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RESUMO

Este trabalho tem como objetivo a sintese e caracterizagdo de nano e
microparticulas para liberagcao de farmaco para tratamento da malaria. Microesferas
de quitosana de alta massa molar (QTa) e goma do chicha (CH) foram sintetizadas
por complexagao polieletrolitica e reticuladas com glutaraldeido. Os didametros das
microesferas reticuladas e nao-reticuladas foram de 544 + 3 ym e 558 + 2 um,
respectivamente. As esferas reticuladas nao foram soluveis em meio acido (pH 1,2).
Ensaios de intumescimento mostraram que as microesferas intumesciam mais em
pH 1,2 do que em pH 7,4 e que as reticuladas possuiam menor intumescimento do
que as nao reticuladas. A liberacdo sequenciada de cloroquina, a partir das
microesferas, foi realizada por 2 h em pH 1,2 seguida por uma liberagédo em pH 7,4.
A microesfera reticulada liberou 64% da cloroquina em pH 1,2, com um total do
farmaco liberado de 92%. O perfil de liberagdo da mesma amostra em pH 7,4
apresenta uma liberacdo controlada do farmaco por cerca de 50 h. Nanoparticulas
de QT e CH foram produzidas utilizando como rotas de sintese a complexacao
polieletrolitica e formacdo de base de Schiff. Na formagcdo de complexos
polieletroliticos parametros como massa molar da quitosana, raz&o molar de carga
(n*/n’), ordem de adigdo e concentragéo dos polieletrolitos influenciam no tamanho,
potencial zeta, indice de polidispersividade e estabilidade das nanoparticulas em
solucdo. O potencial zeta das particulas com excesso de QT ¢é positivo e quando se
diminui a razdo molar de carga (n*/n’) para 0,1 o potencial torna-se negativo devido
0 excesso de chicha. Os didmetros das nanoparticulas variaram de 80 a 1200 nm
dependendo da concentracdo dos polieletrélitos e da quitosana utilizada.
Nanoparticulas formadas por quitosana de baixa massa molar (QTb) possuem
tamanho maior do que as formadas por quitosana de alta massa molar (QTa).
Quando a razéo de cargas (n*/n’) e a concentragdo dos polieletrdlitos diminuem o
tamanho das nanoparticulas também diminui. Na liberagdo da cloroquina em
matrizes de CH, QTa e QTb de razdo 5 e 0,1 duraram cerca 15 dias liberando até
99% do farmaco, porém apenas a razao de cargas influenciou no perfil da liberagao.
Nanoparticulas formadas via base de Schiff foram preparadas. A influéncia de
parametros tais como: grau de oxidacdo da goma do chicha, massa molar da
quitosana, ordem de adigcdo e razdo entre as massas dos polissacarideos foram

investigados em relacdo ao tamanho, potencial zeta e estabilidade. O potencial zeta



mostrou-se positivo para particulas com excesso de QT e negativo para particulas
com excesso de CH. Os didametros das particulas variaram de 30 a 450 nm,
dependendo do grau de oxidagdo do CH e da massa molar de QT. Para goma do
chichd com menor grau de oxidagdo nanoparticulas de QTa apresentaram-se
maiores do que as formadas por QTb, e para a goma com maior grau de oxidagao

nanoparticulas de QTb possuiam maiores tamanhos do que as formadas por QTa.

Palavras-chave: Nanoparticulas. Microesferas. Quitosana. Goma do Chicha. Goma

do Chicha Oxidada. Complexo Polieletrolitico. Base de Shiff. Liberagao de Farmaco.



ABSTRACT

The aim of this work was the synthesis and characterization of nano and
microparticles for malaria drug delivery system. Chitosan microspheres of high molar
mass (QTa) and chicha gum (CH) were synthesized by polyelectrolyte complexation
and crosslinked with glutaraldehyde. The diameters of the microspheres crosslinked
and non-crosslinked were 544 + 3 ym and 558 + 2 uym, respectively. The crosslinked
beads were not soluble in acidic medium (pH 1.2). The swelling of microspheres was
higher in pH 1.2 and that the crosslinked beads have less swelling than non-
crosslinked. The sequential release of chloroquine from the microspheres was
performed for 2 h followed by a release in pH 7.4. The crosslinked microsphere
released 64% of chloroquine at pH 1.2, with a total of drug released of 92%. The
release profile of the same sample at pH 7.4 provides a controlled release of the drug
for about 50h. QT and CH nanoparticles were prepared using polyelectrolyte
complexation and formation of Schiff base. In the formation of polyelectrolyte
complex, parameters such as molecular weight of chitosan, the molar ratio of charge
(n*/ n"), order of addition and concentration of the polyelectrolyte influence the size,
zeta potential, polydispersity index and stability of the nanoparticles in solution. The
zeta potential of particles in excess of QT was positive and when the charg molar
ratio (n*/ n") decreases to 0.1 the potential becomes negative due to the excess of
CH. The nanoparticles diameters vary from 80 to 1,200 nm depending on the
concentration of the polyelectrolyte and the chitosan used. Chitosan nanoparticles
formed by a low molecular weight (QTb) were larger than those formed by chitosan of
high molecular weight (QTa). The decrease of the charge ratio (n*/n) and the
polyelectrolyte concentrations lead to small size nanoparticle. The release of
chloroquine in matrices of CH, QTa and QTb ratio ratio 5 and 0.1 lasted 15 days by
releasing up to 99% of the drug, however only the ratio influenced the release profile.
Nanoparticles formed by Schiff base reaction were produced. The influence of
parameters such as degree of oxidation of CH, chitosan molar mass, addition and
masses ration of polysaccharides on size, zeta potential and stability were
investigated. The zeta-potential was positive for particles with an excess of QT and
negative with excess CH. The particle diameters ranged from 30 to 450 nm,
depending on the degree of oxidation of CH and the molar mass of QT. Particle

formed with low oxidation of CH and high molar mass chitosan are bigger than those



formed with low molar mass chitosan. A inverse behavior was observed when high
oxidated CH was used.

Keywords: Nanoparticles. Microspheres. Chitosan. Chicha Gum. Oxidized Chicha

Gunm. Polyelectrolyte Complex. Schiff Base. Release of Drug.
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1 INTRODUGCAO

A aplicagdo de materiais poliméricos nos diversos campos da ciéncia
como engenharia de tecidos (Bl e col., 2011, COIMBRA e col., 2011), implantes de
dispositivos médicos como proteses (STASIAK e col., 2011; DESIMONE e
WILLIAMS, 2011), proporcionou o desenvolvimento de matrizes poliméricas
biocompativeis e biodegradaveis, isto é, degradadas in vivo em fragmentos menores
que podem ser excretados pelo corpo (AZEVEDO, 2002).

Os polimeros empregados nessas preparagdes sdao macromoléculas
biodegradaveis que apresentam varias unidades monoméricas iguais
(homopolimeros) ou diferentes entre si (copolimeros), podendo ser ibnicos
(polieletrdlitos) ou n&o ibnicos (neutros).

Um sistema polimérico de liberacdo de farmaco pode ser planejado e
desenvolvido por varios métodos de processamento. Modificando as propriedades
do polimero, um sistema de matriz pode ser elaborado para uma liberagao
sustentada ou controlada do farmaco. Materiais poliméricos farmacéuticos com
pequena ou nenhuma toxicidade podem ser utilizados como membranas ou matrizes
nas quais o ingrediente ativo € disperso ou dissolvido.

Polimeros também funcionam como veiculos e podem ser adicionados
aos ingredientes ativos. Esses carreadores podem ser usados para liberar uma
grande variedade de farmacos em uma taxa controlada no trato gastrintestinal (ZHU,
2002). Devido as suas diversas aplicagdes e funcionalidades, especialmente em
terapias de liberagdo controlada do farmaco, os polimeros estdo dentre os
excipientes mais utilizados para a obtengao de formas farmacéuticas (RIOS, 2005).

Alguns farmacos que apresentam baixa biodisponibilidade, ou quando a
substancia ativa tem um efeito colateral de irritacdo local podem ter esses problemas
solucionados quando preparados em formulagdes multiparticuladas com matriz
polimérica que proporciona uma liberagdo controlada (PALMIERI e col., 2002;
SJOBLOM, 2004).

Além da funcdo, ou objetivos da formulagdo e das caracteristicas do
principio ativo, as propriedades fisico-quimicas do polimero sdo fatores de suma
importancia que determinam sua utilizagao (PILLAl e PANCHAGNULA, 2001; RIOS,

2005). Essas propriedades sao dependentes da natureza quimica dos mondémeros,
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do processo e da técnica de preparagao do polimero, da massa molecular, que
depende das condi¢gdes de polimerizagdo para cada monémero, e da estrutura
macromolecular (MANO e MENDES, 1999).

As propriedades fisicas dos polimeros estdo relacionadas a resisténcia
das ligagdes covalentes, a rigidez dos segmentos na cadeia polimérica e a
resisténcia das forgas intermoleculares (MANO e MENDES, 1999). Devido a
diversidade inerente das estruturas e exigéncia do completo entendimento da
superficie e propriedades do polimero que podem fornecer as fungdes quimicas,
interfacial, mecanica e biolégica desejada, a selegcédo e design de um polimero se
tornam uma tarefa bastante desafiadora (PILLAI e PANCHAGNULA, 2001).
Atualmente diversos polimeros s&o utilizados em matrizes para liberacdo de

farmaco.

Polimeros sintéticos: Os polimeros sintéticos fazem parte do nosso cotidiano e
representam uma das classes de materiais mais versateis que existem,
apresentando inumeras aplicag¢des, entre as quais, no setor farmacéutico (LANGER
e PEPPAS, 2003; OREFICE e col., 2006; LIU e col., 2009; SWARBRICK, 2007).
Exemplos de polimeros sintéticos sao: PEG, PVA, PAA, poli(acido metacrilico)
(PMAA), poli(acrilato de butila) (PBA), poli(metacrilato de metila) (PMMA), poli(N-
isopropil acrilamida), PVP, poli(fosfazona), PLA, PCL, poli(metacrilato de 2-
hidroxietila) (PHEMA) (LEE e YUK, 2007; OH, 2007; AHN, 2008; BAJPAI, 2008;
HAMIDI e COL., 2008; KUCKLING e PARREK, 2008; XINMING, 2008)

Polimeros naturais. Sao biodegradaveis como, por exemplo, o alginato, a celulose
€ a quitosana e sao muito utilizados como matrizes em liberagado de farmacos. Um
exemplo é a aplicagéo de quitosana enxertada com poli (acido acrilico), formando
um copolimero, na confeccdo de nanoesferas para se estudar a liberagao controlada
em funcdo do tempo, utilizando-se eosina, um corante soluvel em agua, como
marcador (AZEVEDO, 2002).

Polimeros naturais modificados. Um problema encontrado em polimeros naturais
€ que eles podem ser degradados facilmente. Isto pode ser resolvido modificando o
polimero com agentes reticulantes ou adicionando grupos hidrofébicos. Exemplos

destas modificacbes podem ser a reticulacao de gelatina utilizando-se formaldeido, a
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reticulacdo de quitosana utilizando-se glutaraldeido e transformacéo de celulose em
acetato de celulose. Modificagdes enzimaticas também sao utilizadas, como a

modificagao de quitosana por tirosinase (AZEVEDO, 2002).

Entre os polimeros naturais biodegradaveis mais utilizados na liberagao
de farmaco esta a quitosana. Quitosana oferece varias vantagens para a formagéao
de sistemas de liberagdo de farmaco, entre essas incluem a habilidade de controlar
a liberagcdo de agentes ativos e dispensa o uso de solventes organicos durante a
sintese de particulas, devido a sua solubilidade em meio aquoso acido (DASH e col.,
2011), diferentes tipos de sistemas de quitosana para liberacdo de farmaco séao

mostrados na Tabela 1.

Tabela 1 - Sistemas de quitosana para liberacdo de farmaco preparados por

diferentes métodos

Tipo de sistemas Método de preparacéao
Tabletes Matriz revestida
Capsulas Capsulagao

Microesferas Emulsao por reticulacéo

Coacervacgao/precipitacao
Spray-drying
Gelificagao l6nica
Método de peneiragao
Nanoparticulas Emulsao

Coacervacgao/precipitacao

Esferas Coacervacgao/precipitacao
Filmes Moldagem de solugéo
Gel Reticulacao

Fonte: DASH e col., 2011.

Nos dultimos 25 anos muitas pesquisas tém sido focalizadas na
preparagao de micro e nanoparticulas de polimeros biodegradaveis para liberagao
controlada de farmacos. A administragdo do farmaco via tais sistemas é vantajosa

porque as particulas podem ser ingeridas ou injetadas; podem ser adaptadas para o
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perfil de liberagdo desejado e em alguns casos podem até mesmo permitir a
liberagdo em regides especificas do organismo (FREIBERG e ZHU, 2004). A
liberagdo controlada de farmaco tem sido testada in vitro a partir de micro e
nanoparticulas via complexagao polieletrolitica e apresenta grande potencial para

implantacado de novos sistemas de liberagao.

1.1 Microparticulas a base de polissacarideos

A tecnologia associada a modificagao da liberacdo de principios ativos,
como farmacos e pesticidas, corantes, aromatizantes etc., € vasta. Entre essas
tecnologias, os sistemas matriciais poliméricos sdo amplamente aplicados na forma
de microparticulas (SUAVE e col., 2006).

As microparticulas sao subdivididas em microesferas e microcapsulas,
segundo a sua estrutura. Sd0 denominadas microesferas as particulas compactas
constituidas por uma rede polimérica na qual a substancia ativa se encontra
distribuida no seu estado solido ou molecular. Ja as microcapsulas séo as particulas
constituidas por um nucleo interno contendo o agente ativo recoberto por uma
camada de polimero de espessura variavel (BATYCKY e col.,1997; LINHARD,

1988). A figura 1 representa a estrutura de uma microesfera e de uma microcapsula.

Figura 1 - (A) microesfera — o agente ativo esta distribuido em uma matriz
polimérica; (B) microcapsula — o agente ativo esta envolvido pelo agente

encapsulante (polimero)

Membrana nolimérica B
A - : T
Py ks Ly /___//r,_ AT
- "l. : .‘. iy ":..: - 1N
‘-‘ ol } .-_' '{ l" > e, ]! - ol ' ."; : < -.\'| "-.II
3T e st r eyl 2 |
LSy S ey e .1|
EXE T e \\_\{-_ ST &
S ol A\NL' on a7 _‘_. g
’ whw B \\_}{_ wi vl\;;{/
Agente ativo na matriz polimérica Agente ativo encapsulado

Fonte: Suave e col., 2006.

A grande variedade de principios ativos e polimeros com diferentes

propriedades exige a utilizagdo de diferentes métodos de producédo (FIGUEREIDO,
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2011). A selegcao de um método de producado tem de cumprir certos requisitos, tais
como nao afetar a estabilidade e atividade bioldgica do principio ativo, a eficiéncia
de encapsulacéo do principio ativo no polimero tem de ser o mais elevada possivel,
os perfis de libertagcao do principio ativo deverao estar de acordo com o pretendido e
o método devera ser exequivel a nivel industrial (BENITA, 2006).

O método de emulsificacao consiste em dissolver o polimero em agua e o
farmaco pode ser dissolvido na solugédo do polimero. Posteriormente, é formada uma
emulsédo da solugdo do polimero e principio ativo num solvente organico ou éleo,
que nao podera ser miscivel com o solvente do polimero e principio ativo e no qual a
solubilidade do polimero e o principio ativo sejam baixos. A emulsdo € estabilizada
com a adicdo de um emulsificante. Sdo entdo formadas duas fases: uma fase
dispersa da solugao do polimero e principio ativo e uma fase continua do solvente
organico ou 6leo. Depois as particulas formadas sdo removidas do solvente organico
ou oleo da fase continua sendo, posteriormente, lavadas e liofilizadas
(FIGUEREIDO, 2011).

Este método tem sido utilizado numa escala laboratorial. No entanto, a
sua aplicagao a nivel industrial € muito complicada e cara. Este método de produgao
de microparticulas € vantajoso, na medida em que permite um controle dos
tamanhos das microparticulas, através da velocidade de agitagcdo do meio. Contudo,
este método apresenta limitagcdes como uma eficiéncia de encapsulagdo ndo muito
elevada e a utilizagdo de solventes toxicos, que podem deixar residuos nas
microparticulas. (CHAURASIA e col., 2006; KHARE e col., 2009).

O “Spray Drying” é uma técnica bastante versatil, sendo amplamente
utilizada nas industrias farmacéutica, alimentar e biotecnoldgica e desde os anos 70
que esta técnica € utilizada para a produgado de microparticulas para sistemas de
liberagéo controlada de principios ativos. ( YEO e col., 2001)

O polimero é dissolvido num solvente proprio e o principio ativo é
disperso ou dissolvido na solugdo do polimero. A solugdo do polimero e principio
ativo sdo introduzidos por meio de uma bomba peristaltica numa camara de
secagem. Com a remogao do solvente, o polissacarideo passa pelo atomizador e
formam-se microesferas, sendo que estas precipitam no ciclone. Este processo tem
sido bastante utilizado devido a vantagens como a facilidade de transposi¢cao para
um plano industrial, rapidez de producgéao, obtencao de eficiéncias de encapsulagao

superiores as obtidas por outros métodos; e pode ser utilizado para uma grande
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variedade de polimeros e de principios ativos. E um processo cuja producdo é
efetuada num sé passo e produz microparticulas com caracteristicas semelhantes
as obtidas por outros processos, relativamente a distribuicdo de tamanhos,
morfologia e cinética de libertacdo (FIGUEREIDO, 2011).

No entanto, apresenta os inconvenientes de haver uma grande
percentagem de perdas, uma vez que as microparticulas se agregam bastante as
paredes do ciclone, sendo bastante dificil recupera-las; e de n&do se poderem
processar solugdes de elevada viscosidade (YEO e col., 2001; MANSOUR e col.,
2010).

No método de precipitagcdo a solugdo do polimero € introduzida, gota a
gota, com uma seringa numa solugdo ou solvente, nos quais o polimero nao seja
soluvel. Como tal, formam-se esferas a saida da seringa (FIGUEREIDO, 2011).

Este método apresenta vantagens tais como reduzida complexidade e
rapidez de execucdo. No entanto, também apresenta certas desvantagens, tais
como ser um processo impraticavel a nivel industrial; poder fazer uso de solventes
organicos prejudiciais a saude, os quais podem estar presentes em quantidades
residuais na formulagao final; e no passo da trituragcdo das macroparticulas, algum
do principio ativo pode ser perdido (FIGUEREIDO, 2011).

Devido as suas caracteristicas, quitosana e derivados vém sendo
bastante utilizados na preparacao de microparticulas, inclusive associados a outros
polimeros naturais, para a liberagao de farmacos. Além dos trés métodos referidos
anteriormente, outros processos utilizados na preparacao de esferas de quitosana
sdo mostrados na Figura 2. Alguns sistemas de microesferas obtidas por

complexacao polieletrolitica e o farmaco liberado sdo mostrados na Tabela 2.



Figura 2 - Métodos para preparagao de esferas de quitosana
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Esferas de
Quitosana
I I
Reticulacdo Acilagéo ) ]
N o térmica com interfacial Microparticula
Interagao com anions ac. citrico em camada
(sulfato, tripolifosfato, . x
hidroxido) ) Reticulagdo
Evaporagéo de quimica
| solvente
Gelificagdo Fase de Co-acervagéo Reticulac ‘ Rei I‘ «
ionotrépica : x eticulacdo eticulagéo
P HIVEISEO com Reticulacdo com
glutaraldeido com genipina
formaldeido
Emulsificacéo Emulsificacéo L
e gelificagdo modificada e L Precipitacéo Complexo
ionotrépica gelificacdo Precipitacéo com coarcevacado
ionotropica retIC,UIE.i(;éO Emulséo Emulséo
guimica simples multipla

Fonte: Adaptada de Sinha e col., 2004.

Tabela 2 - Microesferas de quitosana e polissacarideos anibnicos obtidas por

complexacéo polieletrolitica aplicados na liberagéao controlada de farmaco

Polidnions Substéancia utilizada na Referéncia
liberacao
Alginato Insulina Zhang e col., 2011a
Lipidio Li e MacClements, 2011
Antioxidante polifendlico Bels¢ak-Cvitanovi¢ e col.,
2011
Carvedilol Meng ecol., 2011
Matrine Zang e col., 2011b
Albedozol Wang e col., 2011
Pectina Resveratrol Das e col., 2011

Goma do Cajueiro

Celulose

Difenidramina
BSA

5-Fluorouracil

Bawa e col., 2011
Magalhaes e col., 2009
Ganguly e col., 2011
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1.2 Nanoparticulas

A nanociéncia busca entender a razdo para a mudanc¢a de comportamento
dos materiais da escala macroscopica para escala nanométrica, os principios das
moléculas e estruturas. A nanotecnologia utiliza as novas propriedades que ocorrem
na escala nanométrica para o desenvolvimento de produtos e dispositivos, com
diferentes tipos de aplicagbes tecnologicas em dispositivos de dimensdes
nanométricas (SEREIA e col., 2011).

A nanotecnologia engloba o desenvolvimento de pesquisas e tecnologia
com o objetivo de conhecer os fendbmenos e os materiais em nanoescala e criar
estruturas, mecanismos e sistemas que possuam novas propriedades e funcdes
devido as suas dimensdes pequenas.

Nos ultimos anos a nanotecnologia tornou-se numa das areas mais
atrativas e por isso o aumento de sua importancia no campo da Quimica, Fisica,
Ciéncia dos Materiais e Engenharia. O prefixo nano é utilizado para estruturas
nanodimensionadas (10 m), a nanotecnologia se baseia nos mais diversos tipos de
materiais (polimeros, ceramicas, metais, semi-condutores, compdsitos e materiais)
estruturados em escala nanométrica: nanoparticulas, nanotubos e nanofibras, que
por sua vez sdo formados por atomos ou moléculas (DURAN e col., 2006). Os
materiais e sistemas nanoestruturados exibem propriedades e fenbmenos fisicos,
quimicos e/ou biolégicos significativamente novos e modificados devido a sua escala
nanomeétrica.

A nanotecnologia é atualmente usada em varias aplicagbes como em
fibras e produtos téxtil (SON e col., 2011), na agricultura (NEETHIRAJAN e JAYAS,
2011), eletrbnica (BHASKARAN e col., 2010), na area espacial (LIU e col., 2007) e
terapia médica (CHOI e col.,, 2011, ROBSON e col.,, 2011; HUA e col., 2011).
Nanoparticulas biodegradaveis sdo frequentemente utilizadas como carreadores de
farmacos.

Segundo Brannon-Peppas & Blanchete (2001), nanoparticulas com
elevado tempo de circulagcdo e também com propriedades de atingir sitios pre-
determinados devem possuir duas caracteristicas importantes: a primeira € um
tamanho em torno de 100 nm ou menor em didametro e a segunda € possuir uma

superficie hidrofilica de modo a evitar sua eliminacédo via fagocitose. O efeito do
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tamanho de particula nas propriedades do sistema carreador de farmacos pode ser

visto na Tabela 3.

Tabela 3 - Efeito do tamanho da nanoparticula nas propriedades do sistema

carreador de farmaco

Tamanho (nm) Efeito

5-10 As particulas podem ser removidas
rapidamente pelos rins.

10-70 As particulas ndo sao removidas pelo
sistema renal mas sdo pequenas o
suficiente para penetrar em capilares
muito pequenos

70-200 Nesta faixa as particulas possuem
maior tempo de circulagao

> 200 Sdo usualmente removidas por

fagocitose

Fonte: Vinagradov e col., 2002.

O termo “nanoparticula” inclui as nanocapsulas e as nanoesferas, as
quais diferem entre si segundo a composi¢do e a organizagao estrutural. As
nanocapsulas sao constituidas por um invélucro polimérico disposto ao redor de um
nucleo oleoso, podendo o farmaco estar dissolvido neste nucleo e/ou adsorvido a
parede polimérica. Por outro lado, as nanoesferas, que ndo apresentam 6leo em sua
composicao, sao formadas por uma matriz polimérica, onde o farmaco pode ficar
retido ou adsorvido (FIGURA 3) (SCHAFFAZICK e GUTERRES, 2003).
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Figura 3 - Representagdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas poliméricas:
a) farmaco dissolvido no nucleo oleoso das nanocapsulas; b) farmaco adsorvido a
parede polimérica das nanocapsulas; c) farmaco retido na matriz polimérica das
nanoesferas; d) farmaco adsorvido ou disperso molecularmente na matriz polimérica

das nanoesferas

Nanocapsulas Nanoesferas
Parede e o = Matriz
o = on ) - - L
Polimérica - * ™ polimérica
R WY 4 s cie a0 L00
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Fonte: Schaffazick e Guterres, 2003.

1.3 Caracterizagcdo por tamanho de particula

O tamanho da particula controla inumeras propriedades importantes como
propriedades oticas, viscosidade, velocidade de sedimentagdo, dentre outras.
Imagine medir uma caixa usando uma régua. A resposta seria trés numeros
referentes a cada dimensao, porém cada um desses numeros representa somente
um aspecto do tamanho da caixa.

A situacao € mais dificil quando se quer medir uma forma parecida com a
de um grao de areia, a dificuldade em calcular seu tamanho & obvia. Had somente
uma forma que se pode descrever por um unico numero que e a forma esférica. Se
0 peso da caixa for conhecido ele pode ser convertido em peso de uma esfera,
permitindo que o calculo de um unico numero chegue ao valor do didmetro da esfera
que corresponde ao mesmo peso da caixa (FIGURA 4) (RAWLW, 2002).
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Figura 4 - Esfera equivalente de um cilindro de altura de 100 um e didametro de 20

um

100 um
30 um

20 um

Fonte: Kendall,1989.

Isto pode produzir alguns efeitos interessantes dependendo da forma do
objeto, entretanto se o cilindro mudar de forma ou tamanho o seu volume e peso
também mudardo, consequentemente o modelo da esfera equivalente se tornara
maior ou menor (KENDALL, 1989).

Na determinacdo do tamanho de particulas ha muitos didmetros que se
pode medir, como por exemplo, se 0 comprimento maximo da particula é usado, a
esfera tera um didmetro maximo, se o comprimento minimo ou outra quantidade for
usada a esfera tera diametro diferente. E importante notar que cada técnica que
caracteriza tamanho de particula dara uma resposta diferente, isso vai depender de
qual propriedade cada um usa (comprimento maximo ou minimo, superficie de area,
volume, dentre outros) (BECKERS e VERINGA, 1989; KENDALL, 1989, RAWLW,
2002). A Figura 5 mostra algumas diferentes respostas possiveis para um grao de

areia.
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Figura 5 - Diferentes medidas de tamanho de particula para o mesmo grao de areia
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Fonte: Rawlw, 2002.

Na técnica por espalhamento dinamico de luz realizada em equipamento
zetasizer as particulas devem estar dispersas em um determinado solvente onde se
movimentam aleatoriamente. Ha basicamente dois modelos matematicos que
descrevem o espalhamento no equipamento zetasizer: quando as particulas sao
muito menores que 0,05 uym, o espalhamento é denominado espalhamento de
Rayleigh. Para particulas cujo tamanho esta ente 0,05 a 100 ym o espalhamento
Mie é o mais apropriado, pois ele consegue descrever multiespalhamentos gerados
durante a analise. Outro modelo matematico é o espalhamento de Fraunhofer, este
e utilizado para particulas maiores que 100 ym (KECK e MULLER, 2008).

Matematicamente, o calculo para conversao dos trés tipos das analises
de volume, numero e intensidade tem pouca diferenca, entretanto as consequéncias
de cada conversao mostram resultados bem diferentes. Uma maneira simples de
descrever a diferencga entre intensidade, volume e numero € considerar uma amostra
que contém somente dois tamanhos de particula (5 e 50 nm), mas com numeros

iguais de cada tamanho de particula. A Figura 6 mostra que o primeiro grafico
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representa o resultado em distribuicdo por numero e como esperado, os dois picos

sdo do mesmo tamanho (1:1) ja que existe numero igual de particulas.

Figura 6 - Graficos da distribuicdo por numero, volume e intensidade

Ndmero Volume Intensidade

1,000,000 §
i | m
B '. -
i : i
A H A
1 1
$ T =
5 10 50 100 5 10 50 100
Diametro (nm) Diametro (nm) Diametro (nm)

Fonte: Zetasizer, 2005.

O segundo grafico mostra o resultado de distribuicdo de volume. A area
do pico para particulas de 50 nm € 1000 vezes maior do que o pico para particulas
de 5 nm (razdo de 1:1000). Isto € devido ao volume da particula de 50 nm ser 1000
vezes maior que a particula de 5 nm (volume da esfera e igual a (4/3mr%). O terceiro
grafico mostra o resultado de intensidade. A area do pico para particulas de 50 nm e
agora 1.000.000 vezes maior do que para particulas de 5 nm (raz&o 1:1000000). Isto
€ devido as particulas grandes espalharem mais luz do que particulas pequenas (a
intensidade do espalhamento da particula é proporcional a sexta parte do seu
didmetro — aproximacao de Rayleigh) (ZETASIZER, 2005).

A concentragcdo é um parametro importante na hora de medir o tamanho
de particula. Se a concentragcao da amostra € muito baixa, o espalhamento de luz
nao € suficiente para realizar a medida. Isto ndo € comum ocorrer com o zetasizer,
exceto em circunstancias extremas. Se a amostra € muito concentrada, entdo o
espalhamento de luz por uma particula sera espalhado por outra (isso e conhecido

como multiespalhamento). A concentragdo maxima é também governada pelo ponto
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no qual ndo é mais permitido que a amostra se difunda livremente (interagdes entre
particulas) (ALLEN, 1992).

A Tabela 4 mostra a concentragdo maxima e minima para diferentes
tamanhos de particula. Esses valores sdo aproximados para amostras com
densidade préxima de 1 g/cm®, e onde as particulas tém uma diferenca razoavel no

indice de refracado para o dispersante.

Tabela 4 - Concentragdes minimas recomendadas para analise de tamanho de

particula
Tamanho de particula Concentracdo minima Concentracdo maxima
Recomendada Recomendada

<10 nm 0,5¢g/L Somente limitada pelo
material da  amostra:
interagéao, agregacao,
gelificacéao, etc.

10 nm a 100 nm 0,1g/L 5 % em massa

100 nm a1l pum 0,01 g/L (10 % massa) 1 % em massa

> 1um 0,1 g/L (102 % massa) 1 % em massa

Fonte: Jillavenkatesa e col., 2001.

Todos os liquidos usados para a analise devem ser filtrados antes de
serem utilizados para evitar contaminagao da amostra. O tamanho do poro do filtro
deve ser escolhido com cuidado, visto que se uma amostra é de 10 nm entdo uma
particula de poeira de 50 nm sera um contaminante na dispersdo. Dispersdes
aquosas podem ser filtradas em membranas de 0,2 ym. A contaminagao por poeira
€ um fator que interfere, pois a quantidade de luz espalhada aumenta com a
quantidade de poeira na dispersao (JILLAVENKATESA e col., 2001).

Alguns autores utilizam ultrassom para remover bolhas de ar ou destruir
aglomerados. Entretanto isto deve ser aplicado cuidadosamente para que nao haja

dano as particulas originais formadas (TANG e LIM, 2003). Limites para o uso de
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ultrasonicadores em termos de intensidade e tempo de aplicagcdo sado fortemente
dependentes da amostra. Alguns materiais podem ser forcados a agregar com o0 uso
do ultrasom, por exemplo, emulsdes e lipossomas ndo devem ser sonicados (SMITH
e col., 2009).

1.4 Potencial zeta

Muitas substancias adquirem cargas elétricas na superficie quando
postas em contacto com um liquido polar (agua). As cargas das particulas dispersas
em sistemas coloidais tém origem na formacdo de uma dupla camada de ions em
sua superficie, devido a uma adsorgcdo seletiva de um dos ions do eletrdlito ou
devido a ionizagédo de suas moléculas superficiais (LIMA e col., 2008a, b).

A teoria da dupla camada elétrica, utilizada para explicar os fenébmenos
eletrocinéticos, supde sistemas coloidais diluidos, com uma fase solida suspensa em
meio liquido. Esta consiste em uma camada de ions firmemente ligados a fase soélida
dispersa (cargas fixas na superficie), chamados ions determinantes do potencial, e
uma quantidade equivalente de ions carregados com carga oposta, os contra-ions,
dispersos na fase fluida, proximos a interface, neutralizando esse excesso de cargas
na superficie sélida (FIGURA 7). Os ions dispersos na fase fluida que possuam a
mesma carga dos ions determinantes do potencial sdo chamados de co-ions. A
carga da superficie influencia a distribuicdo dos ions em sua proximidade: os contra-
ions sao atraidos pela superficie e os co-ions sao repelidos para longe (VOYUTSKY,
1978; LIMA e col., 2008c).
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Figura 7 - Esquema da dupla camada elétrica

Dupla Camada Elétrica
Eletrolito

Eletrodo de Carga Positiva

Dessa forma, o potencial nessa regido decai com o aumento da distancia
da superficie até, uma distancia suficientemente grande, atingir o potencial da
solugdo. Esse potencial € convencionado como potencial zero. Em um campo
elétrico, cada particula e os ions mais fortemente ligados a mesma se movem como
uma unidade, e o potencial no plano de cisalhamento entre essa unidade e o0 meio
circundante e chamado potencial Zeta (TECHNICAL NOTE, 2009b).

O potencial zeta € o potencial elétrico no plano hidrodinamico de
cisalhamento e depende ndo somente da superficie da particula, mas do dispersante
e pode ser afetado pelo pH ou forga ibnica do meio. A interacdo das particulas se da
pela magnitude do potencial zeta e ndo por sua carga de superficie, dessa forma,
pode-se prever estabilidade de suspensdes coloidais.

Esse potencial pode ser determinado experimentalmente e, como ele
reflete a carga efetiva nas particulas, ele se correlaciona com a repulsdo
eletrostatica entre elas e com a estabilidade da suspensao. O potencial Zeta € um
indicador util dessa carga e pode ser usado para prever e controlar a estabilidade de
suspensdes ou emulsdes coloidais (ZETASIZER, 2005). A Figura 8 mostra a
representacdo da formagao da dupla camada elétrica e do potencial Zeta para uma

particula carregada negativamente.
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Figura 8 - Esquema de uma particula coloidal, carregada eletricamente
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Fonte: Zetasizer, 2005.

Quanto maior o potencial Zeta, mais provavel é que a suspensao seja
estavel, pois as particulas carregadas se repelem umas as outras e essa forga
supera a tendéncia natural a agregagdo. A medida do potencial Zeta é com
frequéncia a chave para compreender processos de dispersdo e agregagcdao em
aplicagcbes tao diversas quanto a purificagdo de agua, moldes ceramicos ou a
formulacao de tintas e cosméticos (TECHICAL NOTE, 2009a).

A estabilidade das nanoparticulas em suspenséo ira depender do balanco

entre as forgas repulsivas e atrativas existentes no meio. A magnitude da medida de
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potencial Zeta € um indicativo da forca repulsiva que esta presente e pode ser usada

para predizer a estabilidade do material.

1.5 Preparacéao de nanoparticulas

Diferentes métodos tém sido empregados para a preparagdo de
nanoparticulas a base de polissacarideos para liberagdo de farmaco. A seguir sao

mostradas algumas dessas metodologias.

1.5.1 Complexagéo polieletrolitica

Complexos polieletroliticos (CPE) sdo macromoléculas formadas pela
interacao ibnica de um polimero catidnico e um aniénico. A sua formacgao ocorre
sem a necessidade de moléculas catalisadoras ou inibidoras e ocorrem em solugoes
aquosas, 0 que € uma grande vantagem sobre as reag¢des de reticulagado covalente
(BERGER e col., 2004).

A complexacéo eletrolitica € uma metodologia que é bastante utilizada na
sintese de nanoparticulas. Como nao precisa de moléculas catalisadoras, inibidoras
ou reticulantes € uma grande vantagem para o uso na liberagdo de farmaco. A
formacao de nanoparticulas se da pela mistura de solugdes diluidas do polication e
do polianion. A quitosana é um dos polications mais utilizados na producido de
nanoparticulas via complexagao polieletrolitica.

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
tais como: na producdo de microesferas para liberagcdo controlada de farmaco
incluindo vitamina E (YENILMEZ e col., 2011), albumina do soro bovina (BSA)
(KARNCHANAJINDANUN e col., 2011), na sintese de biomateriais com aplicagcdes
como curativo (JAYAKUMAR e col., 2011) em aplicagdes médicas e farmacéuticas
quitosana é usada como um componente em hidrogéis.

Quitosana € um copolimero de p-(1—>4)-2-acetoamido-2-desoxi-D-

glucopiranose e 2-amino-2-desoxi-D-glucopiranose. A quitosana ¢é obtida
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principalmente da desacetilagao alcalina da quitina de exoesqueleto de crustaceos,
tais como camardes e caranguejos (MUZZARELI, 1973). A quitosana, um
biopolimero do tipo polissacarideo, possui uma estrutura molecular quimicamente
similar a fibra vegetal chamada celulose, diferenciando-se somente nos grupos
funcionais.

As estruturas quimicas da quitina e quitosana sao bastante semelhantes
sendo que o fator que faz a distingdo entre as duas € o numero de unidades
acetiladas (FIGURA 9). Se a estrutura é mais de 80% acetilada, o polissacarideo
sera denominado de quitina. Para cadeias com porcentagem de acetilagdo menor
que 80%, a amostra € denominada de quitosana (ABRAN E HIGUEIRA, 2004).

A principio, a hidrdlise dos grupos acetamida da quitina pode ser
alcangada em meio acido ou alcalino, mas a primeira condigdo ndo é empregada
devido a susceptibilidade das ligagdes glicosidicas a hidrélise acida, mesmo quando
realizada em meio alcalino, a desacetilacdo da quitina raramente é completa, pois
quitosanas séo obtidas quando a extens&o da reacgdo atinge cerca de 60% (ou mais)
e o prolongamento da reacdo, que gera produtos mais completamente
desacetilados, também provoca severa degradagdao das cadeias poliméricas
(MATHUR, 1990).

Figura 9 - Unidades repetitivas da quitosana totalmente desacetilada (1) e quitina

totalmente acetilada (2)
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A conformacgao em solugéo, as propriedades fisico-quimicas e biolégicas
da quitosana dependem de parametros como a massa molar, grau de desacetilagao
(GD) e distribuicédo dos tipos de unidades constituintes da cadeia (acetilglucosamina
e glucosamina). A massa molar e o0 GD podem ser estabelecidos por condi¢des
escolhidas durante a etapa de obtengao da quitosana. No entanto, podem também
ser modificados em outros estagios; o grau de desacetilagdo pode ser diminuido por
reacetilagdo (SORLIER e col.,, 2001) e a massa molar pode ser reduzida por
despolimerizagao acida (DONG e col., 2001).

Os derivados obtidos por desacetilagdo da quitina sdo soluveis em meio
acido quando o grau de acetilagdo € menor que 60% (SORLIER e col., 2001). Em
meio acido os grupamentos amino livres da quitosana s&o protonados (-NH3*), o que
a torna soluvel, que confere propriedades especiais diferenciadas em relagdo as
fibras vegetais (GOOSEN, 1996). A medida que o pH se aproxima de 6,5 a
tendéncia a precipitacdo aumenta devido ao numero de grupamentos —NH; na
estrutura (FIGURA 10).

Figura 10 - llustracdo esquematica da quitosana. Em pH baixo (abaixo de 6,0),
grupos aminos da quitosana estdo protonados, conferindo comportamento
policatibnico a quitosana. Em pH acima de 6,5 as aminas da quitosana estdo

desprotonadas e reativas.

[ oH ] F oH T
o Q0
C NHs H  NH,
<65 o) pH>65
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Fonte: Adaptada de Dash e col., 2011.
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O grau de acetilagdo da quitosana pode ser determinado por
condutimetria e potenciometria (RUSU-BALAITA e col.,, 2003), ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN 1H) (LE DUNG e col., 1994; LAVERTU e col.,
2003) e por espectroscopia na regiao do infravermelho (IV) (BRUGNEROTTO e col.,
2001; MOORE e ROBERTS 1980).

Foi relatado que quitosana sequestra lipidios no intestino, devido a sua
natureza catidnica e dependendo das condi¢gdes do meio em que a quitosana se
encontra e do seu grau de desacetilagdo (porcentagem de grupos amino presentes
no biopolimero), ela pode adsorver (reter) de 4 a 5 vezes o seu peso em gordura
(KANAUCHI e col., 1995; WUOLIJOKI e col., 1999).

Quitosana é um polimero catidbnico que pode interagir com outros
polimeros que possuem cargas negativas (polidnions) por esta razdo é um dos
polissacarideos mais utilizados na formacdo de CPEs. Os polissacarideos mais
utilizados como polimeros aniénicos na formag¢ao de CPE de quitosana sao aqueles

que contém grupos carboxilato e sulfato, como mostrados na Tabela 5.

Tabela 5 - Nanoparticulas de quitosana preparadas via complexacao polietrolitica

Classe Polieletrolitos Grupo anidnico Referéncia
Polissacarideos Anitha e
Sulfato de dextrana -0S0O5
col., 2011
Hu e col.,
Pectina -COO
2011
Wang col.,
Alginato -COO
2011
, Lu e col.,
Acido hialurénico -COO
2011
Avadi e col.,
Goma Arabica -COO
2011
Polimero sintético Wu e col.,
Polietilenoglicol -COO°
2006
Pawar e
Polifosfato -OPO5

col., 2011
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Os complexos de quitosana também exibem interessante capacidade de

intumescimento (BERGER e col., 2004). Esses complexos possuem numerosas

aplicagdes, tais como: em membranas, em sistemas para imobilizagdo de enzimas,

em sensores ambientais, e também na preparacdo de matrizes utilizadas em

sistemas de liberagcdo controlada de farmaco. Na complexagdo polieletrolitica a

atracao eletrostatica entre os grupos catiénicos de um polication, como a quitosana,

e 0S grupos anidnicos de um polianion é a principal interacdo que leva a formagéo
do complexo (FIGURA 11).

O que leva a interacao eletrostatica entre as cadeias do polication e do

polianion &€ a diminuicdo da energia livre de Gibbs (AG), a qual possui dois

componentes:

AG =AH - T AS (1)

Componente entalpico (AH): grupos carregados negativamente do polianion
como COO" de grupamento acido, interagem eletrostaticamente com grupos
NH;" da quitosana, resultando em complexos polieletroliticos. Este tipo de
mecanismo para a formacdo de particulas de quitosana tem sido
repetidamente relatados na literatura (TAVARES e col., 2012).

Componente entropico (AS): cada grupo NH3* da quitosana possui uma
atmosfera idnica ao redor dela que é rica contra-ions negativos monovalentes do
acido utilizado para protonar a quitosana. Esses contra-ions possuem
mobilidade restrita, embora a pressdo osmaética impulsione parte desses contra-
ions para fora da macromolécula. Quando ocorre a interagdo entre o NH;" da
quitosana e o COO" do polianion os contra-ions sao liberados para a solugao,

ocasionando um aumento na entropia do sistema (GUCHT e col., 2011).



Figura 11 - Esquema da interagdo entre

catidnico) e um polieletrélito aniénico
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CPEs podem ser usados para preparar sistemas de liberacdo de farmaco,

o intumescimento e o perfil da liberacdo podem ser modulados por selegao

apropriada das condi¢cdes de preparacgao.

A Figura 12 mostra o efeito do pH nas cadeias dos CPE. Observa-se que

em pH basico um maior numero de cargas negativas devido a desprotonagdo de

grupamentos i6nicos do polieletrdlito anidnico, enquanto que em pH acido ocorre a

protonagdo de grupamentos iGnico do polieletrdlito catidnico (quitosana). Assim,

dependendo da estabilidade do polimero aniébnico em meio acido pode ocorrer

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



43

Figura 12 - Estrutura e intumescimento sensivel ao pH do meio de um complexo
contendo quitosana; carga negativa do outro polieletrolito: carga positiva da

quitosana, +, interag&o i6nica, O ; quitosana — ; polieletrolito adicional, —
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e
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Fonte: Adaptado de Berger e col., 2004.

1.5.2 Formacéao de base de Schiff

As bases de Schiff sdo iminas provenientes da condensacdo de
substancias carbonilicas com aminas, sendo importantes intermediarios envolvidos
em diversas transformacgdes enzimaticas (SOUSA e col., 2004). Esses compostos
sao bem conhecidos e séo sintetizados pela condensacédo de um aldeido com uma
amina apropriada sob varias condi¢des reacional.

Bases de Schiff derivadas de aminas aromaticas e aldeidos tem uma

vasta variedade de aplicagbes em muitos campos como na area biologica, na
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quimica inorganica e analitica (IBRAHIM e SHARIF, 2007). A Figura 13 mostra a

reacao de formacao de uma base de Schiff.

Figura 13 - Modelo de reagéo de formacao de Base de Schiff

H oP OH2
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Atualmente muitos trabalhos tém sido publicados mostrando a sintese de
nanoparticulas a partir de reag¢des de base de Schiff (LIU e col., 2005; TREE-UDOM
e col.,, 2011; CHEN e col., 2009, YAO e col., 2011; SABOKTAKIN e col., 2011;
CHEN e col., 2011; RAO e col., 2012). Polissacarideos podem ser modificados para
formagao de bases de Schiff com quitosana a partir de reacdo de oxidacdo da
cadeia do polissacarideo levando a formagao de aldeidos (MACIEL, 2005; MOURA
NETO, 2008).

A oxidacdo com periodato de sédio € uma reacido simples e bastante
usada como ferramenta na elucidacdo estrutural de carboidratos complexos
(PERLIN e CASU, 1982). A oxidagado de amido com periodato € um dos exemplos
no qual esta € empregada para obter novas propriedades com aplicagdes industriais
(VEELAERT e col., 1997). No entanto, a modificacdo por oxidagdo com periodato foi
proposta para outros polissacarideos como: goma arabica (NISHI e
JAYAKRISHNAN, 2007; NISHI e JAYAKRISHNAN, 2004) e goma Konjac (YU e
XIAO, 2008).

Periodato oxida seletivamente as cadeias laterais do polissacarideo, se a
cadeia principal ndo possuir nenhuma hidroxila vicinal. Assim, quando na cadeia
principal as unidades dos monossacarideos sao ligadas (1—»3) a oxidagcdo com
periodato leva a introdu¢do de grupamentos aldeidos nas cadeias laterais, sem
degradagao da cadeia principal. A Figura 14 mostra diferentes unidades de agucares
reagindo com periodato de sddio. Observa-se que a unica unidade n&o oxidada é a
B devido as ligagbes glicosidicas na posicdo 1 e 3 que nao apresenta duas

hidroxilas vicinais.
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Figura 14 - Seletividade da reacao de periodato de sédio com unidades de agucar

substituidas em diferentes posicoes
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Fonte: Aspinall, 1982.

Polissacarideos como a goma do cajueiro (PAULA e col., 1998) e
escleroglucana (CHRISTENSEN e col., 2001) apresentam esse tipo de ligagdo em
suas estruturas. A Figura 15 mostra o mecanismo basico da reagédo de oxidagao de
uma D-glucose de cadeia lateral (JACKSON e HUDSON, 1938). O mecanismo

descrito assume que a ligagado dos carbonos C(2) — C(3) e C(3) — C(4) do anel de
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glucose pode ser acessada por oxidagdo com periodato (AALMO e PAINTER, 1981).
A reacao ocorre quando a ligacao C(3) — C(4) ou C(2) — C(3) é quebrada na primeira
oxidagao, originando grupamentos aldeidos nos respectivos carbonos (unidades S e
S’). Esses intermediarios podem existir em solugdo nas formas ciclicas e de
hemiacetal (AALMO E PAINTER, 1981). Uma segunda oxidagdo complementar
origina novos grupamentos aldeido, formando a unidade D (duplamente oxidada)
com consequente liberagao de acido férmico de C(3).

A analise do consumo de periodato possibilita a determinacdo da
proporcdo de unidades  oxidadas. O controle da estequiometria
periodato/polissacarideo pode produzir materiais com diferentes graus de oxidacao.

Os grupos aldeido das unidades oxidadas podem reagir com NaBH,4 para
formar o correspondente polidlcool (SCHULZ e RAPP, 1991) ou com NaCfO, para
formar correspondentes policarboxilatos (CRESCENZI e col., 1983). O estudo de
derivados aldeidos funcionalizados € interessante devido a sua reatividade com
grupamentos amina de quitosana e proteinas, como por exemplo, a gelatina para a
formagao da imina (-C=N-) (MOURA NETO, 2008).
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Figura 15 - Esquema da reacéao seletiva de oxidagdo de uma unidade de glucose da

cadeia lateral de um polissacarideo
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Fonte: Maeda e col. 2001.

1.5.3 Reticulacéao lI6nica e Covalente

A reticulagao consiste na introdugdo de moléculas de baixa massa molar,
chamadas de agentes de reticulagdo. Os grupos funcionais (-OH, -COOH e -NH;) na
estrutura dos polissacarideos podem ser utilizados para a formacdo de ligagdes
cruzadas com moléculas bifuncionais ou ions, os quais permitem a formacao de
pontes entre duas cadeias da macromolécula. Dependendo da natureza do agente
de reticulagcdo as principais interacbes na formacdo da cadeia sdo ibnicas ou

covalentes.
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A reticulacdo iGnica representa muitas vantagens, pois a reticulagao
ocorre em condi¢des de preparagao brandas e procedimentos simples. O polianion
mais utilizado como reticulante € o TPP (tripolifosfato). O TPP, como mostrado na
Figura 16, ndo é toxico e possui anions multivalentes. Ele pode formar um gel por
interacdo ibnica entre cargas positivas dos grupos amino da quitosana e os de
cargas negativas do TPP.

Fan e col. (2012) sintetizaram nanoparticulas de quitosana reticuladas
com tripolifosfato por gelificagdo idnica. As nanoparticulas apresentaram um
didmetro hidrodinamico de 138 nm com um indice de polidispersao (PDI) de 0,026 e
um potencial zeta de 35 mV, as nanoparticulas apresentaram boa estabilidade de
armazenamento em temperatura ambiente até pelo menos 20 dias. Nanoparticulas
de quitosana reticuladas com tripolifosfato para liberacdo de farmaco foram

produzidas com didametro em torno de 100 nm (MORRIS e col., 2011).

Figura 16 - Representagao estrutural do tripolifosfato

Os agentes reticulantes normalmente utilizados para reticulacao
covalente de polissacarideo sédo a epicloridrina, o glutaraldeido e o formaldeido. As
propriedades de polimeros reticulados dependem principalmente da densidade de
reticulacdo e da razdo molar do agente reticulante para o numero de unidades
repetitivas. Os agentes reticulantes sao usados para deixar a matriz polimérica
estavel durante mudancas de pH, melhorar suas propriedade mecanicas e também
para aumentar o tempo de liberacdo de farmacos em carreadores.

Chen e col. (2011) sintetizaram nanoparticulas de quitosana reticuladas
com epicloridrina, glutaraldeido e etilenoglicol. Essas nanoparticulas reticuladas

apresentaram meédia de didmetro que varia de 170,2 a 210,6 nm e valores de
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potencial zeta variando de 124 a 16,4 mV. Agentes de condensagao de
carbodiimida, acido di e tricarboxilicos, incluindo acido succinico, tartarico e citrico
sdo também usados para reticulagao intermolecular de nanoparticulas de quitosana
(FIGURA 17) (BODNAR e col., 2005a,b).

Figura 17 - Representagbes estruturais da molécula de glutaraldeido e demais

agentes reticulantes
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Ao se empregarem aldeidos monofuncionais (formaldeido) ou bifuncionais
(glioxal e glutaraldeido) como agentes de entrecruzamento, a reticulagdo ocorre via
adicdo nucleofilica da amina da quitosana a carbonila dos agentes. A reacdo de
eliminagao subsequente produz as correspondentes aldiminas ou bases de Schiff
(GONSALVES e col., 2011) (FIGURA 18).
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Figura 18 - Processo de reticulagdo da quitosana com glutaraldeido
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1.5.4 Nanoprecipitacao

A variacao da solubilidade da quitosana em diferente pH é a propriedade
utilizada neste método. Quitosana é insoluvel em meio pH alcalino e precipita
quando entra em contato com a solugao alcalina. Solugdo de quitosana é gotejada
em uma solugdo alcalina (FIGURA 19), como hidréxido de so6dio, NaOH-metanol

usando um bico de ar comprimido para formar goticulas. Separacao e purificacdo de
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particulas sdo realizados por filtracdo / centrifugagdo, seguida pela lavagem
sucessiva com agua quente e fria (DASH e col., 2011).

Variagéo da pressao de ar comprimido, diametro do bocal e concentragao
da solucéo pode ser utilizados para controlar o tamanho das particulas. A liberagao
do farmaco pode ser controlada através de agente de reticulacdo adequados.

Esta técnica foi usada para preparar nanoparticulas de quitosana-DNA
(MAO e col., 2001). Parametros de processamento, tais como as concentragdes de
DNA, a quitosana, sulfato de soédio, temperatura, pH do tampido e massas
moleculares da quitosana e DNA foram investigados. O tamanho das particulas
obtidas variaram de 100-250 nm. Carga de superficie dessas particulas foi
ligeiramente positiva, com um potencial zeta de 11,2-11,8 mV em pH menor que 6,0,
e tornou-se quase neutra em pH 7.2. Os resultados indicaram que as nanoparticulas

poderiam proteger parcialmente o DNA encapsulado da degradacgéao.

Figura 19 - Representacdo esquematica da preparagdo de nanoparticulas de

quitosana pelo método de precipitagao
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Fonte: Dash e col., 2011.

1.5.5 Autoformacao ou autoagregacgao

Autoformagdo ou autoagregacdo correspondem a obtengcdo de

nanoparticulas poliméricas em agua resultando na autoformagao de nanoestruturas,
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contendo um nucleo hidrofébico e uma superficie mais hidrofilica. O processo e
monitorado por didlise e ocorre de maneira espontanea, onde as moléculas vao
sofrendo agregacédo até atingirem o tamanho e forma desejadas (HORNING e
HEINZE, 2007; KIM e WHITESIDES, 1995), a concentragdo de agregacéao critica
(CAC) pode ser determinada por calorimetria, fluorescéncia ou tensao superficial
(CHOI e col., 2010; BAE e NA, 2010).

Entretanto, para que a sintese por autoformacéo aconteca é necessario o
polissacarideo passar por um processo de modificagcdo quimica através da
introducédo de grupos hidrofébicos ao polissacarideo, como esterificagdo com acido
célico (NICHIFOR e col., 1999), acidos graxos (RODRIGUES, 2005), como também
por acetilagdo (TERAMOTO e col., 2006).

1.5.6 Copolimerizacao por enxertia

Um copolimero é um polimero que apresenta mais de um mero diferente
na cadeia polimérica. A associacdo de polimeros diferentes para a obtencdo de
novos materiais pode ser conseguida através da reagdo de copolimerizagdo por
enxertia. Um copolimero enxertado é obtido quando a cadeia de um polimero é
ligada covalentemente a cadeia de outro polimero. O copolimero enxertado ou
graftizado pode ser descrito como tendo uma estrutura similar a Figura 20, onde séo
observadas ramificacdes do polimero B em diferentes pontos da cadeia do polimero
A (JENKINS E HUDSON, 2001).

Figura 20 - Representagcdo esquematica de copolimeros tipo enxertado
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O interesse na modificagdo quimica de polimeros naturais por meio de
reacao de enxertia tem crescido devido ao ganho nas propriedades fisico-quimicas
dos produtos e as novas possibilidade de aplicagao industrial. Essa alternativa tem
sido muito utilizada para a modificagdo de polissacarideos, uma vez que a
incorporacdo desses grupos influencia as suas propriedades fisicas, quimicas,
mecanicas e reoldgicas.

Nanoparticulas de polimeros naturais via enxertia de acido acrilico foram
sintetizadas, as condi¢cdes reacionais investigadas sdo geralmente: a concentragéo
do iniciador, monémero, substrato, temperatura, tempo, efeito da adicdo de
solventes organicos, sal, surfactante e agentes complexionantes (BAJPAI e col.,
1990).

Silva e col. (2009) sintetizaram nanoparticulas de goma do cajueiro e
acido acrilico, os autores obtiveram tamanhos de 71 a 603 nm, concluindo que o
aumento da razao unidade glicosidica/AA de 0,5 a 2,0 leva a um aumento
consideravel ao tamanho de particula de 71,1 nm a 603 nm. Oliveira (2009)
sintetizou nanoparticulas de angico via enxertia com acido acrilico, o autor obteve
nanoparticulas que variavam 6 nm a 20 nm dependendo da razao unidade
glicosidica/acido acrilico. A Figura 21 mostra um esquema reacado de enxertia de

quitosana e acrilamida.
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Figura 21 - Esquema de reacao de enxertia da quitosana
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Fonte: Kumbar e col., 2003.

1.6 Goma do Chicha

O chicha (Sterculia striata), conhecida popularmente no Brasil como
chicha, amendoim-da-mata e castanha-de-macaco (ALMEIDA e col., 1998), € uma
planta nativa do cerrado, distribuida principalmente nos estados de Minas Gerais,

Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Tocantins, Bahia, Piaui, Maranhdo e
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Distrito Federal (SILVA E COL., 2001). A espécie € uma arvore ornamental, que
fornece améndoas, consumidas pela populagdo, nas formas cruas, cozidas ou
torradas e pela fauna, ao natural (LORENZI e col., 1996). As améndoas de chicha,
cruas e torradas, apresentam alto teor de proteinas, fibras, acidos graxos
monoinsaturados e saturados (SILVA e FERNADES, 2011) e a planta é considerada
micotréfica (LACERDA e col., 2011).

Na medicina popular, suas folhas tém sido empregadas topicamente com
manteiga quente ou 6leo de oliva para o tratamento de furunculos (AGRA e col.,
2007), é considerada uma das arvores importantes na fabricagao de papel e fornece
madeira branca, macia e leve, propria para o forro de mobilias, obras internas, palito
de fésforo, molduras e caixas (PIO CORREA, 1974). Na semente foi detectado a
presenga de acidos graxos ciclopropenoidicos, improprios para consumo humano
(AUED-PIMENTEL e col., 2004; CHAVES e col., 2004), apesar disso, 0 6leo da
semente pode ser aproveitado na preparacdo de biodiesel (ARAUJO, 2008;
MANGAS e col., 2012). A investigagao fitoquimica das cascas do caule de Sterculia
striata conduziu ao isolamento dos esterdides sitosterol, estigmasterol e sitosterol-3-
O-B-D-glicopiranosideo, além de quatro triterpendides pentaciclicos, o lupeol, 3-3-O-
acil lupeol, lupenona e acido betulinico (COSTA e col., 2010)

As arvores do género Sterculia sao conhecidas pela produgdo de
polissacarideos acidos com solucbes de alta viscosidade e caracteristica de
gelificagcdo como observado na goma da Sterculia urens (LE CERF e col., 1990).

A goma do chicha é um polissacarideo acetilado composto por galactose
(23,4%), ramnose (28,8%), acidos urdnicos (galacturdnico e glucurdnicos, 42,2%) e
residuos de xilose (5.6%). (BRITO e col., 2004; SILVA e col., 2004). Analise por
RMN mostra que a composi¢do monossacaridica € similar a da goma caraia
(Sterculia urens), as principais caracteristicas estruturais sio ilustradas na Figura 22,

mostrando duas regides principais (I e Il) na cadeia de polissacarideo.



Figura 22 - Estrutura da goma Sterculia urens
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Fonte: Aspinall e Sanderson, 1970; Stephen e Churms, 1995.

Smidsred e Haug (1967) usaram a depedéncia da
a viscosidade intrinseca de diferentes polieletrolitos para carcterizagdo de algumas
propriedades fisica da cadeia polimérica em solucgao, em

particular a rigidez. O paradmetro de rigidez empirico de Smidsrgd, B, € um
parametro que pode ser correlacionado com a flexibilidade da cadeia, e pode ser
definido de acordo com a equacéo:
S=B([n]0.1)° (2)
Onde [n] € o valor da viscosidade intrinseca e usando um valor médio de
1,3 para o expoente v, B pode ser calculada diretamente. O parametro S é obtido a
partir do coeficiente angular de [n] versus 1°° (em que | indica a forca idnica)
curvas. A goma do chicha possui um valor de B igual a 0,043 £0,002, isto sugere
uma molécula em cadeia em conformacéo semirrigidas (BRITO e col., 2004), uma
vez que esta entre os valores determinados para A-carragenana (B = 0,053) e
alginato de sdédio (B = 0,040). Uma estrutura ordenada e rigida em solugao é
representada pelos polissacarideos welam e ramsam com valores de B variando de
0,001 a 0,003 (Robinson e col., 1990), desacetilacdo leva a formagdo de um
polimero mais flexivel (B= 0,058) (BRITO e col., 2004). A Tabela 6 mostra valores de

[{Pegi)

B obtidos para alguns polissacarideos assim como “a” que € o comprimento da

cadeia, e pode ser calculado pela equagao:
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a (nm) = 0.26/B (3)

Adicao de NaCl a solugcdo de polissacarideo da Sterculia striata em
diferentes forgas ibnicas resultam em uma diminuicdo da viscosidade intrinseca com
o0 aumento da concentragdo do NaCl devido a uma neutralizagdo de cargas e uma
contracdo da macromolécula em solugao diluida, como observado na goma gelana
esta diminuicdo dos valores da viscosidade com o aumento da concentragdo do
NaCl confirma o comportamento polieletrolito da amostra e que a cadeia se torna
mais flexivel com o aumento da concentragéo do sal (BRITO e col., 2004).

Estudo da geleificagao deste polissacarideo em comparagdo com a goma
caraia foi realizado por reologia dinamica e utilizando a determinagao visual da
temperatura de transicdo sol-gel (BRITO e col., 2004 e 2005). A presenga de sais

bem como a deacetilagao afeta a formagao do gel do chicha.

Tabela 6 - Valores de paréametro de rigidez (B) para alguns polissacarideos

Polissacarideo B a (nm) Referéncia

Welam 0,001 250 Robinson e col,,
1990

Ramsam 0,003 88 Robinson e col.,
1990

Alginato de Sédio 0,040 6,5 Smidsrgd e Haug,
1971;  Smidsred,
1970

Sterculia striata 0,043 5,8 Brito e col., 2004

A-Carrageenan 0,053 4.9 Morris e col., 1978

Sterculia striata Desacetilada 0,058 4.5 Brito e col., 2004

Carboximetilcelulose 0,065 4,1 Schneider e Doty,
1954

k-Carrageenan 0,10 2,6 Smidsrad 1970

Sulfato de Dextrana 0,23 1,1 Smidsrgd e Haug
1971

Fonte: Brito e col., 2004.
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1.7 Maléaria

A malaria € uma doenca infecciosa causada por um protozoario unicelular
do género Plasmodium, podendo ser transmitida para o ser humano pela picada do
mosquito do género Anopheles, por transfusdo de sangue ou compartilhamento de
agulhas e seringas infectadas com o parasita (KRETTLI e col., 2001).

A malaria ocorre com maior frequéncia nos paises tropicais, onde quatro
espécies infectam o homem: P. falciparum, P. vivax, P. malariae e P. ovale (FOLEY
e TILLEY, 1998; KRETTLI e col., 2001). O ultimo World Malaria Report, publicado
em 2010 pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), reporta a diminuicao do
numero de casos estimados de malaria de 244 milhées em 2005 para 225 milhdes
em 2009, e a consequente reducdo do numero de mortes de 985 mil para 781 mil no
mesmo periodo (WHO Global Malaria Programe, 2010). Cerca de 40% da populagao
mundial continua sob alto risco de contrair esta infecgdo, representando uma
enorme quantidade anual, em termos de mortalidade e impacto socio-econdémico,
numa vasta area do globo (WHO Global Malaria Programe, 2010). No Brasil, 99 %
dos casos de malaria se concentram na regido da Amazdnia Legal que é composta
pelos estados do Acre, Amapa, Amazonas, Para, Rondbnia, Roraima, Tocantins,
Mato Groso e Maranhdo (TABELA 7).

Cada espécie de Plasmodium produz um padrao de doenca bastante
caracteristico, relacionado, em parte, com o momento de seu ciclo intraeritrocitico
assexuado. As infecgbes por Plasmodium vivax e P. ovale raramente sao fatais e
caracterizam-se por picos febris com intervalos de cerca de 48 horas (malaria terca
benigna). Com o P. malariae, os picos febris ocorrem em intervalos de 72 horas
(malaria quarta benigna) (KUMAR e col., 2005). Por outro lado, a infecgdo causada
pelo P. falciparum é responsavel pelas mais altas parasitemias e pela maior parte da
mortalidade (PAN e col.,2010; SILVA e col., 2010; MAHEU-GIROUX e col., 2010), no
Brasil, prevalecem as infec¢gdes causadas pelo P.vivax e P. falciparum (KUMAR e
col., 2005).
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Tabela 7 - Dados epidemiologicos de malaria, por estado. Amazénia Legal, janeiro a
maio de 2009 e 2010

UF Total de Casos % por Casos de % falciparum

UF falciparum
2009 2010 2009 2009 2010 2009 2010
AM 33.942 32.566 24,6 4684 4.079 13,8 12,5

PA 30.065 51.697 39,1 5.997 9.899 19,9 19,1
RO 16.401 14.719 11,1 1.800 1.800 11,0 13,0
AC 11.516 15.821 12,0 1.768  2.307 15,4 14,6

AP 5.549  4.804 3,6 1.175  1.051 21,2 21,9

RR 4479  9.952 7,5 554 1.441 12,4 14,5
MT 1.685 970 0,7 263 259 15,6 26,7
MA 1.664 1.604 1,2 625 439 37,6 27,4
TO 50 46 0,0 14 9 28,0 19,6

Fonte: Sivep-Malaria e Datasus, 2010.

O ataque agudo de malaria caracteriza-se por um conjunto de paroxismos
febris, que apresentam quatro periodos sucessivos: o de frio, calor, suor e apirexia
(TRACY e WEBSTER Junior, 1996). A quimioterapia € o principal fator para a
reducdo da morbidade e mortalidade relacionada a malaria, segundo Kremsner e
Krishna (2004).

Entre os agentes terapéuticos eficazes com agao contra os parasitas da
malaria estdo as familias das quinolinas (quinina, cloroquina, primaquina,
mefloquina, amodiaquina, halofantrina), diclorobenzilidina (lumefantrina), biguanidas
(proguanil, clorproguanil), diaminopiridinas (pirimetamina), sulfonas (dapsona),
hidroxinaftoquinonas (atovaquona) e lactonas sesquiterpénicas (derivados da
artemisinina, artesunato e artemeter) (LOISEAU e LE BRA, 2007). A Tabela 8
mostra farmacos antimalaricos assim como sua classificagdo quimica e o

mecanismo de agao contra a doencga.
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Tabela 8 - Classificacdo de antimalaricos de acordo com sua categoria quimica e

mecanismo de agao

Composto Categoria Quimica Mecanismo de acao
Cloroquina e amodiaquina 4 —aminoquinolina Digestao de produtos da
hemoglobina
Primaquina 8 —aminoquinolina Inibe a respiracao

mitocondrial do parasita

Quinina, mefloquina e quinolinametanais e Digestao de produtos da
halofantrina fenantrenometanol hemoglobina
Artemisinina e seus Eter de lactona Metabolismo das
derivados sesquiterpénica proteinas do parasito

Tetraciclina e doxiciclina Derivados de naftaceno Sintese das proteinas do

parasito

Clindamicina Lincosaminas Sintese das proteinas do

parasito

Fonte: Pimental e col., 2007.

As falhas no tratamento da malaria sdo devidas a multiplos fatores
(WINSTANLEY, 2001). A complexidade dos esquemas implementados, que
consistem geralmente em dois ou mais medicamentos, dificulta a adesdo do
paciente. O baixo indice terapéutico dos antimalaricos e algumas interacdes
medicamentosas restringem a aplicagdo em alguns casos, comprometendo a
eficacia do tratamento.

Adicionalmente, falhas técnicas e operacionais na execugao de
campanhas de combate a doenca, aliadas a reducdo de recursos financeiros
governamentais a elas destinados, a resisténcia do vetor aos inseticidas utilizados, a

resisténcia do Plasmodium aos antimalaricos e as condi¢gdes sdcio-econdmicas das
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populagdes atingidas, agravam as dificuldades para a erradicagdo da malaria no
mundo (DIAS, 2002).

A toxicidade induzida pelo uso da maioria dos antimalaricos utilizados no
tratamento e na profilaxia da malaria € outro problema a ser minimizado para
garantir a observancia do paciente e assegurar o controle adequado da doenga. Os
antimalaricos frequentemente causam efeitos gastrintestinais adversos sem
gravidade clinica, mas que irritam o paciente, tais como nauseas e vOmitos
causados pelo uso de mefloquina ou o prurido causado pelo uso de cloroquina,
comprometendo a adesao do paciente e a eficacia do regime adotado. Efeitos mais
graves podem ser observados quando o tratamento ocorre em dose unica
(WINSTANLEY, 2001), a Tabela 9 mostra algumas vantagens e desvantagens de

alguns farmacos antimalaricos.

Tabela 9 - Farmacos antimalaricos: vantagens e desvantagens de seu uso clinico

Composto

Vantagens

Desvantagens

Cloroquina

Amodiaquina

Rapida atividade esquizonticida;
atividade gametocitocida para P.
vivax e P. malariae; agao
antipirética e anti-inflamatoéria

Rapida atividade esquizonticida;
atividade gametocitocida para P.
vivax e P. malariae; acgao
antipirética e anti-inflamatéria

Poucas cepas de P. falciparum
sdo, ainda, sensiveis a cloroquina

P. falciparum j& é resistente em
todas as areas endémicas do
mundo

Primaquina Acdo profilatica causal, sendo Alta toxidade em uso prolongado
altamente ativa contra gametécitos necessario para atuar contra as
de todas as espécies de fases assexuadas sanguineas;
plasmédios e contra hipnozoitos do contraindicada na gravidez

. (hemdlise em fetos) e para
P. vivax )
criangas menores de 6 anos
(hipoplasia e aplasia medular)

Quinina Eficaz contra P. falciparum Alta capacidade de se ligar a
(farmaco de escolha para proteinas; distribui-se por todos os
a malaria falciparum em fluidos do corpo; atravessa a
associagao com doxiciclina barreira placentaria e a
ou tetraciclina) hematoencefalica; necessidade de

uso associado a outros farmacos,
devido a baixa adesdo quando em
uso isolado; muitos efeitos
colaterais (chinchonismo)

Mefloquina Potente esquizonticida sanguineo, Alta capacidade de ligacdo a

altamente ativo contra P.vivax e P.
malariae; eficaz contra os

proteinas; meia vida muito longa
(1040 dias); esofagite apods



gametdcitos de P. vivax

Halofantrina Acédo esquizonticida

sobre todas
plasmaddio

Artemisinina e Esquizonticidas
potentes de agao rapida

derivados

Tetraciclina Antimicrobiano de amplo espectro
com agao potente contra as fases
sanguineas e intra-hepaticas do P.
falciparum (em combinagdo com a

quinina)

Doxiciclina Difere das tetraciclinas pelo fato de
ser mais completamente absorvida,
mais lipossoluvel e meia vida mais
longa; usada no tratamento da
malaria por P. falciparum

Clindamicina Antimicrobiano de amplo espectro
esquizonticida sanguineo eficiente;

tratamento
P.falciparum

sanguineos

ingestdo; potencial para induzir
manifestagbes neuropsiquiatricas
graves

Nao atua sobre gametécitos e

hipnozoitos; custo elevado;
variabilidade de sua
biodisponibilidade; resisténcia

cruzada com a mefloquina;
cardiotoxidade em certos grupos
de risco apds dosagem padrao;
nao deve ser usada por gestantes
ou lactentes

Neurotoxidade dose/dependente

Contra-indicado na gravidez e em
criangcas menores de 8 anos, pois
prejudica a calcificacdo 6ssea no
feto, pode resultar em osteogénese
anormal e hipoplasia do esmalte
dentario, atravessam a barreira
placentaria e sdo encontradas no
leite materno; deve ser sempre
empregada em combinagdo com
outro antimalarico

Mesmas contra-indicacbes da
tetraciclina; deve ser sempre
empregada em combinagdo com
outro agente antimalarico

Mais cara e mais tdxica que
doxiciclina e tetraciclina; deve ser
sempre empregada em
combinagdo com outro agente
antimalarico

Fonte: Pimentel e col., 2007.
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A cloroquina (CQ) pertence a classe das 4- aminoquinolinas, é também

conhecida como 7 - Cloro — 4 - (4 - (dietilamino) — 1 — metilbutil - amino) quinolina-

2H3PO4 (FIGURA 23) é um dos quimioterapicos mais importantes da histéria da

industria quimico-farmacéutica.
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Figura 23 - Estrutura representacional da molécula da 7 - Cloro — 4 - (4 - (dietilamino)

g
) N

Cl N

— 1 — metilbutil - amino) quinolina

\

A CQ é uma base fraca e quando na forma de sal de fosfato € bem
soluvel em agua, menos soluvel em etanol, pouco soluvel em solventes organicos
como tetraidrofurano, acetonitrila e acetona, e altamente permeavel. Sua
solubilidade aumenta a medida que a temperatura aumenta de 298,2 para 333,2 K
(DANESHFAR e VAFAFARD, 2009).

O principal problema em administrar a cloroquina em pacientes com
malaria e que sua concentracdo terapéutica e muito proxima a sua concentracao
téxica. Devido a janela terapéutica da cloroquina ser bem estreita o ideal € que ela

seja administrada por liberagao controlada.

1.8 Liberacéo de Farmaco

Nos ultimos anos muitas pesquisas tém sido focalizadas na preparacao
de carreadores de polimeros degradaveis para liberagao controlada de farmacos. A
administragado do farmaco via tais sistemas é vantajosa porque carreadores a base
de polimeros podem ser ingeridos ou injetados; podem ser adaptadas para o perfil
de liberagao desejado e em alguns casos podem até mesmo permitir a liberagdo em
regides especificas do organismo (FREIBERG e ZHU, 2004).

O termo “liberagao controlada” implica na predi¢cao e na reprodutibilidade

da cinética de liberacdo de um farmaco. A Tabela 10 mostra alguns exemplos de
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sistemas que utilizam polimeros como carreadores de farmaco assim como o

mecanismo da liberagao.

Tabela 10 - Alguns mecanismos que acionam a liberagao de farmacos no organismo

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

Mudanga na forga ibnica—
alteracdo na carga efetiva do

hidrogel— mudanca na
Forca I6nica hidrogel iGnico conformagdo - liberacdo do
farmaco.

Formagcdo de complexo de
transferéncia de carga -

Espécies quimicas Hidrogel contendo grupos mudanga na conformagéo -
P 9 aceptores de elétrons liberagéo do farmaco.
Substrato presente -

conversao enzimatica -
produto muda a conformacgao
do hidrogel - liberacdo do
farmaco.

Hidrogel contendo enzimas

Enzima-substrato . i~
imobilizadas

Campo magnético aplicado -
mudanga nos poros da
Particulas magnéticas microesfera — liberacdo do

Magnético . ) .
9 dispersas nas microesferas farmaco.

Irradiagcdo de ultrasom -
aumento da temperatura -
Ultrasom poli (etileno-vinil alcool) liberag&o do farmaco.

Campo  elétrico  aplicado-
carregamento da membrana—
difusdo do farmaco carregada
- mudanga na carga do
polimero—liberagéo do
farmaco.

Fonte: www.iq.usp.br/wwwdocentes/rtorresi/portugues/interesse/drogas.htm, 2009.

Elétrico Polieletrolito

Macromoléculas tém sido utilizadas no transporte de farmacos de modo a
prolongar sua agao e diminuir sua toxidade (TAKAKURA e HASHIDA, 1995;
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NASSUTE e col., 2002; ETTMAYER e col., 2004). Alguns farmacos que apresentam
baixa biodisponibilidade, ou quando a substancia ativa tem um efeito colateral de
irritacdo local, podem ter esses problemas solucionados quando preparados em
matriz polimérica que proporciona uma liberacdo controlada (SJOBLOM, 2004,
PASTOR e col., 2011). Nanoparticulas de quitosana e polietilenoglicol reticuladas
sao utilizadas para sistema de liberagdo de moléculas biologicamente ativas
(CSABA e col., 2006), nanocapsulas de pluronic F127 e quitosana que expandem
com a diminuicdo de temperatura foram utilizadas para liberacédo intracelular de
moléculas pequenas (ZHANG e col., 2010).

Sistemas de liberacdo controlada oferecem varias vantagens quando
comparados aos sistemas convencionais de administracdo de farmacos. Nas formas
de administracdo convencionais (nebulizagdo "spray", inje¢do, pilulas) a
concentragdo do farmaco na corrente sanguinea apresenta um aumento, atinge um

pico maximo e entao declina.

Desde que cada farmaco possui uma faixa de acao terapéutica acima da
qual ele é toxico e abaixo da qual ele é ineficaz, os niveis plasmaticos sao
dependentes das dosagens administradas. Este fato é problematico se a dose
efetiva estiver proxima a dose téxica. O objetivo dos sistemas de liberagcao
controlada é manter a concentragdo do farmaco entre estes dois niveis por um

tempo prolongado, utilizando-se de uma unica dosagem (Figura 24).
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Figura 24 - Representacao de um sistema de liberagcéo controlada de farmaco
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Fonte: www.drugdel.com/polymer.htm, 2009.

Outras vantagens € que os sistemas de liberagdo controlada requerem
uma administracdo menos frequente do medicamento que as formas convencionais,
portanto pacientes que precisam ingerir uma ou duas unidades de dose por dia tem
menos chances de esquecer uma dose do que quando tomam a medicagao trés ou
quatro vezes ao dia (MAURO, 2007), alem disso administra-se uma quantidade
menor de farmaco para produzir o mesmo efeito terapéutico que numa forma
farmacéutica convencional de maior dose (MAURO, 2007).

O estudo de liberacdo de farmacos consiste em delinear um sistema de
liberagao ideal, onde a concentragao terapéutica do farmaco requerida seja atingida
de modo imediata no local de acdo e depois mantida constante durante o tempo
previsto de tratamento, reduzindo o numero de doses e os efeitos colaterais. Com

isso surgiram varias defini¢cbes:

e Liberacdo convencional: Destina-se a liberar o farmaco, de modo que seja
absorvido completamente e com rapidez pelo organismo, caracterizado pela

formacéo de um pico plasmatico. S&o representados pelos comprimidos mais
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comuns, como os desintegraveis, mastigaveis, efervescentes, sublinguais e
bucais (ANSEL e col., 2007; COLLETT e MORETON, 2005).

e Liberacao retardada: As formas de liberagao retardada prolongam o periodo
de laténcia, ou seja, o intervalo de tempo entre a administragdo e a detecgao
do farmaco na corrente sanguinea (MARANHO, 2000). Dentre os objetivos
da liberagao retardada estéo: (1) proteger a mucosa gastrica da agao irritante
do farmaco; (2) proteger o farmaco da destruicdo pelo suco gastrico; (3)
proteger farmacos melhor absorvidos em regides definidas do intestino, por
exemplo, comprimidos com revestimento entérico e capsulas de liberagao
pulsatil (MAURO, 2007).

e Liberacdo repetida: Inicialmente nas formas de acado repetida, ocorre a
liberacdo de uma dose individual logo apdés a sua administracdo, que se
apresenta na camada mais externa do comprimido, e uma segunda ou
terceira doses liberadas de 4 a 6 horas apés a ingestdo. Essas formulagdes
sdo adequadas para farmacos que atuam em doses baixas, cuja absorgao é
regular e a excrecgao é rapida (ANSEL e col., 2007; COLLETT e MORETON,
2005, OJOE, 2003).

e Liberacdo prolongada: Sao disponibilizadas duas doses do farmaco, a
primeira, chamada de dose inicial de liberacdo imediata, necessaria para
produzir o efeito farmacoldgico desejado sem causar danos ao organismo. A
segunda, chamada dose de manutengéo, € liberada de modo gradual, com a
finalidade de prolongar a extensao da resposta farmacolégica (ANSEL e col.,
2007; COLLETT e MORETON, 2005, MARANHO, 2000).

e Liberacdo controlada: refere-se a formas farmacéuticas que liberam o
farmaco em uma velocidade constante e fornecem concentragdes plasmaticas

que permanecem invariaveis com o tempo (ALLEN e POPOVICH, 2007).

Dois tipos de sistemas controlados por difusdo foram desenvolvidos. O
primeiro € um reservatorio no qual o agente ativo forma um nucleo cercado por uma

barreira difusional inerte. A taxa de liberagdo nesses sistemas é constante. A
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velocidade de liberacdo é dependente da espessura, da area superficial e da

permeabilidade da membrana.

O segundo tipo de sistema controlado por difusdo é o sistema monolitico,
no qual o agente é disperso uniformemente na matriz polimérica, onde n&o é
possivel identificar um nucleo diferenciado. O perfil de liberacdo é controlado pela
carga do agente, pela natureza dos componentes e pela geometria do sistema. O

sistema monolitico e o reservatoério estdo esquematizados na Figura 25.

Figura 25 - llustragédo de sistema monolitico e reservatorio.

Monolitico

Reservatorio

Em um sistema controlado por um mecanismo de erosao, o farmaco é
geralmente imobilizado em um polimero e liberado a medida que esse € consumido
no organismo (JACOBS e col., 1993) (FIGURA 26). No controle por expansao, o
farmaco é inicialmente incapaz de se difundir através de um material polimérico no
qual se encontra armazenado. Porém, a medida que o polimero, sob condi¢cboes
especificas, se expande em contato com o meio biolégico, o farmaco permeia por
este e é liberado (FIGURA 27).
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Figura 26 - Processo de difusao (A) e erosao (B) em matriz polimérica

A B
] I W W W W ---'_ --‘.-‘.-- -
---:- e ---:- @S
XX RZ X X o009 000
qu:ul ® © .... Polimero ®_© ....
s @900 @7 * ® 000 o o
\l{o oro @@ || fmeco ooo.o en

:I: T T T_-Superﬂcie_)__ T

Polimero o

Fonte: Manadas e col., 2002.

Figura 27 - Sistema controlado por um mecanismo de expansao
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Na industria farmacéutica, no que se refere a microesferas e
nanoparticulas, o grande objetivo é utiliza-las como carreadores de farmacos. Ao
associar um farmaco a um sistema nanoestruturado pode-se modificar suas
propriedades cinéticas e dinamicas e com isso melhorar sua resposta farmacoldgica
(ALLEMAN e col., 1993).
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2 OBJETIVOS

Objetivo Geral:

Sintetizar e caracterizar micro e nanoparticulas a base de goma do chicha e

quitosana para liberagao de cloroquina.

Objetivo especifico:

2.1 — Sintetizar e caracterizar microesferas de quitosana e goma do chicha por
complexacao eletrolitica. Testar a liberagao in vitro de cloroquina incorporada nas

microesferas em tampao fosfato pH 7 4.

2.2 — Sintetizar e caracterizar nanoparticulas de goma do chicha com quitosana por
complexacéo polieletrolitica. Testar a liberagdo in vitro de cloroquina a partir de

nanoparticulas de CPE formados em tampao fosfato pH 7,4.

2.3- Sintetizar e caracterizar nanoparticulas de quitosana e goma do chicha oxidado

via formacao de base de Schiff;
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3 METODOLOGIA
3.1 Materiais

Duas amostras de quitosana (QT) foram utilizadas: uma com massa molar
4,6 x 10° g/mol com grau de desacetilagdo de 82% (determinado por RMN 'H)
cedida pela Polymar (QTa) e outra com massa molar 7,82 x 10* g/mol e com grau de
desacetilacdo de 81% (determinado por RMN 'H) (QTb) cedidas pela Quitoquimica.
A goma do chicha foi isolada e purificada por método previamente desenvolvido no

laboratdrio e descrita em Brito e col. (2004).
3.2 Microesferas Quitosana/ Chicha (QTa/CH)
3.2.1 Preparacéo das microesferas de Quitosana/Chicha

A solugédo de quitosana (QTa) (3% m/v) 100 mL foi preparada em acido
acético 2%, sob agitacdo por 24 h. Essa solugao foi gotejada em uma solugao de
chicha (3% m/v) 200 mL em NaOH 1M em uma razéo 1:2 (m/m) de QT/CH através
de sistema acoplado a um compressor com fluxo de ar de 10 L/h através de uma
seringa equipada com uma agulha de 21 mm de comprimento e 0,8 mm de
didmetro. As esferas foram lavadas com agua destilada e secas a uma temperatura
de 40 °C.

3.2.2 Determinacao da quantidade de goma incorporada nas microesferas

A quantidade de goma presente na esfera foi determinada pelo método de
Dubois e col. (1956). Uma aliquota de NaOH 1 M, utilizado para precipitar as
esferas, foi retirada, em seguida essa aliquota foi neutralizada e colocada em uma
membrana de dialise 14000 g/mol. Uma aliquota (0,5 ml) da solugdo dentro da
membrana, foi pipetada para um tubo de ensaio e a amostra diluida para 2 mL com
agua destilada.

Adicionou-se ao tubo 24 pL de fenol 80% e 2 mL de acido sulfurico

concentrado. Depois a solugéo foi deixada em repouso por 10 minutos em seguida
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agitou-se em Vortex por 12 segundos. Apds esse procedimento, o tubo foi deixado a

25 °C durante 10 min. A solugao foi analisada no espectofotdmetro em 490 nm.
3.2.3 Reticulacéo das microesferas com glutaraldeido

As esferas de QTa/CH foram imersas em solugdo de glutaraldeido 5% a

40°C durante 1 hora, em seguida foram lavadas com agua destilada.
3.2.4 Cinética de Intumescimento

O estudo da cinética de intumescimento das microesferas foi realizado
utilizando microscopio 6ptico Olympus CH30. Os diametros das esferas foram
determinados no intervalo de 10 minutos na primeira hora e de 20 minutos na
segunda hora em solugdo com pH 1,2 e tampao com pH 7,4 (n=6).

O grau de intumescimento (G.l.) & dada por:

G.l. =Dt/ Do 4)

onde Dt é o didmetro em um determinado instante e Do é o didmetro inicial.
3.2.5 Coeficiente de Difusao

O coeficiente de difusdo (Dv) de moléculas de agua foi determinado
seguindo a metodologia descrita por Harogoppad e Aminabhavi (1992). Os autores
mostram que o coeficiente de difusdo pode ser calculado verificando-se a variagao

de volume das esferas em funcédo do tempo pela equagao:

AV _4.( AVeo )(Dv /2

1/2
= _ il . 5
Vo Vo-Do I t ®)

AVt . ~ .
onde Vo representa variagao de volume com o tempo em relagao ao volume inicial,
0

AV é a variagao de volume no equilibrio. O coeficiente angular (c) do grafico de ?/—Vt
0

t1/2

versus t"'< permite o calculo do coeficiente de difusao (Dv) utilizando a equacéo:

(6)

2
Dv= [(1,773- 0) VODOJ

4AAV o
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3.2.6 Incorporacdo da Cloroquina as Microesferas de Quitosana/Goma do
Chicha

As solucbdes foram preparadas na mesma propor¢ao descrita no item
3.2.1. A solugdo de QT foi gotejada em uma solugdo de NaOH contendo 1% de

cloroquina e CH.

3.2.7 Determinacao da Quantidade de Cloroquina Incorporada

Para quantificar a incorporagao de cloroquina fez-se uma extragdo em
tampéao fosfato pH 7,4 de forga ibnica 0,2 com as esferas maceradas durante 48
horas sob agitagdo. A quantificagao foi feita a partir de uma curva de calibragdo no

espectrofotdmetro a 220 nm:

ABS =0,1037+0,06C  (R=0,997) pH =74 (7)
ABS= 0,083 +0,05C  (R=0,987) pH=1,2 (8)

Onde ABS é a absorbancia, C é a concentragdgo em mg/L e R o

coeficiente de correlagéo.

3.2.8 Ensaio de liberacdo de Cloroquina

As microesferas com cloroquina incorporada (massa de aproximadamente
0,15 g) foram colocadas em 20 mL de solu¢do com pH 1,2 e tampao fosfato 7,4 a
temperatura da solugdo constante a 37°C. Aliquotas de 3 mL foram recolhidas para
analise no espectrofotdmetro a 220 nm. As aliquotas foram retiradas no intervalo de
10 minutos na primeira hora, de 20 minutos na segunda hora. Na liberag&o
sequenciada as amostra permaneceram as primeiras duas horas em pH 1,2 e

depois duas horas em pH 7,4. A liberacao foi feita em triplicata.

3.2.9 Mecanismo da liberagcdo do farmaco a partir da matriz polimérica

A liberacao dinamica de farmacos pode ser analisada por uma equacao

empirica proposta por Ritger e Peppas (1987).
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=k (9)

onde M, é a porcentagem do farmaco liberado em um determinado instantee M _ é

a porcentagem do farmaco liberado no equilibrio, k é a constante de velocidade, t é
o tempo em minutos e n € um parametro que representa o tipo de transporte.

Um mecanismo de transporte Fickiano do tipo | é descrito por um
fendbmeno de difusdo, enquanto que um mecanismo Fickiano do tipo Il é
caracterizado por um fendmeno de relaxagdo constante. Estes dois fendmenos
possuem valores de n de 0,43 e 0,85, respectivamente. Um fenbmeno de transporte
nao Fickiano é descrito por um fendbmeno de relaxag¢ao e difusao e possuem valores
de n entre 0,43 e 0,85 (RITGER e PEPPAS, 1987).

3.2.10 Microscopia Optica

Os diametros das microesferas foram medidos utilizando um microscépio
optico Olympus CH30 (n=20), com o objetivo de calcular a variagao de diametro das

microesferas durante o intumescimento.
3.3 Nanoparticulas de Quitosana e Goma do Chicha
3.3.1 Preparacdo das nanoparticulas por complexacéo polieletrolitica

As solucdes de quitosana de diferentes massas molares (QTa e QTb)
foram preparadas com concentragdo de 102 g/mL e 10* g/mL. Inicialmente foi
adicionando a quantidade estequiométrica de HCI 0,1M necessaria para protonar os
grupos NH;, e entdo o pH da solugédo foi ajustado para pH= 4,0 com solugéo de
NaOH e a forga ibnica mantida em I= 0,05 pela adicao de NaCl. A goma do chicha
foi dissolvida (10 g/mL ou 10* g/mL) em agua deionizada e entdo o pH e forca
ibnica ajustados de modo similar a solugéo de QT. Todas as solug¢des foram filtradas
em membrana milipore 0,45 ym. Para estudar a influéncia da massa molar da
quitosana na formacgao dos complexos, volumes pré determinados de solugao de CH

foram gotejados sobre as solugdes de quitosana de diferentes massas molares de
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modo a obter-se diferentes razdes de cargas positivas (n*) e negativas (n’). Esse
sistema foi denominado CHQTa para quitosana de alta massa molar e CHQTb para
baixa massa molar. O efeito da ordem de gotejamento também foi verificado,
solugdes de QT foram gotejadas em uma solu¢do de CH denominado QTCH. O
sistema foi mantido sob agitacdo durante o gotejamento. O produto final é deixado

em repouso por 24 h. A Tabela 11 mostra a denominacao dos produtos formados.

Tabela 11 - Nanoparticulas de QT e CH obtidas via complexacao polieletroliticas

Ordem de Gotejamento Produto
QT gotejada em CH QTCH
CH gotejadaem QT CHQT

e Para QTa massa molar 168,6 g/mol e grau de desacetilagéo de 82%:
10" g/ml — mol = 10°%/168,6 = 5,93 x 10°® mol/mL x 82% = 4,86 x 10°® mol n*/mL
10 g/ml — mol = 10%/168,6 = 5,93 x 10" mol/mL x 82% = 4,86 x 10" mol n*/mL

e Para QTb massa molar 168,6 g/mol e grau de desacetilagao de 81%:
107 g/ml — mol = 10/168,6 = 5,93 x 10 mol/mL x 81% = 4,80 x 10° mol n*/mL
10 g/ml — mol = 10%/168,6 = 5,93 x 107" mol/ml x 81% = 4,80 x 107 mol n*/mL

e Para CH massa molar 169, 07 g/mol e porcentagem de acido urénico de 42,2%:
107 g/mL — mol = 10°%/169,07 = 5,91 x 10° mol/mL x 42,2% = 2,49 x 10°® mol n/mL
10 g/mL — mol = 10%/169,07 = 5,91 x 10”7 mol/mL x 42,2% = 2,49 x 10" mol n/mL

As amostras foram feitas em triplicatas, e as razbes de cargas positivas e
negativas (n*/n") foram as seguintes: 20; 15; 10; 8; 6; 5; 4; 2; 1; 0,7; 0,5; 0,3; 0,1.

3.3.2 Incorporacéao e Liberagdo de Cloroquina
A incorporacéo da cloroquina foi realizada a partir de matrizes de QTaCH,

CHQTa, QTbCH e CHQTb de concentragdo 10 g/mL com razdes de cargas (n*/n’)
de 5 e 0,1 em triplicata. O farmaco, 0,1% (m/v), foi dissolvido na solugdo de QT. A
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dispersao foi centrifugada por 3 h em 36.000 rpm e o residuo seco em temperatura
de 50 °C.

O residuo de nanoparticulas, 25 mg, foram redispersada em 16 mL,
colocados em membrana de didlise e em seguida foram imersos em 160 mL de
tampao fosfato 7,4 a 37°C. Aliquotas de 3 mL foram recolhidas para analise no

espectrofotdmetro a 220 nm.

3.4 Nanoparticulas de Quitosana e Goma do Chicha Oxidada

3.4.1 Oxidacdo da Goma do Chiché

A reacdo de oxidagao parcial da goma do chicha foi realizada por
modificagdo do método descrito por Maciel (2005), Christensen e col. (2001) e
Dawlee e col. (2005). A goma do chicha (1,0 g, 6,17 x 10> mol de unidades
glicosidicas) foi dissolvida em agua destilada por 24 horas. Quantidades distintas de
NalO, foram adicionados de modo a obter razbes molares de unidades
glicosidicas/periodato de 10:4 e 10:8 (TABELA 12).

A mistura reacional foi deixada por 6 horas a temperatura ambiente e
apos este periodo etilenoglicol foi adicionado com a finalidade de interromper a
reacdao. A goma do chicha oxidada (CHox) obtida foi dialisada contra agua destilada

para eliminagdo de excesso de reagente e posteriormente liofilizada.

Tabela 12 - Dados experimentais da reagcédo de oxidagdo da goma do chicha

Produto Mol de NalO4 Razao Molar CH/IO,
CHox1 2,47 x 107 10:4
CHox2 4,94 x 107 10:8

O grau de oxidacdo da goma do chichd foi determinado por
espectroscopia de absor¢do na regidao do UV-VIS, como descrito por Gomez e
col.(2007). Neste método, utiliza-se um indicador preparado com volumes iguais de
solugdes de Kl (20% m/v) e amido (1% m/v) dissolvidos em tampao fosfato pH 7,4.

Para determinacdo do teor de periodato foi retirado 2,5 mL da solugao reacional,
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apdés 6 horas de reacgdo, e misturado com 1,5 mL do indicador, em seguida, o
volume foi completado para 5,0 mL com agua destilada.

O complexo formado € diluido adequadamente para analise num
espectrofotometro Hitachi U-2000 em 486 nm. A diferenga entre a quantidade inicial
e final de periodato corresponde a quantidade de unidades glicosidicas oxidadas.

A curva padrao (Equacéao 7) do ion periodato foi utilizada para calcular a

concentragédo de NalO4 ndo consumido durante a oxidagao.
ABS = 0,02 + 0,26. [0,] x10° (10)

onde ABS é a absorbancia medida e [IO47] é a concentragdo do ion periodato em

mol/L.

3.4.2 Preparacgéo das nanoparticulas de Quitosana e Goma do Chicha Oxidada

As solucdes de QTa e QTb foram preparadas na concentragao de 0,01%
(m/v) dissolvido em acido acético 1% (v/v) e posteriormente o pH foi ajustado para
6,5. A solugdo de CHox 0,01% (m/v) foi dissolvida em agua mili-Q. Todas as
solugdes foram filtradas em membrana milipore 0,45 ym. As nanoparticulas foram
preparadas alterando-se a ordem de gotejamento nas proporgdes de 10:1, 1:1 e
1:10 massa/massa (TABELA 13).

Tabela 13 - Nanoparticulas de QT e CHox (1 e 2)

Produto Ordem de Gotejamento Raz&o massa/massa
QTCHox 10:1 10 de QT /1 de CHox
QTCHox 1:1 QT gotejada em CH 1de QT /1 de CHox
QTCHox 1:10 1 de QT /10 de CHox
CHoxQT 10:1 10 de CHox /1 de QT
CHoxQT 1:1 CH gotejadaem QT 1de CHox/1de QT

CHoxQT 1:10 1 de CHox /10 de QT
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3.5 Métodos de Caracterizagao
3.5.1 Tamanho de particula

O diametro hidrodindmico e a distribuicdo de tamanho das nanoparticulas
e potencial zeta foram determinados a 25°C utilizando o equipamento Nano Zeta
Sizer Malvern, Modelo ZS 3600 com feixe de luz vermelha continua e comprimento
de onda de 633 nm e angulo de espalhamento de 173°.

3.5.2 Estabilidade das particulas em solucéo

Durante um periodo de 30 dias, de 2 em 2 dias, foi medido o didametro

hidrodindmico das particulas a fim verificar sua estabilidade em solucéo.
3.5.3 Espectroscopia de Infravermelho

Os espectros de infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) foram
obtidos em espectrofotdmetro modelo 8300 da Shimadzu entre 400 e 4000 cm™. As
amostras foram analisadas por absorbancia em pastilhas de KBr.
3.5.4 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H de solucdes das
amostras (~2,5%) em D,O foram obtidos em equipamento Bruker Modelo Avance
DRX500, com controle de temperatura, a 70°C.
3.5.5 Andlise Termogravimétrica

O comportamento térmico das amostras foi analisado no equipamento

Shimadzu TGA 50H em atmosfera de ar sintético, com fluxo de 50 mL/min. A taxa de

aquecimento foi de 10°C/min numa célula de platina e massa em torno de 10 mg.
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3.5.6 Cromatografia de Permeagédo em Gel

O volume de eluicéo (Ve) foi determinado por cromatografia de permeagao
em gel (GPC) em cromatégrafo SHIMADZU LC-10AD com detector de indice de
refracdo RID-6A, coluna Ultrahydrogel linear 7,8 x 300 mm, com fase modvel de

NaNO3 0,1 mol/L, fluxo de 0,5 mL/min e o volume de amostra foi de 50 uL.

3.5.7 Anélise Estatistica

A analise estatistica foi feita através do programa PRISM. O programa
compara as variagdes de tamanho das repeticdes como também as variagdes de
uma razao para outra. O resultado € obtido por valores menores ou maiores que P.
Quando a analise indica P < 0,05 os valores sao significativos e quando P > 0,05 os
valores ndo sao significativos. No caso do resultado ser significativo, o programa
mostra que pode ser pouco significativo (* P < 0,05), significativo (** P < 0,05) e

muito significativo (*** P < 0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Microesferas de Quitosana e Goma do Chicha

Os diametros das microesferas reticuladas e néo reticuladas foram de 544
+ 3 ym e 558 + 2 um, respectivamente. As esferas reticuladas mostraram ser
insoluveis em meio acido.

A partir do método de Dubois e col. (1956) verificou-se que 83,4% da
massa de chicha utilizada na preparacado das esferas foi incorporada. Utilizando-se
3 g de quitosana com grau de desacetilagao de 82% e massa molar de 168,6 g/mol
resulta em um n* igual 1,46 x 107. Utilizando 6 g de chicha com 42,2% de &cido
urénico, massa molar de 169,07 g/mol e 83,4% de polianion incorporado resulta em

um n” de 1,25 x 10>, A razdo molar de carga positiva e negativa (n*/n) é igual a 1,2.
4.1.1 Espectroscopia de absorgédo naregido do infravermelho

Na Figura 28 podem-se observar os espectros de infravermelho para as
amostras de quitosana (QT), goma do chicha (CH) e esferas de quitosana e goma
do chicha reticuladas (QT/CHR). A goma do chicha na forma acida apresenta banda
em 1625 cm™ referente a deformacdo axial assimétrica de COO", banda em 1420
cm™ referente a deformagdo axial de COO™ e banda em 1734 cm™ referente a
deformacao axial C=0 do grupamento acetil (Brito, 2000). A quitosana apresenta
bandas em 1084 cm™, atribuidas & estrutura sacaridica e uma absorcédo
caracteristica de grupo amino em torno de 1597 cm™. O grupo de amida | (C=0)
apresenta absorcdo caracteristica em torno de 1655 cm™. O aparecimento de duas
bandas na regido de 1540-1570 cm™ nos complexos é atribuida & deformacéo
angular simétrica de N-H em grupos NH3". Esse resultado evidencia a formagéo do
complexo polieletrolitico. A Tabela 14 apresenta atribuigbes caracteristicas da goma

do chicha e da quitosana.
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Figura 28 - Espectros de absorgcédo na regido do infravermelho para as amostras de

quitosana (QT), goma do chicha (CH) e esferas de QTCH reticuladas
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Tabela 14 - Atribuicdbes de algumas bandas na regido do infravermelho dos

polissacarideos e do complexo

Chicha Quitosana
Numero de Atribuicao Numero de Atribuicao
onda onda
(cm™) (cm™)
1736 ¥ C=0 do grupamento 1068 ' C-O de alcool
acetil primario
1623 /55 COO 1074 v C-N de amina
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alifatica
1419 v COO 1654 v C=0 do grupo
acetoamida
1266 r» C-0O éster do grupo 1380 v C-H do grupo
acetil CHs; referente ao
grupo acetoamida
1150 # C-O éster da ligacao 1400 grupos alquis e
glicosidica carboxilatos (O-C-
0)
1090 r C-0O alcool 1735 C=0 de grupos
secundario ésteres

4.1.2 Ensaios de Intumescimento

A Figura 29 mostra o ensaio de cinética de intumescimento das

microesferas de quitosana e chicha sem reticulagdo (QT/CH) e com reticulagao

(QT/CHR). Observa-se que as microesferas de QT/CHR intumescem mais em pH

1,2 do que em pH 7,4 devido a protonagao do grupo amino (-NH;) da quitosana em

meio acido, ocorre repulsdo desses grupos ionizados como consequéncia ocorre a

expanséao da cadeia polimérica. Em pH 7,4 os grupos carboxilicos (-COOH) da goma

do chicha sao ionizados e ocorre uma repulsdo entre esse grupos ionizados,

ocorrendo também a expansdo da cadeia neste meio. As esferas de QT/CH

intumescem mais do que as microesferas de QT/CHR em pH 7,4, isto ocorre devido

a perda de mobilidade da cadeia polimérica por causa da reticulacdo pelo

glutaraldeido.



83

Figura 29 - Intumescimento das esferas de QT e CH reticuladas e n&o reticuladas
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A Figura 30 mostra o intumescimento sequenciado das microesferas de
QT/CHR em pH 1,2 e 7,4. As microesferas intumescem bastante em pH 1,2 e
desintumescem em pH 7,4. Quando as microesferas passam do meio acido para o
meio basico observa-se uma contracdo dessas, isto pode ser devido a
desprotonacdo dos grupos —NHs" da quitosana ocorrendo um desintumescimento,
isto pode ser devido baixa densidade de reticulacdo da cadeia polimérica com
glutaraldeido o que leva a capacidade de relaxagédo da cadeia como consequéncia o
desintumescimento da microesfera. Este comportamento € semelhante ao das
microesferas de QT co-reticuladas com tripolifosfato (TPP) e genipina, relatadas por
Mi e col. (2003) onde a mudancga de pH de 1,2 para 7,4 provoca uma diminui¢cao da
capacidade de intumescimento. A Tabela 15 mostra o Coeficiente de Difusdo das
microesferas de QT/CHem pH 7,4 e QT/CHR em pH 1,2 e 7,4.
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Figura 30 - Intumescimento sequenciado das esferas de QT/CHR empH 1,2e 7,4
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Tabela 15 - Coeficiente de Difusdoem pH 1,2e pH 7,4

Dv (cm?/s)
Amostras pH 1,2 pH 7,4
QT/CH - 5,68 x 10
QT/CHR 5,94 x 10™ 3,11 x 10

Os coeficientes de difusdo aumentam com o aumento do intumescimento
e as microesferas nao reticuladas tém um coeficiente de difusdo maior do que as
reticuladas em pH 7,4.

Mundargi e col. (2008) sintetizaram microesferas de amido que variavam
de 96 a 158 um reticuladas com epicloridrina para a liberacdo de ampicilina. O
estudo mostrou que os coeficientes de difusdo em pH 1,2 variavam de 3,1 x 10° a
4,72 x 10° cm?s, e que um aumento na quantidade do reticulante diminuia o
coeficiente de difusdo nas microesferas. Magalh&es Jr. e col. (2009) encontraram
valores de coeficiente de difusdo de esferas de quitosana/goma do cajueiro
carboximetilada que variavam de 3,86 x 107 a 21,5 x 107 em tamp3ao fosfato de pH

7,4. Os valores elevados do coeficiente de difusdo obtidos para as esferas de
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quitosana e chicha podem ser devidos a elevada quantidade de grupos carboxilicos
na goma do chicha (42,2%), o que proporciona uma elevada hidrofilicidade.
Microcapsulas de goma gelana e albumina foram sintetizadas e
reticuladas com cloreto de calcio (KULKARNI e col., 2011). Os resultados mostram
que o coeficiente de difusdo variavam de 3,13 x 10° a 5,62 x 10° cm?s, e que o
valor do coeficiente de difusdo diminuia com o aumento da quantidade de agente

reticulante utilizado na sintese das microcapsulas.
4.1.3 Ensaios de Liberacao

A liberagao de cloroquina foi realizada em pH 1,2 e 7,4 (FIGURA 31). O
encapsulamento de cloroquina foi de 27% e a liberagdo sequenciada mostrou que

64% do farmaco foi liberado em pH 1,2, e em pH 7,4 chegou a liberar 92% em 2h de

liberacao.

Figura 31 - Liberagdo sequenciada de cloroquina para esferas de QT/CHR
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A liberacdo de cloroquina também foi realizada em tampao fosfato 7,4,
mostrado na Figura 32. A liberagdo mostrou que apenas 34% da cloroquina foi

liberada em pH 7,4 nas primeiras duas horas. A liberagdo foi realizada por cerca de
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50 horas, onde foi alcangado o valor maximo de cloroquina liberada, cerca de 93%
do farmaco foi liberado. Este retardamento da quantidade de farmaco liberado pode

ser explicado devido a pequena taxa de intumescimento da amostra em pH 7 ,4.

Figura 32 - Liberagao de cloroquina em pH 7,4 para esferas de QT/CHR
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Magalhdes Jr. e col. (2009) sintetizaram esferas de quitosana com
diferentes massas molares e goma do cajueiro carboximetilada n&o reticuladas com
diferentes graus de substituicdo para liberacdo de BSA em tampdo pH 7,4, os
resultados mostraram que 100% do BSA foi liberado em 50 a 80 minutos de
liberacao.

Hidrogéis de goma Sterculia e poliacrilamida foram sintetizadas para
liberagdo de farmaco anti-ulcera (SINGH e SHARMA, 2008). Verificou-se que a
quantidade de farmaco liberada era maior em pH 1,2 comparada com a quantidade

de farmaco liberada em pH 7,4 e em agua destilada.

Das e col. (2011) sintetizaram esferas de quitosana e pectina reticuladas
com acetato de zinco para liberacdo controlada de farmaco no colon. Os autores
verificaram que quanto maior o tempo de reticulacdo das particulas mais lento era a
liberagdo em fluido gastrico simulado e que a mudanga da massa molar da

quitosana praticamente nao influenciava na liberagao do farmaco.



87

O expoente de difusdo (n) foi obtido a partir do coeficiente linear do
grafico plotado de log Mt/M.. versus log t nos primeiros 80 min de liberagdo do
farmaco (FIGURA 33). Os valores de n sao de 0,83 e 0,65 para liberacdo de
cloroquina em pH 1,2 e 7,4 respectivamente, indicando que as liberacdes sao do tipo
de transporte nao Fickiano, isto é, a velocidade de relaxacdo da cadeia polimérica é

equivalente a velocidade de difusao.

Figura 33 — Avaliagdo do comportamento difusional da liberagdo de cloroquina em
pH1,2epH 7,4
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Kulkarni e col. (2011) fizeram liberagcdo de ditiazem a partir de
microcapsulas de goma gelana e albumina reticuladas com CaCl,. Os autores
verificaram que os valores do expoente de difusdo (n) dependiam da densidade de
reticulacdo, os valores de n aumentavam com o aumento da densidade de

reticulacéo.
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4.2 Formacdo de Nanoparticulas de Quitosana e Goma do Chicha por
Complexacgao Polieletrolitica (CPE)

A formacdo de CPE na mistura das solugdes de polianion e polication é
espontanea, e pode levar a formagdo de complexos soluveis em &agua ou
precipitado. Os principais fatores que levam a formacao de nanoparticulas sao:

a) a reatividade de ambos os poliions no meio reacional. A reagéo entre
ions fortes e fracos deve ser eficiente para a formacdo de complexos estaveis
(Kabanov e Zezin 1984; Dautzenber e col., 2001; Dautzenber e col., 1996).

b) a concentracdo dos polimeros no meio reacional, para evitar a
formagao de agregados macroscopicos (Dautzenber e col., 2001; Dautzenber e col.,
1996).

c) a massa molar relativas dos polieletrdlitos (Kabanov e Zezin 1984).

d) a natureza dos polimeros, principalmente polissacarideos, mais
susceptiveis a formar pontes de hidrogénio do que polimeros sintéticos.

Nanoparticulas a base de quitosana e goma do chicha foram obtidas por
meio de complexacao polieletrolitica (CPE). A formacdo de CPE foi investigada
variando a raz&do molar entre grupos catiénicos e anidnicos (n*/n").

A quitosana foi utilizada na forma de cloridrato, preparado por dissolugéo
em uma quantidade estequiométrica de HCI 0,1M, ou seja, o numero de moles de
HCI necessérios para a formacéo do sal NH;* CI" sem excesso de HCI.

Foi verificado o efeito da ordem de adi¢cdo, assim como a influéncia da
massa molar da quitosana na formacdo das nanoparticulas e o efeito da
concentracdo dos polieletrolitos. Para a obtengao de complexos polieletroliticos a
goma do chicha e a quitosana foram utilizadas na concentracdo de 10° g/mL e 10™
g/mL.

A reacdo de formacdo do complexo quando a goma é adicionada a
solugdo de quitosana pode ser representada pela equacdo abaixo (BECHERAN-
MARON e col., 2004):

CH-COO'Na” + CI' "NH3-QT <> CH-COO™ "NH3-QT + Na* + CI
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4.2.1 Infravermelho

Na Figura 34 pode-se observar os espectros de infravermelho para os
complexos de CHQTa de razdo n'/n igual a 1 e concentracdo de 10> g/mL e
compara-los com os da quitosana e do chicha. A goma do chicha na forma acida
apresenta banda em 1734 cm™ referente & carbonila do grupamento acido (-COOH)
e em 1255 cm™ referente deformagdo axial de C — O do éster do grupo acetil. A
quitosana apresenta bandas em 1084 cm™, atribuidas & estrutura sacaridica e uma
absorgao caracteristica de grupo amino em torno de 1597 cm™. O grupo de amida |
(C=0) apresenta absorgado caracteristica em torno de 1655 cm™. O aparecimento de
duas bandas na regido de 1540-1570 cm™ nos complexos é atribuida & deformagao
angular simétrica de N-H em grupos NH3". Esse resultado evidencia a formagéo do

complexo polieletrolitico (Mi e col., 2003).

Figura 34 - Espectro de infravermelho da goma do chicha, quitosana e complexo

polieletrolitico de CHQTa de razdo n*/n" igual a 1

CHQTa

ABS

1800 1500 1200 900 600

Numero de Onda (cm 1)



90

4.2.2 Potencial zeta

O potencial zeta foi medido com o intuito de verificar as cargas na
superficie das particulas. A Figura 35 mostra o potencial zeta das amostras de
CHQTa, CHQTb, QTbCH e QTaCH de concentragdo 10 g/mL e a Figura 36 mostra
o potencial zeta das amostras de CHQTa, CHQTb, QTaCH e QTbCH de
concentragdo 10 g/mL Com a diminui¢do da razdo de cargas (n*/n’) ocorre uma
tendéncia de diminuigdo do potencial zeta, isto pode ser explicado pela gradativa
neutralizagdo das cargas positivas da quitosana (-NH3") pelas cargas negativas do
chicha (-COO").

Para as amostras de concentragdo 10 g/mL observa-se que para mesma
razdo molar (n*/n’) pode-se verificar que as particulas formadas por QTb (grau de
desacetilagdo 81%) tém potenciais mais positivos do que as particulas formadas por
QTa (grau de desacetilagdo 82%) mostrando que esta quitosana neutraliza com
maior eficiéncia as cargas negativas do chicha (-COQO") e que a ordem de adi¢ao dos
polieletrélitos praticamente ndo influencia o potencial zeta. A medida que aumentam
as cargas negativas esse potencial vai gradativamente decrescendo, chegando a
ficar negativos. Para as amostras de CHQTb e QTbCH os potenciais comegam a
ficar negativos préximo da razdo n'/n” 0,5 enquanto que para as amostras de
CHQTa e QTaCH esses potenciais ficam negativos proximos da razdo 0,1.
Comportamento semelhante verifica-se para amostras de concentragdo 10™ g/ml,
isto é, as particulas formadas por QTb tém,na sua maioria, potenciais mais positivos
do que as particulas formadas por QTa, porém observa-se uma pequena diferenga
no potencial zeta das amostras. Nanoparticulas de QTaCH tem potencial mais
positivo do que nanoparticulas de CHQTa. A medida que a razdo n*/n" vai
diminuindo o potencial vai diminuindo, chegando a ficar negativo préximo a razéo
0,3.
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Figura 35 - Potencial zeta em funcdo da razdo de carga (n*/n’) de particulas de
CHQTb, QTbCH, CHQTa e QTaCH de concentracéo 10 g/mL (***P<0,05)
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Figura 36 - Potencial zeta em fungdo da razdo de carga (n*/n’) de particulas de
CHQTb, QTbCH, CHQTa e QTaCH de concentracdo 10 g/mL (***P<0,05)
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Giannotti e col. (2011) preparam nanoparticulas por complexagao
polieletrolitica de trimetil quitosana (TMQ) e enzima a-GAL, o autores verificaram a
formacéao de particulas com diametro médio entre 50 e 90 nm e que com 0 aumento
na razao de massa TMQ/ a-GAL provoca uma diminuicdo do tamanho das particulas
€ que todas as suspensdes mostraram um potencial entre 10 e 23 mV.

Nanoparticulas de quitosana, acido hialurbnico e TPP tinham potenciais
que variavam de +28,1 a +34,6 indicando que a superficie das nanoparticulas €&
composta preferencialmente por quitosana (OYARZUN-AMPUERO e col., 2009).
Shu e col. (2009) variaram a razdo molar na sintese de nanoparticulas de QT,
polietilenoglicol (PEG) e acido aspatico (APA), o potencial zeta diminuiu de +20,21
mV a -20,38 mV a medida que se diminuia a razao QT/APA.

Boddohi e col. (2009), sintetizaram nanoparticulas por complexagao
eletrolitica de quitosana-heparina e quitosana-acido hialurénico em razdes de cargas
n*/n” que variavam de 0,08 & 19,2. Observou-se que potenciais positivos para razbes
maiores que 0,5 e potenciais negativos para razées menores do que 0,5.

Nanoparticulas de lipidios com e sem quitosana foram sintetizadas para
liberagdo de Tretinoina (RIDOLFI e col., 2011). Os resultados mostraram que as
nanoparticulas de lipidios sem quitosana apresentavam potencial zeta de -31,9 mV e

com quitosana +55,9 mV.

4.2.3 Avaliacdo dos parametros que influenciam o tamanho das particulas de

goma do chichéd e quitosana
4.2.3.1 Influéncia da massa molar da quitosana no tamanho das particulas

O grafico da Figura 37 mostra os tamanhos de particula, em nanémetro,
das particulas formadas por CHQTb e CHQTa (chicha gotejado em QT) com solugéo
de concentragao igual a 10 g/mL. Verifica-se que para toda as razdes de carga as
particulas formadas por QTb é sempre maior do que aquelas formadas por QTa.
Observa-se também que para todas as amostras 0s menores tamanhos de
particulas s&o obtidos para razdo de carga n'/n” menor do que 1, isto é, quando

existe excesso de chicha.
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Figura 37 - Tamanho de particula em funcdo da razdo de carga (n*/n") de CHQTb e
CHQTa de concentracdo 10 g/ml (***P<0,05)
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Comportamento semelhante foi verificado nas particulas de QTbCH e
QTaCH de concentracdo 107 g/mL (quitosana gotejada em chicha) (FIGURA 38). Na
grande maioria as particulas de QTb sdo maiores do que as de QTa. Isto indica que
independe da ordem de mistura; as particulas formadas por quitosana de mais baixa
massa molar (QTb) tém didmetro maior se comparada com particulas formadas por
quitosana de mais alta massa molar (QTa) e que os menores tamanhos de
particulas s&o obtidas com baixos valores de raz&o n*/n".

Os graficos das Figuras 39 e 40 mostram os tamanhos de particula, em
nanémetro, das particulas formadas por QTaCH e QTbCH (quitosana gotejada em
chicha) e CHQTb e CHQTa (chicha gotejado em quitosana), respectivamente, de
concentragdo 10* g/mL. Um comportamento mais variado & encontrado nestas
particulas, porém na maioria das razées n’/n" pode-se verificar que as menores

particulas sdo aquelas formadas por quitosana de maior massa molar (QTa).
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Figura 38 - Tamanho de particula em funcéo da razdo de carga (n*/n’) de QTbCH e
QTaCH de concentragao 10 g/ml (***P<0,05)
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Figura 39 - Tamanho de particula em funcéo da raz&o de carga (n"/n’) de QTbCH e
QTaCH de concentragao 10 g/ml (***P<0,05)
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Figura 40 - Tamanho de particula em funcéo da razéo de carga (n*/n’) de CHQTb e
CHQTa de concentragdo 10™ g/ml (***P<0,05)
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Esse comportamento pode ser explicado com base no potencial zeta das
amostras. Cerca de 90% das particulas formadas de CH e QTa tinham menor
potencial na superficie do que particulas formadas por CH e QTb. Isso é um
indicativo que em uma mesma razdo de carga QTa neutraliza mais as cargas
negativas do chicha do que QTb, indicando que aquela quitosana interage mais
fortemente com o polieletrdlito negativo (goma do chicha), consequentemente ocorre
uma contragdo da particula levando a formacédo de particulas com didametros
menores, isto €, complexos formados por polications (quitosana) de massa molar
maior sdo mais compactos do que complexo formado por polications de menor
massa molar.

Outro fendmeno que pode explicar o tamanho das nanoparticulas
formadas por quitosanas com diferentes massas molares e chicha é a flexibilidade
da cadeia polimérica. Chicha, que é um polianion de cadeia semi-flexivel e elevada
massa molar, pode interagir com varias cadeias de quitosana de baixa massa molar,
entretanto a distancia entre as regides onde QT e CH interagem nao s&o proximas o
suficiente para provocar um aumento na flexibilidade da cadeia o que ocasionaria

uma estrutura maior, por outro lado quando utilizando quitosana de elevada massa
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molar, as regides das cadeias sem interagdo diminuem promovendo maior
flexibilidade e uma estrutura mais compacta.

Schatz e col. (2004b) sintetizaram nanoparticulas com quitosana de
massa molar 3,65 x 10° g/mol e grau de desacetilagdo de 85% e 95% com sulfato de
dextrana de massa molar de 5 x 10° e 1,5 x 10° g/mol. As particulas variavam o
tamanho de 400 a 1400 nm.

Nanoparticulas carregadas com heparina foram preparados pela
técnica de gelificagdo ionotropicos com quitosana, acido hialurénico e o polianion
tripolifosfato (TPP) (OYARZUN-AMPUERO e col., 2009). A capacidade da QT para
formar um gel apés o contato com polidnions promovendo ligacbes inter e
intramolecular permite a formagdo das nanoparticulas. Os tamanhos das
nanoparticulas variaram de 162 a 217 nm e o valor da polidispersividade entre 0,11
e 0,45.

Nanoparticulas de QT, poli-etilenoglicol (PEG) e acido poliaspartico (APA)
CPE foram sintetizadas variando-se a razdo molar QT/APA (SHU e col., 2009). Os
didmetros das nanoparticulas variavam de 209 a 99 nm e quando se diminuia a
razao QT/APA ocorria a diminuicdo do tamanho da particula,os autores atribuem
esse fato a diferenca de massa molar,porque a massa molar do APA é muito maior
do que a massa molar da quitosana.

Schatz e col. (2004a) estudaram o tamanho de particula de quitosana de
diferentes massas molares e sulfato de dextrana (SD) de diferentes massas molares.
O estudo mostrou que quando quitosana era adicionada a sulfato de dextrana as
maiores particulas eram formadas com SD de menor massa molar e as menores
particulas eram formadas com SD de maior massa molar. Neste mesmo estudo os
autores verificaram o efeito da massa molar da quitosana na formacdo de
nanoparticulas, e o estudo revelou que quanto maior a massa molar da quitosana
maior o tamanho do complexo.

Estudo semelhante foi feito por Schatz e col. (2004b), onde eles
verificaram que um aumento na massa de sulfato de dextrana, em nanoparticulas de
QT e SD, ocorria uma diminuicdo no diametro. Entretanto um aumento na massa
molar da quitosana e do grau de desacetilacdo verificava-se um aumento no
diametro da particula.

Nanoparticulas de sulfobutileter-B-ciclodextrina e quitosana com

diferentes massa molares foram sintetizadas por Mahmoud e col. (2011). Eles
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encontraram resultados semelhantes a este trabalho, isto €, quanto menor a massa

molar da quitosana maior o tamanho das nanoparticulas formadas.
4.2.3.2 Ordem de adicdo dos polieletrolitos

A ordem de adicdo pode afetar a complexagao e o tamanho de particula
formado (RUSU-BALAITA e col., 2003, MAO e col., 2006). A partir da Figura 41
pode-se observar que a ordem de gotejamento afeta o tamanho das particulas
formadas. Particulas de CH gotejadas em QTb (CHQTb) sdo menores do que as
formados de QTb gotejada em CH (QTbCH) ambas de concentragdo 10 g/mL.
Efeito semelhante é observado em particulas de CH e QTa de concentragdo 10
g/mL (FIGURA 42). Particulas formadas por CH gotejada em QTa (CHQTa), na sua

grande maioria, sdo menores do que particulas de QTa gotejada em CH (QTaCH).

Figura 41 - Tamanho de particula em fungéo da razdo de carga (n*/n’) de CHQTb e
QTbCH de concentracdo 10 g/mL (***P<0,05)
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Para particulas formadas por CH e QTa de concentracdo 10™ g/mL
(FIGURA 43) e CH e QTb (FIGURA 44) foi encontrado comportamento semelhante
as particulas de concentragdo 102 g/mL. A ordem de adi¢do altera o tamanho da
particula, mostrando que amostras formadas de QT gotejada em CH, na sua grande

maioria, sdo maiores do que as de CH gotejada em QT.
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Figura 42 - Tamanho de particula em funcéo da razéo de carga (n*/n’) de CHQTa e
QTaCH de concentragéo 107 g/mL (***P<0,05)
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Figura 43 - Tamanho de particula em fungdo da razdo de carga (n*/n") de CHQTa e
QTaCH de concentragéo 10™*g/ml (***P<0,05)
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Figura 44 - Tamanho de particula em funcdo da razdo de carga (n*/n") de CHQTb e
QTbCH de concentragao 10™*g/ml (***P<0,05)
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Jintapatanakit e col. (2007), observaram o efeito da ordem de adigcéo de
complexos polieletroliticos de trimetilquitosana, insulina e tripolifosfato (TPP). Eles
observaram que misturando insulina e trimetiquitosana e depois adicionado TPP o
tamanho de particula era maior do que misturando insulina e TPP depois
adicionando trimetilquitosana.

Poon e col. (2011) sintetizaram nanoparticulas via método camada por
camada de quantun dot, poli-L-lisina funcionalizada e poli etileno glicol, e os autores
verificaram que quando aumentava-se o numero de camadas aumentava-se o

volume hidrodindmico da particula original de 20 nm para 80 nm.
4.2.3.3 Influéncia da concentragdo dos polieletrélitos

Outro fator que pode afetar os tamanhos das particulas € a
concentragéo das solug¢des do polication e do polianion. As Figuras 45 e 46 mostram
a comparagdo no tamanho de particula de CHQTa e QTaCH respectivamente,
variando-se a concentragao dos polieletrdlitos. Verifica-se que particulas formadas

por polieletrolitos de concentragdo maior (10 g/mL) possuem maior tamanho do que
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particulas formadas por polieletrdlitos de menor concentragdo (10* g/mL),
independente da ordem de adi¢cdo e da massa molar da quitosana.
A comparacdo entre os tamanhos de particulas de CHQTb e QTbCH é

mostrada na Figura 47 e na Figura 48, respectivamente.

Figura 45 - Tamanho de particula em fungdo da razéo de carga (n*/n") de CHQTa de
concentragdo 10 g/mL e 10 g/mL (***P<0,05)
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Figura 46 - Tamanho de particula em fungdo da raz&o de carga (n*/n’) de QTaCH de
concentracdo 10 g/mL e 10 g/mL (***P<0,05)
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Figura 47 - Tamanho de particula em fungdo da razéo de carga (n*/n") de CHQTb de
concentracdo 10 g/mL e 107 g/mL (***P<0,05)
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Figura 48 - Tamanho de particula em fungdo da razéo de carga (n*/n") de QTbCH de

concentragdo 10 g/mL e 10 g/mL (***P<0,05)
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Com o aumento da concentracédo das solugdes dos polieletrolitos espera-
se a formacdo de particulas de CPE maiores (BUCHHAMMER e col. 2000,
BUCHHAMMER e col. 2003, DAUTZENBERG e col., 1996).

Schatz e col. (2004a) investigaram a influéncia da concentragcdo e a

ordem de adi¢cdo de polieletrdlitos, quitosana (QT) e sulfato de dextrana (SD), no
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tamanho das nanoparticulas. Os autores utilizaram quitosana de concentragdo 10
g/mL e SD de concentragdes 5 x 10, 10 e 5 x 10 g/ml. Os resultados mostraram
que com o aumento da concentragdo de SD ocorria um aumento no tamanho das
particulas, porém a ordem de adicdo nao alterou o tamanho das particulas. Os
autores também estudaram o efeito da concentracdo da quitosana e a ordem de
adicdo, utilizaram DS de concentracdo 10* g/mL e QT de concentragdes 5 x 10,
10 e 5 x 10, 102 g/mL. Eles verificaram que com o aumento da concentracdo da
quitosana houve um aumento do tamanho da maioria das particulas, porém
novamente a ordem de adicdo dos polieletrdlitos praticamente nao alterou o
tamanho.

Schatz e col. (2004b) também estudaram o efeito da concentracdo do
sulfato de dextrana em nanoparticulas de QT e SD. Eles observaram que quando
aumentavam a concentracdo do sulfato de dextrana ocorria um aumento do
didmetro hidrodinamico das particulas. Entretanto, quando testando a influéncia da
concentragdo da quitosana, observaram que com o aumento da concentracdo da
quitosana ocorria a diminuicdo do tamanho das particulas.

Nanoparticulas de quitosana e TPP foram sintetizadas por Fan e col.
(2011), os autores verificaram que quando diminuiam razdo de QT/TPP ocorria um
diminuicdo dos tamanhos das nanoparticulas. Em nanoparticulas sulfobutileter-f3-
ciclodextrina e quitosana sintetizadas por Mahmoud e col. (2011) ocorria um
aumento do tamanho das nanoparticulas quando aumentava-se a concentracdo dos

polimeros.
4.2.3.4 Efeito do Volume no Tamanho das Nanoparticulas

Com o intuito de estudar o efeito do volume de solugcédo dos polieletrélitos
adicionados na preparacado das nanoparticulas foram preparadas nanoparticulas de
duas maneiras: a primeira com concentracdo constante (10 g/mL) dos polieletrolitos
e adicionados volumes variados de modo a resultar nas razdes n*/n” desejadas, e a
segunda variou-se a concentracdo das solugdes dos polieletrolitos de modo que
todas a razoes n*/n” resultassem sempre no mesmo volume (20 ml). A Tabela 16
mostra os valores de tamanho de particula variando-se a razdo de cargas positivas e
negativas (n*/n’) das particulas de CHQTb e QTbCH, onde CHQTbV e QTbCHYV séo

particulas formadas por volumes constantes de solugcdes de polieletrdlitos.
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Tabela 16 - Razdo de carga (n*/n’) e tamanho de particula de CHQTb, CHQTbV,
QTbCH e QTbCHV

Razdo n*/n- CHQTDb CHQTbV QTbCH QTbCHV
Tamanho (hnm) Tamanho (nm) | Tamanho (nm) Tamanho (nm)
20 450 + 10 460 + 9 461 £ 10 458 £ 6
10 426 £ 15 432 £ 15 503 +8 498 £+ 9
5 452+ 8 450 + 9 460 £ 8 465 + 10
1 1036 100+ 8 109 + 14 100+ 5
0,5 96 + 18 102+ 9 104 + 12 98 +10
0,1 79+10 81+8 93+8 96 + 15

A Tabela 17 mostra os valores de tamanho de particula variando-se a
razdo de cargas positivas e negativas (n*/n’) das particulas de CHQTa e QTaCH,
onde CHQTaV e QTaCHV sao particulas formadas por volumes constantes de

solucdes de polieletrdlitos.

Tabela 17 - Razao de carga (n*/n’) e tamanho de particula de CHQTa, CHQTaV,
QTaCH e QTaCHV

CHQTa CHQTaV QTaCH QTaCHV

Razdo n*/n" | Tamanho (nm) Tamanho (nm) Tamanho Tamanho
(hm) (hm)

20 402 + 15 407 £ 10 407 £ 10 400 £ 10

10 503 £ 10 510+ 15 441 +5 450 + 15

5 449 + 18 440 + 14 429 + 15 425 + 14

1 78+5 8219 361+9 370+ 10
0,5 838 80 £ 10 80+ 10 85+8
0,1 75+10 699 68 £ 10 71+2

Verifica-se que para todas as amostras e razbes a mudanca na
metodologia de preparo das amostras praticamente ndo altera o tamanho das

particulas formadas por complexacao polieletrolitica.
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4.2.4 Estabilidade das nanoparticulas

A estabilidade da nanoparticulas em solucéo foi estudada para verificar o
comportamento dessas durante 30 dias na temperatura ambiente. A Figura 49
mostra o grafico de tamanho de particulas x dias das amostras de CHQTa de
concentracdo 10* g/mL, enquanto que a Figura 50 mostra os graficos da
estabilidade das amostras de QTaCH de concentragéo 10 g/mL.

Pode-se verificar que para todas as amostras ocorreu um aumento de
tamanho, indicando agregacdo, porém, as amostras com menor razdo n*/n
mostraram-se mais estaveis, indicando que o excesso de chicha contribui para o
aumento da estabilidade das particulas. Em algumas amostras ocorre a diminuigéo
do tamanho posteriormente ao aumento, isto pode indicar uma possivel floculagao
do CPE.

Figura 49 - Estudo da estabilidade dos complexos de CHQTa 10 g/mL de razéo
n*/n"(a) 20, 10, 8,4 e (b) 2,0,7 € 0,5 e 0,1 (***P<0,05)

500

—A—8 450 -

400 ]
350 ]
300 ]
250 ]

200

tamanho de particula (nm)

150 4

o
[s)
1

—a—2

—e— 0,7
—a— (0,5
—v— 01

4]
o




105

Figura 50 - Estudo da estabilidade dos complexos de QTaCH 10 g/mL de razdo
n'/n" (a) 20, 15,10, 8,5¢e (b) 2, 1, 0,5, 0,3 e 0,1 (***P<0,05)
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Comportamento semelhante foi encontrado no estudo de estabilidade das
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Figura 52 - Estudo da estabilidade dos complexos de QTbCH 10* g/mL em

diferentes razées de carga (***P<0,05)
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Silva e col. (2008) realizaram o estudo da estabilidade de nanoparticulas
de goma do cajueiro (GC) e acido acrilico (AA), monitorando o tamanho de particula
em solugdo durante 30 dias. Os resultados mostraram que a agregacdo aumenta
com o aumento da razdo molar de GC/AA. Amostra de razao 2,0 apresentou maior
variagao no tamanho de particula.

Oliveira e col., (2008) sintetizaram nanoparticulas de quitosana (QT) e
goma do angico (GA). Particulas com raz&o n*/n" igual a 1 foi monitorada durante 26
dias. Um discreto decréscimo no tamanho de particula foi observado nos primeiros
cinco dias seguido por uma estabilizagdo no tamanho.

(2009)

nanoparticulas de quitosana, acido hialurbnico e TPP a 37°C durante 24 h em

Oyarzun-Ampueroa e col. estudaram a estabilidade de
diferentes meios: solugdo de Hanks salina balanceada (HBSS) em pH 6,4 e 7,4, e
fosfato salina tamponada (PBS), pH 7,4. Os autores observaram que em HBSS (pH
6,4) as nanoparticulas agregavam imediatamente e que a estabilidade foi maior em
PBS de pH 7,4 do que em HBSS de pH 7,4. Os autores explicam que a diferenca do
comportamento da estabilidade pode estar relacionada a diferengas na composigao
destes meios (HBSS contém COs* e uma concentracgdo de ions de PO4* oito vezes
menor do que em PBS). Isso pode afetar diretamente a camada de hidratagdo dos
nanoparticulas, bem

Em PBS

contra-ions localizada na superficie das como a

estrutura da agua em torno dos sistemas. estes efeitos

35
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parecem resultar em um aumento das forgas repulsivas de hidratacdo e

portanto uma maior estabilidade da nanoparticulas.
4.2.5 indice de polidispersividade

Na Figura 53 pode-se observar os indices de polidispersividade (IPD)
para as particulas formadas por CH gotejada em QTb (CHQTb) e QTb gotejada em

CH (QTbCH) com concentracdo de 107 g/mL.

Figura 53 - Gréafico de IPD em funcédo da razdo de cargas (n*/n’) para CHQTb e

QTbCH para concentragéo de 10 g/mL
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Quanto menor o tamanho de particula menor o indice de
polidispersividade (IPD). Comportamento semelhante foi encontrado por Shartz e
col. (2004a) e Shatz e col. (2004b) onde os autores sintetizaram nanoparticulas de
quitosana e sulfato de dextrana, quanto menor o tamanho da particula ocorria um
discreto decréscimo da polidispersividade das amostras.

A Figura 54 mostra o tamanho e o indice de polidispersividade das
particulas formadas por CH gotejada em QTa (CHQTa) e QTa gotejada em CH
(QTaCH) de concentragdo 10 g/mL.
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Figura 54 - Gréafico de IPD em funcédo da razdo de cargas (n*/n") para CHQTa e

QTaCH para concentragéo de 10 g/mL
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O comportamento do indice de polidispersividade foi inverso ao verificado
para particulas de CHQTb de concentragdo 107 g/mL, isto €, quanto menor o
tamanho de particula maior a polidispersividade das amostras. Isto evidencia que a
massa molar da quitosana influencia na polidispersividade da amostra.

Na Figura 55 pode-se observar que para particulas de CHQTa e QTaCH
de concentracdo 10 g/mL, o comportamento do indice de polidispersividade foi
semelhante aos das particulas de CHQTa e QTaCH de concentracdo 107 g/mL, isto
€, quanto menor tamanho de particula maior a polidispersividade. Evidenciando que
a concentragdo dos complexos polieletroliticos ndo altera o comportamento das

nanoparticulas em relacéo a polidispersividade.

Figura 55 - Grafico de IPD em funcédo da razdo de cargas (n*/n") para CHQTa e

QTaCH para concentragao de 10 g/mL
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Figura 56 mostra o tamanho e o indice de polidispersividade das

particulas formadas por CHQTb e QTbCH de concentragdo de 10™“g/ml. Verifica-se

que quando o tamanho da nanoparticulas diminui, o indice de polidispersividade

também diminui.

Figura 56 - Gréafico de IPD em funcédo da razdo de cargas (n*/n’) para CHQTb e

QTbCH para concentragéo de 10 g/mL
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Jintapatanakit e col. (2007) na sintese de complexos polieletroliticos de

trimetilquitosana e insulina mostraram resultados que com a diminui¢do do tamanho

de particula ocorria um aumento na polidispersividade, o que os autores justificam

pela eficiéncia da associagao da insulina no complexo polieletrolitico, quanto maior a

eficiéncia de associacao da insulina menor o indice de polidispersividade.

4.2.6 Liberacédo de Cloroquina

A Tabela 18 mostra a eficiéncia de incorporacdo das nanoparticulas. A

ordem de adicdo dos polieletrdlitos nao interferiu na eficiéncia de incorporagao da

cloroquina pelas nanoparticulas (P>0,05), porém quanto menor a raz&o n*/n” maior a

porcentagem de incorporacao, isto pode ser explicado devido o farmaco estar na

forma de sal, difosfato de cloroquina, adquirindo carga positiva e tendo uma maior

interacdo com particulas formadas com maior razdo de chicha que € um polianion.
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Tabela 18 - Eficiéncia de incorporacao

Razao Amostra Incorporacgao (%)

QTaCH 50,2 £ 0,72

CHQTa 51,2+0,85

S QTbCH 49,1 +1,85
CHQTb 50,8 £+ 1,50

QTaCH 59,5+ 0,62

0,1 CHQTa 58,9 + 1,64
QTbCH 58,2 £ 0,95

CHQTb 57,9+0,78

Sarmento e col. (2006) desenvolveram nanoparticulas de quitosana e
sulfato de dextrana (SD) para liberacao de insulina. Verificou-se que quanto menor a
razao em massa de QT/SD maior era a eficiéncia de incorporagdo, os autores
justificam esse aumento da eficiéncia com a diminuigdo da razdo QT/DS devido a
interacao eletrostatica entre as cargas positivas da insulina e as cargas negativas do
SD. Os autores encontraram valores de porcentagem de incorporagao que variavam
de 48,6% a 96,4% dependendo da concentracdo dos polieletrélitos, da razdo dos
polieletrélitos, da razdo de insulina e polimeros e do pH final da solugdo das
nanoparticulas.

Oyarzun-Ampueroa e col. (2009) conseguiram uma eficiéncia de
incorporacao de heparina em nanoparticulas de quitosana, acido hialurénico e TPP
de até 72,3%. Tsai e col. (2011) conseguiram eficiéncia de encapsulagédo de
doxorubicina em nanoparticulas de sulfato de condroitina e quitosana, que variava
de 70% a 85%.

Yeh e col., (2011) sintetizaram nanoparticulas de sulfato de condroitina e
quitosana para liberacdo de BSA, os resultados mostraram uma variagdo na
incorporagao da proteina de 10% a 60% dependendo da concentragdo da solugao
de BSA. Quanto maior a concentragdo maior a incorporagdo da proteina nas

nanoparticulas.
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A Tabela 19 mostra o tamanho das particulas sem farmaco e com

farmaco incorporado, pode-se verificar que ocorreu um aumento de todas as

particulas apds a incorporacao do farmaco.

Tabela 19 - Tamanho de particula sem e com cloroquina

Razéo Amostras Tamanho (nm)
Sem cloroquina Com cloroquina

QTaCH 429+7,8 510+ 8,9

5 CHQTa 428 £ 8,9 449 + 9,5
QTbCH 460 + 8,5 530+9,4

CHQTb 432 + 6,2 450 + 8,8

QTaCH 68+7,0 152 + 8,2

0,1 CHQTa 75+ 8,7 160+ 7,0
QTbCH 93+10,8 160 + 8,6

CHQTb 79 £ 6,1 163 + 6,2

Gan e Wang (2007) sintetizaram nanoparticulas de quitosana para
liberacdo de BSA. Os autores observaram que independente da concentragdo da
solucao de quitosana, ocorria um aumento do tamanho das nanoparticulas com BSA
incorporado.

Mahmoud e col. (2011) verificaram que na incorporagdo de nitrato de
Econazole, um farmaco ocular, em nanoparticulas de quitosana e sulfobutileter-3-
ciclodextrina, ocorria um aumento de tamanho na maioria das nanoparticulas.

A Figura 57 mostra a porcentagem de liberagdo de cloroquina em tampao
7,4 a 37°C a partir de nanoparticulas formadas por QTa e CH nas razdes n'/n" 5 e
0,1. A Figura 33a mostra a liberagcado nas primeiras 55 horas e a Figura 33b mostra a
liberagéo em dias. Para as nanoparticulas de razdo n*/n"5 a liberagéo é mais rapida
do que em nanoparticulas de razdo n*/n”" 0,1, e que a ordem de adicdo dos
polieletrolitos praticamente n&o afeta a porcentagem de farmaco liberada. As
nanoparticulas de QTaCH 5 e CHQTa 5 mostram uma liberagdo rapida (efeito
“burst”), cerca de 60%, nas primeiras 8 horas; enquanto que nanoparticulas de

QTaCH 0,1 e CHQTa 0,1 o efeito “burst” ocorre nas primeiras 33 horas. A liberacao
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mais lenta para particulas de razdo n*/n” 0,1, que possui maior nimero de mols de
CH, pode ser explicada pela maior interagao do farmaco catidénico com a goma do
chicha que é anibnica, dificultando a liberacdo do farmaco para o meio, diminuindo a

cinética de liberacao.

Figura 57 - Liberacao de cloroquina a partir de nanoparticulas de QTaCH 5, CHQTa
5, QTaCH 0,1 e CHQTa 0,1 a 37 °C. (a) tempo nas primeiras 55 horas e (b) tempo

em dias
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A Figura 58 mostra a liberagdo de cloroquina em tampéao 7,4 a 37°C a
partir de nanoparticulas formadas por QTb e CH nas razoes n/n" 5 e 0,1. O
comportamento de liberagdo das particulas de CH e QTb foi semelhante ao das
particulas de QTa e CH, isto é, a ordem de adigao praticamente nao altera a
liberacdo e quanto menor a razdo n*/n” mais lenta é a liberacdo. A mudanca na razéo
de cargas mostrou diferenga significativa (P<0,05) para ambas quitosanas na

liberacéo de cloroquina.
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Figura 58 - Liberacao de cloroquina a partir de nanoparticulas de QTbCH 5, CHQTb
5, QTbCH 0,1 e CHQTb 0,1 a 37 °C. (a) tempo nas primeiras 55 horas e (b) tempo

em dias
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Resultado semelhante foi encontrado em nanoparticulas de quitosana e
sulfato de dextrana (SARMENTO e col. 2006) para liberagao de insulina, onde, com
a diminuicdo da razao de quitosana e sulfato de dextrana ocorre uma diminuicdo da
porcentagem de insulina liberada para o meio, levando uma cinética de liberagao
mais lenta.

Tsai e col. (2011) fizeram liberagao de doxorubicina em tampao pH=7,4 a
partir de nanoparticulas de sulfato de condroitina e chitosana formada por
complexacéao polieletrolitica, e verificou-se que em 6000 minutos menos de 40% do
farmaco tinha sido liberado.

Epigalocatequinogalato (EGCG), um polifenol natural com potencial
anticancer, foi liberado a partir de nanoparticulas de gelatina recobertas com
2009). Os

nanoparticulas de gelatina ndo recobertas com polieletrdlitos cerca de 95% de

polieletrolitos (Schutava e col., resultados mostraram que em
EGCG foram liberados em 3h e em nanoparticulas de gelatina recobertas com
hidroclorato de polialilamina e sulfonato de poliestireno a liberacdo durou 8h.

A Tabela 20 mostra os valores dos expoentes de difusdo (n) para as

liberacbes das amostras de nanoparticulas. Verifica-se que todas as liberagdes sao
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do tipo de transporte n&do Fickiano, isto €, a velocidade de relaxacdo da cadeia

polimérica é equivalente a velocidade de difusao.

Tabela 20 - Valores dos expoentes de difusdo (n)

Amostras Valor de n Amostras Valor de n
QTaCH 5 0,829 QTbCH 5 0,513
CHQTa 5 0,826 CHQTb 5 0,516
QTaCH 0,1 0,750 QTbCH 0,1 0,846
CHQTa 0,1 0,770 CHQTb 0,1 0,820

A Figura 59 apresenta o estudo comparativo entre o comportamento de

liberagdo das nanoparticulas de QTa e QTb de razédo n/n” 0,1 em tampéo 7,4 a

37°C. Mudando-se a ordem de adigdo e mantida a razdo constante, ndo houve

mudanga significativa na liberagdo da cloroquina (P>0,05), tanto para particulas de

razao 5 como para de razéo 0,1, mostrando que a ordem de adi¢cdo nao interfere no

comportamento da liberacao do farmaco.

Figura 59 - Liberacdo de cloroquina a partir de nanoparticulas de QTaCH 0,1,
CHQTa 0,1, QTbCH 0,1 e CHQTb 0,1 a 37 °C
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Nanoparticulas de quitosana para liberacdo de BSA sintetizadas por Gan

e Wang (2007) mostraram comportamento semelhante, isto €, quanto menor o

tamanho, mais rapida era a porcentagem de farmaco liberada.
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Qi e col. (2010) estudaram a liberacao de doxorubicina a partir de
nanoparticulas de BSA-dextrana-quitosana formada por complexagao polieletrolitica.
O estudo mostrou que em 25 h menos de 20% do farmaco tinha sido liberado em
tampéo fosfato pH 7,4.

BSA foi utilizado para liberacdo in vitro a partir de nanoparticulas de QT,
PEG e APA (SHU e col., 2009). Os resultados mostraram que em solugéo tampao

com pH 7,4 aproximadamente 90% do BSA foi liberado em 20 h.

4.3 Formacao de Nanoparticulas de Quitosana e Goma do Chicha Oxidada Via

Formacao da Base de Schiff

4.3.1 Goma do Chicha Oxidada

Pela Equacao 6 verifica-se que 99,93% (mol) dos ions periodato foram
consumidos na reacao de razao 10:4 e 99,72% na reacao de razdo 10:8, portanto
esta possui maior porcentagem de grupos aldeidos em sua estrutura.

Na oxidagcdo da goma do cajueiro, Moura Neto (2008) encontrou valores
de porcentagem de periodato de sédio consumida na reagédo que variavam de 99,0%
a 99,9%.

Dawlee e col. (2005) oxidaram sulfato de condroitina (SC) com periodato
de sédio. Os autores utilizaram diferentes quantidades de periodato em relagéo ao
SC e quando ocorria o aumento da quantidade de periodato de sédio ocorria um
aumento da porcentagem de oxidagdo, porem, ocorria uma diminuicdo no
rendimento da reagao.

Na oxidacao do alginato de sédio com periodato de soédio, Gébmez e col.
(2007) encontraram valores que variavam de 98 a 90% de periodato de sodio
consumida durante a oxidagdo quando se aumentava a percentagem de periodato
adicionada.

Gao e col. (2009) oxidaram alginato de sd6dio para a preparagéo de
hidrogeis. A razdo de periodato de soédio e o numero de unidades repetitivas do
alginato foram variados para obter-se diferentes graus de oxidagdo. Com o aumento
da quantidade de periodato o grau de oxidagdo também aumentou, variando de
9,6% a 47,88%.
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Os espectros na regiao do infravermelho da goma do chicha e da goma

do chicha oxidado 10:4 €10:8 é mostrado na Figura 60.

Figura 60 - Espectro na regido do infravermelho do CH, CHox1 e CHox2
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Verifica-se um aumento da raz&o entre as alturas das bandas em 1730
cm’’, referente a deformacéo axial de C=0 de aldeido, e em 1623 cm™ referente a
deformacédo axial assimétrica de COQ’, indicando que houve um aumento de C=0
de aldeido referente a oxidagdo da goma do chicha.

A Tabela 21 mostra os valores das massas molares para a goma do
chicha e os derivados da oxidagao obtidos a partir de cromatografia de permeacéao
em gel. A diminuigdo da massa molar dos derivados oxidados ocorre por causa da

quebra da cadeia principal do polissacarideo ocasionado pela oxidagao.



117

Tabela 21 - Massas molares do chicha e dos derivados oxidados

Amostra Massa Molar (g/mol)
CH 2,5x 10’
CHox1 6,8 x 10*
CHox2 2,5 x 10*

Brito (2000) encontrou valor de 2,82 x 10’ g/mol para a goma do chicha
obtida por GPC.

A Figura 61 mostra as curvas termogravimétricas para amostras de CH e
CHox1. De um modo geral, a decomposi¢cdao de polissacarideos inicia-se em
temperaturas superiores a 200°C. O primeiro refere-se a perda de agua; as
temperaturas dos eventos sdo mostradas na Tabela 22. A diminuicdo da
porcentagem residual na CHox indica uma diminuicao da estabilidade térmica da
amostra, essa diferenca de comportamento para os derivados oxidados pode ser
atribuida a facilitacdo no processo de decomposi¢cao em atmosfera oxidativa devido

aos grupos aldeidos que sao mais reativos.

Figura 61 - Curva de TGA para a CH e CHox1 em atmosfera de ar sintético
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Tabela 22 - Parametros obtidos do TGA para a GC e derivado oxidado em atmosfera

de ar sintético

Amostra Temperatura Maxima do Evento = Massa Residual
(°C) em 500°C
1 2 3
CH 55 292 412 8,1
CHox1 54 271 386 3,4

Resultado semelhante foi encontrado por Moura Neto (2008) com a goma
do cajueiro oxidada, onde os derivados oxidados obtidos apresentavam uma
diminuicdo na temperatura maxima do evento e diminuigdo da porcentagem do
residuo final, assim como a goma do cajueiro oxidada por Maciel (2005) em
diferentes razdes molares de goma/periodato (0,7/1 — 10/1) mostrou que todos os
derivados sdo menos estaveis que a goma do cajueiro nativo, indicando que a
oxidacao diminui a estabilidade térmica no inicio do processo de degradagao, devido

a labilidade dos grupos aldeidos.

4.3.2 Nanoparticulas de Quitosana e Chicha Oxidado (CHox1)

4.3.2.1 Potencial Zeta

A Tabela 23 mostra os potenciais zeta das amostras de QTaCHox1,
CHox1QTa, QTbCHox1 e CHox1QTb. Observa-se que quando a razao entre CHox1
e QTa é de 10:1 o potencial torna-se negativo e as amostras de QTa gotejada em
CHox1 (QTaCHox) tém potenciais menores, em modulo, do que CHox1 gotejada em
QTa (CHox1QTa), mostrando que a ordem de adigdo também influencia no potencial
zeta.

Para potenciais zeta das amostras de QTbCHox1 e CHox1QTb foram
encontrado comportamento semelhante as nanoparticulas de QTa e CHox1, isto &,
quando a razdo entre CHox1 e QTb é de 10:1 o potencial torna-se negativo e as
amostras de QTb gotejada em CHox1 (QTbCHox) tém potenciais menores, em
mddulo, do que CHox1 gotejada em QTb (CHox1QTa), evidenciando que a ordem

de adicao também influencia no potencial zeta das amostras obtidas utilizando QTb.
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Amostras com potenciais zeta positivos indicam que a quitosana esta na
superficie da nanoparticula, enquanto que potenciais negativos indicam que o chicha
oxidado esta na superficie.

Na comparagéo entre os valores do potencial zeta entre as amostras de
QTaCHox1 e QTbCHox1 na mesma proporgdo e na mesma ordem de gotejamento
os resultados mostram que amostras formadas por QTa possuem potencial menor
em modulo do que amostras formadas por QTb. QTa possui maior massa molar do
que QTb, com isso deve ocorrer maior numero de interacdes entre essa quitosana e
o chicha oxidado, havendo maior formacao de bases de Schiff, com isso menor
quantidades de grupos —NH3 livres, ocasionando uma diminuicdo no potencial zeta

na superficie da amostra.

Tabela 23 - Potencial Zeta das amostras de QTbCHox1, QTaCHox1, CHox1QTb e
CHox1QTa (***P<0,05)

Amostra Potencial Amostra Potencial
(razao) Zeta (mV) (razao) Zeta (mV)
QTbCHox1 +8,6 0,2 QTaCHox1 +5,0+1,5
) (10:1)
(10:1)
QTbCHox1 QTaCHox1
(1:1) +10,3+0,8 (1:1) +6,3+1,2
QTbCHox1 QTaCHox1
(1:10) -140+24 (1:10) -11,8+1,0
CHox1QTb +8,9+0,4 CHox1QTa +57 + 1,1
(1:10) (1:10)
CHox1QTb CHox1QTa
(1:1) +10,5+ 0,6 (1:1) +10,8 +1,7
CHox1QTb 174402 CHox1QTa 140406

(10:1)

(10:1)

Du e col. (2010) verificaram que nanoparticulas de quitosana reticuladas
com glutaraldeido (GL) tinham potencial zeta em torno de 20 mV e que o aumento
na razao GL/QT ocorria uma diminuigdo do potencial de 23 mV para 18 mV devido a
reducdo do numero de grupo amino primario da quitosana e que a massa molar da
quitosana ndo altera o potencial zeta.

Em nanoparticulas de trimetilquitosana conjugada com cisteina (YIN e

col., 2009) o potencial zeta variou de 12 mV a 19 mV, e o potencial da superficie das
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nanoparticulas aumentava com o aumento do grau de substituicdo da

trimetilquitosana.

4.3.2.2 Ordem de Adicao

A Tabela 24 mostra o efeito da ordem de gotejamento no tamanho,

mantendo-se a mesma concentragao para particulas formadas por QTa e CHox1.

Tabela 24 - Efeito da ordem de adigdo das solug¢des de QTa e CHox1 (***P<0,05)

Razao Tamanho Razao Tamanho Razao Tamanho
(amostra) (nm) (amostra) (nm) (amostra) (nm)
10:1 1:1 1:10
(QTaCHox1) 192,0+5,5 (QTaCHox1) 279,0 £ 14,0 (QTaCHox1) 170,5+12,0
1:10 1:1 10:1
(CHox1QTa) 1237122 (cHoxtaTa) 878*150  (cHoxtara) 177° =130

Verifica-se que para a maioria das amostras, com mesma razdo, 0s
menores tamanhos de particulas sao obtidos quando se goteja CHox1 em QTa.
A Tabela 25 mostra o efeito da ordem de gotejamento mantendo-se a

mesma concentracao para particulas formadas por QTb e CHox1.

Tabela 25 - Efeito da ordem de adigdo das solug¢des de QTb e CHox1 (***P<0,05)

Razéo Tamanho Razéo Tamanho Razéo Tamanho
(amostra) (nm) (amostra) (nm) (amostra) (nm)
10:1 1:1 1:10
1:10 1:1 10:1
(CHox1QTb)  745%65  croviarh) 995140 choxiqrh) 165:5%35

Comportamento semelhante foi encontrado as nanoparticulas formadas
por QTa e CHox1, isto €, as menores particulas sdo aquelas formadas quando se
adiciona CHox1 em QTb, com excec¢ao as particulas formadas por QTb e CHox1 na
razao de 1:10. Observa-se que nas particulas de CHox1QTb os menores tamanhos
de particulas foram obtidos na razdo 1:1 e os maiores tamanhos na razéo 10:1, esse
comportamento foi semelhante ao encontrado nas nanoparticulas de CHox1QTa.

Quando QT estad em excesso ocorre uma diminui¢do do tamanho quando

CHox1 é adicionada a QT, o potencial é positivo, mas ndao muda significativamente.
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Quando o eletrdlito QT (excesso) é adicionado a CHox1 varias cadeias interagem
com a mesma cadeia aumentando assim o tamanho da particula. Fenémeno
semelhante acontece quando CHox em excesso € adicionado a QTa e QTb.

Na propor¢do 1:1 a adicdo de CHox1 as quitosanas, leva a uma
diminui¢cdo do tamanho de particula. Isto pode ser devido a menor massa molar do
CHox1 em comparagao com QT, o que permite uma maior interagdo com as cadeias

de QT, compactado-as.

4.3.2.3 Influéncia da massa molar da quitosana no tamanho das nanoparticulas

A Figura 62 mostra o tamanho das nanoparticulas formadas por QT

gotejada em CHox1, para quitosana de diferentes massas molares.

Figura 62 — Efeito da massa molar da quitosana no tamanho de particula para

sistema onde QT ¢é adicionada a CHox1
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As nanoparticulas formadas por QTa sdo maiores do que as
nanoparticulas formadas por QTb em todas as razdes. Esse comportamento
também é encontrado nas nanoparticulas formadas por CHox1 gotejada em QT
(FIGURA 63), isto pode ser explicado pela menor massa molar da QTb e pelo
potencial zeta das nanoparticulas formadas por QTb serem mais positivos ou mais

negativos do que as nanoparticulas formadas por QTa, indicando uma maior
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estabilidade, com isso uma menor facilidade de agregagao e consequentemente um

menor tamanho de particula.

Figura 63 - Efeito da massa molar da quitosana no tamanho de particula para

sistema onde CHox1 é adicionada a QT
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Yin e col. (2009) sintetizaram nanoparticulas de trimetilquitosana, com
diferentes massas molares, conjugada com cisteina para liberagdao de insulina via
oral. Os autores verificaram que o tamanho das nanoparticulas variava de 100 a 200
nm e quando aumentava-se a massa molar da quitosana ocorria um aumento do
tamanho das nanoparticulas.

Du e col. (2010) sintetizaram nanoparticulas de quitosana com diferentes
massas molares reticuladas covalentemente com glutaraldeido para encapsulagéo
de ATP. O tamanho das particulas variava de 104 a 110 nm e que a massa molar da
quitosana e a concentragdo do glutaraldeido praticamente nao influenciavam no

tamanho da particula.
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4.3.2.4 Estabilidade em Solugéo

As Figuras 64 e 65 mostram a estabilidade em solugédo das
nanoparticulas formadas por QTaCHox1 e CHox1QTa. Para particulas de QTa
gotejada em CH, as mais estaveis foram as de razdo 1:10, isso €, a que tinha
excesso de goma do chicha oxidada, enquanto que nas particulas de CH gotejada
em QTa as mais estaveis foram aquelas de razdo 1:10, isto é, a que tinha excesso
de quitosana. Isso evidencia que a ordem de adigao pode interferir na estabilidade
das nanoparticulas. A Tabela 26 mostra a porcentagem de aumento em 30 dias da

amostras.

Figura 64 - Estudo da estabilidade das nanoparticulas formadas por QTaCHox1 em

diferentes razbes massa.
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Figura 65 - Estudo da estabilidade das nanoparticulas formadas por CHoxQTa em

diferentes razdes massa
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Tabela 26- Porcentagem do aumento de tamanho para amostras de QTa e CHox em
30 dias.

Amostra Aumento do Amostra Aumento do
(razdo) tamanho (%) (razdo) tamanho (%)
QTaCHox CHoxQTa
(10:1) 23,2 (1:10) 13,0
QTaCHox CHoxQTa
(1:1) 10,75 (1:1) 13,5
QTaCHox 8.5 CHoxQTa 52.3

(1:10) (10:1)

Ridolfi e col. (2011) testaram a estabilidade das nanoparticulas de lipidio
e quitosana e verificaram que o didametro da particula mudou de 284,8 para 463,6

em 30 dias.

4.3.3 Nanoparticulas de Quitosana e Chicha Oxidado (CHox2)

4.3.3.1 Potencial Zeta

A Tabela 27 mostra os potenciais zeta das amostras de QTaCHox2 e

CHox2QTa. Verifica-se que quando tem-se excesso de QT o potencial é positivo e

quando tem-se excesso de CH o potencial torna-se negativo.
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Tabela 27 - Potencial Zeta das amostras de QTaCHox2 e CHox2QTa

Amostra Potencial Amostra Potencial
(razao) Zeta (mV) (razao) Zeta (mV)
QTaCHox2 CHox2QTa
(10:1) *6,2 (1:10) 5.9
QTaCHox2 CHox2QTa
(1:1) 2.3 (1:1) 3.8
QTaCHox2 20,2 CHox2QTa 13,9

(1:10) (10:1)

A Tabela 28 mostra os potenciais zeta das amostras de QTbCHox2 e
CHox2QTb. Todos os potenciais das amostras sdo negativos, evidenciando que o
CH mais oxidado com uma quitosana de mais baixa massa molar fica com excesso

de cargas negativas na superficie da nanoparticula.

Tabela 28 - Potencial Zeta das amostras de QTbCHox2 e CHox2QTb

Amostra Potencial Amostra Potencial
(razao) Zeta (mV) (razdo) Zeta (mV)
Q'I'(t;(é;k))xZ 6.4 CH((;>:(120Q)Tb 10,28
QT?1C:1H)ox2 13,7 CH(();<:21C))Tb 11,6
QT(t?](illé(;)XZ 17.8 CH(c1>>(<)?1Q)Tb 163
4.3.3.2 Ordem de Adicéo

A Tabela 29 mostra o efeito da ordem de adicdo dos polimeros mantendo-

se a mesma concentragao para particulas formadas por QTa e CHox2.
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Tabela 29 - Efeito da ordem de adigao das solug¢des de QTa e CHox2

Razao Tamanho Razao Tamanho Razao Tamanho
(amostra) (nm) (amostra) (nm) (amostra) (nm)
10:1 1223 1:1 66.4 1:10 30.0
(QTaCHox2) ’ (QTaCHox2) ’ (QTaCHox2) ’
1:10 1:1 10:1
(CHox2QTa) 1372 (CHox2QTa) 95,5 (CHox2QTa) 63,8

Verifica-se que para mesma razdo de massa as amostras onde CH é
gotejada em QTa sdo sempre maiores, mostrando que a ordem de adigéo
influenciou nos resultado dos tamanhos.

A Tabela 30 mostra o efeito da ordem de gotejamento mantendo-se a
mesma concentragdo para particulas formadas por QTb e CHox2. Um
comportamento mais variado foi encontrado nas amostras de CH e QTb com mesma

razao. Porém os tamanhos variaram em fungcao da ordem de gotejamento.

Tabela 30 - Efeito da ordem de adigao das solugdes de QTb e CHox2

Razao Tamanho Razao Tamanho Razao Tamanho
(amostra) (nm) (amostra) (nm) (amostra) (nm)
10:1 445,0 11 171,2 1:10 137.6
(QTbCHox2) ’ (QTbCHox2) ’ (QTbCHox2) ’
1:10 1:1 10:1
(CHox2aTb) 83 (cHoxeaTh) %8 CHoxeqTp) 1940

4.3.2.3 Influéncia da massa molar da quitosana no tamanho das nanoparticulas

A Figura 66 mostra o tamanho das nanoparticulas formadas por QT
gotejada em CHox2, e a Figura 67 o tamanho das nanoparticulas de CHox2
gotejada em QT, alterando a massa molar da quitosana. As particulas formadas por
CHox2 e QTb sao maiores do que as formadas por CHox2 e QTa. Isto pode ser
devido a maior oxidacdo da goma do chicha promovendo uma maior interagéo
(formacgao de mais base de Schiff) com a quitosana de maior massa molar, uma vez

que essa possui maior numero de grupos -NH..
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Figura 66 - Efeito da massa molar da quitosana no tamanho de particula para

sistema onde QT é adicionada a CHox2
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Figura 67 - Efeito da massa molar da quitosana no tamanho de particula para

sistema onde CHox2 é adicionada a QT
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5 CONCLUSAO

Microesferas de quitosana e goma do chicha reticuladas com
glutaraldeido foram sintetizadas por complexacéao polieletrolitica com didametro de
543,5 + 3,0 um. Os ensaios de intumescimento mostraram que as microesferas
tinham intumescimento maximo em pH 1,2, esferas nao reticuladas intumesciam
mais do que as reticuladas e que o coeficiente de difusdo diminuia com a
reticulacdo. A liberacdo sequenciada do cloroquina foi de aproximadamente 92% em
3 horas. A liberagdao em pH 7,4 mostrou que apenas 34% da cloroquina foi liberado
nas primeiras duas horas. A liberacao foi realizada por cerca de 50 horas, onde foi
alcangado o valor maximo de cloroquina liberado, cerca de 93%.

Nanoparticulas de quitosana e goma do chicha foram obtidas por
complexacao polieletrolitica. Fatores como: massa molar da quitosana, razdo de
cargas (n*/n’), ordem de adicédo dos polieletrélitos e concentracdo das solugdes dos
polieletrélitos, influenciaram no tamanho de particula, potencial zeta, estabilidade em
solucao, incorporacéo e liberagao de cloroquina.

Particulas com excesso de QT possuiam potencial zeta positivo e a
medida que se diminui a razdo n*/n” o potencial também diminuia, chegando a
valores negativos nas razbes abaixo de 0,7. Os tamanhos das nanoparticulas
variaram de 80 nm a 1200 nm, as menores particulas eram obtidas com excesso de
chicha. A diminuicdo da concentracdo dos polieletrdlitos diminui o tamanho das
nanoparticulas. Particulas sintetizadas com QTb possuiam maiores tamanhos do
que particulas de QTa.

A incorporagao e a liberagdo da cloroquina pelas nanoparticulas foram
afetadas pela razdo n*/n” dos polieletrolitos. A liberacdo mostrou-se lenta e durou
cerca de 14 dias, mostrando que o sistema é eficiente para liberagao controlada de
cloroquina.

Goma do chicha obtida com dois diferentes graus de oxidagao foi utilizada
para obtencédo de nanoparticulas com quitosana via formacgao de base de Schiff.

A massa molar da quitosana, a razao de massa entre os polissacarideos,
o grau de oxidagdo bem como a ordem de adi¢ao destes influenciaram no tamanho

e no potencial zeta das nanoparticulas formadas. Particulas com excesso de
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quitosana apresentavam potencial zeta positivo e particulas com excesso de chicha
apresentavam potencial negativo.

Nanoparticulas formadas por goma do chicha com maior grau de
oxidagao possuem menor tamanho de particula quando a base de Schiff é formada
utilizando quitosana de baixa massa molar (QTb), enquanto que para a amostra de
menor grau de oxidagdo um comportamento inverso foi obtido.

Nanoparticulas formadas por complexacao polieletrolitica tiveram uma
maior estabilidade quando formada por excesso de chicha. Porém para
nanoparticulas formadas por Base de Schiff ndo apresentaram comportamento

semelhante.
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