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Resumo

G¢éis de goma do cajueiro e/ou derivados com quitosana foram sintetizados por trés
diferentes rotas: complexacao polieletrolitica, re-acetilagdo de quitosana e pelo mecanismo
de formagao de base de Schiff. Géis de goma do cajueiro carboximetilada com quitosana
obtido por complexagdao polieletrolitica (CPE) foram caracterizados por titulagao
condutimétrica, potenciométrica, espectroscopia na regido do IV, analise termogravimétrica
e microscopia eletronica de varredura e quanto a capacidade de intumescimento. Os
complexos foram obtidos em razdes ndo estequiométricas de cargas. A razio [NH; ]/[COO
] nos géis dependendo grau de substitui¢ao da goma carboximetilada e da ordem de adigao
dos poliions durante a complexacao. Os géis obtidos sdo soluveis em meio acido. Em pH >
7 a liberagdo in vitro de diclofenaco de sodio e potassio, utilizando estas matrizes, ocorre
rapidamente via mecanismo de liberagdo ndo-Fickiano. A reticulacdo do gel permite a sua
utilizacao em meio acido. A liberagdao de DCS em pH 1,2 também segue um mecanismo de
liberacao ndo-Fickiano. Géis de quitosana reacetilada (QT)/goma do cajueiro (GC) foram
preparados e testados na liberagao controlada de pilocarpina. Os géis foram caracterizados
por espectroscopia na regido do IV, analise termogravimétrica, raio-X e quanto a
capacidade de intumescimento em agua e em tampao. A liberagdo de pilocarpina nos trés
géis ¢ similar nos primeiros 100 min, quando 60 % do farmaco sdo liberados. Acima desse
tempo a maior concentragdo de goma do cajueiro no gel provoca uma diminui¢do da
percentagem de pilocarpina liberada. Um mecanismo nao-Fickiano foi observado para o gel
de quitosana em pH 2,0 e 7,4, enquanto que em pH 9,8 o mecanismo ¢ Fickiano. Géis de

QT/GC mostraram mecanismo Fickiano de liberagao de pilocarpina, independente do pH.
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Derivados da goma do cajueiro oxidado (GCOX) com periodato foram sintetizados
com percentagem de 2 a 62% de grupamentos aldeidicos. Os derivados foram
caracterizados por espectroscopia de RMN de 'H ¢ °C 1D e 2D. Os derivados foram
utilizados para preparacdo de géis reticulados com quitosana via reagdo base de Schiff. Os
géis formados sdo insoluveis em meio acido e basico (7,4) apresentam capacidade de
absor¢do de agua de até oito vezes sua massa seca em meio acido (pH 1,2). A liberacao
seqiienciada de diclofenaco utilizando como matriz o gel QT:GCOX 2:1 foi estudada em
pH 1,2 e 7,4. Em pH 1,2 praticamente ndo ¢ liberado farmaco e liberacdo controlada foi

observada em meio pH 7,4.
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Abstract

Gels of cashew gum (CG) and/or derivatives with chitosan (CH) were synthesized by
three different routes: polyelectrolyte complexation, re-acetylation of chitosan and by
Schiff-base reaction mechanism.  Chitosan/carboxymehtyl cashew gum polyelectrolyte
complexes were synthesized using different chitosan (CH) and carboxymethyl cashew gum
(CMCQG) proportions. Polyelectrolyte (PEC) samples were characterized by potenciometric
and conductimetric titrations, FT-IR spectroscopy, thermogravimetric analysis, scanning
electron microscopy and swelling behaviour. PEC samples were obtained in non
stoichiometric charge ratio. The [NH;3']:[COO7] ratio depends on the CMCG degree of
substitution of and addition order of polyion during complexation. PEC samples were
soluble in acidic medium. In pH >7.0 the in vitro release of sodium and potassium
diclofenac (SDC and KDC respectively) occurred very quickly by a non Fickian
mechanism. Crosslinking of PEC sample allowed it to be used in acidic medium. The
controlled release of SDC in pH 1.2 was observed following also a non Fickian mechanism.
Gels prepared by re-acetylation of chitosan and CH/cashew gum with acetic anhydride
were characterized by infrared spectroscopy, thermal analysis, X-ray diffraction and
swelling behaviour in water and in phosphate buffers. The release of pilocarpine for all re-
acethylated gels was shown to be similar in the first 100 min, where about 60 % of the
pilocarpine was released. After this time, addition of CG to the gels decreases pilocarpine
release rate in the medium. The release of pilocarpine from CH gel was found to be
dependent on pH, a non-Fickian mechanism being observed for the release at pH 2 and 7.4
while at pH 9.8 a Fickian diffusion mechanism took place. On the other hand the release of

pilocarpine in CH/CG matrix occurred by Fickian mechanism, independent of the pH value.
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Periodate oxidized cashew gum derivatives (CGOX) with degree of oxidation between 2 to
62 % were synthesized. Oxidized samples were characterized by 1D and 2D 'H and "°C
NMR spectroscopy, thermogravimetric analysis, gel permeation chromatography and
swelling behaviour. Gels with chitosan and oxidized CG were obtained by Schiff-base
reaction mechanism. The gels were insoluble in acidic and basic medium. Release of SDC
by CH/CGOX gel was investigated. At pH = 1.2 no drug is released in the medium and a

controlled released is observed at pH = 7.4.
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1.1. Polissacarideos

Quimicamente, os polissacarideos podem ser definidos como polimeros de alta massa
molar formados de unidades repetitivas denominadas monossacarideos ligados por ligagdes
glicosidicas. Podem ser obtidos de exsudatos de arvores, algas, sementes, fungos e por
fermentagdo microbioldgica [Aspinal,1982; Kennedy e White, 1988; Whistler e
Bemiller,1993].

O grau de polimerizagdo de polissacarideos varia de 200 a 3.000, podendo em alguns
polissacarideos chegar a valores de 15.000. Polissacarideos podem ser lineares (Figura 1A)
ou ramificados (Figura 1B). Os ramificados podem ser subdivididos em dois tipos, um que
possui ramificagdo curta (Figura 1B) ou com um s6 substituinte na cadeia principal (Figura
1B) e outro altamente ramificado (Figura 1C). As estruturas altamente ramificadas sdo

caracteristicas de polissacarideos de exsudatos [Danishefky, Whistler e Bettelheim, 1970].
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Figura 1. Representacdo esquematica de estruturas lineares e ramificadas de polissacarideos

[Danishetky, Whistler e Bettelheim, 1970].



Quanto ao tipo de monossacarideos eles podem ser classificados em
homopolissacarideos ou homoglicanas, quando sdo constituidos de um unico tipo de
monossacarideo. Quando dois ou mais tipos de monossacarideos estdo presentes na
estrutura do polissacarideo sdo denominados heteropolissacarideos ou heteroglicanas.

Polissacarideos extraidos de exsudatos sao chamados também de gomas de exsudatos,

nome bastante comum em aplicagdes alimenticias.

1.1.1. Polissacarideos de exsudatos

As gomas sdo polissacarideos soluveis em agua que formam solugdes viscosas a
baixas concentragdes. A palavra goma teve origem no Egito, onde o exsudato de arvores
(goma arabica) era designado de Kami [Whistler, 1993] o qual era utilizado para estabilizar
pigmentos [Aspinal,1982; Whistler, 1993]. As gomas sdo empregadas nas industrias de
alimentos e farmacéutica como espessantes e estabilizantes, entre outras aplicacdes.

As gomas extraidas de exsudatos foram as primeiras gomas conhecidas [Whistler,
1993]. As principais familias que incluem espécies que produzem gomas na forma de
exsudatos sdo: Leguminoseae, Combretaceae ¢ Anacardiaceae. Estas espécies exsudam
goma, principalmente no caule e galhos, como mecanismo de defesa contra predadores e
como conseqiiéncia de ferimentos. Condi¢des climaticas desfavoraveis e solos pobres
também estimulam a produ¢ao de goma [Rosenthal 1955; Anderson e McDougall, 1987].

Goma arabica (Acacia senegal), goma ghatti (Anogeissus latifolia), goma caraia
(Sterculia urens) e goma tragacanto (Astragalus sp) sdo exemplos de gomas de exsudatos
cujas propriedades e estruturas foram investigadas e sao utilizadas industrialmente.

Os polissacarideos de exsudatos podem apresentar em sua estrutura grupos aniénicos
acidos (carboxilicos) provenientes de unidades como acido glucurdnico, galacturénico, e
manurdnico [Aspinal,1982], o que lhes confere -caracteristicas fisico-quimicas de

polieletrolitos.



1.1.1.1. Goma do cajueiro

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) é extensivamente cultivado no Brasil além de
paises como Quénia e India. O principal produto é sua castanha, que representa 39,5% (em
volume) de toda a exportagdao do Estado do Ceard [Lima e col., 2001] superando lagostas e
cera de carnauba. A cultura do cajueiro gera divisas ndo s6 pela comercializagdo da
castanha, como também pelo liquido da casca da castanha (LCC), e por outros produtos que
podem ser mais bem explorados, como a goma do cajueiro e o pedunculo onde somente
cerca de 5% da producdo ¢ aproveitada pela industria [Soares, 1986]. Pessoa e Bandeira
[1993] mostraram que o cajueiro pode produzir em média 120 kg de goma por hectare/ano.
Levando em consideragao uma area de 30.000 hectares de cajueiro no estado do Ceara
podemos fazer uma estimativa que, se metade desta area fosse utilizada para exploragdo de
goma, cerca de 25.000 toneladas/ano de goma poderiam ser produzidas. Isto indica um
potencial para o uso desta goma, o que diminuiria a necessidade de importacdo de gomas

com caracteristicas fisico-quimicas semelhantes as da goma arabica.

Com objetivo de aumentar a produgdo de goma do cajueiro, Pessoa e Bandeira [1993]
propuseram a extragdo da goma por uso de estimulantes quimicos e observaram melhores
resultados no periodo de floragdo e frutificagdo. Lima e col., [2001] continuando a
pesquisa observaram que ¢ possivel a redugdo dos custos de produgdo da goma do cajueiro,
adotando-se a substitui¢do parcial de produtos estimulantes adquiridos no mercado (ethrel),
por 6leos vegetais de baixo custo e facil aquisicao.

Os primeiros estudos voltados para a caracterizagdo da goma do cajueiro datam de
1946, nos quais mostraram que a goma do cajueiro possuia em sua composicao galactose,
arabinose e residuos acidos [Tiomno, 1946]. Sais de ferro, aluminio, calcio e magnésio
foram também detectados. Em 1955, utilizando cromatografia em camada fina, foi
detectada, além destes agucares, a ramnose [Rosenthal, 1955]. Machado ¢ Leite [1953]
também detectaram tragos de xilose na goma.

A goma do cajueiro apresenta atividade contra o crescimento de fungos e bactérias
fitopatogénicas, além de inibir a ovoposi¢do de fémeas do Callosbruschus maculatus
[Marques, 1990]. Os primeiros estudos de caracterizagdo estrutural da goma do cajueiro da

fndia foram realizados por Bose ¢ Biswas [1970]. Eles demonstraram que a goma possuia



galactose, arabinose, ramnose e acido galacturonico. Anderson e Bell [1974] mostraram
que tanto a goma da India como a de Papua apresentavam acido glucurénico e ndo
galacturénico como proposto por Bose e Biswas [1970]. Os autores [Anderson e Bell,
1974] caracterizaram estruturalmente o polissacarideo e mostraram que a goma do cajueiro
era constituida de unidades de B-D-galactose ligada 1—-3 com ramifica¢des de galactose
ligada 1— 6 e unidades de glucose, arabinose, ramnose, manose e acido glucurdnico, além
do 4cido 4-O-metil 4cido glucurdnico.

Rodrigues, de Paula e Costa [1993] e Costa, Rodrigues ¢ de Paula [1996]
propuseram um método de purificagdo da goma do cajueiro utilizando véarias etapas. A
composi¢do da goma do cajueiro do Nordeste do Brasil foi determinada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia [de Paula e Rodrigues, 1995] e por cromatografia gas-liquido [de
Paula, Heatley e Budd,1998]. Os resultados comparativos de composi¢do da goma do

cajueiro de diferentes origens sao mostrados na Tabela 1.

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

Monossacarideo Composigao (%) da goma do cajueiro de diferentes paises
Brasil' India” Papua’ Venezuela®

Galactose 72 61 63 49
Arabinose 4,6 14 16 31
Manose - 2 1 4
Xilose - 2 - 1
Ramnose 32 7 7 7
Glucose 14,0 8 9 -
Acido ur6nico 4,5 6,2 5,7 8

' (de Paula, Heatley e Budd, 1998)
* (Anderson e Hendrie, 1970)
? (Pinto e col., 1995)

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 ndo apresenta
glucose na sua composicao. A goma do Nordeste do Brasil apresenta a menor propor¢ao de

acido uronico e 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 ramificagdo de
galactose (1—6). Ramnose, acido glucurdnico e arabinose estdo presentes como grupos
terminais, mas a glucose pode formar cadeias laterais [de Paula, Heatley ¢ Budd,1998]. A
auséncia do acido 4-O-metil acido glucurdnico ¢ a principal diferenga encontrada entre a
amostra do Brasil e da India [de Paula, Heatley e Budd,1998].

A Figura 2 apresenta uma representacdo esquematica da estrutura da goma do
cajueiro. A estrutura quimica ¢ bastante similar & goma arabica, que apresenta também

galactose ligada (1—3) na cadeia principal com ramificagdes de galactose ligadas (1—6).
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(Onde R1 pode ser glucose, arabinose, ramnose ou acido glucurdnico e R, cadeias de glucose com até 6

unidades.)

Figura 2. Representagdo esquematica da estrutura da goma do cajueiro.



A goma do cajueiro ¢ polidispersa com uma distribuicdo multimodal caracterizada
por cromatografia de permeacdo em gel (GPC) [de Paula e Rodrigues 1995]. A existéncia
de um pico de alta massa molar (MM) foi atribuida a um complexo proteina-polissacarideo,
representando 6% do material. O segundo pico que representa 42% do total corresponde a
uma massa molar no pico de 3,2 x 10* g/mol e 52% do polissacarideo apresenta uma massa
molar de 1,6 x 10* g/mol. Estes valores foram determinados com a utiliza¢io de dextrana
como padrdo de massa molar no GPC [de Paula e Rodrigues 1995]. A goma foi fracionada
em polissacarideos com diferentes massas molares através de uma precipitacdo seletiva
com etanol, caracterizados por espalhamento de luz, viscosimetria ¢ GPC [de Paula,
Heatley e Budd,1998]. A relacdo entre viscosidade intrinseca e a massa molar foi proposta
como [n] = 0,052 M** [de Paula, Heatley ¢ Budd,1998].

A goma do cajueiro possui viscosidade intrinseca de 8,8 mL/g em NaCl 1 M. O
efeito de sais na viscosidade intrinseca de solucdo de goma do cajueiro indica a seguinte
ordem de afinidade da goma por cations: AI’* > Ca** >Na*. Solugio 2 % de goma possui
baixa energia de ativagdo comparada a sistemas com pouca interacdo inter ¢ intramolecular
[de Paula e Rodrigues, 1995].

Segundo Silva (2002), o comportamento de fluxo de solugdes diluidas de goma do
cajueiro em NaCl apresenta comportamento Newtoniano até concentragdes de 20 % (m/v)
[Silva, 2002].

Andlise termogravimétrica da goma do cajueiro mostra que a decomposi¢cdo do
polissacarideo ocorre em uma Unica etapa com uma temperatura maxima de decomposicao
em 162,9 °C em atmosfera de nitrogénio, estando esta temperatura de decomposi¢do na

mesma faixa daquela observada para a goma ardbica [Mothé e Rao, 2000].

1.1.2. Quitina e Quitosana

Quitina foi descoberta em 1811 na Franca pelo cientista Henri Braconnot que isolou-a
de cogumelos. Em 1823, Odier encontrou o mesmo polissacarideo em insetos € 0 nomeou
de quitina, palavra em grego para envelope ou cobertor. J4 em 1859, Rouget publicou um
trabalho no qual mostrou que um novo material poderia ser obtido por tratamento da quitina

com solugdes de hidroxido de sédio sob fervura, “quitina modificada”. Observou que o



modificado de quitina dissolvia-se em solu¢des aquosas de acidos orgénicos, caracteristica
bastante distinta da quitina que ¢ insolivel em tais solu¢des. Em 1894 a “quitina
modificada” foi nomeada como quitosana por Hoppe-Seiler [Winterowd e Sandford,1995].

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 aplicagdes.

Quitosana ¢ um copolimero de B-[ 1—>4]-2-acetoamido-2-desoxi-D-glucopiranose e 2-
amino-2-desoxi-D-glucopiranose. Atualmente, a quitosana ¢ obtida principalmente da
desacetilacdo alcalina da quitina de exoesqueleto de crustdceos, como o camardo
[Muzzareli, 1973].

A quitina ¢ altamente insolivel e apresenta baixa reatividade quimica, caracteristica
atribuida a sua estrutura semelhante a da celulose, com ligacao glucose 3 (1—4), no entanto
com a posi¢ao C-2 substituida por um grupamento acetamida.

A estrutura quimica de quitina e quitosana sdo bastante semelhantes sendo, que o
fator que faz a distingdo entre as duas ¢ o numero de unidades acetiladas ( Figura 3).

Quitosana apresenta reagdes tipicas de aminas, nas quais a N-acilagdo e reagdo tipo

base de Schiff sio muito importantes.
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Figura 3. Representacdo esquematica das unidades repetitivas de e (A) quitosana e (B)

quitina.

A conformacdo em solucdo, propriedades fisico-quimicas e bioldgicas da quitosana
dependem de parametros como a massa molar (My), grau de desacetilacdo (GD) e a
distribuicdo dos tipos de unidades (acetilglucosamina e glucosamina) constituintes da
cadeia. A massa molar ¢ GD podem ser determinados por condi¢des escolhidas durante a
etapa de obtencdo da quitosana, no entanto pode também ser modificada em outros
estagios. Por exemplo, o grau de desacetilagdo pode ser diminuido por reacetilacdo [Sorlier
e col. 2001] e a massa molecular pode ser reduzida por depolimerizagao acida [Dong e col.,
2001]. Os derivados obtidos por desacetilacdo da quitina sdo soluveis em meio acido,
quando o grau de acetilacdo estd abaixo de 60%, sendo considerados entdo como quitosana
[Sorlier e col., 2001].

Domard e colaboradores [1987] observaram que em amostras de quitosana com grau
de acetilacdo (GA) entre 0 e 25% o pK, € proximo de 6,5. Em meio 4cido os grupamentos
amino da quitosana (grupamentos nao-acetilados) sio protonados (-NH3"), o que a torna
soluvel. A medida que o pH se aproxima de 6,5 a tendéncia ¢ a precipitagdo devido ao

aumento de grupamentos —NH; na estrutura. O comportamento da quitosana em resposta a



diferentes meios deve-se aos estados de ionizacdo e, portanto, a fatores incluindo o pH e a
forga i6nica. Algumas dessas mudangas ocorrem durante o processo de reacetilagdo da
quitosana, durante a complexacdo com metais, no mecanismo de interagdo com meio
biologico, etc. Por isso, a importancia do conhecimento dessas propriedades intrinsecas ¢
fundamental para a interpretagdo do comportamento em solucao de quitosana e derivados.

O grau de acetilagdo da quitosana pode ser determinado por condutimetria e
potenciometria [Rusu-Balaita, Desbri¢res e Rinaudo 2003] ressonancia magnética nuclear
de hidrogénio (RMN 'H) [Le Dung e col., 1994] e por espectroscopia na regido do
infravermelho (IV) [Brugnerotto e col., 2001; Moore e Roberts 1980]. Métodos como IV ou
RMN "*C no estado sélido sdo importantes no estudo de derivados insoluveis da quitosana.

A reacetilagdo da quitosana ¢ responsavel por um processo de geleificacdo [Moore e
Roberts 1980; Vachoud, Zydowicz e Domard, 1997]. A alta hidratagdo e propriedades
fisico-quimicas, como também o comportamento de polieletrélito deste tipo de gel, permite
aplicagdes em sistemas de tratamento de agua residuais ou ainda em sistemas de liberacao,
0 que ja vem sendo considerado desde a publicagdo do artigo de Hirano e colaboradores,
[1980].

O mecanismo de geleificagdo da quitosana por reagdes de acetilagio com anidrido
acético e anidridros de cadeia longa, como o lauril acético, foi proposto por Moore e
Roberts [1980], no entanto ainda ndo estd completamente resolvido. Para os autores, o
processo de geleificacdo pode ser atribuido ao gradual decréscimo na solubilidade do
polimero com o aumento da extensdo de acetilagdo. Como resultado tem-se o aumento de
interacdes de hidrogénio e de Van de Walls inter-e intramolecular formando cadeias
agregadas, e entdo, o gel. A sinerese ¢ uma das propriedades fisicas mais importantes dos
géis de quitosana reacetilada [Tonchava Hadjikimov e Panchev, 1994; Vachoud Zydowicz
e Domard, 2000; Park, Shalaby e Park, 1993; Yook, Sosulski e Saskatoon, 1994]. E um
processo cinético e termodindmico que permite uma estrutura mais estavel que a estrutura
inicial. Esse processo depende do balango entre interagdes segmento/segmento no processo
de relaxagdo e compressao da cadeia, e ¢ caracterizado por uma reorganiza¢ao molecular da
rede polimérica, envolvendo tanto a quebra como a formagdo de interacdes [Vachoud,

Zydowicz e Domard, 2000].
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1.2 - Modificacdo quimica de polissacarideos

A modificagdo quimica de polimeros naturais pode adicionar caracteristicas fisico-
quimicas semelhante a materiais sintéticos e, no entanto, manter suas caracteristicas de
serem biodegradaveis e biocompativeis. A modificacdo ¢ realizada com diversos objetivos,
desde a obtencdo de polimeros insoluveis a partir de polimeros soluveis e vice-versa.
Modificagdes para formagdo de polieletrdlitos, géis quimicos obtidos por reticulagdo e

modificacao anfifilica sdo geralmente realizadas com polissacarideos.

1.2.1. Reacdo de carboximetilacéo

Muitos derivados de polissacarideos tém sido preparados por reagdes de
carboximetilagdo usando materiais partida tais como: a celulose [Torul e Arslan, 2003],
amido [Kooijman e col., 2003], quitina [Kurita e col., 2001], gelana [Miyamoto e col.,
1996], escleroglucana [de Nooy e col., 2000], pululana [Picton e col., 1995] e inulina
[Verraest e col., 1995]. Os derivados obtidos sdao polieletrdlitos que podem ser aplicados
nas 4areas, tais como, quimica, alimenticia e biomédicas, entre outras. Uma grande
vantagem das reagdes de carboximetilacdo € o baixo custo dos reagentes e nao-toxicidade
dos produtos [Verraest e col., 1995].

A reacdo ¢ baseada na sintese de Williamson, na qual um alcéxido reage com um
halogeneto, via Sy2 formando um éter:

R-O"+ R'-Br - R-O-R' (eq. 1)

Os grupos hidroxilas dos monossacarideos sdo mais acidos que os dos alcoois
comuns, pois 0s monossacarideos contém muitos atomos de oxigénio que exercem efeito
indutivo nos grupos vizinhos. Bases fortes como NaOH podem ser usadas para transformar

alcoois em alcoxidos [Figura 4].
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Figura 4. Esquema da reacédo de carboximetilacdo de unidades de galactose ligadas
(1-»3) [Silva e col., 2004].

Na primeira etapa da reacdo existe um equilibrio entre o hidroéxido de soédio e os
grupos hidroxila do polissacarideo com a formagdo de ions alcéxido que reagem com o

acido monocloroacético numa reagdo Sy2 com a formagao de um éter.

O 4acido monocloroacético pode reagir com o NaOH formando glicolato de s6dio. O
glicolato de sddio pode ainda reagir com outra molécula de glicolato ou com uma molécula

de 4cido monocloroacético formando diglicolato de sodio.

A quantidade de grupos carboximetila formados ¢ indicado pelo grau de substitui¢ao
(GS) (ntimero de grupos carboximetila inseridos na cadeia do polimero por unidade
monomeérica) e a eficiéncia do processo definida como a percentagem de reagente (acido
monocloroacético) que efetivamente reagiu com o polissacarideo. O reagente remanescente
¢ consumido nas reagdes laterais [Bhattacharyya, Singhal e Kulkarni, 1995]. O grau de
substitui¢ao (GS) para derivados carboximetilados pode ser determinado por um numero de
técnicas analiticas, as mais comuns utilizam potenciometria ¢ condutimetria, entretanto o
resultado nao fornece informagdes sobre a distribuicao de substituintes -CH,COONa entre

os grupos hidroxilicos dos polissacarideos [Glinel e col., 2000].
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A sintese da CMC com diferentes GS tem sido reportada na literatura desde 1924,
entretanto o grau de substituicdo € baixo [Ywata e col.1985]. Watanabe ¢ Nakamura [1965]
propuseram um método de preparagdo da CMC com GS =1 usando isopropanol como
solvente. CMC’s com altos graus de substituicdo (1,24 - 2,36) foram sintetizados por
Ywata e col. [1985], usando tetrametiluréia e dimetilsulféxido como solventes.

A diferenca observada na eficiéncia da reacdo de carboximetilagdo da celulose
utilizando-se diferentes solventes foi justificada por Barai, Singhal e Kulkarmi [1997] em
funcdo das caracteristicas de polaridade e estereoquimica apresentada. Os autores
observaram que com a diminui¢do da polaridade, a eficiéncia da reacdo aumenta. O efeito
da temperatura também foi verificado e um pequeno e gradual aumento no grau de
substitui¢do ocorre com o aumento da temperatura (30 a 75°C).

A carboximetilagdo de quitina e quitosana tém sido proposta na producdo de novos
materiais que possam substituir o acido hialurénico. Vérios derivados de quitina foram
comparados, quanto as propriedades fisico-quimicas, ao acido hialurénico (AH) por
Shuichi, Ching e Masahiro [1989]. Quitosana carboximetilada apresenta propriedades mais
diversificadas que outros derivados de quitina preparados para substituir o dacido
hialurdnico. Quitosana e quitina carboximetiladas sdo usadas em cosméticos devido a
elevada capacidade de absorver umidade [Chen e col., 2002]. Graus de substitui¢do de
quitosana e quitina carboximetilada de 0,6-0,86 foram obtidos em estudo comparativo
quanto a capacidade de reten¢ao de agua entre os dois derivados por Chen e col. [2002].

A goma do cajueiro foi carboximetilada em solu¢do alcalina utilizando acido
monocloroacetico (AMC) como agente eterificante [Silva e col., 2004]. O efeito dos
parametros reacionais como concentracdo de base, razao AMC/goma e temperatura foram
investigados em rela¢do ao grau de substitui¢do e rendimento. Os produtos obtidos foram
caracterizados por ressonancia magnética nuclear, cromatografia de permeagdo em gel e
viscosimetria. Amostras de goma carboximetilada com grau de substituicao entre 0,1 e 2,21
foram preparadas. A melhor condicdo de carboximetilagio foi obtida utilizando
concentragdo de base de 5,5 M, razdo AMC/goma de 1:1 e tempo de reacdo de 3 h [Silva e

col., 2004].
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1.2.2. Reacdo de oxidacao

A oxidacdo com periodato de sodio ¢ uma reacdo simples e bastante usada como
ferramenta na elucidacdo estrutural de carboidratos complexos [Perlin e Casu, 1982]. A
oxidacdo de amido com periodato, até pouco tempo, era um dos poucos exemplos no qual a
reacdo era empregada para obter novas propriedades com aplicagdes industriais [Veelaert e
col.,1997a,b]. No entanto, a modificacdo por oxida¢do com periodato tem sido proposta
para outros polissacarideos pullulana [Brunneel e Schacht, 1993], escleroglucana
[Crescenzi, Gamini ¢ Paradossi, 1983; Stokke e col., 1995; Guo ¢ col., 1998; Christensen,
Aasprong e Stokke, 2001] e goma guar [Varma e col, 1997] como materiais
funcionalizados capazes de reagir com quitosana ou ainda serem utilizados para interacao
com metais pesados [Stokke e col., 1995].

Periodato oxida seletivamente as cadeias laterais do polissacarideo. Essa seletividade
¢ possivel se a cadeia principal ndo possui nenhuma hidroxila vicinal. A Figura 5 mostra
diferentes unidades de agucares reagindo com periodato de s6dio. Observa-se que a unica
unidade ndo-oxidada ¢ a B devido as ligagdes glicosidicas na posicdo 1 e 3 ndo permitirem
duas hidroxilas vicinais. Assim, quando na cadeia principal as unidades sao ligadas (1—3)
a oxidacdo com periodato leva a introdug¢do de grupamentos aldeido nas cadeias laterais,

sem degrada¢ao da cadeia principal.

14



(@] o
110, _
A HO O---—- OHC O----—- — > glicerol
OHC
HO o} o}
\\\ \\\
CH,0H CH,OH
(o] (e)
| 4
B HO 0----- HO 0--—--
,O OH /O OH
/ /
// //
CH,OH CH,OH
O (@]
110,
O o o f— HO O----- ——— > eritritol ou treitol
CHO CHO
HO OH
0 N
o -0
o 110 (o)
D . o~ ———  glicerol
CHO CHO
HO OH
------ o] e ®)
(0] 0]
210,
E HO O---—- . S OHC >—o ------ — > glicerol
OHC
HO OH

Figura 5. Seletividade da reacao de periodato de sddio com unidades de agucar substituidos

em diferentes posi¢des. [Aspinall, 1982].

A Figura 6 mostra o mecanismo basico da reagdo de oxidagdo de uma D-glucose de
cadeia lateral [Jackson e Hudson, 1938]. O mecanismo descrito assume que a ligacao dos

carbonos C(2) — C(3) e C(3) — C(4) do anel de glucose pode ser acessada por oxidagdo com
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periodato [Almo e Painter, 1981]. A reagdo ocorre quando a ligagcdo C(3) — C(4) (constante
de velocidade (k;) ou C(2) — C(3) (constante de velocidade k; ) é quebrada na primeira
oxidagdo, originando grupamentos aldeidos nos respectivos carbonos (unidades S e S’).
Esses intermediarios podem existir em solugdo nas formas ciclicas e de hemiacetal [Almo e
Painter, 1981]. Uma segunda oxidagio complementar (k; e k, ) origina novos grupamentos
aldeido, formando a unidade D (duplamente oxidada) com conseqiiente liberacdo de acido

foérmico de C(3).
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Figura 6. Esquema da reagdo seletiva de oxida¢do de uma unidade de glucose da cadeia

lateral [Maeda e col., 2001].

A analise do consumo de periodato possibilita a determinagdo da propor¢ao de
unidades duplamente oxidadas. O controle da estequiometria periodato/polissacarideo pode

produzir materiais com diferentes graus de oxidagao.
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Os grupos aldeido das unidades oxidadas podem reagir com NaBH,4 para formar o
correspondente polidlcool [Schulz e Rapp, 1991] ou com NaClO, para formar
correspondentes policarboxilatos [Crescenzi, Gamini e Paradossi,1983]. O estudo de
derivados aldeidos funcionalizados ¢ interessante devido a sua reatividade com
grupamentos amina de quitosana ou até mesmo de proteinas.

A Figura 7 ilustra a reacdo de oxidagdo de unidades de glucose ligadas (1—3) na

cadeia principal e ramificagdo (1—6) do polissacarideo da escleroglucana.
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Figura 7. Reacdo de oxidacdo de unidades de glucose ligadas (1—3) na cadeia principal e

ramificacdo (1—6) do polissacarideo da escleroglucana. [Maeda e col., 2001].

1.2.3. Reacao de reticulacao

Os polissacarideos em geral sdo soluvéis em dgua ou formam géis fisicos que, na

presenca de excesso de agua, formam solugdes viscosas. Hidrogéis foram definidos por
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Peppas [1986] como sistemas macromoleculares que intumescem em agua ou fluidos
biologicos. Este tipo de sistema polimérico tem sido amplamente investigado e explorado
nos campos biomédicos e industriais [Mitsumata e col., 2003].

Recentemente, Berger e col. [2004 a e b] produziram duas revisdes sobre a preparacao
e aplicagdes de géis de quitosana. Os autores sugeriram uma classificacdo para os hidrogéis
de quitosana em quimicos e fisicos [Berger e col., 2004 a e b].

Os géis quimicos sao formados por ligacdes covalentes irreversiveis formando regides
de reticulacdo. Os agentes reticulantes tais como: glutaraldeido e formaldeido, sdo toxicos e
requerem uma excessiva purificagdo durante a preparacdo dos hidrogéis para eliminar
residuos de agente reticulante que ndo formou ligacdes cruzadas [Berger e col., 2004 b].

Os géis fisicos sdo formados por ligagdes reversiveis, que ocorrem por interacdo com
cations, tais como ions cdalcio e aluminio ou pela formacdo de complexos polieletroliticos
(CPEs) [Berger e col., 2004 a].

A estabilidade mecanica ou resisténcia em diferentes pH’s nem sempre sio
conseguidas para géis fisicos. Por isso, algumas vezes € necessaria a introdugdo de ligacdes
covalentes para fortalecer o gel formado, inicialmente mantido apenas por interagdes
eletrostaticas. Por exemplo, o uso de agentes reticulante pode proporcionar a formagao de
produtos insoluveis e com variadas capacidades de absor¢do de agua.

A reticulagdo consiste na introdu¢do de moléculas de baixa massa molecular,
chamadas de agentes de reticulacdo. A presenca de grupos funcionais -OH, -COOH e -NH,
na estrutura do polissacarideo pode ser utilizada para a formacdo de ligagdes cruzadas
através de reacdes com aldeidos, com moléculas bifuncionais ou ions, os quais permitem a
formagdo de pontes entre duas cadeias do polissacarideo. Dependendo da natureza do
agente de reticulagdo, as principais interacdes na formacdo da cadeia sdo covalentes ou
i0nicas.

Os agentes reticulantes normalmente utilizados para reticulagao do polissacarideo sao
a epicloridrina, glutaraldeido e o formaldeido. As propriedades de polimeros reticulados
dependem principalmente da densidade de reticulagdo e da razdo molar de agente
reticulante para o nimero de unidades repetitivas. A dissolu¢do devido ao alto grau de
intumescimento pode ser evitada por aumento da densidade de reticulacdo e/ou por

mudancga da natureza do reticulante [Mitsumata e col., 2003].
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As reticulagdes por insercao de agentes reticulantes covalentes podem ocorrer de trés
formas diferentes. Reagentes bifuncionais de baixa massa molar formam ligacdes
covalentes entre as cadeias de um mesmo polimero (Fig. 8A). A Figura 8B mostra a
reticulacdo de cadeias de um tipo de polimero com cadeias de outro polimero formando
uma rede polimérica hibrida (HPN, hybrid polymer networks). Quando um polimero nao
reagente ¢ adicionado ao polimero reagente antes da reacao de reticulagdo, existe a
formacao de redes interpenetrantes (IPN, interpenetrating polymer networks, Fig. 8C). A
reticulacdo i0Onica ocorre entre as cadeias de polimeros carregados (positivamente ou
negativamente) pela presencga de ions (Fig. 8D)[Berger e col., 2004 b]

Em cada um dos trés tipos de redes formadas por ligacdes covalentes outros tipos de
interagdes ndo podem ser excluidos. De fato, as pontes de hidrogénio e interagdes

hidrofébicas podem ocorrer com o conseqiiente aumento da densidade de reticulacdo.

Figura 8. Modelos de estruturas de géis formados por reticulagdo: (A) reticulagdo entre as
proprias cadeias (B) HPN; (C) IPN; (D) reticulagdo idnica entre as cadeias do ploimero.
carga positiva da quitosana: +; carga negativa do reticulante i6nico: - ; interacdo idnica:
O ; quitosana: ; polieletrolito adicional: — ; reticulante covalente: &——.
(Berger e col., 2004b)
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Reticulagdo da goma do cajueiro com epicloridrina foi realizada para viabilizar sua
utilizagdo como matriz cromatografica na separagdo de lectinas. O gel reticulado € capaz de
ligar-se a proteinas galactose especifica como frutalina, jacalina e lectinas da semente de
Artocarpus [Lima e col., 2002]. Géis de polissacarideos reticulados tembém tem sido
utilizados como matrizes para remog¢ao de metais pesados [Volesky 1990; Dronnet e col.,
1996]. Outros polissacarideos como dextrana, goma arabica, goma guar foram também
reticulados com epicloridrina e testados com matrizes para separagdo de lectinas [Fugita e

col., 1975; Apukuttan, Surolia e Bachawat, 1977].

Reticulagdo de quitosana com epicloridrina tem sido proposta na preparagdo de
microesferas tanto para aplicagdo em sistemas de liberacdo de farmacos [Gongalves,
Laranjeira e Favere, 2005], como em sistemas de remog¢ao de metais pesados [Ngah, Ghani

e Kamari, 2005]. A Figura 9 mostra a reacao de unidades de quitosana com epicloridrina.
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Figura 9. Reacdo de unidades de glucosaminas da quitosana com epicloridrina em meio

basico [Gongalves, Laranjeira e Favere 2005].

Quitosana foi reticulada com tripolifosfato resultando em particulas com tamanho de
que variavam de 200 nm a 1um, dependendo das condigdes reacionais [Shu e Zhu 2002].
As condigdes reacionais na formagao de dispersdes de quitosana reticulada com K;SO4 foi

investigada por Trindade Neto e colaboradores [2005].
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Quitosana também ¢é reticulada via reacao de Schiff. A reacdo de formagao da base de
Schiff ocorre a partir dos grupamentos amina da quitosana e grupamentos aldeidos de outra

molécula. O mecanismo basico da rea¢do de Schiff ¢ mostrado na Figura 10.
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Figura 10. Mecanismo de formacao da base de Schiff [McMurry, 1988]
Quitosana reage com gluteraldeido via mecanismo de reagdo de Schiff (Figura 11). A
presenga de dois grupamentos aldeidicos permite a formagdo de ligagdes C=N reticulando

as duas cadeias de quitosana (Fig. 11).
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Figura 11. Reacdo de quitosana com glutaraldeido formando a base de Schiff entre as

cadeias da quitosana.
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Uma alternativa proposta para substituicdo de dialdeidos toxicos, como o
glutaraldeido, ¢ a reticulagdo de quitosana com outros polimeros funcionalizados, soluveis
em agua e biocompativeis. Devido a alta massa molar, esses grupos ndo correspondem a
defini¢do exata de reticulantes. Entretanto, como sd3o modificados especialmente para
reacdo com quitosana se enquadram na classificagdo de géis de quitosana a partir da
formacgdo de novas ligagdes covalentes. Alguns biopolimeros funcionalizados que ja foram
testados quanto a reatividade com quitosana sdo: diacrilato de polietilenoglicol [Kim, Lee e
Cho,1995], B-ciclodextrina [Crescenzi, Gamini e Paradossi, 1983] e escleroglucana

[Crescenzi e col., 1995].

1.3. Complexos polieletroliticos

A formacao do complexo requer apenas um polissacarideo (ou polimero) anidnico e
outro catidnico, sem a necessidade de moléculas catalisadoras ou inibidoras. Geralmente as
reagdes ocorrem facilmente em solugdes aquosas, o que ¢ uma grande vantagem sobre as
reacOes de reticulacdo covalente [Berger e col., 2004a].

Quitosana ¢ um dos polissacarideos mais utilizados na formagao de CPEs pois, sendo
um polimero cationico pode interagir com outros polimeros que possuam cargas negativas
(polianions). Os polissacarideos mais utilizados como polimeros anidnicos na formacao de
CPE de quitosana sdo aqueles que contém grupos carboxilico, tais como:
carboximetilcelulose [Argiielles-Monal, Garciga e Peniche-Covas, 1990] alginato [Lee e
Ha, 1997], pectina [Macleod, Collet e Fell, 1999], xantana [Dumitriu ¢ Chornet, 2000] e
goma arabica [Meshali e Gabr, 1993]. No entanto, polimeros contendo grupos sulfato
[Tapia e col.,, 2004] ou fosfato [Mi e col.,1999] também tém sido investigados. Os
complexos polieletroliticos também podem ser formados por derivados anidnicos de
quitosana, tais como, quitosana sulfatada ou carboximetilada [Hamano e col., 1998].

Na complexacdo polieletrolitica, as moléculas que interagem com quitosana sao
polimeros de larga distribuicdo de massa molar [Berger e col.,, 2004a]. Essa interagdo,
baseada predominantemente em interagdes coulombianas, ocorre quando dois
polieletrdlitos de carga oposta sdo misturados em solugdo aquosa. A atragdo eletrostatica

entre os grupos cationicos de um polication, como a quitosana e os grupos anionicos de um
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polianion ¢ a principal interacdo que leva a formagdo do complexo (Fig. 12). Os géis
formados por reticulacdo i6nica nao sao classificados como complexos polieletroliticos.
Neste caso a interagdo entre as cadeias ¢ formada por moléculas i6nicas ou ions de baixa de
massa molar bem definida, ao contrario da complexagdo entre polieletrolitos, nos quais as

partes reagentes sao moléculas de alta massa molar.

@@

NH; NH _
B -OOC -ooc :

@@

Figura 12. Esquema da interagdo entre as cadeias de quitosana (polieletrolito catidnico) e

um polieletrolito anionico.

Como observado em hidrogéis reticulados, as propriedades dos complexos
polieletroliticos sdo principalmente determinadas pelo grau de complexacdo entre
polimeros. Esta tltima depende essencialmente da densidade de carga global e determina a
proporg¢ao relativa dos polieletrolitos no CPE. Os complexos podem ser obtidos em razdes
estequiométricas de cargas ou nao.

O acompanhamento da formacdo dos complexos tem mostrado que complexos nao-
estequiométricos podem existir em solucdo nos casos onde os polieletrolitos diferem
largamente em massa molar [Kabanov e Zeszin, 1984; Dragan e Cristea, 2001; Mende,
Petzold e Buchhamme, 2002]. Outros fatores que tendem a produzir interagdes nao
estequiométricas incluem uma pequena diferenca na densidade de carga [Kotz e col., 1986]

e estruturas ramificadas [Kotz e col., 1992; Moller e Nordmeier 2002].
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CPE sao caracterizados por regides hidrofilicas com alto teor de dgua e densidade de
carga. As interacdes entre as cadeias sao afetadas pelo pH (Fig. 12), sais dissolvidos e forca
i6nica do meio, com diferentes intensidades dependendo das propriedades do polidnion.

Para formar um complexo polieletrolitico, os dois polimeros devem estar ionizados e
possuirem cargas opostas. Conseqiientemente, para que a ionizacdo ocorra em grande
extensao o pH do meio deve estar proximo do intervalo de pK, dos dois polimeros. Durante
a complexacdo pode ocorrer coacervacao ou a formagdo de um hidrogel menos compacto.
Quando a interagdo i6nica ¢ muito forte, a precipitagdo pode ocorrer, o que ¢ bastante
comum. A Tabela 2 mostra alguns complexos formados de quitosana com polissacarideos,

onde o processo de precipitacdo ocorre.

Tabela 2. Polieletrélitos que formam complexos com quitosana.

Classe Polieletrolitos Grupo éacido Referéncia
Polissacarideos Goma Aréabica -COO Meshali e Gabr, 1993
k-Carragenana -OSO5 Sakiyama e col., 1999
Carboximetilcelulose -COO Long e VanLuyen 1996
Sulfato de dextrana -0OSO5” Sakiyama e col., 1999
Denuziere, Ferier e Domard,
Acido hialurénico -COO 1996;
Leeecol.,2003aeb
Proteinas Colageno -COO° Taravel e Domard, 1996
o-keratose -COO Park, 1996
Polimero sintético Acido Poliacrilico -COO Wang e col., 1997

A Figura 13 mostra uma representagdo esquematica da variacdo da quantidade de
cargas com o pH para a quitosana em presenca de um polieletrélito anionico. Observa-se
que com o aumento do pH, um maior nimero de cargas ¢ observado devido a
desprotonacdo de grupamentos idnicos do polieletrolito anidnico. Um menor niimero de
sitios de interagdo entre grupamentos anidnicos e cationicos ¢ observado, tanto em meio
muito basico como em meio bastante acido. Assim, dependendo da estabilidade do
polimero ani6nico em meio acido pode ocorrer dissolucdo do complexo devido a alta

solubilidade de quitosana em meio acido.
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Meio Basico

pH diminui
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neutralidade
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Figura 13. Estrutura e intumescimento sensivel ao pH do meio de um complexo contendo

quitosana; carga negativa do outro polieletrolito, -; carga positiva da quitosana, +,
interacdo idnica, O ; quitosana; — ; polieletrdlito adicional, — . Fonte: Berger e col.,
2004a.

Complexos polieletroliticos podem ser reforcados pela adi¢do de agentes reticulantes
de quitosana. Esta metodologia leva a formacdo de uma rede semi-interpenetrada (semi-
IPN, Fig 8) [Berger e col., 2004b] como foi observado para complexos de quitosana/sulfato
de condroidina [Shahabeddin e col., 1991], coldgeno [Zhang e col.,1997] e &cido
poliacrilico [Wang e col.,, 1997]. No entanto, esse procedimento pode diminuir a

biocompatibilidade [Berger e¢ col., 2004b]. CPE’s também podem ser reforcados pela
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adicdo de ions induzindo a formagdo de reticulagdo iénica. Ca*” pode ser adicionado ao
alginato [Daly e Knorr 1988] ou pectina [Munjeri, Collet e Fell 1997] ¢ AI’" a
carboximetilcelulose (CMC) [Long e VanLuyen 1996].

E possivel modular as propriedades de CPE controlando a reacdo de complexacio
[Takahashi e col., 1990]. Um dos fatores que pode ser controlado ¢ a ordem da mistura
[Fukuda e Kikuchi, 1978]. Além disso, outros fatores secundarios t€m sido considerados,
como a massa molar, grau de acetilacdo da quitosana [Becheran-Marén, Peniche e
Arguelles-Monal, 2004; Rusu-Balaita, Desbri¢res e Rinaudo 2003], grau de substituicao do
outro polieletrélito [Becheran-Maron, Peniche e Arguelles-Monal, 2004], for¢a i6nica do
meio de sintese do complexo [Torre e Torrado, 2003]. Devido a influéncia de muitos
fatores na formag¢do do complexo € necessario que a preparacdo seja realizada em
condi¢cdes reprodutiveis. Por isso, ¢ interessante acompanhar o processo de complexacao,
durante o qual a solubilidade e viscosidade do polimero podem ser afetadas, além da
condutividade, turbidez da solu¢cdo do polimero e pH do sobrenadante. Esses fatores
possibilitam acompanhar a formagao do CPE por turbidimetria [Lee ¢ Ha, 1997]; reologia
[Meshali e Gabr, 1993; Tapia e col., 2004]; potenciometria [Becheran -Marén e Peniche e
Arguelles-Monal, 2004]; condutimetria [Argilielles-Monal e col., 2000; Rusu-Balaita,
Desbricres e Rinaudo, 2003] e gravimetria [Acar ¢ Tulun, 2001; Chavasit e Torres, 1990;
Huglin, Webster ¢ Robb, 1996].

Complexos polieletroliticos entre carboximetilcelulose e quitosana mostram que a
razdo estequiométrica depende do pH do meio [Arguélles-Monal, Garciga e Peniche—
Covas, 1990]. Valores de pH menores que 3,6 formam complexos ricos em polidcidos,
enquanto em pH = 4,8 complexos com excesso de quitosana sdo obtidos. Membranas
formadas por estes complexos absorvem agua intumescendo até um valor méximo e depois
ocorre uma dessor¢do até o equilibrio ser atingido [Becheran-Maron, Peniche e Arguelles-
Monal 2004]. O valor maximo de absor¢ao de agua depende do pH do meio no qual o
complexo foi formado. Maiores valores de intumescimento sao observados para complexos
formados em pH = 5,8 do que em pH = 4,0 [Becherdn-Méron, Peniche e Arguelles-Monal,
2004]

Denuziere, Ferier ¢ Domard [1996] mostram que CPEs com forte interagdo

eletrostatica podem ser formados entre quitosana totalmente desacetilada e polissacarideos
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como acido hialurénico e sulfato de condroitina. Estes complexos sao formados com uma
razao entre numero de grupos glucosaminas e grupos idnicos igual a 1, utilizando a
titulagdo condutométrica e potenciométrica em presenca de NaCl. CPEs formados entre
quitosana e sulfato de condroitina na forma acida mostram razdo de cargas igual a 0,75, o
que corresponde a uma situacio em que todos os grupos NH;' foram utilizados na
formagdo do CEP, enquanto os grupos ionicos do sulfato de condroitina ( -OSO3™ e COQO")
participaram parcialmente da formagdo do complexos [ Arguelles-Monal e col., 2000].
Lee e Ha (1997) estudaram a influéncia de quitosana com diferentes caracteristicas
(grau de desacetilagdo, pH da solug@o) na estequiometria dos complexos com alginato, em
presenca de NaCl 0,01 M. Complexos com menor teor de alginato foram obtidos a medida
que o grau de acetilagdo da quitosana aumentava. O teor de alginato no complexo era
menor quanto maior era o pH da solugao.
Becheran-Mar6n, Peniche e Arguelles-Monal [2004] estudaram o efeito da
composi¢ao de amostras de alginatos na formagdo dos complexos de quitosana/alginato.
Razao ndo estequiométrica de cargas obtida, independente da composicao do alginato, bem

como da massa molar da quitosana [Becherdn-Mdron, Peniche e Arguelles-Monal., 2004].

Rusu-Balaita, Desbriéres e Rinaudo [2003] utilizaram a condutimetria como método
para controle da formagdo dos complexos de quitosana ¢ acido hialurdnico. Analises das
curvas condutométricas permitiram determinar o grau de complexagdo, o qual ¢
independente da razdo estequiométrica dos polieletrélitos presentes, quando quitosana na
forma de hidrocloreto ¢ adicionada a solu¢do de acido hialurénico. Valores menores de
grau de complexagdo foram observados quando o 4cido era adicionado a quitosana
independentemente da razao entre [4cido]/[quitosana]. Os autores sugerem que isto se deve
ao excesso de HCI presente no meio, o que diminui a precisdo da andlise condutométrica.
Estes complexos também foram investigados em relagdo a estabilidade. Verificou-se que
em meio basico o complexo ¢ bastante estdvel, mas em meio acido existe dissociagdo,
devido aos grupos i6nicos do acido hialurdonico nao estarem mais ionizados e por sua vez a
quitosana estar completamente ionizada. A desestabilizacdo do complexo também ¢

observada em excesso de NaCl [Rusu-Balaita, Desbriéres e Rinaudo, 2003].
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Complexos polieletroliticos de quitosana com polissacarideos sdo biodegradaveis e
biocompativeis e 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, € também na preparagdo
de matrizes utilizadas em sistemas de liberacdo controlada de farmacos. Como CPEs sdo
formados por interagdes i0nicas, suas propriedades fisico-quimicas sdao sensiveis a variagao

de pH, temperatura e campo elétrico.

CPE formado por quitosana/dcido hialuronico 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
possibilitaria sua utilizacdo em sensores [Kim e col., 2003a]

CPE’s de quitosana com carragenana, carboximetilcelulose mostram diferentes graus

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

1.4. Sistemas de liberacéo controlada de farmacos

Novas formula¢des de medicamentos incluindo sistemas de liberagdo controlada de
farmacos tém despertado grande interesse devido ao baixo custo requerido para introdugao
de novos sistemas de liberagdo controlada (LC) (20 a 30 milhdes de ddlares e 3-4 anos)
comparado a introdu¢do de uma nova formulagdo quimica (aproximadamente 500 milhdes
de dolares e 10-12 anos, respectivamente) [ Verma, Krishna e Garg, 2002]. Na forma de LC,
um farmaco ja existente pode ter uma “nova vida”, conseqiientemente aumentando o seu

valor de mercado, competitividade e com producao de novas patentes.

Os sistemas de liberagdo controlada oferecem diversas vantagens sobre as
formulagdes convencionais que liberam todo o agente ativo num curto periodo de tempo.
Uma das vantagens ¢ a manutengdo de concentra¢ao desejavel do medicamento no sitio de
absorcao, permitindo niveis constantes de concentra¢do no plasma. A manutencao de niveis
aproximadamente constantes de liberagdo implica em uma maior eficiéncia na utilizacdo do
agente, ou seja, este método usualmente requer teor do farmaco consideravelmente menor
para produzir o mesmo efeito que sistemas convencionais. Outro beneficio € que essa

tecnologia possibilita a aplicagdo do agente ativo diretamente no sitio de acdo. E,
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finalmente, a outra vantagem ¢ que esses produtos diminuem a freqiiéncia de administracao
do medicamento, o que ¢ muito conveniente no tratamento de condi¢des cronicas [Verma,

Krishna e Garg 2002; Jacobs e Manson 1993].

Varios modelos teodricos e cinéticos descrevem o mecanismo de liberagdo imediata ou
de liberacdo modificada. Varios desses modelos descrevem o mecanismo de liberagdo de

farmacos em fun¢do do tempo em relacao a quantidade de farmaco dissolvido.

Um grande niimero de opg¢des ¢ avaliado para controlar ou modular a liberacdo de
uma forma de dosagem. A maioria da liberagdo controlada por via oral estd dentro de trés
categorias: matriz, reservatorio ou sistema osmotico. No sistema matriz, o farmaco ¢
embebido em uma matriz polimérica e a liberagdo ocorre por particdo do famaco dentro da
matriz € no meio. Em contraste, o sistema de reservatorio tem um centro recoberto por uma
fina membrana controladora de liberacdo. Sistemas osmoticos utilizam os principios de
pressdo osmotica para liberagdo do farmaco. A liberagdo do farmaco a partir desses
sistemas ¢ independente do pH e de outros parametros fisiologicos e ¢ possivel modular as
caracteristicas de liberagdo por otimizagao das propriedades do farmaco e do sistema

[Verma, Krishna e Garg e col., 2002].

O mecanismo pelo qual um medicamento pode ser liberado no organismo pode ser
classificado como: difusdo, erosdo e expansdo [Verma, Krishna e Garg 2002; Jacobs e
Manson,1993]. Sistema de liberagao por difusdo € o mais comum e permite o medicamento
difundir através de uma membrana ou matriz para o organismo.

Dois tipos de sistemas controlados por difusdo tém sido desenvolvidos. O primeiro ¢
um reservatoério no qual o agente ativo forma um nucleo cercado por uma barreira
difusional inerte. A taxa de liberagdo nesses sistemas ¢ 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
¢ disperso uniformemente na matriz polimérica. O perfil de liberacdo ¢ controlado pela
carga do agente, pela natureza dos componentes e pela geometria do sistema.

Em um sistema controlado por um mecanismo de erosdo o farmaco ¢ geralmente
imobilizada em um polimero e liberada a medida que este ¢ consumido no organismo

[Jacobs e Manson, 1993]. No controle por expansao, o farmaco ¢ inicialmente incapaz de
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difundir através de um material polimérico no qual se encontra armazenada. Porém, a
medida que o polimero, sob condigdes especificas, se expande em contato com o meio

bioldgico, o farmaco permeia por este e ¢ liberada.

O mecanismo de liberacdo do farmaco em funcdo do tempo e a quantidade de
farmaco dissolvida sdo representados por varios modelos. Alguns desses modelos sdo:
Modelo de Higuchi [1961, 1963], cinética de ordem zero [Varelas, Dixon e Steiner, 1995],
cinética de primeira ordem [Gibaldi e Feldman,1967; Wagner, 1969] e Korsmeyer-Peppas
[Korsmeyer e col. 1983 ] e Ritgers e Peppas [Ritgers e Peppas 1987].

A cinética de liberacdo de ordem zero é comum em sistemas osmoticos. Para a
dosagem farmacéutica que segue este perfil de liberacao, a mesma quantidade de farmaco
por unidade de tempo ¢ liberada, este ¢ um método ideal para uma prolongada acdo

farmacolodgica.

A aplicagdo de cinética de primeira ordem para explicar a liberacdo foi realizada

primeiramente por Gibaldi e Feldman (1967) e depois por Wagner (1969).
A seguinte equagdo descreve esse modelo:
In M= In M, — ki.t )

onde ki = constante de velocidade de liberagdo, My = quantidade de farmaco total na
matriz, M; = quantidade de farmaco no tempo t.

O grafico de In (quantidade de farmaco liberada) em funcdo do tempo ¢ uma reta.

Dosagens farmacéuticas contendo farmacos soluveis em matrizes porosas seguem esse

perfil de dissolucao.

No modelo de Korsmeyer e Peppas [1983] a difusdo ¢ o principal mecanismo. A
equagao mais geral das consideragdes desses autores envolve também o comportamento

andmalo de difusdo do farmaco através da matriz:
M/M,, =k.t" (3)

Nesta equacdo My/M,, denota a fragdo de farmaco liberada, t € o tempo de liberagdo e
k representa uma constante caracteristica do sistema. O coeficiente difusional (n) é um
indicativo do mecanismo de liberagdo. Peppas (1985) usou o valor de n para caracterizar os

diferentes mecanismos de liberagdo, concluindo que n depende da geometria do sistema de
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liberagdo. A equagdo ¢ valida até 60% de farmaco liberada. Esse ¢ um modelo usado para
analisar a liberacdo de dosagens farmacéuticas quando mais de um tipo de fenomeno de
liberacdo estdo envolvidos. Peppas (1985) concluiu que para determinados valores de n a
transferéncia de massa em sistemas de liberagdo pode seguir a difusdo de Fickiano
(Transporte tipo I), transporte tipo II e ndo-Fickiana ou anémala.

A primeira lei de Fick estabelece que o fluxo de particulas ¢ diretamente proporcional
ao gradiente de concentracdo. Aplicando a lei de Fick para os sistemas de liberacao

controlada podemos descrevé-la como:
dQ/dt=DCq/h (4)

Onde Q ¢ a quantidade de farmaco liberada no tempo t, D € o coeficiente de difusao e
C; ¢ a solubilidade do fAirmaco na matriz, h ¢ a distancia percorrida.

Um mecanismo Fickiano (Transporte tipo I) ocorre quando a velocidade de difusdo ¢é
muito menor que o de relaxagdo das cadeias. Sistemas de Transporte tipo II (transporte
controlado por relaxagdo) ocorre quando a difusdo ¢ mais rapida que o processo de
relaxacdo. Sistemas nao Fickianos sdo descritos como aqueles em que ocorre tanto o caso |
como o II, ou seja, a velocidade de difusdo e relaxacao ¢ comparavel.

Sistemas de liberagdo controlada tém sido desenvolvidos para varias classes de
farmacos [Sinha e col., 2004]. Alguns farmacos sao utilizados apenas como modelo para
avaliar a capacidade de liberacdo de determinadas matrizes, outras sdo testadas com
objetivo de aplicd-las em regides especificas do corpo. Farmacos tipo antiinflamatorios e
antibioticos tém sido bastante testados devido a problemas de irritagdo gastrointestinal
durante a administragdo via oral. Algumas desses farmacos sdo: indometacina [Shiraishi,
Imai e Otagiri 1993], diclofenaco de sddio [Gonzalez-Rodriguez e col., 2002; Acikgoz e
col., 1995], ketoprofeno [Genta, Perugini e Pavanetto, 1998], ibuprofeno [Bodmeir,Chen e
Paeratakul, 1989] dexametasona [Genta e col., 1995], amoxilina [Portero e col., 2002],
tetraciclina [Hejazi e Amiji 2003].

Diclofenaco de potassio (DCK) e diclofenaco de soédio (DCS) sdo anti-inflamatorios
ndo-esteroides com atividade analgésica e antipirética. Diclofenaco de sddio ¢ usado no

tratamento de doencas degenerativas como artrite ¢ osteoporose. DCS ¢é rapidamente
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absorvido pelo fluido intestinal, a concentragdo maxima no sangue ¢ alcan¢ada dentro de 30
min, sendo metabolizada principalmente por hidroxilagdo hepatica e subseqiiente
conjugacdo. Para diminuir a irritagdo gastrointestinal, o que ¢ um problema comum
decorrente do uso de antiinflamatorios e ndo-esterdides, ¢ necessario a preparagdo de
formulagdes que impecam a liberagdo destas substidncias no estomago. Os beneficios da
administracdo de dosagem controlada de diclofenaco foram demonstrados por Fowler
(1983).

DCS e DCK sao derivados do acido fenilacético e apresentam pKa igual a 4,0.
Conseqiientemente, sua solubilidade depende do pH do meio. Ambos s3o pouco soluveis
em meio acido, no entanto sdo dissolvidos em condigdes gastrointestinais onde o pH ¢
maior que 6,5 [Palomo, Ballesteros e Frutos, 1997]. A estrutura do diclofenaco de sodio,
(2,6-dicloroanilina fenilacético) acido monosddico (Fig. 14), apresenta um grupamento
amino secundario, dois atomos de cloro na posi¢do orto no anel fenilico. A dose letal em
ratos ¢ 150 mg/kg [Mi , Sung e Shyu, 2000]. Devido a sua curta meia-vida e seus efeitos
colaterais, esse farmaco ¢ uma boa candidata a aplicacdo em sistemas de liberagao

controlada.

NH,
+
Na O

Cl

Figura 14. Férmula estrutural do diclofenaco de sédio.

A pilocarpina é um alcaldide extraido das folhas da planta Jaborandi (P.
mycrophyllus). Pertence a um pequeno grupo de alcaldides, contendo amidazol em sua
estrutura (Figura 15). Diferentes sais sdo produzidos com pilocarpina, tais como: sulfato,

cloridrato e nitrato. A pilocarpina ¢ usada na formulacdo de gotas oculares para o
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tratamento do glaucoma e também em exames clinicos. Existe também indicacdo em uso
veterinario. Cloridrato de pilocarpina ¢ um cristal branco, higroscopico, soluvel em agua e
alcool, insoluvel em cloroférmio e éter. O cloridrato de pilocarpina ¢ um agente anti-

glaucoma, colinérgico (oftalmico).

Figura 15. Férmula estrutural da pilocarpina.

Polimeros naturais sdo bons candidatos a aplicacdo biomédica em virtude da menor
possibilidade de rejeicdo pelo organismo. Os polissacarideos e seus derivados sdo
compostos que tém sido largamente investigados nos ultimos anos na liberacao controlada
de medicamentos devido a biocompatibilidade e biodegradabilidade destes materiais.
Dentre as matrizes para este tipo de aplica¢do, a que tem demonstrado maior nimero de
pesquisas sdo as formadas por complexos polieletroliticos de quitosana e polissacarideos
como alginato, goma arabica, acido hialurénico, carragenana, entre outros [Berger e col.,
2004a]. Estes complexos sdo sensiveis a variagdo de pH e por isto tém encontrado
aplicacdes como sensores € na liberagdo controlada de medicamentos em determinados
orgaos do corpo humano devido a variagdo de pH existente no organismo.

A liberagdo controlada de farmaco tem sido testada in vitro com alguns CPE e
apresentam grande potencial para implantacdo de novos sistemas de liberacdo [Berger e
col., 2004]. Alguns desses complexos sdo alginato-quitosana [Lee e Ha, 1997], quitosana-
carragenana [Tapia e col.,, 2004], quitosana-pectina [Macleod, Collet e Fell, 1999];
quitosana-goma arabica [Meshali e Gabr, 1993] e quitosana-acido hialurénico [Lim 2002]
os quais apresentaram melhores resultados na liberacao controlada que géis somente a base
de quitosana. A Figura 16 mostra as estruturas dos polissacarideos lineares que tém sido

utilizados na preparagao de complexos polieletroliticos de quitosana.
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Matrizes de alginato e quitosana tém sido bastante estudadas em sistemas de liberagdo
controlada, e uma grande vantagem destes sistemas ¢ que o alginato forma gel facilmente
em presenca de Ca”", produzindo materiais estiveis. Esses sistemas estdo sendo propostos
na liberacdo de cloridrato de tramadol [Acosta e col., 2003], através das quais a liberagdo
mostrou-se dependente do pH do meio, diltiazen [Tapia e col., 2002] e Metoclopramida
[Hasan e col., 2003]. O mecanismo de liberagdo observado nesses sistemas foi de

transporte andmalo de farmaco e uma cinética de liberacdo, em geral, de primeira ordem.
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Figura 16. Estruturas de polissacarideos anidnicos que sdo usados na preparagdo de complexos
polieletroliticos de quitosana: (A) Alginato; (B) Acido Hialurdnico; (C) Carboximetilcelulose; (D)
Carragenana.

A Tabela 3 relaciona alguns CPE de quitosana com polissacarideos anionicos

utilizados em sistemas de liberagao controlada.
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Tabela 3. Complexos polieletroliticos de quitosana e polissacarideos anidnicos aplicados na

Liberagao controlada de farmacos

Polissacarideo Substancia utilizada na
Referéncia
liberacao controlada
Goma arabica Cloropramazina Meshali e Gabr (1993)
Acido . .
' ' Gentamicina Lim e col.(2000 e 2002)
Hialurénico
Paracetamol Chatchawaslsaisin, Podezeck e Newton (2004).
Proteinas Chen ¢ col.(2004)

Pandley e Khuller (2004)
Tapia e col. (2002)
Zhang e col. (2004)
Diaz-Rojas e col. (2004).

Féarmacos para a tuberculose
Diltiazen
Albumina Bovina

Alginato Oleo de figado de bacalhau
Hasan e col. (2003)

Metoclopramida
Ketoprofen Tan e col. (2003)
Micarpidina Takka e Acartuk (1999)

Diclofenaco de s6dio Gonzales-Rodrigues e col. (2002)

Mi F-L , Sung e Shye(2002)

Idometacin
Diltiazen Tapia e col (2002)
Carragenana
Teofilina Tomida, Nakamura e Kiryu (1994)
Gelana Proteinas Ohkawa, Kitagawa e Yamanoto (2004)
Cloropramazina Meshali e Gabr (1993)
_ Oleo de figado de bacalhau Diaz-Rojas e col. (2004).
Pectina
Paracetamol Hiorth, Tho e Sande (2003)
Albumina Kim e col. (2003a)
Insulina Kofuji e col.(2003)
Sulfato de
o Predinisolone Kofuji e col.(2002)
condroidina
Paracetamol Kofuji e col. (2000)
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Microesferas de quitosana reacetilada contendo S5-fluorouracila (5-FU), “tegafur”
(FT), doxifluridina (DFUR) foram testadas em sistema de liberacdo controlada, sendo
observado que a incorporagao do farmaco fica em torno de 4-22% m/m. O estudo in vivo de
liberagdo de DFUR mostrou liberagao inicial rapida, a qual parece ser suprimida pela
reacetilacdo da quitosana. No entanto o sistema ndo pareceu vidvel para liberagao
controlada [Sinha e col., 2004].

Portero e col. (2002) também descreveram o procedimento de preparacdo de esferas
de quitosana reacetiladas para liberag@o controlada de amoxilina e metaimidazol. As esferas
mostraram capacidade de intumescer e geleificar em meio acido, resultando em prolongada

liberagao de antibioticos.
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1. Objetivos
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11.1. Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi a sintese e caracterizacdo de géis de goma do
cajueiro/quitosana e goma do cajueiro modificada/quitosana com interesse no estudo desses

sistemas na liberagao controlada de farmacos.

11.2. Objetivos especificos

Sintetizar hidrogéis de goma do cajueiro/quitosana via reacetilacdo da quitosana com

anidrido acético.

Sintetizar hidrogéis de goma do cajueiro carboximetilada com quitosana por formagao

de complexo polieletrolitico.

Sintetizar e caracterizar derivados aldeido funcionalizado da goma do cajueiro e

utilizar este derivado na formagao de hidrogéis via reagdo de Schiff com a quitosana.

Realizar um estudo preliminar da potencialidade destes hidrogéis na liberagao

controlada de farmacos.
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I11. Metodologia
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I11.1. Materiais

A quitosana utilizada no desenvolvimento do trabalho foi cedida pela Polymar, a
amostra foi obtida pela desacetilagdo da quitina extraida de cascas de camardo. A goma
exsudada do cajueiro foi doada pela cooperativa COOPAN (Cooperativa de Producao
Agropecuaria Nova Santa Rita), Beberibe, Ceara em 2000.

Cloridrato de pilocarpina (da Merck), diclofenaco de potassio foi cedido pela Far-
Maguinhos (Fundagdo Oswaldo Cruz), diclofenaco de so6dio, cedido pela Ethical

cosméticos, ¢ outros reagentes de pureza analitica foram usados sem purifica¢ao prévia.

111.2. Caracterizagdo da quitosana e goma do cajueiro

A massa molar viscosimétrica (M,) da quitosana foi obtida segundo o método descrito
por Maghami e Roberts (1988). A viscosidade intrinseca foi determinada em viscosimetro
de Cannon-Fensk, utilizando como solvente o tampao CH3;COOH 0,1M-NaCl 0,2M [Trived
e col. 1986]. O grau de acetilagdo da quitosana foi determinado por potenciometria e
ressonancia magnética nuclear (RMN 'H).

A goma do cajueiro foi purificada seguindo método descrito por Rodrigues, Paula e
Costa [1993]. A massa molar ponderal média (My,) do polissacarideo de exsudato da goma
do cajueiro foi obtida a partir das curvas de cromatografia de permeag¢dao em gel (GPC)

utilizando NaNO; 0,1 M como solvente.

111.3. Reacéo de carboximetilagcdo da goma do cajueiro

A reagao de carboximetilacdo foi realizada baseando-se no método de Silva e col.
(2004). A reagdo da goma do cajueiro com acido monocloracético (AMC) foi realizada em
meio alcalino utilizando NaOH 5 M como base. A mistura foi mantida sob agitacao por 3h
a 55 ° C. Ao final a solucao foi neutralizada com HCI, dialisada contra dgua destilada até
observagao de condutividade igual a da agua (aproximadamente 5 dias) e entdo liofilizada.

As razdes molares de goma/AMC/NaOH utilizadas foram de 1:2:4 e 1:3:1. Os produtos
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obtidos da reacdo de carboximetilagdo serdo citados durante o texto como GCM1 e GCM2
respectivamente para os produtos obtidos nas condigdes descritas anteriormente. Os
produtos foram caracterizados quanto a massa molar (My,) e grau de substitui¢ao (GS).

O grau de substituicdo (GS) foi determinado por titulagdo potenciométrica. Para
titulagdo os produtos carboximetilados foram eluidos em coluna de troca id6nica Amberlit
IR-120H" para deixa-los na forma acida. As solugdes de GCM (50 mg/mL) na forma 4cida
foram tituladas com NaOH 0,0091M. O grau de substitui¢do foi calculado como a razdo

molar dos grupos acidos por unidade monossacaridica, como segue:

GS,ps= mol de grupos —CH,COOH/mol unidades monossacaridicas ®))

A massa molar da galactose (180 g/mol), como maior componente da goma do
cajueiro (GC) foi usada para calcular o nimero de moles de unidades glicosidicas. O
primeiro valor do GS foi calculado. O GS . foi entdo recalculado considerando a massa
molar das unidades monossacaridicas, acrescidas de 58 g/mol (massa molar de CH,COOH)

para cada GS acrescido de 1 unidade.

111.4. Reacdo de oxidacdo da goma do cajueiro (preparacdo de dialdeidos da goma do
cajueiro)

A reacdo de oxidagdo parcial da goma do cajueiro foi realizada por modificagcdo do
método descrito por Stokke e col. [1995] e Guo, Elsaecter e Stokke [1998] para
escleroglucana.

A Tabela 4 mostra as condigdes reacionais utilizadas na oxidagdo da goma do cajueiro
(GC). Goma do cajueiro (1g) foi suspensa em agua e deixada sob agitagdo por 2 h, apos
completa dissolucdo, alcool n-propilico foi adicionado ¢ NalO4 0,5M foi adicionado para
obtencdo de diferentes razdes molares polissacarideo/periodato de sodio. A mistura
reacional foi deixada por 26 h a temperatura ambiente e em seguida dialisada contra dgua

destilada até auséncia de alcool n-propilico e entdo liofilizada.
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Tabela 4. Condigoes reacionais de oxidac¢ao da goma do cajueiro com metaperiodato de

sodio.
Produto* Massa V de 4gua Moles de Tempo de V de élcool Referéncia
de goma adicionado NalO,4 reacdo (h) n-proprilico
(g) (mL) adicionado (mL)
GCOX1 1,0 250 0,05 x 107 26 28,0 Stokke e col.
1995
GCOX2 1,0 250 0,09 x 107 26 28,0 Guo, Elsaetere
Stokke, 1998
GCOX3 1,0 250 0,15x 107 26 28,0 Guo, Elsaetere
Stokke, 1998
GCOX4 2,0 50 0,5x 107 24 6,0 Guo, Elsaetere
Stokke, 1998
GCOX5 2,0 50 1,0x 107 24 6,0 Guo, Elsaetere
Stokke, 1998
GCOX6 2,0 50 1,5x 102 24 6,0 Guo, Elsaetere

Stokke, 1998

* Os produtos da oxidag@o sdo designados durante o texto como GCOX —goma do cajueiro

oxidada.

111.4.1. Determinacgéo da percentagem de oxidagao

A concentracdo de acido formico formado durante a reacdo de oxidacao foi

determinada por titulacdo 4cido-base com NaOH- 0,0091 moles/L e 0,094 moles/L, para as

reacdes de 1-4 e de 5-6, respectivamente.

A percentagem de unidades oxidadas foi

calculada considerando que cada mol de acido férmico formado corresponde a uma unidade

duplamente oxidada, e o nimero de moles de NaOH gastos corresponde ao nimero de

moles de acido formico.
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111.4.2. Reducdo com NaBH,

O produto da reagdo de oxidagdo 6 (GCOX6) foi reduzido com borohidreto de sodio
(NaBH,) para posterior analise por RMN. A uma solugdo 5% de GCOX6 foi adicionado
NaBH4 na razdo molar de 1:2,4 e deixado sob agitacdo durante a noite, em seguida, a
solugdo foi neutralizada com acido acético até pH 6 e entdo dialisado contra dgua destilada
por 3 dias trocando a agua de dialise a cada 3 h. O produto dissolvido em D,0 em solugao

1% foi analisado por RMN 'H e °C Broad Band.

I11.5. Preparacdo de complexos polieletroliticos (CPE’s) de quitosana/goma do

cajueiro carboximetilada

111.5.1. Acompanhamento da formacao do complexo polieletrolitico em soluc@es diluidas

por titulacdo potenciométrica e condutimétrica

A formacdo do complexo goma do cajueiro carboximetilada e quitosana (QT/(GCM))
foi acompanhada pela variacdo de pH ou condutividade quando a quitosana era adicionada
a solugdo de goma do cajueiro carboximetilada (GCM) e vice-versa.

Nas titulagdes de GCM com quitosana a concentragao das solucdes de ambos foi 6,2 x
10 mol/L (1,12 g/L). No caso das titulagdes de quitosana com GCM as concentragdes
foram 1x10™* mol/L (1,3 x 10™ gll)elx 10 mol/L (1,3 g/L) respectivamente. O nlimero
de moles para ambos foi calculado considerando a unidade glicosidica como 180 g/mol.

A quitosana foi utilizada na forma de cloridrato, preparado por dissolu¢ao de
quitosana em uma quantidade estequiométrica de HCI 0,1M, ou seja, o nimero de moles de
HCI necessérios para a formacao do sal NH;" CI” sem excesso de HCI. A concentragdo de
grupos NH; foi previamente calculada (grau de desacetilagdo) por titulagdo potenciométrica
com NaOH 0,094 M. Foram utilizados produtos carboximetilados com diferentes graus de

substitui¢do para verificar o efeito do grau de substituicdo na formacao do complexo.
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111.5.2 Sintese de Complexos Polieletroliticos no estado sélido (CPE)

Serie 1

Solugdes de quitosana (QT) de concentragao variando de 0,4 a 2,4% em acido acético
1% foram misturadas a solu¢des de goma do cajueiro carboximetilada (GCM1), dissolvidas
em agua com concentragdes variando de 0,8 a 3,6%, na razdo de 50:50% v/v, sob agitacao.
A Tabela 5 mostra as razdes utilizadas para cada mistura. Os nimeros X e Y nas amostras
CPE X:Y referem-se a relagdo de massa entre QT ¢ GCM.

As misturas foram deixadas em repouso por 12 h, a temperatura ambiente, e depois
centrifugadas a 6000 rpm por 35 min.

Os precipitados (complexos polieletrolitos) separados por centrifugagdo foram
lavados com agua destilada e secos com acetona e ar quente.

Série 2

A sintese de complexos com GCM?2 foi realizada seguindo o mesmo procedimento de
preparacdao do CPE (série 1), mas com solugdes de quitosana com concentracdo entre 0,4 a
3,2% e solugdes de goma do cajueiro carboximetilado de 0,8 a 3,6% (Tabela 5) e

utilizando-se secagem por liofilizacao.

Tabela 5. Condi¢des utilizadas na preparagao dos complexos polieletrolitos CPE séries 1 e
2.

Amostras *Massa de *Massa de [QTI:I[GCM1] [QT]:[GCM2]

QT (9) GCM (g) Série 1 Série 2
CPE10:90 0,02 0,18 0,11 0,11
CPE 20:80 0,04 0,16 - 0,25
CPE 25:75 0,05 0,15 0,33 0,33
CPE 30:70 0,06 0,14 0,43 0,43
CPE 40:60 0,08 0,12 0,70 0,70
CPE 50:50 0,10 0,10 1,0 1,0
CPE 60:40 0,12 0,08 1,51 1,51
CPE 70:30 0,14 0,06 - 2,33
CPE 80:20 0,16 0,04 - 4,00

*Dissolvidas em 5 mL de solvente, agua e acido acético 1% para GCM e QT,
respectivamente.
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O acompanhamento da formag¢do do complexo insolivel em solu¢des concentradas
foi realizado utilizando o método gravimétrico.

Apbs centrifugagdo, os complexos foram secos por liofilizacdo e entdo pesados para
determinagdo do rendimento. O rendimento foi calculado considerando como 100% a
massa inicial dos dois polissacarideos em solucdo (GCMI1 e quitosana) (0,4 g) [Chavist e

Torres, 1990].

111.6. Sintese das matrizes CPE de QT/GCM para liberacédo controlada

111.6.1. Matriz CPE1

Utilizando-se a condi¢gdo de maior rendimento obtido na sintese dos CPE’s da Série 1
foi preparada a matriz intitulada de CPE 1.

O farmaco foi incorporado segundo método descrito por Gonzalez-Rodriguez e
colaboradores [2002]. Diclofenaco de potassio (DCK) (0,25% m/v) foi dissolvido em
solugdo de GCM (2,8% m/v), a temperatura ambiente e sob agitagdo. A adi¢cdo da solugdo
de GCM e DCK a solugdo de quitosana (1,2% em acido acético 1%) foi feita por
gotejamento com uma seringa. A solugdo foi gotejada lentamente sem auxilio de
COMpressor.

Ao final do gotejamento a solucdo foi deixada em repouso por 24 h, logo em seguida
centrifugada por 60 min, e o precipitado foi lavado exaustivamente com agua destilada até
retirar o excesso de acido acético. O precipitado foi seco por liofilizagdo.

A quantificagdo do fadrmaco incorporado no complexo foi feita seguindo duas
metodologias. A primeira a quantificagdo foi feita a partir de diluicdes do sobrenadante
obtido apods a centrifugacdo. O segundo foi realizado seguindo método descrito por
Gongalvez, Laranjeira e Favere [2005], no qual a quantificagdo ¢ feita a partir da extragao
do farmaco efetivamente incorporada na matriz.

Na primeira, aliquotas do sobrenadante foram analisadas com a dilui¢do apropriada a
276 nm em espectrofotometro Ultrospec 2000 Pharmacia Biotec, utilizando célula de
quartzo retangular de caminho oOtico de 1 cm. A concentragdo de DCK em solucao foi

determinada por meio de uma curva padrdo em 4gua. A quantidade de fArmaco incorporado
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foi calculada a partir da diferenca entre a quantidade de farmaco adicionado e a quantidade
de farmaco determinado na solugao filtrada [Gonzalez-Rodriguez e col. 2002].

Na segunda, 0,10 gramas do complexo solido foram maceradas e deixadas sob
agitacdo em metanol por 2 h, em seguida, o metanol foi separado do complexo por filtragdo
e diluido para andlise espectrofotométrica. A absor¢do foi medida a 276 nm e a

concentracdo determinada a partir de uma curva padrao em metanol.

111.6.2. Matriz CPE 2

O complexo polieletrolitico obtido com maior rendimento na série 2 foi utilizado
como matriz no estudo de incorporagdo e liberagdo de diclofenaco de so6dio (DCS).

Diclofenaco de sédio (0,25% m/v) foi adicionado a solugdo de CCM (2,4 % m/v) € o
pH ajustado para 7 com a adi¢do de NaOH pulverizado. Apds completa dissolugdo do
farmaco, essa solucdo foi adicionada a solucdo de quitosana (1,6 %) por gotejamento
seguindo a mesma metodologia descrita no item I11.6.1.

A quantidade de farmaco incorporado foi obtida pela determinagdo da concentragdo
do farmaco no sobrenadante utilizando um espectrofotdometro da Hitachi U-2000. A
concentracdo foi determinada a partir de uma curva padrao de DCS em 4gua. A
concentragdo de DCS incorporada foi obtida pela diferenca de concentragdo no

sobrenadante pela concentracao de DCS adicionada.

111.6.3. Matriz CPE 3 reticulado

O complexo foi obtido por mistura da solugdo de quitosana 1,6% (m/v) em acido
acético 1% a solucdo de GCM1 (2,4% m/v) para obtencdo da razdo em massa de 40:60
QT:GCM1.

Para aumentar a estabilidade do complexo em meio acido o complexo sélido (CPE)
foi reticulado com epicloridrina [Ngah e col. 2005]. 40 mL de solucao de epicloridrina 0,01
M contendo NaOH 0,067 M foi preparada e o complexo so6lido adicionado a solucdo sob

agitacdo. Apods duas horas de reacdo a 40 °C o complexo foi lavado exaustivamente com
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agua destilada até pH proximo ao da agua, para retirar o excesso de base e epicloridrina, e
em seguida seco sob vacuo por 24 h.

O produto obtido da reticulagdo com epicloridrina (CPE 3) foi adicionado a uma
solugdo hidroalcodlica (1:1 etanol:agua) de diclofenaco de sédio 0,5 % e deixado por 4 h
sob agitacdo constante. Em seguida foi filtrado em funil de placa porosa e lavado com agua
para retirar excesso de DCS da superficie.

A determinacdo do teor de farmaco incorporado foi feita por andlise da solugdo de
diclofenaco de s6dio na regido do UV em 276 nm, aplicando-se a diluicdo necessaria. A
eficiéncia da incorporacdo foi analisada por extragdo de DCS incorporado em metanol. A

concentracdo do farmaco foi obtida a partir de uma curva padrao.

I11.7. Preparacdo de géis de quitosana reacetilada e quitosana reacetilada/goma do

cajueiro

Os géis foram preparados baseando-se no método descrito por Paula, Gomes e de
Paula [2002] com algumas modifica¢des. Primeiramente foi preparado o gel de quitosana
100% (QTgel), preparando um solucdo de quitosana 2 % em &cido acético 1 %. A esta
solucao foi adicionado anidrido acético sob agitacdo vigorosa na razao de 2:1 (v/v) de
solugdo de quitosana para anidrido (razdo molar de 50:1). A mistura foi agitada por 15 min,

que € o tempo necessario para observar a formacao do gel.

Para os géis de quitosana/goma do cajueiro, primeiramente foram preparadas as
solugdes de goma do cajueiro na concentragdo de 30 % em agua. A quitosana foi dissolvida
em solugdo de acido acético 1% e apds completa dissolugdo a solu¢do de goma do cajueiro

foi adicionada sob agitacdo nas razdes molares de 2:1 e 1:2 de quitosana/goma do cajueiro.

A mistura foi agitada por 15 min e entdo deixada em repouso durante a noite (~ 15h).
A mistura foi lavada com &agua destilada e depois de retirado o excesso de anidrido,
dialisada contra 4gua destilada até ndo ser mais observada a presenca de anidrido na 4dgua
de lavagem, e entdo liofilizada. O gel seco na forma de pd foi passado em peneira para

obtencdo de granulometria homogénea entre 46-80 mesh.
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I11.8. Preparacdo de géis de quitosana/goma do cajueiro oxidada (aldeido

funcionalizada)

Os géis de quitosana-cajueiro aldeido funcionalizado foram preparados por mistura

em solucdo aquosa de GCOX (10 mL) e quitosana em acido acético 1% (10 mL).

A Tabela 6 descreve as razdes utilizadas de quitosana e GCOX. O pH das solugdes de
polissacarideos foi ajustado com NaOH 0,1 M separadamente até pH 6,5 ¢ em seguida

misturadas sob agitacao lenta. O produto utilizado para preparagao dos géis foi o GCOX4.
A concentragdo de unidades oxidadas foi calculada utilizando a seguinte equacao:
Cox = Dox-Cgcox/l\/I (6)
onde M = massa molar da unidade glicosidica; Dox=concentracdo de grupamentos aldeidos;
Caeox = concentragdo de GCOX em mg/mL e Doy = grau de oxidagao.
A concentragdo de grupamentos NH; foi calculada como a seguinte:
CnH, =Fp-Cqt /M (7
onde M = massa molar da unidade glicosidica; Cxm, =concentracdo de grupamentos

amina (NH,); Cy = concentra¢do de quitosana em mg/mL e Fp = fracdo de unidades ndo

acetiladas (glucosaminas).

A mistura foi deixada em repouso por 24 h e em seguida lavada exaustivamente com
agua destilada para retirar o excesso de acido acético ou de polissacarideo soluvel que nao

reagiu.
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Tabela 6. Condigdes reacionais da formagao da base de Schiff quitosana/GCOX.

Concentragao | Concentragao ~
Raz&o molar
Reacao de quitosana de GCOX4
(mg/mL) (mg/mL) HC=O/NH,
1 53 30 1:2
2 2,6 30 1:1
3 1,3 30 2:1

A solubilidade dos complexos formados foi testada em acido acético 1% e HC1 0,1 M.

111.8.1. Preparacéo do gel QT/GCOX para liberacéo controlada

O gel utilizado para o ensaio de liberagdo seqiienciada de diclofenaco de potassio foi

0 obtido na razdo 1:2 de GCOX/QT, no texto sera intitulado de GCOX/QT 1:2.

O gel foi preparado utilizando as razdes descritas na Tabela 6 e apds lavagens
exaustivas foi utilizado para incorporagao do DCS. 0,5 g do gel foi adicionado a 25 mL de
uma solucao hidroalcoolica (2:1 H,O/Etanol) de DCS (0,5%) e deixado sob agitacdo por 24
h, quando entdo foi lavado com &gua para retirar o excesso da superficie e a seguir
liofilizado. Apds secagem foi utilizado para medida da quantidade de farmaco incorporado

e posterior ensaio de liberagdo seqiienciada de DCS em pH 1,2 ¢ 7,4 (Ver item I11.10.3).
111.9. Métodos fisicos de caracterizacado
111.9.1. Titulacéo potenciométrica e condutimétrica

As titulagdes potenciométricas foram realizadas a 25 + 0,5°C em um potencidmetro

modelo 3301 da WTW. As titulagdes condutimétricas foram realizadas com condutivimetro

modelo LF521 da WTW, a 25+ 0,5°C com célula de constante igual a 0,961.
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111.9.2. Espectroscopia na regido do infravermelho

As amostras foram analisadas por espectroscopia de absor¢do na regido do
Infravermelho, utilizando equipamento SHIMADZU Coorporation IR Prestige-21 em
pastilhas de KBr. Para determinagdo de grau de substituicdo da goma carboximetilada e
grau de acetilagdo da quitosana as amostras foram secas em estufa a 105 °C, por 48 h e

pesadas até massa constante.

111.9.3. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressondncia magnética nuclear de °C de solugdes de polissacarideos
(~2,5%) em D,0O foram obtidos em equipamento Bruker Modelo Avance DRX500, com
controle de temperatura, a 80 °C, operando a 125,77 MHz na freqiiéncia do carbono. Para
os experimentos de RMN 'H (numero de transientes = 8), 3C-BB (numero de transientes =
6000) e "*C-DEPT (8 = 135°, numero de transientes = 3000), utilizou-se uma sonda de 5
mm por detecgdo direta, enquanto para o experimento heteronuclear 'H, >C - HMQC (t =

400 ms, numero de transientes = 8) foi utilizada uma sonda de 5 mm por detec¢do inversa.

111.9.4. Difracéo de Raios-X

Difratogramas de raios-X da forma p6 dos géis liofilizados foi obtida usando-se um
equipamento Philips X-Part Pro Instrument equipado com um 6 — 6 goniometro, sob as
seguintes condic¢des: 30 kV e 30 mA, com tubo de radiagdo Cu Ka. Os padrdes de difragao
foram obtidos na faixa de 2 6 = 3-60°.

111.9.5 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

As curvas de DSC foram obtidas em equipamento SHIMADZU DSC-50.
Aproximadamente 5 + 0,1 mg foram pesadas em cadinhos de alumina sob atmosfera de N,

com fluxo de 50 mL min™".
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111.9.6. Anélise Termogravimétrica

Foram realizados experimentos dindmicos e isotérmicos, em equipamento Shimadzu
—TGA - 50. Ambas as andlises foram feitas em atmosfera de nitrogénio e ar sintético, a taxa
de 10 °C\min, na faixa de 25 a 700 °C.

As andlises termogravimétricas isotérmicas foram obtidas com massa inicial de 10
mg, sob atmosfera inerte. Nos experimentos isotérmicos as amostras foram secas a 150 °C
por 20 min e entdo aquecidas até a temperatura de 220, 240, 280 ¢ 300 °C por 60 min,

considerando-se como zero o momento no qual o sistema estava estabilizado.

111.9.7. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A observagdo da superficie dos complexos (forma granulada ou esférica), apods
secagem, foi realizada utilizando-se um equipamento de microscopia eletronica de
varredura (MEV) ZIESS Alemanha DSM — 940A, com o material montado em suporte de

metal e revestido com carbono.

111.9.8. Cromatografia de permeacao em gel (GPC)

As massas molares dos polissacarideos utilizados neste trabalho, com excecdo da
quitosana (item II1.2), foram determinadas em equipamento HPLC/GPC da SHIMADZU,
A coluna utilizada foi Ultrahydrogel Linear de 7,8 x 300 nm, com fase mével NaNOs 0,1 M
e fluxo de 0,5 mL/min. As amostras foram filtradas através de membrana de nylon com
porosidade de 2 um da marca Cole-Parmer. O volume injetado das amostras com
concentragdo de 4 mg/mL foi de 50 pL.

A curva de calibragdo foi construida utilizando padrdes de pullulana (Shodex P-82 da

Showa Denko).
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111.9.9. Ensaio de intumescimento

A absor¢do de agua das amostras de CPE e géis de QT reacetilada/CCM foi
determinada por pesagem. A uma massa conheicda do gel, 2 mL de 4gua foi adicionada ao
e apos 2 h (no equilibrio) o excesso de 4gua foi retirado e o gel pesado para determinar a
massa da amostra umida. O teor de agua no equilibrio foi determinado pela seguinte

equacao:

(8)

onde W ¢ o ganho de massa de dgua por grama de gel seco, m, a massa do material

intumescido e mg a massa do material seco.

Com CPE reticulado foi realizado ensaio de intumescimento utilizando o método do
cadinho filtrante. A amostra seca (0,04 g) foi pesada em cadinho filtrante, previamente
tarado, ¢ em seguida imerso na solugao tampao seguindo a ordem: pH 1,2; pH 7,4 ¢ pH 9,8.

A amostra foi pesada em intervalos determinados durante 2 h para cada tampao.

111.10. Ensaio de liberacédo de farmacos

111.10.1 Géis de quitosana reacetilada/goma do cajueiro

O gel seco foi misturado com pilocarpina na razao 10:1 (m/m) e homogeneizado em
um cadinho. A mistura foi intumescida em 5 mL de solu¢do tampao e colocados dentro de
uma membrana de didlise (MDD-44, Mw ~14000). A membrana foi imersa em 180 mL de
solugdo tampao a 37 + 0,5°C (banho termostatico ThermoHaake) sob agitagdo de 100 rpm.
Em intervalos de tempo apropriados, 1 mL de solucao foi retirado e um volume igual de
tampao foi adicionado de volta para manter o volume constante. A aliquota retirada foi
diluida para 5 mL e a concentragdo de pilocarpina foi determinada por espectroscopia UV-
VIS (Ultrospec 2000 Pharmacia Biotec) em 214 nm, a partir de uma curva padrio de

pilocarpina.
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111.10.2 Complexos polieletroliticos de quitosana/goma do cajueiro carboximetilada

As trés matrizes de CPE quitosana/goma do cajueiro carboximetilada foram testadas
em sistemas de liberagdo in vitro de acordo com a metodologia descrita a seguir:

Os ensaios de liberacdo do farmaco foram realizados com 0,15 g do complexo em 120
mL de tampao fosfato, com forca i6nica de I = 0,2 M, pH 7,4 ¢ Na,HPO4/K,PO; em pH
9,8 mantido sob agita¢do de aproximadamente 100 rpm e a 37 °C, estabelecido para todos
0s ensaios.

O estudo de liberagdo seqiienciada de DCS foi realizado com a matriz CPE 3. A
variagdo seqilienciada do pH do meio (solu¢ao tampao — 40 mL) foi feita a cada duas horas
[Gonzalez-Rodriguez e col., 2002]. Em intervalos de 10 min, durante a primeira hora, e de
20 min, durante a segunda hora, aliquotas de 3 mL foram retiradas e analisadas por
espectroscopia na regido do UV em 276 nm. As concentra¢des foram obtidas por meio de

uma curva padrao preparada para cada meio.

111.10.3. Complexos quitosana/goma do cajueiro oxidada

O estudo de liberagdo seqiienciada de DCS foi realizado com o gel GCOX/QT 1:2. A
variacdo seqiienciada do pH do meio (solugdo tampao — 40 mL) seguiu o mesmo
procedimento descrito para o CPE 3 reticulado (II1.10.2) utilizando, no entanto, 0,1 g de gel

S€CO.
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1V. Resultados e discussao
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IV.1 Complexos polieletroliticos (CPE) de quitosana/goma do cajueiro
carboximetilada (QT:GCM)

IV.1.1 Reagéo de carboximetilagédo

O grau de substituicdo (GS) dos produtos carboximetilados da goma do cajueiro
(GCM) determinados por titulagdo potenciometrica, foi de 0,84 ¢ 0,62.
A massa molar ponderal média (My,) determinada por cromatografia de permeacao

em gel (GPC) foi de 1,40 x 10* e 1,48 x 10* g/mol para GCM1 ¢ GCM2, respectivamente.

IV.1.2 Acompanhamento da formacéo do complexo em soluc¢es diluidas por titulacao

potenciométrica e condutimétrica

A quitosana utilizada nesses experimentos possui massa molar de 3,7 x 10° g/mol
com grau de desacetilagao de 82% determinado por titulagdo potenciométrica.

A formagao do complexo corresponde a neutralizagcao, no minimo parcial, e liberagao
de espécies que possuem alta condutividade e, portanto, pode ser acompanhada por
condutimetria ou potenciometria.

Como a ordem de adigdo pode afetar a complexagdo [Rusu-Balaita, Desbriéres, e
Rinaudo 2003], foram investigadas as adigdes de quitosana a goma do cajueiro
carboximetilada e o inverso.

Nas titulagdes de poliions, Z ¢ definido dependendo da ordem de adi¢do do
polieletrolito.

Para titulagdo de polianions (PA) com polications (PC) como:

_ [PC] — [concentracdo de cargas positivas] )

[PA] [concentracdo de cargas negativas]
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Para titulagdes de polications com polianions Z ¢ definido como:

_ [PA] I [concentracdo de cargas negativas] (10)
[PC] [concentracao de cargas positivas]

IV.1.2.1 Adicéo de solucdo de quitosana a solugdo de GCM

O acompanhamento da formagdo do complexo por titulacdes de quitosana com
amostras de goma do cajueiro carboximetilada GCM1 e GCM2 foi realizado por
potenciometria e condutimetria. A concentragdo das solugdes utilizadas na titulagdo de
GCM com quitosana foi de 6,2 x 10™ mol/L (1,12 g/L) para ambas.

A reacdo de formagao do complexo quando quitosana ¢ adicionada a solu¢ao de GCM

pode ser representada pela eq. 11 [Becheran-Maron, Peniche e Argilielles-Monal , 2004]:

G-COONa" + CI' 'NH3-QT <> G-COO” 'NH3-QT +Na" + CI (11)

Onde G = goma do cajueiro carboximetilada e QT = quitosana

A equacdo 11 mostra que a formag¢do do CEP ocorre com libera¢do de ions de baixa
massa molar no meio, os quais possuem mobilidades diferentes dos macroions que estdo
reagindo. Assim, € possivel esperar uma variacdo na condutividade especifica no meio
durante a reagao.

A Figura 17 mostra a curva correspondente a titulacdo potenciométrica de solugdo de
goma do cajueiro carboximetilada 1 (GCM1, GS = 0,84) com solugdes de quitosana. O pH
aparece como funcdo da composi¢do da mistura reacional expressa como a razio entre as
cargas da quitosana (NH3") quando essa ¢ adicionada a solugdo de GCM (COO") (Z=
[NH; ]:[COO).
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Figura 17. Titulagdo potenciométrica GCM1 com quitosana (6,2 x 10 mol/L).

Na titulagdo potenciométrica observa-se um comportamento caracteristico de uma
titulagdo 4cido fraco com base fraca. O pH inicial ¢ correspondente ao da dissociagdo do

polianion dissociado (GCM) (Eq. 12).

G-COONa" + H,0 <> G-COOH + OH + Na" (12)

Com a primeira adi¢ao de cloridrato de quitosana (polication), o pH do meio decresce,
devido ao consumo de carboxilato na reagdo de complexacdo, o que provoca o
deslocamento do equilibrio do GCM para a esquerda (Eq. 12). O ponto de inflexdo ¢
alcangado quando a neutraliza¢do estd completa, este foi encontrado para a titulagdo com
GCM1 em Z = 0,32. O decréscimo do pH apds o ponto de equivaléncia ¢ devido a
dissociacdo do excesso de cloridrato de quitosana em solugdo. A razio de NH;:COO™ é
ndo estequiométrica e mostra que a formagdo do complexo ¢ maxima quando existe uma
propor¢io de NH;" e COO™ de aproximadamente 1:3. Este sistema pode ser representado
pela formagao de “loops” onde nem todo COO™ presente na amostra GCM1 esté acessivel

a interagdo com grupos NH; " da quitosana (Fig. 18A).
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Figura 18. Representacdo esquematica da formacdo dos complexos polieletroliticos da

goma carboximetilada pela adi¢cdo de quitosana.

A titulagdo da amostra carboximetilada 2 (GCM2, GS = 0,62) com quitosana foi
acompanhada tanto por titulacao potenciométrica como condutimétrica (Fig 19). A curva de
titulagdo potenciométrica ¢ similar a mostrada na Figura 17 para a amostra GCM1. O valor
de Z obtido neste caso foi de 0,56.
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Figura 19. Titulagdo potenciométrica e condutimétrica de GCM2 com quitosana (6,2 x 107

mol/L; pH=3,9; condutividade 488 uS/cm).
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A curva de condutividade pode ser explicada do seguinte modo: a condutividade
inicial corresponde aquela da solucdo de GCM2 onde Z = 0. Uma linearidade ¢ observada
com o aumento de Z, ou seja, aumento da razdo QT/GCM, devido a liberacdo de Na' e CI
no meio (Eq. 11) at¢ Z = 0,56.

A concentragdo de OH™ proveniente da hidrolise de GCM diminui devido ao consumo
do polianion. A mudanga da inclinagdo da reta em Z = 0,56 indica que a formagdao do
complexo estd completa. Depois desse ponto, um aumento na condutividade especifica ¢
também observado, no entanto com uma inclinacdo maior. Isso ¢ devido ao excesso de
cloridrato de quitosana dissociada no meio (Eq. 13), liberando ions hidronio que
apresentam maior mobilidade:

ClI' 'NH;-QT + H,0 <> QT-NH, + H;0" + CI (13)

O valor de Z obtido no ponto de equivaléncia para os dois métodos evidencia a
formagdo ndo estequiométrica do complexo com excesso de GCM2 com uma razdo de
cargas de NH;" para COO" de 1:2 (Fig. 18B).

Comparando os resultados para as amostras de GCM observa-se que o GS afeta a

razao de cargas na formagao dos complexos.
IV.1.2.2 Adicéo de solucdo de GCM a solucéo de quitosana
As Figuras 20 e 21 mostram as curvas de condutividade e pH em func¢do da razao

molar de cargas Z = [COO)/[NH; '] para a titulagio de quitosana (1x10* mol/L) com GCM

(1x10” mol/L) 1 e 2 respectivamente.
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Figura 20. Titulacdo potenciométrica e condutimétrica de quitosana com GCMI1 (GS =
0,84).
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Figura 21. Titulagdo potenciométrica e condutimétrica de quitosana com GCM2 (GS =
0,62).

As curvas de condutividade podem ser explicadas da seguinte forma: a quitosana na
forma de cloridrato ¢ hidrolisada ¢ um equilibrio ¢ estabelecido em dgua com producao
parcial de HCl e uma fracdo ndo dissociada de quitosana (eq. 13). Quando GCM ¢
adicionada a solucdo de quitosana observa-se um leve aumento da condutividade (Fig. 20 e
21) devido ao aumento da concentragio de ions de baixa molar em solu¢do (Na" e CI') apds

as razdes indicadas nas curva em 1,96 e 1,30, respectivamente para as amostras GCM 1 e 2,
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a condutividade decresce na presenca de um excesso de GCM. Esse resultado pode ser
interpretado como a acidificagao do grupo carboxilato da GCM. Acima de Z igual a 2,70
para GCM1 e 1,80 para GCM2 o excesso de GCM permanece na forma de carboxilato.

A variagdo de pH durante a titulacdo pode ser explicada de forma semelhante.
Inicialmente o pH aumenta lentamente (resultado do efeito tamponante dos polieletrélitos
em solucdo) durante a formacao do complexo at¢ Z = 1,96 e 1,30, respectivamente para as
amostras GCM 1 e 2 onde ocorre uma inflexao nas curvas. Acima destes valores de Z, o pH
aumenta rapidamente na regido onde a condutividade decresce e entdo aumenta lentamente
novamente. Fato este relacionado ao consumo de H;0" para acidificar o GCM adicionado
[Rusu-Balaita, Desbriéres, e Rinaudo 2003] e depois a hidrélise da goma carboximetilada
(eq. 12).

A formacgdo de complexos pela adi¢do de carboximetilado a quitosana também ocorre
com um excesso de grupos COO™ em relacdo ao NH;™ entretanto, a razio de [NH;'] :
[COO’] neste caso € menor que para titulagdo de goma carboximetilada com quitosana
(razdo de [NH;'] : [COO7] de aproximadamente de 1:2 e 1:1,3 respectivamente para GCM 1
e GCM2.

IV.1.3 Acompanhamento da formacdo do complexo de quitosana-goma do cajueiro

carboximetilada em solugdo concentrada

O acompanhamento da formacdo do complexo de quitosana-goma do cajueiro
carboximetilada com solu¢des concentradas foi realizado por gravimetria. A Tabela 7
mostra as relagcdes utilizadas para preparacdo dos complexos das séries 1 e 2 e os

rendimentos obtidos nas misturas.
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Tabela 7. Razdes utilizadas na preparagao dos complexos polieletrolitos CPE séries 1 e 2.

Amostras . [NH;"]:[COO] ‘ Rendimento (%)
Série 1 Série 2 Série 1 Série 2
CPE 0,12 0,16 24.8 235
10:90
CPE - 0,36 - 48,5
10:80
CPE 0,38 0,53 56,4 56,0
25:75
CPE 0,52 0,72 51,8 67,5
30:70
CPE 0,84 1,17 50,0 68,8
40:60
CPE 1,33 1,84 40,7 56,0
50:50
CPE 2,12 2,95 28,1 42,5
60:40
CPE : 4,15 : 28,8
70:30
CPE - 6,00 - 18,1
80:20

O rendimento (massa do produto em relagdo & massa de quitosana e GCM adicionada
inicialmente) do produto insolivel obtido ap6s a complexacdo pode ser associado a um
maximo de interacdo de cargas COO" e NH;" O rendimento maximo na série 1 foi obtido
quando a relacdo QT:GCMI1 foi 25:75 (w/w) e na série 2 QT:GCM2 40:60, o que
corresponde respectivamente a razdo [NH; J/[COO7] de 0,38 e 1,2. Observou-se que, em
ambos os casos, a condicdo de formagdo do complexo ndo apresenta uma razdo
estequiométrica entre as concentragdes de QT e GCM. Resultado similar foi observado para
complexos de quitosana/alginato [Becherdn-Mardn, Peniche e Argiielles-Monal 2004] e
quitosana/acido poligalacturdnico [Arguelles-Monal e col. 2000]. Esta razao de cargas nao
pode ser comparada as obtidas pelas titulagdes das solucdes diluidas, visto que neste caso

ela ¢ calculada em relagdo as massas de poliions adicionados inicialmente.
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IV.1.4 Caracterizacdo dos complexos polieletroliticos (CPE) no estado sélido

IV.1.4.1 Espectroscopia na regido do infravermelho

A Figura 22 mostra os espectros na regido do infravermelho para os complexos das
séries 1 e 2 (razdo QT:GCM 25:75) comparando-os com os da quitosana ¢ da goma
carboximetilada, respectivamente. Para o GCM1 (Fig. 22A) as principais absor¢des estao
em torno de 1608 cm™ ¢ 1422 cm™ referentes a deformacdo axial assimétrica e simétrica de
C-O de grupos carboxilatos -COO". A Figura 22B mostra o espectro da quitosana com
absor¢des em 1084 cm™, atribuidas a estrutura sacaridica e uma absor¢do caracteristica de
grupo amino em torno de 1597 cm™ [Qu, Wirsén e Albertsson, 2000]. O grupo de amida I
(C=0) apresenta absor¢do caracteristica em torno de 1655 cm™ (Fig. 22B), como
previamente reportado por Qu, Wirsén e Albertsson (2000), em 1372 cm™ correspondente a
deformacdo angular simétrica de CH; e em 1422 cm” devida a deformacdo axial de C-N.
Todas as amostras apresentam absor¢des correspondente a deformacgdo axial de C-O na
faixa de 1070-1062 cm™ (C-O exociclico) [Villetti e col., 2002]. As amostras de CPE
apresentam uma absor¢ao em torno de 1390 cm’l, similar a absor¢cdo no espectro de
quitosana (1372 cm’™) (Fig. 22 C e D). Observou-se também absor¢ao em 1635-1660 cm™,
atribuida a deformagdo axial assimétrica de grupos carboxilato presentes na GCM.

O aparecimento de duas bandas na regido de 1540-1570 cm™ nos complexos (Fig. 22 C
e D) [Arguélles-Monal, Garciga e Peniche-Covas, 1990; Lee e Ha. 1997], atribuida a
deformacido angular simétrica de N-H em grupos NH;". Esse resultado evidencia a

formac¢ao do complexo polieletrolitico.
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Figura 22. Espectros na regido do infravermelho (A) GCM1; (B) QT; (C) CPE 25:75 Série

1; (D) CPE 25:75 Série 2.
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IV.1.4.2 Anélise Termogravimétrica

A andlise termogravimétrica foi utilizada para caracterizacdo dos complexos com
objetivo de evidenciar a modificagdo quimica com a forma¢do do complexo. A Figura 23
mostra as curvas de TGA obtidas em atmosfera de N, para 0o GCM1, quitosana e complexos
série 1. Observa-se que o perfil da curva ¢ o mesmo para todas as amostras, com uma etapa

de perda de dgua e outra de decomposi¢ao.
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Figura 23. Curvas TGA e DTG em atmosfera de N, para quitosana (QT), goma do cajueiro
carboximetilada (GCM) e complexos polieletroliticos série 1 (CPE).
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Os dados obtidos (temperaturas de pico na DTG e perda de massa associada) para

cada amostra sdo mostrados na Tabela 8.

Tabela 8. Temperatura maxima na TGA durante a degradagdo térmica de quitosana (QT),

Goma do cajueiro carboximetilada (GCM1) e CPE (série 1)

Resultados GCM1 QT CPE (série 1)

10:90  25:75 30:70 50:50 60:40

Primeiro evento

DTG (°C) 52 46 55 40 43 43 49
Perda de massa (%) 12 12 20 14 9 13 13
Segundo evento

Tinicial (°C) 256 242 230 224 226 215 220

DTG (°C) 297 299 280 280 280 299 294

Ttinal (°C) 317 340 373 375 386 374 385
Perda de massa (%) 33 32 33 38 36 44 42

Massa residual a 600 °C

(%) 41 31 31 34 35 30 35

Observa-se que as temperaturas iniciais de decomposicao para os CPE (215-230 °C)
sdo0 menores que para a quitosana (242 °C) e GCM1 (256 °C). Esse comportamento foi
também observado para CPE de quitosana/sulfato de condroitina e quitosana/hialuronato de
sodio [Denuziere, Ferier e Domard 1996] e quitosana-acido hialurénico [Kim e col., 2003 a
e b; Lee e col. 2003a]. A diminuigdo na estabilidade tem sido atribuida a diminui¢ao na
cristalinidade dos complexos. Estudo de raios-X de complexos de quitosana-acido
hialurénico [Lee e col. 2003b] mostram que com a formagdo do complexo ocorre a
diminui¢do da cristalinidade observada para a quitosana, o que pode causar menor
estabilidade na estrutura do complexo.

A Figura 24 mostra as curvas de TGA em atmosfera de N, para os CPE 25:75, séries 1
e 2. Observa-se que a variagdo do grau de substituicdo ndo provoca diferengas significativas
na estabilidade térmica do complexo. Os CPE’s apresentam curvas com o mesmo perfil
discutido anteriormente. A temperatura inicial de decomposi¢do (229 e 233 °C para CPE
25:75 série 1 e 2, respectivamente) e¢ o teor de residuo (34 e 30% séries 1 e 2,
respectivamente) sdo aproximadamente os mesmos para os CPE 25:75 das duas séries.
Entretanto, observa-se que a temperatura maxima de decomposi¢dao para o complexo da

série 2 (300 °C) ¢ superior a obtida no da série 1 (280 °C)
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Figura 24. Curvas termogravimétricas em atmosfera de nitrogé€nio, taxa de aquecimento 10
°C/min. (A) curvas TGA; (B) curvas DTG.

IV.1.4.3 Estudo cinético da degradacéo dos complexos polieletroliticos

Estudo termogravimétrico dinamico [Broido, 1969]
A energia de ativagdo aparente (Ea) para a degradagao térmica da quitosana, GCM e
as amostras de CPE’s foram obtidas por curvas termogravimétricas usando o método

descrito por Broido [1969].
A Equacao utilizada pode ser escrita da seguinte forma:
In[In[1/(1-0)]]= -Ea/RT + In[(R/Ea)(Z/U)T4] (14)
o ¢ a extensao da taxa de conversao e ¢ dada por:
o= W/W, (15)

onde: W, ¢ a massa de polimero envolvido em fragmentos volateis e W, ¢ a massa
inicial, R ¢ a constante dos gases, Z uma constante, Tr, a temperatura maxima no evento e U

¢ a velocidade de aquecimento.

As curvas de In[In[1/(1-a)]] em fun¢do do inverso de 1/T para QT, GCM e CPE sdo
mostradas na Figura 25. A energia de ativagdo foi calculada a partir das inclina¢des das

retas.
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Figura 25. Curvas de In[In[1/(1-a)]] em fun¢do do inverso de 1/T para QT, GCM e CPE.

Os valores de Ea obtidos pelo método de Broido [1969] sdo dados na Tabela 9.

Tabela 9. Energia de ativagdo e perda de massa (%) para os experimentos dindmicos de

TGA para a decomposi¢ao térmica de quitosana (QT), goma do cajueiro carboximetilada

(GCM1) e CPE [Broido, 1960]. Atmosfera N, e taxa de aquecimento 10°C/min.

Amostra | Periodo Ea Perda Periodo Ea Perda Periodo Ea Perda
(°C) | (kVmol) | de (260-375°C) | (k¥Vmol) | de | (305-385°C) | (k¥mol) | de
massa massa massa
(%) (%) (%)
GCM1 255-265| 389 4,1 270-300 80 21,4 305-316 27,7 3,47
QT 255-270 | 47,6 6,4 280-310 78,6 21,3 320-345 16,0 4,45
CPE 10:90 | 230-280 | 30,6 13,5 290-360 26,3 20,1 - - -
(Série 1)
CPE 25:75 | 220-290 | 28,2 21,8 300-375 19,0 16,0 - - -
(Série 1)
CPE 25:75 | 240-290 | 29,0 12,9 300-380 28,5 21,1 - - -
(série 2)
CPE 30:70 | 220-280 | 35,2 16 310-370 24,1 20,1 - - -
(Série 1)
CPE 50:50 | 215-280 | 24,1 16,4 290-370 32,8 28,1 - - -
(Série 1)
CPE 60:40 | 220-250 | 22,4 14,3 260-320 36,2 20,5 320-385 19,8 7,3
(Série 1)

Observa-se que os CPEs apresentam Ea mais baixas que aquelas obtidas para a

quitosana e goma do cajueiro carboximetilada. Os complexos obtidos com GCM de

diferentes GS mostraram Ea semelhante para o inicio da decomposi¢do, entretanto para
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regido acima de 300 °C a energia de ativacdo ¢ maior para o CPE 25:75 série 2. Esse
resultado pode estar associado ao fato de que, para o ultimo a complexagdo maxima nao foi
alcancada nesta razdo QT:GCM, de modo que, o arranjo estrutural dos complexos nao ¢é
semelhante.

A Figura 26 mostra que a energia de ativacdo diminui para complexos obtidos de
reagdes com maiores rendimentos. Isso indica que o aumento da interacdo entre as cadeias

dos polissacarideos reduz a estabilidade térmica do complexo.

N w w B
[¢)] o o o
P B -

Ea (kJ mol
S

T T T T T
25:75 30:70 50:50 60:40

QT:GCM

10:90

Figura 26. Relagdo da Ea de ativacdo (método Broido) com a razdo QT:GCM para os
CPE’s série 1.

IV.1.4.4 Estudo isotérmico por termogravimetria

O estudo cinético da degradacdo térmica de quitosana, goma do cajueiro
carboximetilada e CPE 25:75 (séries 1 e 2) foi realizado também através de experimentos
isotérmicos, na faixa de 220 a 300 °C, em atmosfera de N,. As curvas na Figura 27

expressam a varia¢ao do grau de conversdo com o tempo em diferentes temperaturas.
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Figura 27. Curvas isotérmicas de grau de conversao em fun¢do do tempo em atmosfera de
N,.

Observa-se na Figura 27 que na temperatura de 220 °C o grau de conversdo para a
goma do cajueiro carboximetilada ¢ menor que os para a amostra de CPE. Entretanto com o
aumento da temperatura de decomposi¢cdo um comportamento contrario € observado e a um
dado tempo (por exemplo, 30 min.) o grau de conversio do CPE ¢ menor do que os
observados para GCM e QT.

A energia de ativagdo aparente em diferentes graus de conversao pode ser obtida pela
equacdo de MacCallum [MacCallum, 1989]:

EaRT + In [F(1-a)] - InA =1Int (16)

onde Ea ¢ a energia de ativacdo aparente, A ¢ o fator pré-exponencial, R ¢ a constante

dos gases e o ¢ o grau de conversdo. A partir dos graficos de In t para um dado grau de

conversao em func¢do de 1/T ¢ possivel determinar a energia de ativagdo aparente para um
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dado valor de a. A Figura 28 mostra as curvas de In t em fungdo de I/T for QT, GCM e
CPE.

45
" GCML

4,04 CPE 25.75

Int

Int

T T T T
1.75 1.80 1.85 1.90 1.95

1T x 108 (K1)

Figura 28. Curvas de Int em fung¢dao de 1/T para quitosana (QT); goma do cajueiro

carboximetilada (GCM1) e CPE 25:75.

A Ea obtida para diferentes graus de conversdo (o) para as amostras de QT. GCMI e

CPE sdo dadas na Tabela 10.
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Tabela 10. Energia de ativacao da degradagao térmica de QT, GCM1 e CPE 25:75 em

experimentos isotérmicos (atmosfera de N,) [MacCallum, 1989].

Energia de ativacdo (kJ mol™)

Amostras
a=5% a=10% a=15%
GCM1 152,9 155,5 153,7
QT 131,6 128.,0 126,7
CPE 25:75 (série 1) 52,96 80,1 77,6
CPE 25:75 (série 2) - 91,4 -

A Ea de ativagado para a quitosana (QT) e goma do cajueiro carboximetilada (GCM1)
¢ praticamente constante com o aumento do grau de conversdo, no caso do CPE 25:75
(série 1) a Ea aumenta quando o grau de conversdo aumenta de 5% para 10%. A maior Ea
foi obtida para GCM1, comportamento similar ao obtido utilizando o método dinamico,
dentro da faixa de 270-300°C. Quando se compara os complexos das séries a uma mesma
razdo QT:GCM, observa-se um aumento da energia de ativagdo para o complexo formado
com a goma do cajueiro carboximetilada de menor GS (série 2). Resultado similar foi

observado no método dinamico para essas amostras.

IV.1.4.5. Espectroscopia na regido do infravermelho para residuos de QT, GCM1 e CPE
25:75 aquecidos a 280 °C (atmosfera de Ny)

As Figuras 29 e 30 mostram os espectros na regido do IV dos produtos de degradacao
obtidos a 280 °C em fungdo do tempo para as amostras de quitosana, goma do cajueiro
carboximetilada e complexo 25:75 série 1.

Comparando com os dados de IV das amostras ndo aquecidas, observa-se que apos 15
min de aquecimento a 280 °C uma intensa redu¢do das absor¢des em torno de 1080 — 1100
cm’ devido a clivagem da ligagdo glicosidica (C-O-C) para a goma do cajueiro e quitosana
(Fig 29) [Villetti e col., 2002] A redugao destas bandas no complexo ¢ bem mais lenta (Fig.

30). Isto ¢ coerente com as curvas de grau de conversdo em fun¢do do tempo (Fig. 27) onde
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se observa que para a amostra de CPE 25:75 o grau de conversao a 280 °C é menor do que

para a goma do cajueiro carboximetilada e a quitosana.

Absorbancia

+

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 s00' 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

n? de onda (cm™) n° de onda (cm™)

Figura 29. Espectros na regido do infravermelho para QT e GCM1 apds aquecimento a

280°C.

A intensificagdo de bandas na regido de 1600 -1750 cm™ observada para todas as
amostras deve ser devido a produg¢do de produtos de degradagdo carbonilados. A
degradagdo térmica de acidos graxos de quitosana [Qu, Wirsém e Albertsson, 2000] e
hialuronato de sédio [Villetti e col., 2002] também apresentaram formacao de grupamentos
carbonilicos. Nos espectros da quitosana apds aquecimento observa-se uma drastica

redugdo da banda em 1372 cm™.
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Figura 30. Espectros na regido do infravermelho para CPE 25:75 (série 1) apds

aquecimento a 280°C.
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IV.1.4.6 Morfologia dos complexos polieletroliticos utilizados em ensaios de liberacao

As imagens, obtidas em microscopio eletronico de varredura, dos complexos
polieletroliticos ndo-reticulados e reticulados sdo mostradas nas Figuras 31 e 32. A Figura
31 mostra as imagens obtidas para os complexos CPE 2 (40:60 QT:GCM2) e a Figura 32
mostra as imagens obtidas para os complexos CPE 3 (40:60 QT:GCM1).

Os complexos solidos foram avaliados quanto ao tamanho e forma de particula, como
também quanto a morfologia da superficie. O método de preparagao dos complexos gerou
particulas em forma e tamanho bastante heterogéneos. Esse resultado ¢ devido a agregacgdo
do precipitado durante a preparagao do complexo.

A precipitacdo do CPE ocorre imediatamente a adi¢cdo da solugdo de GCM a solugdo
de quitosana de modo que, ndo hd tempo para formacgdo da esfera bem definida. Apods
secagem o complexo insolivel foi passado em peneira para homogeneizacdo da
granulometria.

No complexo CPE 3 (40:60 QT:GCM1) o didametro médio das particulas ¢ de 1,3 mm
para o sistema nao reticulado e de 1,2 + 0,1mm para o sistema apo6s reticulagao. Diametro
de 0,8 mm foi observado para esferas de quitosana/alginato reticuladas com genipina [Mi,
Sung e Shye 2002], esferas de quitosana reticuladas com tripolifosfato preparadas por Ko e
col. (2002) apresentam diametro entre 0,5 e 0,7 mm. Esferas de quitosana/alginato
reticulado com sédio apresentam didmetros de 0,78-0,92 mm [Gonzalez-Rodriguez e col.
2002]. Quanto a morfologia da superficie os CPE de quitosana/goma do cajueiro
carboximetilada apresentam uma notavel superficie rugosa.

Morfologia e formas similares foram observadas para CPE’s de quitosana/alginato
reticulado com sddio [Gonzalez-Rodriguez e col. 2002] e também para quitosana reticulada

com tripolifosfato, as quais ndo apresentam forma esférica.
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Figura 31. Imagens MEV para CPE 2 (40:60 QT:GCM2). (A) e (B) CPE 2 + diclofenaco
de sodio (Aumento de 200x e 2000x).

Figura 32. Imagens MEV para os CPE 3 (40:60 QT:GCM1): (A) e (B) CPE reticulado
(Aumento de 100x e 2000x); (C) e (D) CPE reticulado e incorporado com diclofenaco de
sodio (Aumento 50x e 2000x).
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IV.1.4.7 Capacidade de absorcéo de agua dos complexos

A Figura 33 mostra a relacdo do teor de agua absorvida por grama de gel em func¢do
da razao QT/GCM (m/m) para os complexos da série 1 e 2. O aumento de quitosana no
complexo aumenta o teor de agua no equilibrio até a razdo QT:GCM 50:50 para os
complexos das duas séries. A diminuicdo no grau de substituigdo do GCM parece
influenciar no grau de intumescimento, diminuindo a capacidade de absor¢do de dgua do
complexo. O maior teor de grupos COO™ por unidade de NH3" no complexo QT:GCM1

pode ser responsavel pelo maior grau de intumescimento deste complexo.

= Sériel
o Série 2

(mu-ms)/ms

T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5
QT/GCM

Figura 33. Relacdo entre teor de 4gua no equilibrio e a razdo QT:GCM para os complexos
da série 1 e 2.
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IV.1.5. Aplicacdo do complexo polieletrolitico como matriz em sistemas de liberacéo

controlada

Complexos polieletroliticos de quitosana com polissacarideos anidnicos tém sido
testados in vitro com diferentes tipos de farmacos. Os ensaios realizados neste trabalho

envolvem apenas a incorporacao de fArmacos soliiveis no meio aquoso.

IV.1.5.1 CEP1 ( QT:GCM1 25:75)

A adicdo de diclofenaco de potassio a solugdo de GCM foi feita sem prévio ajuste de
pH. Observou-se que apenas parte do DCK foi solubilizado e finalmente incorporado a
matriz. De acordo com os resultados obtidos a partir da extragdo com metanol diretamente
das esferas, apenas 56,6 % do farmaco dissolvido inicialmente na solucdo de GCM foi
incorporada no CPE. O resultado do ensaio preliminar de liberacdo de DCK realizado com
a matriz CPE1 (25:75) ¢ mostrado na Figura 34. A percentagem foi calculada em fungdo da
concentragdo do farmaco efetivamente incorporada ao complexo (46,4 mg de farmaco/g de

CPE).

% DROGA LIBERADA

- - T - T - T - T
0 50 100 150 200 250
Tempo (min)

Figura 34. Curva de liberagdo de DCK in vitro em tampao pH 7,4 ¢ 9,8 (Matriz CPE 1).

Em condig¢des acidas (tampao pH 1,2) o complexo solubilizou alguns minutos apds o

contato com o tampao. Este resultado indica que a interagdo entre os grupamentos i0nicos
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da quitosana ¢ do GCM foi destruida, devido a protonacdo dos grupamentos acido que
eventualmente interagiam com os grupamentos NH;' da quitosana. Uma interagdo
extremamente forte ndo pode ser obtida em nenhum pH, porque em meio acido grupos -
NH*" da quitosana e grupos -COOH da GCM estdo presentes em grande quantidade e em
meio basico -NH; e —COQO" aparecem. Lee e col. (2003b) observaram que complexos
polieletroliticos de quitosana/acido hialuronico formados em pH maior que 4 sao
facilmente soluveis em acidos fracos, como o acido acético, j4 os complexos formados em
pH mais baixo apresentam forte resisténcia a dissolu¢do em meio acido. Os complexos de
quitosana/goma do cajueiro carboximetilada foram formados em pH aproximadamente 4,
conseqiientemente o nimero grupos —COO™ pode ser menor na goma carboximetilada,
devido a protonagdo (-COOH). Segundo o que Lee e col. (2003b) observaram para o
complexo quitosana/acido hialurdnico, isto pode facilitar a dissolu¢do do complexo em
meio 4cido.

A liberagdo ¢ afetada pela variagdo do pH. O aumento do pH para 9,8 aumenta a
desprotonacao dos grupamentos amino da quitosana diminuindo a interacdo entre os
polissacarideos e assim provocando aumento da liberacdo em relacdo ao pH 7,4. Esses
resultados sdao similares aos resultados obtidos com a liberagao de diclofenaco de sodio a
partir de matrizes de quitosana/alginato [Gonzalez-Rodriguez e col., 2002], no entanto
nestas matrizes 100% do farmaco ¢ liberado em pH 7,4 quando a relacdo alginato/quitosana
¢ de 3:1 (relagdo proxima da utilizada nos ensaios com QT:GCM1). A diferenga pode estar
associada a mais baixa solubilidade de DCK em relagao ao DCS.

Aplicando a equagdo de Ritgers e Peppas expoentes difusionais (n) de 0,10 ¢ 0,19
foram obtidos para pH 7,4 e 9,8, respectivamente. O coeficiente em pH 7,4 ¢ muito baixo,
apesar do comportamento da curva se adequar a equacdo. Resultados similares foram
obtidos para complexos polieletroliticos de quitosana/acido poliacrilico [Torres e Torrado
2003] com valores de 0,18 e 0,24 para matrizes contendo de 1:5 e 2:5 de é&cido
poliacrilico:quitosana, atribuido a comportamento ndo-Fickiano de amostras intumescidas,
ou seja, tanto a relaxacdo da cadeia como a difusdo do farmaco influenciam no fendémeno
de liberacdo, e também pode ser resultado da liberagdo inicial de até 60% nos primeiros 60

min, o mesmo acontecendo em pH 9,8.
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IV.1.5.2 CEP 2 (QT:GCM2 40:60)

Para aumentar a solubilidade de DCS na solugcdo de GCM2, o pH desta solucdo foi
ajustado para 7,0 e entdo adicionado o DCS sob agitacdo. Apos ajuste do pH, a quitosana
foi adicionada lentamente na solugdo de GCM e o sobrenadante utilizado para determinar o
teor de fArmaco ndo incorporado no complexo solido. Os dados obtidos por espectroscopia
na regido do UV-vis mostraram que 90,4% do farmaco foi incorporada no complexo.
Assim, a percentagem de farmaco liberado foi calculada em fun¢do do tempo (Fig. 35)
considerando como 100% o teor de farmaco efetivamente incorporado (91,2 mg de

farmaco/g de gel).
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Figura 35. Curva de liberagdo de DCS in vitro a partir de matriz de CPE 2 (40:60
QT:GCM2) em diferentes pH.

A liberacdo inicial ¢ também ¢ elevada, aproximadamente 75% ¢ liberada nos
primeiros 60 min. Para esta matriz também se observa uma liberacao rapida, e aplicando a
equacdo de Ritgers e Peppas valores de n de 0,36 e 0,59 foram obtidos para o pH 7,4 ¢ 9,8,

mas uma vez evidenciando um mecanismo andmalo ou nao-Fickiano de liberagao.
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IV.1.5.3 CEP 3 (QT:GCML1 40:60 reticulado)

O complexo foi reticulado para obter maior resisténcia em meio acido. A reagdo com
epicloridrina pode reticular tanto a quitosana, como o GCM. Se os grupos NH; livres forem
reticulados, a protonagdo e posterior dissolu¢do em meio acido serdo reduzidas devido ao
aumento de rigidez das cadeias. No entanto, o numero de sitios de interagdo quitosana-
cajueiro carboximetilados pode também ser reduzido.

A Figura 36 mostra a curva de liberagao seqiienciada de DCS a partir da matriz CPE 3

reticulado.

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

Figura 36. Liberagdo seqilienciada de DCS a partir da matriz CPE 3 (QT:GCM1 40:60

reticulado).

Observa-se que a concentragdo de fairmaco aumenta nos primeiros minutos em pH
7,4. A partir de 20 min a concentracdo mantém-se constante durante os proximos 180 min

neste pH.
O valor de n para 0,1<M¢M;<0,4 foi de 0,33, similar aos resultados obtidos com as

matrizes ndo reticuladas e em pH acima de 7,4.
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Com objetivo de explicar o comportamento observado na liberagdo seqiienciada, foi
feito o intumescimento seguindo os mesmos intervalos de tempo utilizados para a liberagao
e observou-se que o intumescimento ¢ maximo em pH 1,2 e diminui continuamente até
estabilizacdo em pH 9,8 (Fig. 37). Diante destes dados conclui-se que a liberagdo estd
sendo liderada essencialmente por difusdo através da matriz polimérica. Assim, quando a
matriz se retrai o farmaco nao ¢ mais liberado e a concentracdo de farmaco mantém-se
constante. Quando a matriz ¢ adicionada em tampao 9,8 ndo se observa liberagdo do

farmaco em solugdo mesmo apoés 2h.
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Figura 37. Intumescimento seqilienciado da matriz CPE 3 (40:60 QT:GCM1).

O acompanhamento da variagdo de diametro da matriz polimérica com o tempo e pH
também mostrou claramente a influéncia do intumescimento da matriz na liberagdo do
farmaco. A Figura 38 ilustra a variagdo do didmetro (normalizado em relagdo ao tamanho
original) em funcao do tempo. A expansdao da matriz polimérica € rapida, sendo observado
que o tamanho da esfera triplica ap6s 5 min em pH 1,2 (Fig. 38). Resultado que explica a
liberacdo répida do farmaco neste pH. A contracdo méaxima acontece ap6s 30 min em pH
7,4, o que esta de acordo com o tempo necessario para estabilizar a liberacdo do farmaco

em pH 7.,4.
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Figura 38. Cinética de intumescimento para esfera de CPE 3 (QT:GCMI1 40:60) reticulado

com epicloridrina.

A alta velocidade de intumescimento em pH 1,2 explica o mecanismo ndo-Fickiano
encontrado para as matrizes, sugerindo que o fendmeno determinante no processo inicial de
liberacao de diclofenaco a partir da matriz reticulada de CPE QT:GCM ¢ o processo de

difusdo do farmaco dentro da matriz e relaxacao das cadeias dos polissacarideos.
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V.2 Géis de quitosana reacetilada/goma do cajueiro

IV.2.1 Caracterizacdo dos géis

IV.2.1.1 Grau de acetilagdo dos géis
O grau de acetilagdo da quitosana determinado por IV e titulagao potenciométrica foi
de 85%. A massa molar viscosimétrica foi de M, = 1,5 x 10° g/mol.

O grau de acetilagio dos géis foi determinado por espectroscopia na regido do
infravermelho, segundo método proposto por Moore e Roberts (1980), no qual a
percentagem de grupamentos amina acetilados ¢ dada por:

GA = Ajgss/Asaso x 100/ 1.33 (17)

onde Ajess and Assso sdo as absorbancias de amida I e hidroxilas, respectivamente. O
valor de 1,33 corresponderia a quitosana completamente N-acetilada.

A Figura 39 mostra os espectros de IV dos polissacarideos de origem e géis

reacetilados. Para os géis a média do grau de acetilagdo (GA) foi de 68,2 %+ 2.4.
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Figura 39. Espectros na regido do infravermelho de (a) GC; (b) QT; (¢) QT gel; (d) QT/GC 2:1; (e)
QT/GC 1:2.
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IV.2.1.2 Difracéo de Raio-X

A Figura 40 mostra os espectros de difragdo de raio-X para a quitosana, goma do
cajueiro e géis reacetilados. A quitosana (Fig. 39a) mostra difracdo em 10.3° 26 a qual ¢
atribuida aos cristais hidratados de quitosana, outro em 19,8 ° 20 atribuido ao plano
cristalino (110) e em 21,8° 20 correspondente ao plano cristalino (101) [Carlstrom, 1957,
Ogawa ¢ Toshifumi 1993; Prashanth , Kittur e Tharnathan 2002], e o sinal amorfo em
20,8° 20.

Ap0s a reacetilagdo, os difratogramas dos géis sdo similares ao da quitina. Os géis
exibem uma difracdo em 9,2° 20 (Fig. 39b). Esta ¢ caracteristica do plano de difracao (020)
de cristais anidros da forma o-quitina [Carlstrom, 1957; Ogawa e Toshifumi 1993]. Com o
aumento da concentracdo de goma do cajueiro a intensidade da difracdo em 260 de 9,2°
diminui, o que pode ser conseqiiéncia do aumento de regides amorfas provenientes da goma
do cajueiro.

O grau de cristalinidade X foi calculado de acordo com a Equagdo 18 (equagdo de

Hermans-Weidinger) [Zhang e col, 2000]:

%) = X . X
X(A))—{K (|C+|a)} 100 (18)

onde Ic ¢ a intensidade integrada dos picos cristalinos e la ¢ a intensidade integrada
do pico na regido amorfa (20,8° 20). As intensidades dos picos cristalinos e amorfo foram
obtidos por deconvolugdo dos picos e subseqiiente calculo das éreas.

O valor de X usando a equagdo (18) foi obtido para as amostras de QT, QT gel,
QT:GC 2:1 e QT:GC 1:2 (Tabela 11). Estes resultados revelam que o aumento da

concentragdo de GC provoca um decréscimo na cristalinidade do gel.
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Figura 40. Difracdo de raio-X de: (a) QT; (b) QT gel; (c) QT/GC 2:1; (d) QT/GC 1:2; (e)
GC.

Tabela 11 . Grau de cristalinidade obtido por deconvolugao dos picos de difragao.

Indice de cristalinidade (%)

QT QT gel QT:GC 2:1 QT:GC 1:2

69,5 57,6 48,8 31,0
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IV.2.1.3 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A Figura 41 mostra as transi¢des detectadas nas curves de DSC para a quitosana,

goma do cajueiro e géis reacetilados.
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Figura 41. Curvas de DSC: (a) GC; (b) QT; (c) QT gel; (d) QT/GC 2:1; (e) QT/GC 1:2.

As curvas para os géis reacetilados sdo bastante semelhantes a de quitina [Kittur e
col.,, 2002]. O primeiro evento registrado para todas as amostras foi um largo pico
endotérmico na regido de 36-129°C. Polissacarideos no estado solido apresentam grande

afinidade por agua, pois sua estrutura desordenada facilita a hidratagao [Kittur e col., 2002].
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A analise das curvas revela que existe diferenca na area e temperatura dos picos
endotérmicos mostrando que os géis apresentam diferentes afinidades com a agua. O
aumento de AH com o aumento de GC pode estar relacionado ao maior nimero de grupos

polares na estrutura devido a goma do cajueiro.

O segundo evento registrado foi um largo pico exotérmico, associado aa
decomposicdo do polissacarideo. O pico ¢ deslocado para temperaturas maiores
concomitantemente com o decréscimo da area apds a acetilagdo e o aumento de GC na

estrutura.

IV.2.1.4 Anélise Termogravimétrica (TGA)

As curvas termogravimétricas sao mostradas na Figura 42, quitosana e géis mostram
duas etapas de decomposi¢do. Segundo Tirkistani (1998) a decomposicao de quitina e
quitosana resulta na formacao de acido formico e acético, como também de acidos graxos
de baixa massa molar como produto da degradacao da cadeia principal. A goma do cajueiro
se decompde em trés etapas, provavelmente devido sua estrutura extremamente ramificada.
A etapa de evaporacdo de agua estd na faixa de 25-200 °C e a T, do 2° pico de
decomposi¢do em torno de 307 °C.

Em atmosfera de nitrogénio observa-se que o gel QT (261,4 °C) reacetilado apresenta
temperatura inicial de decomposi¢ao maior que os géis QT:GC (256,0 °C). Por outro lado,
a temperatura final para o evento ¢ praticamente a mesma para os trés géis, 365,5 °C e
363,9 °C para QT gel e QT:GC, respectivamente. Os géis de QT/GC apresentam
quantidade de residuos maior que QT gel a 600°C. O deslocamento para temperaturas mais
baixas no inicio da decomposi¢do para os de QT:GC pode estar associado a maior

desorganizacao da estrutura do gel com aumento do teor goma do cajueiro.
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Figura 42. Curvas termogravimétricas e DTG em atmosfera de N, para géis de quitosana e

quitosana:GC.

IV.2.1.5 Intumescimento

A Figura 43 mostra o intumescimento de QT gel e QT:GC géis em 4gua e em
tampdes pH 2, 7,4 e 9,8. O grau de intumescimento de QT gel em 4gua estd dentro da
mesma faixa observada para géis reacetilados de quitosana previamente preparados por
Paula, Gomes e de Paula (2002), isto indica que o intumescimento nao parece ser afetado
pelo grau de acetilagdo, desde que, o grau de acetilagdo médio determinadas para os géis
obtidos por Paula, Gomes e de Paula, 2002) foi de 47,6 £ 2.4, enquanto que os géis
estudados aqui apresentam grau de acetilagdo de 68,2 £ 2.4. A adicdo de GC aos géis

provoca um leve aumento na capacidade de absorc¢ao de agua.
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Figura 43. Grau de intumescimento de QT e QT/GC géis em agua e solugdes diferentes em

diferentes pH. (LJ) QT; (o) QT:GC 2:1; (A) QT:GC 1:2.
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Em tampao fosfato o intumescimento diminui em relacdo ao intumescimento em
H,0. O decréscimo de Q foi menor do que o observado por Paula, Gomes e¢ de Paula
(2002). No entanto, neste trabalho foram utilizados diferentes tipos de ions e forca idnica na
preparacao dos tampdes, assim diferengas no comportamento sao certamente esperadas.

A presenca de fosfato no meio pode afetar fortemente o intumescimento de géis de
quitosana devido a possibilidade de formacgdo de regides reticuladas de QT com ions
fosfato. Matrizes de quitosana reticuladas com anions como sulfato, citrato e tripolifosfato
tém sido proposta na literatura como materiais com potenciabilidade para aplicagdo na
industria farmacéutica [Shu e Zhu, 2002b; Shu, Zhu e Song 2001; Kawashima e col., 1985;
Shirashi, Imai T., Otagiri M., 1993, Berger e col., 2004b].

O aumento de CG provoca um decréscimo no intumescimento em relagdo a QT gel.

(Figure 42).

IV.2.1.6 Liberacéo controlada de cloridrato de pilocarpina (in vitro)

A Figura 44 mostra a liberacdo de cloridrato de pilocarpina a partir de matrizes de
QT gel e QT:GC géis. A liberacdo ¢ similar para os trés géis nos primeiros 100 min,
quando aproximadamente 60% do farmaco ¢ liberado. Acima deste tempo, a liberacdo
parece ser afetada pela presenca de GC nas matrizes, observando-se uma diminui¢do na
taxa de liberagdo de pilocarpina no meio, com o aumento do teor de goma. Este efeito pode
ser mais claramente observado na Figura 45, a qual mostra a liberacado em 180 min para os
trés meios estudados. A liberagao de cloridrato de pilocarpina em pH 2 foi maior para QT
gel que para QT:GC géis. Neste pH os grupos amina no QT gel estdo protonados, o que
provoca a expansdo da cadeia e conseqiiente aumento da liberagao em relagdo aos géis de
QT:GC. A interacao de grupamentos carboxilato com os grupamentos amina protonados
pode provocar a agregacdo maior na cadeia, diminuindo a taxa de liberacdo. A percentagem
de farmaco liberado diminui em torno de 12% na matriz de QT:GC em comparacao a QT
gel (Figura 45). Com o aumento do pH para 9,8, a liberagdo diminui para os trés géis, o que
pode estar associado a diminuicdo da solubilidade da pilocarpina no meio. A maior
liberagdao foi observada em pH 7.,4. Este comportamento pode ser consequéncia da

interagdo farmaco-matriz ¢ também do intumescimento da matriz. Gupta e col. (2001)
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observaram que a solubilidade e o carater 4cido ou basico do farmaco afetam a liberagdo de

acordo com o pH do meio.
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Figura 44. Liberacao de pilocarpina em diferentes meios a 37°C. Os simbolos representam:
QT gel (O); QT/GC 2:1 (®); QT:GC 1:2 (A).
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Figura 45. Percentagem de farmaco liberado em 180 min a partir de matrizes QT e QT:GC

em diferentes meios. Os géis QT gel (O); QT:GC 2:1 (@); QT:GC 1:2 (4).
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Os dados de liberagdo controlada podem ser tratados pela equacdo semi-empirica
proposta por Ritger e Peppas (1987) para sistemas poliméricos intumescidos. A Tabela 12
mostra o expoente difusional n para QT e QT:GC géis em diferentes valores de pH. A
liberagdo de pilocarpina de matriz QT gel mostrou-se dependente do pH. Um mecanismo
nao-Fickiano foi observado para liberagdo em pH 2 e 7,4 para a matriz QT gel, enquanto
que em pH 9,8 o mecanismo ¢ Fickiano. Diversos sistemas intumescidos apresentam
mecanismo de libera¢do por difusdo [Saettone e col., 1992; Kumaresh e Tejraj, 2002]. A
liberacdo de pilocarpina de matrizes de PVA/goma xantana; PVA/acido hialurénico e
PVA/hidroximetilcelulose também mostrou mecanismo de liberagdo por difusao
(Fickiano), enquanto a liberacdo de matrizes PV A/carragenana ocorre por mecanismo nao-
Fickiano [Saettone e col., 1992]. As matrizes QT/GC mostraram mecanismo Fickiano, ou

seja, controlado principalmente por difusdo do farmaco através das cadeias.

Tabela 12 . Dados cinéticos da liberagao de pilocarpina de matrizes QT gel e QT:GC géis.

n k
PH QT gel QT/GC2:1 QT/GC1:2 QT gel QT/GC 2:1 QT/GC 1:2
2,0 0,52 0,40 0,44 2,6 2,0 2,4
7,4 0,50 0,43 0,40 1,9 2,3 2,1
9,8 0,44 0,40 0,45 2,3 2,1 2,4
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IV.3- Géis de Goma do cajueiro oxidada/Quitosana

IV.3.1. Oxidagao da Goma do Cajueiro com periodato e caracterizagdo dos derivados

A percentagem de oxidacao dos derivados de goma do cajueiro (GCOX) nas
diferentes condicdes reacionais ¢ mostrada na Tabela 13. Observa-se que o teor de

grupamentos oxidados aumenta com o aumento da razdo periodato/goma.

Tabela 13. Resultados da reagdo de oxidagdo da goma do cajueiro com NalO4

%

Reacio Produto Razao molar Tempo de Rendimento oxidagio®
(NalO4/G) reagao (h) (%)
1 GCOX1 1:10 26 40,0 2,8
2 GCOX2 1:6 26 70,0 3,9
3 GCOX3 1:4 26 71,2 7,0
4 GCOX4 1:2 24 73,0 7,9
5 GCOX5 1:1 24 65,7 11,5
6 GCOX6 1:0,7 24 66,7 62,3

* Percentagem determinada por titulagdo do acido férmico formado apos a reacao.
IV.3.1.1- Determinacdo da massa molar
Os resultados da massa molar obtido por GPC (Tabela 14) mostraram uma

diminui¢do nos produtos oxidados em relagdo a goma do cajueiro com o aumento da

percentagem de oxidagao.

93



Tabela 14. Massa molar ponderal média (My,) para os produtos oxidados.

Amostras M, (g mol™)* % oxidagao
GC 32x10° -
GCOX1 2,7x 107 2,8
GCOX2 33x10° 3,9
GCOX3 2,3x 10" 7,0
GCOX4 1,1 x 10* 7,9
GCOX5 9,5x 10° 11,5
GCOX6 6,0 x 10’ 62,3

A Figura 46 mostra a variacdo da massa molar com o aumento da percentagem de

oxidagao.

0 10 20 30 40 50 60 70
% de oxidagéo

Figura 46. Variacao da massa molar ponderal média (M) com o aumento da percentagem
de oxidacao.

O aumento do teor de grupos oxidados reduz significativamente a massa molar do

polissacarideo, provavelmente devido a quebra de ligacdes glicosidicas das cadeias laterais.
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IV.3.1.2 - Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN-"C da goma do cajueiro e da goma oxidada (GCOX) apos
redu¢do com borohidreto de sddio sdo mostrados na Figura 47. O espectro da goma do
cajueiro (Fig.47a) ¢ similar ao anteriormente publicado [de Paula, Heatley, Budd, 1998,]
apresentando sinais de carbonos anoméricos de [3-D-galactose (1—3) (104,4 ppm) e B-D-
galactose (1—6) (105,3 ppm) e de a-D-glucose (101,7 ppm), a-L-arabinose (105,5 ppm);
a-L-ramnose (101,1 ppm) e B-D- &cido glucurdnico (103,6 ppm). Os sinais em 101,1 e
101,7 ppm, devido as absor¢des dos carbonos anoméricos da glucose e ramnose
respectivamente, ndo foram detectados no espectro da goma oxidada (Figura 47B). Na
regido de carbonos do anel (C-2 a C-5; 80-70 ppm) e carbonos primarios (68- 60 ppm)
observa-se uma grande modificacdo no espectro da amostra oxidada. Os carbonos de C-2 a
C-5 sdo deslocados para regides de menor deslocamento quimico.

Na oxida¢do da pululana com periodato de sodio [Brunell, Schacht, 1993], os
autores mostraram que apds a reducdo do grupamento aldeido ocorreu um comportamento
similar, onde o carbono anomérico (C-1) com absor¢dao em 100,6 ppm foi deslocado para
103,6 ppm e que os sinais da regido dos carbonos C-2 a C-5, antes entre 70 — 74 ppm,
foram deslocados para 61 — 63 ppm.

Como mostrado na introducdo, a goma do cajueiro possui uma cadeia principal de
B-D-galactose (1—3) e a oxidagdo por periodato ndo ¢ permitida nesta cadeia devido a
auséncia de hidroxilas vicinais. Portanto, a oxidagdo deve estar ocorrendo nos pontos de
ramificagdes onde existem unidades de galactose, glucose, arabinose, ramnose e acido

glucurdnico.
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Figura 47. RMN 5C BB em DO da goma do cajueiro (A) e da GCOX (B).

Na Figura 47B a auséncia dos sinais em 101,1 e 101,7 ppm parece indicar que a
glucose e ramnose sofreram oxidagao.

A redugdo dos grupos aldeido com borohidreto de sédio levaria a formagao de
grupos -CH,OH, com isso aumentando o nimero de sinais na regido de carbonos primarios.
Com a finalidade de verificar se o aumento do niimero de sinais na regido de menor

deslocamento quimico era realmente devido a formacdo de grupos -CH,OH, um
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experimento de DEPT 135 foi realizado (Figura 48). Neste experimento os carbonos
metilénicos mostram amplitude oposta para os carbonos metilicos e metinicos. Na amostra
oxidada (Figura 48B) o ntimero de sinais devido aos carbonos metilénicos aumentou em

relagdo a goma do cajueiro, confirmando a formagao de grupos -CH,OH.
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Figura 48. DEPT 135 em D,0 da goma do cajueiro (A) e da GCOX (B).
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No espectro de RMN de "°C da goma oxidada (Figura 47B) também sdo observados
dois picos bem distintos em 89,5 e 204,5 ppm. O sinal em 204,5 ppm ¢ atribuido aos grupos
aldeidicos ndo reduzidos pelo boroidreto de sodio.

Brunell e Schacht [1993] sugerem que os grupos ndo reduzidos podem sofrer
ciclizagdo interna formando hemiacetais intra-residuais (Figura 49). A formagdo desta

estrutura na pululana apresenta um novo sinal entre 88 — 94 ppm.
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Figura 49. Formagdo do Hemiacetal intra residual [Brunell e Schacht, 1993].

O espectro de HMQC (Figura 50) mostra a correlacio entre 'H/ °C a uma ligacdo
na regido dos anoméricos para a goma do cajueiro e goma oxidada e reduzida. No espectro
da goma do cajueiro pode-se observar que os sinais em 5,10 ppm e 4,84 ppm
correlacionam-se com os carbonos anoméricos em 101,1 e 101,7 ppm (C-1 da glucose e
ramnose) respectivamente. Apds a oxidacao/reducao da goma, o sinal em 5,10 ppm ¢
deslocado para 5,18 ppm e agora correlacionado com os sinais em 102,7 e 89,5 ppm. Isto
indicaque a glucose foi oxidada, que parte dela ficou na forma de alcool apoés a reducdo
(correlagdo com 102,7 ppm) e a outra na forma de um hemiacetal intra-residual (correlagao
com 89,5 ppm). O sinal em 4,84 foi deslocado para 4,82 ppm e faz correlagdo com o sinal

em 103 ppm, sugerindo que a ramnose foi oxidada e reduzida a alcool.

98



. —
(0
©)
P
o &
Y
AR
s o |
=)
| ) - > m

Figura 50. HMQC em DO da goma do cajueiro (A) e da GCOX (B) (Regido de

anomericos).
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IV.3.1.3 Anélise Termogravimétrica

As curvas termogravimétricas em atmosfera de ar sintético para os produtos oxidados
da goma do cajueiro sdo mostradas na Figura 51. Todos os derivados s3o menos estaveis
que a goma do cajueiro nativo. Isto indica que a oxidagdo diminui a estabilidade térmica no

inicio do processo de degradacao, devido a labilidade dos grupos aldeidos.
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Figura 51. Curvas termogravimétricas de cajueiro e cajueiro oxidado: a) reagdes de 1-3 ; b)

reagoes de 4-6.

As temperaturas para o inicio (Tj), final (Tf) ¢ maxima (T,,) sdo mostradas na Tabela
15. Os resultados das curvas de TGA indicam que todos os derivados oxidados apresentam
degradacdo quase completa entre 220 e 320 °C. Observa-se que a percentagem de perda de
massa a 600°C ¢ bastante semelhante para todas as amostras. Resultado diferente do
observado para os experimentos com a goma guar (Varma e col., 1997), nos quais
observou-se que o aumento do grau de oxidagdao apresenta diminui¢do na percentagem de

perda de massa.
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Tabela 15 . Dados das curvas de TGA para a goma do cajueiro oxidado em atmosfera de ar

sintético 10°C/ min.

Residuo
[0)
% de TGA Tm % perda de massa 2600 °C
Amostra S —
oxidagdo Inicio | I I ] ]
(onset)  (220-280°C)  (260-350 °C)  (400-450°C) 220°C  300°C

GC - 238 243 295 406 13,8 68,6 2,5
GCOX1 2,0 230 263 - - 14,4 96,6 1,1
GCOX2 3,0 226 273 - - 14,2 97,7 1,9
GCOX3 7,0 223 270 - - 13,8 97,3 2,4
GCOX4 8,0 206 275 - - 15,8 97,7 2,0
GCOX5 11,0 190 258 - - 20,0 96,7 2,9
GCOX6 62,0 186 280 - - 21,8 97,8 1,5

A Figura 52 mostra a relacdo entre o grau de oxidagdo e a temperatura inicial de

decomposicdo. Observou-se que a temperatura inicial de decomposi¢do diminui com o

aumento do grau de oxidacdo, sendo significativa a diferenca do 1-4 (24 °C), como também

diminui mais significativamente com graus de oxidagao maiores que 8 nos derivados da

goma do cajueiro oxidada.
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Figura 52. Relagdo entre a temperatura inicial (atmosfera de ar sintético, 10°C/min) de
decomposic¢do e a percentagem de oxidagdo dos derivados da goma do cajueiro.
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A Figura 53 mostra as curvas de TGA em atmosfera de N, para os derivados oxidados
de 4-6. O perfil das curvas de degradacao dos derivados ¢ bastante similar ao da goma do
cajueiro. As curvas de DTG mostram mais claramente a mudan¢a no inicio da
decomposicdo para os derivados oxidados (Figura 53B). O evento inicial com Ty em 240
°C, que aparece para a goma do cajueiro (GC), ¢ deslocado para temperaturas mais baixas,

204 °C, para os derivados oxidados.
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Figura 53. Curvas termogravimétricas (A) e DTG (B) para derivados oxidados de 5-7 em
atmosfera de N a 10°C/min.

A Tabela 16 mostra os dados obtidos a partir das curvas de TGA em atmosfera de
nitrogénio. Observa-se que o final da degradacdo em atmosfera inerte esta acima de 600 °C,
enquanto que em atmosfera oxidante esta proximo de 450 °C. A % de perda de massa em
atmosfera oxidante (96% em 320°C) ¢ maior que em N, (72% em de 320°C) mesmo em
temperaturas mais baixas. Estes resultados mostram que os grupamentos adicionados sio

bastante reativos.

102



Tabela 16. Dados TGA em atmosfera de N, a 10°C/min para a goma do cajueiro e
derivados oxidados.

o residuo
% de TG Tm % perda de massa 600°C (%)
Amostra o~
oxidacéo
Inicio Final 1 II
(onset)  (endset)  (220-300 °C) (300-310°C) 220 320500
GC 0 235 >600 241 307 13,3 56,1 834 16,6

GCOX4 7,9 193 324 - 307 16,6 61,5 78,9 16,1
GCOX5 11 209 349 208 300 20,1 55,7 76,7 22,1
GCOXo6 62 206 357 199 300 20,6 588 77,0 18,6

1V.3.2 Formacdo do complexo quitosana-cajueiro aldeido funcionalizado

A formagdo do gel de quitosana com a goma do cajueiro oxidada (aldeido
funcionalizada) ¢ facilmente observada logo apds a mistura, no entanto somente apos 24 h
observou-se a completa geleificagdo, verificada pelo aumento de volume de gel no
recipiente reacional.

A taxa de formacdo de géis de escleroglucana aldeido funcionalizada ¢ maxima
proximo do pH 7, devido ao balango entre alguns efeitos competitivos, como a
concentragdo de grupos amina livres na quitosana na faixa de 4,5 e 6,5 (pK, do grupamento
amina) e a solubilidade da quitosana, decrescente com o aumento do pH.

A mistura foi realizada na razdo molar de 2:1; 1:1 e 1:2 de [NH;]:[CHO]. Quando
misturados observou-se a formacao de precipitado gelatinoso, semelhante ao precipitado de
quitosana em pH acima de 7.

Para verificar se o gel formado da mistura de GCOX com quitosana ndo seria
resultado apenas da precipitacdo de quitosana em meio basico foi feito um ensaio de
solubilidade em meio acido. Observou-se que, ao contrario do precipitado de quitosana, os
precipitados obtidos da mistura QT:GCOX nao foram soluveis em meio acido. Este
resultado indica que o precipitado obtido da mistura ndo é apenas quitosana precipitada,

mas sim o complexo formado via reacdo Base de Schiff.
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A espectroscopia na regido do infravermelho (Figura 54) foi utilizada para evidenciar
a formagao de ligacdes C=N. A absor¢ao em 1597 cm’', caracteristica de deformacéo
angular de N-H, aparece no precipitado de QT bem definida, ao contrario do observado
para o gel de QT/GCOX. Esse resultado pode ser atribuido a diminui¢do de grupos N-H

livres na quitosana apds a reticulagdo com os grupos aldeidos de GCOX [Tirkistani, 1998].

QT:GCOX 2:1

QT:GCOX 1:2

QT:GCOX 1:1

r T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

cm'l

Figura 54. Espectros de quitosana e quitosana precipitada em meio basico e dos complexos

QT:GCOX.
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IV.3.2.1- Analise Termogravimétrica

O estudo por analise termogravimétrica mostra que a formagdo do gel ndo afeta o
numero de etapas de decomposicdo, pois as curvas apresentam o mesmo perfil de
decomposi¢ao para quitosana precipitada e QT:GCOX4 (Figura 55). No entanto verificou-
se que a temperatura inicial de decomposi¢ao ¢ menor para os derivados (293, 282 e 283 °C
para QT:GCOX 2:1, 1:1 e 1:2 respectivamente) do que para a quitosana (295°C).
Comportamento similar foi encontrado para outras bases de Schiff de quitosana, e esse

resultado foi atribuido a auséncia do efeito estabilizador de NH; livre em relagdo a base de

Schiff ( Stokke, 1995)

100+

GCOX4
— QT:GCOX 2:1
QT:GCOX 1:1
— QT:GCOX 1:2

80

60

40
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20

— 1 ' T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800
T (°C)

Figura 55. Curvas termogravimétricas para a quitosana ¢ complexos QT:GCOX4.

Os resultados de termoanalise associados ao resultado de solubilidade indicam que

ocorreu a formagao da base de Schiff de cajueiro aldeido funcionalizado com quitosana.

IV.3.2.2. Aplicagao em sistema de liberacgéo controlada de DCS

O resultado do intumescimento mostrou que a capacidade de absorcdo de agua pelo
gel é comparavel a absorcdo de agua pelos géis de quitosana reacetilada/goma do cajueiro e
dos complexos de quitosana e que o gel intumesce mais em meio acido que basico. A

absorcao de agua em pH 1,2 foi de 8% em relacdo a massa inicial, enquanto que em pH 7,4
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e 9,8, a capacidade de intumescimento ¢ cerca de 4%, indicando que deve existir ainda
grupamentos amina livres para serem protonados e expandir a rede, enquanto que em meio
basico ocorre ainda a retragdo da cadeia devido a presenga de grupamentos NHo.

A Figura 56 mostra a liberagao de DCS seqlienciada, observa-se que percentagem de
farmaco liberado em meio acido € praticamente zero. Enquanto que no pH do meio
fisiologico (7,4) a percentagem de liberacdo aumenta até 16% de farmaco. A percentagem
de farmaco ainda ¢ baixa mostrando que a farmaco pode estar mais retida na matriz devido
a reticulagdo, quando compara aos complexos polieletroliticos. A presenga de grupamentos

—NH, no farmaco pode favorecer a interagdo com os grupamentos aldeidicos ainda

presentes na GCOX.
18
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Figura 56. Liberacao seqiienciada de DCS utilizando matriz QT/GCOX4.
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V. Conclusao

107



Géis de goma do cajueiro e/ou derivados com quitosana foram sintetizados por trés
diferentes rotas: complexacdo polieletrolitica, reacetilagdo da quitosana e formacdo da base
de Schiff.

Os géis por complexagdo polieletrolitica (CPE) da goma do cajueiro carboximetilada
com quitosana foram obtidos em razdo ndo estequiometricas de cargas. A razao
[NH; /[COO] nos géis depende do grau de substitui¢io da goma carboximetilada e da
ordem de adi¢do dos polions durante a complexagdo. Os géis sdo soluveis em meio acido.
A liberagdo de farmacos (DCS e DCK) nestas matrizes a pH > 7 € rapida e ocorre via
mecanismo ndo- Fickiano. A reticulagdo do gel com epicloridrina permite sua utilizagdo em
meio acido e a liberagao controlada do farmaco.

A reacetilagdo da quitosana possibilitou a formacdo de géis fisicos de quitosana
resistentes a dissolugdo em meio 4cido e com capacidade de intumescer tanto em meio
acido quanto basico. A adicdo da goma do cajueiro na preparagdo do gel altera a
cristalinidade dos géis.

A capacidade de absorcdo de dgua dos géis quitosana reacetilada/goma do cajueiro
diminui em meio tamponado em relagdo a quitosana o que parece resultado da interacdo
quitosana/goma do cajueiro (QT/GC).

Os géis apresentaram capacidade de liberagdo controlada de até 100 % do farmaco em
200 min, e maior capacidade de retengdo em meio acido. Géis de QT/GC mostraram maior
capacidade de retencdo do farmaco indicando cadeias mais interpenetradas e amior
dificuldade de liberacdo do medicamento.

Derivados aldeidos funcionalizados da goma do cajueiro foram obtidos com
percentagem de oxidagdo de 2 até 60%. Os derivados mostraram menor estabilidade
térmica em relagdo a goma do cajueiro em atmosfera de ar sintético e nitrogénio, indicando
a presenca de grupamentos mais labeis.

Os resultados de ressonancia magnética nuclear mostraram a formagao de hemiacetais
intra-residuais com a protecao de um dos grupamentos aldeidicos de reagdes futuras.

Os derivados formam géis reticulados com quitosana via reagao de Schiff com

capacidade de intumescer até 8 vezes o seu peso em agua.
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A formagdo do gel pode ser evidenciada pela diminui¢do da estabilidade térmica em
relagdo a quitosana, indicando a formacao de ligagdes C=N, e também resisténcia a
dissolugdo em meio acido.

Teste de liberagdo controlada seqiienciada de DCS utilizando matriz GCOX mostram
que nao ocorre liberagdo do farmaco em pH 1,2 e que o farmaco ¢ liberada controladamente
em pH 7.4, sugerindo que esta poderia ser utilizada em sistemas para liberagdo de farmacos
sitio dirigidas.

Os resultados preliminares de liberagdo controlada de farmacos por géis formados de
goma do cajueiro e/ou derivados com quitosana possuem potencial para utilizacdo na

liberagdo de farmacos sitio dirigida.
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