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Deus permitiu a existéncia da quedas
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RESUMO

Esferas a base de goma do cajueiro foram produzidas utilizando como
técnicas a formacgao de redes interpenetradas e a complexagao polieletrolitica. Esferas
de quitosana (QT) e quitosana/goma do cajueiro (QT/GC) sintetizadas via formacgéo de
redes interpenetradas foram reticuladas com genipina. A genipina foi isolada a partir do
fruto do jenipapo e caracterizada por espectroscopia de infravermelho e RMN de 'H e
3C. As esferas de quitosana (QT) e quitosana/goma do cajueiro (QT/GC) reticuladas
com genipina foram caracterizadas por: ensaio de intumescimento, ensaio de liberagao,
microscopia eletrbnica de varredura e espectroscopia de absor¢do na regido do
infravermelho. Pelo método do acgucar total verificou-se que 83% da goma foi
incorporada as esferas. Os ensaios de intumescimento indicam que as esferas de
QT/GC reticuladas tém intumescimento maximo em pH 1,2. O aumento da
concentragdo da genipina na reticulagdo das esferas faz com que ocorra uma
diminuigdo na taxa de intumescimento devido ao aumento do grau de reticulagdo. O
coeficiente de difusdo diminui com o aumento da densidade de reticulacdo para as
esferas de QT e QT/GC. Nos ensaios de liberagédo constatou-se que em tampéo pH 7,4
que as esferas sem reticulagcdo sao capazes de intumescer e liberar o farmaco
(diclofenaco de sédio), porem nao ocorreu liberagédo de farmaco em esferas de QT/GC
reticuladas com genipina neste meio. As esferas de QT/GC reticuladas com genipina
liberam diclofenaco de sodio em solugdo de pH 1,2 e a liberagcdo do farmaco é
inversamente proporcional a concentracdo de agente reticulante. A liberacdo de
farmaco em esferas QT/GC ocorre por um mecanismo n&o Fickiano. Complexos
polieletroliticos de quitosana e goma do cajueiro carboximetilada (CCM) na forma de
esferas também foram estudadas avaliando-se o efeito da massa molar da quitosana e
do grau de substituigdo (GS) da goma do cajueiro carboximetilada no grau de
intumescimento e liberagdo de albumina sérica bovina (BSA). A massa molar da
quitosana e o GS da goma carboximetilada influenciam a cinética de intumescimento e
o coeficiente de difusdo de agua nas esferas. Entretanto, na liberagdo do farmaco o
fator mais importante na modulagédo da liberagdo € o grau de substituicdo da goma

carboximetilada.



ABSTRACT

Cashew gum based beads were produced through interpenetrating polymer
networks and polyelectrolyte complexation techniques. Beads of chitosan (CH) and
cashew gum (CG)/CH were further crosslinked with genipin obtained from “genipapo”
fruits. This crosslinking agent was characterized by proton and carbon nuclear magnetic
resonance and infrared spectroscopy. Beads of CH and CH/CG were doped with sodium
diclofenac and characterized by Fourier Transform Infrared spectroscopy and Electron
Microscopy. Beads degree of swelling and the drug release kinetics were also
determined. It was found that CH/CG beads contained up to 83 % CG and maximum
swelling occurred at pH 1.2. The higher the crosslinking density, the lower were the
swelling degree and the diffusion coefficient. Moreover, drug release was also found to
decrease with increasing crosslinking density and no drug release occurred at pH 7.4 for
CH/CG beads crosslinked with genipin, although non-crossliked bead did release the
drug at that pH. CH/CG beads drug release was found to follow a non-Fickian
mechanism. Polyelectrolyte complexes of chitosan and carboxymethylated cashew gum
(CCM) in beads form were also investigated regarding the effects of molar mass and
degree of substitution of CCM on the swelling degree and on bovine serum albumin
(BSA) release. Data obtained revealed that both of molar mass and degree of

substitution affect beads swelling degree and water diffusion coefficient.
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1- INTRODUCAO

1.1- Quitosana

A pesquisa com quitina e quitosana avangou a partir da metade do século
XIX. Desde entdo diversos trabalhos vém sendo publicados com ambos os
polissacarideos nos quais aspectos fisicos e quimicos sdo bastante discutidos
indicando que estas moléculas podem ser utilizadas em diversos tipos de aplicacdes
tais como: na produgdo de microesferas para liberagdo controlada de farmaco [Du e
col., 2004; Muzzarelli e col., 2004; Agnihotri e Aminabhavi, 2004], incluindo
progesterona [Jameela e col.,, 1998], albumina do soro bovina (BSA) [Zhang e
col.,2004] e agentes antibactericidas [Anal e col., 2006], em engenharia de tecido
[Nerem, 1991], em aplicacbes meédicas e farmacéuticas quitosana é usada como um
componente em hidrogeis.

Quitosana é um copolimero de B-[1—>4]-2-acetoamido-2-desoxi-D-
glucopiranose e 2-amino-2-desoxi-D-glucopiranose. A quitosana é obtida principalmente
da desacetilacdo alcalina da quitina de exoesqueleto de crustaceos, tais como
camardes e caranguejos [Muzzareli, 1973].

A estrutura quimica da quitina e quitosana é bastante semelhante sendo que
o fator que faz a distingdo entre as duas é o numero de unidades acetiladas (Figura 1).
Se a estrutura é mais de 80% acetilada, o polissacarideo sera denominado de quitina.
Para cadeias com porcentagem de acetilagio menor que 80%, a amostra é

denominada de quitosana [Abran e Higueira, 2004].
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Figura 1. Unidades repetitivas da quitosana totalmente desacetilada (1) e quitina

totalmente acetilada (2).

Foi relatado que quitosana sequestra lipidios no intestino, devido a sua
natureza catidnica [Kanauchi e col., 1995; Wuolijoki e col., 1999]. A conformacdo em
solugdo, as propriedades fisico-quimicas e biolégicas da quitosana dependem de
parametros como a massa molar, grau de desacetilagdo (GD) e distribuicdo dos tipos
de unidades constituintes da cadeia (acetilglucosamina e glucosamina). A massa molar
e 0 GD podem ser estabelecidos por condigdes escolhidas durante a etapa de obtencao
da quitosana. No entanto, podem também ser modificados em outros estagios; o grau
de desacetilagdo pode ser diminuido por reacetilagédo [Sorlier e col., 2001] e a massa
molar pode ser reduzida por despolimerizagao acida [Dong e col., 2001].

Os derivados obtidos por desacetilagdo da quitina sdo soluveis em meio
acido quando o grau de acetilagdo € menor que 60% [Sorlier e col, 2001]. Em meio
acido os grupamentos amino livres da quitosana s&o protonados (-NH3"), o que a torna
soltvel. A medida que o pH se aproxima de 6,5 a tendéncia & precipitacdo aumenta

devido ao numero de grupamentos —NH, na estrutura.



O grau de acetilagao da quitosana pode ser determinado por condutimetria e
potenciometria [Rusu-Balaita e col., 2003], ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN 'H) [Le Dung e col., 1994; Lavertu e col., 2003] e por espectroscopia

na regiao do infravermelho (IV) [Brugnerotto e col., 2001; Moore e Roberts 1980].

1.2- Goma do Cajueiro

As gomas sao polissacarideos soluveis em agua que formam solugdes
viscosas a baixas concentragdes. As gomas extraidas de exsudatos foram as primeiras
gomas conhecidas [Whistler, 1993].

Industrialmente o termo goma é mais especifico e estd associado a
polissacarideos e seus derivados. O solvente ou agente de inchamento é, neste caso, a
agua. As gomas industriais podem ser classificadas em naturais e modificadas. As
naturais podem ser obtidas de exsudatos de arvores, de sementes, de algas ou por
fermentagédo microbioldgica [Rodrigues e col. 1993]. Gomas sao substancias incolores,
inodoras, insipidas e nao téxicas [Miller, 1987].

O cajueiro é extensivamente cultivado no Brasil além de paises como Quénia
e India. Originario da América Tropical, sua exploragdo econdémica restringe-se a india,
Brasil, Mogambique, Quénia e Tanzania. Pertence a familia Anacardiacea,
Dicotiledonea, género Anacardium, espécies Anacardium occidentale, L. O principal
produto é sua castanha, mas existe potencial para a exploragdo da goma exsudada do
cajueiro, a goma tem sido proposta como um substituinte para a goma arabica em
aplicacdes farmacéuticas [Paula e col., 1998]. Dado a importancia da cultura de arvores
de cajueiro para algumas regides do Brasil, especialmente o nordeste, um estudo da
goma para aplicagdes biotecnolégicas é de potencial interesse industrial [Sarubbo e
col., 2000].

Rodrigues e col. [1993] e Costa e col. [1996] propuseram um método de
purificagdo da goma do cajueiro (Anacardium occidentale L.) utilizando varias etapas de
separagdo. A composi¢ao da goma do cajueiro do Nordeste do Brasil foi determinada

por cromatografia liquida de alta eficiéncia [Paula e Rodrigues, 1995] e por



cromatografia gas-liquido [Paula e col, 1998]. Os resultados comparativos de

composicao da goma do cajueiro de diferentes origens sdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1. Composicdo da goma do cajueiro de diferentes regides geograficas.

Composicao (%) da goma do cajueiro de diferentes paises
Monossacarideo .
Brasil"? Brasil® india* Papua* Venezuela®
Galactose 72-73 81,7 61 63 49
Arabinose 46-5 1,9 14 16 31
Manose 0-1 . 2 1 4
Xilose - - 2 -
Ramnose 3,2-4 1,9 7 7
Glucose 11-14 9,5 8 9 -
Acido urénico 4,5-6,3 5 6.2 5,7 8
'(Paula e col., 1998) %(Paula e Rodrigues, 1995) 3(Menestrina e col., 1998)
*(Anderson e col., 1970) *(Pinto e col.,1995)

No trabalho de Menestrina e col. [1998] supde-se que o acido urbnico nao foi
eliminado durante a hidrdlise parcial, admitiu-se que o teor de acido urénico no trabalho
foi de 5% e, portanto a composi¢cao molar foi a dada na tabela acima.

A razdo galactose/arabinose varia bastante com a fonte do polissacarideo,
sendo que a amostra da Venezuela possui um valor muito elevado de arabinose e nao
apresenta glucose na sua composigdo. A goma do Nordeste do Brasil apresenta a
menor propor¢ao de acido urénico e a maior de galactose.

A goma do cajueiro do Nordeste do Brasil foi caracterizada estruturalmente
indicando ser constituida de uma cadeia principal de galactose (1—3), com ramificacéo

de galactose (1—-6). Ramnose, acido glucurdnico e arabinose estdo presentes como



grupos terminais, mas a glucose pode formar cadeias laterais [Paula e col.,1998]. A

Figura 2 apresenta uma representagao esquematica da estrutura da goma do cajueiro.

R1
'
3
gal gal gal
1 1 1
' ' !
3 3 3
9135‘_1 gal g1aB‘—1 gal glal
' ' '
3 3 3
g1a| g1al g1al
! ! !
6 6 6
gal—™ 3 gal—™ 3 gal—™ 3 gal—™ 3 gal—™ 3 gal—™ 3 gall— 3 gal
6 6 6 6
f f f f
1 1 1 1
gal ac gal gal3=—1gal gal3=—R,
3 6 6
f f f
1 1 1
gal3=<—1 gal6=—1 gal gal gal
6 3 6
b f
1 1 1
gal R, ac gal

(Onde R1 pode ser glucose, arabinose, ramnose ou acido glucurénico e R2 cadeias de
glucose com até 6 unidades.)

Figura 2. Representagdo esquematica da estrutura da goma do cajueiro [Rodrigues e col.,
1993].



A caracterizacdo de polissacarideos em solucdo € de fundamental
importancia para o entendimento de suas propriedades e possiveis aplicagdes. A goma
do cajueiro possui viscosidade intrinseca de 8,8 mL/g em NaCl 1 M. Solugéo 2 % de
goma possui baixa energia de ativagado de fluxo quando comparada a sistemas com
pouca interagao inter e intramolecular [Paula e Rodrigues, 1995]. Solugdes diluidas de
goma do cajueiro em NaCl apresentam comportamento de fluido Newtoniano até
concentragdes de 20 % (m/v) [Silva, 2002]. Uma distribuicdo unimodal para a goma do
cajueiro, com massa molar de pico de 1,86 x 10* g/mol, foi observada por Silva (2002).

Analise termogravimétrica da goma do cajueiro mostra que a decomposi¢ao
do polissacarideo ocorre em uma unica etapa com uma temperatura maxima de
decomposicao em 296°C em atmosfera de nitrogénio [Silva e col., 2006].

Algumas aplicagdes para a goma do cajueiro tem sido proposta nos ultimos
anos, como hidrogel superabsorvente para condicionador do solo [Guilherme e col.,
2005], ou complexo polieletrolitico com quitosana para liberacao de farmaco [Maciel e
col., 2006]. A goma do cajueiro tem demonstrado exibir potencial para aplicagdes
reologicas [Zakaria e Rahman, 1996], protecado contra insetos [Marques e col., 1992],
propriedades contra virus [Gongalves e col., 2005], bactérias e fungos [Marques e col.,
1992]. A goma de cajueiro apresenta aplicagdo como espessante para sucos e
refrescos, emulsificante para molhos e saladas e suporte para microcapsulas e, ainda,
como agente depressor para flotacdo de minério [Mothé, 2000]. Foi relatado que
emulsdes contendo polissacarideos de Anacardium occidentale L. favorecem a
resolugdo do periodo inflamatorio, considerando as caracteristicas de sinais flogisticos
menos intensos e a presencga de tecido de granulagao fibrovascular e fibras colagenas,

em relagao aos grupos controle [Schirato e col., 2006].
1.2.1- Reagéo de Carboximetilagdo da Goma do Cajueiro

A busca por materiais biodegradaveis, extraidos de fontes renovaveis e que
apresentem melhor desempenho e menor custo é cada vez mais presente na
comunidade cientifica. Varios derivados de polissacarideos tém sido preparados

através de modificagdo quimica, de modo a melhorar as propriedades fisico-quimicas,



mecanicas ou quimico-biolégicas, ampliando assim as possibilidades de utilizagéo

como novos materiais.

Muitos polissacarideos vém sendo modificados para melhorar suas
propriedades para aplicagcbes como matrizes para liberagdo controlada de farmacos
[Enel e Mcclure, 2004], reconstrugéo de tecidos [Kim e col., 1999], hidrogeis sensiveis
ao pH e estimulos elétricos [Chen e col., 2004], matrizes para separacédo de lectina
[Lima e col., 2002] e também para a remoc¢ao de metais pesados de efluentes [Jeon e
Holl, 2003].

Varios tipos de modificacbes tém sido propostos via processos quimicos
baseados na introdugao de grupos idnicos a estrutura do polissacarideo como € o caso
das reagdes de carboximetilagao, sulfonoalquilagdo, aminoetilagdo e carboxilagdo ou na
introducdo de grupamentos substituintes em estruturas lineares [Picton e col., 1995]. A
carboximetilagdo ¢ um método industrial bastante utilizado para a preparagcdo de
derivados polissacaridicos, apresentando vantagens como baixo custo e a ndo toxidade
dos produtos formados [Verraest e col.,1995]. Muitos derivados de polissacarideos tém
sido preparados por reacbes de carboximetilacdo usando substancias como a
quitosana [Hayes, 1986], celulose [Torul e Arslan, 2003], goma do cajueiro [Silva e col.,
2004], amido [Kooijman e col., 2003], quitina [Kurita, 2001], gelana [Miyamoto e col.,
1996], pululana [Picton e col., 1995], xilana [Petzolde e col., 2006] e inulina [Verraest e
col., 1995], como materiais de partida.

Os grupos hidroxila dos monossacarideos sao mais acidos que os dos
alcoois comuns, pois 0s monossacarideos contém muitos atomos de oxigénio que
exercem efeito indutivo nos grupos vizinhos. Bases forte como NaOH podem entao ser

usadas para transformar alcoois em alcoxidos como mostrado na Figura 3.
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Figura 3. Mecanismo de reagéo da carboximetilagdo da goma do cajueiro adaptado de
Silva e col., 2004.

Na primeira etapa da reacédo, existe um equilibrio entre o hidroxido de sodio
e os grupos hidroxila do polissacarideo com a formacgao de ions alcoxidos que por sua
vez reagem com o acido monocloroacético via reagdo Sy2 com a formagao de um éter.
O acido monocloroacético pode reagir com o NaOH formando glicolato de sédio. O
glicolato de sodio pode ainda reagir com outra molécula de glicolato ou com uma

molécula de acido monocloroacético formando sddio diglicolato.

A quantidade de grupos carboximetil formados € indicada pelo grau de
substituicdo (GS) (numero de grupos carboximetil inseridos na cadeia do polimero por
unidade monomeérica). A eficiéncia do processo é definida como a percentagem de
reagente (acido monocloroacético) que efetivamente reagiu com o polissacarideo. O
reagente remanescente € consumido nas reacdes laterais [Bhattacharyyae col., 19995].
O grau de substituicdo (GS) para derivados carboximetilados pode ser determinado por

um numero de técnicas analiticas, as mais comuns utilizam potenciometria e
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condutimetria. Entretanto, o resultado nao fornece informacdes sobre a distribuicdo de
substituintes —-CH,COONa no anel glicosidico [Glinel e col., 2000].

A goma do cajueiro foi carboximetilada em solugdo alcalina usando acido
monocloroacetico (AMC) como agente eterificante [Silva e col., 2004]. O efeito dos
parametros reacionais como concentragao de base, razdo AMC/goma e temperatura
foram investigados em relacdo ao grau de substituicdo e rendimento. Amostras de
goma carboximetilada com grau de substituicdo entre 0,1 e 2,21 foram preparadas e
caracterizadas por ressonancia magnética nuclear, permeacado em gel e viscosimetria
[Silva e col., 2004]. A melhor condicdo de carboximetilacdo foi obtida utilizando

concentragao de base de 5,5 M, razdo AMC/goma de 1:1 e tempo de reagéo de 3 h.

A reticulagdo da goma do cajueiro foi realizada com epicloridrina para
viabilizar sua utilizagdo como matriz cromatografica na separagcdo de lectinas. O gel
reticulado é capaz de ligar-se a proteinas galactose especifica como frutalina, jacalina e
lectinas da semente de Artocarpus (Lima, 2002). O produto resultante da reagédo de
carboximetilacdo € um polieletrélito que pode ter uma variedade de aplicagdes em
varios campos tais como em quimica, alimenticio, farmacéutica e na industria de
cosméticos. Derivados ibnicos de polissacarideos sdo produzidos tanto pelo seu valor
como polieletrolito como por sua fungdo como precursor para outras modificagcdes

quimicas [Verraest e col., 1995].

1.3- Complexos Polieletroliticos

Complexos polieletroliticos (CPE) sdo macromoléculas formadas pela
interacao ibnica de um polimero catiébnico e um anidnico. A sua formacgao ocorre sem a
necessidade de moléculas catalisadoras ou inibidoras e ocorrem em solu¢des aquosas,
0 que € uma grande vantagem sobre as reacgdes de reticulagao covalente [Berger e col.,
2004a].

Quitosana € um polimero catiénico que pode interagir com outros polimeros
que possuem cargas negativas (polianions) por esta razdo é um dos polissacarideos

mais utilizados na formacdo de CPEs. Os polissacarideos mais utilizados como
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polimeros anidnicos na formagédo de CPE de quitosana sao aqueles que contém grupos

carboxilato e sulfato, como mostrados na Tabela 2.

Tabela 2. Polieletrdlitos que formam complexos com quitosana adaptada de Berger e

col., 2004a.
Classe Polieletrolitos Grupo anibnico Aplicacbes Referéncia
Polissacarideos
Sulfato de dextrana -OSO3 Membranas Yu e col., 2007
Charlton e
Pectina -COO Gel
col.,2007
Martins e col.,
Alginato -COO Microesferas
2006
Acido hialurénico -COO Filme Feng e col., 2005
Goma Arabica -COO Microesferas Xing e col., 2004
Goma do Cajueiro -COO Esferas Paula e col.,2006
Muzzarelli e col.,
k-Carragenana -OSOy5 Microesferas
2004
Carboximetilcelulos Muzzarelli e col.,
-COO Microesferas
e 2004
Polimero sintético ]
Acido Poliacrilico -COO Microesferas Wu e col., 2006
) ) ] Gupta e Jabrail,
Polifosfato -OPO3 Microparticulas
2006a

Complexos polieletroliticos

de quitosana

com polissacarideos séo

biodegradaveis e biocompativeis, pois a quitosana € metabolizada por certas enzimas
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humanas, especialmente as lisoenzimas [Muzzarelli 1997; Koga 1998]. Quitosana na
forma de hidrocloridrato de quitosana foi incluido na 42 edigdo da Farmacopopeia
Européia [George e Abrahan, 2006]. Complexos desta também exibem interessante
capacidade de intumescimento [Berger e col., 2004a]. Esses complexos tém numerosas
aplicagdes, tais como: em membranas, em sistemas para imobilizagdo de enzimas, em
sensores ambientais, e também na preparagdo de matrizes utilizadas em sistemas de
liberacdo controlada de farmaco. Na complexacgéo polieletrolitica a atragao eletrostatica
entre os grupos catidnicos de um polication, como a quitosana, e os grupos aniénicos

de um polianion é a principal interacdo que leva a formagao do complexo (Figura 4).

[ OH OH |
0 o)
o -
_~""HO %0 o
+
_ NH; NH; _
- -00C -00C -n
\ \
o o)
0 o)
o e
< Ho O@/O
OH OH
— -n

Figura 4. Esquema da interacédo entre as cadeias de quitosana (polieletrélito catiénico)

e um polieletrdlito anidnico.

Como CPEs séo formados por interagdes idnicas, suas propriedades fisico-
quimicas sdo sensiveis a variagao de pH, temperatura e campo elétrico. CPE formado
por quitosana/acido hialurénico respondem a estimulos elétricos. Quando filmes
intumescidos do complexo foram colocados entre um par de eletrodos, foi observado

que a membrana sofria deflexdo quando um campo elétrico era aplicado, o que
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possibilitaria sua utilizagdo em sensores [Kim e col., 2003a]. CPEs de quitosana com
carragenana e carboximetilcelulose mostraram diferentes graus de intumescimento

dependendo do pH [Mitsumata e col., 2003; Sakiyama e col.,1993].

CPEs podem ser usados para preparar sistemas de liberagado de farmaco. O
intumescimento e o perfil da liberagcdo podem ser modulados por selegcao apropriada
das condi¢des de preparacdo. Propriedades essenciais dos CPEs usados nos sistemas

de liberagao controlada sao resumidas na Figura 5.
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Figura 5. Propriedades essenciais de complexos polieletroliticos contendo quitosana

usada em sistemas de liberagado controlada adaptado de Berger e col., 2004a.
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A Figura 6 mostra o efeito do pH nas cadeias dos CPE. Observa-se que em
pH basico um maior numero de cargas negativas devido a desprotonagdo de
grupamentos iénicos do polieletrolito aniénico, enquanto que em pH acido ocorre a
protonagcdo de grupamentos ibnico do polieletrdlito catidnico (quitosana). Assim,
dependendo da estabilidade do polimero anibnico em meio acido pode ocorrer

dissolugao do complexo devido a alta solubilidade de quitosana em meio acido.

Meio Basico

pH diminui

pH aumenta \

Proximo a X
neutralidade o

pH diminui

/ HO
7

pH aumenta

Meio acido

Figura 6. Estrutura e intumescimento sensivel ao pH do meio de um complexo contendo
quitosana; carga negativa do outro polieletrélito: carga positiva da quitosana, +,
interagdo idnica, < ; quitosana — ; polieletrdlito adicional, — , adaptado de

Berger e col., 2004a.
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Complexos polieletroliticos de quitosana possuem limitagdes no uso como
carreadores de farmacos via oral, devido a sua capacidade de dissolugdo em meio
acido como encontrado nos fluidos gastricos (FG). Com a finalidade de superar esse
problema, bem como criar sistemas com maiores resisténcias quimica e fisica, os
complexos polieletroliticos podem ser reforgados pela adigdo de agentes reticulantes de
quitosana. Esta metodologia leva a formagédo de uma rede semi-interpenetrada [Berger
e col.,, 2004b]. No entanto, esse procedimento pode diminuir a biocompatibilidade
[Berger e col., 2004b].

1.4- Reacgao de Reticulagao

A reticulacdo consiste na introducdo de moléculas de baixa massa molar,
chamadas de agentes de reticulagdo. Os grupos funcionais (-OH, -COOH e -NH3) na
estrutura dos polissacarideos podem ser utilizados para a formacédo de ligagdes
cruzadas com moléculas bifuncionais ou ions, os quais permitem a formacao de pontes
entre duas cadeias da macromolécula. Dependendo da natureza do agente de

reticulagdo as principais interacdes na formagéo da cadeia sdo covalentes ou idnicas.

As reticulagbes por insercdo de agentes reticulantes covalentes podem
ocorrer de trés formas diferentes. Reagentes bifuncionais de baixa massa molar formam
ligagcbes covalentes entre as cadeias de um mesmo polimero (Figura 7A). A Figura 7B
mostra a reticulagdo de cadeias de um tipo de polimero com cadeias de outro polimero
formando uma rede polimérica hibrida (HPN). Quando um polimero ndo reagente é
adicionado ao polimero reagente antes da reagao de reticulagado, existe a formagao de
redes interpenetrantes (IPN, Figura 7C). A reticulag&o ibnica ocorre entre as cadeias de
polimeros carregados (positivamente ou negativamente) pela presenca de ions (Figura.
7D) [Berger e col., 2004 b].
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e (Cadeia |

B ARL Cadeia 11

Figura 7. Modelos de estruturas de géis formados por reticulagao: (A) reticulacéo entre
as proprias cadeias (B) HPN; (C) IPN; (D) reticulagao i6nica entre as cadeias de
quitosana. carga positiva da quitosana: +; carga negativa do reticulante ibénico: - ;

interagdo i6nica: <O ; quitosana: ; polieletrolito adicional: — ; reticulante

covalente: &——, adaptada de Berger e col., 2004b.

Os agentes reticulantes  normalmente utilizados para reticulacdo de
polissacarideo sdo a epicloridrina, o glutaraldeido e o formaldeido. As propriedades de
polimeros reticulados dependem principalmente da densidade de reticulagao e da razéo
molar do agente reticulante para o numero de unidades repetitivas. A dissolugéo devido
ao alto grau de intumescimento pode ser evitada por aumento da densidade de

reticulagao e/ou por mudanca da natureza do reticulante [Mitsumata e col., 2003].

Os agentes reticulantes sdo usados para deixar a matriz polimérica estavel

durante mudancas de pH, melhorar suas propriedade mecanicas e também para
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aumentar o tempo de liberacdo de farmacos em carreadores. Na Tabela 3 sao

mostrados alguns exemplos de sistemas formados por quitosana reticulada.

Tabela 3. Sistemas formados por quitosana reticulada.

Agente Reticulante

Aplicacéo

Referéncias

Glutaraldeido

Microesferas para
liberacéo de teofilina

Nanofibras para
liberacao controlada de
farmacos

Biosensor glucose

Biosensor urease

Rokhade e col., 2007b

Yang e col., 2007

Ozoemena e Nyokong,
2006

Maaref e col., 2007

Filmes para liberacao

controlada de DNA Lu e col., 2007
Formaldeido . .
Microcapsula para
liberagédo de farmaco Huang e col., 2007a
Membranas para
filtrac&o Huang e col., 2007b
Compdsitos para
Epicloridrina adsorgao de creatinina Jiugao e col., 2007
Microesferas para
liberacdo de ampicilina Mundargi e col., 2007
Micelas poliméricas para
liberacdo de farmaco Liu e col., 2007
Microesferas para
liberacao de proteina Yuan e col., 2007
Genipina

Hidrogéis para liberagao

de farmaco

Microcapsula para
encapsulacao de
células.

Lee e Lee, 2007

Chen e col., 2007




20

Reticular quitosana com glutaraldeido faz com que ela figue menos
susceptivel a degradagdo por lisoenzimas [Jameela e col.,, 1994; Jameela e
Jayakrishanan, 1995]. Microesferas de quitosana reticuladas por glutaraldeido
apresentaram capacidade liberacdo de farmaco de longa duragcdo [Jameela e col.,
1994; Jameela e Jayakrishanan, 1995; Jameela e col., 1998].

Dini e col. [2003] relataram que microesferas de quitosana reticuladas com
glutaraldeido contendo farmacos hidrofilicos com grau de reticulagdo 6, 12 e 24,5
liberaram 85%, 65% e 38%, respectivamente, depois de 300 minutos. Gupta e Jarbrail
[2006b] reticularam esferas de quitosana com glutaraldeido e glioxal para a liberagéo de
ormeloxifeno. Em seus estudos, 67,3% do farmaco foram rapidamente liberados em 30
horas a partir das esferas nao reticuladas, enquanto que esferas reticuladas com 6% de
glutaraldeido ou 4% de glioxal tiveram significativa reducdo da liberagdo em 30-40
horas (29,6% e 22,2%, respectivamente). Esse estudo mostrou que a taxa de liberagéo
do farmaco pode ser modificada n&o apenas pelo grau de reticulagdo, mas também
com o tipo de reticulante usado.

Os agentes reticulantes glutaraldeido e formaldeido sédo toxicos e requerem
uma excessiva purificacdo durante a preparagao dos hidrogéis para eliminar residuos
que nao formaram ligagbes cruzadas [Berger e col., 2004 b]. O uso desses agentes
reticulantes pode diminuir a biocompatibilidade dos carreadores de farmacos, por isso o

uso de agentes reticulantes nao toxico, como genipina, tem sido alvo de investigagoes.

1.4.1- Genipina

Genipina € um aglicona derivada de um iridoide glicosideo denominado
geniposideo encontrado na fruta da Gardenia jasminoides ELLIS, obtido via hidrélise
enzimatica com B — glucosidase [Butler e col., 2003]. Os iridoides sdo monoterpenos
caracterizados por possuirem em sua estrutura basica o esqueleto ciclopentano pirano
(Figura 8).
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O fruto da Gardénia jasminoide ELLIS foi incluido na medicina tradicional
para o tratamento de inflamacgéo, ictericia, dor de cabega, edema, febre, desordens
hepaticas e hipertensdo [Aburada e col., 1976; Miyasita 1976; Tseng e col., 1995].
Acdes farmacologicas efetivas, como ag¢des anti-oxidativas, antiinflamatoria e atividades
fibroliticas tem sido demonstradas [Tseng e col., 1995; Jagedeeswaran e col., 2000;
Koo e col., 2004].

Koo e col. [2006] mostraram que o extrato da fruta possui acentuada
atividade antiinflamatoéria e analgésica, sendo o geniposideo e a genipina responsaveis
por estas atividades. A genipina tem atividade antiinflamatéria mais forte do que o
geniposideo. Genipina também inibiu apoptose de hepatécitos [Yamoto e col., 2001] e
protegeu neurbnios hipocampal [Yamazaki e col., 2001]. Apesar de nao ter sido
aprovada para alimento e uso biomédicos na América do Norte, genipina esta sendo

utilizada no Japao, Korea, Taiwan e no sudoeste da Asia [Nickerson e col., 2006a].

Figura 8. Estrutura basica de um iridoide.

Geralmente, a estereoquimica dos grupos substituintes em C5 e C9 é do tipo
cis. O nome iridoide provem das substancias IRIDOMIRMECINA, IRIDOLACTONA e
IRIDODIAL [Sampaio e col., 1998]. A Figura 9 mostra as estruturas quimicas do

geniposideo (a) e da genipina (b).
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CHs CHs

Figura 9: Estrutura quimica: (a) geniposideo e (b) genipina.

A citotoxidade da genipina foi estudada in vitro usando fibroblastos 3T3
utilizando glutaraldeido como controle. O resultado indica que a genipina €
significativamente menos toxica do que o glutaraldeido [Akao e col. 1994]. A
genotoxidade da genipina foi testada in vitro usando células (CHO-K1) do ovario de
hamster chineses [Tsai e col. 2000]. Os resultados mostraram que o glutaraldeido pode
produzir resposta clastogénica nas células CHO-K1, enquanto que a genipina nao
causa. Genipina é 5.000-10.000 vezes menos toxica do que o glutaraldeido [Jim e col.

2004] o qual, mesmo em baixas concentracdes, € citotoxico.

Genipina vem sendo usada como agente reticulante da quitosana, pois pode
reagir com grupamentos amino livres formando um pigmento azul [Mi e col., 2002; Mi e
col., 2001]. No mecanismo da reagao de reticulagédo da quitosana com genipina ocorre
inicialmente um ataque nucleofilico do grupo amino da quitosana ao carbono olefinico
C3, seguido pela abertura do anel diidropirano para formar uma amina heterociclica
(Figura 10).
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Figura 10. Ataque nucleofilico da quitosana ao carbono C3 da genipina [Butler e col.,
2003].

A segunda reagdo, mais lenta, € uma substituicdo nucleofilica SN, a qual
envolve a substituicdo do grupo éster da genipina por uma amida secundaria com

liberacdo de metanol (Figura 11).
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Figura 11. Reagdo da genipina com quitosana para formar amida secundaria [Butler e
col., 2003].

Hidrogéis obtidos de quitosana carboximetilada (NOCQ) e alginato
reticulados com genipina para a liberagado de BSA foram reportados por Chen e col.
[2004]. O grau de intumescimento bem como a quantidade de proteina liberada do
hidrogel foi dependente do pH. Em pH 1,2 a liberagcdo é lenta e somente 20% da
proteina é liberada, enquanto em pH 7,4 um aumento significativo na liberacdo da

proteina é observado (80%).

Yuan e col. [2007] investigaram o efeito da reticulacdo de microesferas de
quitosana com genipina na liberagdo de proteina. As esferas apresentam uma
intensificacdo da cor azul com o aumento da concentragdo de genipina e tempo de
reticulagdo. Os autores mostraram que o grau maximo de reticulagdo de 33-34% foi

obtido com 8 h de reticulagdo e concentracdo de genipina de 0,5 mM. Esse valor
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maximo de grau de reticulagdo nao aumenta com o aumento do tempo ou concentragao
de genipina. A suposigao dos autores € que isto se deva a reticulagdo da camada
superficial das microesferas, o que impediria a reticulagdo das camadas internas. A
liberagdo de proteina foi reduzida de 75,4 a 60% apds 31 dias, se comparado com a

microesferas sem reticulagao.

Microcapsulas formadas por alginato revestidos com quitosana reticulada
com genipina foram estudadas por Chen e col. [2006]. Os resultados obtidos mostraram
que a espessura média da camada de quitosana reticulada com genipina € de 37um.
Aumento do tempo de reacdo de 5 h para 72 h e da temperatura de 4°C para 37°C
aumentaram o grau de reticulagdo da camada externa. Butler e col. [2006] investigaram
o efeito do pH no intumescimento de géis de quitosana reticulada com 5 mM de
genipina. Para valores de pH > 6,5, onde os grupos aminas nao estdo protonados, o
intumescimento nao é verificado. Em valores de pH < 6,5, o intumescimento ocorre com
um maximo préoximo a pH 3,0. Este comportamento €& consistente com o

comportamento padrao dos polieletrélitos.

A cinética de geleificagdo de gelatina reticulada com genipina por reologia
mostra que com o0 aumento da concentracdo de genipina e da temperatura de
reticulagdo a interacdo entre as cadeias deixa de ser governada por ponte de
hidrogénio (amostra nao reticulada) para ser predominantemente covalente (reticulagdo
quimica) [Nickerson e col., 2006a; Bark e Butler, 2005].

1.5- Liberacao de Farmacos

Nos ultimos 25 anos muitas pesquisas tém sido focalizadas na preparagao
de microesferas de polimeros degradaveis para liberagao controlada de farmacos. A
administracdo do farmaco via tais sistemas € vantajosa porque microesferas podem ser
ingeridas ou injetadas; podem ser adaptadas para o perfil de liberagcdo desejado e em
alguns casos podem até mesmo permitir a liberacdo em regides especificas do

organismo [Freiberg e Zhu, 2004].
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O termo ‘“liberacéo controlada” implica na predi¢cao e na reprodutibilidade da
cinética de liberagdo de um farmaco. A Tabela 4 mostra alguns exemplos de sistemas
que utilizam polimeros como carreadores de farmaco assim como o mecanismo da

liberagao.

Tabela 4. Alguns mecanismos que acionam a liberacdo de farmacos no organismo.

(www.ig.usp.br/wwwdocentes/rtorresi/portugues/interesse/drogas.htm).

Estimulo Polimero Mecanismo
Mudanga do pH -
pH hidrogel acido ou basico intumescimento —

liberagado do farmaco
Mudanga na forga
ibnica— alteragcao na
carga efetiva do
hidrogel— mudanca na
conformacgao — liberagao
do farmaco
Formacgao de complexo
de transferéncia de carga
- mudanga na
conformacéo - liberagao
do farmaco
Substrato presente —
conversao enzimatica -
produto muda a
conformacéo do hidrogel
- liberagdo do farmaco
Campo magnético
aplicado - mudancga nos
poros da microesfera —
liberagao do farmaco
Irradiacao de ultrasom —
Ultrasom poli (etileno-vinil alcool)  aumento da temperatura -
liberagao do farmaco
Campo elétrico aplicado-
carregamento da
membrana— difusdo do
Elétrico Polieletrdlito farmaco carregada -
mudanga na carga do
polimero—liberagdo do
farmaco

Forca l6nica hidrogel ibnico

Hidrogel contendo grupos

Espécies quimicas ]
P 9 aceptores de elétrons

Hidrogel contendo

Enzima-substrato . . .
enzimas imobilizadas

Particulas magnéticas
Magnético dispersas nas
microesferas
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Macromoléculas tém sido utilizadas no transporte de farmacos de modo a
prolongar sua agao e diminuir sua toxidade [Takakura e Hashida, 1995; Nassute e col.,
2002; Ettmayer e col.,, 2004]. Alguns farmacos que apresentam baixa
biodisponibilidade, ou quando a substancia ativa tem um efeito colateral de irritagdo
local, podem ter esses problemas solucionados quando preparados em matriz
polimérica que proporciona uma liberagdo controlada [Palmieri e col., 2002; Sjoblom,
2004].

A quimioterapia para tratamento do cancer € um bom exemplo desta
aplicagdo devido a alta toxicidade dos agentes antitumorais, uma vez que s&o, na
maioria, desprovidos de seletividade [Takakura e Hashida, 1995; Satchi-Fainaro e col.,
2003]. Com o inicio do século 21, prevé-se que a interface entre a quimica de
polimeros e as ciéncias biomédicas dé origem a “terapéutica com polimeros” [Duncan,
2003].

Sistemas de liberagdo controlada oferecem varias vantagens quando
comparados aos sistemas convencionais de administragao de farmacos. Nas formas de
administragdo convencionais (nebulizagao "spray", inje¢ao, pilulas) a concentragéo do
farmaco na corrente sanguinea apresenta um aumento, atinge um pico maximo e entéo
declina. Desde que cada farmaco possui uma faixa de agéo terapéutica acima da qual
ele é toxico e abaixo da qual ele é ineficaz, os niveis plasmaticos sdo dependentes das
dosagens administradas. Este fato € problematico se a dose efetiva estiver proxima a
dose toxica. O objetivo dos sistemas de liberagao controlada é manter a concentragao
do farmaco entre estes dois niveis por um tempo prolongado, utilizando-se de uma

unica dosagem (Figura 12).
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Figura 12. Representacdo de um sistema de liberagdo controlada de farmaco

(www.drugdel.com/polymer.htm).

Outra vantagem € que esses produtos diminuem a frequéncia de
administracdo do farmaco, o que é muito conveniente no tratamento de condicdes
cronicas [Verma e col, 2002; Jacobs e col., 1993]. Medicamentos a base de proteinas,
como insulina, possuem elevada especificidade e atividade em concentragdes bem
baixas, em comparagdo com farmacos de baixa massa molar. Devido a instabilidade
quimica das proteinas, tratamento com base nessa substéncia normalmente deve ser
administrado via injetavel em vez de via oral devido a degradagcédo das proteinas em

meio muito acido como nos fluidos estomacais [George e Abraham, 2006].

Pessoas que sofrem de diabetes precisam tomar injecbes periddicas de
insulina, dependendo do nivel de glucose no sangue. Um esquecimento pode causar
uma hipo ou uma hiperglicemia. Muitos sistemas para liberagdo controlada de insulina
no organismo baseiam-se na reagao da glucose, no sangue, com a enzima glucose

oxidase. Esta enzima pode ser imobilizada pelos polimeros que formam a microesfera
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do farmaco. A reagdo da enzima com a glucose causa uma diminuicdo do pH no
ambiente da microesfera.

A repulsao eletrostatica entre as cadeias do polimero aumenta, levando a um
inchaco do mesmo e consequente liberagédo da insulina (Figura 13). O sistema so libera
insulina na presenca de agucar no sangue. O polimero mais utilizado para este fim é a
N,N-dimetilaminoetil metacrilato ou poliacrilamida

(www.drug.delivery://liberandoinsulina).

Taxa de glucose normal insulina
pH 7,4 o ° ° o
o - o o © .. o o
) X DE X X C
X

poros do material

Taxa de glucose alta

pH 4,0
o o .. ® ... ® 9
) HeC D OC D &C > C C
[ [

R S

Figura 13: Esquema da liberacdo de insulina estimulada pela mudanga de pH a partir

de microesferas.

O mecanismo pelo qual um medicamento pode ser liberado no organismo
pode ser classificado como: difusdo, erosao ou expansao [Verma e col, 2002; Jacobs e
col., 1993].

Dois tipos de sistemas controlados por difusdo foram desenvolvidos. O
primeiro € um reservatério no qual o agente ativo forma um nucleo cercado por uma
barreira difusional inerte. A taxa de liberacdo nesses sistemas é constante. A
velocidade de liberagdo € dependente da espessura, da area superficial e da

permeabilidade da membrana.

O segundo tipo de sistema controlado por difusdo € o sistema monolitico, no

qual o agente é disperso uniformemente na matriz polimérica, onde néo é possivel
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identificar um nudcleo diferenciado. O perfil de liberagdo € controlado pela carga do
agente, pela natureza dos componentes e pela geometria do sistema. O sistema

monolitico e o reservatorio estdo esquematizados na Figura 14.

Monolitico

Reservatorio

Figura 14. llustracéo de sistema monolitico e reservatorio

(wwwb.bae.ncsu.edu/bae/research).

Em um sistema controlado por um mecanismo de erosdo, o farmaco é
geralmente imobilizado em um polimero e liberado a medida que esse € consumido no
organismo [Jacobs e col., 1993]. No controle por expansao, o farmaco é inicialmente
incapaz de se difundir através de um material polimérico no qual se encontra
armazenado. Porém, a medida que o polimero, sob condi¢cbes especificas, se expande

em contato com o meio bioldgico, o farmaco permeia por este e € liberado.

A liberacado controlada de farmaco tem sido testada in vitro com alguns CPE
e apresenta grande potencial para implantagdo de novos sistemas de liberagc&o [Berger
e col.,, 2004a]. Alguns desses complexos sao alginato-quitosana [Lee e Ha, 1997],
quitosana-carragenana [Tapia e col., 2004], quitosana-pectina [Macleode col, 1999];
quitosana-goma arabica [Meshali e Gabr, 1993], quitosana-metilcelulose [Rokhade e
col. 2007a], quitosana-polietileno glicol [Wang e col, 2007] e quitosana-acido hialurénico
[Lim e col, 2002]. A Tabela 5 mostra alguns exemplos dos transportadores mais
utilizados na liberacdo de farmacos com propdsito de prolongar a agado e diminuir a

toxicidade.



Tabela 5 - Lista representativa dos polimeros usados em sistemas de liberacado de

farmacos adaptado de Chung e col., 2005.

Classificagao Polimeros
. albumina, globulina, colageno,
¢ Polimeros a base de gelatina

. proteinas
Polimeros naturais

e Polissacarideos

Dextrana, quitina, quitosana, acido
hialurénico, alginato, ciclodextrinas

e Poliéster

¢ Polianidrido
Polimeros sintéticos

biodegradaveis e Poliamidas

¢ Polimeros fosforosos

e Qutros

Poli (acido lactico), poli (acido
glicélico),
poli (hidroxibutirato), poli (e-
caprolactona), poli (acido B-malico),
poli (dioxanonas)

Poli (acido sebacico), poli (acido
adipico), poli (acido terftalico) e
varios copolimeros

Poli (imino carbonatos),
poliaminoacidos
Polifosfatos, polifosfonatos,
polifosfazenos

Poli (ciano acrilatos), poliuretanos,
éster
poliorto, Polidihidropirans,
poliacetais

e Derivados de
celulose

e Silicones
Polimeros sintéticos nao

biodegradaveis
e Polimeros Acrilicos

e Qutros

Carboximetil celulose, etilcelulose,
celulose acetato, celulose acetato
propionato, hidroxipropil
metilcelulose

Polidimetilsiloxano, silica coloidal

Polimetacrilatos,
poli(metilmetacrilato),
poli hidro(etiimetacrilato)

Polivinilpirrolidona, etilvinilacetato,
poloxameros, poloxaminas
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Microesferas de quitosana obtidas pelo processo de reacetilagdo foram

utilizadas na liberagcdo de antibiéticos na mucosa gastrica. O sistema é estavel em pH

acido e permite a liberagao gradativa do antibiético na mucosa gastrica [Portero e col.,
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2002]. Paula e col. [2002] sintetizaram géis de quitosana/goma do cajueiro e esses
foram testados na liberagcdo controlada de pilocarpina. O gel é resistente ao pH do
estdbmago e é capaz de controlar a liberagdo do farmaco [Paula e col., 2002; Maciel e
col., 2006].

Paula e col. [2006] sintetizaram esferas de quitosana e goma do cajueiro
para a liberacéo de larvicida. Na primeira hora, a liberagao € similar para as esferas de
QT e QT/GC. Uma liberagdo mais rapida comega a ser observada apds 5 h para as
esferas de QT/GC. No equilibrio, esferas de QT liberam cerca de 55% de larvicida e as
esferas de QT/GC liberam cerca de 66%. Os processos que tem sido usado na

preparagao de esferas de quitosana sdo mostrados na Figura 15.

Esferas de
Quitosana
I I
Reticulagao Acilagdo ) )
~ Al térmica com interfacial Microparticula
Interacgdo com &nions ac. citrico em camada
(sulfato, tripolifosfato, . N
hidroxido) } Reticulagao
Evaporagao quimica
| de solvente
Gelificagdo Fase de Co-acervagio ] . ‘ ] ‘ .
ionotropica inversio Reticulagdo ) . Reticulagdo
com Reticulagdo com
’_\—‘ glutaraldeido com genipina
formaldeido
Emulsificag¢ao Emulsifica¢ao o
e gelificagdo modificada e Precipitaci Precipitacéo Complexo
ionotropica gelificagdo recipitagao com coarcevagao
ionotropica retlc'ulellgao Emulsio  Emulsdo
quimica simples multipla

Figura 15. Métodos para preparacao de esferas de quitosana adaptada de Sinha e col.,
[2004].
de de

carboximetilglucomanana com quitosana exibe reposta a variagao de pH e forga idnica

Liberacao controlada proteinas por nanoparticulas

e mostra ter potencial para liberagdo pulsativa de proteinas [Du e col., 2005].
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Nanoparticulas de quitosana obtidas por gelificagdo i6nica tem sido utilizada na
liberacdo de proteina [Zhang e col., 2005] em mucosas e ciclosporina em superficie
oculares.

Microesferas de quitosana reacetilada contendo 5-fluorouracila (5-FU),
“tegafur” (FT), doxifluridina (DFUR) foram testadas em sistema de liberagao controlada.
Observou-se que a incorporagao da droga fica em torno de 4-22% m/m. O estudo in
vivo de liberacdo de DFUR mostrou liberagao inicial rapida, a qual parece ser suprimida
pela reacetilacdo da quitosana. No entanto o sistema nao pareceu viavel para liberacao
controlada [Sinha e col., 2004].

Portero e col. [2002] também descreveram o procedimento de preparacao de
esferas de quitosana reacetiladas para liberagdo controlada de amoxilina e
metaimidazol. As esferas mostraram capacidade de intumescer e gelificar em meio
acido, resultando em prolongada liberagao de antibidticos. A Tabela 6 relaciona alguns
CPEs de quitosana com polissacarideos aniénicos, utilizados em sistemas de liberacao

controlada.
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Tabela 6. Complexos polieletroliticos de quitosana e polissacarideos aniénicos

aplicados na liberagéo controlada de farmaco.

Substancia utilizada

Polissacarideo _ Referéncia
na liberagéao
Paracetamol Ike-Nor e col., 2006
Goma Gelana
Proteinas Ohkawa e col., 2004
Acido Hialurénico Fluticasone Rouse e col., 2007
Insulina Martins e col., 2007
Metronidazol Ishak e col., 2007
Vitamina B> Bajpai e Tankhiwale, 2006
Chatchawaslsaisin e col.,
Paracetamol
2004
Albumina Bovina Chen e col.,2004
Alginato
Farmaco para a tuberculose  Pandley e Khuller, 2004
Albumina Bovina Zhang e col., 2004
Metoclopramida Hasan e col., 2003
Ketoprofen Tan e col., 2003
Gonzages-Rodrigues e col.,
Diclofenaco de sédio
2002
Ketoprofen Mangiona e col., 2007
Dipropilin Bertram e Bodmeier, 2006
Paracetamol Bertram e Bodmeier, 2006

Goma do Cajueiro Pilocarpina Maciel e col., 2006
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2 - OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho € sintetizar e caracterizar esferas de

quitosana e quitosana/ goma do cajueiro

Objetivos especificos:

Isolar e caracterizar a genipina.

Preparar e caracterizar esferas de quitosana (QT) e quitosana/ goma do
cajueiro (QT/GC) reticuladas com genipina e sem reticulagao.

Testar a incorporacao e liberagcao de diclofenaco de sddio nas esferas de
QT/GC.

Preparar e caracterizar esferas de quitosana e goma do cajueiro
carboximetilada (CCM).

Avaliar o efeito da massa molar da quitosana e do grau de substituicdo da
goma do cajueiro carboximetilada na formacgao e propriedades das esferas.

Testar a incorporagao e liberacao de BSA nas esferas de quitosana e goma

do cajueiro carboximetilada.
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3- METODOLOGIA

3.1 —Materiais

As amostras de quitosana (QT) com massa molar 2,35 x 10° g/mol com grau
de desacetilacdo de 83% (determinado por RMN "H) [Lavertu e col., 2003] (QTa) e 7,82
x 10* g/mol e com grau de desacetilagdo de 81% (determinado por RMN 'H) (QTb)
utilizadas no desenvolvimento do trabalho foram cedidas pela Quitoquimica (obtida pela
desacetilagdo da quitina extraida de cascas de camarao). A goma do cajueiro, cedida
pela EMBRAPA, foi purificada pelo método descrito por Rodrigues e col. [1993]. A
genipina foi extraida do fruto da Gardénia coletado em junho de 2005, no municipio de
Pacatuba Ceara, como descrito por Djerassi e col., [1960]., com algumas modificagdes.
Eter etilico (Synth ou VETEC), metanol (Synth ou Dinamica), hidréxido de sédio (Synth),
acido acético (CROMOLINE ou VETEC), fenol (MERCK), acido sulfurico (MERCK),
acido cloridrico (Synth ou CROMOLINE), etanol (Synth), diclofenaco de sédio (Dermo
Clinica), BSA (Sigma).

3.2- Isolamento e Purificagcao da Genipina

A extracdo da genipina foi feita do fruto verde. Casca e semente foram
retiradas e todo o resto foi pesado (2,5 kg) e colocado em frasco para extragdo com éter
etilico (V= 3 L). A cada 24 h o solvente era evaporado em repouso na capela a
temperatura ambiente e a mesma quantidade de solvente adicionada novamente ao
frasco de extragao (trés vezes). As etapas utilizadas sdo descritas pelo fluxograma
abaixo (Esquema 1).
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Jenipapo
(2,5kg)

1. suspenso em éter etilico (3 L)
2. rotaevaporado

3. lavado com metanol (3
vezes)

4. rotaevaporado

5. liofilizado

1. suspenso em éter etilico quente
(100mL)
2. filtrado a véacuo

A 4 A 4

GP Pura Fracao solavel (2 g)

para repetir o processo
de purificagao.

Esquema 1. Fluxograma da obteng¢ao da genipina a partir do fruto do jenipapo.

3.3- Esferas de Quitosana e Quitosana/ Goma do Cajueiro

3.3.1- Preparagéo das Esferas de Quitosana e Quitosana/Goma do cajueiro

A solugao de quitosana (30 g/L) foi preparada em acido acético 2% (v/v), sob
agitacdo durante 24 h. Para a formagao das esferas de QT, a solugdo de QTa (30 g/L)
foi gotejada com um sistema acoplado a um compressor € uma seringa sobre uma
solugao de NaOH 1M.

Para a formagéao das esferas de QT/GC o seguinte procedimento foi adotado:
a goma do cajueiro foi dissolvida em &acido acético 2% (v/v) e deixada sob agitacéo
durante 24 h. Depois, QTa foi adicionada de modo a encerrar uma solugao 3% (m/v) de
QT e uma razéo de 1:4 (m/m) de QT/GC. A solucéo final foi gotejada, com um sistema
acoplado a um compressor e uma seringa em NaOH 1 M. As esferas foram lavadas

com agua destilada e secas a temperatura ambiente.
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3.3.2 - Reticulagéo das Esferas com Genipina

A reticulagdo das esferas de QT e QT/GC com genipina foi realizada
segundo metodologia discutida por Barck e Butler [2005] e Mi e col. [2005] com
modificagdes. As esferas de QT foram imersas em solugdes de genipina 500, 44 e 22
mM e as esferas de QT/GC foram imersas em solugdes de genipina 500, 100, 80, 60,
44, 22, 10, 1 e 0,5 mM (tampéo fosfato 7,4) por 96 horas em uma relagdo de 1g de
esfera em 50 mL de solugéo de genipina.

Depois as esferas foram lavadas com excesso agua destilada para retirar
residuos do agente reticulante. Para mensurar o grau de reticulacdo das esferas, a
solugao de genipina residual foi analisada, na diluicdo apropriada, por espectroscopia
na regido do UV-Vis em 246 nm [Mi, 2005] a partir da curva de calibragdo em tampao
fosfato 7,4:

ABS = 0,0848 + 3805,96 C Equacéo 1
R =0,993

Onde ABS ¢é a absorbancia, C é a concentracdo em mol/L e R o coeficiente

de correlagao.

3.3.3- Determinagédo da Quantidade de Goma Incorporada nas Esferas

A quantidade de goma presente na esfera foi determinada pelo método de
Dubois [1956]. Uma aliquota de NaOH 1 M, utilizado para precipitar as esferas, foi
retirada, em seguida essa aliquota foi neutralizada e dialisada em uma membrana de
dialise. Desta aliquota dentro da membrana dialisada, foi pipetada 0,2 mL para um tubo
de ensaio e a amostra diluida para 2 mL com agua destilada.

Adicionou-se ao tubo 24 pL de fenol 80% + 2 mL de acido sulfurico
concentrado. Depois a solugdo foi deixada em repouso por 10 minutos em seguida
agitou-se em Vortex por 12 segundos. Apds esse procedimento, o tubo foi deixado a

25°C durante 10 minutos. A solucao foi analisada no VIS em 490 nm.
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3.3.4- Cinética de Intumescimento

O estudo da cinética de intumescimento das esferas foi realizado utilizando
microscopio optico Olympus CH30. Os diédmetros das esferas foram determinados no
intervalo de 10 minutos na primeira hora e de 20 minutos na segunda hora com seis
amostras, em solugdo com pH 1,2 e tampao com pH 7,4.

A taxa de intumescimento (T.l.) é dada por:

T.l. = Dt/ Do; Equacéo 2

Onde Dt é o didmetro em um determinado instante e Do & o didmetro inicial.

3.3.5- Incorporacdo de Diclofenaco de Sodio as Esferas de Quitosana/Goma do

Cajueiro

As solucbes foram preparadas na mesma proporgao descrita no item 3.3.1 e
a solucdo final foi gotejada em uma solugcdo de NaOH/etanol contendo 1% de

diclofenaco de soédio.

3.3.6- Determinagédo da Quantidade de Farmaco Incorporado

Para quantificar a incorporagao de diclofenaco de sodio fez-se uma extragao
em metanol durante 24 horas sob agitagao, pois o farmaco € muito soluvel neste alcool.

A quantificagao foi feita a partir de uma curva de calibragdo em metanol:

ABS =0,0186 + 38643,24 C Equacgéo 3
R =0,994

Onde ABS ¢ a absorbancia, C é a concentragdo em g/ml e R € o coeficiente

de correlacao.
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3.3.7- Ensaio de Liberagéo de Farmaco

As esferas com diclofenaco de sédio (massa de aproximadamente 0,2 g)
incorporado foram colocadas em 40 mL de solugédo de fluido gastrico simulado (FGS)
de pH 1,2 ou tampao fosfato pH 7,4, com a temperatura de 37°C. Aliquotas de 3 mL
foram recolhidas para analise no UV a 276 nm. As aliquotas foram retiradas no intervalo
de 10 min na primeira hora, de 20 min na segunda hora, e de 30 min nas ultimas 2

horas.

3.4-Esferas de Quitosana e Goma do Cajueiro Carboximetilada

3.4.1 - Preparagé&o das Esferas de Quitosana e Goma do Cajueiro Carboximetilada

Quitosana (QT) de diferentes massas molares, QTa (maior massa molar) e
QTb (menor massa molar) foram dissolvidas em &cido acético 2%. Uma solugédo de
QTa 3% ou uma solucdo de QTb 5% foi gotejada em uma solu¢cdo de goma do cajueiro
carboximetilado 3% em NaOH 1M/etanol (2:1). A goma do cajueiro carboximetilado com
diferentes graus de substituicdo foi utilizada: CCM1 (GS = 0,16), CCM2 (GS = 0,31) e
CCM3 (GS = 0,44).

3.4.2- Cinética de Intumescimento

A cinética de intumescimento em solugao tampéo 7,4 e em agua destilada foi
realizada segundo metodologia descrita no item 3.3.4. As medidas do didametro das
esferas foram feitas com seis esferas no intervalo de 10 minutos na primeira hora e de

20 minutos na segunda hora. A taxa de intumescimento foi calculada pela Equacéao 2.
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3.4.3- Determinagéo da Quantidade de BSA Incorporada

Para quantificar a incorporacdo de BSA fez-se uma extracdo em agua
durante 24 horas sob agitagcdo, devido a proteina ser muito soluvel em agua. A
quantificagao foi feita a partir de uma curva de calibragdo no UV a 280 nm:
ABS = 0,00402 + 625,46584C Equacéo 4
R=0,996
Onde ABS é a absorvancia, C € a concentragdo em g/ml e R o coeficiente de

correlagao.

3.4.4-Ensaio de Liberagcdo de BSA

As esferas com BSA (massa de aproximadamente 0,15g) incorporado foram
colocadas em 20 mL de tampéao fosfato 7,4 a temperatura da solugao constante a 37°C.
Aliquotas de 3 mL foram recolhidas para analise no UV a 280 nm. As aliquotas foram

retiradas no intervalo de 10 minutos na primeira hora, de 20 min na segunda hora.

3.5-Caracterizagao das Esferas

3.5.1- Microscopia Eletrénica de Varredura

A observacdo da superficie das esferas de QT, QT/GC e QT/CCM apéds
secagem, foi realizada utilizando-se um microscopio eletrénico de varredura (MEV)
PHILIPS HOLANDA XL30, com as esferas montadas em suporte de metal e revestidas

com carbono.

3.5.2- Espectroscopia de Absorgédo na Regiéo do Infravermelho

As esferas de QT, QT/GC, QT reticuladas e QT/GC reticuladas foram

analisadas por espectroscopia na regiao do Infravermelho, utilizando equipamento
SHIMADZU 8300 em pastilhas de KBr.
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3.5.3 - Ressonancia Magnética Nuclear

Para a obtencdo dos espectros da genipina a mesma foi dissolvida em
CH3;0D e em CDCls. Os espectros de RMN 'H e RMN '3C obtido em equipamento
Bruker DRX-500 a 20°C.

Para obtencdo dos espectros em solugdo, as esferas QT/CCM foram
dissolvidas em HCI 0,1 M e em seguida liofilizadas. O material sélido obtido foi
dissolvido em D,0O e o espectro de RMN "H obtido em equipamento Bruker DRX-500 a
70 °C.

3.5.4- Microscopia Optica

Os diametros das esferas foram medidos através de um microscépio 6ptico
Olympus CH30.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Isolamento e Purificagdo da Genipina

O interesse no isolamento e purificacdo da genipina veio do fato de que este
produto ndo € produzido e comercializado no Brasil. Tendo em vista que na regiao
Nordeste existem plantagdes de jenipapo, a extracdo da genipina a partir deste poderia
ser o meio de diminuir custos e facilitar sua obtengdo. O rendimento de 0,52% do
produto puro (genipina), obtido neste trabalho, esta um pouco abaixo do encontrado na
literatura, em torno de 1% [Djarassi e col., 1960]. No entanto, o produto é facilmente
obtido com as trés extragdes sem a necessidade de separagdes cromatograficas.

A Figura 16 mostra os espectros de infravermelho da genipina comercial
(Figura 16a) e da genipina extraida no laboratorio de Polimeros da UFC (Figura 16b).
Observa-se que os espectros sdo similares apresentando bandas caracteristicas dos
grupos funcionais da estrutura da genipina (Figura 9b) como: deformagéo axial de OH
em 3402 cm™ (OH livre) e em 3246 cm™ (OH em ligagdo de hidrogénio intermolecular);
absorcdo de deformacdo axiais de éster conjugados em 1683 cm™ (C=0) e 1203 cm”’
(C-O de C-(=0)-0); deformagao axial de C=C de olefinas (ciclo alqueno em 1109 cm™)
[Silverstein e Webster, 2000; Butler e col., 2003].
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Figura 16. Espectros na regido do infravermelho: (a) genipina comercial ; (b) genipina

Brasil.
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O espectro de RMN 'H da genipina em metanol deuterado (CDs;OD)
apresentou 2 sinais correspondentes a hidrogénios olefinicos em oy 7,52 (1H, s) e 5,83
(1H, s). Além disso, observou-se um sinal de metila ligada a oxigénio (-OCH3) em &y
3,71 (3H, s), trés sinais de hidrogénios metilénicos em &4 2,83 (1H, m), 2,05 (1H, m) e
4,21 (2H, dd). Outros sinais observados foram: 6y 3,15 (1H, q), 2,49 (1H, t) e 4,78 (1H,
d). O espectro de RMN "®C-BB (Figura 18) da genipina apresentou 11 sinais. Observou-

se a existéncia de 4 carbonos olefinicos em 6 154,4; 111,8; 128,3 e 145,7.
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Figura 17. Espectro de RMN "H da genipina obtida neste trabalho em CDsOD.
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Figura 18. Espectro de RMN "*C-BB da genipina em CD3OD.

A partir do espectro de RMN '*C-DEPT135 (Figura 19) observou-se a
presenca de apenas 7 sinais, indicando que 3 carbonos sao nao hidrogenados. Dentre
os sinais de carbonos observados dois sao metilénicos em & 40,1 e 61,84. Os espectros
de RMN 2D 'H, ®*C HSQC (Figura 20) e do RMN "*C-DEPT135 (Figura 19) mostram
que os carbonos ndo hidrogenados sdo 6 111,8; 6 145,7 e 169,9 ppm. Observou-se
também através do RMN 2D HSQC que o carbono metilénico em & 40,1 apresentou

correlagdo com dois hidrogénios em 6 2,83 e 2,05, indicando que sao diastereotdpicos.



46

126.87

96.34
60.34
0.33
47.03
38.59
36.23

ppm

! T T T T T T T T T T T T
ppm 140 120 100 80 60 40

Figura 19. Espectro de RMN "C-DEPT135 da genipina em CD3;0D a 20°C.

O espectro de RMN 2D 'H, 'H — COSY (Figura 21) apresentou sete
correlagdes, identificando acoplamentos geminais, vicinais € a mais de duas ligagdes, o
que permitiu propor a sequéncia completa do anel furanico. A Figura 22 mostra a
estrutura da genipina com as correlagdes observadas no espectro de RMN 2D H, 'H-
COSY.
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Figura 20. Espectro de RMN 2D 'H, '*C HSQC da genipina em CD30D a 20°C.

Figura 21. Espectro de RMN 2D 'H, "H — COSY da genipina em CDs0D a 20°C.

J%_};_JLJ{ULJML

J_JAJULMLW

1 2 E
8 B =2
3
L] L]
i; 4 e =
;7 ?
£ P
4
6 9 r
?
»
L6
L
- ;_DDﬁ
R R R o
pam 6 4

47



48

Figura 22. Correlagdes observadas no espectro RMN 2D 'H, "H — COSY (Figura 21)

para a genipina.

O espectro de RMN 2D 'H, "*C — HMBC (Figura 23a) permitiu a atribuigdo
inequivoca da sequéncia dos carbonos e hidrogénios da estrutura mostrada na Figura

23b e 23c.
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Figura 23. Espectro de RMN 2D "H, "*C — HMBC em CD3sOD.
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A Tabela 7 apresenta os dados de RMN 1D e 2D de 'H e '*C para a

substancia obtida neste trabalho em CD;0OD.

Tabela 7. Dados de RMN 1D e 2D de "*C e 'H para genipina obtida neste trabalho em

CD3O0D.
Atomo | 5¢ 51 cosY
1 97,9 4,78 2,49
3 154,4 7,52 3,15
4 118,8
5 37,8 3,15 7,52; 2,83; 2,49; 2,05
6 40,1 2,83; 2,05 2,05; 3,15; 5,83
7 128,3 5,83 2,83; 4,21
8 145,7
9 48,5 2,49 4,78; 3,15
CO,Me | 51,8 3,71
CH,OH| 61,8 4,21 5,83
CO,Me | 169,9

O espectro da mesma amostra foi obtido em cloroféormio deuterado (CDCl3)

para melhor comparagdo dos dados com a literatura, apesar da baixa solubilidade da

genipina neste solvente. Os dados de RMN 'H em CDCIl; e CD30D s&o mostrados na

Tabela 8. Observa-se que para o hidrogénio o efeito do solvente é bem reduzido, ou

seja, ndo se percebe variagdo no deslocamento quimico maior que 0,2 ppm.

O solvente afeta também os deslocamentos quimicos dos carbonos. Na

Tabela 8 observa-se que os deslocamentos dos carbonos de 7 a 9 possuem variagdes

maiores que 1 ppm quando o solvente passa de metanol para cloroférmio deuterado.

Os dados obtidos em cloroférmio sdo bastante similares aos reportados na

literatura para genipina, o que juntamente com as correlagbes obtidas nos espectros

bidimensionais confirmam a estrutura do iridoide.



50

Tabela 8. Dados de RMN "H e *C em CDs;OD e CDCl; em comparagdo com dados da

literatura.
Solvente
CDCI;
i CD;0D CDCl; [Drewes e Kayonga,
Atomos
(6 49,15) (577,0) 1996].
& 'H §1°C & 'H 8 1°C 8'H 8 1°C
1 4,78 96,3 4,79 96,5 4,79 96,3
3 7,52 152,8 7,50 152,4 7,53 152,5
4 - 110,3 - 111,1 110,7
5 3,15 36,2 3,19 36,8 3,17 36,7
6 2,83 38,6 2,86 39,2 2,91 39,0
7 5,83 127,0 5,86 131,1 5,95 131,0
8 - 144,2 142,2 141,9
9 2,49 46,6 2,52 48,3 2,52 48,1
CO,Me 3,71 50,3 3,70 51,3 3,77 51,4
CH,0OH 4,21 60,3 4,27 61,5 4,28 61,3
CO:;Me - 168,4 - 168,0 - 168,0

4.2- Esferas de Quitosana/Goma do Cajueiro Via Formagdo de Rede
Interpenetrada (IPN)

A formagado das esferas foi realizada por gotejamento de uma solugdo de
QT/GC na propor¢ao em massa de 1:4 em NaOH 1M seguido de reticulagdo com
solugdo de genipina em diferentes concentragdes. O teor de goma incorporada (83%)
foi obtido pelo método de Dubois [Dubois e col., 1956]. Propor¢coes de massa de QT/GC
diferentes foram testadas tais como 1:2 e 1:10, mas a melhor relacdo em massa foi de
1:4.
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4.2.1- Reticulagéo das Esferas

A mudanca para cor azul escura nas esferas é um indicativo da reticulacao,
devido a reagdo entre a genipina e o grupo amino da quitosana [Chen e col, 2004; Yuan
e col., 2007]. Em geral, utiliza-se concentragdes de genipina variando de 0,5 a 22 mM
na reticulacdo de géis e microesferas de quitosana [Yuan e col., 2007; Chen e col.,
2004, 2006; Nickerson e col., 2006a,2006b; Butler e col., 2006; Mi e col., 2002b].
Esferas de QT e QT/GC reticuladas com 0,5 e 1mM de genipina dissolviam em pH 1,2
(fluido gastrico simulado) e nao foram utilizadas neste trabalho.

A Tabela 9 mostra o numero de mol de genipina que reagiu por grama de
esferas. De um modo geral existe um aumento do consumo de genipina/ g de esferas
com o aumento da concentragdo da solugao de genipina, entretanto este aumento nao
é linear. Concentragbes de genipina entre 44 e 100 mM promoveram um consumo

aproximadamente similar de genipina por grama de esferas de QT/GC.

Tabela 9. Relagdo de numero de mmol de genipina que reagiu / g de esferas.

A Concentragao de mmol de genipina que
mostras . . .
Genipina (mM) reagiu / g de esferas
500 17,25
QT 44 2,64
22 0,90
500 17,00
100 3,20
80 3,40
60 2,94
QT/GC 44 3,34
22 0,84
10 0,37

O diametro médio das esferas, determinados por microscopia 6ptica, de QT e
QT/GC nao reticuladas foi de 520 + 4,1 e 510 £+ 5 um, respectivamente. O diédmetro
meédio das esferas de QT/GC reticuladas com diferentes concentragdes de genipina é

mostrado na Tabela 10. As esferas reticuladas ndo apresentam variagdes significativas
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de diametro com o aumento da concentracdo de genipina. Os valores médios das

esferas de QT e QT/GC reticuladas sao similares a nao reticuladas.

Tabela 10. Didametro médio das esferas reticuladas com diferentes concentragbes de

genipina.
Didmetro médio (um)
Amostra Concentragao de genipina (mM)
500 100 80 60 44 22 10

QT/ GC 509+3,2 510+3,0 500+5,0 490+5,0 505+4,2 495+3,6 500+3,0

QT 515+2,5 - - - 520+3,0 510+3,5 -

4.2.2- Caracterizagéo por Espectroscopia de Absor¢do na Regido do Infravermelho

O espectro do material de QT na forma de esferas pulverizadas (Figura 24)
mostra bandas em torno de 1080 — 1162 cm™, atribuidos a vibragdo de deformacdo
axial C-O-C dos anéis glicosidicos e uma absorcdo em 1651 cm™ caracteristico de
vibragdes de deformacéao axial de C=0 de amidas, assim como uma absor¢édo em 1558
cm’, caracteristico da deformac&o angular N-H do grupo amino [Mi, 2005].

O espectro na regido do infravermelho das esferas de QT/GC é similar ao
das esferas de QT. Apds a reticulacdo a absorbancia na banda em 1651 cm™ aumenta
para as esferas de QT e QT/GC reticuladas assim como a diminuicdo na banda em
1558 cm™. Isto sugere o aumento de grupos amidas, evidenciando a reacgdo de

reticulacio.
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Figura 24. Espectros de FT-IR de: (A) GC; (B) QT; (C) QT/GC; (D) QT reticulada; (E)
QT/GC reticulada.

4.2.3- Caracterizagéo das Esferas por Microscopia Eletronica de Varredura
A microscopia eletrénica de varredura das esferas (Figura 25) revelou que

ocorreu um aumento da rugosidade das esferas de QT/GC 44 mM (Figura 25b) em

relacdo as esferas de QT 44 mM (Figura 25a). Porém n&o houve mudangas
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significativas na superficie das esferas reticuladas (Figura 25c). Comportamento similar
foi observado em microcapsulas de alginato/quitosana, onde a reticulagdo com genipina

nao mudou a morfologia das capsulas (Chen e col., 2006).
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Figura 25. Micrografias das esferas: (a) quitosana; (b) QT/GC néo-reticulada; (c) QT/GC

reticulada 44 mM.
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4.2.4- Ensaio de Intumescimento

As Figuras 26 e 27 apresentam os graficos de intumescimento em fungéo do
tempo para as esferas de QT e QT/GC reticuladas com diferentes concentracdes de
genipina. Observa-se que as esferas de QT e QT/GC intumescem em pH 1,2 devido a
protonagdo do grupo amino (-NH3;") da quitosana em meio é&cido; ocorre repulsdo
desses grupos ionizados como consequéncia a expansao da cadeia polimérica. Em pH
7,4 os grupos COO™ da goma do cajueiro sao ionizados e ocorre uma repulsao entre
esse grupos, ocorrendo também a expansao da cadeia neste meio.

Observa-se que para ambas o intumescimento diminui com o aumento da
concentragdo da solugdo de reticulante (genipina). Essa diminuicdo deve-se ao
aumento da densidade de reticulagcdo. As esferas de QT/GC reticuladas com solugdes

de genipina variando de 44 mM e 100 mM possuem intumescimentos similares.

—=— QT22mM
—A— QT44mM
—e— QT500mM

1,18

1,16 1
1,14 1
1,12 1

1,10 1 e00000 0o o o

1,08 H

Dt/Do

1,06
1,04
1,02

1,00

0,98 T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250
tempo (min)

Figura 26. Grafico de Dt/Do vs tempo de intumescimento sequenciado em pH 1,2e 7,4,

para esferas de QT reticuladas a 26°C.
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Figura 27. Grafico de Dt/Do vs tempo de intumescimento sequenciado em pH 1,2e 7,4,
para esferas de QT/GC reticuladas a 26°C.

A adicdo de goma do cajueiro provoca uma diminuicdo na capacidade de
absorcdo em relacdo as esferas de QT reticuladas na mesma concentragdo de
genipina.

As esferas reticuladas com genipina (QT e QT/GC) apresentam uma elevada
taxa de intumescimento em pH 1,2 devido a repulséo entre os grupamentos protonados
(-NH3") em meio acido. A mudanca de pH da solugéo de 1,2 para 7,4 ndo apresenta o
efeito de desintumescer. Este comportamento € diferente das esferas de QT co-
reticuladas com tripolifosfato (TPP) e genipina, relatadas por Mi e col. [2003] onde a
mudanca de pH de 1,2 para 7,4 provoca uma diminuicdo da capacidade de
intumescimento.

Nickerson e col. (2006b) mostraram que hidrogéis de gelatina-maltodextrina
reticulados com glutaraldeido intumesciam mais do que hidrogéis reticulados com
genipina, tanto em pH 3 quanto em pH 5, com grande diferengca em pH 3.

Khurma e col.(2005) relataram que hidrogéis de quitosana e poli (vinil
pirolidona) reticulados com genipina tinham um equilibrio de intumescimento em
aproximadamente 30 minutos. O intumescimento aumentava com o aumento da
temperatura, e a taxa de intumescimento era maior em pH baixo, comparado com meio

neutro e alcalino. A extensdo do intumescimento de filmes de quitosana e poli (6xido
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de etileno) pode ser diminuida com o aumento da quantidade de genipina [Jin e col.
2004].

O coeficiente de difusédo (Dv) de moléculas de agua foi analisado seguindo a
metodologia descrita por Harogogoppad e Aminabhavi [1992]. Os autores mostram que
o coeficiente de difusdo pode ser calculado verificando-se a variagdo de volume das

esferas em funcao do tempo pela equagao:

AV _, ( AV .(Dv)l/z. v e uncto &
Vo Vo- Do IT ! quagac

AVt D ~
Onde Vo representa variagdo de volume com o tempo em relagdo ao
o

o . . N . ~ i AVt
volume inicial, AV é a variagdo de volume no equilibrio. A inclinagado do grafico de Vo
o

versus t"? permite o calculo do coeficiente de difusdo (Dv) utilizando a equac&o:

VoDo )2

Dv=| (1,773 - inclinacdo
(( ¢ )4AVoo

Equacao 6

O coeficiente de difusdo em pH 1,2 para as esferas de QT e QT/GC em

funcéo da concentragao de genipina € mostrado na Tabela 11.

Tabela 11. Coeficiente de Difusdo (cm?/s) em pH 1,2 das amostras de QT e QT/GC

reticuladas com genipina.

Amostras/ conc.

o 22 mM 44mM 500mM
da genipina
QT (Dv) 2,02 x 10°® 1,94 x 10°® 2,78 x 107
QT/GC (Dv) 1,18 x 10”7 9,39 x 10°® 2,01 x 10

Os coeficientes de difusdo diminuem com o aumento da densidade de

reticulacao para as esferas de QT e QT/GC. Como discutido anteriormente as esferas
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de QT possuem maior capacidade de absorcédo que as esferas de QT /GC, isso pode
ser comprovado pelo maior valor de Dv para as amostras de QT reticuladas.

Rao e col. [2006] obtiveram valores de coeficiente de difusdo em pH 1,2 de
microesferas de quitosana com didametro de 42 a 182 ym contendo poli (vinil alcool)
(PVA) reticulado com glutaraldeido que variavam de 1,29 x 10° a 3,47 x 10° cm?/s
dependendo da quantidade de reticulante utilizado, quanto maior a quantidade de
glutaraldeido adicionada as amostras menor o coeficiente de difuséo.

Mundargi e col. [2008] sintetizaram microesferas de amido que variavam de
96 a 158 um reticuladas com epicloridrina para a liberagdo de ampicilina. O estudo
mostrou que os coeficientes de difusdo em pH 1,2 variavam de 3,1 x 10%a 4,72 x 10°
cm?/s, e que um aumento na quantidade do reticulante diminuia o coeficiente de difusdo

nas microesferas.
4.2.5.- Ensaio de Liberagdo

Os efeitos da reticulagéo das esferas de QT/GC na liberagédo de um farmaco
modelo (diclofenaco de sédio) € mostrado na Figura 28. Em tampédo pH 7,4
aproximadamente 40% do farmaco é liberado das esferas de QT/GC nao reticulada.
Nao ocorre liberacdo do farmaco em esferas de QT/GC reticuladas com 44 mM de
genipina em tampao pH 7,4. Isto é devido ao ndo intumescimento das esferas nesse
pH. Em pH 1,2 as esferas de QT/GC reticuladas com 44 mM de genipina liberam

rapidamente todo o farmaco nos primeiros 20 minutos.
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Figura 28. Liberagcdo de DCS a partir da matriz QT/GC: (o) ndo-reticulada em pH 7,4 e

(@) reticulada com genipina 44mM em pH 1,2.

O efeito do aumento do grau de reticulagdo na liberagdo do farmaco em
esferas de QT/GC é mostrado na Figura 29. O aumento do grau de reticulagédo provoca
uma liberacdo mais lenta do farmaco. O teor de farmaco liberado no equilibrio também

diminui com o aumento da concentragdo de genipina (grau de reticulagao).
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Figura 29. Liberacdo de DCS a partir da matriz QT/GC reticulada com 44 mM e 500 mM
em pH 1,2.

Yuan e col. (2007) mostraram que a liberagdo de albumina a partir das
esferas de quitosana reticulada com genipina variava com o tempo de reticulagdo e a
concentragao de genipina usada. A liberagcdo era inversamente proporcional ao tempo
de reticulag&o e a concentragao de genipina.

Xu e col. [2007] relataram que géis de quitosana/alginato com proporgdes em
massa de 5:5 e 4:6 intumesciam consideravelmente em pH 1, devido a protonagao do
grupo amino em pH baixo. Em pH 5 o intumescimento era minimo. A liberagao de BSA
em pH 1 a partir da matriz de quitosana/alginato (5:5) foi de mais de 80% em 5 horas.

Maciel e col. [2006] sintetizaram géis de QT e QT/GC reacetilados para a
liberagédo de pilocarpina. A liberagéo é similar para os géis nos primeiros 100 min, onde
aproximadamente 60% do farmaco foi liberado. Apds esse tempo, a presenca de GC no
gel diminui a taxa de liberagédo de pilocarpina. O estudo também mostrou que a taxa de
liberacdo do farmaco era maior em pH 1,2 em relagéo a liberagdo em pH 7,4 e 9,8.

A liberagdo dinamica de farmacos pode ser analisada por uma equacgao
empirica proposta por Ritger e Pepas [1987]:
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M Equacéo 7

Onde M, é a porcentagem do farmaco liberado em um determinado instante

e M_ é a porcentagem do farmaco liberado no equilibrio, k é a constante de velocidade

e n é um parametro que representa o tipo de transporte.

Um mecanismo de transporte Fickiano do tipo | € descrito por um fendmeno
de difusdo, enquanto que um mecanismo Fickiano do tipo Il é caracterizado por um
fendmeno de relaxagcdo constante. Estes dois fenbmenos possuem valores de n para
sistemas esféricos de 0,43 e 0,85, respectivamente. Um fendmeno de transporte nao
Fickiano é descrito por um fendmeno de relaxacéo e difusdo e para sistemas esféricos
possuem valores de n entre 0,43 e 0,85 (Ritger e Pepas, 1987).

Os valores de n, assim como o coeficiente de correlagédo (R), para as

amostras das esferas reticuladas com 500mM sdo mostrados na tabela 12.

Tabela 12. Valores de n para as amostras de QTGC 500mM.

Liberacbes n R
1 0.76 0,097
2 0.73 0,993
3 0.71 0,992
4 0,68 0,998

Pode-se verificar que em todas as liberagcbes o tipo do transporte é do tipo
nao Fickiano, isto é, a velocidade de relaxacdo da cadeia polimérica é equivalente a
velocidade de difuséo.

Mecanismos Fickianos foram observados para géis de QT/GC reacetiladas

[Maciel e col, 2006]. A liberagcdo de endometacina em sistemas de liberacdo compostos
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por poliacrilamida/quitosana seguem uma liberagdo nao Fickiana [Kumbar e col, 2003].
A liberacdo de aciclovir em microesferas de acrilamida/dextrana/quitosana também

apresentou mecanismo nao Fickiano [Rokhade e col, 2007a].

4.3 - Esferas de Quitosana/Goma do Cajueiro Carboximetilada Via Complexagao

Polieletrolitica

4.3.1- Diametro das Esferas

Para a preparagdo de uma matriz que liberasse droga em meio alcalino foi
utilizado goma do cajueiro carboximetilada, visto que esta possui uma maior quantidade
de grupamentos &cidos, como consequéncia um maior intumescimento em meio
alcalino.

A formacédo e propriedades dos complexos polieletroliticos dependem da
razdo de cargas entre os polimeros carregados negativamente e positivamente.
Quando a solugcdo de quitosana é gotejada em uma solugdo de goma do cajueiro
carboximetilada em presenca de NaOH 1 M, os grupos amino da QT interagem com o0s
grupos carboximetilados da goma, levando a formagao de um complexo sélido, como ja
mostrado por Maciel e col. [2006].

Neste estudo, esferas de QT/CCM foram produzidas utilizando QT com
diferentes massas molares e goma do cajueiro carboximetilada com diferentes graus de
substituicdo (GS). Os didametros médios das esferas foram obtidos por microscopia

Optica e sdo mostrados na Tabela 13.

Tabela 13. Didametro das esferas de QT/CCM.

Diametro das Esferas (um)

ceM (GS) aTa QTh
(2,35 x 10°g/mol) (7,82 x 10* g/mol)
1 0,16 530 + 4,0 500 + 3,0
2 0,31 510 + 5,0 570 + 5,0
3 0,44 580 + 6,0 550 + 5,0
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Valores similares de tamanho de particulas foram  obtidos
independentemente da massa molar de QT e do GS da goma carboximetilada. Os
tamanhos médios das esferas obtidas sdo menores do que os obtidos na complexagao
polieletrolitica de QT com carboximetil glucomananas (Goma Konjac) (1,2 — 1,6 mm)
[Du e col., 2006]. Na complexagao de acido hialurébnico com quitosana Vasiliu e col.
[2005] obtiveram esferas de diametro médio de 720 a 1150 um dependendo da

metodologia empregada na preparagéao.
4.3.2-Ressonéncia Magnética Nuclear de "H

O espectro de RMN de 'H (Figura 30) foi obtido ap6s dissolugdo das esferas
de quitosana/goma do cajueiro carboximetilada em HCI, depois liofilizada e dissolvida
em D,0. O espectro mostra sinais intensos correspondentes a unidade glucosamina e
acetilglucosamina da quitosana, com anomérico da acetilglucosamina (H-1A) em 4,50
ppm e hidrogénio do grupamento aceti em 2,1 ppm (H-1Ac) da unidade
acetilglucosamina e sinais pouco intensos atribuidos as unidades de monossacaridicas
presentes na goma do cajueiro. Os deslocamentos correspondentes aos sinais de H-1
das unidades méricas de GC e QT sao dados na Tabela 14. Além dos prétons
anomeéricos observa-se claramente o sinal em 1,25 ppm correspondente ao grupo
metila (H-6) da ramnose presente na GC. Espectroscopia de RMN de 'H confirma a

presenca de quitosana e de goma do cajueiro carboximetilada nas esferas.



Figura 30. Espectro de RMN "H das esferas de QTa/CCM em D;0 a 70°C.
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Tabela 14. Deslocamentos correspondentes aos sinais de H-1 das unidades

monomeéricas de GC e QT.

Unidade de
agucar 6 H-1 (ppm)
QT GC
Galactose - 4,44
Ramnose - 4,80
Glucose - 4,94
Glucosamina 4,90 -
Acetilglucosamina 4,50 -
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4.3.3-Microscopia Eletrénica de Varredura

A morfologia da superficie das esferas foi investigada por microscopia
eletrénica de varredura (Figura 31). As esferas de quitosana de mais alta massa molar
(2,35 x 10° g/mol) com goma carboximetilada com DS = 0,35 (QTa/CCM2) possuem
superficie mais rugosa do que as das esferas de quitosana com menor massa molar
(7,82 x 10* g/mol).

AccY  Spot Magn AccV SpotMagn Det WD 1 20pm
16.0 kV 6.0  3000x 'SE 12.2 QTACCM _ 100kV 6.0 3000x SE 120 QTBCCM
i ¥ o "

Figura 31. Micrografias das esferas: (a) QTa/CCM2; (b) QTb/CCM2.

4.3.4-Ensaio de Intumescimento

Os ensaios de intumescimento em agua para as esferas de QT/CCM sao
apresentados na Figura 32. Observa-se que para esferas formadas com quitosana de
mais alta massa molar (QTa) uma quantidade minima de carga negativa da goma do
cajueiro carboximetilada é necessaria para que o intumescimento ocorra (Figura 32a),
nas amostras em estudo o valor do GS da goma carboximetilada deve ser maior que
0,31. Com o aumento do GS para 0,44 (QTaCCM3) da goma carboximetilada &

observado um aumento de 6% no didmetro das esferas.
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Com a quitosana de menor massa molar (QTb) o intumescimento ocorre com
as trés amostras de goma do cajueiro carboximetilada de diferentes GS (Figura 32b). O

aumento da taxa de intumescimento é proporcional ao GS da goma carboximetilada.

1.06 - 1.06 -
i L
1.04 - —O— QTaCCM1 1044 —0— QTbCCM1
' —=— QTaCCM2 —=— QTbCCM2
—A— QTaCCM3 o —A— QTbCCM3
=
[a)
1.02 - 1.02 4
1.00 @™ O] @ 1.00 b
a
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
Tempo (mim) Tempo (mim)

Figura 32: Grafico Dt/Do x tempo em agua, (a) esferas de QTa com CCM1, CCM2 e
CCM3 e (b) esferas de QTb com CCM1, CCM2 e CCM3.

Em solugdo tampéo pH 7,4 (Figura 33) todas as esferas intumescem. Neste
pH, os grupo COO" da goma do cajueiro carboximetilada estdo ionizados, ocorrendo
uma repulsdo entre estes grupos ionizados e como consequéncia a expansao da
cadeia polimérica. As esferas de QT/CCM com quitosana de maior massa molar (Figura
33a) formam estruturas mais compactas e um menor intumescimento é observado
quando comparado com as esferas de quitosana de menor massa molar (Figura 34b).
Em pH 7,4, amostras com baixo GS intumescem menos devido a um menor numero de

grupos ionizados nas amostras.



Dt/Do

67

1,10

1,08

1,06

1.10

—0— QtaCCM1
—a— QTaCCM2
—A— QTaCCM3

1.08

1.06 +

Dt/Do

1.04

] —O0— QTbCCM1
1.02 —&— QTbCCM2

—4— QTbCCM3

T T T T T T T T T T T T T T T
100 120 0 20 40 60 80 100 120
Tempo (min)

Figura 33. Grafico Dt/Do x tempo em tampao pH 7,4, (a) esferas de QTa com CCM1,
CCM2 e CCM3 e (b) esferas de QTb com CCM1, CCM2 e CCM3.

Os coeficientes de difusdo para as esferas de QT/CCM foram calculados

utilizando as equacgdes 5 e 6 da pagina 48 (Tabela 15).

Tabela 15. Coeficiente de difusdo nos complexos QT/CCM em tampéo pH 7,4.

Coeficiente de difusdo (cm®/s)

QTa QThb

ceM GS (2,35 x 10° g/mol) (7,82 x 10* g/mol)
1 0,16 3.86 x 107 7.30 x 107
2 0,31 8.41x 107 1,83 % 10°
3 0,44 9.17 x 107 215 10°

O aumento do GS da goma do cajueiro promove um aumento do coeficiente

de difusdo, provavelmente devido ao aumento do teor de cargas negativas no complexo

provocando uma expansao da rede e consequentemente maior difusdo de agua.

Lin e col. [2005] estudaram o efeito da adicdo de sulfato de dextrana na

cinética de intumescimento de microesferas de quitosana reticuladas com tripolifosfato.
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Os autores obtiveram valores de coeficiente de difusdo variando de 2,8 x 107 a 8,1 x
107" cm?/s em pH 6,8. O aumento da concentracéo de sulfato de dextrana acarretou um
aumento do coeficiente de difusao.

Os coeficientes de difusdo de agua em microesferas de quitosana e
metilcelulose variaram de 1,4 x 10° a 6,21 x 10™° cm?%s dependendo da composigdo das
microesferas [Rokhade e col., 2007a]. Os valores de coeficiente de difusdo sé&o
compativeis com valores publicados para esferas de quitosana/dextrana sulfatada [Lin e
col., 2005], mas sao inferiores aos obtidas por Rokhade e col. [2007a] para

microesferas obtidas via rede interpenetrada de quitosana e metilcelulose.
4.3.5 - Ensaio de Liberagdo de BSA

A liberagdo de BSA em solugédo tampéo de pH 7,4 € mostrada nas Figuras
34 e 35 em matrizes diferentes. Na Figura 34 as liberagbes sao feitas a partir de esferas
de QTa/CCM1 e QTa/CCM3. As esferas de QTa/CCM3 liberam mais rapidamente o
BSA, pois elas possuem uma taxa de intumescimento maior do que as esferas de
QTa/CCM1.

100 4

80

—A—QTa/CCM1
—e— QTa/CCM3

60

404

% BSA liberada

204

0 ' 2IO ' 4I0 ' 6IO ' 8I0 ' 1(I)0 ' 1&0
tempo (min)

Figura 34. Liberacado de BSA a partir da matriz QTa/CCM1 e QTa/CCM3 em tampéo pH

74.
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Comportamento semelhante ¢é visto nas esferas de QTb/CCM1 e
QTB/CCM3: quanto maior o intumescimento mais rapida € a liberagcdo do BSA (Figura

35).
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Figura 35. Liberagao de BSA a partir da matriz QTb/CCM1 e QTb/CCM3 em tampao pH
7.4.

Apesar da massa molar da quitosana influenciar no intumescimento, o
mesmo nao acontece na liberagdo de BSA. Os tempos de equilibrio de liberagdo de
BSA em esferas de quitosana com diferentes massas molares com a goma de mesma
GS sao idénticos. Aumentando-se o0 GS da goma do cajueiro carboximetilada o tempo
de equilibrio da liberagao diminui.

Esferas de alginato e quitosana foram usadas na liberacédo de BSA em pH
7,4 com razdo de massa alginato: quitosana de 9:1, 7:3 e 5:5 e tiveram uma
porcentagem de BSA liberada de 97,84; 96,81 e 87,26 %, respectivamente [Xu e
col.,2007]. Du e col. [2006] sintetizaram esferas de quitosana e carboximetil Konjac
para liberacdo de BSA. Em 5h aproximadamente 90% do BSA foi liberado em solugéo
de pH 7,4.

Gonzales-Rodrigues e col. [2002] estudaram a liberagdo de diclofenaco de
sodio a partir de particulas de alginato e quitosana. Eles verificaram que 100% do DCS

foi liberado em solugao de pH 7,4 para particulas de massa 1:1 de alginato/quitosana.
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Os valores de n para as amostras de QTa/CCM1 e QTa/CCM3, QTb/CCM1 e
QTb/CCM3 sé&o mostrado nas tabelas 16, 17 respectivamente. Pode-se verificar que em
todas as liberagbes sdo fendmenos n&o Fickianos, isto é, a velocidade de difuséo e
relaxacao é comparavel.

Peng e col. [2006] sintetizaram esferas de quitosana N-metiladas, onde
observaram mecanismos nao Fickianos com valores de n variando de 0,46 a 0,64 em
pH 7,4. Esferas compostas de quitosana/ tripolifosfato de sodio/sulfato de dextrana
usadas na liberacdo de ibuprofeno mostraram valores de n variando de 0,53 a 0,91,
indicando que em algumas esferas a liberagdo era via mecanismo Fickiano (transporte
do tipo I, controlado por relaxagdo) e em outras por mecanismos nao Fickiano [Lin e
col., 2005]. Rokhade e col. [2006] observaram que os valores de n para esferas de
gelatina e carboximetil celulose variavam de 0,2 a 0,43 indicando mecanismos nao

Fickiano e mecanismo Fickiano (transporte do tipo |, controlado por difuséo).

Tabela 16. Valores de n para as amostras de QTa/CCM1 e QTa/CCM3.

QTa/CCM1

n R QTa/CCM3 n R
L 0,82 0,997 12 0,84 0,995
2" 0,80 0,997 o 0,78 0,994
3 0,81 0,999 3 0,81 0,997

Tabela 17. Valores de n para as amostras de QTa/CCM1 e QTa/CCM3.

QTb/CCM1

R  QTb/ICCM3  n R
1° 077 0,997 12 072 0,997
2° 0,69 0,998 92 0,66 0,996
30

0,75 0,997 32 0,66 0,997
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5-CONCLUSOES

Genipina, um agente reticulante natural, foi obtido em uma forma pura a
partir da fruta do jenipapo.

Esferas de quitosana e quitosana/ goma do cajueiro reticuladas com genipina
foram produzidas e avaliadas quanto ao intumescimento e liberagao de diclofenaco de
sédio. Esferas reticuladas com concentragdo de genipina maior do que 10 mM néo
dissolvem em pH 1,2 e podem ser propostas na liberacdo de farmaco via oral. O
intumescimento e a liberagao do farmaco diminuem com o aumento da concentragao de
agente reticulante.

Esferas obtidas via complexagéo polieletrolitica de quitosana e goma do
cajueiro carboximetilada mostraram que a massa molar da quitosana e o GS da goma
carboximetilada influenciam a cinética de intumescimento e o coeficiente de difusdo de
agua nas esferas. Entretanto na liberacdo do farmaco o fator mais importante na

modulagao da liberagéo é o grau de substituicdo da goma carboximetilada.
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