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RESUMO

A quitosana (QUI) & um biopolimero biocompativel e biodegradavel,
apresentando em sua estrutura grupos amina (-NH2) protonaveis (-NHzs*), os quais Ihe
conferem carater catidnico e por isso na presenca dos grupos carboximetil (-CH2-
COO") da carboximetilcelulose (CMC) estabelecem interacdes ibnicas. Pelo fato
destes polimeros apresentarem cargas em sua estrutura macromolecular sao
chamados de polieletrélitos. O presente trabalho tem como objetivo principal produzir
um complexo polimérico polieletrélitico (CPE) em forma de microparticulas, a partir da
interacdo idnica entre estes polimeros (QUI-CMC). Primeiramente, foi caracterizada a
QUI, determinando sua massa molar viscosimétrica média que foi de 1,47*10° Da e o
grau de desacetilagdo de 92,53%. A formacao das microparticulas do CPE (CHI-CMC)
foi realizada através de técnica de emulséo agua/dleo, usando também dois agentes
de entrecruzamento, um idnico o tripolifosfato de sédio (STPP) e outro covalente o
glutaraldeido (GLA). Apés a formacédo das microparticulas de CEP (QUI-CMC), (QUI-
CMC) com STPP e (QUI-CMC) com GLA estas foram caracterizadas por
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), analise
termogravimétrica (TGA), calorimetria diferencial exploratéria (DSC) e microscopia
eletrbnica de varredura (MEV). O espectro de FTIR confirmou a formacdo da
microparticula de CPE (QUI-CMC), através do deslocamento de bandas
caracteristicas dos polimeros puros como consequéncia da interacao ibnica no CPE
(QUI-CMC). A formacdo da microparticula de CPE (QUI-CMC) mostrou um
comportamento térmico diferente dos polimeros puros, mostrando maior estabilidade
térmica. Também se observou que o uso de agente de entrecruzamento aumenta a
estabilidade térmica das microparticulas. O MEV confirmou a formacdo da
microparticula, mostrando que a morfologia € aproximadamente esférica e que o
carater esférico desaparece quando se usam 0s agentes de entrecruzamento, ainda
mais se estes se entrecruzam atraves de ligacdo covalente, como foi o caso do GLA.
A microparticula foi carregada com um farmaco modelo, o metronidazol, e estudado o
perfil de sua liberacdo em meios de diferentes pH a temperatura de 37°C. A liberacao
foi influenciada pelo pH sendo maior a pH=6,8 e no sistema CPE (QUI-CMC) sem

agente de entrecruzamento.
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ABSTRACT

Chitosan (CHI) is a biocompatible and biodegradable polymer, presenting amine
groups (-NH2), potentially protonated (-NHs") in its structure, which confer cationic
character. Therefore in the presence of carboxymethyl groups (-CH2-COO-) of
carboxymethylcellulose (CMC), can be established ionic interactions between these
polymers. These polymers are called polyelectrolyte due to present charges on their
macromolecular structure. This study aims to produce a polyelectrolyte complex (PEC)
in the form of microparticles due to the ionic interaction between these polymers (CHI-
CMCQC). Firstly, the CHI was characterized by determining its viscosimetric average
molar mass, which was 1.47 x 10° Da, and its deacetylation degree of 92.53%. The
formation of PEC (CHI-CMC) microparticles was performed by means of emulsion
water/oil technique, using also two crosslinking agents, sodium tripolyphosphate
(STPP) (ionic crosslink) and glutaraldehyde (GLA) (covalent crosslink). After the
formation of the PEC (CHI-CMC), (CHI-CMC) with STPP and (CHI-CMC) GLA
microparticles these were characterized by infrared spectroscopy with Fourier
transform (FTIR), thermogravimetric analysis (TGA), differential scanning calorimetry
(DSC) and scanning electron microscopy (SEM). FTIR spectrum confirmed the
formation of PEC (CHI-CMC) microparticle through displacement of characteristics
band of the pure polymers as a result of ionic interaction in the PEC (CHI-CMC). The
formation of CPE (CHI-CMC) micropatrticles showed a different thermal behavior of
pure polymers, showing greater thermal stability. It was also observed that the use of
crosslinking agent increases the thermal stability of the microparticles. SEM confirmed
the formation of the microparticle, showing that the morphology is roughly spherical
and that the spherical character disappears when using the crosslinking agents. The
spherical character disappears further if they are interwoven by covalent bonding, as
in the case of GLA. The microparticle was charged with a model drug, metronidazole,
and studied the profile of its release in different pH media at temperature of 37 ° C.
The release was influenced by pH. The release is more effective to higher pH = 6.8

and PEC (CHI-CMC) system without crosslinking agent.
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1. INTRODUCAO

Os estudos das interacdes entre os polimeros sdo um campo da quimica que
se desenvolvem intensamente na atualidade, devido a sua grande importancia, tanto
do ponto de vista cientifico, como pratico. A formacao de complexos interpoliméricos
atrai muita atencdo, pois esses compostos possuem propriedades Unicas que
permitem a sua aplicacdo em tecnologia, medicina e outros campos. As investigacdes
das reacfes intermoleculares sdo de interesse para a modelagem de processos
complicados, como o0s sistemas bioldgicos. Por essa razdo se tem estudado e
caracterizado um grande nimero de complexos interpoliméricos (BEKTUROV,1997).
Em particular, os complexos polieletroliticos CPEs sdo obtidos por mistura de
solucBes aquosas de dois polimeros de cargas opostas (polieletrélitos). No complexo
resultante, as macromoléculas se ligam por ligacdes ibnicas, embora as interacoes
por ligagbes de hidrogénio e forcas de van der Waals podem, em certos casos,
desempenhar um papel importante na estrutura final do CPE (SCHATZ,2004).

Entre os polieletrélitos, a QUI tem sido estudada para aplicacdes biomédicas e
farmacéuticas, devido as suas excelentes propriedades em termos de
biodegradabilidade, biocompatibilidade e baixa toxicidade, e também pelos complexos
que esta forma com outros polimeros, e suas diferentes caracteristicas, que
dependem do polianion. Nos ultimos anos, a maioria das investigacdes sobre CPEs
de QUI tem sido preferéncialmente orientada para a preparagao e caracterizacédo de
dispositivos que podem ser Uteis nestas aplicacdes, tanto sob a forma de hidrogéis,
filmes ou particulas (KUMAR,2004) (GEORGE, 2006) (RINAUDO, 2008). Assim, tém
sido estudados hidrogéis e filmes de CPEs de QUI com DNA, proteinas e polimeros
aniénicos sintéticos e de origem natural (AHN,2002) (LEE,2009) (BHATTARAI,2010).
Estes compostos podem ser utilizados em particular no encapsulamento de drogas
terapéuticas.

A vantagem dos CPEs em aplicacbes farmacéuticas, como sistemas de
liberacdo de farmacos, reside no fato de néo precisar do uso de agentes de reticulagéo
para a formacdo do complexo polimérico, reduzindo assim a toxicidade e outros
efeitos indesejaveis destas substancias. Quando existe interagdo i0nica entre o

polieletrdlito e a droga, a liberacdo desta pode ser comprometida, porém estes



sistemas tém sido muito estudados nos ultimos anos como sistemas de liberacdo
controlada de farmacos.

Dentro os sistemas baseados em CPE, as microparticulas oferecem
caracteristicas vantajosas, uma vez que facilitam o transporte eficiente do farmaco
para as areas de absor¢do dentro do corpo. No entanto, o CPE da QUI com CMC foi
pouco estudado para este fim, e tem um grande potencial devido as caracteristicas
dos dois polissacarideos que constituem o complexo (BIGUCCI,2008) (OYARZUN-
AMPUERO,2009) (BRIONES,2010). Portanto, o objetivo da presente Dissertacao de
Mestrado é preparar e caracterizar microparticulas do CPE da QUI com CMC e, avaliar
de maneira preliminar seu potencial de aplicagdo como sistema de dosagem de

drogas terapéuticas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 POLIMEROS

Os materiais poliméricos podem ser tanto de origem natural ou sintética, estes
sao formados pela repeticdo de meros, que sdo pequenas unidades estruturais e se
ligam entre si por ligagdes covalentes. Utilizando a definicdo da IUPAC, os polimeros
séo definidos como: “Substancia composta de atomos ou grupo de atomos (unidades
de repeticdo ou mondmeros) interligados entre si em quantidades suficientes para
desenvolver um conjunto de propriedades que nao varie significativamente com a
adicdo de uma ou mais unidades de repeticao” (SILVA, 2006).

Os polimeros naturais, que podem ser tanto de origem vegetal ou animal, séo
produzidos por reacdes bioldgicas. Dentro da classe de polimeros naturais, alguns de
seus exemplares sdo: DNA, as proteinas, o amido, a celulose e a borracha natural.

Os polimeros sintéticos, nascem da necessidade de se aumentar o
desempenho dos polimeros naturais. O grande aumento na sintese e producédo dos
polimeros sintéticos surge na época da terceira fase da revolugédo industrial, mais
especificamente ap0s a segunda guerra mundial. Dentro da classe de polimeros
sintéticos, alguns de seus exemplares sdo: nailon, PVC, siliconas. (LOPES,2012).

A partir de entdo, o interesse no uso destes materiais tornou-se crescente,
sendo aplicados nas mais diversas areas.

As propriedades dos polimeros dependem em grande parte da forma como os
meros se repetem ao longo da cadeia. Os meros podem ser distribuidos ao longo da
cadeia polimérica de maneira:

o Linear: Os polimeros mais simples sdo os lineares, que sao
simplesmente cadeias nas quais todos os mondmeros ficam em uma unica linha.
Quando formados, esses polimeros lineares podem criar fitas, fibras ou formar uma

malha que pode ser muito forte e resistente.

o Ramificada: As unidades se ramificam ao longo da cadeia. Essas
ramificagcbes sdo conhecidas como cadeias laterais e também podem ser longos
grupos de estruturas repetidas. Esses polimeros ainda podem ser classificados pela

forma como eles se ramificam a partir da cadeia principal. Polimeros com muitas



ramificacBes sdo conhecidos como dendrimeros, moléculas que podem formar redes

guando resfriadas.

o Reticulada: Os meros formam longas cadeias, ramificadas ou lineares,
que podem formar ligacdes covalentes entre suas moléculas. Devido as suas ligacdes
covalentes formadas entre as cadeias, as quais sdao muito mais fortes que as
interacOes intermoleculares, os polimeros reticulados sdo mais resistentes e estaveis.
Um exemplo disso é quando a borracha natural é vulcanizada, o que significa que foi
aquecida para que as moléculas de enxofre formem ligagdes umas com as outras
entre as cadeias do polimero. Essa diferenca em forca € notavel quando se compara

rigidez e durabilidade de um pneu de carro e fitas elasticas (AKCELRUD, 2007).

(a) (b) (c)

Figura 1 - (a) Representacéo da cadeia polimérica linear, (b) Representacdo da cadeia

polimérica ramificada, (c) Representacdo da cadeia polimérica reticulada.

Quando apenas uma espécie de monGmero esta presente na estrutura do
polimero, temos um homopolimero. A polimerizagdo simultdnea de dois ou mais
mondmeros denomina-se copolimerizacéo, podendo formar diversas estruturas pela
variacdo de mondmeros e da quantidade destes. Os copolimeros podem ser

aleatorios, alternados ou em blocos, como mostra a Figura 2 (AKCELRUD, 2007).
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Figura 2 - (a) Representacdo de um homopolimero, (b) Representacdo de um
copolimero aleatério, (c) Representacdo de um copolimero alternado, (d)
Representacdo de um copolimero em bloco.

2.2 BIOMATERIAIS

Os biomateriais surgem pelo anseio da melhoria da qualidade de vida. Hoje em
dia, temos uma grande parte dos pesquisadores se dedicando a pesquisa e
desenvolvimento dos biomateriais.

Um biomaterial é definido como qualquer substancia ou combinacdo delas,
sintéticos ou naturais, que pode ser usada como um todo ou parte de um sistema que
trata, aumenta ou substitui qualquer tecido, 6rgao ou funcéo do corpo. O biomaterial
ideal, em termos de resposta biologica, deve ser biocompativel, ou seja, aquele que
ndo causa a destruicdo de elementos celulares, proteinas e enzimas, nem cause
alteracdo plasmatica, danos aos tecidos, cancer ou quaisquer reacdes alérgicas ou
toxicas. (SANCHES, 2010).

Os biomateriais podem ser polimeros, ceramicas, metais ou compdésitos. Entre
0s polimeros biocompativeis temos os biodegradaveis que sdo mais vantajosos em
aplicacbes temporarias, por ndo precisarem de remocao posterior, ndo requerendo
processos cirargicos adicionais. De forma geral, biodegradavel é um termo utilizado
para polimeros e dispositivos solidos que sofrem degradag¢do macromolecular in vivo,
mas sem a eliminacdo de produtos ou subprodutos pelo organismo. Pode se dizer,

polimeros biodegradaveis podem ser atacados por elementos bioldgicos afetando a



integridade da cadeia polimérica, formando-se fragmentos e subprodutos de
degradacéo, estes podem ser removidos do local de agdo, mas nao necessariamente
do organismo (FIALHO, 2007).

Os polimeros biocompativeis sdo excelentes biomateriais uma vez que tém a
capacidade de simular um tecido do proprio corpo, assim ndo geram qualquer
substancia estranha a este, ndo gerando resposta do sistema imunoldgico, sendo
rapidamente integrados ao organismo sem reac¢0des inflamatérias. Um polimero natural
biodegradavel e biocompativel é a QUI, polimero este que sera usado no presente
trabalho.

A utilizacdo dos biomateriais é vasta, principalmente na industria farmacéutica.
Os complexos interpoliméricos estdo sendo amplamente estudados para serem

utilizados em sistemas de liberacdo controlada de farmacos (BARBANTI, 2005).

2.3 COMPLEXOS INTERPOLIMERICOS

Os complexos interpoliméricos sdo agregados resultantes das associa¢des que
existem entre os polimeros, inclusive em solu¢des diluidas. A estabilidade destes é
dada em grande parte pela natureza das interacdes que predominam entre as cadeias
macromoleculares. Os complexos interpoliméricos podem ser chamados de
compostos, pois apresentam composicao e propriedades que permitem considera-los
como substancias individuais. Ou seja, as propriedades do complexo formado pela
mistura das macromoléculas que interagem entre sim, tais como: condutividade, pH,
temperatura de fuséo, viscosidade intrinseca, etc, ndo cumprem a regra de aditividade
e se diferem de seus componentes iniciais (BEKTUROV,1997).

Podemos classificar os complexos interpoliméricos de acordo com as suas
forcas de interacdo da seguinte maneira (SCHATZ,2004) (RINAUDO,2008):

o Complexos polieletrdlitos: Se obtém a partir da interagdo entre acidos e
bases macromoleculares ou seus sais e séo estabilizados por ligagdes ibnicas. Sao
mais abundantes e séo estudados em detalhes.

o Complexos estabilizados por ligacdo de Hidrogénio: Se formam por
combinacédo de polimeros covalentes que possuem unidades aceptoras de prétons

com aqueles que possuem unidades doadoras de protons.



. Complexos de coordenacdo: Se formam entre polimeros e ions
metalicos, e se estabilizam por ligacdo de coordenacdo. Esses complexos sao
escassos e estdo poucos caracterizados.

. Complexos de transferéncia de carga: Se formam entre polimeros
aceptores e doadores de elétron e se estabilizam por interacdo de transferéncia de
carga.

. Estereocomplexos: Complexos entre estereocisomeros, 0S quais se
estabilizam por interacdo de Van der Walls, dando lugar a uma estrutura altamente

ordenada.

Deve-se levar em conta que as classificacbes citadas acima estédo
simplificadas, pois existem complexos estabilizados por dois ou mais tipos de forca de
interacdo. Nota-se também que além do tipo fundamental de ligacdo, os complexos
poliméricos podem ser estabilizados por intera¢cdes secundarias, como € o caso das
hidrofébicas (BEKTUROV,1997).

2.4 COMPLEXOS POLIELETROLITOS

Os polieletrélitos sdo macromoléculas que contém um numero relativamente
grande de grupos funcionais. Quando as forcas atrativas principais que condicionam
a agregacao dos polimeros sédo do tipo eletrostaticas, a interacdo entre os grupos
ionizaveis das macromoléculas em solu¢do aquosa leva a obtencdo de um CPE
(KUMAR, 2004) (GEORGE,2006). Assim, a reacdo de um &cido polimérico com uma

base polimérica resulta em seus sais respectivos, de maneira geral, como se mostra

na Figura 3.
AX Y AT T
AX + X =— A" B + nXY
AX Y AT T

Figura 3 - Formacé&o de um CPE.



Como resultado da formagdo do complexo se liberam ions, cuja quantidade é
diretamente proporcional ao numero de grupos ligados no complexo.

De acordo com sua composicdo, os complexos polieletroliticos podem ser
classificados em estequiométricos (CPE-E) e ndo estequiométricos (CPE-N).

No trabalho realizado por PHILLIP et al, 1989, os autores assumiram como
polisais os CPE-E que logo apds sua purificacdo, manteram uma relacdo molar 1:1,
sendo essa a relacdo entre 0s grupos anidnicos e catibnicos, mesmo que seja
adicionado uma quantidade em excesso de um dos polieletrolitos. Dentro desse
intervalo, as variagbes encontradas podem ser tanto na composi¢cao do complexo,
como nas limitacdes de sua reprodutibilidade e precisdo ao se preparar e caracterizar
as amostras.

Os estudos sistematicos sobre a formacdo dos CPE foram iniciados por
MICHAELS,1961, que a partir do cloreto de poli(4-vinilbenzetrimetilamonio) e poli(4-
etenilbenzenosulfonato) de sdédio, obtiveram poli sais com estequiometria 1:1 e
propuseram um modelo de “ovos mexidos”.

Este modelo descreve o complexo como uma estrutura reticular formada pelas
cadeias poliméricas de cargas opostas, na qual as neutralizacdes das ditas cargas se
produzem aleatoriamente. Desde entédo, se tem estudado extensamente diferentes
tipos de complexos intermacromoleculares e suas aplicacbes (BIGUCCI,2008)
(LEE,2009) (BHATTARAI,2010).

A diferenca principal entre os complexos de pequena massa molecular e
aqueles que se formam entre macromoléculas € que nos complexos poliméricos se
tem interacfOes cooperativas entre as cadeias que se complementam quimicamente e
estruturalmente, existindo uma distancia suficiente para que as cadeias possam
interagir entre si (RINAUDO,2008).

Todos os resultados experimentais em reac¢des de intercambio entre poliacidos
ou polibases, ou polisais, indicam o carater cooperativo das reacfes entre as
macromoléculas. Isso significa que a formacdo de um CPE se deve a um
entrecruzamento aleatério que conduz a grandes agregados, sendo que o contato
inicial entre as macromoléculas complementares, se produzem acidentalmente em
algum ponto das cadeias poliméricas e assim com o pareamento ibnico ha a formacéao
de uma ligacdo entre o0s grupos complementares (BIGUCCI,2008)
(BHATTARAI,2010).



Quando as reacfes terminam ha uma alta concentragdo de sais, e o forte
entrelacamento das cadeias impede a formacdo de CPE-E. Nestes sistemas se
formam grandes agregados com composi¢cdes semelhantes a segmentos em forma
de lacos, os quais sao formados por grupos iénicos dos polimeros, que nao se ligaram

entre si como resultado do pareamento aleatério dos segmentos (TSUCHIDA, 1982).

Figura 4 - Representacao da formacao da ligac&o entre os polimeros de um CPE.

De acordo com os estudos realizados com os CPEs, o que leva o0 surgimento
das ligacdes ibnicas entre os polieletrolitos macromoleculares é o fator termodindmico
(AGmistura= AHmistura - TASmistura). Sendo que o aumento da entalpia ocorre devido a
liberacdo de ions no processo e com isso deve exceder a diminuicdo da entropia
ocorrido pela formacéo de novas ligacdes. E por isso que a reacdo entre as cadeias
macromoleculares avanca muito rapidamente. Com isso, a variacdo total da energia
livre (AGmistura) da formag&o do complexo diminui gradualmente com o aumento da

distancia das cadeias dos componentes poliméricos (GEORGE,2006).

2.5 FATORES PRINCIPAIS QUE INFLUENCIAM AS CARACTERISTICAS
DOS CPEs

As particularidades dos CPEs assim como sua aparéncia, sua estabilidade e
composi¢do do produto resultante, dependem das caracteristicas dos polimeros de
partida [estrutura quimica, densidade de carga, for¢ca (natureza do grupo funcional), e
sua concentragdo], do solvente, da forca idnica, do pH e da temperatura. Em algumas
ocasifes a ordem de adicéo dos polimeros pode afetar o produto formado.

Quando a natureza dos polieletrolitos misturados difere, a forca das ligacbes

interpoliméricas depende da combinacdo de polimeros polieletrdlitos fortes e fracos.
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A composicdo dos complexos obtidos a partir da combinacdo entre polieletrdlitos
fortes e fracos geralmente depende do grau de dissociacdo do polieletrdlito fraco. A
formacéo do CPE se da em um intervalo estreito de pH e uma pequena variacdo deste
pH mudara o grau de converséo da formacao do complexo, o qual € uma caracteristica

essencial deste tipo de reacdo (KSHITIJ,2008)

2.6 TECNICAS DE CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS
POLIELETROLITOS

Para se determinar a conformacdo das novas cadeias formadas, utiliza-se
viscosimetria ou dispersdo de luz (LEE,2009). Também se podem utilizar outros
métodos baseados em determinacgéo estequiométrica, como o caso da condutimetria,
eletroforese e da potenciometria. A estrutura e propriedades do complexo formado
podem ser estudadas mediante analise elementar, determinacdo de solubilidade,
técnicas espectroscépicas (FTIR, UV-vis, RMN), analise térmica (TGA,DSC) e
microscopia eletronica de varredura (MEV) (AHN,2002).

2.7 SISTEMAS DE LIBERACAO CONTROLADA DE FARMACOS

Existem diferentes maneiras de administracao de farmacos, porem os métodos
tradicionais sdo por via oral ou inje¢des intravenosas. Devido a necessidade do
desenvolvimento de maneiras alternativas para a liberacdo de farmacos, séo
buscados novos sistemas de carregamento, tais como as microparticulas onde o
farmaco é incorporado em seu interior podendo ser futuramente liberado, de forma
controlada, tornando-se mais eficaz o tratamento de enfermidade, pois sendo de
forma controlada temos uma maior acao terapéutica.

Por definigéo, o termo “sistema de liberagéo de farmacos”, também conhecido
como Drug Delivery Systems (DDS), refere-se a tecnologia utilizada para aperfeicoar
a liberacdo de um farmaco, onde o principio ativo deve ser liberado, melhorando a
resposta terapéutica (SOUSA, 2009). O controle envolve prolongar o tempo de

liberacdo do farmaco no organismo e assim sustentar a sua concentracao plasmatica,
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sendo que a dose do medicamento deve sempre estar dentro do limite da acao
terapéutica. (VILLANOVA,2010).

Ao utilizar as formas convencionais de administracdo, ha um problema muito
recorrente, o farmaco ao ser colocado em contato com o organismo, inicia sua acao
terapéutica, chegando rapidamente a um pico maximo de acao, e algumas vezes pode
ultrapassar o limite maximo, chegando ao nivel toxico e decaindo a partir de entédo até
atingir a faixa subterapéutica. Com isso, além de gerar certa toxicidade ao organismo,
doses repetitivas do farmaco sédo necessarias para manutencao do efeito terapéutico
e consequente realizacao eficaz do tratamento a que se destina (NAIR, 2006).

Utilizando a liberacdo controlada de farmaco, pode se manter o seu nivel
terapéutico e com isso reduzir a toxicidade ao organismo, além de permitir o
direcionamento da acdo do farmaco em um ponto especifico do organismo. Assim
facilitando a absor¢éo do mesmo, e gerando uma economia significativa, pois se reduz
a quantidade de farmaco ingerido pelo paciente e também o tempo do tratamento
clinico (LANGER, 2011).

Maximo necessario Maximo necessario Nivel
Toxico
3 0 Nivel
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o / \ Terapéutico
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m ‘
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20 f \ [ \] \ 28 f
[~} { - 0
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3.5 {Minimo necessario ® € | Minimo necessario S
(= N f f f 8,:2 Terapéutico
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(a) (b)

Figura 5 — Liberacdo de um farmaco modelo com o tempo; a) sistema convencional e

b) sistema de liberagéo controlada. (MOURA, 2005).

O sistema de carregamento de farmacos baseado no uso de microparticulas
envolve mecanismos de liberagdo controlados por: difusdo, rea¢cdes quimicas ou
ativacao do solvente (LANGER,2011).
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Sistemas controlados por difusdo envolvem um processo simultaneo de
absorcdo de &gua e desor¢cdo do farmaco através do intumescimento das
microparticulas, assim temos uma grande influéncia do pH, no qual estas
microparticulas estardo atuando, uma vez que dependendo do pH do meio, o
complexo interpolimérico pode se desfazer. Portanto, ao invés de se ter uma liberacao
controlada do farmaco por difusdo, havera uma liberagcdo por reacdo quimica,
liberando todo o farmaco de uma Unica vez. A difusédo, a nivel macroscopico, obedece
a equacao semi empirica dada pela Lei de Fick da difusdo. (PEPPAS e LANGER,
2003).

2.8 MODELOS MATEMATICOS PARA A ANALISE DO MECANISMO DE
LIBERACAO CONTROLADA DE FARMACOS

O transporte de um farmaco a partir de uma matriz, seja ela polimérica,
ceramica ou outra, € um fendbmeno muito complexo que depende de inUmeros fatores.
Os experimentos de liberacdo in vitro tém a finalidade de simular de maneira
aproximada as condi¢des fisiolégicas do corpo humano (pH, temperatura, fluido
biolégico, etc.), para estudar o mecanismo e cinética de liberacdo do farmaco no
organismo, uma vez que os modelos matematicos tornam o entendimento da cinética
do farmaco mais simples (PEPPAS, 2003).

A interpretacdo dos resultados experimentais se torna mais simples uma vez
que utilizamos os diversos modelos mateméaticos existentes. Entre os inlUmeros
modelos existentes na literatura, foram utilizados no presente trabalho o modelo de

Higuchi e o modelo de Korsmeyer- Peppas.

2.8.1 EQUACAO DE HIGUCHI

O modelo proposto por Higuchi em 1963 é baseado na segunda lei de Fick e
deriva dos seus estudos de liberacdo de farmaco a partir de matrizes solidas e semi-
sélidas. Foi inicialmente usado para o estudo da liberagdo de farmacos
homogeneamente distribuidos em uma matriz. Posteriormente, foi usado para
sistemas esféricos homogéneos, sistemas granulosos planos e sistemas granulosos

esféricos. A equacéao geral do modelo de Higuchi é: (HIGUCHI,1963).
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1
ft = Kytz Equagéo 1

Sendo f; = M;/M, a fracdo do farmaco liberada no tempo t e Ky a

constante de difusdo de Higuchi. Os sistemas séo descritos como um processo de

difusdo baseado na lei de Fick.
2.8.2 MODELO DE KORSMEYER- PEPPAS

O modelo proposto por Korsmeyer- Peppas, tem sua validade comprovada para
diferentes sistemas de liberacdo, com diferentes geometrias, até um limite maximo de
absorcdo da matriz de 25 % de seu volume original.

A equacéao pode ser representada por: (ABRAHAM, 2001):

— = kt" Equacao 2

M P ~ p . C e . ,
Onde M—t é a razao do farmaco liberada no tempo t e no infinito «, k € a

[ce)

constante que depende das caracteristicas do sistema formada pelo polimero e pelo
meio de dissoluc¢do, n € o coeficiente de difusao.
Fazendo a linearizacdo da Equacéo 3, obtemos:

lnlc;l—t =Ink+nint Equagéo 3

oo

: N M N .
Assim, a representacdo de lnM—t em funcéo de In t fornece uma reta, a partir

o)

da qual calcula-se os valores de k e n.

Como mostra a Tabela 1, a partir do valor do coeficiente difusional n e da
geometria da amostra, pode ser estimado o tipo de mecanismo de liberacdo para o

sistema sob as condi¢cbes experimentais estudadas.
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Tabela 1 - Valores do coeficiente difusional n (RITGER, 1987).

Valores do Coeficiente Difusional n Mecanismo de Liberac3o
Filmes ou blocos finos Cilindros Esferas
0,5 0,45 0,43 Difusao Fickiana
0,5<n<1 0,45<n<0,89 0,43<n<0,85 Transporte anémalo
1,0 0,89 Difuséo do tipo Il (Relaxamento
macromolecular )

2.9 QUITOSANA

A QUI é um biopolimero de origem natural obtido através da desacetilacdo
alcalina da quitina, a QUI e a quitina sao diferenciados apenas pelos nimeros de
grupos aminos presente na sua estrutura. A quitina é o segundo biopolimero mais
abundante da natureza, perdendo apenas para a celulose. A fonte natural mais
utilizada para sua obtencéo industrial sdo os rejeitos dos crustaceos. A QUI é um
polieletrolito fraco e em sua estrutura, figura 6, existem unidades de 2-acetoamido-2-
desoxi-D-glucose (A) e 2-amino-2-desoxi-D-glusose (D) unidas mediantes ligagdes
glicosidecas B, com um predominio da unidade desacetilada (RINAUDO,2006).

?OCH3
NH
o)
CH,OH
D 1

Figura 6 - Estrutura quimica do copolimero de quitina-QUI.

As propriedades fisicas e quimicas da QUI sdo determinadas pelo seu grau de
polimerizacdo e estrutura quimica da cadeia. O grau de polimerizacao se relaciona
com a distribuicdo de massa molar, o valor comercial para a QUI esté entre 50.000 e
2.000.000 Daltons (MEYERS,2000).

A composigdo quimica, assim como a sequéncia das unidades monomeéricas,
define a estrutura quimica da QUI. Esta pode ser descrita pela fracdo molar de

unidades acetiladas (ou desacetiladas), definida pelo grau de acetilacdo (ou
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desacetilagdo), que é a porcentagem de unidades monoméricas que estéo acetiladas.
O grau de acetilacdo é um parametro estrutural que influencia as propriedades fisico-
quimicas da QUI como solubilidade, viscosidade, comportamento polieletrolitico e
outros (PENICHE,2001).

O grau de acetilacdo, pode ser determinado por varios métodos, como a
espectroscopia de absorcdo no infravermelho, espectroscopia de ultravioleta,
espectroscopia de RMN de 'H e 3C, cromatografia de permeacédo em gel, titulagdo
condutimétrica, analise elementar e cromatografia gasosa (SHIGEMASA, 1996).

A QUI é insoltvel em solugdes neutras e alcalinas, porem em solucfes 4cidas
diluidas de acido cloridrico, acético e perclérico, se torna soltvel, devido a protonacao
dos grupos aminos, tendo como resultado uma carga positiva, assim a solubilidade da
QUI depende da quantidade de grupos N-acetil presentes na cadeia do polissacarideo
(KEAN,2010).

A utilizacdo da QUI como biomaterial € baseada em suas inumeras
propriedades, dentre elas destacam-se: biocompatibilidade e baixa toxicidade;
biodegradabilidade; potencial formador de complexos poliméricos com polieletrélitos
anibnicos tais como proteinas, e outros polimeros; € passivel de modificacdes
quimicas e é também um material que pode ser trabalhado em diversas formas, como:
gel, membranas, esponjas e solucdo. Além disso possui boas propriedades

cicatrizantes e efeito bacteriostatico (KUMAR,2000).

2.10 CARBOXIMETILCELULOSE

A CMC é um dos polimeros que mais se destaca em fun¢éo da sua importancia
econbmica como agente espessante e pela variedade de aplicagbes
(CARASCHI,1999). CMC é um derivado hidrossollavel obtido industrialmente a partir
da reacdo em suspenséo ("slurry process") de celulose, hidroxido de sodio e acido
monocloroaceético. A estrutura da CMC e baseada no polimero 3(1,4)-D-glucopiranose
da celulose (Figura 7) em funcao de diferentes metodologias de preparagédo a CMC
pode apresentar diferentes graus de substituicdo, o grau médio de substituicéo (CE )
dos grupamentos hidroxila (OH) apresenta valor acima de 0,5, podendo chegar até

0,9 OH/glicose, uma vez que quanto maior o grau de substituicdo, mais hidrofilico é o
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polidnion e quanto mais uniforme é essa substituicAho mais compativel o
polissacarideo se torna na presenca de sais dissolvidos e adquire uma menor
tendéncia a tixotropia em comparacédo com uma distribuicdo desigual (FEDDERSEN,
1993). (FUJIMOTO, 2002).

Este derivado €, em geral, preparado e utilizado na forma sédica (CMCNa) que,
uma vez dissolvido em agua, apresenta as caracteristicas tipicas de polieletrolitos.

Suas propriedades e aplicacdes dependem, essencialmente, da viscosidade de suas

solugdes aquosas e, do grau médio de substituicao (Cﬁ). (CANCELA, 2005).
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Figura 7 — Estrutura do 3(1,4)-D-glucopiranose da celulose (CMC).

2.11 METRONIDAZOL

O metronidazol € um farmaco antiprotozoario amplamente conhecido pela sua
acdo amebicida e que conta com um importante espectro antibacteriano sob os
microorganismos anaerébicos responsaveis pelas infeccbes graves do tipo
septicémica. E um nitroimidazol e sua estrutura quimica esta representada na figura
8. (LLOYD,2008).
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Figura 8 - Estrutura quimica do Metronidazol.

A acao desse medicamento se exerce fundamentalmente em nivel celular,
produzindo metabdlitos que inibem a sintese de DNA, o qual Ihe confere um efeito
bactericida para organismos anaerdbicos. Metaboliza-se no figado com uma vida
média de 8 horas. Sua eliminacéo se produz por via renal e ocorre aproximadamente
em 60-80%, o resto € eliminado pelas fezes (ROSENSTEIN,2002). A administracdo
oral deste farmaco possui uma série de efeitos adversos entre 0s quais 0S mais
comuns sao: nauseas, diarréias e outros transtornos gastrointestinais. Além disso, se
produz um sabor metalico na boca durante o tratamento.

Neste trabalho usaremos esse principio ativo como modelo para estudar sua
liberacdo a partir de matrizes poliméricas em formas de microparticulas, pois sua
deteccado e quantificacdo pode ser realizada de maneira simples por espectroscopia

ultravioleta.

2.12 AGENTES DE ENTRECRUZAMENTO

As moleculas que promovem as ligagoes cruzadas sdo chamadas de agentes
de entrecruzamento, elas atuam ligando dois ou mais grupos funcionais de
substancias diferentes, sendo conhecidos como agentes bifuncionais ou
multifuncionais, respectivamente.

Os agentes de entrecruzamento bifuncionais sdo divididos em tres classes:
Homobifuncionais, heterobifuncionais e os de comprimento zero.

o Homobifuncionais possuem dois grupos funcionais idénticos que reagem
com 0s mesmos grupos funcionais dos polimeros.

o Heterofuncionais possuem dois grupos funcionais diferentes que reagem

com diferentes grupos funcionais dos polimeros.
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. Comprimento Zero acontece quando os polimeros se ligam sem a
necessidade de componetes externos, sdo muitos utilizados na condesacao de

polimeros com muitos grupos funcionais.(PARK,1993)

Em geral os agentes de entrecruzamento possuem grupos reativos em ambas
extremidades, com isso cada grupo reativo se ligara a um grupo especifico da
substéancia alvo. Essas ligacdes podem ser tanto covalentes como ligacdes idnicas,
dependendo do agente a ser utilizado. Neste trabalho, para maior estabilidade
dimensional da microparticula, foram utilizados dois agentes de entrecruzamento: o
Glutaraldeido (GLA) e o tripolifosfato de sodio (STPP). O GLA, promove o
entrecruzamento covalente entre os grupos da QUI néo ligados com a CMC. O STPP

promove o entrecruzamente ionico entre os grupos de QUI nédo ligados com a CMC.

2.12.1 GLUTARALDEIDO

O GLA, também conhecido como 1-5 pentanodial, € uma substancia quimica
amplamente utilizada na industria quimica.
Suas principais aplicacdes sao:

. Como biocida no tratamento de agua; fabricacdo de papel e celulose,
producao de dleo, etc.;

. Como agente de ligacdo cruzada na fabricacdo de couro, no

desenvolvimento de filmes de raios-X; e na imobilizacdo de enzimas. (LEUNG, 2001)

T 0
H—C—CH,—CH,—CH,—C—H

Figura 9 — Estrutura do 1-5 pentanodial (GLA).

Em seu estado puro se apresenta sob a forma de um liquido oleoso, possuindo
um cheiro bem caracteristico de aldeido. O GLA é comercialmente vendido em forma

de solucgdes aquosas, contendo geralmente 25% ou 50% em peso de glutaraldeido.
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Essas solugbes séo liquidos incolores, pouco volateis, de pH ligeiramente acido
(BEPPU, 1999).

As solucbes aquosas de glutaraldeido séo estaveis a temperatura ambiente,
em condicdes acidas ou neutras e a luz do sol. Entretanto, sdo instaveis em
temperaturas elevadas e em condic¢des alcalinas. (LEUNG, 2001).

A grande desvantagem de usar o glutaraldeido € devido a sua alta toxicidade
em mamiferos, porém neste trabalho o mesmo foi utilizado devido a sua forte ligacao
covalente por base de Schiff, formada com os polimeros utilizados para compor o
CPE.

Base de Schiff, também chamada de azometina, segundo a definicdo da
IUPAC, é um grupo funcional que contém uma ligacdo dupla carbono-nitrogénio, onde
0 atomo de nitrogénio estd conectado a um grupo arila ou alquila, mas ndo a
hidrogénio (RR'C=NR", R" = H). Esses compostos sdo iminas estaveis, formadas
através da reacdo de condensacdo entre uma amina aromatica e um aldeido ou

cetona.
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Quitosana Glutaraldeido (GA)
@ "Crosslinking”
mon f o8 u'ono
-~ ¥ - 9 H L N
H K ()
ol ¥ 3 TR

Figura 10 — Reticulagéao por Base de Schiff entre o0 GLA e a QUI. (URAGAMI, 1994).

Ha alguns relatos na literatura em que a Base de Schiff (C=N) formada na
reacdo de reticulacdo, é reduzida no figado e no baco, se transformando em C-N,

ligacdo estavel in vivo que dificilmente retorna ao grupo aldeido, assim a
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biodegradacéo reduz os efeitos colaterais e confirma o uso potencial do glutaraldeido
como agente de ligacdo cruzada em aplicagbes clinicas, promovendo a maior
estabilidade do CPE. (JAMEELA,1995) (YAMAMOTO, 1997) (VIKHOREVA,2002).

A ligacdo covalente entre o grupo amino e o grupo aldeido terminal do
glutaraldeido é irreversivel e resiste a extremos de pH e temperatura (BEPPU et
al.,1999). Nos poucos trabalhos onde é comentada a estrutura da interacdo com o
grupo amino, trés estruturas sdo sugeridas: (COSTA JUNIOR, 2008)) 1) ha formac&o
apenas de uma base de Shiff (C=N) com grupos aldeidos do glutaraldeido, o outro
grupamento permanece livre e é utilizado para uma reacdo subsequente; 2) os dois
grupos aldeido de uma unica molécula de glutaraldeido reagem com duas aminas,
formando uma ligacdo cruzada; 3) a ligacdo cruzada € formada por mais de uma
molécula de glutaraldeido. (TUAL, 2000). (MELLO, 2006).

2.12.2 TRIPOLIFOSFATO DE SODIO

O STPP é um agente de entrecruzamento, que vem sendo estudado como
substancia alternativa ao GLA, devido a sua baixa toxicidade, ele porém ao se ligar
aos polimeros em estudo, ao invés de o fazer por ligacdo covalente o faz por ligacédo
ibnica, assim a estabilidade do CPE é um pouco prejudicada em relacdo ao GLA.

o 0 o
¢ 4 ?
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Figura 11 — Estrutura quimica do STPP.

O STPP se apresenta na forma de um pé branco, solivel em agua e pouco
higroscopico, em solugdes aquosas apresenta um carater basico. (O’NEIL, 2001).
Entre as suas principais aplicagcbes estéo:

o Agente sequestrante e emulsificante em industrias de pastas e papéis;

o Tratamento de agua (removedor de ions calcio e magnésio);

o Producao de produtos de limpeza;
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. Disperséo de pigmentos e argilas;

o Fabricac&o de vidros e tintas;

o Dispersante de 6leos em perfuracdes petroliferas;
o Agente de floculagéo e estabilizante do solo.

Sendo o STPP um polianion de baixo peso molecular, vem sendo utilizado,
como agente reticulante fisico, na formulacdo e na preparacdo de sistemas de
liberacdo de farmacos (SHU, 2002).

Devido ao seu carater de polianion, possui uma grande eficAcia como agente
de entrecruzamento ibnico da QUI.

O tratamento de QUI com STPP resulta numa diminui¢cdo da susceptibilidade
de degradacdo da QUI pela enzima quitinase, além de alterar o comportamento de
solubilidade do polimero, o que pode ser usado como ferramenta para mudancas

desejaveis nas propriedades da QUI para aplicactes especificas (SHARMA, 2002).
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Figura 12 — Reticulacao idnica entre o STPP e a QUI.

Ha alguns relatos na literatura que o aumento da concentracdo de STPP na
formacdo do CPE diminui a esfericidade das microparticulas, fazendo com que as
microparticulas se tornem mais concavas, aumentando a aglomeragcao e também a
rugosidade das mesmas. (DESAI, 2005) (LIU, 2006).



22

2.12 CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo principal desta dissertacao € a producao de microparticulas de QUI
e CMC para a liberacdo controlada de farmaco, no caso do presente trabalho, o
metronidazol. Na revisao bibliografica apresentamos de maneira sucinta a estrutura e
principais caracteristicas dos compostos que serdo utilizados e/ou desenvolvidos
nesta dissertagdo, assim como a ferramenta matematica que sera utilizada no estudo
da liberacéo do farmaco.

A seguir apresentamos 0s objetivos especificos, e os materiais e métodos
utilizados no desenvolvimento da dissertacdo. A originalidade do presente trabalho
esta dada na preparacdo das microparticulas, baseadas no complexo polieletrolitico
de QUI e CMC, pela técnica tradicional de emulsdo 4gua em 6leo, uma forma simples
e diferenciada de obtencdo de microparticulas uma vez que o método mais
comunmente utilizado € o spray dryer (Secagem por nebulizagcdo). Também sé&o
preparados e estudados os complexos polieletroliticos QUI e CMC utilizando agentes
de entrecruzamento, STPP e GLA, visando o aumento da estabilidade dimensional e
térmica da microparticula, assim como o controle do tamanho, alcancando dimensdes
menores uma vez que as cadeias poliméricas ficardo mais préximas.

Finalmente ressaltamos que os polimeros QUI e CMC, foram escolhidos para
aformacao da microparticula, baseada no CPE, devido a suas propriedades, descritas

nos tépicos anteriores.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Preparar e caracterizar microparticulas do CPE da QUI com CMC e avaliar
preliminarmente o seu potencial de aplicacdo como sistema de dosagem de drogas

terapéuticas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Caracterizar os polissacarideos.

. Preparar as particulas do CPE de QUI com CMC sob diferentes
condicoes.

. Caracterizar as particulas do CPE de QUI com CMC por FTIR, Analise
Térmica e MEV.

o Caracterizar das particulas do CPE de QUI com CMC com adi¢ao do
agente de entrecruzamento GLA por FTIR, Andlise Térmica e MEV.

o Caracterizar as particulas do CPE de QUI com CMC com adicéo do
agente de entrecruzamento STPP por FTIR, Andlise Térmica e MEV.

. Estudar do perfil de liberacdo in vitro a diferentes valores de pH das

microparticulas que serdo carregadas com um farmaco modelo.
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4. MATERIAIS E METODOS

41 MATERIAIS

4.1.1 MATERIAIS UTILIZADOS NA MEDIDA DA MASSA MOLAR
VISCOSIMETRICA

o QUI: polimero de baixa toxicidade, biodegradavel e biocompativel,
obtido pela desacetilagdo heterogénea da quitina, cuja estrutura quimica € mostrada

na Figura 6.

o Cuba de vidro, acoplada a um aquecedor da marca Schott Gerate,
CT54HT, 115V, 50-60Hz.

° Haste Universal.

. Viscosimetro capilar do tipo Ubbelohde

4.1.2 MATERIAIS UTILIZADOS PARA MEDIR O GRAU DE
DESACETILACAO

o Espectrédmetro da Perkin Elmer, modelo Spectrum 100 Series, na faixa
de operacdo de 650 — 4000 cm-1, usando um acessorio de refletancia total atenuada
(ATR).

. Almofariz de agata.

o QUI.

4.1.3 MATERIAIS PARA PRODUZIR AS MICROPARTICULAS

o Quitosana, QUI. Comercial, procedéncia: obtida a partir de “krill”
Antértico.
o Carboximetilcelulose, CMC: Sigma-Aldrich, este polimero é um derivado

hidrossoluvel obtido a partir da reagcdo em suspenséao de celulose, hidroxido de sodio
e acido monocloroacético.
o Spam 80, Sigma- Aldrich, usado como emulsificante.

. Oleo de Girassol, Comercial, Marca: Mazola.
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. Agitador Mecanico, Gehaka Rw-20, 110 volts e viscosidade maxima
10.000 rpm.

o Tripolifosfato de sddio, STPP, Sigma Aldrich, usado como agente de
entrecruzamento.

o Glutaraldeido, GLA, Sigma Aldrich, usado como agente de
entrecruzamento. Foi purificado antes de usar, por filtragdo com carvao ativado.

o Acetona P.A. Sigma Aldrich.

4.1.4 CARACTERIZACAO POR ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO

o QUI.

. CMC.

. Microparticula de QUI e CMC.

. Microparticula de QUI e CMC com STPP.

. Microparticula de QUI e CMC com GLA.

o Espectrodmetro da Perkin Elmer, modelo Spectrum 100 Series, na faixa

de operacdo de 650 — 4000 cm™, usando um acessorio de refletancia total atenuada
(ATR).

4.1.5 CARACTERIZACAO POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA

. Microparticula de QUI e CMC.

o Microparticula de QUI e CMC com STPP.

o Microparticula de QUI e CMC com GLA.

o Microscopio Eletrénico da Zeiss, modelo Evo MA15, usando um
acessorio de detector de Raios X de energia dispersiva (EDS), marca Bruker.

4.1.6 CARACTERIZACAO POR ANALISE TERMICA

. QUI.



26

J CMC.

. Microparticula de QUI e CMC.

o Microparticula de QUI e CMC com STPP.

o Microparticula de QUI e CMC com GLA.

. Calorimetro da Shimadzu, modelo DSC 60 Plus.

o Analisador Termogravimétrico da Shimadzu, modelo TGA 50.

4.1.7 ESTUDO DA LIBERACAO CONTROLADA DE FARMACO

. Microparticula de QUI e CMC.

. Microparticula de QUI e CMC com STPP.

o Microparticula de QUI e CMC com GLA.

o Metronidazol. Comercial, uso farmacéutico.

o Tampao pH 6,8.

. Tampéo pH 1,2.

. Agitador Magnético com aquecimento da marca Nova Instruments,
modelo NI 1108, 220 volts e 60 Hz.

. Espectrémetro na Regido do Ultravioleta da marca Varian, modelo Cary

50 Bio, com comprimento de onda na faixa de 190 a 1100nm.

. Béquer.
. Erlenmeyer
. Haste Universal.

4.2 METODOS

4.2.1 MASSA MOLAR VISCOSIMETRICA

A massa molar viscosimétrica média da QUI foi determinada utilizando um
viscosimetro capilar do tipo Ubbelohde em banho com temperatura controlada de
25 +0,1 °C. Uma solucao do polimero em tamp&o acetato foi preparada com 0,250g
do polimero em 10 mL do tampéo acetato e apos a primeira medida se adicionou
respectivamente 1mL, 1,5 mL, 2,0 mL e 2,0 mL e foi refeita a medida obtendo solu¢des
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com concentra¢des de 1,00; 0,909; 0,800; 0,690 e 0,606 g/L. Também foi realizada a
calibracdo do viscosimetro com o solvente, tampdo acetato, a temperatura ambiente
(25°C) e assim, determinado o tempo de escoamento to do solvente. O tempo de
escoamento das solugbes, nas diferentes concentracdes, foi observado, tendo sido
realizadas 10 medi¢cOes de tempo para cada concentracdo e obtida, assim, a média
dos tempos.

4.2.2 GRAU DE DESACETILACAO DA QUITOSANA

O grau de N — acetilacdo é determinado para conhecer a porcentagem de
quitina presente na QUI, sendo que a quitina possui 0 mesmo anel celulésico porem
ao invés de ter um grupamento amino livre como na QUI este tem um grupamento
amida (carboxila ligada ao grupamento amino). Sendo assim ao subtrair 100 menos o
grau de N-acetilacdo da QUI, determina-se o grau de desacetilacéo.

O método usado para essa determinacdo € do Baxter, método amplamente
descrito na literatura de polimeros, para essa determinacdo a partir do espectro de
FTIR-ATR, utiliza-se a razdo entre a area da banda caracteristica do grupamento
amida e a area de uma banda de referéncia (banda de grupamento hidroxila), usa-se

a equacao de Baxter, que é dada pela seguinte expressao.

Grau de N-acetilacdo = (A1es5/A3450) X 115 Equacao 4

Onde Aiess € Aszsaso SA0 respectivamente, as areas das bandas relativas as
absorcdes de vibracdo: da banda da ligagdo C=0 (carbonila, ligada a amina) e da

banda da ligagdo —O-H, tomada como referéncia.

4.2.3 PRODUCAO DAS MICROPARTICULAS

Para se produzir microparticulas foi utilizado um sistema de emulsdo agua —
0leo, 0 qual era necessario para gque se tivesse micro gotas dos reagentes no meio de
reagdo, primeiramente em um meio de reacao era colocado o 6leo de girassol, 0 Span

80 (emulsificante) e a QUI, esse sistema era posto em agitagdo mecanica, 800 rpm,
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por 30 minutos, apés a completa formacao da emulséo, a CMC foi adicionada no meio
de reacdo, e entdo esperou que se completasse 2 horas de reacdo. A agitacéo
mecanica somente foi desligada ao fim da reacéo, ndo houve controle da temperatura,
a qual era a ambiente. ApGs o término, as microparticulas formadas foram lavadas
com acetona até que todo o 6leo fosse removido, entdo essas microparticulas foram

levadas para secar, também a temperatura ambiente.

4231 PRODUCAO DA MICROPARTICULA DE CPE (QUI-CMC)

Em um meio de reacédo foi adicionado 25 mL de 6leo de girassol, 0,125g de
Span 80, e 4,5 g de QUI 2%, esse meio foi posto em agitacdo constante de 800 rpm
por 30 minutos, apés a completa formacdo da emulsdo, sem parar a agitacdo foi
colocada gota a gota 7,5 mL de CMC 2%, e a reacao continuou por mais 90 minutos.

Ao final da reacao foi possivel ver pequenas particulas precipitadas ao fundo,
0 Oleo sobrenadante foi retirado com auxilio de uma pipeta de Pasteur, e entdo as
microparticulas que estavam no fundo do meio de reacgao foram lavadas com acetona,
até que todo o 6leo fosse removido delas.

Assim, as particulas foram postas para secar a temperatura ambiente (25°C) e
apés secas, determino se a massa e céalculo se o rendimento, as particulas
apresentaram coloracao branca.

O procedimento foi refeito até obter a massa necessaria para realizar todos 0s

experimentos.

4232 PRODUGAO DA MICROPARTICULA CPE (QUI-CMC) COM
STPP

Em um meio de reacéo foi adicionado 25 mL de Oleo de girassol, 0,125g de
Span 80, e 4,5 g de QUI 2%, esse meio foi posto em agitagdo constante de 800 rpm
por 30 minutos, apés a completa formacdo da emulsdo, sem para a agitacdo foi
colocada gota a gota 7,5 mL de CMC 2%, e a reac&o continuou por mais 30 minutos,
entdo foi adicionado o STPP, que primeiramente foi dissolvido 0,025 gramas de STPP

em 1 mL de agua, apos a adicdo do STPP a reacdo continuou por mais 60 minutos.
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Ao final da reacéo foi possivel ver pequenas particulas no fundo do meio de
reacdo, o 0leo sobrenadante foi retirado com auxilio de uma pipeta de Pasteur, e entdo
as microparticulas que estavam no fundo do meio de reacédo foram lavadas com
acetona, até que todo o 6leo fosse removido delas.

Assim, as particulas foram postas para secar a temperatura ambiente (25°C) e
apos secas, se determinou a massa e obteve se o rendimento.

O procedimento foi refeito até obter a massa necessaria para realizar todos os

experimentos propostos.

4.2.3.3 PRODUCAO DA MICROPARTICULA CPE (QUI-CMC) COM GLA

Em um meio de reacéo foi adicionado 25 mL de 6leo de girassol, 0,125g de
Span 80, e 4,5 g de QUI 2%, esse meio foi posto em agitacéo constante de 800 rpm
por 30 minutos, apdés a completa formacdo da emulsdo, sem para a agitacao foi
colocada gota a gota 7,5 mL de CMC 2%, e a reacdo continuou por mais 30 minutos,
entdo foi adicionado 0,5 mL do GLA, apés a adicdo do GLA a reacdo continuou por
mais 60 minutos.

Ao final da reacao foi possivel ver pequenas particulas no fundo do meio de
reacao, o 6leo sobrenadante foi retirado com auxilio de uma pipeta de Pasteur, e entdo
as microparticulas que estavam no fundo do meio de reacdo foram lavadas com
acetona, até que todo o 6leo fosse removido delas.

Assim, as particulas foram postas para secar a temperatura ambiente (25°C) e
apés secas, determinou se a massa e obteve se o rendimento, as particulas
apresentaram coloracdo amareladas.

O procedimento foi refeito até obter toda a massa necessaria para realizar

todos os experimentos propostos.

4.2.4 CARACTERIZACAO POR ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO

A analise espectroscopica na regiao do infravermelho com Transformada de

Fourier —FTIR, foi feita em Espectrometro da Perkin Elmer, modelo Spectrum 100
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Series, na faixa de operacdo de 650 — 4000 cm?, usando um acessoério de refletancia
total atenuada (ATR). Este acessorio € constituido por um cristal misto de
Diamante/ZnSe. As amostras foram maceradas em almofariz de agata para obtencéo

de pOs para analise, exceto para as microparticulas.

425 CARACTERIZACAO DA MORFOLOGIA POR MICROSCOPIA
ELETRONICA DE VARREDURA

A estrutura/morfologia das microparticulas foi visualizada usando Microscépio
Eletrénico de Varredura, da marca Zeiss, modelo Evo MA15, foram realizada
ampliacdes de 100, 200 e 300 vezes, em uma escala de 200 micrometros e 10
micrometros, foi usada uma energia de 10kV, recoberto com ouro e as micrografias

foram obtidas por elétrons retroespalhados (BSE).

4.2.6 CARACTERIZACAO POR ANALISE TERMICA

A andlise térmica das Microparticulas, foi realizada por Calorimetria
Exploratéria Diferencial (DSC) e por Andlise Termogravimétrica (TGA). Foram
utilizados aproximadamente 2 mg de cada microparticula nas andlises de DSC,
usando cadinho de aluminio hermeticamente fechado. As amostras foram inicialmente
aguecidas de 25°C até a 400°C a uma taxa de 10°C/min. Todas as varreduras foram
feitas sob atmosfera de Nitrogénio a uma taxa de 20 ml/min.

Para o estudo do TGA foram utilizados aproximadamente 2 mg de cada
microparticula, usando cadinho de platina. As amostras foram inicialmente aquecidas
de 25°C até a 600°C a uma taxa de 10°C/min. Todas as varreduras foram feitas sob

atmosfera de Nitrogénio a uma taxa de 25 ml/min.
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4.2.7 ESTUDO DA LIBERACAO DO FARMACO METRONIDAZOL

O estudo de liberacéo do farmaco metronidazol, foi realizado em triplicata e em
duas solucdes aquosa com pH de 1,2 e 6,8 a temperatura relativa a do corpo humano
(37°C). O pH de 1,2 serve para fazer uma simulacdo do pH encontrado no estomago
e 0 pH de 6,8 serve para fazer uma simulacdo do pH encontrado no intestino.
Analisou-se a quantidade de Metronidazol liberada em funcdo do tempo por
espectroscopia UV-vis (Varian, modelo Cary 50) utilizando-se para o metronidazol
Amax de 275nm para o pH 1,2 e Amax de 320nm para o pH 6,8. A curva de calibragao
para o Metronidazol foi preparada através de solu¢gBes aquosas de metronidazol com
concentracdes de 2ug/mL, 4ug/mL, 6pg/mL, 8ug/mL e 10ug/mL.

O experimento foi montado da seguinte maneira, no meio de liberacédo foram
adicionadas as microparticulas carregadas com o farmaco e mais o tampéo pH 1,2 e
em outro meio de liberacao foram adicionadas as particulas sem o farmaco e mais o
tampéo pH 1,2, este ultimo funcionou como branco, o0 mesmo foi realizado para o
tampéo pH 6,8.

Os dados foram registrados da seguinte maneira, na primeira hora do
experimento, foram registrados pontos de 15 em 15 minutos, da primeira hora até a
quarta hora, foram registrados os pontos de 30 em 30 minutos, e da quarta até a oitava
hora, os pontos foram registrados de 60 em 60 minutos e por ultimo foi registrado o
ponto final em 24 horas.

Para cada ponto registrado acima, era retirada uma aliquota da solucéo do
elermeyer que continha a amostra, e uma aliquota da solu¢éo que continha o branco,
e logo em seguida era novamente adicionada no meio a mesma aliguota retirada de
seu respectivo tampéao. Assim ao final do experimento obtivemos 16 amostras para

cada experimento, que foram posteriormente analisadas em UV-Vis.



32

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

51 MASSA MOLAR VISCOSIMETRICA

A viscosimetria € um método muito simples e fornece dados precisos e
reprodutiveis. A viscosimetria de uma solucdo depende do polimero, solvente,
temperatura, e da concentracdo da solugéo do polimero (MARK,2006). A viscosimetria
capilar € um dos métodos mais simples e mais utilizados para determinar a massa
molar viscosimétrica, Mv, de um polimero.

A partir das equacdes:

Nrel = t/to  [adimensional] Equac&o 5

Nesp = Nret— 1 [adimensional] Equac&o 6

Nred = Nesp/C [L/g] Equacao 7

Podemos determinar a viscosidade intrinseca através de regressao linear da

viscosidade reduzida versus concentracdo. Nas equacBes temos que []rel € a

viscosidade relativa, MNesp € a viscosidade especifica e Nesp € a viscosidade reduzida
(LUCAS,2001) (KREVELER,2009).

A viscosidade intrinseca de um polimero é relacionada a massa molar média
pela equacdo de Mark—Kuhn- Houwink—Sakurada (RIMMER,2007).

N =K.Mma Equacdo 8

onde K e a sdo constantes para um dado sistema soluto-solvente a uma determinada
temperatura e M a massa molar média do polimero.
Para cada concentragdo foram realizadas 10 tomadas de tempo, a média

calculada é apresentada na Tabela 2.
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Tabela 2 - Concentracdo e média dos tempos para as solugcdes de QUI em
tampé&o acetato

Solucéao Concentragao (g/mL) Tempo (s) Desvio Padrao
Tampéao Acetato 0 96,44 0,63
1 1,00E-03 169,44 1,82
2 9,09E-04 161,45 1,45
3 8,00E-04 153,21 0,67
4 6,90E-04 143,17 1,07
5 6,06E-04 137,48 0,47

Calculando as viscosidades relativa, especifica e reduzida (Equacdes 6, 7 e 8),

obtemos:

Tabela 3 — Viscosidade relativa, especifica e reduzida para as amostras de QUI
em tampéao acetato.

Solucao Nrel=t/to Nesp= Nrel-1 N red=Nesp/C
1 1,76 0,76 753,93
2 1,67 0,67 741,58
3 1,59 0,59 735,82
4 1,48 0,48 702,25
5 1,43 0,43 702,23

Tracando—se o grafico nred versus C (Grafico 1), obtemos a viscosidade
intrinseca n, na interse¢ao da curva com o eixo y da viscosidade reduzida, sendo igual
a 624,8096 mL/g.
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Figura 13 - Viscosidade reduzida em funcéo da concentracao para a QUI em tampao

acetato.

Os valores das constantes K e a da equacdo de Mark—Kuhn- Houwink—
Sakurada para a QUI em tampéo acetato, a 25 +0,1 °C, bem como a massa molar
viscosimétrica média obtida experimentalmente, segundo a mesma equacao,

encontram-se na Tabela 3.

Tabela 4 - Valor da Massa Molar Média para a QUI em tampdao acetato a 25°C

Polimero Solvente Constante Mv (Da)

K.10% (mL/g) a

NaAc (0,2 mol/L),
QUI Ac. Acético (0,3 mol/L) 7.4 0,76 1,47 x 10°

A massa molar influéncia consideravelmente as propriedades fisico-quimica
dos polimeros. A massa molar da QUI depende de sua origem (fonte natural: camaréao,
caranguejo, etc), mas também pode mudar durante o processo quimico de
desacetilagdo. A massa molar pode diminuir quando aumenta o grau de

desacetilagéo.
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Na QUI a massa molar influéncia, entre outras, as seguintes propriedades,
degradacéo, resisténcia mecanica e o teor de umidade. Quanto maior a massa molar,
melhor a propriedade mecéanica e maior a capacidade de adsorcédo de umidade. QUI
com alta massa molar (entre 1*10% — 1,2*10°) como a encontrada na QUI comercial
estudada neste trabalho, mostraram ser mais eficientes no encapsulamento de

proteinas, reduzindo a cinética de liberagéo.

5.2 GRAU DE DESACETILACAO DA QUITOSANA

A medida do grau de desacetilacdo da QUI se torna muito importante, pois
determina sua solubilidade em &cidos diluidos e tem influéncia na sua reatividade.

Esse parametro foi determinado utilizando a técnica espectroscopica de FTIR-
ATR, pelo método de Baxter, que calcula o grau de N-acetilacdo, pela equacéao 5.

Com a ajuda do Origin. Pro 9, podemos calcular as areas dos picos no espectro

de FTIR da QUI, os valores encontrados para as areas no espectro da QUI estdo na
tabela 5.

Tabela 5 — Valor da area dos picos da QUI.

QUI Valores
Ass40 6505,7
Aaiess 422,55

Pela Equacéo 5, obtemos que o Grau de N-acetilagdo (%) = 7,47 ou seja O
Grau de desacetilacdo da QUI € de 92,53 %.

O grau de desacetilacdo € um parametro de grande importancia na
caracterizagdo da QUI. Este parametro determina varias propriedades fisicas
quimicas e biologicas da QUI tais como, hidrofilicidade cristalinidade, degradacéo e
resposta celular. Segundo a literatura, QUI com graus de desacetilacdo maiores que
0% ou 100% apresentam prolongados tempos de degradacdo e elevada adesao
celular. De maneira diferente, QUI com graus de desacetilagdo intermediarios

mostram altas velocidades de degradagéao, mas apresentam limitada adeséao celular.
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5.3 PREPARACAO DAS MICROPARTICULAS DE CPE (QUI-CMC)

As microparticulas de CPE (QUI-CMC) foram preparadas com éxito. A Tabela
6 mostra resumidamente o rendimento obtido em cada procedimento, assim como o
aspecto fisico das microparticulas. O rendimento foi calculado considerando a massa
inicial dos polimeros e agente de entrecruzamento, quando usado, e a massa final
obtida de microparticulas, qualquer outra massa formada no meio reacional, nao foi

considerada no calculo do rendimento.

Tabela 6 - Rendimento médio obtido nos procedimentos seguidos para a

preparacao das microparticulas.

Procedimento de Rendimento Aspecto fisico das
preparagéo médio (%) Microparticulas
CPE (QUI-CMC) 75071 Esféricas e brancas

CPE (QUI-CMC) com STPP 70,0+ 7,1 Esféricas e brancas

CPE (QUI-CMC) com GLA  65,0+7,1 Esféricas e amareladas

Os resultados obtidos nos diferentes procedimentos mostraram que a técnica
de emulsédo 6leo — agua, permitiu preparar microparticulas de CPE (QUI-CMC) de
maneira simples e reprodutivel. Os rendimentos obtidos nos trés procedimentos sdo
proximos, considerando a margem de erro do desvio padrédo. A perda no rendimento
foi devido a adesédo e aglomeracéo de certa quantidade de massa dos polimeros na
superficie do agitador mecéanico, ou massa de CPE que ndo formou microparticula.
Portanto, um estudo das condi¢des experimentais tais como agitador mecanico a usar,
velocidade de agitacdo, otimizacdo da razdo Oleo/agua e concentracdo de agente

emulsificante, podem ser realizados visando o aumento do rendimento.
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5.4 CARACTERIZACAO DAS MICROPARTICULAS POR FTIR

Utilizando a técnica de espectroscopia na regido do infravermelho é possivel
comparar um espectro da QUI pura com um espectro das microparticulas e com isso,
notar a presenca de banda de absorcdo antes inexistente na QUI pura.

A Figura 14 mostra as bandas caracteristicas da QUI comparativamente ao
CPE (QUI-CMC). As bandas caracteristicas da QUI s&do observadas a 3343 cm™ e
3237 cm? bandas de vibragdo de estiramento das ligagbes O-H e N-H,
respectivamente. Estas bandas sdo largas devido as interacdes intermoleculares
entre as cadeias do polissacarideo. Dentre as principais bandas encontramos a banda
da Amida I, banda de estiramento C=0 aparece em 1626 cm e Amida Il em 1589 cm-
!, banda de deformacdo N-H. Na regido préxima a 1000 cm™ sdo observadas as
bandas caracteristicas da estrutura sacaridea da QUI. No espectro do CPE (QUI-
CMC) podemos conferir que a banda Amida | e Amida Il aparecem sobrepostas com
a vibracdo da banda carbonila (C=0) do CMC, que foi deslocada a 1583 cm , a qual
era originalmente em 1739 cm™ como consequéncia da interagdo i6nica entre 0s
polimeros QUI e CMC no complexo.

Na&o foi realizada a comparacéao do FTIR da microparticula do CPE (QUI-CMC)
com a microparticula estabilizada com STPP e com GLA, pois a quantidade dos
agentes de entrecruzamento € muito pequena devido a contracdo do polimero,

portanto, ndo foi possivel a sua identificacdo no infravermelho.
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Figura 14 - Espectro comparativo da QUI com a microparticula de QUI-CMC.

A Figura 15 mostra as bandas caracteristicas da CMC comparativamente ao
CPE (QUI-CMC). A banda caracteristica do CMC é a banda de estiramento C=0, do
anion carboxilato, localizada em 1739 cm. Podemos observar que esta banda se
desloca a 1589 cm, devido a interagdo idnica entre o anion carboxilato (COO-) do
CMC e o grupo amina protonado (—NHs*) da QUI.

A espectroscopia na regido do infravermelho ndo € uma técnica concluinte na
afirmacgéo da formacédo do CPE (QUI-CMC), sendo assim necessario o uso de outras
técnicas para que se possa confirmar a formacao de um novo composto, no caso a
formacdo do CPE de QUI e CMC, é necessario o uso de técnicas de andlise

complementares, como as técnicas de analise térmica.
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5.5CARACTERIZACAO POR ANALISE TERMICA
5.5.1 ANALISE POR TERMOGRAVIMETRIA

A Figura 16, mostra os resultados obtidos das analises termogravimétricas para
as microparticulas (MP) de CPE (QUI-CMC) comparativamente aos polimeros puros
QUI e CMC. Observa-se que a degradacdo de todas as amostras acontece em dois
estagios diferentes. O primeiro é referente a perda de agua residual das amostras, e
a segunda perda de massa esta relacionada a decomposi¢do dos polimeros. No
primeiro estagio, é possivel verificar que a MP de CPE (QUI-CMC) tém maior contetdo
de agua do que a QUI e semelhante ao da CMC. Além disso, a temperatura de inicio
da degradacdo da MP de CPE (QUI-CMC) é maior que a temperatura de
decomposicdo dos polimeros puros.

O aumento da estabilidade térmica confirma a formacdo do CPE, onde os
polimeros estdo constituindo um novo composto a partir das interacdes ibnicas
estabelecidas entre suas cadeias macromoleculares. Este novo composto que
chamamos de CPE (QUI-CMC) apresenta propriedades diferenciadas em relacao aos

polimeros que Ihe deram origem. Também podemos observar que tanto a
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microparticula quanto os polimeros QUI e CMC n&do degradam completamente
permanecendo um residuo a 600°C.
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Figura 16 - Curva da perda de massa em funcao da temperatura da (a) QUI, (b)
CMC, (c) Microparticula de QUI e CMC na faixa de temperatura de 25°C até 600°C.

A Figura 17, mostra os resultados obtidos das analises termogravimétricas para
as microparticulas (QUI-CMC), comparativamente as MP de CPE (QUI-CMC) com
STPP e CEP (QUI-CMC) com GLA. Observa-se que a degradacdo da MP de CPE
sem agente de entrecruzamento ocorre a uma temperatura menor, porém a inclinacédo
da curva de degradacédo é semelhante para todas as MPs. A microparticula com
menor perda de agua € a MP de CPE (QUI-CMC) com GLA, uma vez que devido as
ligagBes covalentes formadas entre 0 GLA e a QUI diminui os grupos hidrofilicos na
macromolécula de QUI, fazendo assim com que a quantidade de agua absorvida
naturalmente na molécula diminua. A MP de CPE (QUI-CMC) com GLA, ao final da

degradacéo deixa um menor residuo que os demais MPs.
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Figura 17 - Curva da perda de massa em fungéao da temperatura do (a) MP de QUI e
CMC, (b) MP de QUI e CMC com STPP, (c) MP de QUI e CMC com GLA na faixa de
temperatura de 25°C até 600°C.

5.5.2 ANALISE POR CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL

A Figura 18, mostra comparativamente os resultados obtidos pela anéalise de
DSC para as microparticulas de CPE (QUI-CMC) e os polimeros puros. Observa-se
em todas as amostras um pico endotérmico relacionado a evaporacdo de agua e um
pico exotérmico relacionado com a decomposi¢cdo dos polimeros. Atribuimos o pico
exotérmico ao processo de degradacdo baseando-nos na Figura 16, nesta faixa de
temperatura comeca a degradacéo dos polimeros puros e do CPE (QUI-CMC). Como
mostram os termogramas da Figura 16 existe até 600°C uma massa consideravel de
residuo, que ndo degrada, evidencia de que reacdes exotérmicas aconteceram
formando espécies estaveis termicamente até 600°C. Se observa que a queda da
curva no pico de evaporacao da agua é maior na MP de CPE (QUI-CMC, o que sugere
gue a microparticula perde a &gua com maior rapidez que os polimeros puros, é dizer

a agua na MP se volatiliza mais facilmente.
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Esse comportamento pode ser atribuido a interagcdo entre os grupos hidrofilicos
amina protonado e carboxilato na MP, que diminui a intensidade da interacdo do
material com a agua, permitindo uma volatilizacdo mais rapida. Aléem disso, a
degradacdo das amostras evidencia que as reacdes exotérmicas iniciam a menor
temperatura na MP de CPE (QUI-CMC) devido as interacdes ibnicas, ja estabelecidas
entre as cadeias de ambos os polimeros. Podemos ver que esse calor € liberado mais
lentamente e representa uma area maior, porém, o calor exotérmico de reacao

durante a degradacao dos polimeros puros ocupa uma area menor.

—QuI
—CMC
—— Microparticula de QUl e CMC

Fluxo de Calor (my¥/mg)

Endo
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Figura 18 — Perfil Térmico dos polimeros QUI e CMC, e do CPE (QUI-CMC).

A Figura 19 mostra o perfil térmico das MPs de CPE contendo o agente de
entrecruzamento. Observa-se que o pico endotérmico referente a perda de agua é
mais significativo na MP com GLA, devido a que a ligagc&o covalente entre o GLA e a
QUI (na formacdo do CPE) diminui a hidrofilicidade, afinidade pela agua,
consequentemente maior a velocidade no processo endotérmico de perda de agua.

Observa-se na Figura 19 que o pico exotérmico de reacdo, referente a
degradacédo das MPs ¢ iniciado muito antes na MP de CPE (QUI-CMC) com GLA,
demonstrando que o GLA né&o reagiu completamente, nas condi¢cdes experimentais,

durante o processo de preparagdo da MP de CPE.
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J& os picos exotérmicos de reacédo referentes ao processo de degradacdo da
MP de CPE (QUI-CMC) com STPP e sem agente de entrecruzamento tem
temperatura inicial de degradacao préoxima, e perfil de degradacdo semelhante. Isto é
atribuido a que ambos complexos se formam através de interacdes idnicas entre as
cadeias macromoleculares dos polimeros QUI e CMC, e QUI-CMC quando STPP esta

presente.
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Figura 19 — Perfil Térmico da MP (a) CPE (QUI-CMC), (b) CPE (QUI-CMC) com
STPP, (c) CPE (QUI-CMC) com GLA.

5.3CARACTERIZACAO DA MORFOLOGIA POR MICROSCOPIA
ELETRONICA DE VARREDURA

Com a ajuda do microscopio eletronico de varredura é possivel ver claramente
a morfologia das microparticulas e com isso notar a mudanca na esfericidade das
microparticulas com e sem agentes de entrecruzamento e também aproximar o
tamanho da microparticula. Ao analisarmos as micrografias obtidas pelo MEV, nota
se que as imagens foram feitas por elétrons retroespalhados, uma vez que devido ao
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carater ndo condutor das microparticulas ao tentar usar a imagem por elétrons

secundaria esté se carregou muito e dificultou a sua visualizac¢éo.

5.3.1 MORFOLOGIA DA MICROPARTICULA DE CPE (QUI-CMC)

Observando a Figura 20, pode se notar que as MPs ndo sdo totalmente
esféricas, porem possuem inameros poros. A presenca destes poros favorecera a
absorcdo e posterior liberacdo do metronidazol. As microparticulas possuem

rugosidade e tamanho em torno de 400 pm.

EHT = 10.00 k¥ Mag= 200X
WD =100mm Signal A = NTS BSD

Figura 20 — Micrografia das MPs de CPE (QUI-CMC).

5.3.2 MORFOLOGIA DA MICROPARTICULA DE CPE (QUI-CMC) COM
STPP

Observando a Figura 21, pode se notar que as microparticulas ndao séo

totalmente esféricas, ocorrendo o0 que se era esperado, uma vez que na literatura
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existem trabalhos que relacionam a diminuicdo da esfericidade com o aumento da
concentracdo de STPP, usado como agente de entrecruzamento, porém as
microparticulas ainda possuem inUmeros poros, poros estes que sao desejados, como
ja dito anteriormente, para armazenar o farmaco modelo metronidazol.

As MPs possuem rugosidade e tamanho bem variavel, algumas medindo mais

que 400 um e outras menos, devido a perda da esfericidade se torna dificil medir

o tamanho médio das particulas somente pelo MEV.

EHT = 10,00 k¥ Mag= 200X

WD =100mm Signal A = NTS BSD

Figura 21 — Micrografia das MP de CPE (QUI-CMC) com STPP.

5.3.3 MORFOLOGIA DA MICROPARTICULA DE CPE (QUI-CMC) COM GLA

Analisando a Figura 22, percebemos a formacdo de uma microparticula impar
quando usamos o agente de entrecruzamento GLA. A microparticula perde totalmente
sua esfericidade, algo também comprovado por diversos estudos. Porém, se observa

uma ligeira diminui¢cdo no tamanho, se calculamos o tamanho médio encontramos um

valor em torno de 350 pm.
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EHT = 500 kv Mag= 200X
WD =105mm Signal A =NTS BSD

Figura 22 — Micrografia das MP de CPE (QUI-CMC) com STPP.

Nota-se que todas as microparticulas produzidas possuem o seu requisito
principal que é a grande quantidade de poros, a partir dos quais pode ser introduzido
um farmaco modelo, no caso do presente trabalho o metronidazol e estudar o seu
perfil de liberagdo em diferentes pH, tornando assim, a microparticula produzida um

método de dosagem terapéutica.

5.4ESTUDO DA LIBERACAO DO FARMACO METRONIDAZOL

O estudo da cinética de liberacdo de farmaco envolve processos simultaneos
de absorcao de agua pelas MPs, seu intumescimento e por fim o relaxamento das
cadeias poliméricas, liberando o farmaco incorporado. Assim, a liberacao do farmaco
sera controlada pela interacédo dos tampdes, a microparticula e o farmaco.

Consequentemente, o tratamento matematico, abrangendo todos esses
mecanismos torna-se muito complexo. Para o sistema de liberacéo utilizado neste
estudo, foram utilizadas as seguintes equacfes empiricas: Modelo de Higuchi e

Modelo de Korsmeyer-Peppas, que sdo equagbes derivadas da Lei de Fick.
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Inicialmente, elaborou-se a curva de calibracdo do Metronidazol diluido em dois

tipos diferentes de tampdes: tampéao pH 1,2 e tamp&o pH 6,8.

0.5 . -
Equation y=a+bx
Residual Sum 8, 7T91E-6
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Figura 23 — Curva Padrao de Liberacdo de MDZ em tampé&o pH 1,2.
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Figura 24 — Curva Padrao de Liberacdo de MDZ em tampé&o pH 6,8.

Assim, pelas Figuras 23 e 24, temos as equacdes 9 e 10 de calibracdo do MDZ

em tampéo pH 1,2 e pH 6,8, respectivamente.
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A =0,03592C — 2,7066x10~* Equag&o 9

A =0,0583C —2,73x 1073 Equacéo 10

Onde A é a absorvancia e C a concentracdo de MDZ.

Os testes de liberagcdo de MDZ foram realizados em tampao por 24 horas. As
amostras, foram separadas em dois grupos, um grupo com tampéao pH 1,2 e outro
grupo com tampéao pH 6,8, as amostras ficaram submersas a temperatura de 37°C
simulando a temperatura do corpo humano, sob agitacdo constante. A Figura 25
representa a massa liberada de MDZ no tempo com o tamp&o pH 1,2.
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Figura 25 — Massa de MDZ liberada em horas no tampéao pH 1,2. (a) MP de
QUI e CMC, (b) MP de QUI e CMC com STPP, (c) MP de QUI e CMC com GLA.

Analisando a Figura 25, pode se perceber que a liberacdo da MP de CPE sem
nenhum agente de entrecruzamento € mais efetiva, liberando farmaco de forma
continua até o final do tempo, sendo a sua liberacéo algo em torno de 70% da massa
de MDZ carregada. As MPs de CPE com agente de entrecruzamento apresentam

guase a mesma liberagéo, o fato da sua liberagéo ter sido menor que a MP sem agente
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de entrecruzamento se deve as macromoléculas estarem mais proximas no CPE, e
que dificulta a difusédo do tampé&o.

O mesmo perfil de liberacédo pode ser observado para a liberacdo em pH 6,8,
da Figura 26, onde a MP de CPE sem agente de entrecruzamento libera mais que
80% de MDZ, enquanto as MPs com agente de entrecruzamento liberam em torno de
80 %. Observa-se também que o pH influéncia na liberacdo sendo o processo

favorecido a pH menos acido.
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Figura 26 — Massa de MDZ liberada em horas no tampéao pH 6,8 (a) MP de QUI
e CMC, (b) MP de QUI e CMC com STPP, (c) MP de QUI e CMC com GLA.

Utilizando o modelo de liberacédo de Higuchi, temos as seguintes informacdes,
obtidas a partir do ajuste da equacao 2 nos dados representados nas Figuras 27, 28,
29, 30, 31, 32.

Tabela 7 — Constante de Higuchi (Kh) para todas as MPs.

Microparticulas de CPE Constante de Higuchi (Kh)
(QUI-CMC) em pH 1,2 0,1834
(QUI-CMC) com STPP em pH 1,2 0,1915
(QUI-CMC) com GLA em pH 1,2 0,1937

(QUI-CMC) em pH 6,8 0,1687




(QUI-CMC) com STPP em pH 6,8

(QUI-CMC) com GLA em pH 6,8
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Figura 27 — Mt/Mo em funcéo do tempo * da MP de CPE (QUI-CMC) em pH

1,2.

Equaticn
Residual
Sum of

Pearson’s r

0.9

Adj. R-Squar

y=a+

Intercept

b*x
000452

0,99135

098134

Value | Standard Error

Slope

0,48487

0,1915

0,01312

0,00722

0.8

MM,

0.8

0.9

Figura 28 - Mt/Mo em funcéo do tempo ” da MP de CPE (QUI-CMC) com STPP

em pH 1,2.

tempo'?




1 '~ Equation y=a+b*™x ™
Residual 0,00463
Sumn of X
Squares
Pearson's r 039135
0,9 Adi. 098134 -
R-Square
Value | Standard Error n
Intercept 0,4585 0,01328
E Slope 0,19374 0,0074 -
[ ]
0.8
=]
= "
-
bt
= 07 .
]
0.5
[ ]
0.9 -
: 1 2
112
tempo

51

Figura 29 - Mt/Mo em funcéo do tempo ” da MP de CPE (QUI-CMC) com GLA em pH

1,2.
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Figura 30 - Mt/Mo em funcéo do tempo * da MP de CPE (QUI-CMC) em pH 6,8.
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Figura 31 - Mt/Mo em funcéo do tempo ” da MP de CPE (QUI-CMC) com STPP

em pH 6,8.
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Figura 32 - Mt/Mo em funcéo do tempo * da MP de CPE (QUI-CMC) com GLA

Se observamos todos os gréaficos do ajuste da equacéo 2 podemos concluir que

0 Modelo de Higuchi ajusta melhor a pH 6,8, onde o R?= 0,99. A partir da tabela 7

podemos concluir que a constante cinética Kh, Constante de Higuchi, ndo varia
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significativamente nos diferentes sistemas, mostrando assim que é a porosidade e

ndo a forma da particula o parametro que influéncia na cinética de liberacéo.
Utilizando o modelo de liberacdo de Korsmeyer- Peppas (Equacéo 3), e partir

dos ajustes dos dados apresentados nas Figuras 33, 34, 35, 36, 37, 38, temos 0s

valores de n e K.
Tabela 8 — Valores das Constantes n e K, pelo modelo de liberacdo de Korsmeyer-
Peppas, para todas as MPs.

Microparticulas de CPE n K
(QUI-CMC)em pH 1,2 0,1725 0,3842

(QUI-CMC) com STPP em pH 1,2 0,1831 0,4061
(QUI-CMC) com GLAem pH 1,2 0,1861 0,4122
(QUI-CMC) em pH 6,8 0,1524 0,3581
(QUI-CMC) com STPP em pH 6,8 0,1593 0,3734
(QUI-CMC) com GLA em pH 6,8 0,1610 0,3771
Equ.atinn y=a+b*x
0,0 :_.E:-:d;al 0,00127
Sauares 0,99851
E Intercept -0,38422 0,00346
-0. Slope 0,172532 0,00272
gCJ
3 | |
= .
-0,4
0819 05 00 05 5 25
Int

Figura 33 — In (Mt/M«) em funcéo de In t da MP de CPE (QUI-CMC) em pH
1,2.
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Figura 34 — In (Mt/M«) em funcao de In t da MP de CPE (QUI-CMC) com STPP

em pH 1,2.
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Figura 35 — In (Mt/M«) em funcéo de In t da MP de CPE (QUI-CMC) com GLA

em pH 1,2.
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Figura 36 — In (Mt/M~) em funcéo de In t da MP de CPE (QUI-CMC) em pH 6.8.
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Figura 37 — In (Mt/M«~) em funcéo de In t da MP de CPE (QUI-CMC) com STPP
em pH 6.8.
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Figura 38 — In (Mt/M«) em funcéo de In t da MP de CPE (QUI-CMC) com GLA
em pH 6.8.

Se observamos todos os graficos do ajuste da equacao 3 podemos concluir que
o modelo de liberacdo de Korsmeyer- Peppas ajusta melhor o processo de liberacao
a pH 1,2, onde o R?= 0,997. A partir da Tabela 7 podemos concluir que a constante
cinética K, também ndo varia significativamente entre os diferentes sistemas,
confirmando que é a porosidade e ndo a forma da particula, € o parametro que
influéncia na cinética de liberagdo. O expoente “n” que no Modelo de Higuchi é
considerado igual 0,5, a partir do Modelo de Kormeyer-Peppas, ele pode ser obtido
experimentalmente. O par@metro n € conhecido como coeficiente difusional, quando
n < 0,5 se diz que o sistema é Fickiano e que o tempo de difusdo é muito menor que
o tempo de relaxacdo das cadeias, pela analise da Tabela 7 onde n é em torno de 0,2
para todos os sistemas, pode-se concluir que todos seguem a difuséo do tipo Fickiana.

Os resultados obtidos no estudo de liberacdo demonstram que o processo de
liberacdo é controlado, mantendo-se porcentagem de massa liberada do metronidazol
constante ao longo do tempo. Observa se também que o pH dos tampdes influencia

na liberacdo como ja mostrado também anteriormente na Figura 25 e 26.
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6 CONCLUSOES

Apos a andlise dos resultados experimentais, podemos concluir que:

o A massa molar viscosimétrica média encontrada para a QUI foi de 1,47
X 10° Da. Esta massa molar tem um valor intermediario, o que representa a
possibilidade de ter boas propriedades fisico quimicas, permitindo também a
solubilidade da QUI até 2 %, o que facilitou o procedimento para a formacéao do CPE.

o O grau de desacetilagdo ficou por volta de 92, 53%, 0 que € muito
desejavel, visto que quanto menor o grau de desacetilacdo, maior a quantidade de
quitina ligada a QUI, e com isso, mais dificil a solubilidade da QUI em &acidos fracos,
e também menor a quantidade de grupos aminos que estarédo livres para se ligarem
aos grupos carboximetil, da CMC.

o A producdo das microparticulas por meio de emulsédo teve um alto
rendimento, entre 65+7,1 e 75+7,1 %, e ap0s a analise por FTIR e analise térmica,
pode se confirmar que houve mesmo a formacdo do complexo polieletrélito com os
diferentes agentes de entrecruzamento, ao se analisar a morfologia do complexo por
MEV, notamos duas coisas, o complexo possui forma quase esférica e essa
esfericidade diminui ao se introduzir o agente de entrecruzamento, porem todas as
microparticulas possuem em sua superficie muitos poros, e foi essa elevada
porosidade o que permitiu a absorcao e liberacdo controlada do metronidazol.

o A liberacdo do metronidazol ocorreu de maneira controlada e foi
semelhante em todas as microparticulas, mostrando-se ligeiramente mais efetiva na
microparticula CPE (QUI-CMC), sem agente de entrecruzamento. O estudo mostrou
que a liberacdo do metronidazol depende do pH em todos os sistemas estudados,
sendo mais eficiente a liberacdo em pH 6,8. A quantidade de metronidazol liberada foi
significativa em torno de 70% em pH 1,2 e 80% em pH 6,8, tornando o0 método usado

significativo e uma Gtima maneira de administragdo do farmaco.
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7 PERPECTIVAS FUTURAS

O presente trabalho serviu como base para o0 desenvolvimento de
microparticulas de QUI e CMC com futuras aplicac6es biomédicas como sistemas de
liberacdo de farmacos. As perspectivas futuras quanto a este trabalho referem-se ao
aprimoramento e ampliacdo dos conhecimentos ja obtidos, continua o estudo de
degradacéo das MPs de acordo com as futuras aplicacdes desses sistemas.

Estudar a eficacia dessas MPs para a liberacdo de outros farmacos,
principalmente aqueles que causam diversos efeitos colaterais, pois ha estudos na
area em que o polimero QUI ajuda a diminuir o nivel de toxicidade de farmacos no
organismo.

Fazer um estudo da toxicidade das MPs no organismo, uma vez que um dos
seus componentes € o GLA, que possui alta toxicidade.

Por ultimo, fazer estudo com outros polieletrélitos em forma de MP, uma vez

gue o método é simples e como mostrado no trabalho é eficiente.
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