentro da faixa de atividade bioldgica. Assim,
sistemas carreadores de farmacos a base de polissacarideos tém alcangado resultados
promissores na area de liberagdo controlada, mostrando-se uma area com grande potencial a ser
explorado.

Dentre os novos sistemas de nanoencapsulamento para carreamento de fairmacos,
destaca-se a producdo de nanoparticulas, que possuem pelo menos uma dimensdao menor ou

igual a 100 nm (LAURENT et al, 2008). As nanoparticulas podem ser classificadas quanto as
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suas caracteristicas fisicas e quimicas: metalicas, ceramicas, semicondutoras, poliméricas e
lipidicas (KHAN et al, 2019). Para a aplicagdo na liberagdo controlada de farmacos, as
nanoparticulas poliméricas sao destaque.

As nanoparticulas poliméricas podem ser formadas a partir de polimeros naturais
como quitosana ou alginato (SILVA et al, 2011), ou sintéticos como polietilenoglicol (KERR et
al, 2017) e poli-N-isopropilacrilamida (ADBIFAR et al, 2018). As estruturas de alguns

polissacarideos sao apresentadas na Figura 3.

Figura 3 — Estrutura quimica de alguns polimeros naturais e sintéticos.
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As NPs poliméricas podem ser formadas de diferentes maneiras, como: auto-
organizacdo (FILIPPOV et al, 2016; DING et al, 2016), geleificacao ionotropica (SEVERINO
et al, 2016; KIILLL et al, 2017) ou complexacao polieletrolitica (YE et al, 2017; WANG et al,
2018). Entretanto, o processo de complexagdo polieletrolitica possui certa vantagem, por nao
necessitar de uma reticulagdo 16nica como a geleificacao ionotropica ou de funcionalizagao do

material de partida como o método de auto-organizagdo. A complexagao polieletrolitica consiste
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na mistura de solug¢des de polieletrolitos de cargas elétricas opostas, formando a estrutura da

nanoparticula (YE et al, 2018). A Figura 4 ilustra a interacao entre dois polieletrdlitos.

Figura 4 — Representacdo da interagdo entre eletrdlitos de cargas opostas.
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Fonte: Proprio autor.

Os polieletrélitos sdo macromoléculas que possuem unidades monoméricas
repetidas ao longo da cadeia e ionizam-se quando solubilizados em qualquer solvente ionizante
(MEKA et al., 2017). Algumas propriedades dos polieletrolitos, como: conformagdo de cadeia,
viscosidade, solubilidade, forcas i0nicas, dentre outras, podem sofrer alteragdo com a adi¢ao de
outros grupos i6nicos na cadeia (DAKHARA; ANAJWALA, 2010).

Segundo Meka et al. (2017), os polieletrolitos tém tendéncia de formar complexos
com um ou mais ions de cargas opostas, podendo ser complexos do tipo: PE-PE, PE-Farmaco,
PE-Acido nucléico ou PE-Surfactante. A interagdo entre os polieletrolitos pode ocorrer por
interagdes eletrostaticas, ligacao de hidrogénio, forcas de van der Waals ou interag¢des dipolo.

A complexagdo de polieletrolitos vem sendo pesquisada ha muitos anos, devido a
sua relevancia em muitas funcdes bioldgicas, dentre elas o armazenamento e a liberagdo de
medicamentos. Os complexos polieletroliticos (CPE) sdo estruturas tridimensionais formadas
pela associacdo de polieletrolitos carregados de maneira oposta em solucdo (DAS &
TSIANOU, 2017).

Diferentes combinacdes de polieletrdlitos tém sido estudadas na formagdo de
complexos polieletroliticos, tais como: quitosana-sulfato de dermatano para diagnosticos e
terapia de doencas vasculares (RASENTE et al., 2016), quitosana-sulfato de condroitina para
aplicacdo na engenharia de tecidos (RODRIGUES et al., 2016), quitosana-carboximetilcelulose
na liberag@o controlada de vancomicina (CERCHIARA et al., 2016), polialilamina-poliestireno

sulfonato como base em biosensores eletroquimicos (IVANOV et al., 2019) e nanoparticulas de
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gelatina catidnica-alginato de sodio para a liberagdo controlada de curcumina (SARIKA &
JAMES, 2016).

Vinagradov e colaboradores (2002) indicaram a faixa ideal de tamanho entre 70 e
200 nm para as nanoparticulas serem utilizadas no carreamento de farmacos, pois particulas
nessa faixa possuem um tempo maior de circulagdo no corpo. Particulas menores sdo removidas
pelos rins ou penetram nos capilares. Particulas maiores habitualmente sdo removidas por
fagocitose.

A forga e estabilidade de um complexo polieletrolitico sao dependentes da estrutura
do polimero, distribuicdo das cargas em sua cadeia, natureza dos grupamentos carregados,

temperatura e pH do meio reacional (AHUJA & BHATT, 2018).
2.4 Matrizes poliméricas para sistemas de liberacao controlada
2.4.1 Quitosana

A quitosana tem duas propriedades importantes: a natureza cationica ¢ a alta
densidade de cargas positivas em solugdes acidas. Assim, ela consegue formar complexos
10nicos insoliveis com espécies polianidnicas soliveis em dgua, em condi¢cdes neutras ou
alcalinas. Desse modo, a quitosana pode reagir, por exemplo, com alginato,
carboximetilcelulose, xantana, goma ardbica e sulfato de condroitina, para formar complexos
polieletroliticos (RINAUDO, 2006; VASILIU, POPA & RINAUDO, 2005). A estrutura quimica

da quitosana esté representada na Figura 5.

Figura 5 - Estrutura molecular da quitosana.
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Os grupos amino da quitosana carregados positivamente quando em meio acido
podem interagir com o0s grupos anidnicos presentes nos polissacarideos (goma do cajueiro,
goma arabica, entre outras). A quitosana pode formar hidrogéis idnicos pelos processos de
geleificagdo ionotropica e por coacervagao complexa. A presenga de grupos amino na sua cadeia
polimérica implica na presenga de cargas positivas em valores de pH baixo, o que favorece a
reacdo com outro polimero de carga oposta em solugdo aquosa. Estes hidrogéis podem oferecer
propriedades similares aos produzidos com ligagcdes covalentes, com a vantagem de nao
adicionar agentes de reticulagdo. Géis ionotropicos sao formados quando o anion atua como
reticulador i6nico das cadeias de quitosana, e coacervatos complexos sdo obtidos pela
complexac¢do da quitosana com um polidnion (ABREU, 2008).

A quitosana possui atividades microbioldgicas relatadas na literatura, como:
atividade antifiingica (ZHANG et al., 2017), atividade antibacteriana contra Staphylococcus
aureus ¢ Enterococcus faecalis (COSTA et al., 2017).

2.4.2 Goma do cajueiro

Os polissacarideos podem ser obtidos a partir de algas (alginato, carragenanas),
exsudatos de plantas (goma arabica, goma do cajueiro, goma caraia), sementes (goma guar),
frutas (pectinas), tubérculos e cereais (amido), animais (quitina, quitosana, dcido hialuronico),
fungos (glucanas), ou bactérias (xantana, dextrana) (CUNHA; DE PAULA; FEITOSA, 2009).

Os polissacarideos de exsudatos sdo produzidos a partir de um mecanismo de defesa
das plantas contra estresse por injurias fisicas ou ataque microbiano. Sao heteropolissacarideos
complexos, ramificados e polidispersos. Acido glucurénico e galacturdnico estio geralmente
presentes (CUNHA; DE PAULA; FEITOSA, 2009).

A goma do cajueiro ¢ um heteropolissacarideo complexo extraido a partir do
exsudato de Anacardium occidentale, arvore originaria da regido Nordeste do Brasil, conhecida
popularmente como cajueiro. O exsudado ¢ produzido naturalmente pelas células epiteliais da
casca da planta em resposta a estimulos mecanicos ou ataques por patdgenos (RIBEIRO et al.,
2016).

A composi¢do quimica das gomas varia com a espécie vegetal, o local geogréfico,
tipo de solo, condigdes do cultivo, dentre outros fatores. A goma do cajueiro isolada no
Nordeste brasileiro ¢ constituida principalmente por galactose (72-73%), glucose (11-14%),
arabinose (4,6-5,0%), ramnose (3,2-4,0%), e 4cido glucurdnico (4,7-6,3%). A sua estrutura

quimica ¢ formada por uma cadeia principal de galactose (1->3), com ramificagdo de galactose
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(1-6), tendo como grupos terminais a ramnose, acido glucuronico e arabinose (PAULA et al,

1995 & 1998). Os principais constituintes sao apresentados na Figura 6.

Figura 6 - Principais constituintes da goma do cajueiro.
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Fonte: Proprio autor.

Uma representagao estrutural do polissacarideo obtido do exsudato do cajueiro €

representada na Figura 7.
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Figura 7 — Estrutura provavel de segmento da goma do cajueiro.
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A goma do cajueiro ¢ um polieletrélito fraco devido ao pequeno contetido de acido
glucurdnico em sua cadeia (4,7-6,3%), unidade que fornece a carga i6nica do polissacarideo.
Visando aprimorar algumas propriedades dos polissacarideos, faz-se uso de modificagdes, nas
quais a introducdo de grupos carregados ao longo da cadeia altera suas propriedades (como a
introdu¢@o de grupos carboximetil ou grupos sulfato) (SHAH et al, 2018). Assim, algumas
modificagdes como: carboximetilagdo, sulfatacdo e oxidacdo podem ser feitas na goma do
cajueiro, visando o aumento de sua carga i6nica, aumentando assim a forga do polieletrolito

(MOURA NETO et al, 2011).

2.6.2.1 Carboximetila¢do da goma do cajueiro

A carboximetilagio ¢ um processo muito utilizado na modificagdo de
polissacarideos, como dextrana (KRENTSEL et al, 1996), quitosana (GE; LUO, 2005), goma
do cajueiro (SILVA et al, 2004), xilana (KONDURI; FATEHI, 2016), celulose (HALEEM et al,
2014) e goma guar (JANA et al, 2016).
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A goma do cajueiro carboximetilada pode ser utilizada para a sintese de
nanoparticulas por técnica de complexagdo polieletrolitica (SILVA et al., 2010). A estrutura da

unidade glicosidica carboximetilada ¢ ilustrada na Figura 8.

Figura 8 - Unidade glicosidica carboximetilada.
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2.6.2.2 Sulfatagdo da goma do cajueiro

A sulfatacdo consiste na introdu¢ao de um grupo —SO3H (MOURA NETO et al.,
2011) e visa, dentre outras finalidades, aumentar a carga do polieletrdlito. Autores relatam que
a sulfatagdo pode maximizar as atividades bioldgicas de alguns polissacarideos, como atividade
anticancer (WEI et al, 2012), antioxidante (WANG et al, 2010), anticoagulante (LIANG et al,
2018), antiviral (LIU et al, 2013) e imunorreguladora (CHEN et al, 2015).

Existem trés métodos bem estabelecidos na literatura para a reacao de sulfatagao de
polissacarideos, sdo eles: o método acido clorosulfonico-piridina (QIAN et al, 2014), o método
do 4cido sulfurico concentrado (JIANG et al, 2014) e o método trioxido de enxofre-piridina
(SUN et al, 2015).

A sulfatacao da goma do cajueiro ¢ uma modificacao favordvel para a produgao de
nanoparticulas por complexacdo polieletrolitica (MOURA NETO et al., 2011). A estrutura

quimica da unidade glicosidica sulfatada ¢ representada na Figura 9.

Figura 9 - Unidade glicosidica sulfatada.
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Fonte: Proprio autor.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Produzir derivados funcionais da goma do cajueiro e encapsular o acetato de timila
em nanoparticulas a base de quitosana e derivado de goma do cajueiro, visando aplicacio sobre

nematoides gastrointestinais de ovinos.

3.2 Objetivos especificos

o Sintetizar e caracterizar o derivado acetilado do timol;

o Produzir derivados carboximetilados e sulfatados a partir da goma do cajueiro
(Anacardium ocidentale);

o Caracterizar os derivados da goma do cajueiro;

o Preparar nanoparticulas poliméricas pela técnica de complexacdo polieletrolitica,
utilizando as matrizes polissacaridicas: quitosana, goma do cajueiro carboximetilada e goma do

cajueiro sulfatada;

o Caracterizar os sistemas por tamanho de particula, potencial zeta, IPD, FTIR;
o Encapsular o acetato de timila utilizando o melhor sistema;
o Caracterizar as nanoparticulas em relacdo ao tamanho de particula e potencial zeta; e

o Avaliar a eficiéncia de encapsulamento, rendimento e liberacdo do acetato de timila.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

O exsudato do cajueiro (Anacardium occidentale) foi fornecido pela EMBRAPA
(Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria). Alcool etilico P.A. e acetona P.A. foram
adquiridos da Synth, dimetilsulféxido e acido monocloroacético foram obtidos da Vetec,
complexo de trioxido de enxofre/piridina e timol foram adquiridos da Sigma-Aldrich. A

quitosana foi adquirida da Polymar.

4.2 Acetilacido do timol

A acetilagdo do timol foi executada seguindo a metodologia proposta por André e
colaboradores (2017). O timol (1 g) foi acetilado pela adi¢do de anidrido acético (15 mL) e
acetato de sodio (1,5 g). A mistura foi submetida a refluxo durante 1 h, e posteriormente foram
adicionados 20 mL de 4gua destilada. A solucdo foi neutralizada para pH 7,0 com bicarbonato
de sodio a 5% (m/v). A mistura da reacao foi transferida para um funil de separacdo e lavada
trés vezes com cloroformio (100 mL). A fase de cloroformio contendo o material acetilado foi
lavada com agua destilada e depois seca com sulfato de sddio. O solvente foi evaporado sob
pressdo reduzida. A confirmac¢do quimica da obten¢do do acetato de timila foi realizada por

espectroscopia de infravermelho (FTIR) e RMN 'H e RMN !3C.

4.3 Isolamento do polissacarideo do exsudato de Anacardium occidentale

O método para isolamento da goma do cajueiro foi adaptado do método
desenvolvido por Rodrigues, de Paula e Costa (1993). Pesou-se 10 gramas do exsudato bruto
em um béquer de 250 mL e solubilizou-se em 100 mL de agua destilada. Apds solubilizagao do
polissacarideo, a solugao foi filtrada em um funil de placa sinterizada nlimero 1 para a remogao
dos residuos maiores. A solucdo filtrada foi neutralizada adicionando-se NaOH 1,0 mol.L™".
Adicionou-se 1 g de NaCl a solugdo filtrada para ajustar a forca idnica. Apds completa
solubilizacdo do NaCl, o polissacarideo foi precipitado em 400 mL de alcool etilico. O
precipitado foi filtrado em funil de placa sinterizada nimero 3. Ao final da filtragao, lavou-se o

precipitado com alcool etilico e acetona. Apds ser lavado, o precipitado foi seco com ar quente.
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4.4 Carboximetilacio da goma do cajueiro
A reacao de carboximetilagdo da goma do cajueiro foi realizada seguindo a
metodologia proposta por Silva e colaboradores (2004). As condigdes de reagao estdo descritas

na Tabela 3.

Tabela 3 — Condigdes de reacao para a carboximetilagdo da GC

Amostra Volume NaOH 10 Acido cloroacético Razédo molar
mol.Lt (mL) (9) (GC/NaOH/ACA)
GCM1 55 2,62 1:2:1
GCM2 8,3 2,62 1:3:1
GCM3 11,0 5,25 1:4:2

A massa de goma do cajueiro foi mantida em 1 g e a temperatura a 55 °C.

Pesou-se 5 g (0,0309 mol) de goma do cajueiro e misturou-se com 5 mL de agua
destilada até se formar uma pasta homogénea. Adicionou-se a solu¢io de NaOH 10 mol.L!, e
o0 sistema permaneceu sob agitacdo por 10 min. Em seguida, foi adicionado vagarosamente o
acido cloroacético e a mistura permaneceu sob agitacao por 3 h a 55 °C. Ao final da reacao, o
sistema foi neutralizado utilizando HCI 1,0 mol.L!. A solugdo foi dialisada contra agua
destilada por 5 dias utilizando uma membrana de dialise de largura de 76 mm e didmetro de 49
mm com massa molar de corte de 14.000 g.mol™! até eliminar todos os reagentes em excesso ou
sais adicionados. O produto carboximetilado foi recuperado através de liofilizagdo utilizando

um liofilizador Freezone 4.5 Labconco.

4.5 Sulfataciio da goma do cajueiro

A sulfatagdo da goma do cajueiro foi adaptada da metodologia utilizada por Sun et
al. (2015). Em um erlenmeyer de 250 mL adicionou-se 100 mL de dimetilsulfoxido (seco em
peneira molecular) mantendo a temperatura a 60 °C. Pesou-se 1 g da goma do cajueiro isolada
e adicionou-se vagarosamente ao sistema. O sistema reacional permaneceu sob agita¢ao por 30
min. Em seguida, pesou-se uma quantidade do complexo de trioxido de enxofre/piridina
(SOs/piridina) e adicionou-se vagarosamente ao sistema reacional. O sistema permaneceu sob
agitacao, a 60 °C, por 3 h.

O sistema reacional foi entdo retirado da agitagdo e do aquecimento. J4 em

temperatura ambiente, o sistema foi neutralizado utilizando uma solugdo saturada de
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NaHCOsg). O sistema neutralizado foi posto para dialise contra 4gua destilada utilizando uma
membrana de dialise de largura de 76 mm e didmetro de 49 mm com massa molar de corte de
14.000 g.mol!. O produto foi seco por liofilizagdo utilizando um liofilizador Freezone 4.5
Labconco.

Para a sintese dos derivados sulfatados utilizou-se 3 proporc¢des diferentes entre
massa da goma do cajueiro e do complexo de SOs/piridina, buscando a condi¢do para a

obten¢do do maior grau de substituicdo (GS). As condi¢gdes sao mostradas na Tabela 4.

Tabela 4 - Condigdes de reagdo para a sulfatacdo da GC.

Massa de .
Amostra SOs/piridina Razio molar
P SOs/piridina: GC
(4]
GCS3 3 31
GCS4 4 41
GCS5 5 5.1

A massa de goma do cajueiro foi mantidaem 1 g.

4.6 Purificacdo da quitosana

A purificacdo da quitosana foi adaptada da metodologia proposta por Signini e
Campana Filho (1998). Preparou-se 1 L de solucdo de quitosana 1% (m/v) em acido acético 2%
(v/v). Apds a solubilizagdo, a solucdo foi filtrada em funil de placa sinterizada nimero 1. A
solucao filtrada foi centrifugada por 15 min a 6000 RPM, o precipitado descartado e a solucao
novamente filtrada em funil de placa sinterizada nimero 3. Utilizou-se uma solu¢do de NaOH
1,0 mol.L"! para precipitar a quitosana (pH 10). Ao fim da precipitacio, a solu¢io foi novamente
centrifugada por 15 min a 6000 RPM, o sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado

exaustivamente com agua destilada e posteriormente seco com metanol e jato de ar quente.

4.7 Determinacio do grau de desacetilacao da quitosana

A quitosana foi solubilizada em D>O em uma concentragdo de 20 mg/mL.
Adicionou-se DCI para promover a solubilizagdo da quitosana (D,O/DCI 30:1 v/v). O grau de
desacetilagio da quitosana foi determinado por ressonancia magnética nuclear de 'H utilizando

as equagoes 1 e 2:
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%GA = ;*A‘fzz .100 (1)
%GD = 100 — %GA )

Em que: Acy,: integracdo do sinal atribuido ao CH3

Ay, : integracdo do sinal atribuido ao Ha

4.8 Determinacio do grau de substituicio dos derivados da goma do cajueiro

O grau de substituicdo do derivado carboximetilado foi determinado por meio de
titulagdo potenciométrica, adaptando a metodologia utilizada por Silva e colaboradores (2004).
Preparou-se 25 mL de uma solucao 0,3% (m/v) de GCM em agua deionizada. A solucio passou
por uma coluna de troca idnica Amberlite IR-120H", € a solugdo eluida da coluna foi titulada
com NaOH 0,096 mol.L™! padronizado. O GSaps foi determinado pela razdo molar de grupos de

acidos carboximetilicos para unidades monossacaridicas, utilizando a equagao 3.

mol de—CH,COOH

S = 3)

mol de unidade monossacaridica

Em que: unidade monossacaridica: galactose (162 g.mol™)

O grau de substituicdo dos derivados sulfatados foi determinado através de analise

elementar, como descrito por Moura Neto e colaboradores (2011), utilizando a equagao 4.

S%

GS = (m) (4)

(awsaatomicadoc)
massa atomica do C

4.9 Espectroscopia de absorc¢iao na regiao do infravermelho por transformada de Fourier

(FTIR)

A GC e os seus derivados foram caracterizados por FTIR a fim de confirmar a
presenca das bandas caracteristicas do polissacarideo modificado. Os CPE foram caracterizados
a fim de confirmar a presenca de bandas que comprovassem a presenca dos componentes
(quitosana e derivado da goma de cajueiro). As amostras foram analisadas em pastilhas de
brometo de potassio (KBr) no espectrofotometro Shimadzu® modelo IR Trace 100 na regido

entre 4000 e 400 cm’!.
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4.10 Analise Elementar

A GC e seus derivados foram analisados quanto ao teor de carbono, hidrogénio,
nitrogénio e enxofre. As amostras foram analisadas utilizando um Analisador Elementar -

Perkin Elmer 2400 series ii no modo CHNS.

4.11 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos a partir da solucao

dos polissacarideos em DO, utilizando um espectrometro Bruker modelo avance DRX-500.

4.12 Cromatografia de permeag¢ao em gel (GPC)

A massa molar dos materiais foi estimada por cromatografia de permeagdo em gel
utilizando um cromatografo Shimadzu LC-20AD com detector de indice de refragdo RID-10A.
As andlises foram realizadas com coluna PolySep Linear (7,8 mm x 300 mm), fluxo de 1,0
mL.min!, tendo solug¢io aquosa de NaNO; 0,1 mol.L"! como eluente. O volume injetado de
amostra foi de 50 pL. Para a construcao da curva de calibragdo foram utilizados padrdes de
pululana Shodex P-82 (massas molares de 5,90 x 10° a 7,88 x 10° g.mol ™).

A curva utilizada para estimativa da massa molar estd representada na equagao 5:

logMM = -1,139.VgL + 14,41 (R?=0,991) (5)

Em que: MM = massa molar; VgL = Volume de eluicdo.

4.13 Preparo das nanoparticulas por complexac¢io polieletrolitica

O método de preparo das nanoparticulas por complexagdo polieletrolitica foi

adaptado de Silva (2010).

4.13.1 Nanoparticulas com quitosana e goma do cajueiro carboximetilada

Solugdes 1,08% (m/v) de GCM em agua destilada foram adicionadas a solucdes de
quitosana com concentragdo variando de 0,3 a 0,5% (m/v) em 4cido acético 1% (v/v), na razao
de 1:1 em volume, sob agitacdo. A adi¢do da solu¢do de GCM a solucdo de quitosana foi

realizada com o auxilio de uma bomba dosadora peristaltica Milan®, com um fluxo de 1
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mL.min"!. Apds a formagdo do PEC, o pH da solucdo foi ajustado para 5,0 utilizando NaOH
1,0 mol.L™! para precipitar as nanoparticulas. O sistema foi deixado em repouso por pelo menos
12 h, e depois centrifugado a 6000 RPM por 35 min. As nanoparticulas separadas por

centrifugacao foram lavadas exaustivamente com agua destilada e secas por liofilizagao.

4.13.2 Nanoparticulas com quitosana e goma do cajueiro sulfatada

Solugdes 1,12% (m/v) de GCS em dgua destilada foram adicionadas a solucdes de
quitosana com concentragao variando de 0,16 a 0,28% (m/v) em &cido acético 1% (v/v), na
razdo de 1:1 em volume, sob agitacdo. A adi¢do da solucao de GCS a solugao de quitosana foi
realizada com o auxilio de uma bomba dosadora peristaltica Milan®, com um fluxo de 1
mL.min"'. Apés a formacio do PEC, o pH da solugio foi ajustado para 5,0 utilizando NaOH 1,0
mol.L! para precipitar as nanoparticulas. O sistema foi deixado em repouso por pelo menos 12
h, e depois centrifugado a 6000 RPM por 35 minutos. As nanoparticulas separadas por

centrifugacdo foram lavadas exaustivamente com 4gua destilada e secas por liofilizagao.

4.14 Ensaio de encapsulamento do acetato de timila

Adicionou-se 750 pL de Tween 80 e 100 puL de acetato de timila a solucao de
quitosana em acido acético 1% (v/v), e agitou-se vigorosamente. O conjunto foi levado ao
banho ultrassénico Quimis® por 15 minutos. A mistura foi agitada para a adi¢do da solugio de
GC modificada, através de uma bomba dosadora peristaltica Milan®, com um fluxo de 1
mL.min"'. Apés a formagio do CPE, o pH da solugdo foi ajustado para 5,0 utilizando NaOH aq)
1,0 mol.L"!. A mistura foi deixada em repouso por 12 h, e depois centrifugada a 6000 RPM por
35 min. As nanoparticulas separadas por centrifugacdo foram lavadas exaustivamente com dgua
destilada e secas por liofilizagao, enquanto o sobrenadante foi reservado para determinacao da

concentracao residual do acetato de timila.

4.14.1 Eficiéncia de encapsulamento

A eficiéncia de encapsulamento do acetato de timila foi determinada através de
espectroscopia de absorcao na regido do UV-visivel. O comprimento de onda de absorbancia
maxima do acetato de timila ¢ 273 nm. Foi construida uma curva de calibragdo do composto

em alcool, resultando na equacgao 6.
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y = 0,0024x — 0,0112 (R2=0,999) (6)

Onde: y: absorbancia e x: concentragdao do acetato de timila em ppm.

O sobrenadante foi analisado por UV-Vis para a determinagdo da quantidade de

acetato de timila ainda livre e, indiretamente, para o calculo do teor encapsulado.

4.14.2 Ensaio de liberacdo in vitro

Pesou-se 20 mg de nanoparticulas e dispersou-se em 3 mL de tampao fosfato (pH
7,4) e lauril 0,5% (m/v) e foram adicionados em uma membrana de didlise (massa molar de
corte 14.000 g.mol!). A membrana foi imersa em 30 mL de solu¢io tampdo. O sistema foi
mantido fechado e a 37 °C, utilizando uma incubadora (Cientec CT-712R). Aliquotas de 3 mL
foram retiradas do sistema em intervalos de tempo previamente determinados. As aliquotas
foram analisadas em um espectrofotometro UV-1800 (Shimadzu) no comprimento de onda de

273 nm. Ao fim da analise, a aliquota era devolvida ao sistema.

4.14.3 Cinética de liberacdo in vitro e modelos matemadticos

Buscando investigar o mecanismo de liberacdo do acetato de timila das
nanoparticulas, analisaram-se os dados da liberagdo in vitro nos modelos cinéticos matematicos
a seguir: ordem zero, primeira ordem, Higuchi, Hixson-Crowell e Korsmeyer-Peppas.

Os modelos sao exemplificados a seguir:

O modelo de cinética de ordem zero descreve a liberacio com uma taxa que
independe da concentracdo inicial.

Q¢ = Qo + Kot (7)
Em que: Qo: Quantidade de AT inicial; Q: quantidade de AT no tempo t; Ko: constante de ordem
zero; t: tempo.

A cinética de primeira ordem define que a taxa de liberagdo ¢ dependente da

concentragao inicial.

logQ; = log Qo + Kyt (8)

Em que: K;i: constante de primeira ordem.



36

O modelo de Higuchi ¢ descrito para liberagdo de compostos a partir de matrizes
insoluveis, onde a liberagdo ¢ dependente da raiz quadrada do tempo, processo baseado na

difusdo Fickiana (HIGUCHI, 1963).

Q¢ = Qo + Kyt ©)
Em que: Ku: constante de Higuchi.

O modelo de Hixson-Crowell estabelece que a liberagdao ocorre através de um
sistema de dissolucao, onde hd uma alteracdo na area superficial e no diametro das particulas,

por intumescimento (HIXSON & CROWELL, 1931).

V0 — YQo = Kuct (10)

Em que: Kyc: constante de Hixson-Crowell.

O modelo de Korsmeyer-Peppas descreve a liberacdo de sistemas poliméricos

(KORSMEYER et al, 1983).
Q¢ = Kpt" (11)

Em que: Kgp: constante de Korsmeyer-Peppas e n: expoente de liberacdo que descreve o

mecanismo de liberagao.

Os diferentes mecanismos expressos pelo valor de n sdo exemplificados na Tabela

Tabela 5 — Valores de expoentes e mecanismos de liberacdes correspondentes para o modelo de

Korsmeyer-Peppas.

Expoente de liberacao (n) Mecanismo de liberagao
<0,5 Difusdo Fickiana
0,5<n>1,0 Transporte andmalo
1 Transporte caso-11

>1,0 Transporte super caso-II
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4.15 Espalhamento dindmico de luz

O diametro médio das nanoparticulas, o indice de polidispersao (IPD) e o potencial
zeta foram determinados por espalhamento dinamico de luz, utilizando o equipamento Nano
Zetasizer da Malvern® modelo ZS 3600, com leitor a laser de 633 nm, operado com um angulo
de 173°. Preparou-se uma dispersdao dos complexos polieletroliticos s6lidos com uma
concentragio de 1 mg.mL™!, as amostras foram centrifugadas a 6000 rpm por 15 minutos antes

da andlise. Cada medida foi realizada em triplicata.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizaciao da Quitosana

A QT foi caracterizada por FTIR e RMN 'H, e os resultados sio expostos a seguir.

5.1.1 Espectroscopia de absorgdo na regido do infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR)

O espectro de infravermelho da QT encontra-se na Figura 10. Ele mostra absorg¢ao
em 1080 cm™!, atribuida a estrutura sacaridica, e outra em 1591 cm™!, relativa ao grupo amino
(Qu, Wirsén e Albertsson, 2000). As absor¢des em 1655 e 1321 cm™! sdo referentes as amidas I
e 111, respectivamente. A banda em 1379 cm™! corresponde a deformacdo angular simétrica de
CHj3. A absorc¢do em 1421 cm™! ¢ atribuida a deformacio axial C-N. A banda larga em 3440 cm
I ¢ referente ao estiramento O-H e N-H, e a banda presente em 2880 cm™' é atribuida aos

estiramentos simétricos, € assimétricos, das ligacdes C-H dos anéis piranosidicos (PAWLAK &

MUCHA, 2003). A quitosana apresentou os sinais caracteristicos no espectro de FTIR.

Figura 10 — Espectro de FTIR da QT.
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5.1.2 Determinacdo do grau de desacetilacio da quitosana

O RMN 'H da quitosana apresentou todos os sinais caracteristicos. Em 4,95 e 4,65
ppm os sinais sao atribuidos ao H; da porcao desacetilada e acetilada, respectivamente. Os
sinais entre 3,80 ¢ 4,00 ppm sdo atribuidos aos hidrogénios H».¢ (H2, H3, H4, Hs, Hs € He’)
(LAVERTU et al, 2003). A amostra de quitosana foi analisada por ressonancia magnética
nuclear de protron 'H. Utilizou-se do espectro de ressonincia de 'H da quitosana para
determinar seu grau de desacetilagdo (Figura 11). A area do sinal relativo aos protons metilicos
do grupo acetamido (6cn3z = 2,07 ppm) e a area do sinal relativo ao proton do carbono 2 do anel
de glicosamina (6m2 = 3,25 ppm) foram utilizadas na equacao 1 juntamente com a equagao 2.

Assim, foi determinado o grau de desacetilacdo igual a 77%, ou seja, grau de acetilacdo de 23%.

Figura 11 - Espectro de RMN de 'H da quitosana (500 MHz, D>O/DCl, 70 °C).
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5.2 Caracterizacio do acetato de timila

O acetato de timila foi obtido com um rendimento de 86%, liquido a temperatura
ambiente e coloragdo amarelada. O AT foi caracterizado por FTIR, RMN '"H e RMN 3C, os

resultados sdo expostos a seguir.
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5.2.1 Espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho por transformada de Fourier

(FTIR)

Os espectros de FTIR do timol e do acetato de timila encontram-se na Figura 12.
Eles mostram que ap0s a acetilagdo a banda presente em 3228 ¢cm™, atribuida ao estiramento
O-H, desapareceu. No derivado acetilado, surgiu uma nova banda em 1761 cm™!, atribuida ao
estiramento do grupamento acetil inserido. A banda em 2964 cm’!, caracteristica dos
estiramentos simétrico e assimétrico das ligagdes C-H, permaneceu apos a acetilagao. A banda

presente em 1207 cm™! ¢ atribuida ao estiramento C-O-C de éster, presente no acetato de timila.

Figura 12 - Espectro de FTIR do timol e do acetato de timila em pastilha de KBr.
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André et al. (2016 & 2017) obtiveram resultados semelhantes quando acetilaram o
timol e o carvacrol, com o desaparecimento da banda atribuida ao estiramento O-H, e o

surgimento da banda atribuida ao estiramento do grupo acetil.
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5.2.2 Ressondncia magnética nuclear de 'H e 1°C

O acetato de timila foi caracterizado por RMN de 'H e *C, e o resultado encontra-

se na Figura 13.

Figura 13 - Espectro de RMN de 'H (a) e '3C (b) do acetato de timila, (500 MHz, 25 °C).

a \V L
H;
CDCl; s
Hy Hg
7.2 71 7.0 6.9 e p9m' > 3.00 2.95 2.90 pprn‘
Hyo
H;
Wl ¢
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 s.0 4.5 4.0 ltG 3'0 2'5 2.0 1.5 1.0 OTB ppm‘
, r N T W
b
Cals
CDCls
C;
C10/CH;
Cc=0 & L
| |
o ) e A N G S S S R s N i S

Notou-se a presenca de um sinal intenso (6 = 2,29 ppm) relativo aos protons
metilicos ligados no carbono vizinho & carbonila do grupo acetato. No espectro de RMN 'H,
Figura 13a, os hidrogénios do anel aromatico (Hs, Hs € He) apareceram entre 6,70 ¢ 7,20 ppm.
Um septeto em 2,95 ppm foi atribuido ao H7. O singleto em 2,07 ppm foi atribuido aos
hidrogénios Hio. Os hidrogénios Hg e Ho sdo relacionados ao dubleto em 1,17 ppm. No espectro

de RMN '3C, na Figura 13b, ha um sinal em campo baixo (5 = 170 ppm) relativo ao carbono
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da carbonila de éster do grupo acetato inserido na molécula. Os sinais na regido de 122 e 150
ppm sdo atribuidos aos carbonos do anel aromdtico. O carbono 7 foi relacionado ao sinal e
27,37 ppm. Os carbonos 8 e 9 foram relacionados ao sinal em 23,23 ppm. Os sinais em 21,15 e
21,01 ppm foram atribuidos, respectivamente, ao carbono 10 e ao carbono do metil ligado a
carbonila. Assim, foi possivel a confirmagdo da acetilagio do timol por RMN de 'H e '3C.
Resultados semelhantes foram encontrados quando Novato e colaboradores (2018) produziram

o derivado acetilado do timol utilizando anidrido acético e piridina.

5.3 Caracterizacio dos derivados de GC

Os rendimentos das rea¢des de modificagdo da GC (carboximetilagao e sulfatacao)

foram realizados em massa e estdo registrados na Tabela 6.

Tabela 6 — Rendimento ¢ GS das rea¢des de modificagdo da GC.

Modificacgdes Amostra Rendimento (%) GS
GCM1 442 +0,4 0,29 £ 0,01
Carboximetilacédo GCM2 445+0,3 0,32 +£0,03
GCM3 21,8+0,6 0,22 £ 0,03
GCS3 42,4 +0,5 0,13+0,01
Sulfatacdo GCs4 48,1+0,4 0,11 +£0,01
GCS5 39,3+0,4 0,17 £ 0,00

Silva e colaboradores (2004) carboximetilaram a goma do cajueiro nas mesmas
condigdes, e obtiveram rendimento de 45, 40 e 32%, respectivamente para os equivalentes as
amostras GCM1, GCM2 e GCM3. O rendimento calculado das modificagdes foi de 44,2, 44,5%
e 21,8%, respectivamente, utilizando o mesmo método que neste trabalho. Quanto as amostras
sulfatadas, Moura Neto e colaboradores (2011) obtiveram rendimentos variando de 15 a 53%,
quando sulfataram a goma do cajueiro utilizando o método com acido clorossulfénico. Foi
observado também que o rendimento diminuia com o aumento do grau de sulfatagdo. Foi
observado que o menor rendimento obtido foi com a amostra GCSS5, e que também corresponde

a um maior grau de sulfatagao.
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5.3.1 Grau de substituicio

Os derivados carboximetilados foram titulados em triplicata para a determinacao
do grau de substituicdo. As amostras GCM1, GCM2 GCM3 tiveram grau de substituicao de
0,29, 0,32 e 0,22, respectivamente. Observou-se que com o aumento da quantidade de NaOH
houve um aumento do GS da GC até a GCM2, com um aumento em excesso de NaOH, o GS

diminuiu na GCM3. A curva de titulacao do derivado GCM2 encontra-se na Figura 14.

Figura 14 — Curva de titulagdo do derivado GCM2 com NaOH 0,096 mol.L!.
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Os derivados sulfatados (GCS3, GCS4, GCSS5) foram analisados por microanalise
para determinar o teor de enxofre presente em cada amostra. Os resultados encontram-se na

Tabela 7.

Tabela 7 - Teor de carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre nos derivados GCS.

Amostra Carbono Hidrogénio  Nitrogénio Enxofre GS
GCS3 36,93 £ 0,11 7,12+0,08  0,47+0,07 2,13+0,18 0,13 +£0,01
GCS4 36,93 £ 0,03 7,06 0,06 0,47 +0,06 1,86 £0,17 0,11 £0,01
GCS5 35,70 = 0,06 6,83+0,08 0,39+0,01 2,64 + 0,00 0,17 £ 0,00

O grau de substituigao dos derivados sulfatados variou de 0,11 a 0,17, com a
amostra GCS4 com o menor grau de substitui¢cdo (0,11) e a amostra GCS5 com o maior grau

de substituicdo (0,17). Observou-se que o grau de substitui¢do ndo ¢ diretamente proporcional
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ao aumento da quantidade de complexo SOs/piridina na reagdo. O nitrogénio detectado nas
amostras pode ser devido a presenca de proteinas nos polissacarideos.

Moura Neto e colaboradores (2011) obtiveram graus de sulfatagdo variando de 0,02
a 0,88. Entretanto, os autores utilizaram o método do 4cido clorosulfonico para sulfatar a goma
do cajueiro. O método do acido clorosulfonico envolve um meio reacional com o pH baixo, e

baixa temperatura.

5.3.2 FTIR dos derivados de GC

O espectro de infravermelho da GC e seus derivados carboximetilados encontram-
se na Figura 15. Eles apresentam bandas proximas a 3400 cm™!, referente ao estiramento O-H,
outra banda em 2927 cm’!, atribuidas ao estiramento C-H (PITOMBEIRA et al., 2015). Os
derivados carboximetilados foram analisados quanto ao aumento do sinal em 1600 cm™ em

relacdo ao sinal em 2927 cm™!. Os valores constam na Tabela 8.

Tabela 8 — Absorbancia relativa dos derivados carboximetilados.

Amostra Aui600 A2927 Avrelativa
GCM1 47,46 13,14 3,61
GCM2 63,24 12,84 4,93
GCM3 73,88 12,36 5,98

Os derivados carboximetilados exibem um aumento de intensidade relativa
(A1600/A2927) na banda presente em 1600 cm™, atribuida ao estiramento simétrico do grupo
carboxilato —COO", e um aumento de intensidade relativa na banda em 1419 cm’', atribuida ao
estiramento assimétrico do grupo carboxilato —COO™ (CHEN et al., 2014). O aumento da
intensidade relativa nos derivados carboximetilados ocorre devido a inser¢dao de grupamentos
carboxilico no polissacarideo. O aumento da intensidade relativa em 1600 cm™ e uma fraca
absorbancia em 1730 cm™ (referentes ao grupo —COOH) indica que o polissacarideo se
encontra majoritariamente em sua forma salina (XU et al., 2009). O derivado carboximetilado
GCM3 exibiu uma maior intensidade relativa na banda em 1600 cm™, o que sugere um maior
grau de substituicao que os derivados GCM1 e GCM2. Entretanto, na titulagdo potenciométrica

o derivado GCM2 apresentou um maior grau de substituicado.
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Figura 15 — Espectro de FTIR da GC e de seus derivados carboximetilados.
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Resultados semelhantes foram obtidos por Silva e colaboradores (2004) na
carboximetilacdo da goma do cajueiro e por Wang e colaboradores (2019) na carboximetilacao
do glucomanano do konjac. Os autores observaram o surgimento de uma banda proxima de
1600 cm™ e outra em 1420 cm™ atribuidas ao estiramento simétrico e assimétrico do grupo
carboxila. O método utilizado por Wang e colaboradores (2019) utiliza o meio etandlico na
reacdo, utilizando o hidroxido de s6dio como base forte para formacdo do alcoxido, acido
cloroacético e temperatura de reagao de 50 °C.

Os espectros de infravermelho dos derivados sulfatados encontram-se na Figura 16.
Eles apresentam uma nova banda em 1255 cm™!, atribuida ao estiramento assimétrico da ligaco
no grupo S=0 (MOURA NETO et al., 2011). Os derivados sulfatados foram analisados quanto
ao aumento do sinal em 1255 cm™ em relagdo ao sinal em 2927 cm™. Os valores estio

mostrados na Tabela 9.
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Tabela 9 — Absorbancia relativa dos derivados sulfatados.

Amostra Ai1255 A2927 Aurelativa
GCS3 5,37 12,56 0,43
GCS4 6,07 11,57 0,52
GCS5 7,78 13,49 0,58

Figura 16 — Espectro de FTIR da GC e de seus derivados sulfatados.
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O derivado GCSS5 exibiu uma banda de maior intensidade relativa (A1255/A2927) em
1255 cm™ (0,68) quando comparada com os demais derivados sulfatados, o que sugere um grau
de substituigdo maior. Os derivados GCS3 e GCS4 apresentaram intensidades relativas
semelhantes na banda em 1255 cm™!, 0,43 e 0,45, respectivamente. Uma maior substitui¢io no
derivado GCSS5 corrobora o resultado encontrado pela analise elementar.

Outros autores obtiveram resultados semelhantes quando sulfataram
polissacarideos. Zhang e colaboradores (2019) na sulfatagdo da galactomanana do feno grego
(método do acido clorosulfonico; 85 °C). Zhang e colaboradores (2016) na sulfatacdo do
exopolissacarideo de L. plantarum (método do complexo SO3/py; 80 °C). Chen e colaboradores
(2015) na sulfatacdo do polissacarideo de Ganoderma atrum (método do acido clorosulfonico;

45 °C), Li e colaboradores (2017) na sulfatacdo do polissacarideo de Enteromorpha prolifera
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(método do acido clorosulfonico; 90 °C) observaram no FTIR de seus derivados sulfatados uma
banda em aproximadamente 1250 cm™, atribuida ao estiramento S=O e 820 cm’!, atribuida a
ligagio C-O-S. Entretanto, a banda em 820 cm™' ndo foi observada nos derivados sulfatados da
goma do cajueiro deste trabalho, podendo ser justificado por um menor grau de substituicao no

polissacarideo.

5.3.3 Cromatografia de permeacdo em gel dos derivados de GC

Para a caracterizagdo por GPC foram escolhidas apenas os derivados GCM2 e
GCSS5, por apresentarem maiores valores de GS. Estes derivados foram utilizados para a
obtencdo das NPs por CPE.

As amostras foram analisadas buscando estimar a massa molar de pico (Mpk) dos
derivados da goma do cajueiro. Os cromatogramas de permeagdo em gel da GC e dos derivados
GCM2 e GCSS5 estao apresentados na Figura 17. O derivado carboximetilado da GC sofreu
cisdo em sua cadeia (degradagdo), observada pelo deslocamento do pico da GC de 8,86 para
9,12 mL. A possibilidade de uma nova conformacdo de cadeia (devido a inser¢do de grupos
carregados) também pode ter influenciado no deslocamento do pico. A degradagdo ocorreu
devido a uma hidrolise basica, ocasionada por um pH muito elevado no meio reacional.
Comportamento semelhante também foi observado por Silva e colaboradores (2004), com o
deslocamento do pico de 9,2 para 9,6 mL da goma do cajueiro natural para o derivado
carboximetilado, indicando uma degradacdo semelhante na cadeia do polissacarideo com
diminui¢do da massa molar (Mpk) de 1,8 x 10° para 1,1 x 10° g.mol ™.

Quanto ao derivado sulfatado, ndo houve um deslocamento do pico em relagao ao
polissacarideo original. Era esperado um aumento de massa molar (deslocamento para um
volume de elui¢do menor), j4 que hé a inser¢cdo de um grupamento na cadeia. Entretanto, ¢
possivel a ocorréncia de hidrolise durante a reagdo, o que ocasiona a diminuicdo da massa

molar, mantendo assim o volume de elui¢ao igual ao do polissacarideo natural.
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Figura 17 - Cromatograma da GC e seus derivados GCM2 e GCSS.
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Os valores de volume de eluigdo e massa molar de pico sdo mostrados na Tabela

10.

Tabela 10 — Volume de elui¢do e Mpk da GC e seus derivados GCM2 e GCSS.

Amostra Volume de eluicdo (ML) MMk x 10* (g.mol™?)

GC 8,86 2,07
GCM2 9,12 1,05
GCS5 8,86 2,07

Resultados divergentes foram obtidos por Moura Neto e colaboradores (2011), ao
sulfatar a goma do cajueiro. Os autores constataram que houve um pequeno deslocamento no
volume de elui¢do do pico para volumes menores, podendo ser justificado pelo método utilizado
para a sulfatacdo (método do acido clorosulfonico), causando uma hidrolise 4cida mais forte e
atingindo um maior grau de substitui¢do. Xiao e colaboradores (2019) também utilizaram o
método do acido clorosulfonico para sulfatar o polissacarideo de Sargassum pallidum, e

encontraram massas molares similares ao polissacarideo nativo. Os autores justificaram a massa
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molar proxima ao do polissacarideo natural devido ao uso da N,N-dimetilformamida como

solvente e o uso de temperatura mais moderada (70 °C).

5.3.4 Ressondncia magnética nuclear da GC e dos derivados

A GC e seus derivados (GCM2 e GCS5) foram analisados por RMN de '3C e DEPT
135 com o proposito de confirmar as modificacdes propostas. Os espectros de RMN *C estdo
mostrados nas Figuras 18-20. O espectro de RMN '*C da GC, exibido na Figura 18, apresentou
sinais atribuidos aos carbonos Ca, C3, C4 e Cs entre 70 e 85 ppm. Os sinais entre 60 e 65 ppm
foram atribuidos aos carbonos metilénicos. Os sinais entre 100 e 110 ppm foram atribuidos aos
carbonos anoméricos (SILVA et al, 2007). No espectro de *C da GC ndo foi detectado o sinal
do carbono de carbonila na regido de campo baixo, j4 com o espectro de *C do derivado
carboximetilado GCM2 (Figura 19) foi possivel observar este sinal (6 = 179,59 ppm).
Observou-se ainda uma diminuicdo do sinal na regido de carbonos anoméricos (6 entre 90 e
110 ppm), devido a degradacdo da cadeia (como observado nos resultados de GPC).

No espectro da GCSS5, exibido na Figura 20, notou-se uma pequena diminui¢do na
intensidade dos sinais anoméricos (0 entre 90 e 110 ppm) quando comparados com o espectro
da GC (Figura 18), devido a residuos de glicose e ramnose, mostrando indicios de uma leve
degradacao da cadeia (MOURA NETO et al., 2011). O aparecimento de um novo sinal (6 =
69,62 ppm) no espectro da GCS indica que a substitui¢cdo ocorreu no oxigénio do carbono 6. A
presenca de grupos sulfato causa uma altera¢do no deslocamento quimico para campos mais
baixos nos carbonos a ao grupo sulfato (WANG et al., 2009).

Os espectros de DEPT 135 da GC e dos derivados GCM2 e GCS5 encontram-se
nas Figuras 21 a23. O DEPT 135 da GC exibiu todos os sinais caracteristicos do polissacarideo
(Figura 21). No DEPT 135 da GCM, exibido na Figura 22, foi possivel observar um aumento
da intensidade dos sinais na regiao de CH» entre 70 e 75 ppm, quando comparado com o DEPT
135 da GC, indicando uma substitui¢ao parcial nos carbonos C-2, C-4 e C-6, concluindo que
ocorreu uma carboximetilagao ndo seletiva no polissacarideo. Resultado similar foi encontrado
por Wang et al. (2019), quando fizeram a carboximetilacdo da glucomanana de konjac, com o
aparecimento de um sinal proximo a 180 ppm, e sinais de degradacao na regido de anoméricos
(aproximadamente 105 ppm).

Quando analisados pelo RMN 3C DEPT 135, com espectro exibido na Figura 23,

o novo sinal na GCS (8 = 69,10 ppm) apareceu na direcdo oposta dos sinais de CHz e CH,
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indicando a substituicdo no CH> (carbono 6). Assim, observou-se que a entrada de grupos
sulfato ocorre preferencialmente no oxigénio do carbono 6.

Resultados semelhantes foram encontrados por Moura Neto e colaboradores (2011)
na sulfatacdo da GC utilizando o método acido clorosulfonico/piridina, Liu e colaboradores
(2018) com a sulfatagdo do polissacarideo de Catathelasma ventricosum pelo método do
complexo de SO3/  piridina, Zhao e colaboradores (2019) na sulfatagdo do polissacarideo da
Crassostrea gigas pelo método do acido clorosulfonico/piridina e Liu e colaboradores (2009)
na sulfatacdo do polissacarideo do Phellinus ribis utilizando o método acido
clorosulfonico/formamida. Foi observado deslocamento do sinal atribuido ao carbono 6 para
campos mais baixos, acompanhando de uma diminuicdo dos sinais atribuidos aos carbonos

anoméricos proximos a 100 ppm.
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Figura 18 - Espectro de RMN '*C da GC (500 MHz, D>0, 70 °C).
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Figura 19 - Espectro de RMN *C da GCM2 (500 MHz, D-0, 70 °C).
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Figura 20 - Espectro de RMN !*C da GCS5 (500 MHz, D0, 70 °C).
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Figura 21 - Espectro de RMN DEPT 135 da GC (500 MHz, D>0, 70 °C).
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Figura 22 - Espectro de RMN DEPT 135 da GCM2 (500 MHz, D>0, 70 °C).
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Figura 23 - Espectro de RMN DEPT 135 da GCS5 (500 MHz, D-O, 70 °C).
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5.4 Caracterizaciao das nanoparticulas

Para a obtencao das NPs foram utilizados os polissacarideos QT, GCM2 e GCS5.
Os derivados foram escolhidos por apresentarem um maior grau de substituicao, tornando assim
os polieletrolitos mais carregados das respectivas series. A razdo de cargas dos polieletrolitos
(n*/n’) foi calculada a partir da massa molar da unidade glicosidica (162 g.mol!) do GS (para
GCM e GCS) e GD (QT), como mostram as equagdes 12 ¢ 13.
n- =nxGS (12)
nt =nxGD (13)
Onde: n: nimero de mols; GS: grau de substitui¢do; GD: grau de desacetilacdo
Os valores dos rendimentos das NPs com GCM encontram-se na Tabela 11. Os
rendimentos variaram entre 49 ¢ 75%. O rendimento aumentou com o acréscimo de quitosana
no sistema, o que indica que, até a razdo n*/n" = 1,25, as intera¢des entre as cadeias poliméricas
estdo fortes o suficiente para manter a estrutura da nanoparticula. As NPs com GCS
apresentaram rendimento entre 31,7 e 66,9% (Tabela 12). Ao contrario das NPs com GCM, ndo
se observou o mesmo efeito de aumento do rendimento com o aumento da quantidade de
quitosana. A amostra QTGCS125 teve o menor rendimento, possivelmente indicando que na

razdo n'/n"= 1,25 as interagdes comecam a ser desfavorecidas.

Tabela 11 - Rendimento de obten¢do das nanoparticulas com GCM.

Amostra MS;S?g()ie n* /n‘ Riii(:)nl::g:qar Rendimento (%)
QTGCMT75 0,075 0,75 2:7 49,5
QTGCM100 0,100 1,00 2:5 63,0
QTGCM125 0,125 1,25 1:2 74,8
A massa de GCM foi mantida em 0,27 g.
Tabela 12 - Rendimento das nanoparticulas com GCS.
Massa de + Razio molar .
Amostra QT (2) n /n‘ noTiNGes Rendimento (%)
QTGCS7T5 0,040 0,75 1:7 62,8
QTGCS100 0,055 1,00 1:5 66,9
QTGCS125 0,070 1,25 1:4 31,7

A massa de GCS foi mantida em 0,28 g.
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A diferenca de comportamento entre as NPs com GCM e GCS pode ser justificada
pela massa molar da GCM (1,05 x 10* g.mol™!) ser menor que a massa molar da GCS (2,07 x

10* g.mol ™), o que pode implicar em uma melhor conformagdo entre as cadeias da quitosana e

da GCM.

5.5 Caracterizacio das nanoparticulas

5.5.1 FTIR das nanoparticulas

Os espectros de FTIR das nanoparticulas produzidas por complexacgao
polieletrolitica entre quitosana e GCM encontram-se na Figura 24. As NPs apresentaram bandas

I atribuida ao estiramento O-H

caracteristicas dos polieletrolitos de partida: em 3430 cm”
(presentes na QT e na GCM) e N-H (presentes na QT), e as bandas presentes em 1650 ¢ 1323
cm! atribuidas as amidas I e III da quitosana, respectivamente. A absor¢io larga presente em
1595 cm™ atribuida ao estiramento C=0O est4 presente na QT e na GCM. A absorc¢do em 1417

cm’! é atribuida a deformagdo axial C-N presente na quitosana.

Figura 24 - Espectro de FTIR das NPs com GCM e os polieletrdlitos de partida.
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Alguns sinais sofreram deslocamentos comparados ao material de partida, os sinais
e numeros de onda do material de partida sdo exibidos na Tabela 13 e o dos complexos

polieletroliticos na Tabela 14.

Tabela 13 — Atribuic¢des aos picos da quitosana e goma do cajueiro carboximetilada

(PAWLAK & MUCHA, 2003; WANG et al, 2019).

Numero de onda

Amostra (em™) Atribuicao

1655 C=0 de amida
1591 NH:

QT 1421 Deformagao axial C-N
1379 Deformacao angular simétrica CH3
1321 Amida III
1080 C-0 e C-O-C da estrutura sacaridica
1730 C=0 do grupo COOH

GCM2 1600 Estiramento simétrico C=0 do grupo COO"

1419 Estiramento assimétrico C=0 do grupo COO"
1074 C-0O e C-O-C da estrutura sacaridica

Tabela 14 — Atribui¢des de algumas bandas dos complexos polieletroliticos com goma do

cajueiro carboximetilada.

Nimero de onda (cm™)

Atribuicao
QTGCM75 QTGCM100 QTGCMI125

C=0 de amida 1641 1647 1645

Estiramento simétrico C=0 do grupo
COO e NH» 1593 1593 1593
Estiramento ass1meEr100 .dO grupo COO" e 1415 1415 1417

deformacao axial C-N

Deformacao angular simétrica CH3 1382 1382 1382
Amida III 1325 1325 1325
C-O e C-O-C da estrutura sacaridica 1072 1070 1072

Os deslocamentos nas bandas presentes nos complexos polieletroliticos sao
justificados pelas interacdes entre os polissacarideos na formagdo do CPE. Os espectros de
FTIR das nanoparticulas produzidas por complexagdo polieletrolitica entre quitosana e GCS
encontram-se na Figura 25. Essas nanoparticulas apresentaram bandas caracteristicas dos

polieletrolitos de partida: banda em 3415 cm™ atribuida ao estiramento O-H (presentes na QT
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e na GCS) e N-H (presentes na QT). A absorcio larga presente em 1643 cm™! ¢ atribuida ao
estiramento C=0 presente na QT e GCS. A absorcio presente em 1417 cm™ ¢ atribuida a
deformagdo axial C-N presente na quitosana. A banda em 1255 cm’, caracteristica do

estiramento S=0 da GCS, foi observada em todas as NPs.

Figura 25 - Espectro de FTIR das NPs com GCS e os polieletrdlitos de partida.
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Alguns sinais sofreram deslocamentos quanto ao material de partida, os sinais e
nimeros de onda do material de partida sdo exibidos na Tabela 15 e o dos complexos
polieletroliticos sdo exibidos na Tabela 16.

Os deslocamentos nas bandas presentes nos complexos polieletroliticos sdo

justificados pelas interagdes entre os polissacarideos na formagao do CPE.
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Tabela 15 — Atribuicao dos picos da quitosana e goma do cajueiro sulfatada (MOURA NETO
etal, 2011).

Numero de onda

Amostra (em™) Atribuicio
1655 C=0 de amida
1591 NH:2

QT 1421 Deformagao axial C-N
1379 Deformagao angular simétrica CH3
1321 Amida III
1080 C-0 e C-O-C da estrutura sacaridica
1730 C=0 do grupo COOH
GCS5 1643 Estiramento simétrico C=0 do grupo COO"

1255 Estiramento assimétrico do grupo S=0O
1078 C-0O e C-O-C da estrutura sacaridica

Tabela 16 — Atribuicao de algumas bandas dos complexos polieletroliticos com goma do

cajueiro sulfatada.

Nimero de onda (cm™)

QTGCS75 QTGCS100 QTGCS125

Atribuicao

C=0 de amida e estiramento simétrico C=0

do grupo COO" 1641 1641 1641
Estiramen;zfe:)ﬁr:j;i(;c; ii(l) ggjl:lll\II)O COO e 1417 1415 1413
Deformacdo angular simétrica CH3 1379 1377 1377
Estiramento assimétrico do grupo S=O 1257 1257 1257
C-O e C-O-C da estrutura sacaridica 1078 1078 1078

5.4.2 Espalhamento dinamico de luz

As NPs foram caracterizadas por EDL para determinagdo do tamanho de particula,
potencial zeta e indice de polidispersividade em agua destilada. As NPs apresentaram tamanho
entre 150 ¢ 195 nm. A QTGCMT7S5 apresentou o menor tamanho, enquanto a QTGCM100 o
maior, com 154 e 191 nm, respectivamente. Observou-se uma tendéncia no aumento do
tamanho da NP com a igualdade tedrica no balango de cargas (n/n” = 1,00), € uma diminui¢do
quando as cargas anidnicas (n"/n” = 0,75) ou catidnicas (n*/n” = 1,25) eram predominantes. Os

resultados encontram-se na Figura 26.
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Figura 26 — Tamanho de particula e indice de polidispersividade (a) e potencial zeta (b) das

nanoparticulas com GCM em agua destilada.
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Entretanto, a QTGCMT75 apresentou um menor tamanho, provavelmente devido a
um menor tamanho de cadeia da GCM, ocasionando uma melhor interacdo entre a cadeia de
GCM e QT com a propor¢ao molar 2:7 (QT:GCM). Ja quando as cargas cationicas foram
predominantes, o tamanho da particula foi um pouco maior quando comparado com a
QTGCM75, quando a razdo molar € de 1:2 (QT:GCM). Quando houve predominancia de cargas
negativas (n*/n"=0,75) o menor tamanho de particula foi obtido, sugerindo um melhor
empacotamento entre as cadeias de QT e GCM. A distribuicao de tamanho de particula das
amostras encontra-se na Figura 27.

Isso sugere que a razdo molar de 2:7 ¢ a condicdo ideal para obter um menor
tamanho de particula, dados os GS e GD da GCM e QT, respectivamente. O IPD ¢ utilizado
para caracterizar a dispersdo de um polimero. As NPs com menor tamanho de particula
(QTGCM7T5 e QTGCMI125) apresentaram os menores valores de IPD, 0,22 e 0,21,
respectivamente e apresentaram distribui¢do unimodal. O potencial zeta das NPs esté ligado a
estabilidade da emulsdo. Quanto maior o potencial zeta, em modulo, mais estavel o sistema,
devido a repulsdo entre as cargas na superficie das NPs. Todas as NPs apresentaram potencial
zeta negativo, indicando que a GCM ¢ predominante na parte exterior da estrutura, enquanto a
quitosana encontra-se no interior. Observou-se também que o potencial tende a diminuir, em
modulo, com o aumento da quantidade de quitosana, o que ja era esperado, visto que a quitosana

possui cargas positivas ao longo da cadeia.
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Figura 27 - Distribuicao de intensidade (%) x tamanho (d. nm) das nanoparticulas com GCM.
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As NPs com GCS apresentaram tamanho entre 145 e 290 nm. Os resultados
encontram-se na Figura 28. A QTGCS75 apresentou o menor tamanho, enquanto a QTGCS100
0 maior, com 149 e 285 nm, respectivamente.

A tendéncia apresentada nas NPS com GCM também foi observada nas NPs com
GCS, no aumento do tamanho da NP com a igualdade tedrica no balango de cargas (n"/n” =
1,00), e uma diminui¢do quando as cargas anidnicas (n'/n” = 0,75) ou catidnicas (n"/n” = 1,25)
eram predominantes. Entretanto, a QTGCSI125 apresentou um tamanho de particula bem
proximo ao da QTGCS100. Assim, a razdo molar ideal para obter um menor tamanho de

particula seria 1:7 (QTGCS75), dados os GS da GCS e o GD da QT, que lhe conferem uma

melhor interacao entre as cadeias.
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Figura 28 — Tamanho de particula e indice de polidispersividade (a) e potencial zeta (b) das

nanoparticulas com GCS em agua destilada.
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A QTGCS75, com menor tamanho de particula (149 nm), apresentou o menor [PD
entre as NPS com GCS (IPD = 0.23). J4 as NPs QTGCS100 e QTGCS125 apresentaram os

maiores valores de IPD entre todas as particulas produzidas neste trabalho, 0,37 e 0,40,

respectivamente e apresentaram distribui¢do unimodal e bimodal, respectivamente. As

distribui¢cdes de tamanho de particula das amostras encontram-se na Figura 29. QTGCS75 e

QTGCS125 apresentaram um pequeno volume em diametros maiores podendo ser justificado

por aglomerados em solug@o.

Figura 29 - Distribuicao de intensidade (%) x tamanho (d. nm) das nanoparticulas com GCS.
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Todas as NPs apresentaram potencial zeta negativo, mas foram bem menores (em
moddulo) do que aqueles das NPs com GCM, indicando uma menor estabilidade em solucgdo. O
potencial negativo sugere que a GCS estad predominante distribuido na parte exterior da
particula, enquanto a quitosana encontra-se no interior. Os sistemas apresentaram a mesma
tendéncia no potencial zeta com o aumento da quantidade de quitosana, com a QTGCS125 se
aproximando do ponto isoelétrico em meio aquoso (pH = 7).

Os resultados obtidos coincidem com os encontrados por Chen e colaboradores
(2019), que produziram complexos polieletroliticos a base de quitosana modificada e acido
hialuronico. Os autores obtiveram nanoparticulas com didmetro entre 160 e 385 nm e IPD entre
0,02 e 0,5. O tamanho hidrodinamico de particula também foi semelhante com o obtido por
Anirudhan e colaboradores (2019), quando produziram um complexo polieletrolitico entre
carboximetil quitosana e alginato de sodio para o carreamento de farmaco obtendo
nanoparticulas com diametro de 168 nm. Segundo Vinagradov e colaboradores (2002)
nanoparticulas com tamanho entre 70 ¢ 200 nm possuem um maior tempo de circulagdo no
organismo, favorecendo o seu uso na liberacdo de fdrmacos. Portanto, as NPs obtidas estdo

dentro da faixa de tamanho propicio para uso de libera¢ao de farmacos e similares.

5.6 Caracterizacao das nanoparticulas com acetato de timila encapsulado

Para o ensaio de encapsulamento do acetato de timila (AT) foi escolhido o sistema
QTGCMT75, pois apresentou as melhores caracteristicas de tamanho de particula (154 nm),

estabilidade em solu¢do (potencial zeta =-22,2 mV) e baixo indice de polidispersividade (0,22).

5.6.1 Espalhamento dindmico de luz da NP com acetato de timila encapsulado

Os resultados de EDL para o sistema com acetato de timila encapsulado se
encontram na Tabela 17. Quando comparado com o sistema QTGCM?75, o rendimento caiu de
49,5% para 37,7% e a eficiéncia de encapsulamento foi de 41%. Ja a capacidade de
carreamento, que consiste da razao entre a massa de acetato de timila encapsulado e a massa de
NP, foi de 24%. O tamanho de particula diminuiu de 154 para 97 nm com distribui¢do unimodal,

como mostra a Figura 30.
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Tabela 17: Rendimento, diametro, IPD, potencial zeta, eficiéncia de encapsulamento e

capacidade de carreamento do ensaio de encapsulamento do acetato de timila.

Diametro Potencial zeta
Rend. IPD EE CC
(hm) (mV)
0,
QTGCMT75AT 37’17 7/" T 9742 062(‘;’3* 26+1 41,00% 24,00%

EE: Eficiéncia de Encapsulamento / CC: Capacidade de Carreamento

Figura 30 - Distribuicao de intensidade (%) x tamanho (d. nm) do sistema QTGCM75AT.
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O potencial zeta negativo sugere que a goma do cajueiro carboximetilada esta
majoritariamente na superficie da nanoparticula, enquanto a quitosana esta na parte mais
interna.

A diminuicao do tamanho de particula no encapsulamento pode ser justificada pelo
uso do surfactante Tween 80, que auxilia na formagao da emulsdo entre a QT e o acetato de
timila. O potencial zeta aumentou em modulo, de -22,2 para -26,0 mV. Resultados similares
foram encontrados por Hosseini e colaboradores (2013) quando encapsularam 6leo essencial
de orégano (que possui timol em sua composi¢cdo) com sistema quitosana /tripolifosfato, e
obtiveram nanoparticulas com didmetro entre 280 e 400 nm. Entretanto, obtiveram eficiéncia
de encapsulamento inferior (5 a 25%), e capacidade de carreamento bem inferior (1,0 a 2,5%)
ao atingido por este trabalho. Potencial zeta semelhante (-22 mV) foi obtido por Baldim et al.

(2019), quando encapsularam o 6leo essencial de Lippia sidoides em um nanosistema lipidico
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utilizando o método de inversao de fase, com 80% de eficiéncia para o encapsulamento do dleo

essencial, que possui timol em sua composi¢ao.

5.6.2 Ensaio de liberacdo in vitro

O resultado do ensaio de liberagdo in vitro do sistema QTGCM75AT encontra-se
na Figura 31. O ensaio mostrou que na primeira hora foram liberados aproximadamente 13%
do AT encapsulado. Ap6s 6 h aproximadamente 34%, e cerca de 50% foram liberados nas
primeiras 12 h de ensaio. Ap6s as 12 h, a liberagdo tornou-se mais lenta, liberando
aproximadamente 97% em 120 h de ensaio. A libera¢do inicial ocorrendo de forma mais
acelerada pode ser justificada pelo AT presente na superficie da NP, pela erosdo da superficie,
e/ou intumescimento da NP, liberando assim o AT encapsulado nas proximidades da superficie.
De 24 a 120 h, a liberagao foi mais lenta, sendo atribuido ao AT que se encontrava encapsulado

na parte mais interna da NP.

Figura 31 — Perfil de liberagao in vitro do sistema QTGCM75AT em pH 7,4 (tampao fosfato).

100

80 4 []

70 4 X

60

50 j

404 x
1 =

30 4 f
1K

20-;

10

Teor de acetato de timila liberado (%)

0 r s 4 ¢ & %43 © F T ¥ F « 1 &% T ¥ & v 6 °
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132
Tempo (h)

Hosseini et al (2013) quando encapsularam o 6leo essencial de orégano, que possui
o timol e o carvacrol como componentes majoritarios, com um sistema quitosana/tripolifosfato
relataram uma rapida liberacdo nos momentos iniciais do ensaio in vitro, justificada pela

possivel presenga de oleo essencial na superficie da NP. Esmaeili & Asgari (2015), quando
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encapsularam o O6leo essencial de Carum copticum, utilizando um sistema
quitosana/tripolifosfato, também observaram uma liberacdo inicial brusca, de
aproximadamente 65% em 5 h de ensaio in vitro. Esta rapida liberacdo inicial também foi
atribuida ao 6leo essencial presente na superficie da NP e/ou encapsulado préximo a superficie.
De acordo com os resultados obtidos, propde-se que a estrutura da nanoparticula seja da forma

representada na Figura 32.

Figura 32 — Proposta de modelo de nanoparticula para encapsulamento de acetato de timila.

= Polimero catiénico
» Polimero anidnico
Tween 80

) Acetato de timila

Fonte: Proprio autor.

5.6.3 Analise cinética de liberagdo in vitro

Os parametros foram utilizados para identificar qual modelo teorico se ajusta mais
aos dados obtidos nas observagdes experimentais. O modelo que melhor se adequa foi
selecionado a partir do coeficiente de correlagio (R?) dos seguintes modelos: ordem zero,
primeira ordem, Higuchi, Hixson-Crowell e Korsmeyer-Peppas. O modelo que obtiver o maior
coeficiente de correlagdo ¢ considerado o mais ajustado a liberagao.

Na Tabela 18 encontram-se os resultados da analise matematica. Os valores de
coeficiente de correlacdo obtidos indicaram que o modelo que mais se adapta aos dados obtidos
experimentalmente é o modelo de Korsmeyer-Peppas, com o R?=0,9764. O valor do expoente
de liberagao obtido no modelo adequado (n = 0,4352) indica que o mecanismo de liberacao do
AT ocorre por meio de difusdo Fickiana. Os graficos com o perfil previsto e observado para

cada modelo encontram-se na Figura 33.
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Tabela 18 — Constantes de liberacdo e coeficientes de correlagdo das equagdes matematicas

aplicadas na liberag¢do do acetato de timila.

Primeira . . Hixson-
Ordem zero ordem Higuchi Crowell Korsmeyer-Peppas
Ko K Kn Knc K
2 2 2 2 2
ey B oah N ey X e Boeny °

0,854 1,230 0,572 0,007 0,968 0,087 0,682 0,022 0,976 0,143 0,435

Outro modelo que obteve um bom coeficiente de correlagio foi o de Higuchi (R? =
0,9683). Este modelo ¢ baseado no mecanismo de difusdo Fickiana, corroborando o modelo

matematico de Korsmeyer-Peppas.
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Figura 33 — Perfis de liberagdo previstos mediante os modelos (a) ordem zero, (b) primeira

ordem, (c) Higuchi, (d) Hixson-Crowell e (¢) Korsmeyer-Peppas.
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6 CONCLUSAO

O timol foi acetilado com sucesso, com sua modificacdo confirmada por FTIR,
RMN 'H, RMN "C e 86% de rendimento. Foram obtidos derivados carboximetilados (GS: 0,22
- 0,32) e sulfatados (GS: 0,11 - 0,17) da goma do cajueiro, e foram produzidas nanoparticulas
a partir de goma do cajueiro modificada e quitosana. Os sistemas com GCM apresentaram
rendimento de 49 a 75%, com tamanho de particula variando entre 154 a 191 nm, ja os sistemas
com GCS apresentaram rendimento de 31 a 67%, com tamanho de particula variando entre 149
e 285 nm. Todas as nanoparticulas apresentaram potencial zeta negativo. O sistema QTGCM?75
(n"/n = 0,75) apresentou as melhores caracteristicas, com tamanho de particula 154 nm e -22,2
mV de potencial zeta. Esse sistema foi utilizado para o encapsulamento do acetato de timila. A
eficiéncia de encapsulamento foi de 41% e a capacidade de carreamento do sistema foi de 24%.
O perfil de liberagdo in vitro do sistema QTGCM75AT foi controlado, liberando 97% do acetato
de timila encapsulado em 120 horas. O modelo cinético que mais se adequou a liberacdo do
acetato de timila foi o Korsmeyer-Peppas, com o mecanismo de liberagdo sendo através de
difusdo Fickiana. Assim, o sistema de nanoparticula por complexagdo polieletrolitica entre
quitosana e goma do cajueiro carboximetilada mostrou-se promissor para o encapsulamento do
acetato de timila, podendo ser avaliado futuramente para aplicacdo frente ao nematoide H.

contortus.
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