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RESUMO

Nanoparticulas de quitosana (QT) e goma do cajueiro (GC) foram sintetizadas por
complexacao polieletrolitica. Foram investigados alguns parametros que influenciam
o tamanho das nanopatrticulas tais como: concentracdo dos polieletrélitos, ordem de
adicao das solucdes poliméricas e razdo de cargas dos polileletrélitos. Preparou-se
nanoparticulas com as seguintes razdes de cargas n+/n-: 0,2, 0,5, 1,0, 5,0, 10, 15 e
20 sendo caracterizadas por espectroscopia na regiao do infravermelho (FTIR) e na
regido do UV/VIS, analise térmica, tamanho e distribuicdo de particulas e potencial
zeta. O espectro do FTIR mostrou as principais bandas da QT e GC, em 1550 e em
1647 cm™. Para as nanoparticulas de QT em GC, o potencial zeta variou de -2,25
mV a +28 mV, observando-se que quanto maior a razado de cargas n+/n- maior e
mais estavel € o potencial zeta. O farmaco foi incorporado inicialmente em trés
matrizes diferentes nas razdes de cargas n+/n- 0,5, 1,0 e 10. No método de
incorporacao e liberacdo da primaquina (Pr) utilizou-se tripolifostato de sodio (TPP)
como agente reticulante e apenas as nanoparticulas com carga superficial positiva
foram escolhidas para a incorporacdo da Pr devido a possibilidade de interacao
dessas cargas positivas com as cargas negativas do TPP formando um gel apés a
centrifugacdo. Com isso, a Pr foi incorporada nos CPEs QTGC 1,0, 5,0 e 10 todos
com carga superficial positiva. Dentre as amostras incorporadas a QTGC-Pr 10
apresentou a maior eficiéncia de encapsulamento, 32%, para a razdo QT.TPP 2:1. O
gel apresentou particulas com tamanho de 800 nm, bem superior ao tamanho das
particulas antes da adicdo do TPP que eram de 17,4 nm. O potencial zeta diminuiu
de + 26 mV para 0,03 mV indicando a neutralizacdo das cargas positivas do CPE
pelas cargas negativas do TPP. O espectro de infravermelho mostrou as principais
bandas de interacéo entre os grupos positivos da QT e os grupos negativos do TPP.
O gel apresentou um teor de encapsulamento de 9,35%. A cinética de liberacédo foi
realizada em tampéao fosfato pH 1,2 e 7,4 a 37°C. Observou-se que a liberacdo em
tampéo 1,2 foi mais lenta que em tampéao 7,4 liberando 52% em aproximadamente
100 horas de ensaio, enquanto que em pH= 7,4 a estabilidade foi alcancada em
aproximadamente 70 horas de ensaio, liberando 65% do farmaco. O estudo cinético
para os perfis de liberagdo estudados indicou que a liberagdo segue o modelo de
Higuchi.

Palavras-chave: Nanoparticulas. Complexacao polieletrolitica. Primaquina.



ABSTRACT

Chitosan nanoparticles (QT) and cashew gum (CG) were synthesized by
complexation polyelectrolytic. We investigated some parameters that influence the
size of nanoparticles such as: concentration of polyelectrolytes, order of addition of
polymer solutions and loads of polileletrélitos reason. Was synthesized nanoparticles
with the following ratios of loads n */n: 0.2, 0.5, 1.0, 5.0, 10, 15 and 20. The
nanoparticles were characterized by infrared spectroscopy (FTIR) and by UV / VIS,
particle size and zeta potential. The FTIR spectrum showed main bands of chitosan
and cashew gum in 1550 and 1647 cm. To nanoparticles QT GC, zeta potential
ranged from -2.25 mV to +28 mV, observing that the higher the ratio of charge n */n-
higher and more stable is the zeta potential. The drug was initially incorporated in
three different matrices in the ratios of loads n */n" 0.5, 1.0 and 10. However, the
method of incorporation and release of primaquine was used as a crosslinking agent
and TPP nanoparticles with only positive surface charge were chosen for the
incorporation of primaquine due to the possibility of interaction of positive charges
with the negatively charged TPP forming a gel after centrifugation. Therefore,
primaquine was incorporated in CPEs QTGC 1.0, 5.0 and 10 all with positive surface
charge. Among the specimens incorporated QTGC Pr-10 showed the highest
encapsulation efficiency of 32%, for the reason QT: TPP 2:1. The gel obtained after
centrifugation and redispersed dried and characterized. The gel presented size of
800 nm, and higher than the particle size prior to addition of TPP which was 17.4 nm.
This increase in particle size was expected since the addition of TPP form
aggregates. The zeta potential decreased from + 26 mV to 0.03 mV indicating the
neutralization of charges by the CPE postivas negative charges of TPP. The infrared
spectrum shows the main bands of interaction between groups of chitosan positive
and negative groups of tripolyphosphate (TPP). The gel showed a content of 9.35%
encapsulation. The release kinetics were performed in phosphate buffer pH 7.4 at
37° C. The release was relatively slow where only 14% of the drug was released in
50 hours of testing. The kinetic study of the release of primaquine indicated that the

release follows the Higuchi model.

Keywords: Nanoparticles. Complexation polyelectrolytic. Primaquine.
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1. INTRODUCAO

A nanotecnologia € a area da ciéncia que visa o desenvolvimento,
caracterizagao, producdo e aplicacdo de estruturas, dispositivos e sistemas com
forma e tamanho na escala nanométrica (STYLIOS et al., 2005). As nanoparticulas
foram inicialmente desenvolvidas em meados dos anos 70 com o objetivo de
transportar substancias nos organismos para melhorar a eficacia terapéutica e
diminuir o efeito toxico dessas substancias carreadas (MONTASSER et al., 2000).
Diversos estudos foram realizados com o objetivo de encapsular e controlar a
liberacdo do farmaco no organismo (KUMAR, 2000).

Nas ultimas décadas vem aumentando o interesse no desenvolvimento de
nanoparticulas biodegradaveis como sistemas de liberagdo de drogas. Esses
sistemas melhoram a biodisponibilidade da droga, prolongam o tempo de residéncia
do farmaco no organismo controlando sua liberacdo, diminuem a toxicidade e
melhoram a estabilidade da droga (PINTO et al.,, 2006). A Figura 1 apresenta

micrografias eletronicas de nanoparticulas.

Figura 1 - Micrografias eletrdnicas de nanoparticulas.

Fonte: Imec aspire invente achieve.

As nanoparticulas poliméricas sdo sistemas coloidais com tamanho entre
10 e 1000 nm (RIEUX et al., 2006). Elas podem ser classificadas como nanoesferas
ou nanocapsulas onde o fator que as distingue é se o farmaco encontra-se
dissolvido, encapsulado ou disperso. As nanocapsulas sdo sistemas em que o
farmaco encontra-se no interior de uma cavidade aquosa ou oleosa circundada por
uma membrana polimérica ou adsorvido nessa membrana. As nanoesferas séo

formadas por uma matriz polimérica onde o farmaco encontra-se adsorvido ou
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disperso na membrana polimérica (ABDELWAHED et al., 2006). Essa diferenca pode

observada na Figura 2.

Figura 2 - Representacdo esquematica de nanoesferas e
nanocapsulas.

Membrana polimérica

l

Matriz polimérica

Cavidade

(aquosa ou oleosa)

Farmaco

Nanoesferas Nanocapsulas

Fonte: Biotecnologia clinica e desenvolvimento n° 37.

Muitos polimeros tem sido estudados para a producdo de nanoparticulas,
(VAUTHIER et al.,, 2003). A diversidade desses polimeros permite a selecdo do
carreador para a incorporacdo do farmaco mais apropriado para o fim desejado.
Porém, alguns parametros devem ser analisados, como o grau de toxicidade da
matriz polimérica, a estabilidade coloidal, biocompatibilidade e biodisponibilidade
(AUMELAS et al., 2007).

As nanoparticulas empregadas para o encapsulamento de farmacos
podem ser obtidas por diferentes métodos sendo eles complexacdo eletrolitica,
formacao de base de Schiff (CHEN et al., 2011; RAO et al., 2012), reticulagdo ibnica
(FAN et al, 2012), nanoprecipitacdo (MAO et al., 2001), autoformacdo ou
autoagregacao (HORNING e HEINZE, 2007) e copolimerizagéo por enxertia (BAJPAI
et al., 1990), sendo que para a preparacao das nanoparticulas em estudo, escolheu-
se o0 primeiro método descrito.

A complexacdo eletrolitica € bastante utlizada por apresentar
principalmente a vantagem de ndo se usar moléculas catalisadoras ou inibidoras na
preparacdo dos complexos, comparadas ao método de reticulagdo covalente, visto
gue a formacdo é baseada na interacdo ibnica de um polimero catidbnico e um
aniénico (Figura 3). A mistura de polieletroliticos de cargas opostas em solucéo ira
resultar em uma montagem ou auto-associacdo espontdnea das ligacdes
eletrostaticas. Estas interacdes diretas entre as cadeias poliméricas levam a

formacéo de redes complexas de polieletrdlitos (BERGER et al., 2004). Portanto, a
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principal interacdo que leva a formacédo do complexo € a atragdo eletrostatica entre
0S grupos catibnicos de um polication, como a quitosana, e 0s grupos aniénicos de

um polianion (Figura 3).

Figura 3 - Representacdo esquematica da formacao de um complexo polieletrolitico.

+ a complexo
polieletrolitico

polimero polimero
anidnico catibnico

Fonte: adaptada de Hoffman, A. S., 2002.

Essa interacéo eletrostatica entre as cadeias do polication e do polianion
possui dois componentes que influenciam na formag&o do complexo. O componente
entalpico (AH) que favorece a interacdo eletrostatica entre os grupos NHs* da
guitosana e 0s grupos negativos do polidanion como COO". Esse mecanismo é
comumente encontrado na literatura (TAVARES et al., 2012). O outro componente &
0 entropico onde cada grupo NHs* da quitosana possui uma atmosfera ibnica ao seu
redor que € rica em contra-ions negativos do acido utilizado para protonar a
guitosana. Esses contra-ions possuem mobilidade restrita que no momento da
interacdo entre 0s grupos positivos e negativos dos poliions, sao liberados para a
solugdo ocasionando um aumento na entropia do sistema (GUCHT et al., 2011)

A formacéo e a estabilidade dos complexos polieletroliticos dependem de
muitos fatores tais como o grau de ionizacdo de cada um dos polieletrdlitos, a
distribuicdo das cargas ao longo das cadeias poliméricas, a concentracdo dos
poliions, a sua proporgéao e ordem de mistura, o tempo de interacdo, a natureza dos
grupos idnicos, a forga idnica, o pH do meio reacional, dentre outros. (BHATTARAI
et al., 2005).

Uma variedade de complexos polieletroliticos pode ser obtida interagindo
a quitosana com polissacarideos anibnicos tais como: goma do cajueiro
carboximetilada (PAULA et al., 2009), sulfato de dextrana (ANITHA et al., 2011),
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alginato (WANG et al., 2011), carboximetilcelulose (ZHAO et al., 2009), pectina (HU
et al., 2011), goma arabica (AVADI et al., 2011) dentre outros.

Nanoparticulas obtidas via complexacdo polielétrolitica (CEP) tem
apresentado grande potencial para aplicagdo em sistemas de liberagdo de farmacos.
Resultados promissores foram obtidos em testes com cobaias para administracéo de
insulina usando nanoparticulas com carater hidrofiico a base de quitosana
(SARMENTO et al., 2007).

1.1 Quitosana

A quitosana € um copolimero de N-acetil-2-amino-2-desoxi-d-
glucopiranose e 2-amino-2-desoxi-d-glucopiranose, onde os dois tipos de unidades
de repeticdo estdo ligadas por (1 — 4) -B- ligagbes glicosidicas como observado na
figura 1 (GAF, 1992). A quitosana é obtida pela desacetilacdo alcalina da quitina
(MUZZARELI, 1973), um polissacarideo amplamente encontrado na natureza. Ela &
encontrada no exoesqueleto de crustaceos, tais como camarfes e caranguejos
(DASH et al., 2011). Devido a baixa solubilidade em solugédo aquosa e em solventes
organicos, a quitina é pouco utilizada enquanto que a quitosana € muito utilizada em
bioaplicacbes por apresentar excelente biocompatibilidade e biodegradabilidade.
(JAYAKUMAR et al., 2007),

A quitina e quitosana apresentam estruturas quimicas bastante
semelhantes, sendo que o fator que faz a distincdo entre as duas é o niumero de
unidades acetiladas (Figura 4). O polissacarideo sera denominado de quitina,
guando sua estrutura for totalmente ou 80% acetilada. Para cadeias com
porcentagem de acetilagdo menor que 80% a amostra € denominada de quitosana
(ABRAN E HIGUEIRA, 2004).

Figura 4 - Unidades repetitivas da quitosana (1) e quitina (2). .
[ OH OH 1] <’“ OH

o N\ —°
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Fonte: Elaborada pela autora.
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A molécula de quitosana apresenta-se em solucdo sob a forma de
polieletrélito catibnico e isso possibilita a interacdo com moléculas carregadas
negativamente (anidnicas). Por apresentar caracteristicas benéficas como baixa
imunogenicidade, biodegradabilidade, ndo-toxicidade e elevada densidade de carga
positiva, que a quitosana vem sendo muito utilizada principalmente na area
farmacéutica (SHAH et al., 2009).

Um dos métodos bastante utilizados para a obtencdo de nanoparticulas
de quitosana € por meio da gelificacdo idénica. Nesse método as cargas positivas da
guitosana interagem com polianions diversos, sendo o TPP o mais estudado por
formar nanoparticulas em condi¢des simples e favoraveis. Ele possui a capacidade
de gelificacao rapida e ndo apresenta toxicidade. O TPP como mostrado na Figura 5,
possui anions multivalentes podendo formar um gel por interacdo iGnica entre as

cargas positivas dos grupos aminos da quitosana e os de cargas negativas do TPP.

Figura 5 — Representacéo estrutural do tripolifosfato.
79 %
PP

_O/ \\-O/ \\-O/ \\-O_
O O O

Fonte: Elaborada pela autora.

Nanoparticulas de QT/TPP tem mostrado excelentes resultados como
portadoras de drogas e nutrientes em aplicacdes terapeuticas e nutricionais como
proporcionando o aumento da biodisponibilidade de nutracéuticos (ZHANG et al.,
2008). Fan et al,. (2012) sintetizaram nanoparticulas reticuladas com TPP por
gelificacéo i6nica e obtiveram um tamanho de particula de 138 nm, potencial zeta de
35 mV e uma boa estabilidade de armazenamento em temperatura ambiente por 20
dias.

Muitos sdo os métodos utilizados para o preparo de nanoparticulas por
gelificacdo ionica. Alonso et al., (1997) relataram a utilizacdo de um método
utilizando o tripolifosfato de sédio (TPP). Esse agente reticulante foi adicionado a

uma solucdo aquosa de quitosana em acido acético. As nanoparticulas foram
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formadas através das interagbes dos grupos amino da quitosana com 0S grupos
fosfato negativamente carrregados do tripolifosfato de soédio. Os autores
encapsularam o soro bovino albumina (BSA) nas nanopartpiculas com uma
eficiéncia de encapsulamento méaxima de 51%. Esse método de gelificacao idbnica
apresenta diversas vantagens como a utilizacdo e solu¢des aquosas, a preparacao
de particulas com tamanho pequeno, o controle do tamanho da particula pela
variacdo dos valores de pH e a capacidade de encapsular proteinas ou DNA durante
a formacao das particulas. A principal desvantagem desse método séo as interacdes
relativamente fracas entre a quitosana e o TPP em alta ou baixa condi¢cdo de pH,
sendo questionado a estabilidade dessas nanoparticulas em ambientes com ph

baixo, como por exemplo, o do estomago.

1.2 Goma do cajueiro

A goma do cajueiro € um polissacarideo de exsudato extraido a partir de
arvores da espécie Anacardium occidentale (Figura 6) mais abundante no Norte e
Nordeste do Brasil (BARROS, 1995).

Vem aumentando o interesse tecnoldgico na goma do cajueiro e outras
gomas naturais, por apresentarem caracteristicas reoldgicas semelhantes e
aplicac@es industriais para muitos polimeros sintéticos e essas semelhancas provem
principalmente de sua biodegradabilidade (CUNHA, P.L.R.; PAULA, R.C.M.;
FEITOSA, J.P.A., 2009)

Figura 6 - Arvore da Anacardium occidentale e o exsudato da arvore.
S o g s

Fonte: http://www.vivaterra.or.br.
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A composicao quimica desse polissacarideo pode variar dependendo dos
fatores naturais como tipo de solo, época do ano, origem da planta, solo entre outros

fatores (Tabela 1).

Tabela 1 — Composi¢do da goma de cajueiro em diferentes regides geograficas.

Monossacarideo | Composicao (%) da goma de cajueiro de diferentes paises
Brasilt india? Papua? Venezuela®

Galactose 72 61 63 49
Arabinose 4,6 14 16 31
Manose - 2 1 4
Xilose - 2 - 1
Ramnose 3,2 7 7 7
Glucose 14,0 8 9 -
Acido Uronico 4,5 6,2 5,7 8

Fonte: Paula, Heatley e Budd, 1998; Anderson e Hendrie, 1970; Pinto et al., 1995 (Com
adaptacoes).

O cajueiro é uma arvore muito importante em paises como Brasil, india,
Mocambique, Tanzania e Quénia. E uma planta muito cultivada em todo o Brasil
existindo em média mais de 710 mil ha de area plantada com essa espécie
(GLYPHIS, J. P. e PUTTICK, G. M., 1998) e a producdo média de goma / arvore /
ano é de 700 g, com um potencial de producédo anual de goma do cajueiro superior a
38.000 toneladas (WHISTLER, R.L., 1993)

Dados da literatura mostram que na analise da composicao (Figura 7) da
goma de cajueiro do Nordeste do Brasil foi encontrado -D-galactose (72%), a-D-
glucose (14%), arabinose (4,6%), ramnose (3,2%) e acido glucurdnico (4,7%) (DE
PAULA E RODRIGUES, 1995; DE PAULA, HEATLEY E BUDD, 1998)

A caracterizacao estrutural da goma do Nordeste do Brasil indica que esta
€ basicamente constituida de uma cadeia principal de galactose (1->3), com
ramificacdo de galactose (1->6), tendo unidades de ramnose, &cido glucurbnico e

arabinose como grupos terminais (Figura 8).



Figura 7 — Estruturas das unidades monossacaridicas da
composicao da goma.
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Fonte: Cunha et al., (2007, com adaptacdes).

Figura 8 - Representacao do polissacarideo extraido do exsudato do cajueiro.
(R = ramnose, arabinose). Fonte: Cunha, de Paula e Feitosa, 2009.
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Muitas aplicacbes da goma do cajueiro tém sido propostas, como
formacdo de complexo polieletrolitico com a quitosana para sistema de liberacédo de
farmaco (MACIEL et al.,, 2005), como espessantes para sucos e refrescos
(MONTHE, 2000), na obtencdo de hidrogéis com carater superabsorvente para
condicionador do solo (Guilherme et al., 2005), no preparo de emulsdo como agente
antiinflamatério no processo cicatricial de camundongos obtendo resultados
favoraveis (SHIRATO et al., 2006).

1.3 Primaquina

A primaquina € um farmaco utilizado no tratamento da malaria e de outras
doencas parasitarias. Ela é da classe das 8-aminoquinolinas. Possui nomenclatura
quimica de (4RS)-N*-(6-metoxi-8-quinolinil)-1,4-diaminopentano difosfato. E um
farmaco que apresenta atividade contra as formas intrahepaticas, atuando na cura
radical das infeccBes causadas por P. vivax e P. ovale. Ela é utilizada por via oral na
forma de difosfato de primaquina (Figura 9) (SWEETMAN, 2009).

Figura 9 - Estrutura quimica da primaquina.
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~

N

CH3

Fonte: Elaborada pela autora.

A primaquina apresenta-se sob a forma de um liquido viscoso
moderadamente solavel em agua. O difosfato de primaquina € um pd cristalino
alaranjado e sollivel em dgua (AL-BADR, 2005).

Ela possui eficacia comprovada nos casos de malaria provenientes de
infecgbes por P. vivax e P. ovale, nos quais é utilizada na destruicdo das formas

hepéticas e as tissulares latentes dessas espécies (TRACY e WEBSTER, 2003).
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A malaria € uma doenca infecciosa causada por um protozodrio unicelular
do género Plasmodium que pode ser transmitida para o ser humano através da
picada do mosquito do género Anopheles ou por contato com sangue contaminado
através de transfusdo sanguinea ou compartiihamento de agulhas e seringas
infectadas com o parasita. Ela ocorre com maior frequéncia nos paises tropicas
possuindo quatro espécies parasitarias que infectam o homem: Plasmodium.
falciparum, P. vivax, P. malariae e P. ovale (FOLEY, TILLEY, 1998; KRETTLI et al.,
2001). Cada espécie de parasita gera um padrao de doenca caracteristico, porém, o
responsavel pelas mais altas parasitemias e pela maior parte da mortalidade é o P.
falciparum. (PIMENTEL et al., 2007). No Brasil, 85% dos casos registrados séo
ocasionados pelo parasita da espécie Plasmodium vivax (ANDRADE, 2005).

A utilizacdo clinica de primaquina, no entanto, apresenta problemas
devido a sua toxicidade. Com o intuito de melhorar a eficicia terapéutica do farmaco
e diminuir sua toxicidade, varias abordagens tém sido examinadas, uma delas € o
encapsulamento do farmaco em nanoparticulas. Entre as vantagens que esse
encapsulamento pode oferecer destacam-se: a protecdo do farmaco no sistema
terapéutico contra possiveis instabilidades no organismo; o aumento da eficacia
terapéutica; a liberacdo progressiva e controlada do farmaco pelo condicionamento a
estimulos do meio em que se encontram (sensiveis a variacdo de pH ou de
temperatura); a diminuigdo expressiva da toxicidade; a diminuigdo da instabilidade e
decomposicdo de farmacos sensiveis; a possibilidade de direcionamento a alvos
especificos (sitio-especificidade); a possibilidade de incorporagdo tanto de
substancias hidrofilicas quanto lipofilicas nos dispositivos; a diminuicdo da dose
terapéutica e do numero de administracdes e aumento da aceitacdo da terapia pelo
paciente. (PIMENTEL et al., 2007).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Sintetizar e caracterizar nanoparticulas de quitosana e goma do cajueiro via

complexacao eletrolitica para o encapsulamento de primaquina.

2.2 Objetivos especificos

e Sintetizar nanoparticulas de quitosana e goma do cajueiro via complexacao

eletrolitica;

e Verificar o efeito de fatores como razéo de cargas (n+/n-), concentragcado dos
polieletrélitos e ordem de adicdo das solucbes eletroliticas, no tamanho das

particulas;

e Caracterizar as nanoparticulas utilizando espectroscopia de infravermelho,

analise térmica, tamanho de particula e potencial zeta;

e Realizar a incorporacdo de primaquina nas nanoparticulas de goma de

cajueiro e quitosana;

Realizar o estudo cinético in vitro da liberacdo de primaquina.
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3 EXPERIMENTAL

3.1 Materiais

A quitosana (QT) com massa molar 4,6 x10° g/mol com grau de
desacetilagdo de 82% foi cedida pela Polymar Ind. Comp. Imp. Ltda Ciéncia e
Nutricdo S/A (Fortaleza, Ce — Brasil). A goma do cajueiro (GC) foi obtida através da
purificacdo do exsudato da arvore da Anacardium occidentale, A purificacdo da
goma foi realizada segundo método previamente descrito (RODRIGUES; DE
PAULA; COSTA, 1993; SILVA et al., 2003; DE PAULA; BUDD; RODRIGUES, 1997).
A primaquina (Pr) (SIGMA-ALDRICH) e o TPP - tripolifosfato de sédio (SIGMA
CHEMICAL COMPANY) foram utilizados sem tratamento prévio.

3.2 Preparo das solugdes

A quitosana (QT) foi inicialmente dispersa em acido cloridrico 0,101 mol/L.
A goma do cajueiro (GC) foi dispersa em agua deionizada. O pH das solucfes de QT
e GC foi ajustado para 4,0 com solucéo de hidroxido de sodio 0,095 mol/L e HCI
0,101 mol/L respectivamente, sendo a quantidade adicionada considerada para o
célculo da forga ibnica final (0,05 mol/L). As solucbes de QT e GC foram preparadas
nas concentracdes de 0,05 e 0,1% e em seguida filtradas em membrana millipore
0,45 pm.

O Tripolifosfato (TPP) foi disperso em &gua deionizada na concentragdo
de 0,1%. A solugéo foi filtrada em membrana millipore 0,45 pum.

3.3 Sintese de nanoparticulas via complexacao eletrolitica

Para a formac&o dos complexos polieletroliticos (CPES), usou-se volumes
pré-determinados das solu¢des de quitosana (QT) e goma do cajueiro (GC). A
sintese aconteceu pela adicdo do polidnion ao polication ou do polication ao
polidnion por gotejamento e sob agitacdo constante. Apos a formacdo do complexo,
as amostras foram filtradas em membrana millipore de 0,22 um e deixadas em

repouso por 24 horas. Para estudar a influéncia da concentragédo das solugbes na
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formacdo dos complexos, volumes pré-determinados de solugdo de QT foram
gotejados sobre a solucdo de GC de modo a obterem-se diferentes razbes de
cargas positivas (n+) e negativas (n-). Esse sistema foi denominado de QTGC.
Verificou-se também o efeito da ordem de adicdo das solucbes de QT e GC. As
solugbes de QT gotejadas em solugdes de GC denominam-se QTGC e solucdes de
GC gotejadas em solucdes de QT, denominam-se GCQT.

Para a determinacdo da razdo n+/n-, calcula-se a partir da concentracao
da solugéo polimérica utilizada (102 g/mL) o nimero de mols de n+ e n- presentes
em 1mL da solugéo.

Para QT com massa molar 168,6 g/mol (unidade monossacaridica) e grau
de desacetilacdo de 82%, calcula-se o numero de mols de n+, dividindo a
concentracdo da solucdo (102 g/mL) pela massa molar da unidade monossacaridica
(168,6 g/mol) e multiplicando pelo grau de desacetilacdo (82%). O calculo para a

determinacao das razdes n+/n- pode ser observado a seguir:

-5 _— .
102 g/ml — mol = — =593 x =" x 8206 (1)

mol = 4,86 x 10™° mol n+me

Para GC massa molar 162 g/mol (unidade monossacaridica) e
porcentagem de &cido urénico de 5,37%:
107 107*°

103 g/ml > mol = =— = 6,173 x——">x 537% )

=

mol = 3,31 x 1077 moln™/mL

As amostras foram feitas em triplicata e as razGes de cargas (n+/n-) foram
as seguintes: 20; 15; 10; 5,0; 1,0; 0,5e 0,2.

3.4 Incorporacgao de primaquina
Para a incorporacdo do farmaco, duas rotas foram estudadas com o

objetivo de se obter aquela que proporcionasse as melhores condicbes para

caracterizacdo, maior eficiéncia de encapsulamento, maior rendimento reacional,
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melhor distribuicdo de tamanho das particulas e potencial zeta. Os dois métodos
utilizados para incorporacdo do farmaco foram descritos como método direto e
indireto.

No primeiro método a adicdo da primaquina ocorreu durante a formacgéo
dos CPEs e para o segundo método, a primaquina foi adicionada nos CPEs
previamente formados. Os dois métodos estdo descritos detalhadamente nos dois

itens a segquir.

3.4.1 Primaquina adicionada durante a formac¢&do dos CPEs (método indireto).

A incorporacdo da primaquina foi realizada para os CPEs de QTGC nas
razBes de carga n+/n- 0,5, 1,0, e 10, na proporcdo matriz:farmaco 10:1 em massa.
Foram preparadas as solugdes poliméricas conforme descrito anteriormente. A
primaquina foi dispersa na solugcdo de QT permanecendo sob agitacdo por 30
minutos. Em seguida a solucdo de QT com primaquina foi gotejada lentamente na
solucdo de GC sob agitacdo magnética constante. No preparo das amostras
incorporadas os mesmos parametros de preparagdo dos CPEs foram mantidos. As
amostras ficaram em repouso por 24 horas. Em seguida adicionou-se a solugéo de
TPP 0,1% na proporcao de QT: TPP — 2,5:1 e 4:1. A solucdo foi adicionada sob
agitacdo magnética moderada a uma vazdo de 2 mL/min. A amostra ficou sob
agitacao por 60 minutos e em seguida foi centrifugada a 16000 rpm por 30 minutos

a temperatura ambiente.

3.4.2 Primaquina livre adicionada aos CPEs (método direto)

Os CPEs de razéo 0,5; 1,0 e 10 foram preparados conforme procedimento
descrito anteriormente. A primaquina foi adicionada 24 horas apos a formacéo dos
CPEs. A adicdo aconteceu sob agitacdo magnética constante. As solucbes de
CPEs+Pr (livre) ficaram sob agitacdo por 2 horas. Em seguida adicionou-se a
solucéo de TPP 0,1% na propor¢do em massa de QT: TPP -2,0:1, 2,5:1, 3,5:1 e 4:1.
A solugédo de TPP foi adicionada sob agitacdo magnética moderada. As amostras
ficaram sob agitacédo por 60 minutos e em seguida foram centrifugadas a 16000 rpm

por 30 minutos a temperatura ambiente.
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3.5 Caracterizagdo dos produtos formados

3.5.1 Espectroscopia naregiao do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

Os espectros de infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) foram
obtidos no espectrofotdometro modelo 8300 da Shimadzu entre 400 e 4000 cm™. As
amostras foram analisadas por absorbancia em pastilhas de KBr em um aparelho da
Perkin Elmer, na faixa de 400 a 4000 cm-?.

3.5.2 Andlises do tamanho e da distribuicdo de particulas e potencial zeta

As amostras foram analisadas em um Zeta Sizer modelo Malvern 3600
com feixe de luz vermelha e comprimento de onda de 633 nm. As amostras foram

preparadas, deixadas em repouso por 24 horas e em seguida analisadas.

3.5.3 Andlise térmica

Para o estudo da estabilidade térmica dos CPEs de razdo n+/n- 1,0, 5,0 e
10 foi avaliado por andlise termogravimétrica (TGA) em equipamento Shimadzu
modelo TGA 50, com razdo de aquecimento de 10 °C/min entre 25 e 500 °C, e por
Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC) em um equipamento Shimadzu modelo
DSC 50, com aguecimento de 10 °C/min entre 25 e 300 °C. Usou-se 5 mg de

amostra e cadinhos de platina para cada analise realizada.

3.5.4 Teor de primaquina encapsulada (T.E.) e eficiéncia de encapsulamento
(E.E))

O farmaco incorporado aos CPEs 0,5, 1,0, 5,0 e 10 foi determinado por
espectroscopia de absor¢cédo na regido do UV-Vis, utilizando um aparelho Micronal

modelo B582. A concentracdo de primaquina foi analisada antes e apos a
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centrifugacdo. Apdés a centrifugacdo, analisou-se o0 sobrenadante para a
determinacao da primaquina n&o incorporada. A concentracao foi medida atraves de
uma curva de calibracdo da primaquina no comprimento de onda de 254nm. As
andlises foram realizadas em duplicatas. As curvas de calibracdo da primaquina em
agua, em tampao fosfato pH=7,4 e tampéo fosfato pH=1,2 estdo representadas na

Figura 10:

Figura 10 - Curvas de calibracdo da primaquina em
agua, em tampao fosfato pH = 7,4 e tampao fosfato

pH=1,2.
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Fonte: Elaborada pela autora.

As equacdes e os coeficientes de correlacdo equivalentes a cada curva

de calibragédo estédo expressos na Tabela 2.

Tabela 2 — Equacdes referentes as curvas de calibragdo da primaquina em agua,
pH=1,2 e pH=7 4.

Equacéo Coeficiente de correlacéo (r?)
Agua Abs=0,00974 + 0,0482 x C 0,999
pH=1,2 Abs=-0,00144 + 0,02971 x C 0,997
pH=7,4 Abs=-0,00691 + 0,04459 x C 0,999

Fonte: Elaborada pela autora.
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O teor de primaquina encapsulada (T.E) foi determinado a partir de uma
massa conhecida de amostra em um volume conhecido de agua deionizada. A
amostra ficou sob agitacdo constante por 24 horas e em seguida foi medida a
absorbancia. A equacédo para a determinacdo do T.E pode ser observada na

equagao a seguir.

T.E = Cobtida ¥ ¥0lyrilizado ¥ 100% (3)
1000y, ¥ Mytijizada

Onde, Contida € @ concentracdo de primaquina obtida através da curva de
calibracdo, voluiizado € 0 volume utilizado para dissolver a amostra e Mutiizada € a
massa utilizada.

A eficiéncia de encapsulamento (E.E) foi obtida por meio da relagéo entre
a concentracédo inicial e a concentracdo de primaquina no sobrenadante. O célculo

para a eficiéncia de encapsulamento pode ser observado na equacao a seguir.

E.E = Cinicial ~Csobrenadante X 100 (4)

Cinicial

Onde, Cincia € a concentracdo de primaguina analisada antes da
centrifugac8o, Csobrenadante € @ concentracdo do sobrenadante medida apés a
centrifugagao.

3.5.5 Ensaio de liberacao in vitro

O ensaio de liberacdo foi realizado em dois meios distintos: tampéo
fosfato 1,2 e 7,4. Para cada tampéao estudado, utilizou-se 80 mg da nanoparticula
encapsulada com primaquina. As amostras foram dispersas em 5 mL de cada
tampdao, colocadas em membranas de didlise e mergulhadas em 80 mL do mesmo
meio a uma temperatura de 37°C. Aliquotas foram retiradas e analisadas no UV-Vis
com A=254 nm.

Os parametros cinéticos foram calculados com a finalidade de caracterizar
o tipo de liberagao. Utilizou-se os modelos de zero ordem (Eg. 5), primeira ordem
(Eq. 6), segunda ordem (Eq. 7), Higuchi (Eq. 8) e Korsmeyer-Peppas (Eq.9) (Dash et
al, 2010).
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C = J'-'h;..i" (5)

Onde, C é a concentracdo de primaquina liberada, t o tempo, e ko a

constante de ordem zero.
In([C]/[Clo) = -kt (6)

Onde, Co é a concentragdo de primaquina inicial e k a constante de
primeira ordem.

1/[C] = kt+ (1/[CJo) e

Onde, k € a constante de segunda ordem.

o=Kt""? ®

Onde Q é a concentragdo de primaquina liberada e K a constante de
Higuchi.

M,/M_ =Kt ©

Onde Mt/Moo € a fracdo de primaquina liberada em um tempo t, K é uma

constante e n o expoente de liberagao.

Com o objetivo de verificar o coeficiente de correlacéo linear plotou-se os
graficos: “C vs. t", para o modelo de ordem zero; “In C vs. t”, para o modelo de
primeira ordem; “1/C vs. t, para o modelo de segunda ordem; “C vs. t¥?", para o
modelo de Higuchi; e “In Mt/Moo vs. In 7, para o modelo de Korsmeyer-Peppas
(Shoaib et al., 2006).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1Sintese de nanoparticulas de QTGC via complexacéo eletrolitica
4.1.1 Anadlise de infravermelho

A Figura 11 mostra as principais bandas de absorcdo da quitosana e
goma do cajueiro e dos CPEs (QTGC 0,5, 1,0, 5,0 e 10) formados.

O espectro da goma apresenta banda larga em 3379 e 2933 cm?
atribuidas as vibracdes de estiramento O-H e C-H, respectivamente (LAWRIE et al.,
2007). A absorgdo em 1649 cm™ é devida a vibracédo de O-H de moléculas de agua.
As bandas em 1150, 1080 e 1030 cm sdo referentes ao estiramento de C-O-C e
deformacgdo dos grupos O-H das unidades glicosidicas (BUENO, 1990). As bandas
caracteristicas das ligacdes envolvendo os grupos nitrogenados da quitosana estao
representadas em 1559 cm para a ligacdo NHz das aminas e NH das amidas, e em
1375 cm para a ligagdo C-N (PAULA et al., 2011). A absorcdo em 1647 cm™ pode
ser relacionada tanto para o estiramento da ligacdo C=0 de amidas (LI et al., 2008),
como para a vibragdo da O-H da molécula de adgua (ZOHURIAAN; SHOKROLAHI,
2004) (Figura 11). Ap6s a complexacdo, a maioria das bandas caracteristicas de

guitosana e goma do cajueiro sofrem sobreposicao.

Figura 11 - Espectro de infravermelho dos CPEs (QTGC), QT e GC.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 3 - Atribuicbes de algumas bandas de absorcéo da QT, GC e dos CPEs.

GOMA DO CAJUEIRO QUITOSANA
Numero de onda o Numero de onda o
Atribuicao Atribuicéo
(cm) (cm™)
Vib. C-O de alcool
_ 1068 o
Estiramento C-O-C primario
e deformacéo O-H Vib. C-N de amina
1150, 1080 e 1030 _ 1074 o
das unidades alifatica
glicosidicas. Vibr. C=0 do grupo
1654 _
acetoamida
_ Vibr. C-H do grupo
Vib. O-H das
1649 ) ; 1380 CHS referente ao
moléculas de agua .
grupo acetoamida
_ _ Grupos alquis e
Vib. estiramento )
2933 1400 carboxilatos (C-O-
C-H
C)
Vib. estiramento C=0 de grupos
3379 1753
O-H esteres

Fonte: Elaborada pela autora.

4.1.2 Avaliagdo dos parametros que influenciam o tamanho das
nanoparticulas de QTGC.

4.1.2.1 Efeito da concentracdo de QT e GC

O estudo do efeito da concentragdo no tamanho da particula se deu
inicialmente pela adicdo de solucédo de quitosana (QT) em goma do cajueiro (GC)
com concentracdes iguais para ambos os polissacarideos. As concentracdes
estudadas foram de 0,05 e 0,1%. Apo6s a formacdo do complexo as amostras
ficaram em repouso por 24 horas e logo ap6s analisadas em relacdo ao didmetro por

volume, potencial zeta, para varias razées de cargas (Tabela 4).
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Tabela 4 - Efeito da concentracéo: QT 0,05% em GC 0,05% e QT 0,1%

em GC 0,1%.
QT 0,05% em GC 0,05% QT 0,1% em GC 0,1%
n+/n- Diametro + )
% Diametro (nm) %
DP (nm)

0,2 7,23 +0,36 100 7,32 +0,26 100
0,5 8,25+ 1,06 99,8 7,88 £ 0,27 99,9
1,0 7,60+ 0,30 96,4 14,88 + 0,28 99,8
5,0 9,25+ 1,05 99,73 19,34 + 0,99 99,9
10 13,80 + 0,56 99,23 20,59 + 0,54 99,8
15 14,11 + 0,14 99,55 21,45+ 1,32 99,0
20 16,21 +1,12 98,15 19,57 + 0,54 99,9

Fonte: Elaborada pela autora.

Observa-se que com o0 aumento da concentracdo dos polieletrélitos de
0,05 para 0,1%, ha um aumento no tamanho das particulas (Figura 12). Este
comportamento € semelhante aos dados reportados da literatura, onde o tamanho
das particulas € diretamente proporcional a concentracdo dos poliions [HAJDU,
2008]. SCHATZ et al., [2004a] observaram que aumentando a concentracdo de
sulfato de dextrana e quitosana na solu¢cdo ha um aumento no tamanho das
particulas dos CPEs. Mahnmoud et al.,, (2011) sintetizaram nanoparticulas de
quitosana e sulfobutileter-B-ciclodextrina e observaram que o aumento da

concentracdo dos polieletrdlitos aumentava o tamanho das particulas.

Figura 12 - Tamanho de particula em funcao
da concentracéo dos polieletrolitos.

24 " QTGCO01%
e QTGC 0,05%

o] ;o

[N
o
1
—eo—

Diametro (nm)
IS
1
= 2!
L ]

T T T
0 5 10 15 20

n+/n-
Fonte: Elaborada pela autora.
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A Figura 13 mostra o comportamento geral para a andlise da distribuicdo
por volume dos CPEs estudados.

Figura 13 - Perfil geral da distribuicdo por volume para os
CPEs obtidos.
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Fonte: Elaborada pela autora.

4.1.2.2 Efeito da ordem de adicéo

A Figura 14 mostra o efeito da ordem de adicdo dos polieletrélitos no
tamanho das particulas. Particulas de GC gotejadas em QT (GCQT) apresentam na

sua grande maioria, diametros menores do que as formadas de QT gotejada em GC
(QTGC).

Figura 14 - Efeito da ordem de adi¢&o para
CPEs na concentracéao de 0,1%.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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A ordem de adicdo dos polieletrolitos afeta o tamanho e a complexacéo
das particulas (RUSU-BALAITA et al., 2003). Esse mesmo efeito foi observado por
Jintapatanakit e col., na formacdo de complexos de trimetilquitosana, tripolifosfato
(TPP) e insulina. Observaram que a adicdo do TPP a mistura de insulina e
trimetilquitosana, o tamanho de particula era maior do que adicionando

trimetilquitosana a mistura de insulina com TPP.

4.1.2.3 Estudo de polidispersividade (IPD)

O indice de polidisperséo (IPD) determina a quantidade de particulas com
mesmo tamanho que estdo presentes em solucado. A polidispersividade € importante
no estudo do tamanho das nanoparticulas onde valores de IPD menores que 0,4
representam particulas de baixa polidispersividade e acima de 0,4 as nanoparticulas
sao consideradas polidispersas [SCHATZ et al., 2005; SEATHER et al., 2008].

Quanto maior o tamanho da particula maior o indice de polidispersividade
(IPD). Schatz et al., (2004a) encontraram comportamento semelhante ao sintetizar
nanoparticulas de quitosana e sulfato de dextrana. Eles observaram que com o
aumento do tamanho da particula, havia um discreto aumento no indice de
polidispersdo das amostras.

A Figura 15 apresenta os valores de IPD para os CPEs de QTGC e
GCQT. Observa-se uma relacao direta em quase todas as amostras entre o IPD e a

razao de cargas n+/n-.

Figura 15 — Valores de IPD para os CPEs de QTGC e GCQT na concentracdo de
0,1%.
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4.1.2.4 Estudo da estabilidade dos CPEs com o tempo

A Figura 16 apresenta o estudo de estabilidade com o tempo das
nanoparticulas QTGC de razdes de cargas n+/n- de 0,5, 1,0 e 10. O estudo foi
realizado com as nanoparticulas em solucdo, durante 30 dias e em temperatura
ambiente.

Pode-se observar que para todas as amostras ocorreu inicialmente um
aumento de tamanho seguido de uma estabilizacdo e por fim um decréscimo no
tamanho. Isso pode ocorrer devido a agregagédo das particulas com o tempo e uma
possivel floculacdo do CPE. O inicio da floculacdo para os complexos estudados foi
observado apds 25 dias de estudo. Na amostra QTGC 10 com excesso de
guitosana, observou-se a formacao de agregados com 30 dias de estudo.

No estudo da estabilidade de nanoparticulas de goma do cajueiro (GC) e
acido acrilico (AA), Silva et al., (2008) observaram que o aumento da razdo molar
GC/AA favorecia 0 aumento da agregacao.

Nanoparticulas de quitosana (QT) e goma do angico (GA) sintetizadas por
Oliveira et al., (2008) foram monitoradas durante 26 dias e o CPE de razdo n+/n-
igual a 1 apresentou um discreto decréscimo no tamanho de particula nos primeiros

cinco dias e uma estabilizacdo no tamanho até o termino do estudo.

Figura 16 - Estudo da estabilidade dos complexos de
QTGC em diferentes razdes de carga n+/n-.
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4.1.3 Potencial Zeta

A Tabela 5 apresenta os valores de potencial zeta para os CPEs de QT

em GC e GC em QT na concentragéo de 0,1%.

Tabela 5 — Potencial zeta para os CPE’s de QTGC e GCQT nas
concentracoes de 0,1%.

QT em GC GCem QT
n+/n-
L mV +DP % £ mV +DP %
0,2 -2,27 £ 0,19 99,6 -12,35+ 0,45 100
0,5 -0,85+ 0,34 99,8 -4,96 + 0,67 100
1,0 6,48 + 0,33 98,6 -0,5+ 1,45 99,5
50 22,23%+0,54 99,7 12,75+ 1,6 99,9
10 21,15 £ 0,35 100 24,75+ 2,1 99,2
15 28,5+0,5 100 17,7+1,2 100
20 25,25+0,65 98,15 12,4+0,2 99,9

Fonte: Elaborada pela autora.

Observa-se que o potencial zeta de GCQT para razdes n+/n- < 1, quando
h& excesso de cargas negativas, apresenta valores negativos, isto indica que as
nanoparticulas estdo recobertas com GC. As razdes n+/n- > 1 apresentam potencial
positivo, indicando que as nanoparticulas estdo recobertas positivamente devido ao
aumento das cargas catidnicas. Razdes de cargas préoximas ou igual a 1 apresenta
equidade de cargas entre os grupos COO- e NHs*, ocasionando a formacao de uma
particula mais neutra, diminuindo o potencial zeta e esse tendendo a zero (Figura
17).

Sarmento et al., [2007b] observaram que o potencial zeta era dependente
da razdo de cargas de quitosana/sulfato de dextrana, sendo mais positivo para
razbes de cargas maiores e mais negativos quando essa mesma razao diminuia e
tendendo a zero para razéo de carga igual a 1. Shu et al., (2009) observaram que
variando a razdo molar das nanoparticulas de QT, &cido aspatico (APA) e
polietilenoglicol (PEG) o potencial zeta diminuia a medida que se diminuia a razéao
QT/APA.
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Figura 17 - Potencial zeta para os CPEs de QTGC e GCQT.
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Fonte: Elaborada pela autora.

4.1.4 Analise térmica

A Figura 18 mostra as curvas termogravimétricas para os CPEs QTGC
0,5, 1,0 e 10. Os dados referentes a perda de massa e as temperaturas para cada

evento térmico podem ser observados na Tabela 6.

Observa-se para as amostras analisadas (Figuras 18A e B), que o
primeiro evento € caracteristico da perda de umidade pela amostra, com
temperatura de decomposicdo maxima em cerca de 40°C. Nessa temperatura as

amostras apresentam perdas de aproximadamente 10% de massa.

Os outros eventos observados sdo caracteristicos da decomposi¢cdo dos
polissacarideos. Dados reportados da literatura mostram que a quitosana se
decompde em dois eventos, um em torno de 270°C e outro acima de 400°C (Alj;
Rajendran; Joshi, 2011), e a goma do cajueiro apresenta trés eventos de
decomposicdo entre 250 e 500 °C (Silva et al., 2009). Para o primeiro estagio de
decomposicéo a 287 °C para a amostra QTGC 0,5 e 288-296 °C para as amostras
QTGC 10 e QTGC 1,0 respectivamente, a perda de massa aumenta com o aumento
da razdo n+/n-, indo de 29 %, a 33 % e a 34 % de perda de massa. As amostras

QTGC 0,5 e QTGC 1,0 apresentaram no ultimo evento térmico uma perda de massa
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de 4 e 5 % respectivamente, restando uma massa residual de 55 % para a razéo
n+/n- 0,5 e 47 % para a razdo n+/n- 1,0. A amostra QTGC 10 apresentou 5 eventos
térmicos sendo que no ultimo estagio de decomposicao a 794 °C houve uma perda
de 4 % em massa, restando uma massa residual de 36 %.

Observa-se que a amostra com maior razao de goma (QTGC 0,5) possui
uma maior estabilidade térmica que as demais podendo concluir que o excesso de

goma na matriz aumenta sua estabilidade térmica.

Tabela 6 — Eventos térmicos da analise termogravimétrica para 0s
CPEs de razdo n+/n- 0,5, 1,0 e 10.

Amostra Evento | Temperatura de pico | Perda de massa %
°C
1 36 6
2 287 29
QTGC 0,5 3 513 6
4 783 4
Massa residual a 800°C = 55%

1 32 7
2 296 33
QTGC 1,0 3 464 8
4 792 5

Massa residual a 800°C = 47%
1 39 12
2 288 34
OTGE 10 3 417 7
4 527 7
5 794 4

Massa residual a 800°C = 36%

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 18 - Curvas de dTG para os CPEs QTGC com
diferentes razdes de cargas n+/n- (A) e curvas
termogravimétricas para as respectivas amostras (B).
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A analise por DSC para os CPEs estdo ilustrados na Figura 19. As
amostras apresentam picos de transicdo endotérmica com temperaturas na faixa de
160 a 173 °C relativos a perda de umidade pela amostra (Paula e col., 2010b). Os
picos exotérmicos ocasionados pela decomposi¢cdo dos polissacarideos aparecem

com menos intensidade sendo mais significativo para a amostra QTGC-1,0.

Figura 19 — DSC para os CPEs com diferentes
razdes de cargas n+/n-.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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4.2 Incorporacéo e liberacéo de primaquina.

4.2.1 Metodologia utilizada para incorporagcao da primaquina nos CPE’s.

Duas rotas foram utilizadas para a incorporac¢éo de primaquina nos CPEs,
0 método direto e o indireto. No método indireto a primaquina é adicionada
inicialmente a solucdo de QT que permanece sob agitacdo. Em meio acido a
primaquina, que possui grupos amino € protonada ficando com uma carga positiva.
Com isso a primaquina e a QT nao interagem entre si. Apos a solubilizagdo a mistura
QT+Pr é adicionada a solucdo de GC que é um polieletrélito aniénico. Ao se
adicionar a mistura QT+Pr a solucdo de GC haverd uma competicdo entre as cargas
positivas da QT e da primaquina em interagir com as cargas negativas da GC. Logo,
se a molécula de primaquina se difundir mais rapidamente no meio reacional,
interagindo primeiramente com a GC, ndo havera a formacdo do complexo
polieletrolitico entre a QT e a GC que é a matriz de interesse para a incorporacao do
farmaco.

Baseando-se nessa evidéncia da nao formacdo do CPE pelo método
indireto, optou-se pelo método direto de incorporacdo do farmaco, onde a
primaquina foi adicionada 24 horas apés a formacdo do complexo polieletrolitico,
sob as mesmas condicOes de formacdo dos CPE descritas anteriormente. Por fim,
adicionou-se o TPP como agente reticulante a fim de formar micelas contendo o

CPE e a primaquina.

4.2.2 Teor de primaquina encapsulada e Eficiéncia de Encapsulamento
(E.E%).

4.2.2.1 Efeito da adicdo do TPP nos complexos polieletroliticos com primaquina.

As amostras foram preparadas inicialmente pela formacdo do complexo
polieletrolitico e apdés 24 horas a primaquina foi adicionada e permaneceu sob
agitacdo por 2 horas. Porém todos os CPEs escolhidos apresentam potencial zeta
positivos logo, a carga superficial dessas nanoparticulas escolhidas sao positivas. A

primaquina € um farmaco catidnico em meio acido. Com a adic&o da primaquina nos
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CPEs néo havera atracao eletrostatica devido a igualdade de cargas. Por fim o TPP
€ adicionado favorecendo a gelificacdo i6nica através da interacdo de suas cargas
negativas com as cargas positivas dos CPEs.

No momento da adigcdo observou-se que dependendo do CPE a adicao
do TPP levava a uma maior ou menor turvacéo da amostra. Na Figura 20 observa-se
0 resultado da adicdo do TPP nos CPEs. O tubo 1 representa a amostra inicial
formada pelo CPE e a primaquina com coloracdo amarelada. O tubo 2 representa a
amostra inicial com adigdo de TPP. Observa-se um aumento na turvagéo da figura A
para a C. Isso ocorre devido a amostra C possuir mais cargas superficiais positivas
gue interagem mais facilmente com as cargas negativas do TPP formando uma
solucéo turva. O tubo 3 representa a amostra apos a centrifugacédo. Observa-se que
na amostra A o sobrenadante permaneceu com a cor amarelada inicial e ndo houve
a formacao de precipitado (gel). A amostra B apresentou-se levemente amarelada e
a amostra C totalmente incolor, mostrando que a adicdo do TPP foi mais favorecida
para a amostra C com excesso de cargas positivas.

Resultado semelhante foi obtido por Koukaras et al.,, 2012, onde
sintetizaram nanoparticulas de quitosana por gelificagdo ionotrGpica e obtiveram

para a razdo QT:TPP 2:1 uma solug&o turva com agregados.

Figura 20 — Tubos de ensaio contendo aliquotas das amostras QTGC-Pr (1), com a
adicdo do TPP (2) e apos centrifugacgéo (3).

Fonte: Elaborada pela autora.

4.2.2.2 Efeito darazdo QT:TPP na eficiéncia de encapsulamento (E.E).

A Tabela 7 mostra a eficiéncia de encapsulamento (E.E%) das
nanoparticulas. O farmaco foi encapsulado em 3 matrizes diferentes. Utilizou-se
CPE’s com a mesma razéo de cargas QT e GC (n+/n- = 1,0), e com excesso de QT

(n+/n- =5 e 10). A eficiéncia de encapsulamento foi determinada por meio da analise
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da absorbancia do sobrenadante das amostras centrifugadas apos adi¢cdo do TPP. O
TPP com concentracao de 0,1% foi adicionado com o objetivo de precipitar na forma
de hidrogel, o CPE com farmaco incorporado. Os CPE’s escolhidos apresentam
tamanho de particula na faixa de 14 — 21 nm aproximadamente. As razbes QT.TPP
estudadas foram de 2:1, 2,5:1 e 3,5:1. Os dados obtidos podem ser observados na
Tabela 7.

Tabela 7 — Relacédo entre a E.E % e a razdo QT.TPP
para os CPE’s de razdo 1, 5 e 10.

n+/n- Razéao QT:TPP E.E %
2:1 5,8
1,0 2,5:1 6,0
3,5:1 2,8
2:1 6,3
5,0 2,5:1 6,7
3,5:1 3,9
2:1 32
10 2,5:1 12
3,5:1 3,6

Fonte: Elaborada pela autora.

Observa-se que para a razdo n+/n- = 10 o aumento da razdo QT.TPP
favoreceu a diminuicdo da eficiéncia de encapsulamento. Isso pode ser explicado
pelo fato dessa amostra apresentar um excesso de carga positiva na sua superficie
e isso facilita a interacdo entre essas cargas positivas da quitosana e as cargas
negativas do TPP. A Figura 21 mostra essa relagéo entre os CPEs incorporados com

primaquina com a eficiéncia de encapsulamento para cada razédo QT:TPP estudada.
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Figura 21 — Relacao entre E.E % e raz&o n+/n-
do CPE para as diferentes razbes QT.TPP.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Logo, usando TPP 0,1% a eficiéncia de encapsulamento maxima obtida
foi para a amostra QTGC 10 com razdo QT.TPP 2:1.

4.2.2.3 Efeito darazdo QT:TPP no tamanho das particulas e no potencial zeta.
As nanoparticulas incorporadas com primaquina foram reticuladas com
TPP e centrifugadas e em seguida analisadas. O diametro das particulas presentes

no sobrenadante pode ser observado na Tabela 8.

Tabela 8 — Valores de tamanho de particula obtidos para as trés
amostras analisadas em diferentes razbes QT.TPP.

Amostra Razao QT:-TPP Diametro (nm) %
2:1 45,6 98,9

QTGC-Pr1,0 2,5:1 42,2 99,0
3,5:1 59,8 100

2:1 47,3 100

QTGC-Pr 5,0 2,5:1 45,0 100
3,5:1 62,1 97

2:1 59,4 100

QTGC-Pr 10 2,5:1 45,5 100
3,5:1 60,2 98,3

Fonte: Elaborada pela autora.
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Observou-se que para as trés razbes QT.TPP estudadas, resultados

semelhantes foram obtidos para os tamanhos de particula (Figura 22).

Figura 22 — Tamanho de particula obtido para as
amostras QTGC 1,0, 5,0 E 10 nas diferentes razbes
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Fonte: Elaborada pela autora.

Dados reportados da literatura mostram que nanoparticulas de quitosana
formadas através de gelificacdo ionotropica com tripolifosfato mostram resultados
semelhantes, onde o diametro das particulas para as razdes QT.TPP 2:1 a 4:1 houve
uma reducdo no tamanho da particula porém, aumentou o diametro com o0 aumento
das razbes QT:TPP 5:1 a 8:1(KOUKARAS et al., 2012).

A Figura 23 mostra os perfis de distribuicdo no tamanho de particula das
amostras incorporadas QTGC-Pr 1,0, QTGC-Pr 5,0 e QTGC-Pr 10. As amostras
apresentaram perfil unimodal, com tamanho médio de 10,77 + 0,34 nm para QTGC-
Pr 1,0 e 17,4 £ 0,49 nm para QTGC-Pr 10. Os valores médios de tamanho de
particula diminuiram com a adicdo do farmaco comparado com os CPEs de razéo
1,0, 5,0 e 10.
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Figura 23 — Perfis de distribuicdo por volume para os CPEs
incorporados: QTGC-Pr 1,0 (A); QTGC-Pr 5,0 (B) e QTGC-Pr 10 (C)
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Fonte: Elaborada pela autora.

Os resultados dos potenciais zeta para as nanoparticulas QTGC-Pr 1,0,
QTGC-Pr 5,0 e QTGC-Pr 10 obtidos nas diferentes razdes QT.TPP estao ilustrados
na Figura 24. Os valores dos potenciais para as nanoparticulas com razdo QT:TPP
2:1 aumentam da QTGC-Pr 1,0 para a QTGC-Pr 10. Isso pode ser explicado pelo
fato de que a amostra QTGC-Pr 10 possui em sua superficie mais grupos positivos
NHz* disponiveis possiveis de interagir com os grupos aniénicos do TPP (LUO et al.,
2010). Observou-se que para a amostra QTGC-Pr 10 com razdo QT:TPP 2:1, a
adicdo do TPP levou a uma completa turvacdo da amostra. O TPP adicionado pode
ter interagido completamente com as cargas positivas do CPEs e com as cargas

positivas da primaquina possivelmente livre.
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Figura 24 — Relagdo entre o Potencial zeta e
razdo n+/n- dos CPEs QTGC-Pr para as
diferentes razdes QT:TPP.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Observa-se uma relacéao direta entre o potencial zeta e a razdo QT.TPP
para as nanoparticulas estudadas. Resultados semelhantes reportados da literatura
mostram que em nanoparticulas de QT/TPP, quanto menor a razdo QT.TPP menor
sera o potencial zeta da nanoparticula (Fan e col., 2012; Janes e Alonso, 2003).

Os valores do potencial para as analises do sobrenadante das amostras
pode ser observado na Tabela 9.

Tabela 9 — Valores do potencial zeta para o sobrenadante dos
CPEs incorporados.

Amostra Razao QT:-TPP ¢ (mV) %
2:1 2,35 97

QTGC-Pr1,0 2,5:1 3,62 98,5
3,5:1 10,5 96,5

2:1 3,89 98,5

QTGC-Pr 5,0 2,5:1 5,83 100
3,5:1 12,01 100

2:1 5,65 96,5

QTGC-Pr 10 2,5:1 4,67 100
3,5:1 11,54 100

Fonte: Elaborada pela autora.
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4.2.3 Caracterizacédo do GEL — QTGC-Pr 10.

4.2.3.1 Espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

Observa-se na Figura 25 que o escpectro da amostra QTGC-Pr 10 (A)
gue a banda em 3358 cm? tornou-se mais ampla e achatada, indicando que a
ligacdo de hidrogénio foi reforcada (Wu e col., 2005). Os picos de amida | e amida
Il em nanoparticulas de QT / TPP deslocado para 1.635 e 1.558 cm,
respectivamente, devido a interacdo eletrostatica entre os grupos fosforico do TPP e
0s grupos amino da QT (Shah et al., 2009). Resultado semelhante foi observado na
literatura em nanoparticulas de QT/TPP (Xu e Du, 2003) e em filmes de quitosanas
tratados com fosfato (NaH2POa4), 0 deslocamento e alargamento de algumas bandas
foi atribuida a interacdo entre o grupo amino e o anion fosfato (Knaul et al., 1999).
Os outros picos observados foram os da ligagdo P=O em 1201 cm™ e a ligacdo O-P

em 893 cm™,

Figura 25 — Espectros de infravermelho para o gel QTGC-Pr
10, o CPE QTGC- 10, QTGC-TPP 10 e primaquina.
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Fonte: Elaborada pela autora.



50

4.2.3.2 Analise térmica

A Figura 26 mostra as curvas termogravimétricas para o CPE QTGC 10 e
QTGC-Pr 10-GEL. Os dados referentes a perda de massa e as temperaturas de pico
para cada evento térmico podem ser observados na Tabela 10.

Observa-se uma reducdo nos eventos ao incorporar o farmaco no CPE.
Na amostra QTGC-Pr 10-GEL houve apenas dois eventos térmicos o de perda de
umidade da amostra com temperatura de decomposicdo em torno de 50 °C,
apresentando uma perda de 12% em massa. O outro evento observado se deve a

decomposic¢éo do gel formado pelo CPE, a primaquina e o TPP.

Tabela 10 — Eventos térmicos da analise termogravimétrica para os CPEs
de raz&o n+/n- 0,5, 1,0 e 10.

Amostra Evento | Temperatura de pico °C | Perda de massa
%
1 39 12
2 288 34
3 417 7
QTGC 10
4 527 7
5 794 4
Massa residual a 800°C = 36%
1 51 12
QTGC-Pr 10-
2 219 49
GEL _
Massa residual a 800°C = 39%

Fonte: Elaborada pela autora.

Observa-se que na faixa de temperatura de 150 a 550 °C o gel é mais
estavel que o CPE QTGC 10.
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Figura 26 - Curvas de dTG para o CPE QTGC-10 e para o
GEL QTGC-Pr 10 (A) e curvas termogravimétricas para as
respectivas amostras (B).
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Fonte: Elaborada pela autora.

A andlise por DSC para o CPE QTGC 10 e para o0 GEL QTGC-Pr 10, esta
ilustrada na Figura 27. O gel QTGC-Pr 10 apresenta dois picos de transicao
endotérmica em 76 °C e 206 °C e dois picos de transicdo exotérmica, um em torno
de 278 °C e outro em 445 °C. Os picos endotérmicos sdo referentes a perda de
umidade pela amostra e 0s picos exotérmicos sdo oriundos da decomposicao dos
polissacarideos (PAULA et al., 2010b).

Figura 27 — DSC para o CPE QTGC-10 e para o GEL QTGC-Pr.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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4.2.3.3 Teor de farmaco encapsulado (dopagem)

O teor de primaquina na amostra foi determinado pesando 11,5 mg da
amostra QTGC-Pr 10-GEL e solubilizando em 10ml de agua deionizada
permanecendo sob agitacdo por 24 horas. Usando a equagao 3 descrita

anteriormente, obteve-se uma dopagem de 9,35%.

4.2.3.4 Andlise do tamanho de particula e potencial zeta

A amostra QTGC-Pr 10-GEL foi centrifugada e o gel obtido foi seco e
redisperso para andlise de tamanho de particula e potencial zeta. Observa-se na
Tabela 11 que o valor do tamanho de particula para a amostra inicial QTGC-Pr 10 é
de 17,4 nm. Porém apds a adicdo do TPP, o tamanho de particula do gel foi de 880
nm. O potencial zeta diminuiu com a adicdo do TPP. Isso pode ser explicado pelas
interacbes dos grupos negativos do TPP com os grupos positivos do CPE,
neutralizando as cargas superficiais. A Figura 28 mostra os perfis de distribuicdo de

tamanho de particula e potencial zeta para a nanoparticula com o farmaco.

Tabela 11 — valores dos diametros e do potencial zeta das
particulas antes e apos a adicdo do TPP.

Amostra Diametro (nm) | % volume | Potencial (mV)
QTGC- Pr 10 17,40 £ 0,49 99,75 + 26,75+ 0,39
QTGC-Pr 10 -GEL 880 + 1,53 100 0,03+0,01

Fonte: Elaborada pela autora.



Teor de primaquina liberada %

Figura 28 — Perfis de distribuicdo de tamanho de particula
(A) e potencial zeta (B) para a amostra QTGC-Pr 10 - GEL
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4.2.3.5 Cinética de liberacéo in vitro
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Para a construcdo do grafico de cinética da amostra QTGC-Pr 10-GEL

expressa em teor de farmaco liberado % versus tempo (h), calculou-se o perfil de

liberacdo para a amostra QTGC-Pr 10 — GEL. Os perfis obtidos podem ser

observados na Figura 29.

Figura 29 — Perfil de liberagdo in vitro
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A cinética de liberac&o foi realizada apenas com a amostra QTGC-Pr 10
por apresentar a maior eficiéncia de encapsulamento. A cinética foi realizada em
tampéo fosfato pH 7,4 e pH 1,2 a 37°C. Observou-se que para o tampao com pH=
7,4, aproximadamente 14% de primaquina foi liberada em 50 horas de ensaio.

Ao realizar a liberacdo de doxorubicina em tampao pH= 7,4, a partir de
nanoparticulas de quitosana e sulfato de condroitina, Tsai e col., (2011) observaram
gue em 100 horas de ensaio, menos de 40% do farmaco havia sido liberado.

Na cinética realizada com tampdo pH=1,2 observou-se uma liberacao
mais lenta onde obteve-se uma estabilidade do teor de farmaco liberado em
aproximadamente 200 horas de ensaio liberando cerca de 12% do farmaco.

Determinou-se também o tipo de mecanismo cinético mais apropriado
apresentado nas liberagdes de primaquina pelo CPE. Os coeficientes de correlacao
para os diferentes modelos cinéticos estdo expressos na Tabela 12.

Tabela 12 — Coeficientes de correlacdo para os modelos cinéticos

estudados.
Matriz Coeficiente de correlacéo (r?)
QTGC-Pr10- | Ordem | Primeira | Segunda Higuchi Korsmeyer
GEL zero ordem ordem — Peppas
pH=1,2 0,91 0,68 0,32 0,98 0,96
pH= 7,4 0,95 0,91 0,82 0,98 0,95

Fonte: Elaborada pela autora.

Pode-se observar que o modelo de Higuchi apresentou o melhor
coeficiente, seguidos pelos modelos de Korsmeyer-Peppas e de ordem zero.
Portanto, a liberacdo do farmaco nos dois pH estudados segue o modelo de Higuchi.
Nesse modelo cinético um farmaco homogeneamente disperso e dissolvido em uma
matriz polimérica tende a difundir-se através da mesma. A entrada do liquido na
matriz polimérica favorece seu intumescimento, dissolucdo e consequente difusédo
do farmaco até a superficie do polimero. Esse intumescimento aumenta a distancia

percorrida pelo farmaco e sua liberagdo torna-se mais lenta (SINKO, 2006).
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Figura 30 — Modelo cinético de ordem zero.
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Figura 31 — Modelo cinético de primeira zero pH=1,2 (A) e pH=7,4 (B).
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Figura 32 — Modelo cinético de segunda ordem em pH=1,2 (A) e pH=7,4 (B).
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Figura 33 — Modelo cinético de Higuchi em pH=1,2 (A) e pH=7,4 (B).
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Figura 34 — Modelo cinético de Korsmeyer-Peppas em pH=1,2 (A) e
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5 CONCLUSOES

Nanoparticulas de quitosana e goma do cajueiro foram obtidas via
complexacdo eletrolitica. O efeito da ordem de adigcdo, a concentracdo dos
polieletrolitos e o indice de polidispersdo foram investigados. Os tamanhos das
particulas foram diretamente proporcionais a concentracdo dos polieletrdlitos. Os
complexos QTGC 0,1% apresentaram tamanho de particula maior que os complexos
QTGC 0,05%. O estudo da ordem de adicao das solugdes eletroliticas mostrou que
a adicdo de QT em GC leva a um tamanho de particula relativamente maior que as
nanoparticulas formadas por GC em QT. O indice de polidispersdo apresentou
comportamento semelhante para as razées de cargas estudadas. A primaquina foi
encapsulada nas amostras QTGC 1,0, QTGC 5,0 e QTGC 10. Parametros como
eficiéncia de encapsulamento, teor de farmaco incorporado, tamanho e distribuicdo
de particulas, potencial zeta, espectroscopia na regido do infravermelho e analise
térmica foram analisados. As amostras apresentaram uma eficiéncia de
encapsulamento variando de 5,8 a 32 % para a razdo QT.TPP - 2:1, de 6,0 a 12 %
para a razao QT:TPP - 2,5:1 e 2,8 a 3,9 % para a razdo QT.TPP — 3,5:1. Dentre as
amostras de razdo QT.TPP -2:1, a QTGC-Pr 10 com excesso de cargas positivas,
obteve a maior eficiéncia de encapsulamento, 32%. As amostras QTGC-Pr 1,0 e
QTGC-Pr 5,0 apresentaram uma eficiéncia de encapsulamento inferior para a
mesma razédo QT:TPP estudada. O tamanho de particula do gel obtido (QTGC-Pr 10-
Gel) aumentou significativamente devido a adicdo do agente reticulante-TPP. O perfil
de liberacéo in vitro mostrou que em pH 1,2 a liberagcdo se mostrou mais lenta do
gue em pH 7,4, pois a estabilidade na liberac&o foi alcangcada com aproximadamente
200 horas de ensaio liberando apenas 12% do farmaco. Em pH 7,4, apenas 14% do
farmaco foi liberado sendo estabilizado com 50 horas de ensaio. As nanoparticulas
incorporadas com primaquina podem ser consideradas promissoras como proposta

de matriz para a liberagcéo controlada do farmaco.
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