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RESUMO

Derivados da quitosana (Mw 80-120) foram preparados pela introdugdo de
polietilenoglicol monometil éter (mPEG, Mw 5000 Da) em quitosana previamente
cationizada com o objetivo de melhorar a solubilidade e a densidade de cargas da
quitosana em meio aquoso, de pH neutro e alcalino, nos quais a quitosana é insoluvel e
seus grupos amina encontram-se desprotonados. A quitosana cationizada foi preparada
pela reacdo da quitosana com o cloreto de glicidil trimetilaménio (CGTMA) em meio
aquoso, em uma taxa molar de CGTMA para unidades D-glicosamina de 2;1. N-oxil-
2,2,6,6-tetrametilpiperidina (TEMPO). Com o objetivo de conjugar o mPEG a QC via
ligagdo amida, os grupos hidroxila terminais do mPEG comercial foram oxidados
utilizando N-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina (TEMPO) na presenca de NaBr e NaClIO.
Copolimeros de enxerto de mPEG — COOH e QC, mPEG — g — QC, foram preparados
através da formacao de ligacbes amidas na presenca de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-
carbodiimida (EDC) e N-hidroxisuccinimida (NHS), em diferentes taxas de massa de
mPEG para QC (0,85:1, 1,65:1 e 2,5:1). A estrutura da quitosana, mPEG, QC e copolimeros
mPEG — g — QC, assim como as modificagbes quimicas realizadas na molécula de
quitosana e de mPEG foram confirmadas por espectroscopia no infravermelho (FTIR) e
de ressonancia magnética nuclear (*H RMN). A partir dos espectros de 'H RMN também
foi possivel determinar o grau de desacetilagdo da quitosana (GD=87%), o grau de
cationizagdo da QC (GC=37%) e o grau de substituicdo (GS) de mPEG — COOH nos
copolimeros mPEG - g — QC 0,85:1 (GS=2,8%), mPEG—g —QC 1,65:1 (GS=5,6%) e
mPEG — g — QC (2,8%), 2,5:1 (GS=8,3%). O potencial zeta da QC e dos copolimeros
mPEG — g — QC mantiveram-se altos e positivos, com valores entre +30 e +65 mV, em
todo o intervalo de pH estudado (2,5-10), enquanto a quitosana apresentou um potencial
zeta alto e positivo (+40 a +50 mV) até pH 6, a partir do qual teve uma acentuada queda
alcangando 0 mV em pH 10. Medidas de espalhamento de luz estatico foram realizadas
para a determinagcdo da massa molecular da quitosana, QC e copolimeros mPEG — g —
QC. A solubilidade da quitosana, QC e copolimeros mPEG — g — QC, em meio aquoso (1
mg/mL), foi avaliada de forma qualitativa em fungao do pH por espectroscopia UV/visivel
e os resultados mostraram que a transmitancia da QC e dos copolimeros foi maior do que
97% em toda a faixa de estudada (pH 4 a 10) enquanto a transmitancia da quitosana foi
menor do que 20% em pH neutro e alcalino. A viscosidade das solugdes de QC (1,6 cP) e
dos copolimeros mPEG — g — QC 0,85:1 (0,97 cP), mPEG—g—QC1,65:1 (0,99 cP) e



mPEG — g — QC 2,5: 1 (0,99 cP) foram significativamente mais baixas quando comparados
a quitosana (2,36 cP) e apresentaram valores préximos a viscosidade de mPEG (0,97
cP).

Palavras-chave: quitosana, cloreto de glicidil trimetilamdnio, sais de aménio quaternario

de quitosana, modificagdo com PEG.



ABSTRACT

Derivatives of chitosan (Mw 80-120) were prepared by grafting polyethylene glycol
monomethyl ether (mPEG, MW 5000 Da) in previously cationized chitosan to improve the
solubility and charge density of chitosan in aqueous solution of neutral and alkaline pH, in
which chitosan is insoluble and their amino groups are deprotonated. The cationized
chitosan (CC) was prepared by reaction of chitosan with glycidyl trimethylammonium
chloride (GTMAC) in aqueous medium using a molar ratio of GTMAC and D-glucosamine
units of 1:2. To react mPEG with QC via amide bond, the hydroxyl groups of the
commercial mPEG were oxidized using N-oxyl-2,2,6,6-tetramethylpiperidine (TEMPO),
NaBr and NaCIO. The graft copolymers of mPEG — COOH and CC (mPEG — g — CC) were
prepared by forming amide bonds wusing of 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)
carbodiimide (EDC) and N -hydroxysuccinimide (NHS), in different rates of mass of QC to
mPEG (0,85: 1, 1,65: 1 and 2,5: 1). The structure of chitosan, mPEG — COOH, CC and
copolymers mPEG — g — QC, as well as theirs chemical modifications were confirmed by
infrared spectroscopy (FTIR) and nuclear magnetic resonance (‘H NMR). From the 'H
NMR spectra was also determined the degree of deacetylation of chitosan (DD = 87%),
the degree of cationization of CC (DC = 37%) and the degree of substitution (DS) of
mPEG — COOH on copolymers mPEG — g — CC 0,85:1 (DS = 2,8%), mPEG — g — CC 1,65:1
(DS = 5,6%), and mPEG—g—CC 2,5:1 (DS = 8,3%). The zeta potential of CC and
copolymers mPEG — g — CC remained high and positive with value between +30 and +65
mV, through the pH range studied (2,5-10), while chitosan showed a high and positive
zeta potential (+40 to +50 mV) until pH 6, from which decreased sharply and reached 0
mV at pH 10. Static light scattering measurements were performed to determine the
molecular weight of chitosan, CC and copolymers. The solubility of chitosan, CC and
copolymers mPEG — g — CC in an aqueous medium (1 mg/ml) were evaluated qualitatively
as a function of pH, by UV/VIS spectroscopy and the results showed that the
transmittance of CC and copolymers was greater than 97% through the pH range studied
(pH 4 to 10) while the transmittance of chitosan was lower than 20% in neutral and
alkaline pH. The viscosity of CC (1,6 cP) and copolymers mPEG — g — CC 0,85: 1 (0.97
cP), mPEG—g—-CC 1,65: 1 (0,99 cP) and mPEG—g—-CC 2,5 1 (0,99 cP) were
significantly lower than chitosan viscosity (2,36 cP) and exhibited values close to mPEG
viscosity (0,97 cP).

Keywords: chitosan, CGTMA,, quaternary chitosan salts, PEG modification.
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1 Introducgao

1.1 Quitosana

1.1.1 Estrutura e propriedades

A quitosana é um polissacarideo catidnico obtido pela desacetilacdo parcial
da quitina (Figura 1) muito encontrado na natureza, principalmente no exoesqueleto
de crustaceos. Ambas, quitina e quitosana sao copolimeros formados por taxas
variaveis de unidades de D-glicosamina, que contém um grupo amina, e de N-acetil-
D-glicosamina, a unidade acetilada, ligadas entre si randomicamente por ligacoes
glicosidicas do tipo B (1-4). Entretanto, na quitina ha predominantemente unidades
acetiladas e na quitosana unidades desacetiladas. O polimero deve ser considerado
quitosana quando no minimo 50 a 60% dos seus residuos sao desacetilados (WANG
et al., 1991; AIBA, 1992).

Figura 1 — Reagdo de desacetilagdo da quitina para a obtencido de quitosana por hidrélise
alcalina, comumente realizada com solugdao aquosa de NaOH 40% (m/m) a uma temperatatura
de 60 a 100 °C por 4 h sob atmosfera de N,. Os grupos acetilas da quitina (em vermelho) sao
hidrolisados gerando uma amina primaria (em azul): (a) quitina; (b) quitosana.
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Por ser uma base fraca, a quitosana ¢é insoluvel em solugdes aquosas acidas
e neutras mas prontamente soluvel em meio de pH abaixo do seu pKa, que varia de
5.5 a 6.5 (YUAN et al.,, 2011) pois nestas condi¢des os grupos NH, tornam-se
protonados (NH3*) e a repulsdo eletrostatica estabelecida entre as cargas positivas
enfraquecem as fortes interagées de hidrogénio intra e intermoleculares entre os

grupos amina e hidroxilas. (Figura 2).

Figura 2- Em meio aquoso neutro e alcalino, meios nos quais o pH é maior do que o pKa da
quitosana, os grupos amina e hidroxila da molécula de quitosana interagem entre si por
interacoes de hidrogénio intra e intermolecular de forma que as interagdes polimero-polimero
sdo mais fortes do que as interagdoes polimero-solvente, o que a torna insollivel nestas
condicoes Em meio acido, os grupos amina tornam-se protonados e a repulsado eletrostatica
entre as moléculas enfraquecem as interagées de hidrogénio e as interagées polimero-
solvente sao prevalecidas, tornando-as sollveis.

Fonte:autor
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A quitosana é um polimero semi-cristalino (YUAN et al., 2011), biodegradavel,
biocompativel, nao-téxico (RAO; SHARMA, 1997; RICHARDSON; KOLBE;
DUNCAN, 1999; KIM et al., 2001; KEAN; THANOU, 2010), e apresenta uma
estrutura bastante reativa quimicamente, atribuida principalmente as aminas
primarias. Caracteristicas estas, que somadas a sua habilidade de formar complexos
ibnicos com moléculas negativamente carregadas, tem recebido consideravel
notoriedade como biopolimero (LARANJEIRA; FAVERE, 2009) para aplicacdo como
carreador de farmacos (BOONSONGRIT; MITREVEJ; MUELLER, 2006;
MOUSTAFINE et al., 2008; TAVARES et al., 2012), carreador de genes (BOWMAN
et al., 2008; BALLARIN-GONZALEZ; EBBESEN; HOWARD, 2013), em engenharia
de tecidos (POON et al.,, 2010), em curativos cicatrizantes (LEFLER; GHANEM,
2009), dentre outros.

As propriedades fisico-quimicas da quitosana dependem, principalmente, do
grau de desacetilagdo (GD) e da massa molecular (M,,) (WANG et al., 1991; REGE;
BLOCK, 1999; ARANAZ et al., 2009). Quanto maior o GD, mais soluvel é a molécula
de quitosana, uma vez que a sua solubilidade esta diretamente relacionada aos
grupos amina (MIMA et al., 1983). Ja em relacéo a M,, a relagdo € inversa, ja que
quanto maior € a M,,, menos soluveis sao as moléculas poliméricas. Isso de deve a
organizagcdo das cadeias, pois, quanto maior a M,,, mais cristalina & estrutura e,
portanto, mais dificil € o acesso do solvente a superficie das moléculas (WU et al.,
2007). Os oligossacarideos da quitosana, que apresentam baixa massa molecular,
s&o prontamente soluveis em agua (KUMAR, 2000; RUNARSSON et al., 2007).

A estrutura catibnica da quitosana e seus derivados também é responsavel
pelas suas propriedades antimicrobiana (SEONG; WHANG; KO, 2000; TAN et al.,
2013), mucoadesiva (LEHR et al., 1992; PAN et al., 2002), antioxidante (PARK; JE;
KIM, 2004) e facilitadora de transporte paracelular, especialmente de moléculas
hidrofilicas grandes, tais como proteinas, peptideos e acidos nucleicos, pois a
quitosana tem a habilidade de promover uma abertura transitéria das jungdes
apertadas (“tight junctions”) encontradas entre células epiteliais (THANOU;
VERHOEF; JUNGINGER, 2001; PAN et al., 2002; PORTERO; REMUNAN-LOPEZ;
NIELSEN, 2002; DUNNHAUPT et al., 2012). Considerando a sua aplicagdo como
biomaterial, algumas destas caracteristicas mais notaveis da quitosana serdo

abordadas mais detalhadamente a seguir.
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1.1.2 Efeito da quitosana no aumento do transporte paracelular

A combinacao das propriedades de facilitagdo de transporte paracelular e
mucoadesdo da quitosana e seus derivados exercem um importante papel no
aumento da absor¢ao de macromoléculas através de células epiteliais. A camada de
muco e as jungdes intercelulares do epitélio estdo entre as barreiras bioldgicas mais
dificeis de serem ultrapassadas pelas macromoléculas até alcangarem a circulagao
sistémica (PAN et al., 2002; CASETTARI et al., 2010). As jun¢des intercelulares no
seu estado normal limitam a permeabilidade de moléculas maiores do que 1000 Da
(STOLNIK; SHAKESHEFF, 2009; CASETTARI et al., 2010). A estrutura catiénica da
quitosana tem a habilidade de promover uma abertura transitéria das juncdes
apertadas (“tight junctions”) encontradas entre células epiteliais e por isso permitem
a absor¢cdo de moléculas hidrofilicas grandes, tais como proteinas, peptideos e
acidos nucleicos (THANOU; VERHOEF; JUNGINGER, 2001; PAN et al., 2002;
PORTERO; REMUNAN-LOPEZ; NIELSEN, 2002; DUNNHAUPT et al., 2012). A
mucoadesao se deve a atracao eletrostatica entre a quitosana e componentes do
muco, que permite a retengcdo prolongada da particula polimérica e, dessa forma,
aumenta as chances das moléculas carreadas serem liberadas e absorvidas no
local.

Sistemas poliméricos de liberagdo de moléculas bioldgicas, tais como,
peptidios, proteinas e acidos nucleicos vem sendo desenvolvidos com os recentes
avangos no campo de tecnologia farmacéutica. Novos materiais € novas vias de
administracao tém sido estudados para esta aplicacdo porque a absorgao dessas
moléculas bioldgicas tem se mostrado ineficiente quando a administragao é efetuada
via oral. Por isso, a quitosana e seus derivados tém sido estudados para o
desenvolvimento de sistemas de liberagdo de moléculas bioldgicas grandes via
epitélio nasal e intestinal devido ao efeito de facilitagdo do transporte paracelular
promovido pela quitosana (CASETTARI et al., 2010).

1.1.3 Biodegradabilidade da quitosana

A influéncia da M,, e do GD sobre a biodegradabilidade da quitosana também
foi reportada. ZHANG; NEAU (2002) avaliaram a susceptibilidade de diferentes
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moléculas de quitosana a degradacao enzimatica por bactérias intestinais de rato,
do cdlon e ceco, e mostraram que quanto mais baixo € o GD da quitosana, maior era
a taxa de degradagao das moléculas. Isto ocorre porque as enzimas de degradagao
ligam-se a cadeia da quitosana através dos grupos acetila, portanto, moléculas de
quitosana com baixo GD facilitam o processo de biodegradagdo. E como as enzimas
requerem ligagdes a um certo numero de diferentes unidades glicosidicas para que
ocorra a reagao, moléculas de baixa M,, facilitam a biodegradacdo porque seus
grupos acetila sdo mais acessiveis as enzimas do que moléculas de alta M,, (ZHAN;
NEAU, 2002). Alguns trabalhos reportaram a utilizagdo de quitosana com alto GD ou
até 100% desacetiladas (MIMA et al., 1983) com o objetivo de aumentar o numero
de grupos amina e torna-las mais reativas. Entretanto, se a aplicagdo € biomédica,
moléculas de quitosana com baixa densidade de grupos acetila ou totalmente
desacetiladas ndo sédo desejaveis, pois 0os grupos acetilas sdo fundamentais para o
processo de biodegradacdo e subsequente eliminagcdo da quitosana a partir do

organismo.

1.1.4 Atividade antimicrobiana da quitosana

A atividade antibacteriana e antifungica da quitosana e seus derivados vém
sendo estudada e discutida no intuito de utiliza-los como biomaterial antimicrobiano
(CUERO; OSUJI; WASHINGTON, 1991; LIU et al., 2013). Embora o exato
mecanismo ainda seja desconhecido, sabe-se que as cargas positivas sao
indispensaveis e que a estrutura policatibnica da quitosana e seus derivados
estabelecem interagdes eletrostaticas com os componentes anidnicos da superficie
de fungos e bactérias, tais como lipopolissacarideos e polissacarideos capsulares
(MUZZARELLI et al., 1990; SAJOMSANG et al., 2012). A quitosana pode formar um
filme ao redor do microorganismo, de modo que a permeabilidade da membrana
celular é alterada (TAO; QIAN; XIE, 2011) e o fluxo de nutrientes para o interior da
célula pode ser comprometido, causando disturbios na célula (MUZZARELLI et al.,
1990; TAN et al., 2013). Um segundo possivel mecanismo de agao antimicrobiano é
que moléculas de quitosana de baixa M,, podem atravessar a membrana celular do
microorganismo e interagir com o DNA (Jarmila e Vavrikova, 2011) e outros
componentes intracelulares, como ions metalicos (CUERO; OSUJI; WASHINGTON,
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1991), levando a inibicdo da sintese de RNA e proteinas e, consequentemente,
interferindo no crescimento da célula.

A atividade antimicrobiana apresenta uma relagdo positiva com a M,, da
quitosana. Oligossacarideos da quitosana de baixa massa molecular (M,, =775 Da),
com diferentes GD (48 % e 82 %), ndo apresentaram nenhuma atividade contra S.
Aureus (RUNARSSON et al., 2007). No et al. (2002) estudaram o efeito inibitrio de
quitosana e de oligossacarideos de quitosana de diferentes M,, sobre o crescimento
de bactérias gram-positivas e gram-negativas e os resultados mostraram que as
moléculas de quitosana apresentaram um efeito inibitorio significativamente mais
alto do que os oligossacarideos na maioria das bactérias testadas, embora a
atividade tenha sido um pouco diferente entre as moléculas de quitosana de
diferentes M,, e entre alguns microorganismos especificos. Ja quando o GD é
considerado, nao foram encontradas correlagdes claras com a atividade
antimicrobiana porque os resultados mostraram ser dependentes nao s6 da estrutura
quimica da quitosana como também do tipo de microorganismo usado (ARANAZ et
al., 2009).

2 Modificagdes quimicas na molécula de quitosana

Apesar de todas as propriedades e vantagens apresentadas, a aplicacdo da
quitosana € muitas vezes limitada pela sua baixa solubilidade em agua, em pH
neutro e alcalino. Portanto, modificacbes estruturais na molécula de quitosana no
intuito de melhorar as suas propriedades, tais como, a solubilidade, a densidade de
cargas e a biocompatibilidade, sdo de grande interesse devido as suas inuUmeras
aplicagbes em biotecnologia. Considerando a grande densidade de grupos reativos
na quitosana, modificagdes quimicas podem ser realizadas em OH (C3; e Cg) € em
NHa (C»), permitindo a otimizagdo de biomateriais derivados de quitosana. Dentre as
modificagdes mais comumente realizadas na quitosana pode-se encontrar a
quaternizagdo (MUZZARELLI; TANFANI, 1985; BRITTO; ASSIS, 2007), a
cationizacdo (QIN et al., 2004; SPINELLI; LARANJEIRA; FAVERE, 2004; WU; SU;
MA, 2006), a carboximetilagdo (ZHU; ZHANG; ZHANG, 2004; ABREU; CAMPANA-
FILHO, 2009), a sulfonagcdo (CHANG; HUANG, 2012), a introducao de moléculas
hidrofdbicas, tais como o palmitoil (Jiang et al., 2006) e a introducdo de moléculas
hidrofilicas, tais como o polietilenoglicol (PEG) (GOROCHOVCEVA; MAKUSKA,
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2004; JEONG et al., 2008; MALHOTRA et al., 2011). O objetivo do presente trabalho
€ a obtencdo de derivados mais soluveis em meio aquoso, visto que a baixa
solubilidade é o fator limitante para a utilizagdo e aplicacdo da quitosana. A
cationizacdo, a quaternizagcédo e a introducado de PEG (JEONG et al., 2008) sao as
modificagdes mais utilizada para aumentar a solubilidade da quitosana em condigcbes
semelhantes ao meio bioloégico (QIN et al., 2004; BRITTO; ASSIS, 2007,
RUNARSSON et al., 2007; WU et al., 2007; PENG et al., 2010; BRITTO et al., 2011).

2.1 Cationizagao da quitosana

Cationizagcdo de polimeros é a modificagdo da molécula polimérica com
compostos catidnicos, dentre os quais, aqueles que apresentam um grupo funcional
amonio quaternario ligado a um grupo alquila (Figura 3) tem sido bastante utilizados
para a cationizagdo de polissacarideos (BISWAS et al., 2010; PRADO;
MATULEWICZ, 2014). A introdugdo de compostos desta classe de moléculas da
origem a sais de amonio quaternario. Os grupos aménio quaternario (Figura 3a) séo
ions poliatdbmicos carregados positivamente, sendo que os radicais R s&o grupos
alquila, que podem ser iguais ou distintos. Diferentemente do grupo aménio, amdnio
primario, amoénio secundario e amoénio terciario, o grupo amdnio quaternario €
permanentemente carregado positivamente. Polissacarideos catidnizados, tais como
a quitosana (WU; SU; MA, 2006), a celulose (EL-SAKHAWY; MILICHOVSKY, 2000),
a goma-guar e o amido (HAACK et al., 2002) tém sido amplamente aplicados tanto
em areas biotecnoldgicas, como tratamento de agua, industria de alimentos e
industria de cosméticos, como também em outras areas,tais como fabricagdo de
papel e industrias de petréleo (PRADO; MATULEWICZ, 2014). Polissacarideos
cationizados podem ser preparados pela reacédo com varios reagentes cationizantes,
tais como os apresentados na Figura 3, sendo que 0 mais comunmente utilizado é o
cloreto de 2,3-epoxipropil-N,N,N-trimetilaménio, também chamado de cloreto de
glicidil trimetilaménio (CGTMA).
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Figura 3 — Agentes cationizantes que apresentam um grupo funcional amoénio quaternario. (a)
grupo amoénio quaternario, os grupos R correspondem a grupos alquila; (b) cloreto de 3-cloro-
2-hidroxipropil-N,N,N-trimetilamoénio; (c) brometo de 3-bromo-N,N,N-trimetil-1-propanoaménio
(d) cloreto de di-(2,3-epoxipropil)-N,N-dimetilamoénio; (e) cloreto de 2,3-epoxipropil-N,N,N-
trimetilaménio; (f) iodeto de N-(2-aminooxietil)-N-(2-hidroxiethil)-N,N-dimetilaménio (g) brometo
de [3-(trimetilamdnio)-propil] metanotiossulfonato (h) cloreto de 3-cloro-2-hidroxipropil-N,N-
dimetil dodecil aménio; (i) cloreto de 3-cloro-2-hidroxipropil-N,N-dimetil estearil amoénio.
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Na molécula de quitosana, a reacdo de cationizagdo pode ser realizada nos
grupos amina (Cy), gerando derivados N-cationizados, e nas hidroxilas (em C; e Csg),
gerando derivados O-cationizados, que sdo muito menos soluvel do que os N-
cationizados (SIEVAL et al.,, 1998; CURTI; BRITTO; CAMPANA-FILHO, 2003;
JINTAPATTANAKIT et al.,, 2008). A cationizag&o utilizando o CGTMA vem sendo
bastante utilizada para aumentar a solubilidade da quitosana e foi a rota de escolha

para este trabalho (Figura 4). A obtencdo do derivado cationizado com CGTMA
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ocorre por uma reacao de substituicdo nucleofilica (Sny2) na qual os grupos amina e
hidroxilas da quitosana podem atacar o epoxido do CGTMA e gerar uma amina
secundaria e/ou uma ligac&o éter, respectivamente (HERMANSON, 1996). Em meio
aquoso neutro e acido, o CGTMA reage preferencialmente com o grupo amina das
unidades D-glicosamina da quitosana, que se comportam como nucledfilos
suficientemente fortes para abrir o anel epdxido do CGTMA. Em contrapartida, a
reagao do epdxido com os grupos hidroxilas s6 ocorre em meio fortemente alcalino e
0 GQ obtido nessas condicdes é baixo devido ao fraco carater nucleofilico das
hidroxilas para atacar o anel epoxido (SEONG; WHANG; KO, 2000).

Figura 4 — Reagoes de cationizagao da quitosana utilizando o cloreto de glicidil trimetilaménio
(CGTMA) em meio aquoso neutro, acido e alcalino. Em meio neutro e acido, o anel epoxi do
CGTMA é preferencialmente atacado pelo grupo NH, da quitosana, gerando a quitosana N-
cationizada. Apés a obtencido de um derivado N-cationizado soluvel, suas hidroxilas tornam-se
acessiveis para reagir com o CGTMA e formar derivados substituidos em NH, e em OH
(quitosana O,N- cationizada).
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H CH;

Quitosana O, N-cationizada

Fonte: autor

Embora a cationizagdo seja muitas vezes referida na literarura como
quaternizacado, estes sdo processos distintos, ainda que o produto de ambas as
reagdes sejam sais de aménio quaternario. Enquanto a cationizagdo consiste da
introdugdo de uma molécula que contenha um grupo aménio quaternario, a

quaternizacdo consiste na introducdo de grupos alquil a um grupo amina, por
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reacgdes de substituicdo, formando um grupo aménio quaternario a partir desta amina
primaria. Tanto a cationizacdo quanto a quaternizacdo sao mais comumente
realizadas nos grupos amina da quitosana, no entanto, dependendo da rota e das
condi¢cdes de sintese, as hidroxilas também podem ser alquiladas ou cationizadas
(em C3 e Cg), gerando derivados O-quaternizados e O-cationizados, que sdo muito
menos soluvel do que o respectivos derivados modificados em N (SIEVAL et al.,
1998; CURTI; BRITTO; CAMPANA-FILHO, 2003; JINTAPATTANAKIT et al., 2008).
Os agentes metilantes mais comumente utilizados para a quaternizacédo da
quitosana sdo o iodeto de metila (MUZZARELLI; TANFANI, 1985; DOMARD;
RINAUDO; TERRASSIN, 1986; JIA; SHEN; XU, 2001; MOURYA; INAMDAR, 2009;
BRITTO et al., 2011) e o dimetilsulfato (BRITTO; ASSIS, 2007). A desvantagem da
quaternizagcdo quando comparada a cationizagdo € que a metilagdo, na
quaternizacao, € realizada em etapas para se obter o derivado trimetilado (N,N,N-
trimetilquitosana), no entanto, derivados dimetilados (N,N-dimetilquitosana) e
monometilados (N-monometilquitosana) também sao gerados ao final do processo
(RUNARSSON et al., 2007; JINTAPATTANAKIT et al., 2008), a menos que muitas
etapas de metilacdo sejam realizadas (Sieval et al., 1998). Além disso, efeitos
indesejaveis como a degradagdo da cadeia da quitosana devido ao forte meio
alcalino utilizado durante este tipo de reagdo (DOMARD; RINAUDO; TERRASSIN,
1986) e também a O-metilagdo ocorrem com frequéncia, gerando derivados menos
soltveis (SIEVAL et al., 1998; RUNARSSON et al., 2007; RUNARSSON et al.,
2008). Entretanto, essas rotas de sintese vém sendo bastante modificadas e
aprimoradas a fim de obter um melhor controle dos parametros da reacdo (BRITTO
E ASSIS, 2007; JINTAPATTANAKIT et al., 2008; MOURYA; INAMDAR, 2009; DE
BRITTO et al., 2011).

Dessa forma, a grande vantagem de utilizar a cationizagdo para a obtengao
de sais de amodnio quaternario de quitosana €& que se pode obter derivados
cationizados seletivamente em NH; pelo ajuste do pH do meio de reagdo. Outra
importante vantagem €& a obtencido direta, em uma sé etapa, do sal de amoénio
quaternario, evitando assim, derivados dimetilados ou monometilados como ocorre
durante o processo de quaternizacao.

Os sais de amébnio quaternario da quitosana tem despertado grande interesse
e diversos estudos tém mostrado bons resultados em aplicagdes biotecnoldgicas,
tais como carreador de genes (KEAN; ROTH; THANOU, 2005; BOWMAN et al.,
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2008; GERMERSHAUS et al., 2008; KEAN; THANOU, 2010; TANG et al., 2014),
liberagédo de farmacos (AGNIHOTRI; MALLIKARJUNA; AMINABHAVI, 2004; WU;
SU; MA, 2006; SHI et al., 2011), liberagcao de proteinas (MAO. et al., 2005b) e em
tratamento de agua como adsorventes de metais toxicos (SPINELLI; LARANJEIRA,;
FAVERE, 2004). Quando comparados a quitosana ndo-modificada, os sais de
amonio quaternario, além de tornarem a quitosana soluvel em agua (PENG et al.,
2010) e reduzirem a tendéncia a agregacdo (GERMERSHAUS et al., 2008),
mostram ainda uma atividade antimicrobiana mais intensa (JIA; SHEN; XU, 2001;
RUNARSSON et al., 2007; XU et al., 2010; BRITTO et al., 2011; WIARACHA et al.,
2012; TAN et al., 2013) e um aumento do transporte paracelular de macromoléculas
hidrofilicas grandes através de células epiteliais (KOTZE et al., 1999; THANOU et
al.,, 2000; GERMERSHAUS et al., 2008). A complexacdo de DNA a quitosana
cationizada aumentou em 8,5 vezes a absor¢do de moléculas de DNA por uma
linhagem de fibroblastos, resultando em um aumento de 678 vezes na eficiéncia de
transfec¢gdo quando comparados a complexos com quitosana (GERMERSHAUS et
al., 2008). Visto que todas essas propriedades da quitosana estdo relacionadas a
superficie catidbnica da molécula, a cationizagdo/quaternizacdo sado fundamentais
para a existéncia destas propriedades em meio aquoso neutro e alcalino, nos quais
a quitosana ndo-modificada n&o apresenta cargas e encontra-se insoluvel.
Runarsson et al. (2007) mostraram que a quaternizagao com iodeto de metila
foi imprescindivel para conferir atividade antibacteriana a quitosana em meio neutro
(pH=7,2), meio no qual a quitosana ndo-modificada é geralmente insoluvel. Embora
a quaternizacdo seja fundamental para a atividade microbiana em meio aquoso
neutro e alcalino, o efeito do pH & imprevisivel. Diversos trabalhos reportam que,
tanto a quitosana quanto seus sais de aménio quaternario sdo mais ativos contra
bactérias em meio acido do que em meio neutro, porque além das cargas
permanentes dos grupos aménio quaternarios ha ainda a contribuicdo das cargas
geradas pelos grupos amina, que se tornam protonados (NH3") em meio acido (JIA;
SHEN; XU, 2001; RUNARSSON et al., 2007; XU et al., 2010). Por outro lado, Qin et
al. mostraram que a atividade antimicrobiana da quitosana N-cationizada com
CGTMA foi muito mais intensa sob condi¢cbes alcalinas do que em meio levemente
acido, o que pode ser atribuido ao alto GC do derivado quaternario, de 85%. Alguns
autores afirmam que o grupo amina da quitosana tem um maior potencial

eletrostatico quando comparados aos grupos amdnio quaternario, visto que a carga
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deste grupo encontra-se blindada pelas metilas circundantes e por isso podem ser
menos efetivos que os grupos amina para interagir com a superficie das bactérias.
Mas ainda existem divergéncias a respeito da atividade dos sais de amdnio
quaternario da quitosana contra microorganismos, que sdo causadas provavelmente
por fatores inerentes a prépria quitosana, como massa molecular, grau de
desacetilagao, viscosidade, concentracao, como também por fatores relacionados as
condi¢cdes ambientais utilizadas nos testes de atividade antimicrobiana, como o0 meio
de cultura, pH, temperatura, forga ibnica, dentre outros (TAN et al., 2013).

O grau de cationizagéo e o grau de quaternizagdo € um dos fatores que mais
influenciam nas propriedades dos sais de amoénio quaternario da quitosana. De
forma geral, quanto maior é este grau de modificacdo, maior é solubilidade em agua
mais intensa € a atividade antimicrobiana (PENG et al., 2010; SAJOMSANG et al.,
2012), maior é o efeito mucoadesivo (CARDILE et al., 2008) e maior € a habilidade
de aumentar o transporte celular de moléculas por esses derivados (THANOU et al.,
2000; GERMERSHAUS et al., 2008), porém, a citotoxicidade também pode ser
aumentada (PENG et al., 2010). Apesar de ser considerado como um polimero
biocompativel e ndo téxico ha ainda controvérsias de que a quitosana e seus
derivados possam apresentar alguma citotoxidade (KEAN; THANOU, 2010). Uma
vez que a citotoxicidade da quitosana parece estar diretamente relacionada ao
contato das cargas positivas da molécula de quitosana e seus derivados com
componentes anibnicos da superficie das células, o efeito toxico depende
diretamente da densidade destas cargas. Alguns trabalhos mostram que os sais de
aménio quaternario da quitosana com alto grau de modificagdo podem ser mais
citotoxicos do que a propria quitosana em meio biolégico (meio aquoso de pH
neutro) por possuirem uma maior densidade de cargas nestas condicbes (KEAN;
ROTH; THANOU, 2005; MAO et al., 2005a; KEAN; THANOU, 2010). Verificou-se
ainda que existe um limiar abaixo do qual existem muitos poucos pontos de contato
entre a molécula de quitosana e componentes da superficie das células para que
exista um efeito significativamente toxico. E, como estes pontos de contato
consistem em cargas positivas, na molécula de quitosana, seu numero depende do
grau de desacetilagdo e do grau de quaternizagao/cationizagdo (KEAN; THANOU,
2010)

Peng e colaboradores estudaram a biocompatibilidade e os efeitos

antibacterianos de derivados cationizados via CGTMA, com GC de 6%, 18% e 44%.
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Os resultados mostraram que a atividade antibacteriana dos derivados com GC de
18% e 44% foi significativamente maior que o derivado de menor GC (6%) para todas
as bactérias testadas, mas que o derivado com GC de 44 % mostrou-se citotoxico.
Eles concluiram que o derivado com GC de 18% foi capaz de inibir o crescimento de
todas as bactérias e ao mesmo tempo apresentou boa biocompatibilidade com
células osteogénicas e o consideraram como um derivado com potencial
farmacéutico (PENG et al., 2010). Independente da propriedade que se deseja obter
com os sais de amonio quaternario, os estudos devem ser direcionados para a
obtencdo de um derivado com um grau de modificagcdo que seja capaz de fornecer
as propriedades requeridas sem  comprometer  significativamente a
biocompatibilidade.

Apesar do numero de trabalhos publicados a respeito da quitosana e seus
derivados cationizados e quaternizados em aplicagdes biomédicas (AGNIHOTRI;
MALLIKARJUNA; AMINABHAVI, 2004; KEAN; ROTH; THANOU, 2005; MAO et al.,
2005b; WU; SU; MA, 2006; BOWMAN et al., 2008; RIVA et al., 2011; TANG et al.,
2014) estes polimeros ndo sao ainda liberados pelo FDA para uso farmacéutico
(KEAN; THANOU, 2010). Porém, a introdugdo de moléculas hidrofilicas
biocompativeis a cadeia dos sais de amébnio quaternario da quitosana, tais como o
PEG, pode reduzir significativamente esta citotoxicidade e adicionalmente, também
torna-la mais soluvel (MAO et al., 2005a; KEAN; THANOU, 2010).

2.2 Introducao de PEG na molécula de quitosana

O polietilenoglicol (PEG), ou 6xido de polietileno (PEO) € um polimero nao-
idnico, de cadeia flexivel, altamente hidrofilico, formado a partir da polimerizagao de
unidades de etilenoglicol. A estrutura quimica do polietilenoglicol € composta por
unidades repetitivas de oxietileno (O-CH»-CH;) e nas extremidades dois grupos

hidroxilas (Figura 5).

Figura 5 — Estrutura quimica do polietilenoglicol (PEG).
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<\O/\%/OH
n

Fonte: autor.
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A partir da estrutura quimica basica do PEG, é possivel obter uma ampla
variedade de estruturas, com diversificados grupos funcionais e massas
moleculares. No presente trabalho foi utilizado o polietilenoglicol monometil éter
(mPEG), que em uma das extremidades apresenta uma hidroxila € na outra uma
grupo metoxil (Figura 6). O mPEG foi o derivado de escolha no presente trabalho
para a preparacido de copolimeros de enxerto de mPEG em quitosana para evitar a
reticulagcdo das cadeias de quitosana, visto que uma de suas extremidades
apresenta um grupo metoxila. Moléculas de PEG apresentam grupos hidroxila nas
duas extremidades, o que significa que uma extremidade pode se ligar a uma
molécula de quitosana e a outra a uma segunda molécula de quitosana, formando

um reticulo.
Figura 6 — Estrutura quimica do polietilenoglicol monometil éter (mPEG).
CH;
H
(\0/\%0
n
Fonte: autor.

Figura 7 — Introdugcdo de mPEG pelos grupos amina da quitosana via ligagao amida (a) e pelos
grupos OH via eterificagao (b).
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Fonte:autor

As moléculas de PEG podem ser covalentemente introduzidas a estrutura da
quitosana pelos grupos NH; (em C,), através da formacdao de uma amida gerando
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derivados N-substituidos (Figura 7a) (JEONG et al., 2008; YANG et al., 2008;
GRUSKIENE; CIUTA; MAKUSKA, 2009; ZHANG et al., 2014) ou nos grupos OH (em
C3 ou Cg), através de.uma reacéao de eterificacdo entre a quitosana e o PEG gerando
derivados O-substituidos (Figura 7b) (GOROCHOVCEVA; MAKUSKA, 2004;
GRUSKIENE; CIUTA; MAKUSKA, 2009; MALHOTRA et al., 2011).

Figura 8 — Sequéncia de rea¢6es da conjugacido de mPEG-COOH e quitosana via grupos amina
utilizando a conjugag¢dao EDC/NHS, em meio aquoso, & uma temperatura de 25 °C durante
aproximadamente 24h: () ativacido de mPEG com EDC e a formagao de um éster ativo instavel;
(Il) formacao do éster ativo estavel de mPEG e NHS; (lll) conjuga¢dao de mPEG-COOH ao grupo
amina da quitosana formando uma ligagcao amida estavel originando o copolimero mPEG-g-
Quitosana para qualquer molécula de quitosana e derivado da quitosana que possuam grupos
amina.

H3C_ g ,CH;
\N/
ﬁ\
N H;C,
3 H ,CHj3
Il \N/
C +
Il
N
b 0
H;G 7 crs H;G C// é
J— —_— N — J— —
3 fo CH;—CH c\OH . 3 fO CH; CHz-)n— ~0o” \NH

n I\C
Ester de EDC H;
1l OAO

OH
OH o !)H
OH 0 " (0]
(0] NH, N 0]
HO 0 // N
\ H3C 0—CH2—CHZ—)—C\O/
n

NH I

(0} Ester de NHS

«(—CHZ—CHZ—o—)— CH;
n

Fonte: autor

Em se tratando de substituicdo em NH,, os agentes “crosslinking” mais
utilizado para intermediar a formagao de ligagdes amidas entre grupos carboxila e
amina sdo os compostos carbodiimida, dentre os quais, 0 mais comumente usado
para reagdes em meio aquoso € o EDC (HERMANSON, 1996). Esta € uma reagao

genérica, que pode ser aplicada para qualquer molécula de quitosana que possua
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grupos amina (Figura 8). A primeira etapa (Figura 8-l) foi a ativagdo do mPEG por
EDC. O EDC reage com o grupo carboxila de mPEG para formar um intermediario
altamente reativo e instavel, o O-acilisouréia, que ¢é facilmente deslocado pelo
ataque nucleofilico de uma amina primaria para formar uma ligagdo amida estavel
com o grupo carboxila. Embora seja possivel realizar o “crosslinking” somente na
presenca de EDC, o NHS é utilizado para melhorar a eficiéncia e o rendimento da
reacao porque gera um eéster muito mais reativo e mais estavel do que o éster
formado pelo EDC (O-acilisouréia), que é rapidamente hidrolisado em meio aquoso.
A formacéao do éster ativo de NHS pode estender a meia-vida do intermediario ativo
por horas (HERMANSON, 1996). Portanto, o segundo passo (Figura 8-Il) foi a
reagao da hidroxila do NHS com o éster ativo de EDC para formar o éster ativo de
NHS. E por fim, o éster de NHS sofre um ataque nucleofilico da amina primaria da
quitosana, formando uma ligacdo amida estavel, que origina o copolimero de
enxerto mPEG — g — QC (Figura 8-lll). Esta é uma reacao simples, realizada em uma
sO etapa, em meio aquoso, com uma duracgao total de aproximadamente 24h, a uma
temperatura de 25 °C. Este tipo de copolimero, no qual as cadeias de mPEG se
organizam ao redor da cadeia central de quitosana como ramificagdes
perpendiculares, sdo também chamados de copolimeros em escova (do inglés
“brush copolymers”), fazendo uma analogia a base da escova como sendo a cadeia

de quitosana e as cerdas da escova as longas moléculas de mPEG.
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Figura 9 — Sequéncia de rea¢ées da conjugagciao de mPEG-COOH e quitosana via grupos OH:.
EDC/NHS: () reagao de proteg¢dao do grupo amina da quitosana com o anidrido ftalico, em DMF
a uma temperatura de 130 °C durante 5-7h; (ll) reacdao de eterificagcdo entre o mPEGI e a
quitosana na presen¢a de Ag,O a uma temperatura de 60 °C durante 16h ; (lll) remogao do
anidrido ftalico do grupo amina da quitosana utilizando monohidrato de hidrazina, a 90 °C por
15h.
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Fonte:autor

Como os grupos amina da molécula de quitosana sédo nucledfilos mais fortes
do que os grupos hidroxila, quando se deseja obter derivados O-substituidos, os
grupos amina séo protegidos pela introdugdo de um grupo ftaloil do anidrido ftalico,
em dimetilformamida (DMF) (NISHIMURA et al., 1991) (Figura 9-1). O mPEG é
previamente ativado com iodeto de metila (MPEGI), na presencga de trifenilfosfato em
alta temperatura. Uma vez ativado, o mPEGI ¢é introduzido a molécula de ftaloil
quitosana, nos grupos OH, na presenca de Ag,O, por uma reagao de eterificacao,
que é uma reagao de substituicdo nucleofilica (Sn2) (Figura 9-Il). Apds o enxerto de
mPEG, o anidrido ftalico é removido pelo monohidrato de hidrazina (Figura 9-lll), a
90 °C por 15h, gerando o copolimero de quitosana e mPEG (GOROCHOVCEVA,;
MAKUSKA, 2004). A vantagem deste método de introducdo de mPEG em quitosana
€ a manutencado dos grupos amina livres e disponiveis para outras reacbes. Em

contrapartida, as desvantagens sao o tempo de duragdo, o numero de etapas
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(dentre as quais €& necessario purificar os produtos), a utilizagdo de altas
temperaturas e o uso de reagentes toxicos, como o Ag,0.

A modificagdo com PEG, também conhecida como “peguilagdo” ou enxerto de
PEG, tem sido frequentemente aplicada para diminuir a citotoxicidade da quitosana
e seus derivados, especialmente dos derivados quaternarios, e também para
melhorar a solubilidade em agua e em solventes organicos (MAO et al., 2005a;
TESSMAR; GOPFERICH, 2007; GERMERSHAUS et al., 2008; JEONG et al., 2008;
CASETTARI et al.,, 2010; ZHANG et al., 2014). Apés o enxerto de PEG, a
citotoxicidade da quitosana quaternizada para ambas as linhagens celulares
testadas por Zhang et al. (2014) foi reduzida e quanto maior era o grau de
substituicdo de PEG, menor era a citotoxicidade do copolimero. Visto que a
citotoxicidade de polimeros carregados positivamente € baseada nas suas
interagbes eletrostaticas com componentes da membrana celular carregados
negativamente, a presenca de longas cadeias de PEG representa uma barreira
estérica entre o polimero catiénico e as células, diminuindo a interagao eletrostatica
entre eles.

Ao mesmo tempo em que o PEG reduz a citotoxicidade da quitosana e seus
derivados, algumas propriedades pré-existentes, como a mucoadeséao, € mantida e o
efeito de abrir as jungdes apertadas e aumentar o transporte paracelular de
moléculas pode ser aumentado quando comparado a quitosana ndao-modificada por
PEG (CASETTARI et al., 2010). Adicionalmente, as moléculas de PEG tem ainda a
habilidade de reduzir o reconhecimento de particulas poliméricas pelas células do
sistema imune. As moléculas de PEG sao capazes de evitar a adesao de proteinas
responsaveis pela sinalizagao da fagocitose, de modo que as particulas modificadas
com PEG tornam-se ‘invisiveis” as células fagociticas do sistema mondcito
fagocitario (DAL POZZO et al., 2000; QU et al.,, 2009). As cadeias altamente
hidrofilicas e nao-carregadas de PEG podem formar uma estrutura ao redor de
particulas como se fosse uma “cabeleira espiral” altamente hidratada que tem a
habilidade de repelir proteinas com eficacia. Quando as proteinas se aproximam da
molécula de PEG a repulsao estérica € maior do que as atracdes de van der Waals
entre as espécies. A baixa hidrofobicidade das cadeias de PEG somada a sua densa
camada de solvatacdo, ndao permitem interacbes hidrofébicas com as proteinas
(JEON et al., 1991).



31

Visto que o PEG confere uma redugdo da citotoxicidade a molécula de
quitosana, sua aplicacado € bastante adequada para a area biomédica, que requer
materiais biocompativeis. Copolimeros de enxerto de PEG em quitosana cationizada
sdo comprovadamente mais biocompativeis e tém sido frequentemente investigados
para a aplicagdo como carreadores para a liberacdo de farmacos (LIANG et al.,
2012), de genes (GERMERSHAUS et al., 2008; ZHANG et al., 2014) e de proteinas
(MAO. et al., 2005b). Particularmente para a area de liberacdo controlada de
moléculas grandes como proteinas, peptidios e acidos nucleicos, a introdugao de
PEG pode favorecer ndo s6 o processo de encapsulagdo, como também a absorcgéo
celular e a biodisponibilidade (GERMERSHAUS et al., 2008; CASETTARI et al.,
2010) visto que o PEG pode evitar a destruicao da particula carreadora pelas células
do sistema reticulo endotelial, prolongando assim, o tempo de circulagdo da particula

polimérica na corrente sanguinea (QU et al., 2009).
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3 Objetivos

O objetivo geral deste trabalho é a obtengdo de copolimeros de quitosana
mais soluveis e com maior potencial catibnico em meio neutro e alcalino quando
comparados a quitosana, para a aplicagdo futura em sistemas de liberagcdo de

farmaco.

Objetivos especificos:

-Obtencgao, caracterizagao e determinagdo do grau de cationizagdo da
quitosana cationizada (QC) com CGTMA;

-Conversado de mPEG a mPEG — COOH e determinacéo do conteudo de grupos
carboxila apds a reacao de oxidacao;

-Obtencgao, caracterizagao e determinagao do grau de substituigcao de
copolimeros de enxerto de mPEG — COOH e QC com diferentes taxas de

massa.
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4 Material e métodos

4.1 Material

Os seguintes reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich: quitosana de
baixo peso molecular, grau de desacetilagdo de 75-85%, M,, 80-120 kDa; cloreto de
glicidil trimetilaménio = 90% (CGTMA); mPEG (polietilenoglicol monometil éter) M,,
5000 Da; N-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina 98 % (TEMPO); solug&o de hipoclorito de
sédio 10-15 % de cloro (NaClO); brometo de sédio e 99% (NaBr); hidroxido de sédio
(NaOH); acido cloridrico (HCI); 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC); N-
hidroxisuccinimida (NHS); MES (acido 2-morfolino etano sulfénico monohidratado.
Todos os solventes organicos utilizados (etanol, acetona e diclorometano) foram de

alta pureza.

4.2 Cationizagao da quitosana

A quitosana foi cationizada com CGTMA, de acordo com o que tem sido feito e
descrito na literatura (SEONG; WHANG; KO, 2000; SPINELLI; LARANJEIRA;
FAVERE, 2004; WU; SU; MA, 2006) para a obtencao do sal de aménio quaternario
de quitosana, o cloreto de N-(2-hidroxil)-propil-3-trimetiaménio quitosana, que sera
referido neste trabalho como quitosana cationizada (QC). Primeiramente a quitosana
foi dispersa em agua ultra-pura e em DMSO em uma taxa de 10 % em massa (m/m).
Dessa forma, 5 g de quitosana de baixo peso molecular foram dispersos em 50 mL
de agua ultra pura ou DMSO e a solugdo de CGTMA foi adicionada em uma taxa
molar de CGTMA para unidades D-glicosamina igual a 2:1 (m/m) para a QCy,o € 3:1
(m/m) para a QCpmso- A reagao ocorreu sob agitagdo magnética a 60 °C durante 18
h. Com o intuito de remover o CGTMA que nao reagiu, o produto da reagao foi
precipitado em acetona, filtrado, ressuspendido em agua e esses passos foram
repetidos trés vezes. O precipitado resultante foi entdo dissolvido em agua e
dialisado por sete dias utilizando-se uma membrana com um cutt off de 12.000-
14.000 Da. O produto final foi concentrado em um rota-evaporador a 40 °C e
liofilizado. Foi obtido um material claro, com uma textura leve e porosa. O grau de
cationizagdo da QC (GC) foi determinado por titulagdo condutimétrica e através de
espectros de H' RMN.
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4.3 Ativacao de mPEG

Com o objetivo de conjugar o mPEG a QC via ligagdo amida, os grupos OH
terminais do mPEG comercial foram previamente oxidados a COOH pelo radical N-
oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina (TEMPO) na presengca de NaBr e NaClO como
catalisadores, de acordo com Isogai e Kato (1998) e modificado por Araki et al.
(2005). Este método de oxidagao foi escolhido por ser um procedimento simples,
rapido, ndo requer instrumentos especiais, ndo utiliza solventes organicos, o0s
agentes oxidantes s&o de baixo custo e apresenta um alto rendimento de reac&o. De
acordo com o esquema apresentado na Figura 10, o NaClO inicia o ciclo de
oxidagao. O radical TEMPO ¢é primeiramente oxidado pelo NaClO e entdo oxida o
grupo hidroxila de mPEG a aldeido. Uma vez reduzido, o TEMPO é reoxidado pelo
NaBrO, ficando disponivel novamente para reagir. O NaBrO, por sua vez, é reduzido
a NaBr, e o NaBr é oxidado novamente pelo NaClO, regenerando o NaBr, de forma
que esse ciclo catalitico se repete indefinidamente até que a reagao seja cessada
por um agente externo. Desse modo, os grupos hidroxilas sdo convertidos a grupos
carboxilas via um estagio aldeidico, que normalmente ndo € detectado porque é

rapidamente oxidado a carboxila.

Figura 10 - Fluxograma da reagcdo de oxidacdo do grupo hidroxila de mPEG via
TEMPO/NaBr/NaClO, em meio aquoso, em pH 10-11.
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Fonte: modificado de Isogai et al. (2011).
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O radical TEMPO (100 mg, 6.4 x 10™* mol), o NaBr (100 mg, 9.72 x 10 mol) e
10 g de mPEG foram completamente dissolvidos em 100 mL de agua pura. O pH do
meio foi ajustado para 10-11 e 5 mL de NaClO 10-15% foram adicionados. A reagao
de oxidagcdo de mPEG foi agitada por 30 min a 25 °C e entdo o processo de
oxidagao foi parado adicionando-se 10 mL de etanol, que é convertido a acido
aceético pelo hipoclorito de sddio remanescente. O meio é acidificado com HCI 1,0 M
até atingir pH < 2 e 10 mL de etanol é adicionado. O mPEG — COOH foi extraido com
aliquotas de 100 mL de diclorometano, trés vezes. Os extratos foram concentrados
em um rotaevaporador a 40 °C e o produto foi dissolvido em 250 mL de etanol
quente (60 °C) e, em seguida deixou-se resfriar por 12 h em um freezer para a
cristalizagdo do mPEG — COOH. O precipitado foi filtrado a frio e o processo de
cristalizagdo foi repetido. O produto final foi filtrado a frio novamente, liofilizado e
obteve-se mPEG — COOH com um rendimento de 90%. A densidade de grupos

COOH presentes em mPEG — COOH foi determinada por titulagido condutimétrica.

4.4 Sintese dos copolimeros de enxerto mPEG — g — QQ

A introdugao, ou enxerto, de mPEG — COOH em quitosana cationizada (QC) foi
realizada pelo método de conjugagao via EDC/NHS. A solu¢do tampao MES foi
utilizado para a manutencdo do pH do meio durante a reagdo. A quitosana
cationizada (300 mg) foi dispersa em uma solucdo aquosa de HCI pH~6, a solugéo
tampao MES 0,05 M foi adicionada e o pH do meio foi ajustado para 6. Para a
ativacdo do mPEG — COOH, o EDC previamente solubilizado em 50 mL de solugao
tampao MES 0,05 M, foi adicionado a 50 mL de uma solugdo contendo mPEG —
COOH em tampao MES 0,05 M pH 6. Apdés 15 minutos, adicionou-se o NHS e
deixou-se sob agitacdo por mais 15 min. Esta solu¢édo contendo o mPEG — COOH
ativado foi adicionada a solugdo de QC preparada previamente, o pH do meio foi
ajustado para 6 com solucéo 0,1 M de HCIl ou NaOH e a mistura foi mantida sob
agitacdo por 16 h a 25 °C. O produto final foi purificado por dialise em agua
deionizada por 7 dias utilizando-se uma membrana com um “cutt off” de 12.000 Da e
por fim concentrado em um rotaevaporador e entdo liofilizado.

A fim de obter copolimeros de enxerto com diferentes graus de substituicao,
as propor¢coes em massa de mPEG — COOH para QC (m/m) foram variadas: 0,85:1,
1,65:1 e 2,5:1. Se 100% das moléculas de mPEG — COOH adicionadas ao meio de
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reacao fossem ligadas a QC o grau de substituicao “tedrico” seria de 3,25% (mPEG —
g —QC0,85:1), 6,5% (MPEG — g — QC 1,65:1) e 10% (mPEG — g — QC 2,5: 1). Ou seja,
baseado nas taxas molares de COOH e NH,, estes valores significam que,
teoricamente, a quantidade de mPEG — COOH adicionada seria capaz de reagir com
3,25, 6,5 e 10% do total de grupos NH, presentes na QC. No entanto, essas reagdes
nunca alcancam um rendimento de 100% e o grau de substituicdo (GS) foi
determinado por H' RMN. Os copolimeros foram definidos em funcdo da taxa de
massa de mPEG e QC utilizadas para a sintese. Na tabela 1, estdo apresentadas as
quantidades absolutas de mPEG e QC (em g) e seus respectivos conteudos de
grupos COOH e NH,, respectivamente, em mmol, para cada um dos copolimeros.
Assim, serdo possiveis comparagdes diversas com dados de copolimeros
encontrados na literatura, que sao apresentados em termos de propor¢ado em massa
de porcentagem em massa e propor¢gdes molares entre mPEG e QC, e também na

propor¢ao molar dos grupos funcionais ligantes, NH, e COOH.

Tabela 1 — Condigdes experimentais utilizadas para a sintese dos copolimeros de enxerto
mPEG — g — QC 0,85:1, mPEG — g — QC 1,65:1 e mPEG — g — QC 2,5:1. QC (g): quantidade de QC
adicionada ao meio de reag¢ao (em g); NH2 (mmol): conteido de NH2 em QC (em mmol);
mPEG — COOH (g): quantidade de mPEG — COOH adicionada ao meio de reagcdo (em g); COOH
(mmol): conteildo de COOH em mPEG — QC (em de mmol); mPEG: QC (m/m): taxa de massa entre
mPEG e QC; EDC mmol (mg): quantidade de EDC adicionado ao meio de reagao em mmol e em
mg.

EDC NHS
QcC NH, mPEG-COOH COOH mPEG:QC
Copolimeros mmol mmol
(9) (mmol) (9) (mmol) (m/m)
(mg) (mg)
0,55 0,55
mPEG-QC 0,85:1 0,3 1,23 0,25 0,035 0,85
(105 mgq) (63 mqg)
1,10 1,10
mPEG-QC 1,65:1 0,3 1,23 0,50 0,07 1,65
(210 mg) (126 mg)
1,65 1,65
mPEG-QC 2,5:1 0,3 1,23 0,75 0,105 2,5

(315mg) (190 mg)

EDC e NHS foram adicionados, em relagao aos grupos COOH de mPEG —
COOH, em uma taxa molar de 15 para todos os copolimeros (Tabela 1). Isto &, foi
definido um excesso de EDC e NHS, em relagdo aos grupos COOH de mPEG —
COOH, de 15 vezes, para garantir a ativacao efetiva de mPEG — COOH de forma que o

enxerto possa ser realizado em uma boa taxa de rendimento.
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4.5 Desacetilagao da quitosana

Uma solugdo aquosa de NaOH 40% (m/m) foi utilizada para desacetilar a
quitosana, em uma taxa de 10 mL/g de polimero, de acordo com Torii e
colaboradores. A reagao foi realizada sobre atmosfera de N, e agitagdo magnética
por 4h em 110 °C, em um baldo de trés bocas acoplado a um condensador. O
produto da reacdo foi lavado diversas vezes com agua deionizada até atingir pH
neutro e foi entdo filtrado. O filtrante, a quitosana desacetilada (QD), foi entdo
dispersa em uma solugao de acido cloridrico 0,1 M e filtrado em membrana de
fitracdo de PVDF poro 0,2 um (Durapore®) para remover as impurezas. A QD
presente no filtrado foi precipitada com NaOH 1 M, centrifugada e
subsequentemente lavada com agua deionizada para remover a base até atingir um
pH neutro, sempre separada por centrifugacédo da agua. O produto final foi liofilizado
e o grau de desacetilagcdo (GD) foi determinado por titulagdo condutimétrica, medindo

a densidade de grupos NH; da quitosana e da quitosana desacetilada (QD).

4.6 Caracterizagoes fisico-quimicas

4.6.1 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia no infravermelho detecta as frequéncias de vibragado das
ligagdes, possibilitando a identificacdo de substancias em uma amostra. Todas as
amostras foram analisadas por transmitancia, a partir de pastilhas preparadas com
KBr, em um espectrdmetro Vertex 70 (Bruker) em uma resolugdo de 2 cm™, no

intervalo de 4000 a 500 cm™ com 64 scans.

4.6.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (*H
RMN)

As estruturas quimicas da quitosana, do mPEg e de seus derivados foram
analisados por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de préton (1H RMN)
e de carbono (*C RMN). Foram determinados também, a partir dos espectros de 'H
RMN (integrando picos), o grau médio de desacetilagdo da quitosana, o grau médio
de cationizagdo da QC e o grau de substituicdo de mPEG nos copolimeros mPEG — g —

QC. Para a preparagao das amostras, aproximadamente 5 mg de amostra foram
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dispersados em 1 mL de D,O ou CDCI; e a solugdo foi mantida sob agitacao até
completa dissolugdo. Os parametros de aquisicdo dos dados foram (condigdes):
supressao de agua com sequéncia de pulsos de 3 segundos, acumulando 32
varreduras e o tempo de relaxagéo foi de 7 segundos. A janela espectral utilizada foi de
10.0 ppm e FID de 32 K.

Além de serem utilizados para a elucidagéo estrutural dos polimeros, os
espectros de 'H RMN foram usados para a determinacdo do GD da quitosana, do GC
da QC e do GS dos copolimeros mPEG — g — QC 0,85:1, mPEG—g —QC 1,65:1 e
mPEG — g — QC 2,5:1. Estas determinagbes quantitativas sdo realizadas examinando a
area dos picos referentes aos sinais de hidrogénio nos espectros. A area do pico,
quando medida com exatidao, representa o numero de hidrogénios que provocaram
aquele sinal. Durante a realizacdo da medida, os espectrometros medem
automaticamente as areas dos picos do espectro e constroem curvas de integragéo
sobre cada sinal (Solomons e Fryhle, 2004). O software utilizado para a analise dos
espectros de "H RMN foi 0 ACD/NMR Processor Academic Edition.

O grau de desacetilacdo (GD) da quitosana comercial utilizada no presente
trabalho foi determinado a partir do espectro de '"H RMN da quitosana, através da
integragdo da area do sinal atribuido aos prétons da metila do grupo acetila dos

mondmeros acetilados (I¢y,) em 2.6 ppm e do hidrogénio ligado ao carbono 2 (C2) dos

mondémeros desacetilados (Iy,) em 3.77 ppm, a partir da equagao x:

Icn,

—3— | X100 (1)
CH

R

GD(%) = 1 —

em que I¢y, € o valor da integral da area do pico referente aos hidrogénios da metila do
grupo acetila; I3, € o valor da integral da area do pico dos hidrogénios ligados ao C2
dos mondémeros desacetilados.

O grau de cationizagao (GC), que € o grau de substituicdo de CGTMA em QC, foi
determinado a partir de espectros de H' RMN, integrando o sinal do pico de hidrogénio
das trés metilas do grupo amoénio quaternario (Icy,),) em 3.05<d<3.3 e o sinal
atribuido aos protons da metila do grupo acetila dos monémeros acetilados (Icy,)

posicionados em 2.6 ppm, de acordo com a seguinte equagao:
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I 9
GC(%) = henps /9 ¢ 149

lcn,/3 (2)
GA

em que Icn,), € 0 valor da integral da area do pico referente aos hidrogénios das trés
metilas do grupo amonio quaternario do CGTMA; I¢y,€ o valor da integral da area do

pico dos hidrogénios da metila do grupo acetila; GA é o grau de acetilagdo:
GA =1-GD (3)

O grau de substituicdo (GS) de mPEGem QC dos copolimeros de enxerto
mPEG — g — QC 0,85:1, mPEG — g — QC 1,65:1 e mPEG — g — QC 2,5:1 foi determinado
por H' RMN, integrando o sinal do pico dos prétons das trés metilas do grupo aménio

quaternario da QC, em 2.5 ppm (I(cn,), ), € 0 sinal dos hidrogénios da unidade repetitiva
do mPEG, o oxietileno, posicionado em 3.0<d<3.25 ppm (I¢y,-cn,), de acordo com a

seguinte equagao:

(Ien,—cu,/nHen,—cn, ) X 100
I(CH3)3 /nH(CH3)3 (4)
GC

GS (%) =

em que Icy,-cy,€ 0 valor da integral do pico dos prétons dos grupos oxietileno de
mPEG nHcy,-cy, € 0 numero total de protons das unidades de oxieltileno de mPEG
(454); Icu,),€ o valor da integral do pico dos hidrogénios do grupos amonio
quaternario do CGTMA; nHcy,), € 0 numero de prétons do grupo aménio quaternario

do CGTMA (9); GC é o grau de cationizagao.

4.6.3 Titulacdo potenciométrica-condutimétrica

As medidas de titulacido potenciométrica-condutimétrica acido-base para a
quitosana, QD e mPEG — COOH e, titulagbes condutimétricas de precipitacao para a a

QCh,0 © QCpmso, foram realizadas em um titulador automatico 906 Titrando

(Metrohm) equipado com um reator termostatizado com agitagdo magnética. Todas
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as medidas foram realizadas em triplicata a 25 °C sob agitacdo magnética. Eram
adicionados 50 mL de solucdo de amostra ao reator e os eletrodos de pH, de
condutividade e o injetor automatico de agente titulante eram imersos na solugéo. A
concentracdo de amostra, a concentragao do agente titulante, o volume de injegao
de titulante e o intervalo de tempo entre as inje¢des foram padronizados para cada
amostra. A cada injecdo, medidas de condutividade e pH eram registrados pelo
software Tiamo e estes valores sao plotados em fungcdo do volume de titulante

utilizado e a concentracéo de grupos funcionais era determinada.

4.6.3.1 Titulacdes acido-base

Para a Q e QD o objetivo da titulagdo acido-base era avaliar a densidade dos
grupos funcionais NH; e para o mPEG — COOH a densidade de COOH. As amostras
foram dispersas em solugdo de HCI (pH final da solugado igual a 2,5) em uma
concentragdo de 1 mg/mL para a Q e QD e de 10 mg/mL para o mPEG — COOH, e
tituladas com solugcao de NaOH 0,1 e 0,05 M, respectivamente, até atingir o pH de

11. O volume de injegao foi de 25 uL e o intervalo entre as injecdes de 20 segundos.

4.6.3.2 Titulacdes de precipitacao

O objetivo da titulagéo de precipitacéo foi determinar o grau de cationizagéo
(GQ) dos derivados obtidos, a quitosana cationizada em meio aquoso (QCy,o) € em
dimetilsulfoxido (QCpmso)- As amostras foram dispersas em agua purificada e foram
tituladas com solugcdo de AgNO3 até a saturagao do meio com AgCIl. O volume de
injecao foi de 15 uL e intervalo entre as inje¢des de 20 seg. O grau de cationizagao
(GC) da QC, que é a porcentagem de unidades D-glicosamina da quitosana que
tiveram substituicdo de CGTMA, foi determinado com base no volume de AgNOs;

gasto para a titulagdo da QC conforme a seguinte equagao:

V.c/1000 1
GC(%) = X — X100

(V.¢/1000) + (m — (V. CIC&OOO)-MZ) GD "
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em que, Vé o volume de solucdo de AgNO; utilizado na titulagédo (em mL); C é a
concentracéo da solugéo de AgNO5; (em mol/L); GD é o grau de desacetilagdo; M; € a
massa molar da unidades desacetilada (162 g/mol); M, € a massa molar da unidade
monomeérica cationizada, que corresponde a soma da massa molar da unidade
desacetilada e da molécula de CGTMA (314 g/mol); m € a massa de QC utilizada para

a medida.

4.6.4 Potencial zeta

As medidas de potencial zeta da quitosana, QC e dos copolimeros mPEG — g — QC
0,85:1, mPEG — g — QC 1,65:1 e mPEG — g — QC 2,5:1 foram realizadas em diferentes
pH, a 25 °C, em um Zetasizer Nano ZS (Malvern), que utiliza espalhamento de luz
para a quantificacdo de potencial zeta e mobilidade eletroforética, acoplado a um
titulador automatico. A concentragdo das amostras foi de 1 mg/mL dispersas em
agua ultrapura e solugdes de HCI 0,1 M e NaOH 0,1 M foram utilizadas para os
ajustes de pH, para cima e para baixo a partir de pH neutro. Foram realizadas trés
medidas para cada amostra e os valores apresentados sdo a média e desvio
padrdao. O software de analise de dados Zetasizer calcula o potencial zeta pela

determinacao da mobilidade eletroforética aplicando a equagao de Henry:

_ 2¢Z f(Ka)
e 3v

(6)

em que, Z é o potencial zeta; Ue € mobilidade eletroforética; ¢ € a constante
dielétrica, v é a viscosidade; f(Ka) is a fungao de Henry. A mobilidade eletroforética
e a velocidade da particula no campo elétrico dependem da forgca do campo elétrico
aplicado ou gradiente de voltagem e a constante dielétrica depende do solvente, da
viscosidade do meio e do potencial zeta.

O potencial zeta é o potencial que existe no plano de cisalhamento localizado
nos limites da camada difusa externa ao redor de particulas carregadas. Quando as
particulas em suspensao apresentam um potencial zeta alto, seja negativo ou
positivo, ha uma tendéncia a repulsao eletrostatica entre as particulas minimizando a
agregacao. Solugdes com um potencial zeta maior do que +30 mV ou menor do que
-30 mV sao consideradas dispersdes coloidais estaveis.
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4.6.5 Medidas de viscosidade

A viscosidade das solugdes poliméricas de quitosana, mPEG, QC e dos
copolimeros mPEG — g — QC 0,85:1, mPEG — g — QC 1,65:1 e mPEG— g — QC 2,5:1
de concentragao 3 mg/mL em tampéo acetato aquoso CH3COOH 0,2 M/CH3;COONa
0,1 M, pH 4,5, foi medida a 25 °C, 24 h apds a preparagao das solugdes utilizando
um viscosimetro vibracional modelo SV-19 (A&D Weighing). A unidade de detecc¢ao
do viscosimetro vibracional € composta por dois pratos circulares que quando
acionados por uma forga eletromagnética de frequéncia igual a freqiéncia natural do
sistema de medigéo (cerca de 30 Hz) eles entram em ressonancia. Os pratos vibram
na mesma amplitude e quando sao imersos na amostra, a amplitude diminui e o
aparelho produz uma corrente elétrica necessaria para recuperar a amplitude inicial.
Essa corrente é proporcional a viscosidade da amostra, que pode ser calculada por
meio de uma correlacido simples. Este equipamento opera com precisao de + 1% da

leitura, na faixa de viscosidade de 0,3 cP a 10.000 cP.

4.6.6 Massa molecular ponderal média (M,,)

As medidas de massa molecular ponderal média (M,,) da quitosana, QC e dos
copolimeros mPEG — g — QC 0,85:1, mPEG— g — QC 1,65:1 e mPEG— g — QC 2,5:1
foram realizadas por espalhamento de luz estatico utilizando um Zetasizer Nano S
(Malvern). As amostras foram dispersas em tampdo acetato CH3;COOH 0,2
M/CH3;COONa 0,1 M (pH 4,5) e foram medidas 24 h apds a preparagao para garantir
a solvatagao adequada das cadeias. A concentracdo das amostras variou de 0,25 a
1,25 mg/mL. As medidas de incremento do indice de refracdo (dn/dc) foram
realizadas em um refratbmetro diferencial BI-DNDCW (Brookhaven instruments
Corporation), em 620 nm, nas mesmas condigdes das medidas de espalhamento de

luz estatico.
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A relagéo entre a intensidade de luz espalhada e a massa molecular € dada
pela equacdo de Rayleigh. A equagdo de Rayleigh utilizada para uma medida de
espalhamento estatico em um unico angulo pode ser escrita como:

KC

1
— = (—+ 2a,C)P
Ro (MW+ ZC) ®

(7)

onde M,, € a massa molecular média; Ry € a taxa do espalhamento de Rayleigh em
relacdo a intensidade de luz incidente; A, é o segundo coeficiente virial, C é a
concentragdo da amostra; P(6) € a dependéncia angular da intensidade de
espalhamento da amostra; K é a constante optica como definido pela seguinte
equacao:
2 2
K= ;LNA (no5t) (8)
onde, N, € a constante de Avogadro; A, € o comprimento de onda da luz incidente; n
€ o indice de refracao do solvente; dn/dC é o incremento do indice de refragcéo
diferencial, que muda em fungcdo da concentracdo. O padrado utilizado como
referéncia foi o tolueno.
A intensidade da luz espalhada foi medida para cada amostra e a massa
molecular (M,,) € o segundo coeficiente virial (Az) foram automaticamente calculados
a partir do grafico de Debye pelo software Zetasizer. O grafico de Debye é a relagcéo

KC/Rg versus C, que deve gerar uma curva linear com um intercepto igual a 1/M e

um slope equivalente ao segundo coeficiente virial A,.

4.7 Avaliacao qualitativa da solubilidade em solugao aquosa

A solubilidade da quitosana, QCe dos copolimeros mPEG — g — QC 0,85:1,
mPEG — g — QC 1,65:1 e mPEG — g — QC 2,5:1 foi determinada qualitativamente por
espectroscopia UV/Visivel medindo a transmitancia (T%) das solugbes poliméricas
em meio aquoso neutro, acido e alcalino utilizando um espectréfotometro 8453E
(Agilent Technologies) em 600 nm. Solu¢gdes de concentragdo 1 mg/mL foram

preparadas em agua e ajustes de pH foram realizados com solugdes de HCI 0,1 M e
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NaOH 0,1 M. A solubilidade era avaliada comparando a transmitadncia de cada

amostra nos diferentes pH avaliados.
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5 Resultados e discussao
5.1 Cationizagao da quitosana

A cationizagdo da quitosana foi realizada com o objetivo de aumentar a
solubilidade e o potencial catibnico da quitosana em agua, em meio neutro e
alcalino, visto que nestas condicbes a quitosana € insoluvel. A reagdo de
cationizagao foi realizada a partir da reagcado dos grupos amina da quitosana com o
CGTMA (cloreto de glicidil trimetilamdnio), em meio aquoso neutro gerando a
quitosana cationizada em agua (QCy,0) € em DMSO, gerando a quitosana
cationizada em DMSO (QCpmso)- A reacao de cationizagdo foi primeiramente
confirmada por FTIR. No espectro da quitosana (Figura 9a) aparecem algumas
bandas caracteristicas de quitosana. A banda de amina primaria, em 1600 cm™
corresponde a deformagdo N-H. A banda de amida | (em 1658 cm™) e a banda de
amida Il (em 1323 cm™) s&o referentes & vibragdo de estiramento da ligagdo C=0
da amida. Uma terceira banda referente aos grupamentos amida aparece em 1423
cm™, que corresponde a deformagdo axial de C-N. E a banda larga centrada em
3445 cm™ ¢ referente as vibracdes de estiramento de N-H e O-H da quitosana.
(Figura 11b e 11c) e a significativa reducado da banda de amina primaria da QC em
1560 cm™ (Figura 11b e 11c), denota a reacdo dos grupos NH, da quitosana com o
CGTMA. A banda de amida |, em 1650 cm'1, presente na quitosana se mantem
inalterada na QC (Figura 11a), uma vez que nao houveram modificagbes nos grupos
acetilas da unidades de N-acetil-glicosamina, e nem formagao de novas ligagdes
amida durante o processo de cationizacdo. O aparecimento de uma nova banda em
1483 cm™' referente a deformagao angular assimétrica C-H das metilas presentes

nos grupos amodnio quaternario da QC.
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Figura 11 — Espectros de FTIR: (a) quitosana; (b) quitosana cationizada em meio aquoso
(QQu,0) com uma razdo CGTMA:D-glicosamina igual a 2 (c) quitosana cationizada em DMSO

(QQpmso) com uma razdao CGTMA:D-glicosamina igual a 3.

Fonte: autor
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O grau de cationizagdo (GC) dos derivados quaternarios foi determinado
primeiramente por titulagdo condutimétrica, para comparagao com o GC determinado
posteriormente a partir dos resultados de 'H RMN. A principio, realizou-se a
cationizacdo da quitosana em meio aquoso e em DMSO para avaliar qual seria o
solvente mais adequado, ou seja, 0 que resultasse em um maior GC. A taxa molar
de CGTMA para unidades de D-glicosamina utilizada para a preparagéo da QCy,¢ foi
de 2:1 (mol/mol) e para a QCpuso foi de 3:1 (mol/mol). Para a obten¢do das curvas
condutimétricas da QCy,o (Figura 12) e da QCpyso (Figura 13), solugbes aquosas de
ambos os polimeros, de concentragdao 1 mg/mL, foram tituladas com solugdo de
AgNO3 até o ponto de equivaléncia para se determinar a quantidade de CGTMA

introduzido a quitosana, em ambas as amostras.

Figura 12 — Curva de titulacdo condutimétrica da quitosana cationizada em agua (QCy,o)- A
amostra foi dispersa em agua purificada, em uma concentragao de 1 mg/mL, e titulada com
AgNO; 0,025 M. A intersecc¢ao entre as linhas vermelhas indica o ponto de transig¢ao da curva,
calculado por regressao linear. A seta vermelha corresponde ao volume de AgNO; gasto (V, —
V,) para a titulagdao da quitosana cationizada.
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A determinagdo condutimétrica da quantidade de CGTMA introduzido na
molécula de quitosana é baseada na reagao de neutralizacédo dos ions CI" do CGTMA
pelo ion Ag® (do AgNO3), formando um sal insoluvel que precipita, o AgCI. As curvas
condutimétricas representadas nas Figuras 12 e 13 estdo divididas em duas regides
distintas (I, e Il) pelos pontos de transi¢cao das curvas, determinados pela intersec¢éo
entre as retas vermelhas. A primeira regiao (I) corresponde a neutralizagao dos ions
CI" por Ag®, formando o sal insolivel AgCl, e o volume de AgNO3 gasto reflete a
quantidade de mols de CGTMA que foram adicionados nos grupos amina da
quitosana. A regido Il corresponde ao excesso de titulante, visto que todos os ions
CI foram neutralizados. Considerando os pontos de transi¢cdo das curvas (Figura 12
e Figura 13), a neutralizagao dos ions CI iniciou-se em V(=0 e finalizou em V4=3,302
mL para a QCy,o (Figura 12) e iniciou-se em Vo=1,27 mL e terminou em V;=8,55 mL
para a QCpumso (Figura 13). Assim, a densidade de CGTMA introduzido na quitosana
foi de 1,62 mmol/g para a QCy,o e de 1,46 mmol/g para a QCpyso. Baseado no
volume e na concentracdo de AgNOs3 gasto até o ponto de equivaléncia da titulagéo,
foi determinado o grau de quaternizagcdo de ambas as amostras, utilizando a
equacao 5 da secao experimental. O GC determinado por titulagdo condutimétrica foi
de 39 % para a QCy, € de 35% para a QCpmso. Embora ambas as amostras tenham
sido eficientemente modificadas por CGTMA, o GC da QCy, o foi mais alto do que o GC
da QCpmso, mesmo utilizando uma taxa molar de CGTMA para N-glicosamina

significativamente menor. Por isso, a QCy,o foi escolhida para a conjugagdo com

mPEG — COOH, que sera chamada a partir de agora s6 de QC.
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Figura 13 — Curva de titulagdo condutimétrica da quitosana cationizada em DMSO (QCpumso)- A
amostra foi dispersa em agua purificada, utilizando uma concentragcdao de 1 mg/mL e foi
titulada com AgNO; 0,01 M. As linhas pontilhadas delimitam a area de neutralizagao dos ions
CI', a intersecgao entre as linhas vermelhas indicam o pontos de transi¢ao da curva, calculado
por regressao linear. A seta vermelha corresponde ao volume de AgNO; gasto (V, — V) para a

titulagao da quitosana cationizada.
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O GC da quitosana depende da temperatura e do tempo de reacdo, da taxa

molar de CGTMA:D-glicosamina e do peso molecular da quitosana. A escolha das
condi¢cbes experimentais utilizadas no presente trabalho foi baseada no trabalho de
Seong e colaboradores, que avaliaram a influéncia destes parédmetros no GC de
oligossacarideos da quitosana e obtiveram derivados quase 100% cationizados em
meio acido (SEONG; WHANG; KO, 2000). Spinelli e colaboradores obtiveram, em
meio aquoso e em condi¢cdes similares as do presente trabalho, um GC maior do que
o obtido por nds, provavelmente, devido ao maior tempo de reagéo (24 h) utilizado
(SPINELLI; LARANJEIRA; FAVERE, 2004). Utilizando um tempo de reagao de
somente 4 h e uma temperatura de 80 °C, Wu e colaboradores obtiveram um GC de

52,58% com uma taxa molar de CGTMA para D-glicosamina de 1:6, que € uma taxa
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trés vezes maior do que a taxa utilizada neste trabalho (WU; SU; MA, 2006). Wu e
colaboradores mostraram também que a quitosana de baixo peso molecular tem
uma tendéncia maior a reagir com 0s grupos amoénio quaternario devido a baixa
cristalinidade da sua estrutura. Quanto maior a massa molecular da quitosana mais
cristalina é a estrutura e mais dificil € a reagdo com reagentes cationizantes,
gerando derivados com baixa solubilidade (WU et al., 2007).

A quitosana e a QC foram caracterizadas por '"H RMN com o objetivo de
confirmar as suas estruturas quimicas e também determinar o grau de desacetilagéo
(GD) da quitosana e GQ da QC, para comparagédo com o GC da quitosana cationizada
em agua, determinado anteriormente por titulacdo condutimétrica. O espectro de H’
RMN da quitosana (Figura 14) apresenta picos caracteristicos das unidades
acetiladas e desacetiladas da quitosana. O sinal centrado em 2.6 ppm (8) é
referente aos prétons da metila do grupo acetila. O tripleto centrado em 3.77 esta
relacionado ao proton H2, ligado ao C2 da unidade acetilada (2). Os picos
localizados no intervalo 4.12<6<4.55 ppm (3,4,5,6,6’) foram atribuidos ao sinal dos
prétons H3, H4, H5, H6 e HE’. Os sinais em 5.17 ppm (1’) e no intervalo 5.4<6<5.5
(1) estao relacionados aos prétons ligados a C1 das unidades acetiladas e a C1 das
unidades desacetiladas, respectivamente.

O grau de desacetilagéo (GD) da quitosana, determinado a partir do espectro de
'H RMN da quitosana (Figura 14), utilizando a integral (drea do sinal atribuido aos
protons da metila do grupo acetila dos mondémeros acetilados (em 2.6 ppm) e do
hidrogénio ligado ao carbono C2 dos monémeros desacetilados (em 3.77 ppm), foi de
87%. Isto é, 87% dos mondmeros séo desacetilados e 13% sao acetilados (Figura 15).
Segundo as informagdes técnicas oferecidas pela empresa Sigma-Aldrich, a quitosana
comercial utilizada neste trabalho possui um GD de aproximadamente 75-85%. A
determinagcdo do grau de desacetilagdo ou grau de acetilaggo por RMN é
recomendavel para amostras de quitosana com alto grau de desacetilacdo e vem
sendo o método mais utilizado nestes casos (HIRAI;, ODANI; NAKAJIMA, 1991;
LAVERTU et al., 2003; IAMAZAKI et al., 2004).
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Figura 14 — Espectro de H' RMN da quitosana em D20/HCI em uma concentragao de 5 mg/mL.
Os hidrogénios estao representados por nimeros de acordo com a posicdo do carbono ao
qual encontram-se ligados nos mondomeros desacetilado e monémero acetilado.
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Figura 15 — Frequéncia com que as unidades repetitivas ocorrem na quitosana, em termos de
porcentagem: (a) unidades acetilados — 13%; (b) unidades desacetilados — 87%.
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A partir do espectro de 'H RMN da QC, mostrado na Figura 16, foi possivel
confirmar a obtencdo do derivado cationizado e também determinar o grau de
cationizacdo (GC). O intenso pico posicionado em 3.05<6<3.3 ppm (Figura 16 - d), que
esta relacionado aos hidrogénios presentes nas metilas do grupo aménio quaternario
(N*(CH3)3), € o pico de referéncia para a confirmagdo da cationizagdo da quitosana
por CGTMA. Apareceram também novos picos referentes aos sinais dos hidrogénios
dos outros carbonos da molécula de CGTMA em 2.53 ppm (Figura 16 - c¢), 2.92 ppm
(Figura 16 - a) e 4.3 ppm (Figura 16 - b) (SEONG; WHANG; KO, 2000; PENG et al.,
2010). O sinal dos hidrogénios H3, H4, H5, H6 e H6’ em 3.3<6<4.1 ppm (Figura.16 —
3,4,5,6,6’) e o sinal do proton H1 em 4.54 ppm (Figura 16 - 1) também foram
deslocados para a direita, antes posicionados entre 4.12<86<4.55 ppm (Figura 16 —
3,4,5,6,6') e 5.45 ppm (Figura 16 - 1), respectivamente.

O grau de cationizagdo (GC) da QC, determinado a partir de espectros de H'
RMN, integrando o sinal do pico de hidrogénio das trés metilas do grupo amdnio
quaternario, em 3.05<06<3.3 ppm, e o sinal atribuido aos prétons da metila do grupo
acetila das unidades acetilados (em 2.6 ppm), foi de 37%. Comparando com o valor de
GQ obtido por titulagao condutimétrica, de 39%, € possivel dizer que os dois métodos
estdo em concordancia e que ambos podem ser adequados para a determinagao do
GC. A média obtida entre os valores obtidos pelas duas técnicas foi de 38%, que
sera adotado como o GC médio da QC . Um GC de 38% significa que as moléculas de
QC, composta por unidades acetiladas (a), unidades desacetiladas (b) e unidades

cationizadas (c) ainda possuem 49% dos seus grupos amina (Figura 17).
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Figura 16 — Espectro de H' RMN da quitosana cationizada (QC) em D20 em uma concentragao
de 5 mg/mL. Os hidrogénios estdo representados por numeros e letras de acordo com a
posi¢cdo do carbono ao qual se encontram ligados as unidades desacetiladas, unidades
acetiladas e unidades cationizadas
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Figura 17 — Frequéncia com que ocorrem as unidades repetitivas na QC, em termos de
porcentagem: (a) unidades acetiladas — 13%; (b) unidades desacetiladas — 49%; (c) unidades
cationizadas — 38%.
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A massa molecular ponderal média (M,,) da quitosana e da QC foi
determinada por espalhamento estatico de luz a partir de graficos de Debye,
utilizando o tolueno como padrao de espalhamento. Os valores de M,, (em KDa) e

do incremento do indice de refragao (dn/dc) estao apresentados na tabela 2.

Tabela 2 — Valores de massa molecular ponderal média (Mw) determinada por espalhamento
de luz estatico e dn/dc para a quitosana e da quitosana cationizada (QC). As medidas foram
realizadas a partir de dispersdées poliméricas preparadas em tampdo acetato pH 4,5 em
concentra¢oes de 0,25-1,25 mg/mL.

Polimeros (M,, - KDa) dn/dc
Quitosana 92,6 + 7,6 (R*=0,99) 0,175 +6,7.10°
Qc 123 + 4,13 (R*=0,99) 0,148 +5,1. 107

Como ja discutido na secdo de métodos, a determinagcdo da massa molecular
requer o valor especifico do dn/dc e no caso de polimeros modificados ou
copolimeros, o valor de dn/dc depende da estrutura quimica e do grau de
modificagdo. O valor de dn/dc depende também do solvente e da concentragao da
solugdo. Portanto, devido a variedade de fatores que influenciam o valor de dn/dc e
a dificuldade de encontrar na literatura amostras com as mesmas caracteristicas
quimicas e com determinacdes realizadas nas mesmas condi¢des, € recomendado a
determinacao individual do dn/dc das amostras nas mesmas condicoes em que
foram realizadas as medidas de espalhamento de luz.

Aplicando-se o valor de dn/dc, determinado experimentalmente para a
quitosana e QC, a equagao de Rayleigh (equacdo 7 da secao experimental), a M,,
da quitosana foi de 92,6 KDa e da QC de 123 KDa. Considerando o grau de
cationizacdo obtido para a QC, determinado por condutimetria e '"H RMN (38% e
37%, respectivamente) foi possivel estimar o aumento da massa molecular da
quitosana apods a introdugdo de CGTMA em 35 %. O aumento da M,, da quitosana
apos a introducao de CGTMA, determinado por espalhamento de luz, foi também de
exatamente 35%, pois a M,, da quitosana passou de 92,6 KDa para 123 KDa. E o
valor de M,, determinado para a quitosana esta dentro do intervalo de M,, informado
pelo fabricante, de 80 -120 KDa.



55

As medidas de potencial zeta foram realizadas com o objetivo de estudar a
densidade de cargas dos derivados da quitosana devido a introdugao de CGTMA,
que apresenta uma carga permanente, independente do pH do meio. Uma vez que o
potencial zeta indica a carga superficial efetiva, é possivel avaliar a presencga de
grupos amoénio quaternario presentes na QC. Observando a curva de potencial zeta
da quitosana (Figura 18 — curva em preto), € possivel notar que em meio acido a
quitosana apresenta um potencial alto e positivo (~ +50 mV) devido aos grupos
amina estarem protonados (NH3"). No entanto, quando o pH esta préximo do pKa da
quitosana (~6), os grupos amina comegam a desprotonar (NH;) e o potencial zeta
comeca a reduzir rapidamente e, em pH 10, é quase igual a 0 mV, o que significa
que a carga de superficie da quitosana pode ser considerada nula. Em contrapartida,
o potencial zeta da QC (entre +65 e +50 mV) permanece alto e positivo até em meio
neutro e alcalino, devido ao fato das cargas dos grupos amodnios quaternarios
(N*(CHs)3) ndo dependerem do pH. Entretanto, houve uma leve queda no potencial
zeta da QC a partir do pH 6 porque nestas condi¢gdes ndo ha mais a contribuicdo das
cargas dos grupos amina para o potencial zeta. Em conclusdo, o potencial zeta
confirmou o aumento do potencial catibnico da quitosana apds a cationizagdo, em
meio aquoso neutro e alcalino. A presencga de cargas, em meio neutro e alcalino,
possibilita que a molécula de QC estabeleca interagdes eletrostaticas com moléculas

carregadas negativamente, meios nos quais a quitosana nao apresenta cargas.
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Figura 18 — Curvas de potencial zeta em fungido do pH: quitosana (curva em preto) e quitosana
cationizada - QC (curva em azul). As amostras foram dispersas, em uma concentragao de 1
mg/mL, em HCI 0,1 M e tituladas com NaOH 0,1 M utilizando um titulador automatico acoplado
ao Zetasizer S.
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Figura 19 — Curvas de transmitancia da quitosana (curva em preto) e quitosana cationizada —
QC (curva em azul) em solugdo aquosa acida, neutra e alcalina. As amostras foram dispersas,
em uma concentragdo de 1 mg/mL, em agua e ajustes de pH foram realizados utilizando HCI
0,1 M e NaOH 0,1 M.
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Visto que a cationizagdo da quitosana com CGTMA foi realizada com o
objetivo de melhorar a solubilidade da quitosana em meio aquoso neutro e alcalino,
a solubilidade da QC foi avaliada de forma qualitativa, em comparagcdo com a agua
pura, em termos de transparéncia/turbidez de solu¢des aquosas de concentragao de
1mg/mL em um intervalo de pH de 4 a 10, utilizando um espectrofotdbmetro
UV/Visivel. Quanto mais alta a transparéncia, em termos de transmitancia, maior € a
solubilidade da solugéo, enquanto uma baixa transparéncia significa precipitagéo ou
agregacao. As amostras sdo consideradas insoluveis quando a transmitancia da
solugao € menor que 90%. A figura 19 mostra as curvas de transmitancia de
solugdes aquosas de quitosana e QC em um intervalo de pH de 4 a 10. E possivel
observar que a quitosana apresenta uma transmitdncia maior do que 97% até
alcancar pH de aproximadamente 6,5, ponto a partir do qual a transmitancia reduz
bruscamente alcancga valores abaixo de 10% a partir de pH 7.. Esta insolubilidade é

devido a desprotonagdo dos grupos amina da quitosana nestas condigdes e,
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consequente a precipitagdo. A baixa solubilidade da quitosana em meio aquoso
neutro e alcalino se deve as fortes interagdes de hidrogénio inter e intramoleculares
entre grupos amina e hidroxilas, que nao permite suficiente interacao destas cadeias
com o solvente.

Em contraste, a QC apresentou uma excelente solubilidade em agua, como
pode ser observado na Figura 19 (pontos em azul), na qual a transmitadncia das
solugdes permaneceu alta (quase 100 %) e constante em todo o intervalo de pH
estudado. O aumento da solubilidade da quitosana em meio aquoso, neutro e
alcalino, apds a cationizagdo € atribuido ao impedimento estérico causado pelo
CGTMA e a repulsado eletrostatica causada pelas cargas permanentes dos grupos
amonio quaternario (N*(CH;);) presentes na QC (WU; SU; MA, 2006). Enquanto a
forga de repulsdo entre as cadeias da QC em meio neutro e alcalino é dependente
dos grupos N*(CH;)5 introduzidos apds a cationizagdo, em meio acido essas forcas
nao sdo dominantes. Isso porque em meio acido os grupos amina da QC também
encontram-se protonados e a repulsdo eletrostaticas entre os grupos NHs;* é maior
do que entre os grupos N*(CHj);, pois a carga dos Ultimos sdo relativamente
blindadas pelas metilas circundantes (XU et al., 2010). Resultados similares aos
nossos foram reportados em diversos trabalhos, mostrando o significativo aumento
da solubilidade da quitosana apds a cationizagdo (QIN et al., 2004; PENG et al.,
2010) e, quanto maior o GC, mais soluvel é o derivado (PENG et al.,, 2010). Os
mesmos fatores que permitem a solubilizagcdo da quitosana apds a cationizacéao,
devido as cargas permanentes do grupo amodnio quaternario introduzido, também
fizeram com que a viscosidade da QC (1,6 cP) fosse significativamente mais baixa
que a viscosidade da quitosana (2,36 cP). Resultados similares foram encontrados
por Mao et al. (2005a). A alta viscosidade das solug¢des de quitosana ndo-modificada
se deve as fortes interagcdo de hidrogénio intermoleculares, que séo enfraquecidas
ou quebradas apds a cationizagdo devido ao impedimento estérico do CGTMA e
também da repulsdo eletrostatica causada entre os grupos N*(CH;); do CGTMA
(MAOQ et al., 2005a).
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5.2 Oxidagcao de mPEG a mPEG-COOH

O mPEG — COOH, essencial para a sintese dos copolimeros mPEG — g — QC,
foi obtido pela oxidagdo de mPEG comercial mediada por TEMPO com um
rendimento de 90% como ilustrado no esquema abaixo (Figura 20). O N-oxil-2,2,6,6-
tetrametilpiperidina (TEMPO) é um composto heterociclico bastante empregado
como catalisador na oxidagdo de alcodis primarios e secundarios a aldeidos,
cetonas ou acidos carboxilicos (POZZI et al., 2004). O sistema TEMPO-NaBr-NaClO
tem sido bastante utilizado para a oxidagdo de hidroxilas terminais de
polietilenoglicois (PEG) (ISOGAI; KATO, 1998; ARAKI; ZHAO; ITO, 2005) e de
hidroxilas de grupos alcool primario de polissacarideos hidrossoluveis como amido,
quitosana e amilodextrina (DE NOOY; BESEMER; VAN BEKKUM, 1994) e também
de polissacarideos insoluveis em agua como a celulose (ISOGAI; KATO, 1998;
PEREZ; MONTANARI; VIGNON, 2003), a quitina e a agarose (YIXUE et al., 2013).

O TEMPO é um composto volatil soluvel em agua e solventes organicos.

Figura 20 — Representaciao esquematica da conversiao de mPEG a mPEG — COOH via oxidagao
mediada por TEMPO-NaBr-NaClO.
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Fonte: autor

De acordo com os espectros de FTIR, a oxidacdo das hidroxilas terminais do
mPEG a COOH foi confirmada pelo aparecimento de uma nova banda de absorgao
em 1745 cm™ no espectro do mPEG — COOH (Figura. 21b), referente a vibragdo C=0
da carboxila, (JEONG et al., 2008; LIANG et al., 2012).Ainda que seja uma banda de
baixa intensidade, € um resultado que confirma a oxidagao dos grupos hidroxila de
mPEG, considerando a baixa densidade de grupos OH presentes nas moléculas de

mPEG, de somente um grupo OH ou COOH terminal por molécula de PEG.



Figura 21 — Espectros de FTIR: (a) mPEG; (b) mPEG — COOH.
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No espectro de 'H RMN de mPEG — COOH, apresentado na Figura 22,
aparecem sinais de hidrogénios referentes ao grupo metoxil (-OCHs3) em 3.37 ppm
(a) e de hidrogénios do grupo oxietileno, a unidade repetitiva do PEG (-O-CH2-CHy)
em 3.55<d<3.8 ppm (d).

Figura 22 — Espectro de 'H RMN de mPEG — COOH. Os hidrogénios estido representados por

letras de acordo com a posigao do carbono ao qual se encontram ligados.
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Nao foi possivel avaliar a taxa de oxidagao dos grupos OH de mPEG a partir
do espectro de 'H RMN porque ndo apareceram sinais de hidrogénios ligados as
hidroxilas nem sinais de hidrogénios carboxilicos no espectro de mPEG — COOH, que
pode ser devido a baixa densidade destes grupos, de apenas um grupo funcional na
extremidade de uma longa cadeia. Também n&o apareceram sinais de hidrogénios
aldeidicos no espectro de mPEG — COOH no presente trabalho. Uma vez que o grupo
aldeido é o grupo intermediario durante o processo de oxidagao de grupos OH de
mPEG a COOH, a presenca destes sinais poderia indicar que o processo de
oxidagao nao foi completo. Apds o processo de oxidagao dos grupos hidroxila de

mPEG a grupos aldeido, Chang e colaboradores (2007) encontraram sinais de
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protons de aldeido no espectro de '"H RMN de mPEG — COOH, em um deslocamento
posicionado em 7.3 ppm (CHANG et al., 2007). No presente trabalho, o espectro de
'H RMN do mPEG — COOH n3o apresentou sinais de prétons de aldeidos, o que
sugere que os grupos hidroxila convertidos a aldeido foram oxidados a grupos

carboxila.

Figura 23 — Curva de titulagdo condutimétrica do mPEG — COOH disperso em HCI, em uma
concentragao de 10 mg/mL e titulado com NaOH 0,05 M. As linhas pontilhadas delimitam a area
de desprotonagdao do mPEG — COOH e a intersec¢ao entre as linhas vermelhas indicam os
pontos de transigcao da curva (V, e V,), que foram calculados por regressao linear.

Condutividade (uS/cm)

1R —r—r—rrprrrrrerer e e Te T
0 1 2 3 4 5 6

NaOH 0,05 M (mL)

Fonte: autor

A densidade de grupos carboxila presentes no mPEG — COOH foi calculada a
partir dos pontos de transicdo da curva de titulagdo condutimétrica acido-base
(Figura 23). A primeira regido da curva, o ramo descendente, corresponde a
neutralizacdo do HCI livre presente na solugcado. Neste caso, a condutividade diminui
porque os fons H*, de maior mobilidade idnica, sdo neutralizados pelo NaOH e
permanecem na solugdo os ions Na®, de baixa mobilidade iénica. A segunda regido
corresponde a desprotonagao dos grupos carboxila presentes no mPEG — COOH. A
condutividade € mantida relativamente constante, uma vez que os ions carboxilato
de mPEG — COOH ndo contribuem significativamente para a condutividade do

sistema. O inicio da ultima regido da curva representa o fim da titulagdo de mPEG —
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COOH e a condutividade aumente rapidamente devido ao excesso de agente titulante
(ions Na* e OH" a solugéo).

Considerando os pontos de transi¢cdo da curva, a desprotonagao dos ions
COOH iniciou-se em V,=1,8 mL e finalizou-se V1=3,2 mL. Baseado no volume de
NaOH 0,05 M gasto (1,4 mL), a densidade de grupos carboxila foi de 0,14 mmol /g
de polimero. O grau de oxidagdo nao foi determinado, porém, comparando a
densidade de grupos carboxila obtido, sugere-se que o grau de oxidacdo obtido
esteja proximo de valores reportados previamente. A densidade de grupos carboxila,
também determinada por titulagdo condutimétrica, obtida por Araki e colaboradores
(2005) apods a oxidagao de PEG 30000 via TEMPO foi de 0,0688 mmol/g (LAPIENIS;
PENCZEK, 2001; ARAKI; ZHAO; ITO, 2005). Sant e Nagarsenker (2011) utilizaram o
reagente de Jones para oxidar mPEG 5000 e obtiveram uma densidade de grupos

carboxila de 0,167 mmol/g.

5.3 Sintese e caracterizagao dos copolimeros de enxerto mPEG — g — QC

A introducdo de mPEG em QC quitosana via EDC/NHS foi realizada em pH 6,
que é um pH baixo o suficiente para garantir a completa solubilizagdo da QC, mas
também suficientemente alto para que aproximadamente a metade dos grupos
amina da QC estejam desprotonados e, portanto, se comportem como nucledfilos
capazes de atacar o éster de mPEG e NHS e formar os copolimeros. Ha também
evidéncias de que os grupos carboxila devem estar no seu estado ionizado (COQO)
para reagir com o EDC (NAKAJIMA, IKADA, 1995). Portanto seria recomendavel
estudar previamente o comportamento de ionizagdo do grupo carboxila da molécula
de interesse em funcédo do pH para determinar a faixa de pH no qual estes grupos
estejam no seu estado ionizado.

Com o intuito de avaliar o grau de substituicdo e a solubilidade em fungao da
taxa de massa de mPEG para QC, foram preparados copolimeros com diferentes
taxas de massa. A formacao dos copolimeros foram primeiramente confirmados por
FTIR. Os espectros de FTIR dos copolimeros mPEG — g — QC 0,85:1, mPEG — g —
QC1,65:1 e mPEG—g —QC2,5:1, mPEG — COOH e QC estao apresentados na Figura
24,
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Figura 24 — Espectro de FTIR dos copolimeros de enxerto. (a) mPEG —g— QC0,85:1; (b)

mPEG — g — QC 1,65: 1; (¢) mPEG — g — QC 2, 5: 1; (d) mPEG — COOH; (e) QC.
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Apods o enxerto de mPEG em QC, novas bandas referentes ao mPEG — COOH
sao observadas nos espectros dos copolimeros. Comparando os espectros dos
copolimeros (Figuras 24a, 24b e 24c) com o espectro da QC, é possivel observar que
a pequena banda de vibragdo de N-H da amina primaria que aparece na QC, em
1565 cm™', desapareceu nos copolimeros devido a formagao de ligacbes amida entre
os grupos NH; da QC e os grupos COOH de mPEG — COOH. Consequentemente, a
banda de amida | nos espectros dos copolimeros mPEG — g — QC 0,85:1 (Figura
24c), mPEG—g —QC1,65:1 (Figura 24b) e mPEG — g —QC 2,5:1 (Figura 22a) foi

alargada e esta centralizada em 1645 cm™

. A conjugacdo de mPEG — COOH aos
grupos NH; da QC foi confirmada pelo aparecimento de novas bandas nos espectros
dos copolimeros (Figura 24a, Figura 24b e Figura 24c) referentes a absorgbes da
molécula de mPEG — COOH. Houve um aumento na intensidade da banda centrada

em 2890 cm™' e da bandaem 1110 cm™’

, que podem ser atribuidas a vibragao de
estiramento C-H unidades repetitivas da molécula de mPEG (CH,CH,0) e a vibragao
C-0-C, respectivamente.

Os espectros de "H RMN dos copolimeros mPEG — g — QC 0,85:1 (Figura 25),
mPEG — g — QC 1,65:1 (Figura 25) e mPEG—g —QC 2,5:1 (Figura 25) também
confirmam a conjugag¢ao de mPEG QC devido ao aparecimento de um pico de sinal
intenso referente aos hidrogénios da unidade repetitiva do PEG, o oxietileno, em 3.7
ppm (f) € um pico em 3.35 ppm (i) que foi atribuido aos hidrogénios do grupo metoxil.
O pico posicionado em 3.5<6<3.85 ppm (d), esta relacionado aos hidrogénios
presentes nas metilas do grupo amoénio quaternario (N*(CH;)3). Picos caracteristicos
de quitosana também apareceram nos espectros dos copolimeros. O sinal em 2.2

ppm (8’) esta relacionado aos prétons do grupo metil do grupo acetila.
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Figura 25 — Espectro de H' RMN do copolimero mPEG;; —g—QC0,85:1 em D20 em uma
concentragao de 5 mg/mL. A posi¢cao dos hidrogénios esta representada, em cada unidade
repetitiva, por numeros e letras de acordo com a localizagdo do carbono ao qual se encontram
ligados. Da esquerda para a direita encontram-se as unidades desacetiladas, unidades
acetiladas, unidades cationizadas e unidades enxertadas com mPEG.
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Considerando que 100 % das moléculas de mPEG — COOH adicionadas ao meio de
reacao tivessem sido introduzidas a QC, o grau de substituicdo “tedrico” dos
copolimeros seria de 3,25% para o mPEG—-g—QC0,85:1, de 6,5% para o
mPEG — g — QC1,65:1 e 10% para o mPEG — g — QC 2,5: 1. O grau de substituicéo
(GS) de mPEG — COOH em QC, foi determinado por H' RMN, integrando o sinal do pico
dos prétons das trés metilas do grupo aménio quaternario da QC, em 2.5 ppm, e o sinal
dos hidrogénios da unidade repetitva do mPEG, o oxietileno, posicionado em
3.0<d<3.25 ppm, de acordo com equacgao 4 da secao experimental. Assim, o GS do
copolimero mPEG — g — QC 0,85:1 foi de 2,8%, do mPEG — g — QC 1,65:1 de 5,6% e
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mPEG — g — QC 2,5:1 foi de 8,3%, que foram valores ligeiramente menores do que

os valores estimados caso o rendimento de ligagéo fosse de 100% das moléculas de

mPEG — COOH . Dessa forma, calculou-se que para as taxas de massa utilizadas
0,85:1, 1,65:1 e 2,5:1, o rendimento da conjugacao de mPEG em QC foi de 87,4 %,

86% e 83%, respectivamente.

Na figura 26 estéo representadas as porcentagens das unidades repetitivas do

copolimero mPEG — g — QC 0,85:1.

Figura 26 — Frequéncia com que ocorrem as unidades repetitivas no copolimero mPEG — g —
QC0,85:1, em termos de porcentagem: (a) unidades acetiladas — 13%; (b) unidades
desacetiladas — 46,2%; (c) unidades enxertadas com mPEG - 2,8%; (d) unidades cationizadas —

38%.
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Figura 27 — Espectro de H' RMN do copolimero mPEG—-g—-QC1,65:1 em D20 em uma
concentragao de 5 mg/mL. A posi¢cao dos hidrogénios esta representada, em cada unidade
repetitiva, por numeros e letras de acordo com a localizagdo do carbono ao qual se encontram
ligados. Da esquerda para a direita encontram-se as unidades desacetiladas, unidades
acetiladas, unidades cationizadas e unidades enxertadas com mPEG.
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Na figura 28 estéo representadas as porcentagens das unidades repetitivas do

copolimero mPEG — g — QC 1,65:1.

Figura 28 — Frequéncia com que ocorrem as unidades repetitivas no copolimero mPEG — g —
QC1,65:1, em termos de porcentagem: (a) unidades acetiladas — 13%; (b) ¢ desacetiladas —
43,4%; (c) unidades enxertadas com mPEG - 5,6%; (d) unidades cationizadas — 38%.
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Figura 29 — Espectro de H' RMN do copolimero mPEG—-g—QC2,5:1 em D20 em uma
concentragao de 5 mg/mL. A posicao dos hidrogénios esta representada, em cada unidade
repetitiva, por numeros e letras de acordo com a localizagdo do carbono ao qual se encontram
ligados. Da esquerda para a direita encontram-se as unidades desacetiladas, unidades
acetiladas, unidades cationizadas e unidades enxertadas com mPEG.
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Na figura 30 estéo representadas as porcentagens das unidades repetitivas do

copolimero mPEG — g — QC 2,5:1.

Figura 30 — Frequéncia com que ocorrem as unidades repetitivas no copolimero mPEG — g —
QC2,5:1, em termos de porcentagem: (a) unidades acetiladas — 13%; (b) ¢ desacetiladas —
40,7%; (c) unidades enxertadas com mPEG - 8,3% ; (d) unidades cationizadas — 38%.
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Outro aspecto importante observado foi a linearidade com que o GS aumentou
em funcao da taxa de massa entre mPEG — COOH e QC. Quando a taxa de massa foi
aumentada de 0,85:1 para 1,65:1, (1,94 vezes), o GS teve um aumento de 2 vezes e
quando a taxa de massa foi aumentada de 1,65:1 para 2,5:1 (1,51 vezes), o GS teve
um aumento de 1,48 vezes. Zhang et al. (2014) prepararam copolimeros de mPEG
em quitosana cationizada com CGTMA, em condigbes bastante similares as
utilizadas no presente trabalho, mas com um intervalo de taxas de massa maior,
apresentadas na Tabela 4 (ZHANG et al., 2014). Com uma taxa molar de 2,5:1 eles
obtiveram um GS de 9%, valor bem proximo ao obtido nesta tese, de 8,3%; Nas
outras proporcdes estes autores também obtiveram boa relagdo entre a taxa de
massa mPEG: QC e o GS (Tabela 4), o que sugere que a técnica de preparagao dos
copolimeros utilizada no presente trabalho apresenta um bom rendimento de
conjugagao, ou seja, uma boa relacdo entre a taxa de massa e o GS e boa
reprodutibilidade, visto que obtivemos resultados bastante similares aos obtidos por

Zhang et al. (2014) quando utilizamos a mesma taxa de massa entre mPEG e QC.

Tabela 3 — Comparagao entre o grau de substituicdo em funcado da taxa de massa entre mPEG e
QC, entre o presente trabalho (autor) e o trabalho de Zhang et al. (2014).

Zhang et al. (2014)

mPEG:QC GS mPEG:QC GS
(m/m) (%) (m/m) (%)
0,85:1 2,8 2,5:1 Q
1,65:1 5,6 5,0:1 13

2,5:1 8,3 7,5:1 27
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Medidas de potencial zeta foram realizadas com o intuito de avaliar a
densidade de cargas dos copolimeros mPEG — g — QC 0,85:1, mPEG — g — QC 1,65:1
e mPEG — g — QC2,5: 1 em um intervalo de pH de 2,5 a 10 (Figura 31). O potencial
zeta dos copolimeros, assim como a QC, manteve-se alto e positivo até em meio
neutro e alcalino (Figura 31), porém um pouco menor do que o potencial zeta da QC.
Esta diminuicdo é provavelmente atribuida a reducdo da densidade eletrénica das
moléculas de QC, pois quando o mPEG é enxertado, a quantidade de cargas da QC
permance constante mas o tamanho da molécula aumenta. Em outras palavras, a
quantidade de carga por volume diminui apds a introdu¢do de mPEG. O potencial
zeta dos copolimeros diminuiu em fungdo do GS. O copolimero que possui 0 maior
GS (mPEG—g —QC2,5:1) e, portanto, a menor densidade eletronica, apresentou
também o menor potencial zeta. Tanto a QC quanto os copolimeros tiveram um
potencial zeta ligeiramente maior em meio acido do que em meio neutro e alcalino
devido a contribuicdo dos grupos amina estarem carregados positivamente nestas
condi¢cbes. Resultados similares foram encontrados por Germershaus et al. (2008),
que mostraram que o enxerto de mPEG em quitosana cationizada levou a uma
reducdo do potencial zeta dos complexos entre copolimeros e DNA. Estes autores
atribuem esta redugdo do potencial zeta a blindagem estérica das cargas de
superficie da quitosana cationizada pelas moléculas de mPEG (GERMERSHAUS et
al., 2008).
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Figura 31 — Curvas de potencial zeta em fungdao do pH: quitosana cationizada (QC — curva em
vermelho); copolimero mPEG —QCO0,85:1 (curva em azul); copolimero mPEG—-QC1,65:1
(curva em verde); copolimero mPEG — QC 2,5: 1 (curva em rosa). As amostras foram dispersas
em HCI 0,1 M, pH 2,5, em uma concentrag¢ao de 1 mg/mL, e foram tituladas com NaOH 0,1 M até
atingir pH 10 utilizando um titulador automatico acoplado ao Zetasizer S.
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A solubilidade dos copolimeros mPEG — g — QC foi avaliada de forma
qualitativa, em termos de transparéncia/turbidez de solugdes aquosas de
concentracdo de 1 mg/mL em um intervalo de pH de 4 a 10, utilizando um
espectrofotbmetro UV. Quanto mais alta é a transparéncia, em termos de
transmitancia, maior é a solubilidade da solugcdo, enquanto uma baixa transparéncia
significa precipitacdo ou agregac¢ao. Foi considerado, no presente trabalho, uma
amostra soluvel quando a transmitancia da solugdo for maior do que 90% quando
comparadas a agua pura. As curvas de transmitancia das solu¢des dos copolimeros
em fungcdo do pH esta apresentado em um intervalo de transmiténcia de 95% a

100%, para que as curvas possam ser melhor visualizadas, visto que a transmitancia
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das amostras ¢€ alta e as curvas se sobreporiam se o intervalo de transmitancia fosse
de 0 a 100%. (Figura 32).

Figura 32 — Curvas de transmitancia da quitosana (curva em preto) e quitosana cationizada (QC
— curva em azul) em solugdo aquosa acida, neutra e alcalina. As amostras foram dispersas, em
uma concentrag¢ao de 1 mg/mL, em agua e ajustes de pH foram realizados utilizando HCI1 0,1 M
e NaOH 0,1 M.
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Comparando a transmitancia das solugdes poliméricas com a transmitancia
da agua pura, foi possivel observar que tanto a QC quanto os copolimeros mPEG —
g—QC0,85:1, mPEG—g —QC1,65:1e mPEG— g —QC2,5:1 sdo bastante soluveis
em todo o intervalo de pH estudado e que os copolimeros apresentaram uma
solubilidade ligeiramente maior que da QC. Apesar de a QC tenha apresentado uma
excelente solubilidade, apenas ligeiramente menor que dos copolimeros, era
possivel observar particulas insoluveis em suspensao, em meio neutro e alcalino,

que desapareceram apoOs a introdugdo de mPEG. Portanto, conclui-se que os
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copolimeros mPEG — g — QC 0,85:1, mPEG — g — QC 1,65:1 e mPEG— g — QC 2,5:1
com graus de substituicdo de 2,85 %, 5,6 e 8,3%, respectivamente, foram
completamente soluveis em meio acido, neutro e alcalino em uma concentragao de 1
mg/mL. A introdugdo de mPEG em quitosana vem sendo frequentemente aplicada
para aumentar a solubilidade da quitosana em agua e em solventes organicos e tem
sido mostrado que a solubilidade dos copolimeros depende ndo s6 do grau de
substituicdo de PEG, como também da massa molecular da quitosana e do PEG
(MAO et al., 2005a; JEONG et al., 2008; CASETTARI et al., 2010). Embora a
citotoxicidade da QC e dos copolimeros nao tenha sido avaliada no presente
trabalho, foi uma propriedade considerada visto que estes copolimeros foram
desenvolvidos para aplicagao futura como um biomaterial.

Resultados similares aos do presente trabalho foram encontrados por Mao et.
al (2005a), que prepararam copolimeros de mPEG e quitosana cationizada com
iodeto de metila (GQ=40%) e também copolimeros de mPEG e quitosana né&o-
modificada (400 KDa). As solug¢des aquosas (2 mg/mL) dos copolimeros de mPEG e
quitosana cationizada permaneceram transparentes em todo o intervalo de pH
estudado, independentemente da massa molecular do mPEG utilizada (500 Da e
5000 Da) e do grau de substituicdo,visto que até mesmo aqueles com grau de
substituicdo menor do que 2% mantiveram-se transparentes. Em contrapartida,
nenhum dos copolimeros de mPEG e quitosana nao-modificada apresentaram
solucdes transparentes em pH 7, até mesmo aqueles com alta densidade de mPEG,
o que foi atribuido pelos autores ao fato de as interacbes entre a quitosana e as
moléculas de PEG serem mais fortes do que as que ocorrem entre as moléculas de
PEG e da quitosana cationizada (MAO et al., 2005a). No entanto, neste caso, vale
lembrar que Mao et al. (2005a) utilizaram uma quitosana de alta massa molecular
(400 ~KDa), que apresenta inerentemente uma solubilidade muito baixa, portanto, s6
foi possivel torna-la soluvel apds a cationizagao e o enxerto de mPEG. Casettari et al
conseguiram produzir copolimeros soluveis de quitosana ndo-modificada de baixa
massa molecular com um GS de 20%. Apesar de a introducdo de mPEG, por si s0,
ser capaz de tornar a quitosana soluvel utilizando altos GS, o0 mPEG n&o contribui
para o aumento da densidade de cargas do copolimero, visto que 0s grupos amina
continuardo desprotonados em meio neutro e alcalino. Ou seja, ainda que a

molécula encontre-se completamente soluvel nestas condicdes devido as cadeias
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hidrofilicas de mPEG, ela ndo tera cargas para estabelecer interagdes eletrostaticas
com moléculas negativamente carregada, por isso a importancia da cationizagao se
0 objetivo é estabelecer interagdes eletrostaticas em meio aquoso neutro e alcalino.

O aumento da solubilidade da quitosana e da quitosana cationizada em
solventes organicos apoés introdugdo de mPEG também tem sido reportado. Jeong et
al. (2005) preparam copolimeros de enxerto de mPEG (2000 Da) em quitosana de
baixa massa molecular (10000 Da, GD=97%) soluvel em agua (em pH de 4 a 11),
mas insoluvel em solventes organicos, com o intuito de melhorar a solubilidade
nestes solventes. A solubilidade dos copolimeros, com grau de substituicdo de 5 %,
10%, 15% e 20%, foi avaliada em solventes organicos em um intervalo de
concentracdo de 1 a 5 mg/mL. Todos os copolimeros foram prontamente soluveis
em DMSO, em todo o intervalo de concentracdo testado e apresentaram boa
solubilidade em DMF, acetona e etanol, com excegédo do copolimero com grau de
substituicdo de 5%, que teve a transparéncia diminuida gradualmente com o
aumento da concentracao das solugdes (JEONG et al., 2008). Embora a solubilidade
e a biocompatibilidade de copolimeros de mPEG e quitosana sejam aumentados em
funcdo do grau de substituicdo (CASETTARI et al., 2010), quanto maior a densidade
de mPEG menor é a densidade eletrénica e, portanto menor € o potencial catiénico
do copolimero, como mostrado em nossos resultados de potencial zeta dos
copolimeros quando comparados a QC (Figura 18). Em concluséo, estudos prévios
poderiam ser realizados para que se possa obter derivados nos quais possa haver
um balango entre o GQ e o GS, ou seja, com um grau de cationizagado
suficientemente grande para fornecer um bom potencial catibnico mas que seja
suficientemente baixo para ndo causar um grande aumento da citotoxicidade do
copolimero, e, paralelamente, um GS que seja suficientemente grande para inibir a
citotoxicidade da QC mas que seja suficientemente baixo para nao reduzir
significativamente a densidade eletrénica do copolimero.

A introducdo de PEG causa uma grande redugao da viscosidade de solugdes
aquosas de quitosana. A viscosidade dos copolimeros mPEG — g — QC 0,85:1 (0,97
cP), mPEG—-g—-QC1,65:1 (0,99 cP) e mPEG—g—QC2,5:1(0,99 cP) foram
significativamente mais baixas que a viscosidade da quitosana (2,36 cP) e da QC (1,6
cP) e foram praticamente iguais a viscosidade de solu¢gées de mPEG — COOH (0,97

cP). As longas cadeias carbdnicas do PEG sdo altamente hidratadas e, essa
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extensa camada de solvatacdo permite a livre movimentacdo das moléculas de
PEG, evitando assim a aproximagdo entre as cadeias de quitosana e o
estabelecimento de interagdes de hidrogénio intermoleculares (GOROCHOVCEVA;
MAKUSKA, 2004).

Tabela 4 — Valores de massa molecular ponderal média (M,,) determinada por espalhamento de
luz estatico e dn/dc para os copolimeros de enxerto mPEG-g-QC 0,85:1, mPEG-g-QC 1,65:1 e
mPEG-g-QC 2,5:1. As medidas foram realizadas a partir de dispersoes poliméricas preparadas
em tampao acetato pH 4,5 em um intervalo de concentragao de 0,25-1,25 mg/mL.

Copolimeros GS (%) (M,y - KDa) dn/dc
mPEG-g-QC 0,85:1 2,8 191 + 9,23 (R?*=0,99) 0,161 +8,7. 107
mPEG-g-QC 1,65:1 5,6 158 + 12,3 (R?*=0,84) 0,143+54.0°
mPEG-g-QC 2,5:1 8,3 184 + 5.43 (R*=0,83) 0,120 +7,1.07

A massa molecular ponderal média (M,,) dos copolimeros mPEG— g —
QC0,85:1, mPEG—g—QC1,65:1 e mPEG— g —QC2,5:1foram determinadas por
medidas de espalhamento de luz estatico a partir de graficos de Debye, utilizando o
tolueno como padrdao de espalhamento. Como ja discutido anteriormente, a
determinacao da massa molecular requer o valor especifico do dn/dc e no caso de
polimeros modificados ou copolimeros, o valor de dn/dc depende da estrutura
quimica e do grau de modificagao, por isso foram determinados individualmente para
cada copolimero nas mesmas condi¢cdes das medidas de espalhamento. Os valores
de M,, (em KDa) e do incremento do indice de refragdo (dn/dc) estdo apresentados
na tabela 4. Aplicando-se o valor de dn/dc, determinado experimentalmente para
cada um dos copolimeros, a equagdo de Rayleigh (equagdo x da secéao
experimental), a M,, dos copolimeros foi de 191 KDa para o mPEG — g — QC 0,85: 1,
158 KDa para o mPEG—g—QC1,65:1 e 184 KDa para o mPEG—g —QC2,5:1.
Considerando o GS dos copolimeros, que foi crescente em fungdo das taxas de
massa de mPEG:QC, os valores de M,, ndo correspondem aos valores de GS dos
copolimeros. O copolimero de menor GS (2,8%) apresentou a menor M,,, 191 KDa.
Em termos gerais € possivel dizer que a medida de espalhamento de luz estatico
nao foi sensivel o suficiente para determinar com exatiddo a M,, dos copolimeros.

Ha discussdes na literatura a respeito das dificuldades para determinar a M,, de
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copolimeros do tipo escova (“brush copolymers”) por técnicas que utilizam
espalhamento de luz, pois apresentam estrutura complexa. Técnicas como GPC
(Cromatografia de Permeagdo em Gel), espalhamento de luz e viscosidade sao
normalmente empregada para a determinagdo da M,, e conformagao molecular de
polimeros. Entretanto, estas técnicas sédo efetivas para polimeros de cadeia linear
mas frequentemente limitadas quando aplicadas para a determinagdo da M,, de
polimeros de estrutura complexa e de composi¢gdao heterogénea que envolvem
ramificagdes, como por exemplo de copolimeros em escova preparados no presente
trabalho, devido a diversas fontes de erro envolvidas. Sheiko et. al (2008)
recomendam uma combinacdo de técnicas de espalhamento e modelos
macromoleculares para caracterizar a conformagcao da estrutura central do
copolimero e das cadeias laterais em diferentes escalas de distancia. E,
complementarmente, também recomendam a utilizacdo de AFM (Microscopia de
Forca Atémica), que permite a detalhada caracterizagdo das ramificacdes laterais
individualmente, e a técnica de Lungmuir-Blodget, que fornece informacgdes sobre a
densidade de massa, ou seja, a relagao entre a massa e area (SHEIKO; SUMERLIN;
MATYJASZEWSKI, 2008). Em concluséo, a técnica de espalhamento de luz utilizada
no presente trabalho, para a determinacdo de M,, dos copolimeros, ndo parece
adequada para a caracterizacdo de polimeros do tipo "escova” e os dados obtidos

nao parecem representar o valor real de M,,.

5.4 Desacetilagado da quitosana

A desacetilagdo da quitosana foi realizada com o intuito de aumentar a
densidade de grupos amina na quitosana e, portanto, torna-la mais reativa para
modificagdes e interagcdes eletrostaticas. Para isso algumas caracterizagdes foram
realizadas, a fim de observar as mudancas ocorridas apds o processo de
desacetilagdo. Embora a quitosana comercial utilizada tenha um grau de
desacetilagdo (GD) de aproximadamente 87%, apo6s a desacetilagdo alcalina
realizada no presente trabalho, sera chamada de quitosana desacetilada (QD). A
desacetilagao alcalina da quitosana comercial, realizada em meio fortemente alcalino
(NaOH 40%), foi primeiramente confirmada a partir dos espectros de FTIR, pelo
desaparecimento de bandas de amida e pelo aparecimento de bandas de amina

primaria no espectro da QD (Figura 28b), absor¢cbes presentes anteriormente na
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quitosana (Figura 28a). As principais bandas utilizadas como referéncia para a
identificacdo do GD da quitosana estdo relacionadas ao grupo amida presente nas
unidades acetiladas (N-acetil-D-glicosamina), tais como amida |, amida Il e amida llI
(DONG et al., 2001). Uma banda de amida | foi observada no espectro da quitosana,
em 1655 cm™. A banda de amida | ocorre em todas as amidas devido a vibracido de
estiramento da ligagdo C=0 do grupo amida. Em decorréncia do efeito de
ressonancia, a absorcdo da carbonila das amidas ocorre em frequéncias menores
quando comparado com a absorgdo da carbonila presente em outros grupos
funcionais (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).

Observa-se que a banda de amida | em 1655 cm™, presente na quitosana,
praticamente desaparece na QD, dando lugar a uma banda unica e alargada
centrada em 1635 cm™, referente & deformagao N-H das aminas primarias adicionais
que surgiram apos a desacetilagdo. Uma estreita banda de amina ja estava presente
na quitosana, em 1600 cm™, referente a deformacdo N-H. Bandas de amida II, que
originam-se da deformacao angular de N-H e da deformacéao axial C-N do grupo C-
N-H, ocorre geralmente entre 1570 cm™ e 1515 cm™ para amidas secundarias
aciclicas. No entanto, ndo ocorreram bandas de amidas || em nenhum dos
espectros, visto que normalmente estas absorgdes desaparecem em moléculas com
um GD maior que 50% (DONG et al., 2001). Uma banda de amida Il também
aparece no espectro da quitosana, em 1320 cm™ (Fig. 33a), que ainda aparece apos
a desacetilagdo, no espectro da QD, mas bem menor quando comparada a
quitosana. A banda larga que aparece em ambos os espectros, na regiao de 3000-
3600 cm™, é referente & vibragdo de estiramento dos grupos OH e teve a sua largura
e intensidade reduzidas e essa redug¢ao ocorre conforme aumenta o GD da quitosana
devido a cristalizagao (MIMA et al., 1983). Em concluséo, a auséncia das bandas de
amida | e lll na QD confirma o aumento do GD na QD apds a hidrdlise alcalina,
corroborando os resultados de titulagdo potenciométrica, a partir do qual se
determinou um aumento de 26% no GDda QD quando comparado a Q (dados

mostrados logo abaixo).



Figura 33 — Espectros de FTIR: (a) quitosana; (b) quitosana desacetilada.
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Para a determinagdo da densidade de grupos amina na quitosana antes e
apds a desacetilagdo, foram realizadas medidas condutimétricas a partir solugdes
aquosas acidas de quitosana e QD, em uma concentragdo de 1 mg/mol. Assim, as
solugdes poliméricas (pH 2,5) foram tituladas com NaOH 0,1 M até atingir pH 11.
Simultaneamente foram realizadas medidas de potenciometria, a partir das quais foi
determinado o pKa da quitosana e da QD. Ainda que as curvas de potenciometria
também sao bastante utilizadas para a determinagcdo da densidade de grupos
funcionais, neste trabalho, adotamos a curva condutimétrica para estas
determinacdes e a curva potenciométrica foi usada para o calculo do pKa das
amostras. As curvas de titulagdo condutimétrica-potenciométrica simultdneas da
quitosana e QD estdo apresentadas nas Figuras 34 e 36, respectivamente. Para a
determinacao precisa do pKa, foi calculada a primeira derivada da curva de

potenciometria para a quitosana (Figura 35) e para a QD (Figura 37).

Figura 34 — Curva de titulagdao potenciométrica-condutimétrica da quitosana dispersa em HCI
0,1 M, em uma concentracio de 1 mg/mL, titulada com NaOH 0,1 M. A curva preta é de
potenciometria e a azul de condutimetria. As linhas pontilhadas delimitam a area de
desprotonagcao dos grupos amina da quitosana e a intersec¢ao entre as linhas vermelhas
indicam os pontos de transicdo de ambas as curvas. O volume de NaOH 0,1 M gasto para
neutralizar os grupos amina da quitosana esta delimitado pelo volume inicial e final na curva
de condutividade (V, e V,) calculados por regressao linear.
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Fonte: autor
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Observam-se nas curvas de condutimetria-potenciometria simultaneas, trés
regides distintas (I, Il e Ill) separadas por dois pontos de transicdo (Vo e V4). A
primeira regiao (I) corresponde a neutralizagdo do excesso de HCI presente na
solugéo. A regido |l corresponde a desprotonagéo de NH3" da quitosana e QD & NH,.
O primeiro ponto de transicdo (Vo) determina, portanto, o fim da neutralizagdo do
excesso de HCI e o inicio da desprotonagdo de NHs'. A terceira regido (Ill) é
referente ao excesso de titulante na solugédo (NaOH) e o segundo ponto de transigao
significa, portanto, o fim da desprotonacdo de NH3;*, o ponto de equivaléncia da
titulacdo. Os pontos de transicdo foram determinados por regressao linear das
curvas de condutimetria e calculando a primeira derivada para as curvas

potenciométricas.

Figura 35 — Primeira derivada da curva de potenciometria da quitosana, a partir da qual foi
calculado o pKa da quitosana, que é o ponto médio entre os pontos de inflexdao da curva de
pH, indicado pela linha pontilhada central.
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Considerando agora os pontos de transicdo em termos de condutimetria, a

desprotonacdo de NH;" da quitosana iniciou-se em x=0,97 (Vo) e finalizou-se em
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x=3,02 (V4) (Fig. 34) e para a QD iniciou-se em x=1,34 (Vy) e finalizou-se em x=3,94
(V1) (Fig. 3). A diferenga entre os dois pontos de transigdo ao longo do eixo x (V4-Vy)
€ o volume de NaOH 0,1 M gasto para desprotonar os grupos amina da quitosana e
da QD, portanto, refletem a quantidade de NH, presente em ambos os polimeros. A
partir do volume de NaOH gasto para atingir o ponto de equivaléncia, é possivel
determinar a densidade de grupos NH; da quitosana e da QD, que foi 4,11 mmol/g e
5,2 mmol/g, respectivamente. Apds o processo de desacetilagdo da quitosana
comercial utilizada no presente trabalho (75-85%), o GD aumentou em
aproximadamente 25%, o que significa um proeminente aumento no numero de

grupos NH;, na molécula, deixando a quitosana praticamente 100% desacetilada.

Figura 36 — Curva de titulacdo potenciométrica-condutimétrica da quitosana desacetilada (QD)
dispersa em HCI 0,1 M, em uma concentragdo de 1 mg/mL, titulada com NaOH 0,1 M. A curva
preta é de potenciometria e a azul de condutimetria. As linhas pontilhadas delimitam a area de
desprotonagcao dos grupos amina da quitosana e a intersec¢ao entre as linhas vermelhas
indicam os pontos de transicdo de ambas as curvas. O volume de NaOH 0,1 M gasto para
neutralizar os grupos amina da quitosana esta delimitado pelo volume inicial e final na curva
de condutividade (V, e V,) calculados por regressao linear.
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Considerando agora as curvas de potenciometria, a partir dos pontos de
inflexdo das curvas, é possivel afirmar que a desprotonacéo de NH3" iniciou-se em
pH 3,73 e finalizou-se em pH 8,5 para a quitosana (Fig. 34) e iniciou-se em pH 3,99 e
finalizou-se em pH 8,06 para a QD (Fig 36). Os pontos de inflexdo das curvas de pH
foi determinado pelo método da primeira derivada e o ponto médio entre esses
pontos de inflexdo da curva de pH é o pKa, ou seja, o pH no qual 50% dos grupos
amina estdo protonados (NHs;") e 50 % encontram-se desprotonados (NH2). A
primeira derivada da curva de potenciometria da quitosana e da QD estdo
apresentadas nas Figuras 35 e 37, respectivamente. Dessa forma, o pKa da
quitosana foi determinado em 6,11 e o pKa da QD 6,02. Esses valores entdo dentro
dos valores de referéncia reportados na literatura para a quitosana, de 5,5 a 6,5
(MOURYA; INAMDAR, 2009) e nao foram significativamente alterados apds a

desacetilagao.

Figura 37 — Primeira derivada da curva de potenciometria da quitosana desacetilada (QD) a
partir da qual foi calculado o pKa da quitosana, que é o ponto médio entre os pontos de
inflexao da curva de pH, indicado pela linha pontilhada central.
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Baseado nos resultados de titulagdo condutimétrica, o GD foi de
aproximadamente 100%. A desacetilagdo causa um aumento da solubilidade e uma
reducao na viscosidade de solugdes de quitosana. Quanto maior o GD, mais soluvel
e menos rigida € a molécula de quitosana e, portanto, mais baixa é a viscosidade da
solugdo. A viscosidade da QD (2,1 cP), no presente trabalho, foi mais baixa que a
viscosidade da quitosana (2,6 cP). Isto ocorre porque as ligagdes de hidrogénio
intramolecular efetuadas entre os grupos acetil e as hidroxilas, somadas ao
impedimento estérico desses grupos, limitam a rotagcdo do grupo acetamida
causando certa rigidez a molécula (WANG et al., 1991). Um outro fator que também
pode ter contribuido para a reducao da viscosidade € a hidrolise das cadeias de
quitosana devido as condi¢gbes da reagcdo. A degradacao das cadeias pode ocorrer
durante o processo de desacetilagdo devido ao tratamento fortemente alcalino, o
que causa uma reducao do tamanho das cadeias poliméricas. Entretanto, pode-se
minimizar ou evitar a degradacao utilizando temperaturas mais baixas. Mima et al.
(1983) utilizaram 60 e 110 °C e obtiveram, para amostras com um GD similares, uma
massa molecular significativamente menor para as amostras desacetiladas a 110 °C
(MIMA et al., 1983).

Visto que a desacetilagdo causa um aumento da solubilidade da molécula,
como discutido anteriormente, foram realizados testes de solubilidade da quitosana e
da QD para comparagao. No grafico de transmitancia da quitosana e QD em fungéao
do pH (Figura 38) observa-se o contrario do que é reportado na literatura, pois, as
solugdes de QD apresentaram uma transmitancia ligeiramente menor do que a
solugao de quitosana em todo o intervalo de pH estudado. O que é explicavel devido
a coloracao escura apresentada pela solugcao de QD, que mesmo apds realizar cinco
vezes a precipitacdo em acetona e posteriormente purificar por dialise durante sete
dias, a solucdo manteve-se escura. A coloragdo marrom escuro se deve,
provavelmente, a subprodutos da reacao de desacetilacdo ndo identificados. Devido
a tentativas ineficientes de purificagédo da QD, este material ndo foi utilizado como
fonte de quitosana para modificacbes. Mais estudos s&o necessarios para a
elucidagdo da reacao de desacetilagdo e conclui-se que este material aqui obtido
nao é adequado para a preparacao de quitosana cationizada e copolimeros..
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Figura 38 — Curvas de transmitancia da quitosana (em preto) e quitosana desacetilada ( QD -
em vermelho).em solugédo aquosa acida, neutra e alcalina. As amostras foram dispersas, em

uma concentragao de 1 mg/mL em agua ultra pura e ajustes de pH foram realizados utilizando
HCI 0,1 M e NaOH 0,1 M.
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6 Conclusao

A quitosana cationizada, preparada pela reagdo da quitosana (Mw 80-120
KDa) com o cloreto de glicidil trimetilaménio (CGTMA), foi obtida com sucesso, com
um grau de cationizagéo de 38%. Os copolimeros de enxerto de mPEG (5000 Da) e
quitosana cationizada, preparados em diferentes taxas de massa de mPEG para QC,
apresentaram uma relagao linear entre a taxa de mPEG e o grau de substituicao
obtido e um rendimento de conjugacdo de mPEG de 87,4 % para o copolimero
mPEG — g — QC 0,85:1, de 86% para o copolimero mPEG — g — QC 1,65:1 e 83% para
o copolimero mPEG — g — QC 2,5%. A quitosana cationizada e os copolimeros foram
completamente soluveis em meio aquoso, em todo o intervalo de pH avaliado (4-10)
e apresentaram um potencial zeta alto e positivo (+30 a +65 mV) ao longo do
intervalo de pH estudado (2,5-10). Portanto, conclui-se que as modificagbes
quimicas realizadas na molécula de quitosana foram realizadas com sucesso, de
forma que a solubilidade dos derivados produzidos possibilita a sua aplicagcédo em
meio aquoso de pH neutro e alcalino, nos quais a quitosana é normalmente

insoluvel.
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