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RESUMO

A quitosana € um polimero natural biodegradavel com grande potencial
para aplicacdes farmacéuticas devido a sua biocompatibilidade , alta densidade de
carga, ndo —toxicidade e ades&do ao muco. A formacéo de gel pode ser obtida pela
interacdo da quitosana com contra-ions de baixo peso molecular como polifosfatos,
sulfatos, e reticulacdo com glutaraldeido. Essa propriedade de formar gel da
quitosana da origem a uma vasta gama de aplicagbes como o encapsulamento de
farmacos e produtos alimenticios, imobilizagdo de agentes bioquimicos, células ,
microorganismos e algas.Uma de suas principais aplicacdes esta na sintese de
microesferas, com o objetivo de encapsular farmacos, particulas magnéticas, e
outras substancias de modo a construir sistemas de liberacdo controlada de drogas
em locais especificos de sistemas biologicos (“targeted drug delivery “). Neste
trabalho, foi empregado um método de sintese das microesferas citadas. Em
particular, aplicamos o método de atomizagdo e coagulacdo. As microesferas assim
sintetizadas foram caracterizadas por microscopia optica de varredura.

Palavras-Chave: Quitosana, micoresferas , atomizacao.

ABSTRACT

Chitosan is a natural biodegradable polymer with great potential for
pharmaceutical applications due to its biocompatibility, high charge density , non-
toxicity and mucoadhesion. Gel formation can be obtained by the interactions of
chitosans with low molecular counterions such as polyphosphates, sulphates and
crosslinking with glutaraldehyde. This gelling property of chitosan allows a wide
range of applications such as coating of pharmaceuticals and food products, gel
entrapment of biochemicals, whole cells, microorganisms and algae. One of its main
applications is the synthesis of microspheres for coating of pharmaceuticals ,
magnetic particles an other substances. In such a way, we can build targeted drug
delivery systems. In the present work, we applied the method of spraying and
coagulation. The resulting microspheres, then, were characterized by optical
microscopy.

Keywords: chitosan, microspheres, atomization.

SUMARIO



RESUMO

ABSTRACT

R 0T [T~ T 1
1.2 Preparacao das micro-particulas de quitoSana..............eeevvieeeeeeeeeieeiiiiiiesciienene, 7
P2 © ] o] (= 1AV 0 S PR SSRRRPPRP 8
3. Procedimento EXPerimental ..........ccccoiiiiiis ooiiiiiiii e 9
4. ReSUItAd0S € DISCUSSAD ....evveiiiiiiiiiiiiiees ooriiiiiee e e e s e e e e e s s e e e e s s e e ee e e e e 10
5. CONCIUSEOD ...ttt ettt ettt e e e e e e 13

6. Referéncias BiblIOGrafiCas ......cccccuuiiiiics ceeeeie e 14



1.INTRODUCAO

A quitosana, um biopoliaminosacarideo linear, € obtido a partir da
desacetilacédo alcalina da quitina, a qual € o segundo polissacarideo mais abundante
depois da celulose (MUZZARELLI, 1977, ROBERTS, 1992). A quitina € o principal
componente das cuticulas protetoras de crustdceos como caranguejos , camardes e
lagostas e paredes celulares de alguns fungos tais como aspergillus e mucor. A
quitina é um polimero constituido pela cadeia linear 3-(1,4)-N-acetil-glucosamina, ao
passo que a quitosana, por copolimeros de glucosamina e N-acetil-glucosamina
(KAS, 1997, SINGLA, CHAWLA, 2001, KATO et al, 2003). A quitosana tem um
grupo amina primario e dois grupos hidroxila livres para cada unidade da cadeia,
como mostra a figura a seguir:

OH OH OH
e
0
Figura 1. Estrutura da quitosana. Adaptado do trabalho de (SINHA et al, 2004)

Devido a facil disponibilidade de grupos amino livres na quitosana , ela
adquire carga positiva em pH neutro ou &cido, pela protonacdo da unidade de
glucosamina e conversdo na forma solivel de R-NHs", que reage com superficies,
polimeros ou espécies carregados negativamente. O grupo amino também interage
com ions metalicos como cobalto e outros metais (ONSOYEN, SKAUGRUD, 1990),
quando esta na forma ndo protonada, formando quelatos (composto de
coordenacao) pela ligacdo covalente do par de elétrons do grupo amino e metais de
transicdo (FUKUDA, 1980). E uma base fraca, insollvel em agua e solventes
organicos, mas é soluvel em soluc¢des aquosas acidas diluidas (pH< 6.5) pelo motivo
ja exposto. Ela se precipita em solug¢des alcalinas ou com polianions e formam gel a
pH intermediério. Tem um peso molecular médio que varia entre 3800 e 2000000 e o
grau de desacetilacdo varia de 66 a 95% (KAS,1997). O processo de desacetilagcédo
envolve a retirada de grupos acetil (CH3-CO-) da cadeia molecular da quitina, com a
consequente formacdo de grupos amina livres (-NHy). O grau de desacetilacédo
determina, portanto, a percentagem de grupos amina livres na cadeia polimérica.
Trata-se de um parametro relevante, pois tem influéncia na versatilidade da
quitosana em muitas de suas aplicacdes e principalmente, em sistemas de liberacéo
controlada baseados em microesferas. Ao serem protonados em solugbes aquosas
acidas, conforme supramencionado, os grupos amino livres determinam o carater
catidnico da quitosana. E essa propriedade € importante, entre outros motivos, por
permitir reacdes de reticucdo ibnica com anions multivalentes e porque determina a



a capacidade de adesdo ao muco (AGNIHOTRI et al, 2004). Esses dois ultimos
aspectos serdo explicados melhor mais adiante.

Propriedades como biodegradabilidade,mbaixa toxicidade e
biocompatibilidade tornam a quitosana adequada para aplicagcbes biomédicas e
farmacéuticas (CHANDY, SHARMA, 1990, ILLUM et al.,, 2001). Algumas dessas
aplicacbes podem ser citadas: tratamento de Ulceras e efeito antidcido (ITO et al.,
1997), cicatrizacdo de feridas e queimaduras (TACHIHARA et al.,1997),
imobilizacdo de enzimas e células vivas em oftalmologia (FELT et al.,1999). Entre
as aplicacdes farmacéuticas , ela tem sido usada como veiculo para comprimidos
(KRISTMUNDSDOTTIR et al.,, 1995, SABNIS et al., 1997, ILLUM, 1998), como
diluente para melhorar a taxa de dissolucdo e biodisponibilidade de drogas
insollveis em agua , e como carreador de droga para sistemas de liberacédo
controlada (KAWASHIMA et al., 19852, MIYAZAKI et al.,, 1990, AKBUGA, 1993,
KRISTL et al., 1993).

Uma outra propriedade é a mucoadesividade (LEHR et al.,, 1992,
NEEDLEMAN, SMALES, 1995, RILLOSI, BUCKTON, 1995; HE et al., 1988,
SHIMODA et al., 2001, KOCKISCH et al., 2003) devido as forcas eletrostaticas
atrativas existentes entre as cargas positivas em suas moléculas e as negativas
disponiveis nas superficies mucosas. A adesividade a superficies mucosas €
desejavel, pois o tempo de residéncia maior no sitio de absorcao de droga acentua o
gradiente de concentracdo a favor da difusdo da desta. Deve-se ressaltar ainda a
capacidade de se aderir a locais especificos, de modo a aumentar a
biodisponibilidade da droga.

A quitosana é biocompativel com tecidos vivos pois ndo causa reacgdes
alérgicas ou rejeicdo. Ela se decompde lentamente em produtos néo téxicos (amino
acucares), que sdo completamente absorvidos pelo corpo humano (NICOL, 1991)
Ela se degrada sob a acdo de fermentos, sendo assim facilmente removida do
organismo sem causar efeitos colaterais. Possui atividade anti- microbiana, absorve
metais toxicos como mercurio, cadmio e chumbo e, além disso, tem boa adeséao,
atua na imunoestimulacdo e tem capacidade de coagulacdo (AGNIHOTRI et al,
2004). Conforme foi constatado por (WANG et al, 2008), micro-esferas de quitosana
podem diminuir o tempo de coagulagéo e induzir a adesao e ativagéo de plaquetas.

Pelo exposto, a quitosana apresenta muitas vantagens para o
desenvolvimento de micro e nanoparticulas. Tais vantagens incluem: habilidade para
controlar a liberacdo de farmacos, evita o uso de solventes organicos téxicos
durante o processo de sintese (ja que ela é solavel em solugdes aquosas acidas),
ser uma cadeia linear rica em grupos amina disponiveis para reacdes de reticulacéo
e boa capacidade de ades&o ao muco.

Revestimentos de superficie s&o um componente integrante das plataformas
de nano-particulas magnéticas para aplicacbes biomédicas. Nano - particulas



magnéticas tem uma significativa tendéncia a aglomerar como resultado de sua alta
energia de superficie. A estabilizacdo eletrostatica coloidal que advém da repulséo
de cargas de superficie nas nano - particulas ndo € adequada para prevenir
agregacado em solucdes biologicas devido a presenca de sais e outros eletrolitos que
podem neutralizar essa carga. Ademais, quando injetadas na corrente sanguinea ,
as superficies das nano - particulas magnéticas estdo sujeitas a adsorcdo de
proteinas plasmaticas, ou opsonizacgao (ataque de células de defesa), como primeiro
passo na sua metabolizacdo pelo RES (sistema reticulo endotelial). Evitar a
captacdo pelo RES e manter uma longa meia-vida no plasma € um imperativo para
muitas aplicagbes de nano - particulas magnéticas em medicina (BERRY, CURTIS,
2003). O desenvolvimento de revestimentos de superficie é, dessa forma, essencial.
Dentre as aplicagcbes biomédicas, uma das principais € o tratamento de locais
especificos de um sistema biolégico, usando carreadores magnéticos (WIDDER,
SENYEI, SCARPELLI, 1978). As principais vantagens sao a reducédo da dosagem de
droga requerida para o tratamento e, ao mesmo tempo, dos efeitos colaterais
associados a tal dosagem devido a utilizacdo mais localizada da droga, néo
atingindo células saudaveis. Nesse tipo de terapia, uma droga citotoxica é ligada a
um carreador magnético biocompativel. Esse conjunto carreador/droga €, entao,
injetado no sistema circulatorio do paciente. Ao atingirem a corrente sanguinea,
campos magnéticos externos sdo usados para concentrar 0 conjunto em um sitio
especifico no organismo, tal como mostra a figura 2:
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Figura 2: Representacéao tedrica de um sistema magnético de entrega de droga
(“drug delivery”).Adaptado do trabalho de PANKHURST et al, (2003).



A quitosana € um polimero catiénico, hidrofilico e também n&o toxico,

biocompativel e bioabsorvivel, 0 que a tornou um material bastante utilizado em
aplicacoes de drug delivery recentemente ( CALVO, ALONSO, 2001).
Esse fato se deve principalmente a sua grande abundéncia na natureza,
biocompatibilidade e facilidade de funcionalizacdo. A funcionalizacdo compreende
aumentar a especificidade do carreador de droga, conjugando a este grupos
funcionais que se ligam a receptores especificos presentes na membrana plasmatica
de células — alvo (VEISEH, GUNN, ZHANG, 2009).Recobrimentos poliméricos
produzem uma barreira estéril para prevenir a aglomeracdo de nano - particulas e
evitar a opsonizacdo. Além disso, esses recobrimentos promovem um meio de
adequar as propriedades de superficie das nano — particulas como carga de
superficie e funcionalizacdo quimica.

Micro - esferas grandes (> 100um) de quitosana preparadas pelo
método de emulsdo foram usadas para entregar, por diferentes rotas, o anti-
inflamatorio diclofenaco de sédio (ACIKGOZ et al., 1996), o agente anti-neoplasico
mitoxantrona (JAMEELA, JAYAKRISHNAN., 1995) e outros agentes ativos, tais
como furosemida (AKBUGA, DURMAZ, 1994), teofilina, griseofulvina e aspirina
(THANOQO et al., 1992). Para todas as drogas, um perfil de liberacdo controlada foi
detectado. Micro esferas pequenas de quitosana (<10um) foram também
desenvolvidas para entrega especifica de drogas anti - cancer, tais como oxantrazol
(HASSAN et al., 1992).

1.2. Preparacédo de micro particulas de quitosana

Ao reagir quitosana com guantidades controladas
de anions multivalentes, ocorre a reacdo de reticulacao (“crosslinking”) entre as
moléculas do polimero. A reticulacédo pode ser alcancada em meio acido, neutro ou
basico dependendo do meétodo utilizado. Esse tipo de reacdo tem sido muito
utillizada para a preparacdo de microesferas de quitosana. Ela consiste na reacao
de ligacdo, covalente ou idnica, entre uma cadeia polimérica e outra. A reacao de
reticulacdo da quitosana tratada com glutaraldeido pode ser visualizada na figura 3.
Preocupacdes a respeito da desintegracdo de microparticulas de quitosana tem
levado pesquisadores a modificarem-nas quimicamente pela reacdo de



reticulacéo.Dessa forma, elas tornam-se estruturas mais rigidas e, assim, € possivel
a sua aplicacdo como material de recobrimento em sistemas de liberacdo controlada
(GONCALVES, LARANJEIRA, FAVERE, 2005). Existem diversos processos para
esta sintese: gelatinacdo ionotropica (SAWAYANAGI et al, 1983), inversdo da fase
uamida (Ml et al, 1999), emulsificacdo e gelificacdo ionotropica (LIM et al.,1997),
coacervacao (BERTHOLD et al.,1996%), entre outros. Dentre estes , temos 0 método
de atomizacéo e coagulacdo (TORRES et al., 2007), utilizado no presente trabalho.

2. Objetivo

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi sintetizar micro —
particulas de quitosana pelo método de atomizacdo e coagulacdo, visando a
obtencdo de micro — esferas com boa morfologia e, assim, o aperfeicoamento do
método.
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Figura 3: Processo de reticulacdo da quitosana tratada com glutaraldeido.
Adaptado do trabalho de (GONCALVES, LARANJEIRA, FAVERE, 2005).



3. Materiais e métodos

A quitosana grau técnico com, no minimo 85% de desacetilacdo, foi
adquirida da Sigma-Aldrich (E.U.A, numero de produto 068K0075). A solucao de
quitosana foi preparada dissolvendo-se uma massa suficiente para obter uma
solucédo a 2,5%, em solucao acética a 5% em massa. OS flocos hidratados nesse
meio foram dissolvidos mantendo-se sob agitacdao por 48h a temperatura ambiente
até a completa solubilizacdo. A solucdo resultante foi filtrada sob vacuo a 60°C,
utilizando um filtro de placa sinterizada G3, para remog¢&o de tracos de material
insoltvel, obtendo-se, assim, um filtrado viscoso, claro e homogéneo. O filtrado foi
pulverizado por um bico (“spray”) sobre solucdo coagulante com as seguinte
concentracdo: 0.1M (figura 3) para a producdo de microglébulos. Os microglébulos
permaneceram em contato com a solucdo coagulante de NaOH por 12 horas para
completar a coagulacdo e produzir uma estrutura capaz de manter a sua
integridade. O processo de coagulagéo produziu uma rede tridimensional (“network”)
que da porosidade diferente a particula de acordo com a concentracdo de NaOH na
solucdo coagulante. As particulas, apos a completa coagulagdo, possuem agua
permeada nos seus reticulos e um aspecto branco opalescente, devido ao
espalhamento de luz pelos poros microscopicos existentes. A solugéo coagulante foi
drenada usando malhas de aco inoxidavel com abertura de 90 a 150um.
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Figura 3: Representacdo esquemética do método de atomizacdo e coagulacgéo.
Adaptado do trabalho de TORRES et al. (2007)

As particulas foram entdo coletadas e lavadas com &gua
deionizada (0,14 KQ.cm™). Os seguintes parametros podem influenciar na
preparacdo das microesferas e em suas caracteristicas: temperatura da solucao de
quitosana, viscosidade desta, pressdo do atomizador, altura em relacdo a solucdo
coagulante, abertura do bico de atomizacdo (TORRES et al., 2007). Nos
experimentos deste trabalho, os seguintes valores foram usados: temperatura
ambiente para a solucdo de quitosana (25°C), concentracdo de 0,025g/mL
(influencia na viscosidade), pressdo de 4,57 kgf/cm?, altura de 50cm, abertura de
0.5mm.

4. Resultados e Discussao

As micro — esferas obtidas sdo ndo — magnéticas, porém existem
muitos trabalhos em que foram sintetizadas micro — esferas magnéticas, como
mostram (DENKBAS et al., 2002), (HASSAN, PARISH , GALLO, 1992) e outros
estudos. As micrografias foram obtidas por microscopia éptica e podem ser vistas a
sequir:



Figura 5: Micrografia mostrando as micro — esferas sintetizadas



Figura 6: Micrografias mostrando as micro - esferas sintetizadas.

A esfericidade das micro — esferas assim obtidas sdo boas, se
comparadas a resultados a outros estudos realizados com este método de sintese.
A reacao de reticulacdo néo foi empregada, o que poderia resultar em um grau de
esfericidade melhor. Comparando-se com os resultados obtidos por (TORRES et al,
2007), a altura do bico de atomizacdo em relagdo a solucdo coagulante foi maior,
parametro esse que pode ter dado origem a particulas mais esféricas sem a
necessidade de reticulacdo. Agentes de reticulacdo podem induzir reacfes quimicas
com medicamentos que possam ser carreados pelas micro - esferas (SUNIL,
MALLIKARJUNA, AMINABHAVI, 2004). Além disso, estes podem ser toxicos , como
o glutaraldeido, o que tem causado muitas restricdes no meio farmacéutico com
relacdo ao uso de micro — esferas de quitosana submetidas a reacdes de reticulacao
(OLIVEIRA, SANTANA, RE, 2005). Sendo assim, o presente trabalho foi bem
sucedido, ja que ndo foram utilizados agentes de reticulagdo e foram produzidas
micro — esferas com boa morfologia e tamanho, em comparacdo ao trabalho de
(KUMBAR, AMINABHAVI, KULKAMI, 2002). Uma outra desvantagem na utilizacéao
de reticulacdo € que ela diminui o potencial zeta das microesferas (HE, DAVIS,
ILLUM 1999), consequentemente afetando a capacidade destas de aderirem ao
muco (mucoadesividade) (DHAWAN, SINGLA, SINHA, 2004) que, como ja foi citado,
€ uma importante caracteristica de sistemas de liberacdo controlada.

Segundo (TORRES et al., 2007), os valores otimos dos parametros
aqui considerados do método de atomizacdo e coagulagdo para a obtencdo das
micro — esferas sdo os seguintes:

Parametros Valores

Concentracdo da solucéo de quitosana | 0,025 g.mL™




Temperatura da solucdo de quitosana 25 °C
Abertura do bico de atomizagéo 1 mm
Altura (bico — solucdo de NaOH) 30 cm
Pressado do gés atomizador 2,5 kgf.cm™

Tabela 1: Condi¢Bes otimizadas para a produgéo de micro — particulas de quitosana.
(TORRES et al., 2007)

Neste trabalho, os valores utilizados foram os seguintes :

Parametros Valores
Concentracdo da solucdo de quitosana | 0,025 g.mL™
Temperatura da solucdo de quitosana 25 °C
Abertura do bico de atomizacao 0,5 mm
Altura (bico — solucdo de NaOH) 50 cm
Pressdo do gas atomizador 4,57 kgf.cm?

Tabela 2: Parametros e valores utilizados no procedimento de atomizacao e
coagulacéo.

Como se pode notar, os trés ultimos parametros foram modificados. No
trabalho de (TORRES et al., 2007), o tamanho médio das micro —esferas obtidas foi
entre 140 e 281um. Neste estudo, observando-se as micrografias mostradas, o
tamanho obtido foi menor. Tal fato deve-se, principalmente, a pressao utilizada para
0 gas atomizador ter sido maior, quase o dobro, no caso. No estudo acima
mencionado, foi construida uma superficie relacionando a variacdo do fluxo da
solucdo de quitosana (mL/min), pressdo do gas atomizador (kgf/cm?) ao diametro
das microesferas (um). Ao observar tal superficie, pode-se notar que, fixando-se um
valor para o fluxo, o aumento da pressao acarreta uma diminuicdo no diametro.
Temos assim que os resultados aqui apresentados estdo em concordancia com este
comportamento.

Embora as micro — esferas aqui sintetizadas nao tenham tamanho
nanometrico, € possivel inferir, pela analise da superficie acima mencionada, que 0s
parametros operacionais tais como pressao do gas atomizador e fluxo da solucéo de
quitosana sejam aumentados até a obtencdo de particulas na escala do nanémetro.
Neste trabalho, as limitacbes dos equipamentos utilizados ndo permitiram o aumento
dos parametros a tais niveis.

5. Concluséo

O método de atomizacgao e coagulagdo se mostrou bastante eficiente
neste trabalho. Foram produzidas micro — esferas com boa esfericidade, distribuicao
de tamanho relativamente uniforme e superficie levemente rugosa. A modificacao
dos parametros de otimizacdo usados em (TORRES et al, 2007), particularmente a
altura do bico de atomizacdo em relacdo a solucdo coagulante, abertura deste e a
pressao do gas de atomizacgdo foram bem sucedidos, o que permitiu a sintese de
micro — particulas com melhor morfologia sem a necessidade do uso de agentes de
reticulagéo.
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