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1.1 Nanoparticulas e liberacao de farmacos

Nanociéncia é o estudo e o conhecimento das técnicas para produgdo de
nanoparticulas e a nanotecnologia consiste na aplicagdo desses conhecimentos para
construcdo de novos materiais em escala industrial. Ela esta relacionada a diversas
areas do conhecimento humano (fisica, medicina, engenharia, eletronica e
informatica). O dominio da nanotecnologia encontra-se compreendido entre 1 a 100
nandmetros (“Nano" é um prefixo grego "nanos" que significa “anao”) [WILSON et al,
2004; CNPq, 2002]. A Figura 1 apresenta uma escala que abrange desde

macroestruturas até dimensdes subatémicas.
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Figura 1. Regido do dominio da nanotecnologia comparada com uma faixa que compreende desde
macroestruturas até dimensées subatdmicas (escala logaritimica) [MEDEIROS, PATERNO e MATTOSO,
2005].

A nanociéncia ndo é nova, pois os quimicos ja sintetizavam polimeros a
partir dos monomeros (unidades nanoescalares) ha décadas, porém o ano de

referéncia para o nascimento da nanociéncia e da nanotecnologia é o de 1959, ano



em que o fisico Richard Feynman proferiu, na Reunido Anual da American Physical
Society, a palestra "Ha mais espacos la embaixo". Feynman anunciava ser possivel
condensar, na cabeca de um alfinete, as paginas dos 24 volumes da Enciclopédia
Britanica para afirmar que muitas descobertas se fariam com a fabricagdo de
materiais em escala atdbmica e molecular. S6 em 1974, o cientista Norio Taniguchi
atribui o termo nanotecnologia ao campo da engenharia em escala submicrométrica
[LANE, CRAIG e BABCOCK, 2002].

Avancos significativos em nanotecnologia ndo foram notados até o inicio
da década de 80, devido a auséncia de instrumentos que permitissem a sua
manipulacdo e visualizacdo. Somente em 1981, quando foi criado o microscépio de
varredura por tunelamento (STM) o primeiro artigo cientifico sobre nanotecnologia
escrito por K. Eric Dexler fol publicado [FISHBINE, 2002].

A partir de entao, o interesse dos pesquisadores por essas nanoestruturas
aumentou exponencialmente devido a possibilidade de aplicacdo na area da saude.
Na industria farmacéutica, no que se refere a nanoparticulas, o grande objetivo é
utiliza-las como carreadores de farmacos. Muitos polimeros tém sido examinados
para producdo de nanoparticulas, inclusive polimeros naturais [SOPPIMATH et al,
2001; VAUTHIER et al, 2003; SANKALIA et al, 2007; YINSONG et al, 2007; CHAYED e
WINNIK, 2007; THOREK e TSOURKAS, 2008; TIRAFFERRI et al, 2008; GAO et al, 2008;
HU et al, 2008; KHOEE et al, 2009; NAIDU et al, 2009; AVADI et al, 2010].

O estudo de liberacdo de farmacos consiste em delinear um sistema de
liberagdo ideal, onde a concentragdo terapéutica do farmaco requerida seja atingida
de modo imediato, no local de acdo e depois mantida constante durante o tempo
previsto de tratamento, reduzindo o nimero de doses e os efeitos colaterais. Com
isso surgiram varias defini¢des [ALLEN e POPOVICH, 2007]:



eLiberacao retardada: indica que o farmaco nao é liberado imediatamente apds a
administracao, mas um tempo depois, por exemplo, comprimidos com revestimento

entérico e capsulas de liberagdo pulsatil.

eLiberacdo repetida: indica que uma dose individual é liberada regularmente logo
ap6s a administracdo, e uma segunda ou terceira doses s o subsequentemente

liberadas, em intervalos intermitentes.

eLiberacdo prolongada: indica que o farmaco é disponibilizado para absor¢do por
um periodo de tempo mais prolongado do que a partir de uma forma farmacéutica
convencional. Entretanto, fica implicito que o inicio da agdo é retardado, por causa da

velocidade de liberacdo global mais lenta a partir da forma farmacéutica.

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

invariaveis com o tempo.

Outras denominacdes como liberacdo sustentada, estendida e modificada
é encontrada na literatura, contudo todas elas possuem o mesmo objetivo, fazer com
que o farmaco liberado fique em concentragdes plasmaticas dentro da faixa
terapéutica [AULTON, 2008].

Outros motivos para o uso da liberagdo modificada de farmacos é que a
maioria deles tem um perfil de solubilizacdo, degradacao dependente do pH. O
procedimento de sintese e incorporagdo deve ser rigorosamente controlado de
maneira que minimize esta degradacdao. OPPENHEIM et al, [1981] observaram que se
o farmaco degrada em meio aquoso, o tempo de contato com a agua influenciara na
quantidade de farmaco incorporado. Certos farmacos citotoxicos sdo sensiveis a luz,
entdo o procedimento deve ser conduzido com o minimo de luz possivel. Como o
sistema de liberacdo controlada envolve farmaco e matriz polimérica, o mesmo
cuidado deve ser dado na produgdo dos carreadores, como estabilidade global
dessas preparagoes, e também a eventual saida do farmaco incorporado durante o
armazenamento das nanoparticulas [MAGNEHEIM e BENITA, 1991; SOPPIMATH et al,



2001; MULLER et al, 2000; SCHAFFAZICK et al, 2003b; GUTERRES et al, 1995].
Observa-se na Figura 2 que na forma farmacéutica por liberagdo controlada, o

paciente recebe uma quantidade menor de farmaco, como também reduzindo os

efeitos colaterais.
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Figura 2. Curva de concentracdo plasmatica em fun¢do do tempo, obtida apds a administracdo
peroral de (a) uma forma farmacéutica convencional contendo quatro doses e (b) uma forma
farmacéutica de liberacdo controlada (LC) contendo o mesmo farmaco. CMS = concentragdo maxima

segura, CME = concentracdo minima eficaz [AMIDON et a/ 1995].

Ha varias vias de administracdo e formas farmacéuticas (Tabela 1) que
podem ser escolhidas quanto a liberagdo controlada, porém a fracdo de farmaco
administrada deve chegar de forma inalterada a circulacdo sistémica permanecendo
por um tempo determinado, denominada de dose biodisponivel. Isto é muito
importante no sentido de determinar se o farmaco alcangou o sitio de acdo em uma

concentracdo terapéutica eficaz (com exce¢do dos pro-farmacos) [ALLEN, POPOVICH

e ANSEL, 2007].



Tabela 1. Formas farmacéuticas existentes para as diferentes vias de administracdo [MARTIN e
BUSTAMANTA, 1993].

Via de administracao Formas farmacéuticas

Oral Solucdes, xaropes, suspensdes, emulsdes, géls,

pds, granulos, capsulas, comprimidos

Retal Supositérios, unguentos, cremes, pos, solucdes

Topica Unguentos, cremes, pastas, lo¢des, aerossois de

uso topico

Parenteral (intravenosa, Solucdes, suspensdes, emulsdes injetaveis,

intramuscular, subcutanea) . . -
implantes, solugdes de dialise

Ocular Solugdes, unguentos, cremes

Auricular Solugdes, suspensdes, unguentos, cremes
Nasal Solucodes, inalacdes

Respiratéria Aerossois na forma de solucdo, suspensao,

emulsdo, e pé, inalagdo, nebulisadores e gases

A diversidade desses polimeros permite gerar o carreador mais adequado
para a incorporacdo dos farmacos em terapias especificas. Varios parametros devem
ser considerados, tais como: grau de toxicidade (grau de viruléncia nociva) da matriz
polimérica, sua estabilidade coloidal, biocompatibilidade (tolerancia biologica) e
biodisponibilidade. Os parametros fisico-quimicos que influenciam a eliminacdo da
matriz polimérica da corrente sanguinea sdo o tamanho da particula, a hidrofilicidade
e o reconhecimento pelos macrofagos [AUMELAS et al, 2007].

As nanoparticulas podem ser denominadas de nanoesferas (sistema

monolitico) e nanocapsulas (sistema de reservatério) dependendo da composicao e



formulacbes e/ou da técnica empregada na sua preparagado. Elas diferem entre si
segundo a composicao e organizacao estrutural, e segundo a literatura, podem ter
didmetros menores que 1 um desde que tenham pelo menos uma das dimensdes
entre 1 a 100 nm [CUl e MUMPER, 2001; HU et al, 2002; SCHAFFAZICK et al, 2003a;
BERGER et al, 2004; GAN et al, 2005, KOCBEK, BAUMGARTNER e KRISTL, 2006;
TIYABOONCHAI e LIMPEANCHOB, 2007; SATHER et al, 2008; AVADI et al, 2010].

A Figura 3 apresenta os dois sistemas de nanoparticulas: As nanocapsulas
sdo constituidas por um involucro 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 oéleo em sua
composicdo, sdao formadas por uma matriz polimérica, onde o farmaco pode ficar
retido ou adsorvido [SCHAFFAZICK et al, 2003b].

Figura 3. Exemplos das diferentes formas farmacéuticas: (A) nanoesfera (sistema matricial) e (B)
nanocapsula (sistema reservatorio) [BETTINI, COLOMBO e PEPAS, 1987].

Os mecanismos de liberagdo do farmaco dependem do grau de
intumescimento da matriz polimérica, difusdo do farmaco pela matriz e a erosdo do
polimero intumescido. Inicialmente, as matrizes, quando em contato com o meio de
dissolucao, absorvem agua através dos poros do sistema matricial. Apds a hidratacao

do sistema, com consequente liberagdo imediata do farmaco existente a superficie da
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matriz, ocorre o intumescimento/relaxamento das cadeias poliméricas, formando
uma estrutura maleavel em volta do ndcleo. Quando a agua penetra cada vez mais
na matriz, as cadeias poliméricas comecam a se separar, alargando os espagos onde
a difusdo do farmaco ocorre. As cadeias poliméricas dispersam-se na camada mais
externa, resultando em aumento da taxa de erosdo [BETTINI, PEPPAS e COLOMBO,

1998], como esta representado pela Figura 4.

Figura 4. Formas de liberagdo do ativo: nanoesferas e nanocapsulas [BETTINI, COLOMBO e PEPPAS,
1997].

A cinética de liberacao dinamica de farmacos pode ser analisada por uma

equacao empirica proposta por RITGER e PEPAS, [1987al]:

M¢/M., = Kt" Equacdo 1
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Onde MyM.. representa a fracdo do farmaco liberado em funcdo do tempo, k é a
constante de velocidade e n é o parametro que representa o tipo de transporte.

Um mecanismo de transporte Fickiano do tipo | é descrito por um
fendmeno de difusdo, enquanto que um mecanismo Fickiano tipo Il é caracterizado
por um fendmeno de relaxagdo constante. Estes dois fendmenos possuem valores de
n para sistemas esféricos de 043 e 0,85 respectivamente. Um fenémeno de
transporte ndo Fickiano é descrito por um fendmeno de relaxacdo e difusdo e para
sistemas esféricos possuem valores 0,43 < n <0,85 [RIGTER e PEPAS, 1987b].

1.2 Nanoparticulas a base de polissacarideos

Nanoparticulas de polissacarideos podem ser obtidas por diversos
métodos, os quais incluem nanoprecipitacdo, formacao de emulsdo (com ou sem
utilizacdo de surfactantes), reticulacdo com agentes covalentes e i6nicos, além de
técnicas de polimerizacdo e copolimerizagdo (por emulséo, por radical), complexacao
polieletrolitica, por autoagregacdo, dentre outros [HORNING e HEINZE, 2007;
JINTAPATTANAKIT et al, 2007; ZHENG et al, 2007; LIU et al, 2009; WOITISKI et al,
2009; SILVA et al, 2009; DODOV et al, 2009; FRELICHOWSKA et al, 2009; ESPINOSA-
ANDREWS et al, 2010; ANH et al, 2010; BODDOHI et al, 2010; JONES, DECKER e

McCLEMENTS, 2010; KUMARI, YADAV e YADAV, 2010; SENYIGIT et al, 2010; SHALVIRI

et al, 2010; SOUGUIR et al, 2010; SOUMYA, GHOSH e ABRAHAM, 2010; YADAV e
AHUJA, 2010; YAN et al, 2010]. A Tabela 2 apresenta nanoparticulas de polimeros
naturais recentemente estudadas para incorporacdo de farmacos, juntamente com

sua respectiva aplicacao e via de administragao.



Tabela 2. Producdo de nanoparticulas a base de polissacarideos naturais.
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Aplicacao Administracao Material Método Didmetro Referéncia
(nm)
Trato Oral Enoxaparina + Quitosana CPE 200-500 SUN et al, 2008
gastrintestinal
Pele Topico Lectina + Quitosana CPE 250 SENYIGIT ez al, 2010
Cancer Intravenosa Paquimana carboximetilada CE 93-158 HU et al, 2008
- Oral Goma arabica + quitosana + insulina Gl 150-200 AVADI et al, 2010
Pele Topico Goma guar Reticulagédo covalente 20-50 SOUMYA et al, 2010
Trato Oral Alginato + Sulfato de dextrana + QT CPE 394-588 WOITISKI et al, 2009
gastrintestinal
- - Pululana alquilada Autoformacao 100-400 SOUGUIR et al, 2010
Contraste Intravenosa QT-Gd-DTPA + sulfato de dextrana CPE 350 HUANG et al, 2008
Intestino Oral Alginato + Quitosana Gl 200 GEORGE e ABRAHAM,
2006

- - Goma arabica + Quitosana CPE 80-250 BODDHIA et al, 2010
Trato Oral TMC + Insulina Autoformacao 100-200 YIN et al, 2009
gastrintestinal
Cancer - Goma curdlana carboximetilada + AD Autoformacao 192-347 GAO et al, 2008
Cérnea Topico Goma cordia + fluconazol Emulsado 315-394 YADAV et al, 2010
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Cancer - Dextrana Autoformacao 90-520 HORNING e HEINZE, 2007
Células Hela - QT carboximetilada + acido linoléico Autoformacao 417 TAN e LIU, 2009
Células Hela Oral Alginato + Quitosana CPE 766 CHEN et al, 2009
- Oral Sulfato de dextrana + QT + insulina CPE 500 SARMENTO et al, 2007c
Estémago Oral Alginato + quitosana Reticulagdo i6nica 6-15 DODOV et al, 2009
- - Goma do cajueiro + PAA CE 61-603 SILVA et al, 2009
Trato Oral Goma Kondagogu + QT + Sulfato de CPE 152-175 NAIDU et al, 2009
gastrintestinal dextrana
Figado - TPP + Quitosana + DNA Reticulagéo i6nica 100-250 GAN e WANG, 2007
TEC + insulina 185
- Oral DMEC + insulina CPE 180 BAYAT et al, 2008
Quitosana + insulina 267
- Oral Quitosana + dextrana CE 14-50 CHAYED e WINNIK, 2007
AD Acido deoxdlico CE Copolimerizacao por enxertia
CPE Complexacdo polieletrolitica TEC Trietil quitosana
CM Carboximetilada T™C Trimetil quitosana
DMEC Dimetil-etilquitosana TPP Tripolifosfato
Gd-DTPA Gd-ac. acético dietilenopentatriamino QT Quitosana
Gl Geleificacdo ionotrépica PAA Poli(acido acrilico)
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JANES, CALVO e ALONSO, [2001] e PRABAHARAN e MANO, [2005] fizeram
observacgoes a respeito de nanoparticulas baseadas em polissacarideos, com enfoque
na preparacdo e aplicacdo de carreadores a base de quitosana para liberacdo de

farmacos. Essas metodologias de preparagado sao discutidas a seguir:

1.2.1 Nanoparticulas de polissacarideo por reticulacao i6nica

A reticulagdo idnica representa muitas vantagens, pois a reticulagdo ocorre
em condi¢des de preparacdo brandas e procedimentos simples. O polianion mais
utilizado como reticulante é o TPP (tripolifosfato). CALVO et al [1997] reportaram
esse agente reticulante para nanoparticulas de quitosana. O TPP, como mostrado na
Figura 5, ndo é tdéxico e possui anions multivalentes. Ele pode formar um gel por
interacdo idnica entre cargas positivas dos grupos amino da quitosana e os de cargas
negativas do TPP, como descrito por JAIN e BANERJEE, 2008; MAESTRELLI et a/, 2006;
GAN e WANG, 2007; ZHANG et al, 2008; TSAI, BAl e CHEN, 2008; SUN e WAN, 2007,

como exemplo.

Figura 5. Representacdo estrutural da molécula de tripolifosfato.
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1.2.2 Nanoparticulas de polissacarideo por reticulagao covalente

Uma das rotas mais recentes de preparagdo de nanoparticulas tem sido
por reticulacdo covalente. Dentre os polissacarideos existentes, a quitosana é
utilizada na sintese de nanoparticulas com o auxilio do glutaraldeido [ZHI, WANG e
LUO, 2005; LIU et al, 2007]. Infelizmente, a toxicidade deste agente reticulante
dificulta sua utilidade no campo da liberacdo de farmacos, pois exige etapas de
purificacdo para eliminar os residuos do agente reticulante. Agentes de condensagao
de carbodiimida, acido di e tricarboxilicos, incluindo acido succinico, tartarico e
citrico sdo também usados para reticulagdo intermolecular de nanoparticulas de
quitosana (Figura 6) [BODNAR, HARTMANN e BORBELY, 2005a,b].

HO
o\>\/\<°H o y (o)
HO o 0P N
HO OH
OH

Glutaraldeido

Acido succinico

Acido citrico

(o}
HO
OH
or N )\
HO ~ C§
o HOH,C & N
Acido tartarico Genipina Carbodiimida

Figura 6. Representacdo estrutural da molécula de glutaraldeido e demais agentes de condensacéo.

A reagdo de condensacdo é feita entre o grupo carboxilico dos acidos com
os grupos amino da quitosana. Outro agente reticulante emergente para este fim é a
genipina, a qual é significativamente menos téxica do que o glutaraldeido [AKAQ,
KOBASHI e ABURADA, 1994]. A genotoxidade da genipina foi testada in vitro e os
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resultados mostraram que ela é 5.000-10.000 menos téxica do que o glutaraldeido,
gque mesmo em baixas concentragdes é citotoxico [JIM, SONG e HOUSTON, 2005;
TSAI et al, 2000]. A genipina pode reagir com grupamentos amino livres formando
pigmento azul [MI et al, 2002]. Este método permite a formacdo de nanoparticulas

policatidnicas e polianidnicas.

1.2.3 Copolimerizacao por Enxertia

Denomina-se copolimerizacdo por enxertia reacdes de modificagdo cujo
monomero é polimerizado e consequentemente ligado a cadeia principal de outro
polimero. A copolimerizacio por enxertia para polissacarideos como celulose [RANBY
e SUNDSTROM, 1983] e goma guar [CHOWDHURY et al, 2001] tem sido estudada.
Muitos trabalhos vém sendo publicados desde a década de 50 até os dias de hoje
[HINTZ e JOHNSON, 1967; DUMITRIU, 2005; WANG et al, 2007; YANG et al, 2007;
KAEWTATIP e TANRATTANAKUL, 2008; TIWARI et al, 2008; ZHANG et al, 2009;
TRIPATHY, MISHRA e BEHARI, 2009; CASAS, FERRERO e JIMENEZ-CASTELLANOS,

2010; DEV et al, 2010; DUAN et al, 2010; GANJI e ABDEKHODAIE, 2010; ISIKLAN,

KURSUN e TNAIL, 2010; LIU et al, 2010; MISHRA et al, 2010; QI et al, 2010; SAND,

YADAYV e BEHARI, 2010; XIA, HA e MENG, 2010; TRIPATHY et al, 2010] descrevendo
esta reagdo em solucao aquosa usando iniciadores de oxireducao.

As condigdes reacionais investigadas sao, geralmente: a concentracdo do
iniciador, mondmero, substrato, temperatura, tempo, efeito da adicdo de solventes
organicos, sal, surfactante e agentes complexionantes [BAJPAI, JAIN e RAI, 1990]. A
enxertia do copolimero através de iniciadores quimicos é mais facil do que outros
métodos de iniciacdo (térmica e elétrica como exemplo) devido a energia de ativacdo
da iniciacao redox ser mais baixa [BAJPAI e RAI, 1988; HINTZ e JOHNSON, 1967].

Varios sistemas de pares redox tém sido estudados, tais como: o brometo

de potassio/acido tiomalico na presenca de oxigénio; o sulfato de cobre/acido
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mandélico [TRIPATH et al, 2010], persulfato de amonia/persulfito de sodio,
peroxidifosfato/metabissulfito [SAND, YADAV e BEHARI, 2010], peroxido de benzoila

[ISIKLAN, KURSUN e INAIL, 2010] e o nitrato de aménio cérico/acido nitrico

[SHARMA, KUMAR e SONI, 2002; TANG, DOU e SUN, 2006; SILVA et al, 2009], o qual
é vastamente usado como iniciador para enxertia de polimeros naturais. A Figura 7

mostra um esquema do mecanismo de enxertia para um polissacarideo natural.

Iniciacdo da cadeia

CH,OH
o
Ce[lv] ———>
H H ‘\ T
Ce
X complexo
Propagacdo da cadeia
CH,OH CH,OH
o (o}
o o [ ]
—o OH © —0 ¢ ? c—c¢ CH,CHCONH,
. | 2
U |
H H { CONH, J
X
X XM (n+1)
+ (n+1)[CH_2=CH-CONH2] EEEm—— CH,OH
CH,OH M(n+1) \ o
) . O\ oH ﬁ>}
H2NOC-HC-H2C H2C-C $ f
—0 oH © H H
b CONH,
x® XM (n+1)

Terminacdo da cadeia

XM, + XM, — Polimero enxertado

M., +M. ., — Monomero polimerizado

Figura 7. Mecanismo da reacao de enxertia [SHARMA, 2002].
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Na Figura 7, a etapa de iniciacao é caracterizada pela intera¢do do iniciador
nitrato de amoénio cérico/acido nitrico com o polissacarideo para a formacao do
macroradical (x.). O mecanismo pelo qual o cério IV gera radicais livres envolve a
formacao de complexos de coordenacao (O — Ce — O) entre o oxidante e o grupo
hidroxila do polissacarideo, reduzindo a cério Ill [McCORMICK e PARK, 1981].

A etapa de propagacdo da cadeia mostra o sitio onde o copolimero

M(n+1) é enxertado ao polissacarideo sendo que esta etapa ocorre
preferencialmente no C2 e C3 da unidade glicosidica e em pouquissima extensdo
para o C6 [SHARMA, KUMAR e SONI, 2002]. O autor se baseia em estudos de
ressonancia, fraclonamento e espalhamento de luz para afirmar esta preferéncia,
concordando com trabalhos anteriores [ARTHUR, BAUGH e HINOJOSA, 1966; MINO,
KAIZERMAN e RASMUSSEN, 1959; CHURCH, 1967].

Apos a reacao de enxertia (XM, + XM, —), o polissacarideo deve ser

reticulado para controlar suas propriedades de intumescimento [DUMITRIU, 2005;
ZHANG et al, 2009], visando o emprego do mesmo para liberacdo de farmacos em
diferentes pHs. Trabalhos recentes apontam que a reagdo de copolimerizacdo para
polissacarideos com acido acrilico € promissora para esse fim [ALIAS et al, 2008;
XIAOJUN et al, 2009]. A Figura 8 representa um esquema genérico da estrutura de

um polissacarideo (PS) enxertado e reticulado.

Polimerizacéo Reticulacao Aumento de pH
Bis-acrilamida

H H

|
c2”3\c/N\c/N\ s

C
Fe
o

Figura 8. Esquema da preparagdo PAA-PS reticulado com bis-acrilamida [ZHANG et a/, 2008].
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A analise mais comum que se encontra na literatura para caracterizar o
material formado e/ou determinar o grau de enxertia € a de espectroscopia de
infravermelho [HUANG et al, 2009, MUNRO et al, 2009; KAEWTATIP e
TANRATTANAKUL, 2008]. Analises de DSC, TGA, difracdo de raios X [CHI et al, 2008;
HUANG et al, 2009; KAEWTATIP e TANRATTANAKUL, 2008], MEV [TIWARI e SINGH,
2008; XIAOJUN et al, 2009], RMN [MUNRO et al, 2009; JANCIAUSKAITE et al, 2008] e
analise elementar [NAYAK e SINGH, 2001] também sdo encontradas. O comprimento
de ramificagcdo do enxertado como também a massa molar podem ser determinados

por medidas de viscosidade intrinseca [O'MALLEY e MARCHESSAULT, 1968; ].

1.2.4 Nanoparticulas por autoformacao ou autoagregacao

Autoformacdo ou autoagregacdao correspondem a sintese de
nanoparticulas poliméricas em agua resultando na autoformacdo de nanoestruturas,
geralmente contendo um nucleo hidrofébico e uma superficie mais hidrofilica. O
processo é monitorado por didlise e ocorre de maneira espontanea, onde as
moléculas vdo sofrendo agregacdo até atingirem o tamanho e forma desejadas
[HORNING e HEINZE, 2007; KIM e WHITESIDES, 1995], a concentracao de agregacao
critica (CAC) pode ser determinada por calorimetria ou tensao superficial [CHOI et al,
2010; BAE e NA, 2010], e segue o mesmo principio de concentracdo micelar critica
(CMC) [LANGEVIND, 2009]. Entretanto, para que a sintese por autoformacao acontega
€ necessario o polissacarideo passar por um processo de modificagdo quimica. A

literatura tem reportado que esta modificacdo pode ser por polimerizacao radicalar

de poli(e-caprolactona) [GREF, RODRUIGES e COUVREUR, 2002], poli(metil

metacrilato) [SPARNACCI et al, 2002], poli(isobutilcianoacrilato) [CHAUVIERRE et al,
2004], poli(N - isopropilacrilamida-co-acido acrilico) [GAO et al, 2006] ou através da
introdugdo de grupos hidrofdbicos ao polissacarideo, como esterificacdo com acido
colico [NICHIFOR et al, 1999], acidos graxos [RODRIGUES, 2005], como também por
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acetilacdo [TERAMOTO e SHIBATA, 2006]. WANG et al [2007a, b e c] conseguiram
nanoparticulas de quitosana carboximetilada de 100 a 400 nm com baixo indice de
polidispersdo (~0,2) por autoagregacao. Um trabalho recente reporta a formagdo de
nanoparticulas de acido linoléico modificado com quitosana carboximetilada, onde

os autores conseguem tamanhos de 417,8 - 17,8 nm [TAN e LIU, 2009].

1.2.5 Polimeriza¢ao por emulsao

A técnica de polimerizacdo por emulsdo é um veiculo bem utilizado para
sintese de nanoparticulas [JOURDAIN et al, 2008; LIU et al, 2008; ANTON, BENOIT e
SAUNIER, 2008; DINCKINSON, 2009; WU et al, 2009; JONES, DECKER e McCLEMENTS,
2010; YADAV e AHUJA, 2010; GILS, RAY e SAHOO, 2010 como exemplo], mostrada na
Figura 9.

'l G
= 6‘!3—1 u—p
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Figura 9. Encapsulamento de particulas pelo mecanismo de polimerizacdo por emulsdo: (1) Formacdo
da bicamada de surfactante na nanoparticula; (Il) Solubilizacdo dos monomeros; (lll) Polimerizagédo dos
monomeros no interior das micelas [FLORENCE e WHITEHILL, 1982].

O monomero é distribuido através de todo o sistema em emulsdo: como

goticulas estabilizadas de uma emulsdo, dissolvido parcialmente na fase aquosa,
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onde pode ocorrer a iniciacdo da reagao, solubilizados em micelas de surfactante. A
polimerizagdo nao ocorre nas goticulas emulsificadas de monémero, mas nas micelas
de surfactante. Essas goticulas funcionam como reservatorio, para fornecer reagente,
por um mecanismo de difusdo através da fase aquosa, aos locais em que se processa
a polimerizacdo. A medida que as micelas crescem, elas adsorvem emulsificante livre
da solucdo, e eventualmente da superficie das goticulas em emulsdo. Dessa maneira
o emulsificante serve para estabilizar as particulas do polimero. Essa teoria leva em
conta varias observagdes experimentais, como a velocidade de polimerizacdo, o
numero de particulas do polimero formado, que depende da concentracdo do
emulsionante e do nimero de particulas de polimero que pode ser bem maior que o
numero de goticulas de mondmero inicialmente presente [FLORENCE e WHITEHILL,
1982; WASHINGTON, 1990; CHANG, 1992]. Particulas com tamanhos entre 0,1 a 10
um sao obtidas nesta técnica [SHAW, 1991].

Entre as vantagens do uso da polimerizagdo por emulsdo na sintese de
carreadores estdo: a absorcdo oral mais rapida e eficiente de farmacos do que as
formas farmacéuticas soélidas, melhoria da liberagdo transdérmica, por meio do
aumento da difusdo pela pele e o potencial Unico de aplicagdes de farmacos
citotoxicos a células tumorais [ALLEN, POPOVICH e ANSEL, 2007]. ACEDO-CARRILO
et al, [2006] investigaram a formacdo de particulas da goma mesquita com varios
estabilizantes: D-limoneno, n-decana, n-dodecano, n-tetradecano, n-hexadecano e
6leo de laranja. Raios hidrodinamicos de 200 a 300 nm aproximadamente foram
obtidos para emulsdes estabilizadas com 6leo de laranja.

Nanoparticulas de polibutilcianoacrilato, de 70 a 345 nm foram obtidas
pelo método de polimerizagdo por emulsao. Os autores observaram que as particulas
menores que 100 nm conseguiram se tornarem invisiveis a barreira hematoencefalica
[GAO et al, 2006].

ROTUREAU et al, [2006a,b] prepararam nanoparticulas de poliestireno com
superficie hidrofilica por emulsdo, usando dextrana como surfactante. Diametros de
particula de 190 nm foram obtidos e apos liofilizacdo o didametro aumentou para 400

nm.
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BOUCHEMAL et al, [2004] obtiveram particulas de 171 nm através da
investigagdo de formacdo da emulsdo. Eles varlaram as propor¢des de
Lipoid®S75/PLURONIC®F68 e da acetona/acetato de etila. Observaram também que
as particulas sofreram um aumento de tamanho quando o solvente é evaporado,
pois o tamanho das micelas depende principalmente da solubilidade do solvente
organico em agua. Como o gradiente de concentragdo da agua e do solvente
aumentou a difusdo do solvente serd mais rapida e o tamanho das micelas formadas

menores.

1.2.6 Complexacao polieletrolitica (CPEs)

Complexos macromoleculares de diferentes polimeros naturais ou
sintéticos sdo formados através de interacbes intermoleculares, como ligacdo de
hidrogénio, forcas de Coulomb e Van der Waals entre um polimero catidnico e um
anidnico. Sabe-se que a entropia ganha associada com a liberacdo dos contraions é
uma das maiores forgas para a formagdo do CPE [DUMITRIU e CHORNET, 1998]. De
acordo com a natureza da interacdo, os complexos podem ser divididos em:
complexos polieletroliticos, complexo por transferéncia de carga, complexos por
ligacdo de hidrogénio e estereocomplexos [DUMITRIU, 2005]. A formacdo de
complexos polieletroliticos podem ser obtidos pela mudanca na estrutura quimica do
polimero como por exemplo a massa molar, a flexibilidade da cadeia, o grupo
funcional, a densidade de carga, a hidrofilicidade ou a hidrofobicidade, a
estereoregularidade dos mondmeros, bem como as condigdes reacionais: o pH, a
forca idnica, a concentracdo, a proporgao das cargas de ambos os polimeros e a
temperatura. Na Figura 10, a formagdo do processo de formagdao dos complexos
polieletroliticos podem ser divididos em trés clases principais: formacdo do complexo
primario, formacao do intracomplexo, e o processo de agregacao do intracomplexo.
O primeiro passo é realizado pelas interacdes de coulomb (muito rapida), o segundo

passo envolve a formacao de novas ligacSes e/ou a correcao de distor¢des da cadeia
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polimérica. O terceiro passo envolve a agregagdao de complexos secundarios,
principalmente através de interacdes hidrofébicas. Foi investigado que o polication e
o polianion reagem quase que estequiométricamente para a formagdo do complexo
polieletrolitico. O complexo polieletrolitico mostrou um comportamento de absorcdo
do tipo sigmodide que é similar ao comportamento de um material hidrofilico. Ha
casos em que a diferenca de densidade de cargas entre os polimeros é tdo grande

gue a reagdo ndo ocorre com estequiometria de 1:1.
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Figura 10. Tipos de agregagdo de um CPE [DUMITRIU e CHORNET, 1998].

A formacgdo desses agregados ocorre sem a necessidade de moléculas
catalisadoras ou inibidoras e ocorrem em solu¢des aquosas, o que é uma grande
vantagem sobre as reacdes de reticulacao covalente [BERGER et al, 2004]. Uma

variedade de complexos polieletroliticos pode ser obtida se o polimero for
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modificado estruturalmente. H& muitos polimeros anidnicos (Figura 11) que
complexionados com quitosana formam CPEs, como exemplo temos os

polissacarideos, peptideos, poliacido acrilico dentre outros.

Acido poli(aspartico) Carboximetil celulose Sulfato de dextrana
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Figura 11. Representacdo estrutural de polimeros anidnicos que sdo complexionados com quitosana

[LIU et al, 2007].

1.3 Caracterizacao de nanoparticulas

A necessidade historica do homem de observar a natureza e os materiais

possibilitou o aparecimento de equipamentos para auxiliar a visdao humana ao longo
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de mais de 10 séculos. Os campos de observacdo dos objetos com ampliacSes de
algumas dezenas até milhdes de vezes foram possiveis com o desenvolvimento de
equipamentos extremamente sofisticados, no qual utilizam feixes de radiacao
eletromagnética ou feixes de elétrons na construcdo de imagens. Um aspecto
fundamental na obtencdo das imagens reside na capacidade de resolver dimensdes
bastante reduzidas, em elevadas amplia¢des. A Tabela 3 mostra as resolucdes para

cada equipamento.

Tabela 3. Resolucdes tipicas obtidas por diversas técnicas de microscopia e olho humano [CLARK,
1998].

Microscopia
Microscopios Resolugao Ampliacao Fonte Requisito
aproximada amostras

Olho humano 100 um - Luz Material (volume)
Microscépio  de 100 nm 5~1,5x10°  Luz Material
luz (superficie polida)
Microscopio 10 nm 100~2x10° Feixe Material (volume)
eletrénico - MEV eletrénico

Filmes finos
Microscopio (espessura ~100
eletrénico de 0,5nm 1x10°~3x10°  Feixe nm)
transmissdo — TEM eletrénico

Filmes finos
Microscopia Feixe (espessura ~ 100
eletrénica de alta 0,1 nm 3x10°~1x10° eletronico nm)
resolucao — MET
Microscopia de A 1010 Forcas Materiais liquidos
forca atomica - interatdmicas oy sglidos(<1um)

AFM

mm = 10°m; um = 10°m; nm = 10°m; A = 10°m.

E crescente o interesse pela area de anélise e caracterizacdo de materiais
devido a necessidade de selecao adequada do material no desempenho do sistema
em estudo. Dependendo das solicitagcbes a que este material ou sistema sera
submetido, a caracterizacdo podera abranger a avaliagdo de propriedades mecanicas,

elétricas, bioatividade, imunogenicidade, eletrénicas, magnéticas, Opticas, quimicas,
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térmicas e até mesmo a combinagdo de dois ou mais destas propriedades. Esta
caracterizacao de propriedades visa principalmente estimar o desempenho de vida
util do material, minimizando a possibilidade de degradacdo e falhas indesejaveis
durante a utilizacao do produto.

As técnicas de microscopia tém como objetivo a construcdo de imagens
ampliadas dos objetos e sistemas observados. Tanto os microscopios quanto os
olhos humanos podem observar objetos até certo limite de detalhes. Portanto,
nenhum equipamento de microscopia podera cobrir todas as escalas de observagdo

na faixa de macroestruturas até nanoestrutura.

1.3.1 Microscopia de forca atomica (AFM)

Em 1986, Binnig, Quate e Gerber propuseram um novo microscopio que,
ao invés de medir corrente elétrica, media forcas em escala atdbmica em materiais
condutores e ndo condutores que foi denominado de microscépio de forga atoOmica.
Nao utilizam lentes para obten¢do das imagens e ndo necessitam de uma fonte de
luz, nem de um feixe de elétrons. Esta técnica baseia-se na varredura da superficie
estudada por meio de sondas de dimensdes muito reduzidas a distancias muito
pequenas (da ordem de alguns A), proporcionando uma alta resolucdo espacial,
tanto lateral como vertical, na visualizacdo de superficies em nivel atdmico. A partir
dai, filmes organicos, biomoléculas, ceramicas, polimeros e vidros foram alvos de
analise [FERREIRA e YAMANAKA, 2006]. A Figura 12 mostra um diagrama do principio
basico desta técnica que consiste na medida das deflexdes de um suporte (100 a 200
um de comprimento) em cuja extremidade livre estd montada a sonda. Estas
deflexdes sao causadas pelas forcas que agem entre a sonda e a amostra [MEYER,
1992].
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Figura 12. Diagrama representativo de funcionamento do microscépio de forca atémica [OREFICE,

PEREIRA e MANSUR, 2006].

Inictalmente um laser incide no cantilever, que em seguida atinge o
espelho alcancando o fotodetector onde serdao medidas as deflexdes causadas pela
rugosidade da amostra quando ela é varrida pela sonda (ponteira). Quando a
ponteira se aproxima da amostra é primeiramente atraida pela superficie devido a
uma ampla gama de forgas atrativas existentes na regidao, como por exemplo, forgas
de Van der Waals. Esta atracdo vai aumentando até a aproximagdo méaxima da sonda
nesta hora os atomos de ambas estdo tdo préximos que seus orbitais eletronicos
comegam a se repelir, isto acontece quando a distancia entre os atomos é da ordem
de alguns angstrons, e como consequéncia a repulsdo eletrostatica enfraquece a
forca atrativa. [CLARK, 1998].

A medida depende de diversos fatores como, por exemplo, tipos de
materiais que compdem a amostra e a ponteira, da distancia entre elas, da geometria
da ponteira e de qualquer tipo de contaminacao que houver sobre a superficie da

amostra. Os materiais geralmente utilizados para fabricacdo das pontas sdo Si, SiO; e



28

SizsN4 e dependendo do modo de operacao, das caracteristicas e da superficie da
amostra, a geometria e forma da ponta podem ser alteradas. O aspecto da ponteira é
fundamental para fazer uma boa imagem, pois, na realidade, a imagem sera a
resultante das formas da ponteira. Por outro lado, é preciso levar em consideragdo
que algumas amostras sao mais susceptiveis a contaminacdo do que outras, elas
podem se deformar com as forcas exercidas pela ponteira e que algumas
desenvolvem com facilidade cargas elétricas estaticas, o que dificulta a producao de
uma tmagem precisa [HIRATA, YABUKI e MIZUTANI, 2004].

A técnica de AFM pode ser classificada quanto ao sistema de anélise como
modo intermitente (fapping), contato e ndo contato. No modo contato, o cantilever é
mantido a poucos angstrons da superficie da amostra e a forga interatOmica entre a
ponta e a amostra é repulsiva. Neste modo de operacdo, a ponta faz um leve
“contato fisico” com a amostra produzindo imagens com alta resolucdo, mas a
compressao e as forcas geradas, entre a ponta e a superficie, podem causar danos a
amostra, o que é especialmente prejudicial as amostras bioldgicas que sdo sensiveis
e nem sempre fortemente aderidas ao substrato. No modo de ndo-contato, o
cantilever é mantido de dezenas a centenas de angstrons da superficie da amostra e
a forca interatOdmica entre a ponta e a amostra é atrativa. Neste caso a ponta oscila
em alta frequéncia (100 kHz a 1 MHz), a poucos nanémetros acima da superficie e a
forga total entre a ponta e a amostra € muito baixa, geralmente em torno de 10-12 N.
Esta oscilacdo aumenta consideravelmente a sensibilidade do microscépio, o que faz
com que forgas de van der Waals e forgas eletrostaticas possam ser detectadas. O
modo de nao-contato nao sofre os efeitos do atrito sobre a amostra, causada pela
ponta, conforme é observado no modo contato apds diversas varreduras. Por outro
lado, este modo ndo tem encontrado aplicabilidade geral, devido a instabilidade
entre a ponta e as forgas adesivas da superficie e a resolucdo reduzida pela distancia
ponta-amostra que é relativamente grande [FERREIRA e YAMANAKA, 2006]. Esta

limitagdo tem sido contornada com a utilizacdo do modo intermitente (Figura 13).



29

Forga | Forga repulsiva

Contato ﬁ

intermitente__

-—
] Distancia
\ Contato ponta-amostra

. —

Mao-contato

Forga atrativa

Figura 13. Gréafico do potencial Lennard-Jones que descreve a deflexdo da mola operando em modo
intermitente [OREFICE,PEREIRA e MANSUR, 2006].

O modo contato intermitente é similar ao ndo contato, exceto pelo fato de
que a ponta vibrante fica mais préxima da amostra, de forma que tenha um contato
intermitente e é utilizado para contornar as limitacdes impostas pelo modo contato.
A comparacdo das imagens nos modos contato e intermitente mostra que as
superficies sdéo menos modificadas no modo intermitente [MOLONEY, McDONNELL e
SHEA, 2002].

1.3.2 Caracterizacao 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 3 nimeros referentes a
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cada dimensao, porém cada um desses numeros representa somente um aspecto do
tamanho da caixa. A situacdo é mais dificil quando se quer medir uma forma
parecida com a de um grdo de areia, a dificuldade em calcular seu tamanho é 6bvia.
Ha somente uma forma que se pode descrever por um Unico nimero que é a forma
esférica. Se o peso da caixa for conhecido ele pode ser convertido em peso de uma
esfera, permitindo que o calculo de um Unico nimero chegue ao valor do diametro

da esfera que corresponde o mesmo peso da caixa (Figura 14) [RAWLE, 2002].

20 um

Figura 14 Esfera equivalente de um cilindro de altura de 100 um e diametro de 20 um [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 determina¢do do tamanho de particulas ha muitos diametros que se
pode medir, como por exemplo, se o comprimento maximo da particula é usado a
esfera terd um didametro maximo, se o comprimento minimo ou outra quantidade for
usada a esfera terad didmetro 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, RAWLE, 2002]. A

Figura 15 mostra algumas diferentes respostas possiveis para um grao de areia.
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Figura 15. Diferentes medidas de tamanho de particula para o mesmo gréo de areia [RAWLE, 2002].

Na técnica por espalhamento de luz dinamica realizada em equipamento
zeta sizer as particulas devem estar dispersas em um determinado solvente onde se
movimentam randomicamente. Ha basicamente dois modelos matematicos que
descrevem o espalhamento no equipamento zeta sizer. quando as particulas sao
muito menores que 0,05 um, o espalhamento é denominado espalhamento Rayleigh;
Para particulas cujo tamanho esta ente 0,05 a 100 um 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 é utilizado
para particulas maiores que 100 um [KECK e MULLER, 2008]. A Figura 16 mostra que
o feixe de luz incide na particula e em seguida a luz é espalhada podendo formar

fases construtivas e destrutivas.
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Detector

Figura 16. Esquema da luz espalhada pelas particulas captadas pelo detector em equipamento zeta
sizer [SMITH, 2009].

O espalhamento Rayleigh considera a particula como um dipolo elétrico
que é excitado pela incidéncia da luz (radiagdo eletromagnética) e que irradia a luz
segundo o padrdo de excitagdo de um dipolo eletromagnético como um dipolo

oscilante [EVERETT, 1988], com este raciocinio obtem-se:

Pg (cos 0) = 3% (1 + cos’ ) Equacéo 2

E os demais parametros analogos ao processo de absor¢do, tais como as se¢des de
choque do espalhamento para uma particula individual na posicdo s = s” do caminho

otico é dada por :

or (A, s) = 24T /A'N% [n°(, s") = 11%/[ n’(\, ) + 2] Equacdo 3

onde Ny é a concentracdo numérica de moléculas (com unidade de m? no S, isto &,
numero de particulas por volume de ar) as condigdes padrdo de pressdo e
temperatura; n(, s') é o indice de refragdo do ar as condicdes de pressao e

temperatura da posicao s'.
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A intensidade da luz (l) dispersada por uma pequena particula num feixe
de luz de longitude de onda (A) e intensidade de radiacdo da luz ndo polarizada (4) é

dada por:

| = lo (1+ cos?8)/2R? 2n/A)* (n? — 1/n? +2)? (d/2)° Equacdo 4

Onde R é a distancia a particula, 8 é o angulo de dispersdo, n é o indice de refracdo

da particula e ¢ é o diametro da particula [PECORA, 1985].

No caso de luz polarizada (e ndo se pode generalizar) também podemos

expressar:

| = lo|lo(®, 0)* 2m)*/(AR)? Equacdo 5

G (0, §) = A(B) sen(9)é, + B(B) cos(0)ée Equacédo 6

Onde agora a parte dos simbolos anteriores temos o coeficiente de dispersdo G, e os
angulos em coordenadas esféricas 6 e ¢. Onde seus vetores unitarios se definem
referidos ao plano que definem o vetor que contém a direcdo de propagacao da

radiacao e o vetor que contém a dire¢do da polarizagcdo da onda incidente.

A distribuicao angular da dispersao de Rayleigh, que vem a ser dada pela
férmula (1+cos20), é simétrica no plano perpendicular a direcdo da luz incidente,
portanto a luz dispersada iguala-se a luz incidente. Integrando a area da esfera que

cerca una particula obtemos a secdo de choque da dispersdo de Rayleigh, os:

os = 2m°/3 d%/1* (n? - 1/n? + 2)? Equacdo 7
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O coeficiente de dispersao para um grupo de particulas é o nimero de particulas por
unidade de volume N vezes a secao transversal. Como em todos os efeitos de onda,
na dispersdo incoerente as poténcias sdo somadas e a soma deve ser elevada ao

quadrado, para obter a poténcia final.

Na movimentacdo randdémica que é denominada de movimento
Browniano, as particulas menores movem-se mais rapidamente que particulas
grandes, e portanto possuem coeficiente de difusdo (D) maior. Para uma dispersao
de particulas esféricas, com viscosidade 1 sob temperatura constante 7, o coeficiente
de difusdo D é inversamente proporcional ao diametro hidrodinamico dj das

particulas, como mostra a equagdo de Stokes-Einstein:

D = kT/3nndn Equacao 8

onde k é a constante de Boltzmann. Devido ao movimento Browniano, a intensidade
da luz espalhada por um conjunto de particulas sofre flutuagdes ao longo do tempo.
Supondo que haja uma janela de dimensao reduzida, através da qual a luz
espalhada pelas particulas alcanca um detector, a intensidade da luz que atinge o
detector ira flutuar devido ao movimento das particulas. Esta flutuacdo da
intensidade de luz espalhada ocorrerd com maior velocidade quando a dispersdo
contiver particulas pequenas, pois estas se movimentam mais rapidamente e passam
diante da janela um numero maior de vezes dentro de um intervalo de tempo.
[PECORA, 1985]. Portanto, existe uma relacao entre a velocidade de flutuacao da luz
espalhada e o coeficiente de difusao das particulas. Existe também uma funcao de
autocorrelacdo da intensidade de luz espalhada. No caso de particulas pequenas,
essa funcdo de autocorrelacdo entre as intensidades diminui mais rapidamente com

o tempo, do que no caso de particulas grandes, a fungdo de autocorrelacao,

G(t) = <I(tg) x I(tp +1)> Equacao 9

onde I(to) e I(tp + t) sdo as intensidades de luz espalhada nos instantes ty e (to + t),

respectivamente.
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No tempo ¢ = fp = 0, a intensidade de espalhamento é /(0) e a funcao de
autocorrelacao possui um valor maximo. Com o passar do tempo, a intensidade de
espalhamento em um tempo (¢ + ) tera cada vez menos correlagdo com a
intensidade de espalhamento inicial, e a média sobre os produtos das intensidades,
que é G(t) tende a zero. Normalmente admite-se que G(?) decal exponencialmente

em fung¢do do tempo, conforme é mostrado na Figura 17.

1 ‘DU .........................................................................................

Correlaciio perfeita

Particulas grandes

Particulas pequenas

Figura 17. Sinais de correlacdo que o equipamento zetasizer Malvern modelo 3600 utiliza para

determinar o tamanho de particula [ZETASIZER, 2005].

Para particulas esféricas e monodispersas, G(t) é expresso por:

G(t) = Ae X'+ B Equacdo 10

onde A e B sdo constantes, e G é a constante de decaimento da curva exponencial

gerada pela fungédo de auto-correlacdo. Por sua vez, G é dada por

I = Dg? Equacdo 11
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onde D é o coeficiente de difusdo das particulas e q € o vetor de onda da luz

espalhada, que é dado por

q = (4nn/Ao)sen(6/2) Equacado 12

onde n é o indice de refragdo do liquido que dispersa as particulas, g € o angulo de
deteccdo da luz espalhada e Ay é o comprimento de onda da luz incidente [EVERETT,
1988].

O equipamento possui um software que encontra a curva que melhor se
ajusta aos pontos gerados pela fungdo de autocorrelacédo, ou seja, encontra um valor
apropriado para I', que ao substituir na equacao 11 é encontrado um valor para D.
Finalmente, substituindo D na equacgdo 8 encontra-se o diametro hidrodinamico (dp)

médio das particulas.

1.3.2.1 Distribuicao por intensidade, volume e nimero

Matematicamente, o calculo para conversao dos trés tipos das analises de
volume, niumero e tamanho tem pouca diferenca, contudo as consequéncias de cada
conversao podem ser surpreendentes. Uma maneira simples de descrever a diferenca
entre intensidade, volume e nimero é considerar uma amostra que contém somente
dois tamanhos de particula (5 e 50 nm), mas com ndmeros iguais de tamanho de
particula. A Figura 18 mostra que o primeiro grafico representa o resultado em
distribuicdo por nimero e como esperado, os dois picos sdo do mesmo tamanho

(1:1) ja que existe numero igual de particulas.
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Figura 18. Graficos da distribuicdo por nimero, volume e intensidade [ZETASIZER, 2005].

O segundo grafico mostra o resultado de distribuicdo de volume. A area
do pico para particulas de 50 nm é 1000 vezes maior do que o pico para particulas
de 5 nm (razdo de 1:1000). Isto é devido ao volume da particula de 50 nm ser 1000
vezes maior que a particula de 5 nm (volume da esfera é igual a 4/3nr®). O terceiro
grafico mostra o resultado de intensidade. A area do pico para particulas de 50 nm é
agora 1.000.000 vezes maior do que para particulas de 5 nm (razdo 1:1000000). Isto é
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 concentracdo é um parametro importante na hora de medir o tamanho
de particula. Se a concentracdo da amostra é muito baixa, o espalhamento de luz ndo
é suficiente para realizar a medida. Isto ndo é comum ocorrer com o zetasizer, exceto
em circunstancias extremas. Se a amostra é muito concentrada, entdo o
espalhamento de luz por uma particula sera espalhado por outra (isso é conhecido
como multiespalhamento). A concentracdo méaxima é também governada pelo ponto
no qual ndo é mais permitido que a amostra se difunda livremente (interacdes entre

particulas) [ALLEN, 1992].
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A Tabela 4 pode ajudar na hora de determinar a concentracdo maxima e
minima para diferentes tamanhos de particula. Esses valores sao aproximados para
amostras com densidade préxima de 1 g/cm3, e onde as particulas tém uma

diferenca razoavel no indice de refracao para o dispersante.

Tabela 4. Concentracdes minimas recomendadas para andlise de tamanho de particula

[JILLAVENKATESA et al, 2001].

Tamanho de particula Concentracdo minima Concentragdao maxima
Recomendada Recomendada
<10 nm 0,5g/L Somente limitada pelo
material da amostra:
interagao, agregacao,
gelificagao, etc.

10 nm a 100 nm 01g/L 5 % em massa
(assumindo a densidade
de 1 g/cm?)

100nmalpum 0,01qg/L (10'3 % massa) 1 % em massa
(assumindo a densidade
de 1 g/cm?3)

> 1pym 0,1 g/L (102 % massa) 1 % em massa
(assumindo a densidade
de 1 g/cm?3)

Se a concentragdo ndo pode ser selecionada facilmente, varias
concentracdes sdo feitas para serem analisadas. Nesta andlise pode ser determinada
a massa molar (M) e o coeficiente virial (A;) que é uma propriedade que descreve a

forca de interagdo entre as particulas e o solvente. A equacdo de Rayleigh é utilizada:

KC/Re = (1/M + 2A,C) P(0) Equacao 13
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Onde o Ry € o raio de Rayleigh, M é a massa molar da amostra, A, é o segundo
coeficiente virial, C a concentracdao, Py é a dependéncia da intensidade do

espalhamento, como foi descrito anteriormente e K é a constante otica:

K = 2m%/A* Na(nodn/do)? Equacdo 14

Onde Nj € a constante de Avogadro, A, numero de onda do laser do equipamento,
N, € o indice de refracdo do solvente e d./d. é o incremento diferencial do indice de
refracdo. Entdo, o grafico de concentragdo (C) versus velocidade de espalhamento
(K/CRg) determina a massa molar que é o ponto que intercepta o eixo x [ZETASIZER,
2005].

Outras consideracdes sdo feitas para particulas menores do que 10 nm, o
maior fator na determinacdo da concentragdo minima é a quantidade de luz
espalhada que a amostra gera. Na pratica, a concentragdo deve gerar uma velocidade
de contagem minima de 10.000 fétons por segundo (10 Kcps) em excesso de
espalhamento do dispersante. Uma concentracdo maxima ndo existe, entretanto, as
propriedades da amostra determinam o valor maximo. E importante considerar que
um gel é inapropriado para medidas em equipamentos cujo principio seja
espalhamento de luz dinamico. O mesmo ocorre quando na solu¢do ha interacao
entre particulas, pois a constante de difusdo das particulas geralmente muda,
levando a resultados incorretos [ZETASIZER, 2005].

Sempre para particulas grandes, a concentracdo minima é efetiva na
quantidade de luz espalhada. O efeito de floculagdo deve ser levado em conta. Essas
floculagdes ndo sdo bem assumidas pelo método de calculo usado ou geralmente é
mal interpretado como particulas maiores contidas na amostra. A concentracao
maxima para particulas grandes é determinada pela tendéncia a causar multiplos
espalhamentos [ZETASIZER, 2005].

Todos os liquidos usados para a analise devem ser filtrados antes de serem
utilizados para evitar contaminacdo 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 serd um contaminante na dispersdo. Dispersdes
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aquosas podem ser filtradas em membranas de 0,2 um. A contaminacdo por poeira é
um fator que interfere, pois a quantidade de luz espalhada aumenta com a
quantidade de poeira na dispersao [JILLAVENKATESA et al, 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
ultrasonicadores em termos de intensidade e tempo de aplicacdao sdo fortemente
dependentes da amostra. Alguns materiais podem ser forcados a agregar com o uso

do ultrasom, emulsdes e lipossomas ndao devem ser sonicados [SMITH et a/, 2009].

1.3.3 O Potencial Zeta

O fato de que as particulas de um sistema disperso possuem carga elétrica
foi descoberto por F. Reuss, em 1808, utilizando experimentos simples, que
envolviam a aplicagdo de uma diferenca de potencial elétrico a sistemas contendo
agua e particulas sélidas eletricamente carregadas, resultando no movimento relativo
entre a fase liquida e a fase solida [VOYUTSKY, 1978].

No caso de uma dispersdo de particulas eletricamente carregadas em
agua, ocorre uma migracao destas para o eletrodo correspondente (eletroforese) e,
no caso de a fase sélida ser um meio poroso fixo, ha uma migracdo do liquido na
direcdo oposta (eletrosmose). A forca motriz para o movimento relativo entre as
fases é a forga elétrica que surge pela aplicacdo do potencial elétrico [LIMA et al,
2007c].

Um fendmeno inverso a eletroforese ocorre na sedimentacdo de particulas
em um liquido como, por exemplo, areia em agua, onde um potencial de
sedimentacdo é gerado (efeito Dorn). Da mesma forma, um potencial de escoamento
é gerado quando um liquido é forcado a passar por um meio poroso eletricamente
carregado. Esses quatro fendmenos, em que se tenta remover a parte movel da dupla

camada, sdo denominados fendmenos eletrocinéticos. As cargas das particulas
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dispersas em sistemas coloidais tém origem na formag¢do de uma dupla camada de
{ons em sua superficie, devido a uma adsorcao seletiva de um dos {ons do eletrélito
ou devido a ionizacdo de suas molécula superficiais [LIMA et al, 2008a, b].

A literatura reporta que as teorias de Helmholtz-Perrin, Gouy-Chapman,
equacdao de Poisson-Boltzmann e teoria de Stern conseguem explicar
matematicamente a formacdo da dupla camada elétrica para substancias idnicas e
nao ionicas [LIMA et al, 20073, b].

Em uma abordagem geral e simplificada, a teoria da dupla camada elétrica,
utilizada para explicar os fendmenos eletrocinéticos, supde sistemas coloidais
diluidos, com uma fase sélida suspensa em meio liquido. Esta consiste em uma
camada de ions firmemente ligados a fase solida dispersa (cargas fixas na superficie),
chamados {ons determinantes do potencial, e uma quantidade equivalente de {ons
carregados com carga oposta, os contra-ions, dispersos na fase fluida, préximos a
interface, neutralizando esse excesso de cargas na superficie sélida. Os ions dispersos
na fase fluida que possuam a mesma carga dos ions determinantes do potencial sdo
chamados de co-ilons. A carga da superficie influencia a distribui¢do dos ions em sua
proximidade: os contra-ions sdo atraidos pela superficie e os co-ions sdo repelidos
para longe [VOYUTSKY, 1978; LIMA et al. 2008c].

Dessa forma, o potencial nessa regido decai com o aumento da distancia
da superficie até, a uma distancia suficientemente grande, atingir o potencial da
solugdo. Esse potencial é 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 o meio
circundante é chamado potencial Zeta [TECHNICAL note, 2009b].

E importante saber que o potencial Zeta é funcdo da carga superficial da
particula, de qualquer camada adsorvida na interface com o meio e da natureza e
composicao do meio que a circunda. 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
suspensdo. O potencial Zeta é um indicador Util dessa carga e pode ser usado para

prever e controlar a estabilidade de suspensdes ou emulsdes coloidais [ZETASIZER,
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2005]. A Figura 19 mostra a representacdo da formacdo da dupla camada elétrica e

do potencial Zeta para uma particula carregada negativamente.

Dupla camada elétrica

1
|
|
|
|
: Camada difusa

Particula com superficie
de carga negativa

(#)
#)
- -03

-100
Potencial da superficie
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Distdnda da superfide da particula

Figura 19. Esquema de uma particula coloidal, carregada eletricamente [ZETASIZER, 2005].

O potencial Zeta pode ser influenciado por mudangas de pH,
condutividade ou mudancas na concentragao. Medidas de potencial Zeta de uma
particula em suspensdo em funcao desses parametros dao informagdes importantes
para formulacdo de um produto, como por exemplo, conhecer sua maxima

estabilidade ou determinar as condi¢bes ideais para floculacao. A espessura da dupla



43

camada depende da concentragdo dos ions e de sua valéncia, podendo ser calculada
pela forca i6nica do meio [APPLICATION note, 2009b].

Quanto maior o potencial Zeta, mais provavel € que a suspensdo seja
estavel, pois as particulas carregadas se repelem umas as outras e essa forca supera a
tendéncia natural a agregacao. A medida do potencial Zeta é com freqliéncia a chave
para compreender processos de dispersao e agregacao em aplicacdes tao diversas
quanto a purificagdo de agua, moldes ceramicos ou a formulacdo de tintas e
cosméticos [TECHNICAL note, 2009a].

A estabilidade das nanoparticulas em suspensdo ira depender do balango
entre as forgas repulsivas e atrativas existentes no meio. A magnitude da medida de
potencial Zeta é um indicativo da forga repulsiva que esta presente e pode ser usada
para predizer a estabilidade do material. Em geral, a linha diviséria entre particulas
estaveis e instaveis estd em - 30,0 ou +30,0 mV. Particulas com potenciais maiores
em modulo sdo consideradas estaveis. Valores de potenciais iguais a zero (ponto

isoelétrico) indicam suspensdes completamente instaveis [APPLICATION note, 2009a].

1.4 A malaria

A malaria é uma doenca infecciosa febril aguda que representa um grave
problema, ndo s6 em termos de salde publica, mas também ao nivel de
desenvolvimento cultural e sécio-econdmico das regides tropicais do planeta.
Segundo a OMS, até 2005, anualmente é registrado cerca de 300 milhdes de novos
casos de malaria aguda em todo mundo, dos quais aproximadamente trés milhdes
culminam na morte [VALE, MOREIRA e GOMES, 2005]. Cerca de 60 % de novos casos
de malaria registram-se na Africa, onde ocorrem 90 % de casos fatais de malaria
humana, 75 % dos quais incidindo sobre criancas com idades inferiores a 5 anos
[HIWAT et al, 2010].

No Brasil, 99 % dos casos de malaria se concentram na regido da Amazonia
Legal que é composta pelos estados do Acre, Amapa, Amazonas, Para, Rondonia,

Roraima, Tocantins, Mato Groso e Maranhdo onde, no ano de 2003, notificaram-se
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407.995 casos da doenca. A malaria é transmitida pela fémea do mosquito
Anopheles, destacando pela sua importancia o Anopheles darlingi ao hospedeiro
humano, e sdo quatro as espécies de parasitas responsaveis pela doenga
(Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malariae e P. ovale) sendo que, em termos de
viruléncia e mortalidade, a estirpe falciparum é a mais agressiva de todos os casos
registrados [PAN, ERLIEN e BILSBORROW, 2010; SILVA et al, 2010; MAHEU-GIROUX,
et al, 2010]. O ciclo de vida do Plasmodium, como mostrado na Figura 20, inicia-se
com a picada de um mosquito na pele humana, sendo os esporozoitos do parasita
transferidos para a corrente sanguinea [BRAZ, ANDREOZZI e KALE, 2006].

Glandulas Salivares
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— :
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Figura 20. Ciclo de vida do parasita da malaria humana [VALE, MOREIRA e GOMES.,, 2005].

Uma pequena porcdo de merozoitos sanguineos sofre diferenciagdo em
gametocitos feminino e masculino, que sdo transmissiveis ao mosquito quando este
tipo pica o individuo infectado. No interior, do intestino do mosquito, os
gametécitos femininos dividem-se em macrogametas e os masculinos em 4 a 8

microgametas flagelados, dando-se inicio a reproducado sexuada do parasita. Estes
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gametas fundem-se e formam zigotos, que se transformam em oocinetos moveis.
Estes penetram na parede do intestino e saem do seu interior através da membrana
externa, sob a forma de oocistos. A divisdo assexuada dentro desses oocistos produz
milhares de esporozoitos que serdo liberados para as glandulas salivares do
mosquito.

Em humanos, os esporozoitos atingem a corrente sanguinea, chegam ao
figado, invadem os hepatdcitos iniciando a infeccdo [CUNICO et al, 2008]. Dentro
dos hepatdcitos, os esporozoitos se diferenciam em esquizontes e, através da
reprodugdo assexuada (esquizogonia tecidual) sdo produzidos milhares de progénies
(merozoitos) que, ao romper a célula do figado, entram na circulagdo sanguinea e
invadem os glébulos vermelhos (hemacias, eritrocitos). Uma vez dentro da célula, os
merozoitos comecam a crescer para a forma tropozoita (semelhante a um anel), que
cresce e se divide produzindo novos merozoitos. Estes se dividem assexuadamente
no interior dos eritrocitos (reproducao eritrocitica) e eventualmente se rompem
liberando mais merozoitos na corrente sanguinea. E nesta fase que ha producdo de
citocinas e o aparecimento dos sintomas da Malaria [WHITE, 2004]. A maioria dos
merozoitos infecta novas hemacias e perpetua seu ciclo de reproducdo assexual
[URSOS e ROEPE, 2002].

E importante citar que, quando a forma merozoita se reproduz
assexuadamente dentro das hemacias, os parasitas necessitam de uma enorme
quantidade de nutrientes e, por terem capacidade limitada de sintetizar aminoacidos,
eles suprem seus requerimentos pela degradacao da hemoglobina humana. Mais de
80% das hemoglobinas de uma célula infectada podem ser degradadas dessa forma.
Durante este processo, que ocorre dentro do vacuolo digestivo do parasita, ha
também a liberagdo do grupo heme ou ferriprotoporfirina IX (Fe (lll) PPIX) que é
toxico ao parasita, devido a sua capacidade de gerar espécies reativas de oxigénio.
Para evitar sua toxicidade, a Fe (lll) PPIX é agregada, pelo parasita, em um pigmento
cristalino, insollvel e ndo téxico chamado hemozoina [BRAZ, ANDREOZZ| e KALE,
2006].
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1.4.1 Cloroquina

A grande complexidade do ciclo de vida do parasita explica a grande
dificuldade de se desenvolver uma terapia antimalarica eficaz e segura. A eficacia
destes podem ser melhorada através da combinagdo com outros antimalaricos, em
especial com antifolatos [O'NEILL et al, 1998]. O desenvolvimento de um farmaco
antimalarico ideal também pressupde a existéncia de uma atividade antiparasitaria
6tima com um minimo de efeitos colaterais. A cloroquina (CQ) que é da classe das 4-
aminoquinolinas, ou também conhecida como 7 - Cloro — 4 - [ 4 - (dietilamino) - 1 —
metilbutil - amino] quinolina . 2H3PO, (Figura 21) é um dos quimioterapicos mais

importantes da histéria da industria Quimico-farmacéutica.

Cl N

Figura 21. Estrutura representacional da molécula da 7 - Cloro — 4 - [ 4 - (dietilamino) — 1 — metilbutil

- amino] quinolina.

A CQ é uma base fraca e quando na forma de sal de fosfato é bem soluvel
em agua, menos sollvel em etanol e pouco sollvel em solventes organicos como
tetrahidrofurano, acetonitrila e acetona. Sua solubilidade aumenta a medida que a
temperatura aumenta de 298,2 para 333,2 °K [DANESHFAR e VAFAFARD, 2009]. Ela é
um potente esquizonticida sanguineo, eficaz contra as formas eritrociticas de todas
as estirpes de Plasmodia. No entanto, ndo é ativa contra esporozoitos ou hipnozoitos

hepaticos, uma vez que o alvo terapéutico das 4-aminoquinolinas é o processo de
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destoxificacdo do grupo heme resultando da degradacdo da hemoglobina do
hospedeiro [VALE, MOREIRA e GOMES, 2005].

O principal problema em administrar a cloroquina em pacientes com
malaria é que sua concentragdo terapéutica € muito proxima a sua concentragdo
toxica. Devido a janela terapéutica da cloroquina ser bem estreita o ideal é que ela

seja administrada por liberagdo controlada.

1.5 Polimeros naturais

1.5.1 Angico

A espécie Anadenanthera macrocarpa Benth (angico vermelho) é uma
planta tipica do Nordeste do Brasil [BARBOSA, 1991], apresenta expressiva
regeneracao natural, ocorrendo indiferentemente em solos secos e Umidos; é
tolerante a solos rasos, compactados, mal drenados e até encharcados, de textura
média a argilosa. Apresenta crescimento de moderado a rapido, podendo atingir
produtividades de até 25,55 m3.ha™t.ano [CARVALHO, 2003]. De acordo com LORENZI
[2000], a caracteristica de rapido crescimento a torna interessante para ser
aproveitada em reflorestamentos de areas degradadas. A espécie possui, ainda,
outras utilidades, servindo para construcao civil, producdo de carvéo, etc.
[GONCALVES et al, 2008]. Os indios utilizavam o pd das sementes torradas de angico
como inebriante; aspirado pelo nariz como se faz com o rapé produzindo delirios e
sensagoes diversas tidas como agradaveis. O tratamento do pd com agua fervendo
produz espuma abundante; acreditando ser a saponina o principio ativo deste p6. O
uso provoca escoriacdes no septo nasal e nas mucosas de boca [FREISE, 1993].

A goma e a casca do angico sao utilizadas na medicina popular. A casca do
angico é inodora e de sabor adstringente e um tanto amarga [COIMBRA, 1942].

Quanto as suas propriedades terapéuticas, a casca é usada como ténico amargo,
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depurativo, hemostatico. Usa-se nas contusdes, inapeténcia, tuberculose, hemorragia
uterina, dismenorréias, metrorragias e hemorragias em geral. O xarope da casca é
empregado no tratamento das vias respiratorias. A casca também é utilizada em
curtumes, pois possui tanino, o qual é utilizado para curtir couro. No interior do
Brasil, a casca também é utilizada como formicida [LORENZI, 1998].

A goma do angico tem uma coloracdo amarela logo que extraida do caule
e depois de algum tempo torna-se avermelhada. Alguns trabalhos citam que a goma
isolada tem composicdo média de 61,9% de arabinose, 22% de galactose, 59% de
acido uronico e 3% de ramnose [RODRIGUES e PAULA, 1998; PAULA, BUDD e
RODRIGUES, 1997; OLIVEIRA et al, 2007; EIRAS et al, 2007]. Para o angico branco,
observa-se composicao semelhante, porém com valores médios de acido urdnico
50% maior [DELGOBO et al, 1998; SILVA, RODRIGUES e PAULA, 1998; MORETAO et
al, 2004]. E expectorante, usada nas afeccdes bronco-pulmonares, tosse, bronquites,
asma e faringite. Segundo escrito por LORENZI, [1998] seu uso também ¢é indicado
em casos de coqueluche. Apesar do uso terapéutico, a goma do angico tem sido
investigada para outros fins, quando reticulada com epicloridrina esses géis de
angico tém grande capacidade de retencao de metais como chumbo, cobre e cadmio
podendo ser reutilizados bem como o metal adsorvido pode ser recuperado
[OLIVEIRA, 2005].

1.5.2 Quitosana

Quitosana é um copolimero de B-[1—4]-2-acetoamido-2-desoxi-D-
glucopiranose e 2-amino-2-desoxi-D-glucopiranose. Ela é obtida principalmente da
desacetilacao alcalina da quitina de exoesqueleto de crustaceos, tais como: camardes
e caranguejos [MUZZARELI, 1973].

A estrutura quimica da quitina e quitosana é bastante semelhante sendo
que o fator que faz a distingdo entre as duas é o numero de unidades acetiladas

(Figura 22). Se a estrutura é totalmente acetilada ou até 80% acetilada, o
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polissacarideo sera denominado de quitina. Para cadeias com porcentagem de

acetilacdo menor que 80% a amostra é denominada de quitosana [ABRAN e

HIGUEIRA, 2004].
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Figura 22. Estrutura representacional de Haword da quitosana totalmente desacetilada (1) e quitina

(2)

A conformacdo em solucdo, as propriedades fisico-quimicas e biologicas
da quitosana dependem de parametros como a massa molar, grau de desacetilacdo
(GD) e distribuicdo dos tipos de unidades (acetilglucosamina e glucosamina)
constituintes da cadeia. A massa molar e o GD podem ser estabelecidos por
condigOes escolhidas durante a etapa de obtencdo da quitosana. No entanto podem
ser modificados em outros estagios; o GD pode ser diminuido por reacetilacdo
[SORLIER et al, 2001] e a massa molar pode ser reduzida por despolimerizacao acida
[DONG et al, 2001].
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2.1 Sintetizar nanoparticulas de goma do angico por complexacao polieletrolitica:

Caracterizar as nanoparticulas formadas por infravermelho, potencial Zeta,

tamanho de particula e AFM

Determinar a influencia da massa molar de quitosana, densidade de carga do
angico, tempo de armazenamento em dispersao e variacao da razdo de cargas

n+/n- em meio aquoso

Investigar a incorporacdo de cloroquina (fdrmaco antimalédrico) em

nanoparticulas CMAQTO0,63;

Testar a liberacdo in wvitro de cloroquina incorporada no complexo

polieletrolitico em agua e tampao fosfato pH 7,4 0,1 M;

2.2 Sintetizar nanoparticulas de goma do angico por copolimerizagdo por enxertia

com acido acrilico:

Caracterizar as nanoparticulas por infravermelho, potencial Zeta, tamanho de

particula;

Investigar a incorporacdo de albumina sérica bovina em nanoparticulas

obtidas para nanoparticulas NPGA1b;

Testar a liberagdo in vitro de BSA em nanoparticulas de copolimerizacdo por

enxertia no tampao fosfato pH 7,4 0,1 M.
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3.1 Sintese de nanoparticulas por complexacao polieletrolitica

Quitosanas de massa molar de 4,6 x 10° g.mol™ (QTa) e 7,8 x 10* g.mol*
(QTb), grau de desacetilagdo 81 + 2 % e pKa = 6,2 foram cedidas pela Polymar Ind.
Comp. Imp. Ltda Ciéncia e Nutricdo S/A (Fortaleza, Ce — Brasil) e por Quitoquimica
(Chile), respectivamente. O polissacarideo da Anadenanthera macrocarpa "angico” foi
extraido de arvores do interior do Ceara, municipio de Tauad no ano de 2008, isolado
com teor de acido urénico de 7 + 0,5 %, massa molar de 3,7 x 10° g.mol™ e em
seguida carboximetilado com dois graus de substituicdo (GS) distintos de 0,20 (MM =
1,5 x 10° g.mol™) e 0,63 (MM = 1,7 x 10° g.mol™*) [OLIVEIRA et al, 2007].

Solugbes de angico (GA) e carboximetilado (CMA) com grau de
substituicdo de 0,20 e 0,63 foram preparadas nas concentracdes de 1,5 x 10~ a 5,9 x
102 g.mol™ (0,025 a 1 %) controlando a forca idnica para u = 0,05 e quitosana 1,5 x
102 a 6,0 x 10?2 g.mol™ (0,025 a 1 %) em éacido acético 1 %. As solucdes foram
previamente filtradas em membrana millipore 0,22 um. A sintese dos complexos
polieletroliticos aconteceu pela adi¢cdo do polianion ao polication (GAQT ou CMAQT)
ou adicdo do polication ao polianion (QTGA ou QTCMA) através de uma bureta por
gotejamento na vazdo de 3 mL/minuto sob agitacao lenta de 200 rpm para as razdes
de cargas dos polieletrélitos n+/n- que variaram de 0,1 a 20 em triplicata. A
densidade de carga da goma do angico foi determinada pela titulacdo
potenciométrica e da quitosana por ressonancia magnética. Apds a sintese, as
nanoparticulas foram secas por spray dryer. A analise estatistica foi feita através do

programa PRISM.

3.1.2 Incorporacao de cloroquina

A incorporacao da cloroquina foi realizada para os CPEs de CMAQ,63QTa
na razao de cargas n+/n- = 4 em triplicata. Foram preparadas solugdes de QTa (1,5 x
107 g.mol™) com cloroquina (0,1 %) em acido acético 1 % e outra solucdo de goma

do angico carboximetilada com grau de substituicdao de 0,63 na concentracao de 6,7
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x 10° gmol™. A solucdo de CMA0,63 foi gotejada a solucdo de quitosana e
cloroquina lentamente numa vazdo de 3 mlL/minuto sob agitacago de 200 rpm
[SCHATZ et al, 2004b]. A solucao ficou sob agitacdo no periodo de 24 horas. Em
seguida o material fot centrifugado por 3 h em uma velocidade de 36.000 rpm. O
sobrenadante foi analisado em um espectrofotometro de UV-Vis em O = 220 nm

para a determinagao da quantidade de cloroquina nao incorporada.

3.1.3 Ensaio de liberacao in vitro

As nanoparticulas secas (10 mg) foram dispersas em solucdo tampao
fosfato pH 7,4 0,1M e colocadas em membranas de 14 kD, em seguida a membrana
foi imersa em 60 mL do mesmo tampdo. O experimento permaneceu sob
temperatura de 37 °C por 30 dias. Curvas de calibragdo para a cloroquina (CQ) em
agua Y = 0,00197 + 58,0X e em tampao fosfato pH 7,4 Y = 0,1037 + 0,06X foram
obtidas com indice de correlacdo de 0,999 e 0,997 respectivamente. O experimento

foi feito em triplicata.

3.2 Sintese de nanoparticulas por enxertia de acido acrilico

Nanoparticulas de angico (GA) foram sintetizadas por copolimerizacao de
acido acrilico (AA) via reacdo de enxertia: 2,5 mg do polissacarideo foram dissolvidos
em 50 mL de agua a temperatura ambiente. Em seguida a solucdo foi purgada com
nitrogénio por 10 minutos, logo apds foi adicionada a solugdo certa quantidade de
nitrato de amoénio cérico IV (CAN)/HNOs; e acido acrilico (AA), sucessivamente. Apds
1 hora sob agitacdo foi adicionado o agente reticulante bis-acrilamida (MBA) e a
reacdo permaneceu em agitacao por 24 horas. NaOH 1M foi utilizado para neutralizar

0 meio. O esquema abaixo sumariza todo o procedimento.
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2,5 mg de GA
em 50 mL de
agua

Purga comN; por 10 minutos

Adicionadicao Adicao de acido
de nitrato de acrilico (AA)
amonio cérico IV
(CAN)/HNO3

Temperatura ambiente

0 agente
reticulante bis-
acrilamida (MBA)

Agitacao por 24 h a 500 rpm

NaOH 1M foi
utilizado para
neutralizar o

meio
O material foi Medidas em pHmetro
dialisado por 3
dias
O produto final Agua de dilise trocada 3 vezes ao dia
fol seco em
spray dryer

O material foi dialisado por 3 dias para retirar o excesso de sais formados
e mondmeros que ndo foram enxertados [TANG, DOU e SUN, 2006]. O produto final
fol seco em spray dryer. Para investigar o efeito da concentracdo de GA varias

condigdes reacionais foram realizadas como mostrado na Tabela 5. Para o calculo do
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nimero de mols de goma do angico, utilizou-se a massa molar da unidade
glicosidica (UG) da arabinose, visto que este mondmero € o constituinte majoritario

da goma do angico.

Tabela 5. Condicdes reacionais para sintese de nanoparticulas a base de acido acrilico (AA).

Razao molar
Amostras UG*/AA AA/CAN AA/MBA
NPGA1l 1,0 7 10
NPGAlb 1,0 10 10
NPGA2 2,0 7 10
NPGA3 3,0 7 10
NPGA4 4,0 7 10

*UG - unidade glicosidica.

Para o calculo de rendimento da sintese de nanoparticulas a base de AA foi
considerada a massa do produto final seco (Ms), e a massa total de reagentes

utilizados na sintese (Mt).

rend.=%><100% Equacgado 15
Mt

3.2.1 Incorporacao de albumina sérica bovina

A incorporagdo de BSA (albumina sérica bovina) fol realizada através da
dispersao das nanoparticulas NPGA1lb em solugdo de BSA 0,1 % sob agitacao por 24
h. A razdo massica NPGA1b/BSA foi de 1/1. A dispersédo foi centrifugada por 3 h em
36.000 rpm e o residuo seco em temperatura de 50 °C. a solugdo centrifugada foi
analisada em um espectrofotometro UV-Vis modelo HITACHI em A = 280 nm. A
curva de calibracao de BSA utilizada para determinar a concentragéo fot Y = 0,00402

+ 625,4 X com indice de correlacao de 0,998. O experimento fol feito em triplicata.
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3.2.2 Teste de liberacao in vitro de BSA através de NPGAlb

Nanoparticulas NPGAlb (10mg) foram dispersas em 10 mL de tampéao
fosfato pH 7,4 0,1 M em membranas de 14 KD, em seguida a membrana foi imersa
em solucao do mesmo tampao. A temperatura foi controlada (37 °C) sob agitagdo de
50 rpm por 30 dias. Aliquotas de 3 mL eram retiradas e o tampao adicionada para
que o volume permanecesse constante. Todo este procedimento foi feito em
triplicata. A analise espectrofotométrica foi realizada em um equipamento UV-Vis

modelo HITACHI em A = 280 nm.

3.3 Caracterizacao dos produtos formados

3.3.1 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.

3.3.2 Analise do tamanho da particula e potencial Zeta

As solugdes foram secas por spray dryer modelo BUCHI mini B-290 com
temperatura de entrada de 160 °C e de saida de 70 °C, vazao de alimentacdo de 6
mL/minuto, aspiracdo de 35 m*/h e vazdo de ar de 84 L/h. Foram redispersas em

agua para serem analisadas em um zeta sizer modelo Malvern 3600 com feixe de luz
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vermelha continua e comprimento de onda de 633 nm. O modelo matematico de

analise foi por volume em triplicata.

3.3.3 Analise morfolégica por AFM

As nanoparticulas GAQT dispersas em agua foram gotejadas em uma
lamina de Si/SIO; e seca em temperatura ambiente. As micrografias foram obtidas
em um equipamento PicoSPM-LE, modo de contato intermitente com cantilever com

frequéncia de ressonancia de aproximadamente 320 kHz.
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4.1 Formacao de nanoparticulas de goma do angico e quitosana por

complexacao polieletrolitica.

Os Complexos polieletroliticos foram sintetizados por adicdo do polianion
ao polication por gotejamento nas razbes de carga n+/n- de 0,1 a 20, sendo
utilizados volumes previamente calculados. As razbes de cargas n+/n- foram
calculadas tendo como base os grupos NH," da quitosana e COO™ da goma do
angico (GA). O grau de desacetilacdo da quitosana fol determinado por ressonancia
magnética nuclear obtendo um grau de 81 %, ja o teor de acido urdnico da goma do
angico foi determinado por titulacdo condutométrica obtendo valor de 7 %.

As solucdes precursoras tinham pH = 5,8 e apds a sintese este pH ficou em
6,0, lembrando que o pKa da quitosana esta em torno de 6,2, indicando que, nas
solucdes de partida, os grupos amina nao estdo completamente protonados, este
comportamento nao ocorre para a goma do angico, onde seu pKa esta em torno de
5,2, indicando que seus grupos COOH estdo totalmente ionizados (-COO-). Contudo,
pelo fato dos grupos amino de QT ndo estarem completamente protonados, parece
nao interferir na formacdo do CPE pelo fato da goma do angico ter uma densidade
de carga muito menor. O espectro de infravermelho do produto final indicou que ha
interacdo entre NH," e COO- devido a presenca de uma nova banda em 1564 cm™.

A concentracdo de 1,5 x 10~ g.mol™ (QT e GA) foi utilizada para a maioria
dos testes. Nao foi observada a olho nu a presenca de fungos nem efeito de
floculacdo para nanoparticulas, ja formadas, em dispersdo durante 30 dias. Como as
solucdes tinham aparéncia translicida até mesmo para solugdes de 1 %, o efeito de
agregacao como também floculagdo foi determinada pela variacdo do tamanho da

particula em funcdo do tempo.
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4.1.1 Analise de Infravermelho

A Figura 23 mostra os espectros de infravermelho do complexo de goma do
angico com teor de 7 % de acido urdnico e quitosana de alta massa molar (QTa) com

grau de desacetilacdo de 81 % além do complexo polieletrolitico de GAQTa.

GAQTa

=

[

—
U
=

O GA

0
e
<l

QTa
i 1 i 1 i 1 i 1 i 1 i 1 i 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NUmero de onda (cm™)

Figura 23. Espectro de infravermelho para GA, QTa e do complexo polieletrolitico (GAQTa) na forma

de sal de sdodio.
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No espectro da goma de angico tem-se uma banda em 3379 cm™ devido
a vibracdo de deformacdo linear O-H, um pequeno pico em 2933 cm™ é atribuido a
vibracdo de deformacdo linear de C-H, e a absorcio de 1649 cm™ é devido a
vibracdo de O-H da molécula de agua [ZOHURIAAN e SHOKROLAHI, 2004]. Uma
forte banda na regido entre 1150 — 1030 cm™ é referente ao estiramento vibracional
de C-O-C referente a ligagdo glicosidica e a deformacdo angular do O-H do alcool.
Bandas especificas de quitosana aparecem em 1652 e 1570 cm™ correspondendo a
deformacdo de amida | e NH;™ respectivamente. Apds a complexacdo, a maioria das
bandas caracteristicas de quitosana e goma do angico sofrem sobreposicao.
Entretanto ocorre um aumento e um pequeno deslocamento de 6 cm™ na regido de
1564 cm™ caracteristico do grupo amina interagindo com o grupo carboxilato da
goma do angico. Este comportamento foi observado por PAULA, GOMES e PAULA,
[2002], MACIEL et al, [2005] e GAO et al, [2006].

4.1.2 Avaliacao dos parametros que influenciam o tamanho das nanoparticulas

de goma do angico e quitosana

4.1.2.1 Efeito da concentracao e proporcao de quitosana e angico

O efeito da concentracdo sobre o tamanho de particula foi realizado pela
adicdo de solugdes polieletroliticas de goma do angico (GA) em quitosana (QTa)
utilizando concentracbes iguais para ambos os polissacarideos. As concentra¢des
investigadas foram de 1,5 e 6,0 x 10 g.mol™. Apds a sintese, as amostras foram
mantidas em repouso por 24 horas e em seguida analisadas em relacdo ao diametro
por volume, indice de polidispersdo (IPD) para varias razdes de cargas (Tabela 6).

Uma avaliagdo estatistica foi feita através do programa PRISM. O programa
compara as variagdes de tamanho das repeticdes como também as variagcdes de uma

razdo para outra. O resultado é obtido por valores menores ou maiores que P.
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Quando a analise indica P < 0,05 os valores sdo significativos e quando P > 0,05 ndo
sdo 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).

Tabela 6. Efeito da concentracdo de partida: GA e QT 1,5 x 107 gmol™ e GA e QT 6,0 x 10 g.mol™.

GA em QTa GA em QTa
N+/N- DpDiametro 7 volume IPD Diametro 0 Volume IPD
(nm) (nm)
20 325+0,7 95,6 0,442 419+1,9 98,9 0,318
15 294 +1,2 99,8 0,299 400+21 95,0 0,485
10 21,9+10 99,5 0,376 332+0.2 100,0 0,249
8 226+32 96,2 0,551 289+12 99,0 0,415
6 20,8 +2,6 97,0 0,526 214+08 99,8 0,327
4 21,6+18 95,0 0,470 252+04 50,0 0,447
2 20925 98,0 0,409 174 £3,8 97,5 0,425
1 206 £33 99,0 0,388 223+09 96,4 0,487
0,8 174139 100,0 0,138 219+1,1 100,0 0,875
0,6 199+28 96,7 0,536 184+4,1 100,0 0,667
04 188 +3,1 99,9 0,180 20,6 +0,7 97,5 0,494
0,2 18,7 £ 4,7 99,8 0,253 21,1+13 99,9 0,379
01 191+1,7 100,0 0,276 23,2+09 99,8 0,387

O tratamento estatistico mostra que apesar dos tamanhos ndo sofrerem
variagdes consideraveis, o tamanho de particula para os PECs nas concentra¢des de
1,5 x 10 g.mol™ e 6,0 x 102 g.mol™ foram significativos (**P < 0,05).

A Figura 24 mostra que os CPEs formados apresentam tamanho de
particula semelhante para razdes de carga n+/n- entre 0,1 a 1 e crescente a partir da
razdo 2, quando ha excesso de cargas de quitosana. O aumento da concentragdo de
ambos os polieletrélitos (GA e QT) de 1,5 x 10 para 6,0 x 10 g.mol™ resulta em
uma diminuicdo do tamanho de particulas. Este comportamento pode ser devido a
compensagao de cargas provocadas por mudangas conformacionais dos
polieletrolitos. Estes resultados diferem de alguns dados reportados na literatura,

onde o tamanho da particula é diretamente proporcional a concentracdo dos
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polilons [HAJDU, 2008]. SCHATZ et al, [2004b] observaram que o aumento na
concentracao de sulfato de dextrana e quitosana na solucao favorece ao aumento no
tamanho das particulas do CPEs devido a incorporagdo de {ons adicionais existentes

em solucao.

] = GAQTa1,5x10° g.mol-1
404—*— GAQTa 6,0 x 10 g.mol-1

10+
0 v v v v v "l" L] v L] v L] v L]
0,0 0,4 0,8 12 &5 10 15 20

n+/n-

Figura 24. Diametro hidrodinamico (Dy) em fun¢do da concentracdo dos polieletroliticos de GA e QTa

e da razdo de cargas n+/n- para os PECs sintetizados pela adicdo de GA em QT

Nenhuma floculacdo foi observada nas razdes n/n” investigadas até 24 h,
porém para os complexos de sulfato de dextrana e quitosana a floculagdo ocorre na
razdo proxima de 1 [SCHATZ et al, 2004a; SCHATZ et al, 2005]. Os autores
constataram que a razdo onde a floculagdo é observada depende das massas molares
tanto da quitosana como do sulfato de dextrana. A floculacdo ocorre se a massa
molar do sulfato de dextrana for maior do que da quitosana. Neste estudo a massa
molar de GA (3,7 x 10° g.mol'l) € maior, entretanto sua densidade de carga (7 %) é
menor em relacdo a quitosana [PAULA, BUDD e RODRIGUES, 1997] este fator pode
ser responsavel pela ndo floculacdo no CPE de GAQTa. Outro comportamento similar

fol observado para a adicdo de poli(acido maléico co-propeno) (polianion) em
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cloreto de polidialildimetilamonio (polication) nas razées de 0,9 a 1,6 [BUCHHAMMER
et al, 2003].

SCHATZ et al, [2004a] notaram que diametros de particulas menores que
200 nm foram observados quando a concentracdo de quitosana (GD = 85 % e MM =
10° g.mol™?) é alta e a concentracdo do sulfato de dextrana (MM = 1,5 x 10° g.mol™) é
baixa, e que concentracdes para ambos polieletrolitos acima de 102 g.mL™ leva a
formagdo de agregados. Para verificar se este comportamento também seria valido
para nanoparticulas formadas pela adicggo de GA a QT, foram sintetizadas
nanoparticulas utilizando diferentes concentracbes de GA e mantendo a
concentracdo de QT igual a 6,2 x 10~ g.mol™ na razdo molar de carga (n+/n-) de 0,1,

1 e 10. A Tabela 7 apresenta os dados de tamanho de particula e polidispersao (IPD).

Tabela 7. Efeito da concentracdo dos polieletrolitos de partida: GA adicionada em QTa variando a

concentracao de GA.

Concentracao Razdo molar de Diametro % volume IPD
polieletrolitica cargas n+/n- (nm)
(g.mol™)
GA/QT 10 30,0+0,2 94,0 0410
15 /6.2 10 363+0,1 99,8 0,378
R 01 26,1+0,1 931 0,590
GA/QT 10 21,6 £0,1 99,4 0478
2,9 /6,2 10 21,7+0,1 99,5 0,310
01 185+0,3 94,8 0,543
GA/QT 10 483+ 04 92,0 0,583
6.2 /6,2 10 259+0,1 99,9 0,390
01 223+0,1 96,9 0412

De um modo geral, observou-se que o tamanho de particula ndo sofre
grandes alteracdes em seus valores, porém um tamanho menor é obtido para a razéo

de carga n+/n- = 0,1 em relagdo as razdes 1 e 10, reducdo que é significativa ( ** P<
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0,05). Nao fol observada nenhuma tendéncia em relacdo ao aumento de tamanho e o
IPD para as concentracdes estudadas.

O rendimento dos PECs de GAQTa sintetizados na concentracao 1,5 x 1073
g.mol™ e razdo n+/n- 1 foi investigado. O material foi isolado por ultracentrifugacdo
e por spray dryer. Observou-se que os rendimentos obtidos foram de 38 £ 0,3 % e 47
* 0,8 % para spray dryer e ultracentrifugacao respectivamente. Apesar da técnica de
spray dryer obter um menor rendimento, o PEC se dispersa com maior facilidade e

tem seu tamanho praticamente inalterado.

4.1.2.2 Efeito da massa molar de quitosana e ordem de adicao

A Figura 25 mostra o efeito da massa molar da quitosana (QTa = 4,6 x 10°
gmol e QTb = 7,8 x 10* gmol™ ) e ordem de adicdo da goma do angico nas
concentracdes de polissacarideos de 1,5 x 107 g,mol'l. Quando GA é adicionada a QT
(Figura 25a), observa-se que os tamanhos de particula nas razdes de cargas n+/n- de
0,4 a 2 sao maiores quando QTa é utilizada como polication. A partir da razdo n+/n-
4, quando a quantidade de cargas negativas fica em excesso, o comportamento é
oposto com tamanhos de particula menores que os CPEs de QTb. Na Figura 25b,
observa-se que invertendo a ordem de adigdo, QT adicionada a GA (QTGA), para
todas as razdes n+/n-, os CPEs de QTa possuem tamanhos maiores que os de QTb. A
ordem de adicdo leva a mudanca de comportamento do perfil dos gréficos, porém a

faixa de tamanho entre eles é bem préoxima (* P< 0,05).
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Figura 25. Grafico de didmetro versus n+/n-. A) Efeito da massa molar de quitosana para
nanoparticulas de GAQT sintetizadas na concentracio de 1,5 x 10° g.mol™. B) Efeito da ordem de

adicdo para nanoparticulas de QTGA sintetizadas na concentracio de 1,5 x 10° g.mol ™.
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4.1.2.3 Estudo de Polidispersividade (PDI)

A Figura 26 apresenta os valores de IPD para os CPEs de GAQT e QTGA.
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Figura 26. Grafico de IPD versus razdo n+/n-: a) Para complexos polieletroliticos de GAQT sintetizados
na concentracdo de 1,5 x 10° g,mol"1 variando a massa molar de quitosana e b) Efeito da ordem de

adicdo dos mesmos (** P< 0,05).
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Quando GA é adicionada em QT (Figura 26a), os valores de IPD foram
maiores para o complexo que utiliza QTa para todas as razdes n+/n-. Quando a
quitosana é adicionada em GA ocorre uma inversao de comportamento para razdes
de carga n+/n- < 15. Os dados para esse experimento indicam que ndo existe uma
correlacao direta entre os valores de IPD e diametro das particulas, pois na formacao
dos PECs durante a sintese, as moléculas em solucdo podem estar sofrendo mudanca

de conformacao.

4.1.2.4 Estudo da estabilidade dos CPEs em funcdo do tempo

A Figura 27 apresenta estudo de estabilidade com o tempo para as razes
de cargas n+/n- de 0,1, 1 e 10. Os CPEs em estudo foram obtidos na mesma
concentracao de 1,5 x 107 g,mol"l. ApOs a sintese, as solucdes ficam opalescentes e
nao €& observado floculacdo, porém este fendmeno pode ser avaliado pelo
monitoramento do tamanho de particula em funcdo do tempo. O aumento ou a
diminuicdo da particula vai indicar que houve agregacdo e floculacdo
respectivamente.

O experimento mostrou que, em geral, os CPEs de GAQTb e GAQTa
apresentam agregacao e floculacdo ao longo dos 35 dias de estudo. Os PECs de
GAQT de razdes n+/n- de 0,1 e 1 apresentam boa estabilidade na dispersao, sendo
que para n+/n- = 0,1 (Figura 27a) ocorre discreta floculagdo no 15° dia e para n+/n-
= 1 (Figura 27c) no 25° dia. Quando a ordem de adigdo é invertida (QTGA) a
formacdo de agregados seguida de floculacdo é mais evidente, ficando em solucao
particulas com tamanhos menores. Na razdo n+/n- = 1 (Figura 27d), por exemplo,
observa-se que para CPEs de quitosana de baixa massa molar (QTbGA) a formacao
de agregados ocorre no 10° dia e permanece crescente até 30° dia. Nota-se que a
producao de nanoparticulas com mais estabilidade é influenciada pela razédo de

cargas e ordem de gotejamento das solu¢des polieletroliticas de GA e QT.
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Figura 27. Grafico de diémetro hidrodinamico (Dy) versus tempo para os CPEs de GAQTa: a) n+/n- 0,1
c) n+/n- 1 e) n+/n- 10 e para a inversdo da ordem de adi¢do b) n+/n- 0,1 d) n+/n- 1 f) n+/n- 10. ( })

floculacao.

O tratamento estatistico feito pelo PRISM indica que os resultados sdo
muito significativos (*** P<0,05), porém pelo fato da variacdo ser entre 10 e 40 nm

isto pode ndo ser significativo para aplicacdo farmacoldgica.
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4.1.3 Potencial Zeta

A Figura 28 apresenta os valores de potencial Zeta para os CPEs de GA em

QT na concentracdo de 1,5 x 10° g.mol™ para ambos os polieletrolitos.
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Figura 28. Potencial Zeta para os CPEs de GAQT e QTGA nas concentraces de 1,5 x 10° g.mol™ .
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Observa-se que o potencial Zeta de GAQTa para razdes n+/n- < 1,
quando ha excesso de cargas negativas, apresenta valores negativos, isto indica que
a nanoparticula estd recoberta com GA. Para razdes n+/n- > 1 os valores de
potencial sdo positivos, indicando que quando a concentragdo de cargas catidnicas
aumenta, a nanoparticula fica recoberta positivamente pela QT. Para razées n+/n- ~
1 a quantidade de cargas negativas e positivas € a mesma. Entretanto os resultados
na Figura 28 indicam que ndo houve uma completa neutralizacao das cargas, apesar
da diminuicdo do valor do potencial Zeta. Valores de potencial Zeta para as razdes
n+/n- de 0,1 a 0,6 indicaram pouca estabilidade, ocorrendo a formacdo de
aglomerados (valores inferiores a +/- 20,0 mV e valores a partir de + 38,0 mV nas
razbes n+/n- de 2 a 10) indica estabilidade moderada com a presenca de
aglomeracdes [SILVA, 1999]. Contudo, valores de potencial Zeta baixos nao
significam que as particulas sejam instaveis, pois o diametro muito pequeno faz com
que seu movimento seja acelerado no solvente evitando que haja sedimentacao. Esta
explicacao pode ser observada experimentalmente para os PECs de GAQT e QTGA na
Figura 27 a, b, c e d. A Figura 29 mostra o comportamento do potencial Zeta quando

a concentracao dos polieletrolitos aumenta para 5,9 x 10 g.mol™.

80

—a— GAQTa
1 ¢ QTaGA

20
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Figura 29. Valores de potencial Zeta para os CPEs formados a partir de solucdes de GA e QT de 5,9 x
10 g.mol™.
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O aumento da concentracao dos polieletrélitos influencia no aumento do
potencial Zeta, obtendo potenciais de + 640 mV, o que evidencia grande
estabilidade da particula. Observa-se que os valores sdo sempre positivos, nao
importando a razdo n+/n- e a ordem de adicao. Pode ser que durante a sintese, as
cargas positivas contidas na quitosana interajam com as cargas da goma do angico, e

possivelmente, em seguida recubram a superficie da nanoparticula.

4.1.4 Analise morfologica dos CPEs de GAQT

A dispersao fol gotejada em uma lamina de Si/SiO, e seca em temperatura
ambiente. As imagens de forca atémica para os complexos polieletroliticos de
GAQTa e GAQTb na razdo de cargas n+/n- = 1, é mostrada na Figura 30. As
nanoparticulas apresentam morfologia ovalada, a qual pode ser devido a secagem
do material e revelam um tamanho de 14 nm respectivamente, ou seja, menores que
as dimensdes observadas por espalhamento de luz com tamanho de 28,2 + 1,5 nm
respectivamente.

A diminuicdo do tamanho se da pelo fato das nanoparticulas estarem
secas, ja colapsadas; pois quando em solucdo as particulas intumescem e o diametro
aumenta. Este comportamento foi observado em outros estudos realizados em
polissacarideos, como é o caso da paquimana extraida de fungos. Este polissacarideo
tem seu tamanho diminuido de 100 para 50 nm [HU et al, 2008], para nanoparticulas
de quitosana-poli(acido metacrilico) onde o tamanho diminuiu de 110 para 78 nm
[MOURA, AOUADA e MATTOSO, 2008]. Outro comportamento semelhante foi
observado para nanoparticulas sintetizadas por complexacao polieletrolitica entre

quitosana com grau de desacetilacdo de 86 % e enoxaparina [SUN et al, 2008].
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4.2 Formacdao de nanoparticulas por complexacao polieletrolitica entre

quitosana e angico carboximetilado (CMA)

Apds o estudo da formacgdo do complexo polieletrolitico entre quitosana e
goma do angico, foi realizado uma modificacdo quimica na goma com o objetivo de
aumentar sua densidade de carga. Entdo, a goma do angico fot carboximetilada com
dois graus de substituicdo de 0,20 e 0,63. Mesmo estudo de interagdo com quitosana
foi feito para os dois derivados. As solucdes de partida, para todos os ensaios, foram
na ordem de 10g.mol™, pois aumentando a concentracdo para 10>g.mol™ observa-
se que apos a sintese, as nanoparticulas formadas apresentam-se instaveis, com
solucdes turvas e presenga de precipitado.

As solugdes de partida do angico carboximetilado tiveram pH semelhante
ao da solugdo da goma do angico (5,8), indicando que seus grupos COO- também
estdo lonizados. Observou que o grau de ionizagdo como também a concentracado do
polissacarideo em solucdo influenciou na quantidade de fotons emitida por segundo
(Kcps), ou seja, a solucao de CMAO0,20 e CMAOQ,63 na concentragdo de 1,5 x 1073
g.mol™ obtiveram um Kcps de 512 e 527 respectivamente. Aumentando a
concentracdo para 59 x 10? gmol?, o valor de Kcps vai para 607 e 612
respectivamente.

A quantidade de Kcps emitida pela molécula de quitosana na concentracao
de 1,5 x 10° g.mol™ é de 470, ou seja, apesar dela ndo estar com todos os seus
grupos amina protonados (como discutido anteriormente), ela tem NH;* suficiente
para interagir eletrostaticamente com os grupos COO- de CMA, isto porque apods a
sintese do CPE os valores de Kcps diminuem consideravelmente numa faixa de 100 a
200 Kcps. Outra evidéncia da interagcdo entre os polianions do CPE foi a presenca da
banda em 1555 cm™ no espectro de infravermelho indicando a formacdo do
complexo CMAQT.
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4.2.1 Analise de Infravermelho

A Figura 31 mostra os espectros de infravermelho de QTa e CMA0,63 como
também os CPEs de CMAO0,63QTa na razdo n+/n- = 4 antes e apds a incorporagdo de

cloroquina (CQ). Suas estruturas representacionais estdo na Figura 32.

CPE-CQ
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Figura 31. Espectros na regido do infravermelho para QTa, CMAO0,63, cloroquina (CQ) e CPE na razdo

n+/n-4 antes e apds a incorporagao da cloroquina (CPE-CQ).
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Figura 32. Representacdo estrutural de Haword para os polissacarideos quitosana (QTa), goma do

angico carboximetilada (CMAO0,63), para o complexo polieletrolitico (CPE) e cloroquina livre (CQ).

O espectro de quitosana mostra uma banda em 1636 cm™ referente a
deformac&o linear de C=0 e C-N. Observa-se em 1573 cm™ a deformacédo angular de
N-H do grupo amino. As bandas em 3435 cm™ referem-se tanto & deformacéo axial
de N-H de NH; como também a deformacao axial assimétrica de O-H. As bandas
para os espectros de angico carboximetilado com GS de 0,63 apresentaram-se
equivalentes a do GS = 0,20 [OLIVEIRA et al, 2007], bandas caracteristicas em torno

de 2900 cm™ atribuidas a deformacao axial assimétrica de C-H do CH,, e em torno de
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1600 cm™ atribuido a vibracdo de deformacéo axial de C=0 do grupo carboximetil, o
que confirma a carboximetilacdo da goma do angico.

No espectro do CPE pode ser observado que as bandas em 3436 cm™ e
2927 cm™, caracteristicas da goma carboximetilada como também da quitosana
permanecem. O aumento significativo das bandas em 1654 e 1561 cm™ indica a
presenca de amida | e a deformacdo angular de N-H de NHs*, respectivamente,
interagindo com o grupo carboximetil do angico. Autores também observaram o
aparecimento de uma nova banda em 1555 cm™, indicando a presenca de grupos
NH;" o que evidencia a formacdo do complexo polieletrolitico entre quitosana e
goma do cajueiro carboximetilada [MACIEL et a/, 2005].

No espectro da cloroquina observa-se que 0s espectros apresentam
bandas largas na regido de 3500 a 3400 cm™, as quais sdo atribuidas & deformacao
axial simétrica e assimétrica de N-H. Na regido de 3101 a 3000 cm™ estdo
relacionadas a deformacao axial de C-H dos anéis aromaticos, ja na regido de 2939 a
2801 cm™ as bandas estdo relacionadas com as deformacdes axiais de C-H alifaticos.
O sinal em 1614 cm™ refere-se a deformacdo angular de N-H no plano e em 1555
cm? a deformacdo angular de amina Il aromética. Em 1453 cm™ refere-se a
deformacdo axial de C-N e em 1368 a 1338 cm’ a deformacdo axial de C-N
aromatica. As absorcées entre 1250 a 1100 cm™ sdo referentes & deformacéo axial de
C-N das aminas Il e Il alifaticas e em 943 a 600 cm™ devido a deformacdo angular
simétrica e assimétrica de C-H fora do plano [SILVERSTEIN, WEBSTER e KIEMLE, 2006].

ApOs a incorporagdo (CMAO0,63QTaCQ) é observado que as bandas sofrem
sobreposicdo, entretanto, um deslocamento de 9 cm™ na regido de 1453 cm™ é

observado, dando um indicio da presenca de cloroquina na nanoparticula.
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4.2.2 Avaliacao dos parametros que influenciam o tamanho das nanoparticulas
de gomas do angico carboximetilado e quitosana

4.2.2.1 Efeito da massa molar de quitosana nos complexos de CMAQT

A Figura 33 apresenta o efeito da massa molar da quitosana no tamanho
das particulas de CPEs com a goma do angico carboximetilada. Neste experimento, a
solucdo de CMA com GS igual a 0,20 é adicionada a quitosana (CMA 0,20 QT).

I—=—cmA 0,20 QT
457 e CMA 0,20 QTa

4
l
15 20

n+/n-

Figura 33. Efeito da massa molar de quitosana para complexos CMAQT na concentracdo de 1,5 x 107

g.mol™ (** P < 0,05).

Na adicao da solucao de goma carboximetilada (CMA) em QTa nas razoes
n+/n- de 0,1 a 20, os valores de tamanho das particulas variam de 7 a 24 nm e para
os PECs de QTb variam de 14 a 35 nm. Quando n+/n- > 4, as particulas do CPE
formadas com QTa sdo menores do que as formadas com QTb. Isto indica que o
efeito da massa molar da quitosana s6 tem influéncia quando existe excesso de
cargas positivas no meio. O comportamento e os valores de tamanho em funcao da
razao de cargas n+/n- sdo similares ao observado para os complexos de goma nao
modificada (GA) e QTa.
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4.2.2.2 Efeito do grau de substituicdo da goma carboximetilada

O efeito do aumento do grau de substituicdo da goma do angico
carboximetilada no tamanho das particulas formadas com quitosana de alta e baixa

massa molar é mostrado na Figura 34.
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Figura 34. Efeito do grau de substituicdo na formacdo dos CPEs com concentragdo de 1,5 x 107

g.mol‘l dos polieletrolitos de partida: a) Quitosana de alta massa molar (** P<0,05) e b) Quitosana

de baixa massa molar (** P < 0,05).
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Na Figura 34a, quando a carga da goma do angico carboximetilada €
baixa (GS = 0,20), particulas pequenas (~14 a 30 nm) sdo observadas. Aumentando o
GS para 0,63 observa-se que o diametro das nanoparticulas ndo foi alterado nas
razdes n+/n- 0,1 a 0,8 onde se tem excesso de cargas negativas, porém quando a
razdo n+/n- = 1 os PECs aumentam de tamanho consideravelmente para 636 nm e a
medida que a razdo n+/n- aumenta o didametro decresce até 340 nm para n+/n- =
20. Comportamento semelhante é visto na Figura 34b com aumento de didametro na
razdo n+/n- = 1 de 487 nm e permanecendo estavel (~100 nm) para razdes n+/n- de
6 a 20. O aumento de tamanho que ocorre a partir da razdo 1 pode ser devido ao
recobrimento da nanoparticula por segmentos de quitosana apdés a completa
interagao entre cargas, visto que o aumento de tamanho acontece quando se tem

quitosana em excesso.

4.2.2.3 Efeito da ordem de adicao

Quando a ordem de adicdo € invertida (Figura 35), CPEs com
carboximetilado de GS = 0,63 tém uma diminuigdo bastante significativa no
didmetro, atingindo tamanhos de até 36,1 nm. Observa-se que esse efeito ndo

causou grandes alteracdes no didametro dos CPEs de CMA com GS = 0,20.
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Figura 35. Inversdo da ordem de adi¢do na formacdo dos CPEs: a) CMAQ,63 (** P<0,05) e b) CMAO0,20

(*** P < 0,05). As concentracdes dos polieletrélitos de partida foram de 1,5 x 107 g.mol‘l..

A mudanga da ordem de adigdo dos polieletrélitos possui uma grande
influéncia no tamanho das nanoparticulas para CPEs formados com CMA com GS =
0,63 (Figura 36a). Neste caso, a adicdo de quitosana a solucdo CMA (QTaCMAO,63)

produz particulas pequenas para todos os valores de n+/n- investigados. Como
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discutido no item anterior a adicdo de CMAOQ,63 a quitosana provoca aumento no
tamanho das particulas quando n+/n- > 1, devido a quitosana em excesso continuar
recobrindo a nanoparticula ja formada.

Neste caso, particulas formadas com QTa sdo maiores que QTb. CPEs de
quitosana de baixa massa molar (5 x 10> g.mol™) com grau de desacetilacdo de 15%
e sulfato de dextrana (1,5 x 10° g.mol™) apresentaram valores entre 200 a 250 nm nas
razdes n+/n- entre 2 a 15 para os complexos formados com forga idnica de 0,05M de
NaCl [SCHATZ et al, 2004b]. JINTAPATANAKIT et al, [2007] sintetizaram CPEs de
trimetilquitosana-insulina, onde obtiveram particulas variando de 104 a 443 nm de
diametro. Complexos polieletroliticos de quitosana (4,47 x 10* g.mol™) e alginato (4,1
x 10% g.mol™) foram sintetizados e os autores obtiveram didmetros de particulas de
526 nm. Observaram também que tanto quitosana como alginato de baixas massas
molares produziam particulas menores [SAETHER et al, 2008]. CPEs de quitosana
com grau de desacetilacio de 85 % e massa molar de 4 x 10° g.mol® com
enoxaparina foram obtidas com as nanoparticulas de 697 nm. Os autores observaram
que o tamanho de particula diminui com o decréscimo da massa molar de quitosana
[SUN et al, 2008].

TIYABOONCHAI e LIMPEANCHOB, [2007] descobriram um sistema de
liberacao nanoparticulados para anfotericina B em QT/sulfato de dextrana reticulados
com sulfato de zinco. Essas nanoparticulas possuiam tamanho de 600 a 800 nm com
indice de polidispersividade de 0,2, indicando uma distribuicdo monodispersa e o
potencial Zeta de -32 mV indicando uma carga negativa relativamente forte na
superficie da particula. A eficiéncia de incorporagao foi de 65%.

Resumindo, com a metodologia aplicada neste trabalho foi possivel obter
particulas formadas por complexacao eletrolitica com tamanhos inferiores ao

observado pelos autores mencionados anteriormente.
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4.2.2.4 Estudo de polidispersividade

Para polimeros naturais, valores de IPD menores que 0,4 sdo considerados
de baixa polidispersividade, valores maiores que 0,4 consideram-se nanoparticulas
polidispersas. [SCHATZ et al, 2005; SEATHER et al/, 2008; DU et al, 2005; SARMENTO
et al, 2006; CUl e MUMPER, 2001; BUCCHAMMER et al, 2003]. A investigacao da
polidispersividade (IPD) é importante no estudo de tamanho de nanoparticulas, pois
determina a quantidade de particulas com mesmo tamanho que estdo presentes em
solugdo. Os valores de polidispersao (IPD), como mostrado na Figuras 36, apresentam

comportamentos semelhantes em relacdo a massa molar de quitosana.
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Figura 36. indice de polidispersdo para os complexos polieletroliticos.
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Os valores de IPD para CPEs de CMAQ,20 vao diminuindo a medida que a
razado n+/n- aumenta ndo importando a massa molar da quitosana e a ordem de
adicdo. Observa-se também que nas razdes de cargas n+/n- > 1 os CPEs sdo
considerados de baixa polidispersividade. Este comportamento ndo é observado para
CPEs de CMAO0,63.
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4.2.2.5 Estudo de estabilidade em funcao do tempo

O efeito do tempo sobre o tamanho das particulas de CPEs de CMAQT e

QTCMA foi avaliado e os resultados obtidos sdo mostrados nas Figuras 37 e 38.
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Figura 37. Estudo de estabilidade com o tempo variando a massa molar de QT e a ordem de adicdo

nas razées n+/n- 0,1, 1 e 10 para CMAO,20 nas concentra¢des de 1,5 x 107 g.mol’1 (*) floculagao.
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Para os CPEs formados pela adicdo de CMA 0,20 a quitosana, a agregacao
ocorre mais rapidamente quando a quitosana de alta massa molar (QTa) é utilizada.

Quando QTa é adicionada a CMA 0,20 este comportamento € inverso para valores de

n+/n- > 1.
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Figura 38. Estudo de estabilidade com o tempo variando a massa molar de QT e a ordem de adicdo

nas razées n+/n- 0,1, 1 e 10 para CMAOQ,63 nas concentra¢des de 1,5 x 107 g.mol’l. ( {) floculagao.
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A adicdo de CMA 0,63 a quitosana provoca agregacdo rapida das
particulas, ndo importando a massa molar da quitosana. Esse efeito é mais evidente
para valores de n+/n- > 1. O decréscimo no tamanho a partir 25 dias deve-se a
sedimentagdo dos agregados. O fendmeno de floculagdo pode ser explicado quando
as particulas estdo em suspensdo, onde particulas maiores possuem movimento
Browniano mais lento do que particulas menores, este movimento é um dos fatores
pelos quais a particula fica em suspensdo, com o aumento gradativo do diametro do
CPE fica cada vez mais dificil sua locomocdo, fazendo com que haja uma
desaceleracdo do movimento Browniano e consequentemente a particula sedimenta

(forca gravitacional) [ZETASIZER, 2005].



4.2.2.6 Estudo de potencial Zeta
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A Figura 39 apresenta as curvas de potencial Zeta para os complexos

polieletroliticos de CMA adicionadas em QT e sua inversdo de adigao.
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Figura 39. Curvas de potencial Zeta: a-b) CPEs de CMA DS = 0,20 variando a massa molar de QT e

ordem de adigdo, c-d) CPEs de CMA DS = 0,63 variando a massa molar de QT e ordem de adi¢do nas

concentraces dos polieletrélitos de 1,5 x 10°° g.mol ™.

Em geral, as curvas de potencial Zeta para os PECs de CMAQT ou QTCMA

assumem perfis semelhantes, ou seja, em razées n+/n- < 1 possuem potenciais

negativos e em razbes n+/n- > 1 os potenciais sao positivos, com excecao das
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nanoparticulas de CMAO0,63 (Figura B). Na Figura 39 C e D, quando a ordem de adi¢do
dos polieletrolitos é invertida, particulas de QTCMA com GS = 0,20 apresentam
potenciais negativos na razao n+/n- < 1, alcancando um potencial de — 20 mV. Em
razdes n+/n- > 10 observa-se a formacdo de particulas com potencial mais positivo
atingindo valores de aproximadamente + 50 mV. As particulas de QTCMA com GS =
0,63 obtiveram potenciais menos negativos na razdo n+/n- > 1, porém para
particulas de QTb, nas mesmas razdes, valores de { tenderam a zero. Neste caso, o
grau de substituicao influencia nos valores de potencial Zeta.

Observa-se que com o aumento da densidade de cargas do polissacarideo
e a razdo estequiométrica das cargas n+/n- de ambos polieletrélitos sdo fatores que
podem predizer a estabilidade do CPE em solugdo. Razbes de carga proximas ou
igual a 1 indicam equidade entre os grupos COO™ e NH3", o que ocasiona a formagéo
de uma particula mais neutra, diminuindo o potencial Zeta. O impedimento estérico
de ambos os polieletrélitos pode ser o fator pelo qual ndo ocorra a interacao total de
cargas. Quando esta razdo entre cargas se distancia de 1 o potencial Zeta torna-se
mais positivo ou negativo, indicando que, na superficie da particula, ocorre forte
repulsdo favorecendo a suspensdo na solucao, evitando o efeito de floculagao.

LIN et al, [2009] observaram que PEC de quitosana/heparina na razao
n+/n- = 1 ndo teve seu valor de potencial medido devido a intensa formacédo de
aglomerados. GAROZI| et al, [2009] observaram potencial Zeta de + 30,0 mV para
PECs de alginato/quitosana na razao n+/n- =1; SAETHER et al, [2008] observaram
que razdes de cargas do complexo polieletrolitico de alginato/quitosana prdximas de
1 favoreceram a formagdo de particulas instaveis. O potencial Zeta decresceu de -
40,0 mV na razao de carga 0,3 para 0 mV na razdo de carga 1 e um potencial de
+40,0 mV na razdo n+/n- 3.

MOURA et al, [2008] conseguiram sintetizar nanoparticulas de quitosana
com acido metacrilico com potenciais que variaram de -500 a + 50,0 mV,
dependendo do pH da solucao. SARMENTO et al, [2007¢] verificaram que o potencial
Zeta era dependente da razao de cargas de quitosana/sulfato de dextrana, mais
positivo em razbes n+/n- maiores e mais negativos quando esta mesma razado

diminuia. Observaram também que na razédo n+/n- = 1 o potencial tende a zero. SUN
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et al, [2008] obtiveram nanocomplexos esféricos pelo mecanismo de autoagregacédo
de enoxaparina-quitosana e cisteina-quitosana com potenciais que variaram de +2,9
a +10 mV. Fot observado que os artigos citados descreveram a estabilidade dos PECs
apenas pelos valores de potencial Zeta, ndo observando o comportamento das

particulas em suspensdo com o tempo.

4.2.2.7 Mecanismos de formacao para os CPEs de CMAQT

A Figura 40 apresenta os diferentes modelos que explicam a formacao do
complexo polieletrolitico de polissacarideo anidnico e quitosana [SCHATZ et al,
2004a; SARMENTO et al, 2007a; JINTAPATTANAKIT et al, 2007; LIU et al, 2007;
SEATHER et al, 2008], de forma a estabelecer uma conclusdo com os sistemas

investigados neste trabalho.

(a) (b)

(©

Figura 40. a) QT envolvendo toda a extensdo da molécula da goma de angico produzindo nucleos

neutros, compactos e superficie carregada. b) QT envolvendo muitas moléculas do angico
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permanecendo no nucleo cargas isoladas causando repulsdo. c¢) Apos a completa interacdo entre

cargas NH;" e COO’, segmentos de quitosana podem recobrir a nanoparticula.

O mecanismo da Figura 40a sugere que quando a goma do angico esta
sendo adicionada a quitosana, a solugdo de QT que estd em excesso pode envolver
toda a extensao do angico neutralizando suas cargas. Este mecanismo pode produzir
particulas mais compactas com cargas neutralizadas em seu interior e excesso de
cargas em sua superficie, o que indica uma estrutura mais estavel como € o caso dos
PECs de CMAO0,20QTb na razdao molar n+/n- = 0,1, a estabilidade que o potencial
Zeta indica é confirmada também pelo estudo da estabilidade em funcao do tempo.

Na Figura 40b, a quitosana pode estar apenas envolvendo as moléculas de
goma do angico fazendo com que alguns segmentos fiquem isolados no interior da
particula sem sofrerem interacdo, facilitando a repulsdo de cargas e aumento do
tamanho da particula. Este comportamento pode ser observado para CMAO,20QT nas
razdes molares 1 e 10 onde ha um aumento gradativo do tamanho de particula.

Na Figura 40c, este mecanismo pode ser relacionado ao CPE de
CMAO0,63QT para razdes n+/n->1, onde ha excesso de quitosana. Observa-se a
formagdo de particulas na faixa de 400 a 600 nm. Esta mudanca de comportamento
pode estar relacionada com o processo de recobrimento, ou seja, apds a completa
interacdo de cargas é possivel que a quitosana em excesso fique recobrindo a
nanoparticula j& formada em uma ou varias camadas. Isso provocaria repulsdo
intensa sobre as cargas que ficaram no recobrimento fazendo com que o tamanho
aumente consideravelmente. Este fato pode ser confirmado pelos valores de
potencial Zeta, onde as nanoparticulas apresentaram valores altos.

Outros aspectos também podem ser considerados, como a concentragdo
muito alta de ambos os polieletrélitos, que podem formar aglomerados
aleatoriamente ao invés de estruturas compactas [SARMENTO et al, 2007b; SCHATZ
et al, 2004b].
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4.2.2.8 Liberacao de cloroquina

A nanoparticula utilizada para a incorporacao foi CMA0,63QTa na razédo de
carga n+/n- 4 com tamanho de 431 + 2,2 nm, pois foi a que obteve melhor
capacidade de retencdo da cloroquina, 43 + 0,3 %. A Figura 41 mostra o

comportamento da liberacdo da cloroquina em agua e em tampao fosfato pH 7,4.
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Figura 41. Curvas de liberacdo de cloroquina livre (a) e apds incorporacdo em nanoparticulas de

CMAQ,63QTa na razdo n+/n- 4 (b) em agua (pH 5,8) e em tampao fosfato (pH 7,4) a 37 °C.
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Na Figura 4la o perfil de liberagcdo do farmaco livre mostrou que em 50
minutos é liberado 97 % da cloroquina em agua (pH 5,8) e em tampao fosfato pH 7,4
a liberacao foi de 98% em 30 minutos. Na Figura 41b a liberacao da cloroquina
incorporada na matriz fol lenta para pH 5,8 pelo fato de ter liberado apenas 20 % em
22 dias (576 horas). Isto pode ser devido a grande interacdo eletrostatica de ambos
polieletrélitos, promovendo uma estrutura rigida e permitindo um baixo
intumescimento retardando a difusdo do farmaco da matriz.

Observando a curva em pH 7,2, nota-se que a liberagdo é rapida, pois
libera 84 % em 6 horas, contudo a liberagdo s6 atinge o equilibrio em 10 dias (240
horas), este comportamento indica que nas primeiras horas o aumento do pH
contribuiu para o enfraquecimento da interacdo entre COO™ de angico
carboximetilado e NH3" da quitosana que permitiu um maior intumescimento,
acelerando o processo de liberacdo do farmaco e dissolugdo no meio, apds esse
tempo que o CPE liberou lentamente deve ter sido pelo fato da matriz ter atingido
seu equilibrio de intumescimento.

Mesmo comportamento fol observado para liberacdo de diclofenaco de
sédio através de nanoparticulas de goma kondagogu e quitosana com diametro de
200 nm aproximadamente. As nanoparticulas tiveram maior capacidade de
incorporacao, cerca de 64 % e liberaram quase 100 % do farmaco em 4 horas [NAIDU
et al, 2009]. Outro comportamento semelhante ocorreu para nanoparticulas de
quitosana e poli(acido aspartico) obtidas por complexacdo polieletrolitica. A
capacidade de incorporagdo de BSA foi de 90 % e sua liberagdo em pH 7,4 foi rapida,
liberando 90 % da proteina incorporada em 20 horas [SHU et al, 2009].
Nanoparticulas de quitosana carboximetilada (DA= 81 % e MM = 54 x 10° g.mol™) e
acido linoléico foram utilizadas para incorporagdo da adrimicina, um quimioterapico.

Os autores observaram que a liberacao em pH 7,4 apresentou inicialmente
efeito de erosdo liberando de 26 a 44 % durante 12 horas, em seguida uma liberacao
sustentada foi observada de 40 a 70 % em 7 dias de estudo. A erosdo ocorrida no
inicio da liberagdo se deve ao fato da adrimicina estar adsorvida na superficie da

matriz. Ja o mecanismo associado a baixa liberagdo pode ter sido pela forte interacdo



92

entre os segmentos do acido linoléico e adrimicina, como também o alto grau de
substituicdo da quitosana formando um nucleo hidrofébico e rigido [TAN e LIU,
2009]. Nanoparticulas de trimetil quitosana (DA = 85 % e MM = 5 x 10°g.mol ™) com
insulina foram obtidas com tamanhos aproximados de 200 nm; a capacidade de
incorporacao foi baixa (17,2 £ 4,3 %) e a liberacdo foi de 90 % em 4 horas [YIN et al,
2009]. Estudo de incorporacao e liberagao foram realizados para CPEs de quitosana,
sulfato de dextrana e alginato reticulado em Ca®". As nanoparticulas tiveram
tamanhos entre 400 a 600 nm aproximadamente. A eficiéncia de incorporacao foi de
85 % de insulina. A liberagdo sequienciada fot de 20 % em 120 minutos em simulacdo
do fluido géstrico e acima de 80 % em fluido intestinal [WOITISKI et al, 2009].

A cinética de liberacdo de cloroquina fol descrita por RIGER e PEPPAS,
1987. O grafico de log MyM.. versus log t mostrado na Figura 42, indicam que valores
de n obtidos sdo de 0,18 e 0,31 para cloroquina sendo liberada em agua e em
tampéao fosfato pH 7,4 0,1 M respectivamente, caracterizando um fenédmeno nao
Fickiano de liberacao, ou seja, a matriz passa por relaxacao da cadeia seguida de

difusdo do farmaco.
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Figura 42. Gréfico de log My/M,, versus log t para liberacdo da cloroquina através da nanoparticula de
CMAO0,63QTa n+/n- 4 a temperatura controlada de 37 °C.
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4.3 Sintese de nanoparticulas a base de angico enxertado com acido acrilico

A preocupacao de sintetizar nanoparticulas a base de polissacarideo pela
reacdo de copolimerizacdo com acido acrilico fot a utilizagdo do iniciador nitrato de
amonio cérico pelo fato da possivel destruicdo da cadeia principal do polimero
"backbone’, porém a analise de infravermelho descartou esta hipotese devido ao
aparecimento das bandas caracteristicas da ligacdo glicosidica apos a reacao.

Outra preocupacao fol a possivel formacdo do homopolimero como reagdo
majoritaria, contudo a andlise de tamanho de particula como também de
infravermelho mostram que a enxertia foi realizada com sucesso, pelo fato do
tamanho inicial de particula do acido ser de 417 nm e do angico 8 nm, apods a sintese
as nanoparticulas permaneceram com tamanhos de aproximadamente 17 nm em
média. O infravermelho indicou a presenca de grupos COO- do acido poli(acrilico)

no polissacarideo devido a banda em 1555 cm™.

4.3.1 Caracterizacao por Infravermelho

A Figura 43 mostra os espectros da goma do angico e das nanoparticulas
de goma do angico enxertadas com acido acrilico nas razdbes NPGA2 e NPGAlb
(Tabela 8).

A goma apresenta bandas atribuidas a vibragdo de estiramento do O-H
(3422 cm™) e de C-H (2930 cm™), além da vibracdo de deformacdo do O-H da agua
em 1647 cm™, bandas intensas devido a vibracdo de estiramento C-O-C das ligacSes
glicosidicas e da deformacdo do alcool. A literatura mostra que o espectro de
poli(acido acrilico) (PAA) possui uma banda forte em torno de 3500 cmte 2924 cmt
atribuidas as vibracbes de estiramento dos grupos O-H e CH, respectivamente
[SILVA et al, 2009].



94

NPGA2

©

[&]

C

<«

£

o

(%}

< NPGA1lb
Angico

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
NUmero de onda (cm’™)

Figura 43. Espectros de Infravermelho do angico e nanoparticulas.

As vibragdes simétricas e assimétricas dos grupos carboxilato do PAA
estdo presentes nas regides de 1564 - 1539 cm™ e 1408 — 1419 cm’’, respectivamente
[TANG et al, 2006; HUA e WANG, 2009 e HU et al, 2002]. Absor¢des em 1000 — 1200
cm™ sdo observados com mais evidéncia para NPGA2, indicando a reticulacdao com
bis-acrilamida (MBA) apos a enxertia. As nanoparticulas de GA e AA apresentam um
ombro em 1563 cm™ (NPGALb) atribuidas a vibracdo de estiramento do COO- do

carboxilato, indicando a presenca de PAA na nanoparticula.
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4.3.2 Caracterizacao por tamanho de particula

A reacdo de enxertia ocorreu pela adicdo do poli(acido acrilico) no
polissacarideo produzindo nanoparticulas com tamanhos de aproximadamente 20
nm. A Figura 44 mostra o perfil de distribuicdo de tamanho para os polimeros de
partida e da nanoparticula formada. A Figura 45 apresenta a distribuicdo do tamanho
das nanoparticulas preparadas pela polimerizacdo em varias razdes molares (unidade

glicosidica/AA) e os valores estdo representados na Tabela 8.
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Figura 44. Perfis de distribuicdo do didametro dos polimeros precursores e da nanoparticula NPGAlb.
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Figura 45. Perfis de distribuicdo do didmetro das nanoparticulas apds secagem e redispersdo em
agua.
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Tabela 8. Valores de potencial Zeta, tamanho de particula apds dispersdo em agua e rendimento

reacional.
Amostras UG*/AA AA/CAN Pico 1 IPD Pl Rendimento
Nm (mV) %

Angico 84x01 0,46 - -
PAA 417,3+2,5 1,00 -130+12 -
NPGAl 10 7 194+1.2 030 -131+07 50,7
NPGA?2 10 10 6,4+ 0,5 049 -291+28 52,6
NPGA3 2,0 7 183+1,6 059 -172+14 47,7
NPGA4 30 7 121+0,6 026 -203+08 46,3
NPGAlb 4,0 7 159+0,7 064 -174+0,3 81,7

E mostrado que tanto para GA como para as nanoparticulas, a distribuicio
do diametro se mostra preferencialmente unimodal. A nanoparticula de razdo molar
GA/AA = 1 e AA/CAN = 7 apresentou um diametro de 19,4 nm com indice de
polidispersdao de 0,3. Diminuindo a quantidade de iniciador, em AA/CAN = 10,
observa-se que o diametro atinge um valor de 159 nm. Contudo o perfil da
distribuicido de tamanho ndo é mais uniforme, apresentando um indice de
polidispersividade de 0,64. Nanoparticulas sintetizadas apenas com acido poliacrilico
(PAA) apresentaram tamanho superior (417 nm) ao observado nas nanoparticulas de
goma do angico enxertada com acido acrilico (NPGA). Apesar do tamanho de
particula ndo sofrer grandes alteraces, a quantidade menor de iniciador leva ao
aumento do rendimento que sobe de 50 a 81 %.

Comparando os resultados com os da literatura, constata-se que a sintese
de nanoparticulas de dextrana-PAA [TANG et al, 2006] produz particulas maiores que
as obtidas neste estudo. Os autores conseguiram um diametro de 1004 nm nas
mesmas condicOes reacionais da amostra NPGAlb. Ja para nanoparticulas de sulfato
de dextrana-PAA os polimeros possuem cargas iguais, promovendo um aumento de
tamanho devido a repulsao eletrostatica.

Nanoparticulas de cajueiro/PAA foram investigadas nas mesmas razoes
molares de unidade glicosidica/AA e AA/MBA [SILVA et al, 2009]. Os autores
obtiveram tamanhos de 71 a 603 nm, concluindo que o aumento da razdo unidade

glicosidica/AA de 0,5 a 2,0 leva a um aumento consideravel ao tamanho de particula
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de 71,1 nm a 603 nm, respectivamente, o que ndo ocorre para nanoparticulas de
angico-PAA deste estudo. HU et al, [2006] obtiveram uma nanoparticula de QT-PAA
na razao molar de 1 (unidade glicosidica /AA) com um diametro de 206 nm com
baixa polidispersividade. XIAOJUN et al, [2009] conseguiram nanoparticulas de
hidroxipropil celulose enxertadas com acido acrilico de tamanhos entre 100 a 400
nm. Nanoparticulas de dextrana enxertada com poli(N-isopropilacrilamida) tiveram
um diametro entre 73 a 98 nm [PATRIZI et al, 2009].

Os resultados do potencial Zeta (Tabela 8) mostram que a superficie das
nanoparticulas NPGA tem carga superficial negativa, e isto € comum devido os dois
polimeros terem natureza anidnica, sendo que o angico em bem menor quantidade.
Como o PAA possui maior quantidade de cargas, o excesso sera absorvido na
superficie da nanoparticula [HU et al, 2002] aumentando as cargas na superficie e
consequentemente deixando o potencial Zeta mais negativo. O mesmo efeito
acontece para nanoparticulas de goma do cajueiro/PAA, porém observa-se valores
inferiores aos deste estudo (-7,7 a -14 mV) [SILVA et al, 2009].

O potencial Zeta das nanoparticulas ndo sofreu tendéncia em relagdo as
razdbes AA/CAN e unidade glicosidica/AA, porém o potencial apresentou valores
negativos entre -13,0 a -29,0 mV. Valores pequenos de potencial, como é o caso de
NPGA1l, podem indicar, além de poucas cadeias de PAA, envolvimento por
segmentos de GA, os quais podem estar localizadas principalmente na parte interior
da nanoparticula [TANG et al, 2006].

4.3.3 Efeito do pH

O comportamento do didametro das nanoparticulas em relacdo ao pH foi
investigado. A Figura 46 mostra o perfil da distribuicdo de tamanhos para

nanoparticulas secas e redispersas em tampao fosfato em pH 4 a 9,5 (Tabela 9).
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Figura 46. Influéncia do pH nos didametros das nanoparticulas de NPGALDb.

Tabela 9. Valores do tamanho de particula para NPGAlb em fungéo do pH.

pH

Diametro (hm)

5,8 (agua)
4,0
6.8
7.4
8,0
9,5

15,7+0,7
22,2+0,5
22,2+0,5
201x51
179+09
179+17
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A distribuicdo de tamanho de particula foi unimodal em todos os pHs

investigados e uma variagdo pequena de tamanho foi observada com o aumento do

pH do sistema de 4,0 para 9,5. Este comportamento pode ser devido a um alto grau

de reticulagdo na nanoparticula promovendo a diminuigdo da flexibilidade da matriz

polimérica, evitando o efeito de intumescimento.

Observa-se que ndo houve alteracdo significativa, como também néao

ocorreu aumento de potencial Zeta, cujo valor médio foi de -12,4 mV. Efeito

diferente ocorreu para nanoparticulas de goma do cajueiro enxertada com poli(acido

acrilico) em pH 1,8 a 9,0. O tamanho das particulas teve um crescimento bastante
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acentuado com o aumento de pH variando de 390 a 601 nm para a razao de unidade
glicosidica/AA = 1 [SILVA et al, 2009].

Nanoparticulas de hidroxipropril celulose enxertada com N-isopropil
acrilamida e PAA, na razdo massica de 1,7:1:1 (HNAD), respectivamente, ndo foram
sensiveis a faixa de pH de 3,5 a 10, tendo um diametro praticamente constante em
torno de 200 nm, aumentando a quantidade de N-isoproilacrilamida para a razéo
massica de 1,7:1,7:1 (HNAa2) os didametros atingiram cerca de 400 nm para pH 3,5 e
foram decrescendo até pH 7 quando atingiram diametros menores, cerca de 200 nm.
Aumentando o pH para 10, as nanoparticulas sofrem um aumento no seu diametro

novamente ultrapassando os 400 nm [XIAOJUN et al, 2009].

4.3.4 Efeito de secagem

As medidas de tamanho de particula e de potencial Zeta para as
nanoparticulas de goma do angico enxertadas com acido acrilico (NPGA) foram feitas
em dispersdo e depois de secas por spray dryer e redispersas em agua, como

mostrado na Tabela 10.

Tabela 10. Valores de tamanho e potencial Zeta para nanoparticulas antes e depois do processo de

secagem.
Antes da secagem Apos secagem
Diametro (nm) IPD PC Diametro (nm) PC
(mV) (mV)

NPGA1 184 +1,70 054+0,10 -27,6+0,90 19,4+ 1,20 -13,0+0,7
NPGA2 6,5+005 048+0,70 -32,0+5,80 6,4+ 0,50 -29,0+2,8
NPGA3 17,7+1,70 060+0,10 +13,0+2,10 183+ 1,60 -17,2+14
NPGA4 49+010 044+005 -203+0,52 12,1+ 0,60 -20,3+0,8
NPGALb 159+0,70 0,65+0,03 -17,4+0,90 15,9+ 2,70 -17,4+0,3

E observado que o processo de secagem por spray dryer nao interfere no
tamanho e tdo pouco no grau de polidispersividade, com excecdo de NPGA4. Os

valores de potencial Zeta () sofreram uma pequena redugdo para as nanoparticulas
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de NPGAL e NPGA2. Outros processos de secagem foram estudados: o processo de
liofilizacdo provocou grande alteragdo na liberagdo de BSA, onde toda a proteina foi
liberada nos primeiros 30 minutos. O processo de centrifugacdo provocou a

formagdo de agregados, tornando a nanoparticula incapaz de se redispersar.

4.3.5 Estudo de liberacao de BSA

O comportamento de liberagdo do BSA em NPGAlb foi avaliado em
tampao fosfato 7,4 como mostra a Figura 47. A nanoparticula NPGA1b foi utilizada

para incorporacao de BSA, com capacidade de incorporacao de 51 %.

0 150 300 450 600 750
Tempo (horas)

Figura 47. Ensaio de liberacdo in vitro de BSA pela nanoparticula NPGAlb em tampédo fosfato 7,4

0,1M.

Nos primeiros minutos a quantidade liberada foli insignificante, menos de
1 %. Depois do sexto dia, observa-se uma liberacdo de 10 % e a partir do décimo
segundo dia foi liberado aproximadamente 31 % do farmaco, este comportamento

permanece por 5 dias. No vigésimo dia a quantidade de BSA atinge cerca de 46 % e



101

este valor é crescente até o trigésimo dia, quando atinge cerca de 69 % da proteina
liberada.

A cinética de liberacdo de BSA, como mostrada na Figura 48 mostrou que
o perfil de liberagdo é ndo Fickano com valor de n = 7,3, portanto o sistema possui
dois mecanismos: um de relaxacao da cadeia e o outro de difusdo da proteina pela

matriz.
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Figura 48. Grafico de log (My/M..) versus log t para liberacdo de BSA através da nanoparticula NPGAlb

em solucao tampao pH 7,4 0,1 M em temperatura controlada de 37 °C.

A mudanga no comportamento pode ser devido a uma liberacao lenta
onde a proteina sai da matriz por difusdo. Quanto a solubilidade do BSA, esta
proteina se mostra atipica em relacdo as demais, onde a solubilidade aumenta com o
aumento de pH [ALIAS et al, 2008], provavelmente a liberagdo desse sistema em pHs
maiores seria maior. A liberagdo de BSA em nanoparticulas de NPGAlb mostra que
este sistema é promissor para administracdo de farmacos que precisam ser
administrados diariamente, como é o caso da insulina. O tamanho pequeno obtido e
a liberacao lenta contribuem para que esse sistema seja promissor para

administracao intravenosa.
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Nanoparticulas de amilose enxertada com 2-hidroxietilmetacrilato (HEMA)
foram sintetizadas com o iniciador CAN para incorporagdo de BSA. Observou-se que
as nanoparticulas tiveram um tamanho aproximado de 50 nm e que a liberacdo de
BSA a 37 °C fol lenta atingindo o equilibrio em 700 minutos. O autor justifica a
liberacdo lenta pelo fato da massa molar de BSA ser alta o suficiente, dificultando a
difusao pela matriz [ALIAS et al, 2008].

Nanoparticulas de hidroxipropilcelulose foram enxertadas com N-
isopropilacrilaamida e AA (HNAb) com tamanho de 200 nm para incorporagao de
teofilina por método fisico. Os autores observaram uma incorporacdo de 12,2 % e
que a liberacdo a 37 °C foi rapida e atingiu o equilibrio em 10 horas para o tampao
de pH 7,4. O perfil da liberacao apresentou 2 mecanismos: na primeira hora ocorre o
efeito de erosao, neste periodo, a teofilina liberada atinge cerca de 50 %, em seguida
ocorre uma liberacdo lenta de 30 % do total do farmaco em 2 horas, e depois a
liberagdo ocorre tao lentamente que atinge o equilibrio [XIAOJUN et al, 2009].

Um caso parecido com este estudo foli a liberagdo de BSA em microesferas
de poli(Acido Latico — co — Acido Glicélico) (PLGA). Foi reportado por WEI et al,
[2004] que um periodo de 4 semanas, o PLGA, com diferentes razGes de acido
latico/acido glicélico, s6 cerca de 30 % de BSA foi liberado para microesferas de
PLGA na razdo de 50/50, enquanto somente 10 % foi liberado para microesferas de
poli(Acido — L — Latico) (PLLA). Observaram também que, nas primeiras 4 semanas, o
mecanismo de liberacdo foi a difusdo ja que microesferas de PLLA sdo mais
hidrofobicas em relagdo as de PLGA. No periodo de 20 semanas, a liberagao ocorreu

devido a erosao.
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CONCLUSAO

Nanoparticulas sintetizadas por complexagdo polieletrolitica entre goma
do angico isolada e carboximetilada com quitosana tiveram tamanhos de 10 a 50 nm,
com excecao das nanoparticulas de CMAOQ,63 que obtiveram tamanhos entre 400 a
600 nm, este aumento foi relacionado ao mecanismo de formacao do CPE onde os
grupos NHs* da quitosana interagem com os grupos COO™ da goma, e seu excesso
provoca um recobrimento na nanoparticula formada promovendo o aumento de
tamanho. Outros fatores influenciaram, tais como: razdo de cargas n+/n-, grau de
substituicdo da goma do angico, ordem de adicdo dos polieletrélitos e tempo de

estocagem em solucéo.

A nanoparticula de CMA0,63QTa na razdo n+/n- 4 com didametro de 431 +
2,2 nm, produzida pelas solucdes polieletroliticas de 1,5 x 107 g.mol™ foi mais
eficiente para a incorporacdo da cloroquina onde 43 + 0,3 % de farmaco foi
incorporado sem que houvesse alteracdo no tamanho da nanoparticula. O perfil de
liberagdo da cloroquina foi lento em agua (pH 5,8), liberou 20 % apds 22 dias. Na
liberacdo de cloroquina em pH 7,4 foi observado que o perfil da curva de liberagdo
fol semelhante a liberacdo em agua, porém muito mais rapida nos 22 dias em
estudo, 89%. Conclui-se que esse sistema é promissor para administracdo via oral a

ser liberado no trato gastrintestinal.

A analise morfolégica mostrou que as nanoparticulas possuem forma
ovalar tanto para CPE de GAQT como para QTGA na razao n+/n- = 1, apresentando

tamanhos de 10 e 14 nm respectivamente.

Nanoparticulas de angico via enxertia por acido acrilico tiveram tamanhos
de 159 nm para a razao AA/CAN 10 com rendimento de 81%, mostrando um
comportamento unimodal. Observou-se que o tamanho de particula praticamente
ndo € alterado quando seca por spray dryer. Os testes iniciais constataram que o
tamanho de particula ndo é dependente do pH. A incorporacao de BSA foi de 50 %

sendo que a liberacdo desta proteina foi lenta nos 30 dias investigados, liberando



104

69%. O tamanho de particula obtido para esta rota, leva a possibilidade de ser

administrada via intravenosa.
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