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RESUMO

O presente trabalho apresenta a sintese, caracterizagdo e estudo da auto-associacdo em
solucdo aquosa de derivados anfifilicos zwiteridnicos de quitosana com potencial para o
transporte e a liberagdo controlada de farmacos. Derivados anfifilicos foram obtidos a partir
de quitosana previamente desacetilada e degradada, que foram submetidos a reagdo de adi¢ao
de Michael com o mondmero hidréxido de 1-(3-sulfopropil)-2-vinilpiridina (SPP). O derivado
hidrofilico obtido foi posteriormente por modificado com o grupo dodecil aldeido (DD) por
meio de reacdo de aminagdo redutiva. Os graus de substituicdes (GS) pelos grupos DD e SPP
foram determinados utilizando as técnicas de espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear de hidrogénios RMN de 'H, espectroscopia no infravermelho IV e titulacdo
potenciométrica essas técnicas foram utilizadas para caracterizar a quitosana e seus derivados.
Os graus de substituicdo por SPP foram de 36 e 46% e com grupos dodecil variaram de 2 a
10%. A massa molar média foi determinada utilizando cromatografia de permeacdo em gel
(GPC). E o estudo do comportamento associativo em meio aquoso foi realizado utilizando-se
a espectroscopia de fluorescéncia, espectroscopia no UV-Vis, espalhamento de luz dinamico
(DLS) e microscopia eletronica de transmissdo (TEM). Os derivados hidrofilicos
permaneceram soliveis em toda a faixa de pH e os derivados anfifilicos demostraram um
comportamento similar aos surfactantes convencionais. As concentragdes de agregacao critica
(CAC), foram determinadas com a sonda fluorescente o pireno, os valores variaram de 0,005
até 0,017 g L' foi observado um decréscimo nos valores com o aumento do conteudo
hidrofébico e pH. Medidas de DLS mostraram que os derivados formam agregados com
diametros que variam de 100 a 1000 nm e o potencial zeta varia de acordo pH da solugao.
Imagens de TEM mostraram agregados esféricos de tamanhos variados concordando com as
medidas de DLS. O estudo da incorporagdo de fArmaco foi realizado utilizando como modelo
a quercetina e os resultados mostraram que a capacidade de solubilizacdo variou de 17 a 54%

com o aumento da porcentagem de conteudo do grupo hidrofobico.

Palavras - chave: Quitosana. Polieletrdlitos. Nanoparticulas. Farmacos.



ABSTRACT

This work presents the synthesis, characterization and self-association study of amphiphilic
zwitterionic derivatives of chitosan in aqueous solution as potential drug delivery systems.
Amphiphilic derivatives were obtained from deacetylated and degraded chitosan, followed by
Michael addition reaction with the monomer I-(3-sulfopropyl)-2-vinylpyridine hydroxide
(SPP). The hydrophilic derivative was further modified with dodecyl groups (DD) by
reductive amination reaction. The degrees of substitution (DS) by DD and SPP groups were
determined using H'-NMR, and FTIR and potentiometric titration techniques were used to
characterize chitosan and its derivatives. The degrees of substitution by SPP were 36 and 46
% and by dodecyl groups varied from 2 to 10%. The average molecular weights were
determined using the gel permeation chromatography (GPC). The study of the self-
association in aqueous solution was performed by using fluorescence spectroscopy, UV-Vis,
dynamic light scattering (DLS) and transmission electron microscopy (TEM) techniques. The
hydrophilic derivatives were soluble in all pH range and the amphiphilic derivatives exhibited
self-association behavior similar to conventional surfactants. The critical aggregation
concentrations, determined from pyrene fluorescence, varied from 0.005 to 0.017 g I and
were shown to decrease with both, the increasing hydrophobic content and pH. DLS
measurements showed that self-association of the amphiphilic derivatives leads to formation
of aggregates having diameters varying from 100 to 1000 nm and the zeta potential varied
according with the pH. The TEM images showed spheroidal aggregates of varied sizes in
accordance with DLS measurements. Quercetin was used as a model for drug loading study
and the results showed that solubilizing capacity increased from 17 to 54% with the

hydrophobic content of the derivatives.

Keywords: Chitosan. Polyelectrolytes. Nanoparticles. Drugs.
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1 INTRODUCAO
1.1 Consideracoes Gerais

A sintese e caracterizacdo de sistemas para a liberagdo controlada de farmacos vém
sendo estudada e investigada de forma intensa nos ultimos anos visando, principalmente uma
administracdo mais eficiente com maior seguranca e com efeitos colaterais minimizados
(STULZER et al., 2008). A nao seletividade dos farmacos na administragdao convencional ¢
uma limitagao muito significativa, pois pode causar sérios danos aos tecidos saudaveis. Estes
sistemas sdo em geral compostos de polimeros sintéticos e naturais, lipossomos, dendrimeros
entre outros (VAN BUSTSELE; JERONIMO,R.; JERONIMO,C., 2007) e vem sendo
continuamente melhorados, uma vez que, para serem eficazes devem garantir que o farmaco
seja liberado a uma velocidade constante em local pré-determinado. A vantagem em utilizar
esses sistemas encontra-se, sobretudo na necessidade de evitar a degradacdo dos farmacos,
pois alguns agentes terapéuticos sdo instaveis e, dependendo das condig¢des do meio, como pH
e a presenga de enzimas, ou até¢ devido a incapacidade de atravessar barreiras biologicas,
podem ter seus efeitos limitados (JANES; CALVO; ALONSO, 2001).

Em geral, o sistema de defesa natural dos organismos geralmente desenvolve uma
sequéncia de obstaculos no caminho dos farmacos até que esses agentes terapéuticos possam
atingir o seu destino final, como por exemplo, o rdpido reconhecimento pelo sistema imune
que ocorre especialmente quando sdo empregados os carreadores com baixa
biocompatibilidade (VAN BUSTSELE; JERONIMO,R.; JERONIMO,C., 2007). Portanto, os
polimeros sintéticos, ou seja, ndo biodegradaveis de natureza hidrofébica quando utilizados na
liberacao sitio-dirigida de farmacos, sao rapidamente removidos da corrente sanguinea devido
a interacdo desses com o sistema fagdcito mononuclear (macrofagos). Sendo assim, as
propriedades fisico-quimicas dos nanocarreadores sdo de extrema importancia, pois elas
influenciam diretamente na interacdo com proteinas plasmaticas, membranas de células e
também podem conferir uma maior seletividade na distribuicdo dos agentes terapéuticos
(BROMBERG, 2008).

Sendo assim, a utilizagdo dos derivados de polimeros biodegradaveis na sintese de
nanocarreadores ¢ uma alternativa promissora para a liberagdo controlada de agentes
terapéuticos. As micro e nanoparticulas poliméricas apresentam varias vantagens frente a

outros sistemas, pois elas se caracterizam pelo tamanho reduzido, o que possibilita a
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compartimentalizacdo de farmacos e um melhor controle da liberacdo, pois a liberacao
controlada esta diretamente relacionada com a érea superficial dos carreadores (FREITAS;
MARCHETTI, 2005). Um polimero deve ser biocompativel para ser considerado como um
biomaterial, a biocompatibilidade foi definida (Williams, 1999) como a capacidade de um
material desempenhar uma resposta apropriada em uma determinada aplicagdo com o minimo
de reagdes alérgicas, inflamatorias ou toxicas, quando em contato com tecidos vivos ou
fluidos organicos. Portanto, os polimeros biocompativeis utilizados no transporte e na
liberacdo sitio-dirigida de farmacos sao em geral biodegradaveis, pois diferentemente dos
polimeros sintéticos esse tipo de material promove a formagdo de subprodutos, que sdo
compostos de baixa massa molecular, ndo oferecem riscos ao paciente e sdo facilmente
eliminados do organismo. Devido a essas vantagens, os polimeros biodegradaveis em
particular a quitosana, estdo cada vez mais sendo utilizados na area biomédica-farmacéutica,
sobretudo na busca do desenvolvimento de sistemas para a liberagdo sitio-dirigida de
farmacos (AZEVEDO et al., 2007). A quitosana vem se destacando também em outras
importantes aplicagdes, pois o biopolimero apresenta grande potencial para ser utilizado como
vetor ndo viral para a terapia génica, engenharia de tecidos, reconstituicdo éssea, implantes
ortopédicos e periodontais entre outras (LARANJEIRA; FAVERE, 2009); (KUMAR, 2000).
Além disso, a quitosana ainda vem sendo estudada para aplicagdes em outras areas, como por
exemplo, tratamento de efluentes (MILHOME et al.,, 2009), controle do colesterol
(MALHOTRA; KAUSHIK, 2009), inibi¢ao do crescimento de fungos (GUO et al., 2008) e
bactérias (SADEGHI et al.,, 2008) entre outras. A quitosana possul caracteristicas
interessantes, tais como sensibilidade ao pH, biocompatibilidade e baixa toxicidade
(MUZZARELLI, 1997), além disso, o biopolimero ¢é classificado como um material
biodegradavel tanto no meio ambiente quanto em sistemas biologicos. Em sistemas bioldgicos
como, por exemplo, no corpo humano a quitosana ¢ metabolizada por algumas enzimas
humanas, especialmente a lisozima e a N-acetilglicosaminidase, dentre outras
(MUZZARELLI, 1997). Devido a essas e outras importantes propriedades favoraveis, o
desenvolvimento de sistemas de liberagdo baseados em quitosana e seus derivados vém sendo
intensamente estudados.

Em relacdo a sua origem, a quitosana ¢ um polissacarideo cationico derivado do
processo de desacetilacdo alcalina da quitina, que consiste na hidrélise heterogénea dos
grupos acetamidas presentes na cadeia polimérica da quitina (Figura 1). A quitina ¢é
encontrada abundantemente na natureza, pois ¢ o principal constituinte do exoesqueleto dos

insetos, crustaceos e também da parede celular de alguns fungos (MARGUERITE, 2006).
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A quitina pode ser obtida dos restos e subprodutos da industria pesqueira,
especialmente de camardes e lulas (PAVINATTO, 2009). Sendo assim, a utilizacdo desses
subprodutos ¢ uma alternativa que pode e deve ser explorada, uma vez que, o acimulo desses
residuos pode causar sérios problemas ambientais. Portanto, a quitina e seus derivados sao
reconhecidos especialmente por serem produtos naturais, abundantes na natureza, de baixo
custo, renovaveis, biodegradaveis e consequentemente de grande importancia econdmica e

ambiental (AZEVEDO et al., 2007); (CAMPANA; SIGNINI, 2001a).

CHs
NH; . HO HN
|-o© To O No-
0 o . 0O
OH OH
B X X Y

Figura 1: Representagdo das estruturas de quitosana ¢ da quitina, quando NH, (Monomero X) > 50
% o polimero ¢ denominado quitosana, ¢ se CH;CONH, (Mondémero Y) > 50 % o polimero ¢
denominado quitina.

Os polimeros de quitina e de quitosana sao compostos respectivamente por unidades
2-acetamido-2-deoxi-D-glicopiranose e 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose unidas por ligagdes
glicosidicas B(1—>4) em por¢des variaveis (CAMPANA; SIGNINI, 2001a). A quitina ¢
composta predominantemente por unidades acetamidas, ao passo que a quitosana possui
predominantemente grupos amino. A quitina ¢ insoltivel em solugdes aquosas € na maioria
dos solventes organicos convencionais, sendo esse, o principal fator limitante a sua utilizagao.
Ja a quitosana ¢ moderadamente solivel em solugdes aquosas de acidos organicos minerais
fracos, devido principalmente & protonagdo dos seus grupos aminos livres (-NH3") presente
nas unidades desacetiladas (VARNA; DESHPANDES; KENNEDY, 2003). Na estrutura da
quitosana ha dois grupos que apresentam grande susceptibilidade para reagir por meio de
reacoes nucleofilicas, os grupos amino e os grupos hidroxila do anel glicopiranosideo. Os
grupos hidroxilas apresentam uma reatividade um pouco menor que a dos grupos aminos
(MUZZARELLI, 1997). Devido a estrutura molecular, a quitosana ¢ passivel de inumeras
modificagdes quimicas e essa grande versatilidade possibilita a sintese de diversos derivados

com propriedades distintas.
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Na literatura, ¢ reportado que a velocidade de liberagao de farmaco a partir de matrizes
de quitosana ¢ afetada pela mudanga do pH (LARANJEIRA; FAVERE, 2009). Entretanto, a
quitosana ¢ uma base fraca com um valor de pK, para os residuos de glucosamina variando de
6,2 a 6,4 (CAMPANA; SIGNINI, 2001b). Sendo assim, as modificagcdes da quitosana sdo
fundamentais para esse tipo de aplicagdo, pois o biopolimero ¢ insoluvel em pH neutro ou
alcalino, e portanto insoluvel em pH fisiologico 7,4, assim mudangas estruturais na quitosana

podem alterar as propriedades do polimero, permitindo sua aplicagdo em meio aquoso neutro.

1.2 Derivados Anfifilicos de Quitosana

Os polimeros denominados anfifilicos sdo caracterizados por apresentarem em suas
estruturas, grupos hidrofilicos e hidrofobicos. Devido a essas caracteristicas, os polimeros
podem formar nanoparticulas ou nanoagregados em solugcdo aquosa por meio da auto-
associagdo dos grupos hidrofobicos. Portanto, a formagdo de agregados possibilita a
solubilizacdo de farmacos hidrofobicos ou anfifilicos (KATHMANN; WHITE;
MCCORMICK, 1997). Na Figura 2 ¢ apresentado, de forma esquematica, como os polimeros
anfifilicos se auto-organizam em meio aquoso, permitindo a solubilizagdo dos farmacos.
Devido ao efeito hidrofébico, os grupos de baixa polaridade se orientam no sentido de
minimizar contatos desfavoraveis com o meio polar, expondo os grupos hidrofilicos para o

meio aquoso.

Cadeia Hidrofilica 8
+

Polimero
Cadeia Hidrofdbica

Derivado Anfifilico  Farmaco
Nanoparticula

Figura 2: Representagdo esquematica da auto-organizagdo em meio aquoso de derivados
zwiterionicos anfifilicos e a incorporagdo de farmacos.
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A estrutura dos polimeros anfifilicos pode ser controlada para aumentar a capacidade
de solubilizagdo de farmacos bem como responder a estimulos como pH, for¢a ionica,
temperatura, entre outros (QIU; KWAN; WU, 1997). O carater hidrofébico dos polimeros
pode ser controlado por meio de ligacdes de grupos hidrofébicos, os quais diminuem a
polaridade das cadeias alterando o comportamento e propriedades das particulas em solugdo.
No caso da quitosana varias modificagdes podem ser feitas para permitir a formagdo de
agregados em solugdo aquosa (DU et al., 2009).

Uma das possibilidades ¢ a utilizagao de grupos hidrofilicos zwiteridnicos, visto que
muitos trabalhos na literatura buscam o desenvolvimento de carreadores com uma maior
hemocompatibilidade (ZHU; ZHANG; SHEN, 2003). Os polimeros zwiteridonicos apresentam
em sua estrutura tanto grupos catidnicos quanto grupos anidnicos na mesma unidade
monomeérica, ¢ a principal funcdo dos grupos zwiterionicos ¢ aumentar a solubilidade dos
polimeros em agua, mesmo em meios com elevada forg¢a idnica (LOWE; MCCORMICK,
2002). Além disso, a presenga dos grupos zwiterionicos mostra-se importante no transporte de
farmacos devido a redugdo na adsorcao de proteinas (YANG et al., 2009) e a diminuicao da
indugcdo de respostas inflamatérias (GOREISH et al., 2003). No caso da quitosana, a
modificacdo de sua estrutura com grupos hidrofilicos pode permitir a formagdo de uma
camada protetora na superficie dos agregados, que impede a interagdo com proteinas e
macrofagos e consequentemente prologam o tempo de circulagdo dos agregados, melhorando
a distribuicdo dos agentes terapéuticos na corrente sanguinea (CARRENO-GOMEZ;
DUNCAN, 1997).

Portanto, os derivados zwiteridonicos, se apropriadamente modificados podem ser
utilizados para direcionar os fArmacos para tecidos especificos dentro do corpo. A funcao dos
grupos hidrofobicos ¢ promover a formacao de um compartimento hidrofobico que permita
solubilizar os farmacos em seu interior. Portanto, além de aumentar a capacidade de
solubilizagcdo dos farmacos, esses polimeros podem aumentar a biodisponibilidade em meio
aquoso, protegendo-os do ambiente circundante dentre outras importantes vantagens
(ZHANG et al., 2009), (QIU; KWAN; WU, 1997).

Uma das potenciais aplicagdes desses polimeros ¢ sua utilizagdo como sistemas de
liberagdo para a terapia contra o cancer, pois sdo capazes de atingir tecidos especificos e
controlar a biodistribuicdo dos agentes terapéuticos. As vantagens desses sistemas incluem
uma maior eficiéncia do farmaco, a reducdo dos efeitos colaterais e a maior capacidade de

atingir apenas os tecidos tumorais (FREITAS; MARCHETT]I, 2005).
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A capacidade de nanoparticulas acumularem em tecidos tumorais estd diretamente
relacionada as diferencas anatomicas destes com os tecidos normais (Figura 3). Em tecidos
normais a lamina basal, estrutura que delimita o tecido epitelial do tecido conjuntivo, serve
como suporte para a migracao celular. A cobertura endotelial que recobre os vasos sanguineos
permite a entrada apenas de moléculas de baixa massa molecular, ou seja, o farmaco livre. Ja
para as nanoparticulas carregadas de farmacos, a migracao celular por difusdo ndo ocorre nas
células normais, apenas nas células tumorais devido a propria morfologia dos tecidos.
Portanto, o farmaco transportado para o tecido tumoral pelas nanoparticulas, ndo atinge o
tecido normal e consequentemente diminui os efeitos colaterais. Nos tecidos tumorais, a
lamina basal e a cobertura endotelial dos vasos sanguineos apresentam morfologia
desorganizada que apresenta regides de alargamento, o que permite a entrada dos agregados
poliméricos que transportam o farmaco através das paredes dos vasos por difusdo apenas nas

regides alargadas (CASSIDY; SCHATZLEIN, 2004).

Tecido Normal
Difusao @

= ]&@DC@’X@IQX@ 3
@)
b e | il ser ¢

OO g0, Foo0% - £8% Q
F89%° o §8 %. Nanocarreador <.
- ® Corrente Sanguinea CDD
o
=) Ve (2)e) (=)
e o Difusé&o %.g «
3882, lglds,

- @z . He -

Tecido Tumoral

Figura 3: Representagdo das diferengas anatomicas entre as células normais e tumorais ¢ o
comportamento de fArmacos e nanocarreadores nos respectivos tecidos (Adaptado de Van Bustsele;
Jéronimo, R.; Jéronimo, C., 2007).
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Na literatura, varios trabalhos recentes focalizam a utilizagdo de derivados de
quitosana como sistemas de liberacdo controlada de farmacos, sobretudo dirigidos a terapia
contra diversos tipos de cancer. Segundo Duan e colaboradores (DUAN K. et al., 2010)
quitosana substituida com policaprolactona (PCL) forma nanomicelas cationicas cujo
tamanho e potencial zeta variam de acordo com a porcentagem de substituicdo. Estas micelas
foram capazes de entrar de forma passiva no tecido tumoral carreando fAirmacos antitumorais
de baixa solubilidade em agua como a camptotecina, um alcaloide de origem vegetal, que
possui propriedades antiproliferativas de varios tipos de neoplasias, mas que apresenta
elevada toxicidade (Figura 4). As nanomicelas derivadas da quitosana-PCL expressaram baixa

citotoxicidade apresentando, portanto, potencial para utilizagdo como sistemas de liberacao.

Figura 4: Representacdo da estrutura do alcaldide camptotecina.

Os derivados anfifilicos de quitosana denominados carboximetil-quitosana-hexanoil
que ¢ um hibrido organico e inorganico, sdo outro exemplo recente de compostos capazes de
formas nanoparticulas com potencial para serem utilizadas como nanocarreadores de
farmacos (HSTIAO et al., 2012). Segundo HSIAO e colaboradores os resultados experimentais
indicam que esse hibrido apresenta um comportamento de auto-montagem capaz de formar
nanoparticulas estaveis, e que o tamanho dessas nanoparticulas podem variar de acordo com a
quantidade do grupo inorganico. As nanoparticulas derivadas de quitosana apresentam
excelente capacidade de internalizagdo e citocompatibilidade celular. A eficiéncia de
encapsulacdo e os perfis de liberagdo obtidos com as nanoparticulas foram satisfatorios para o
farmaco camptotecina (Figura 4).

Derivados de quitosana, como por exemplo, o palmitoil-glicol-quitosana também ¢
capaz forma nanoparticulas poliméricas em solucdo e vém apresentando potencial para ser

utilizado como sistema de liberacdo de farmaco. Esse derivado foi avaliado para a liberagao
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do firmaco bleomicina em camundongos por (SLUDDEN; UCHEGBU; SCHATZLEIN,
2000). Bleomicina ¢ um agente terapéutico antitumoral, capaz de despolimerizar o DNA e seu
uso pode acarretar sérios efeitos colaterais, como por exemplo, toxicidade pulmonar, reagdes

alérgicas dentre outros (Figura 5).

HoN

HoN

Figura 5: Representacdo da estrutura da bleomicina.

Quitosana modificada com o &cido glicirretinico ¢ com o acido estearico ou com
aldeido laurico formam micelas poliméricas, que foram encapsuladas com doxorrubina
(WANG X.H. et al., 2012). A doxorrubicina ¢ um farmaco da familia das antraciclinas ja
amplamente utilizado para diversos tipos de cancer (Figura 6). No entanto, seus efeitos
secundarios sdo graves, portanto os lipossomos contendo doxorrubicina ja sdo amplamente
investigados como sistemas capazes de modificar a farmacocinética e a biodistribuicao e
consequentemente promoverem uma reducdo significativa da toxicidade do firmaco. Além
dos lipossomas intmeros sistemas de liberacdo de farmacos como micelas, nanoparticulas
lipidicas, solidas entre outros ainda sdo investigados para melhorar a biodistribuicao da
doxorrubicina.

Em particular, as micelas poliméricas recebem especial aten¢do, devido as suas
notaveis vantagens, tais como, apresentam baixos valores de concentragdo micelar critica
(CMC) o que promove a estabilidade do farmaco em ambiente aquoso, pois os polimeros
anfifilicos sdo soluveis em agua mesmo apresentando substituintes hidrofobicos. Segundo
Wang e colaboradores (WANG X.H. et al., 2012) um dos principais pardmetros observados

nos sistemas de micelas poliméricas ¢ o grau de substituicdo dos grupos hidrofébicos na
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quitosana, pois foi verificado que a capacidade das micelas em solubilizar a doxorrubina esta
relacionada com a propor¢do de grupos adicionados 4 matriz polimérica. Segundo WANG
X.H. e colaboradores a maior hidrofobicidade das micelas resultou em uma maior capacidade
de encapsulacgdo e estabilidade, bem como uma melhor absor¢ao celular em estudos in vitro.
Um sistema de liberagdo de farmaco usando nanoparticulas de folato-plurénicos-
quitosana foi desenvolvido e avaliado para proporcionar liberagdo da doxorrubicina
(MANASPON; PASUWAT; PIMPHA, 2012). Segundo MANASPON e colaboradores a
doxorrubicina foi encapsulada em micelas na presenga de dodecil sulfato de sodio (SDS),
através de um método de auto-montagem para formar micelas do conjugado de quitosana—
folato—acido plurdnico. A eficiéncia de encapsulagdo para esses sistemas foi de 58,1 + 4,7 %.
O tamanho médio das nanoparticulas foi de 37,4 + 2,0 nm, enquanto que o potencial zeta foi
de +12,9 £ 2,3 mV, indicando a presen¢ca de uma camada superficial estavel. O estudo de
liberagdo in vitro, mostrou uma liberagdo brusca inicial, seguido por uma liberagdo

controlada, que foi observada em 24 horas.
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Figura 6: Representacdo da estrutura da doxorrubicina.

O co-encapsulamento com fairmacos de propriedades distintas como a doxorrubicina e
a curcumina foi investigado em nanoparticulas anfifilicas derivadas de quitosana. A
curcumina ¢ um composto natural da classe dos curcuminodides que apresenta propriedades

anti-inflamatorias e antitumorais (Figura 7).



24

A co-encapsulagdo em nanoparticulas de poli(butilcianoacrilato) foram preparadas por
emulsdo e polimerizacdo interfacial (DUAN J. et al., 2012). A eficiéncia de encapsulamento
de doxorrubicina e curcumina foram 49,98 + 3,32 % e 94,52 + 3,14 % respectivamente.

O encapsulamento simultaneo promoveu alteragdes em diversos parametros das
nanoparticulas, tais como, tamanho, potencial zeta, capacidade de carreamento, eficiéncia de
encapsulacdo. Entretanto, foi observado que o sistema resultou numa menor citotoxicidade,
portanto a co-administracdo de dois agentes em uma Unica particula carregada poderia

melhorar a eficacia terap€utica de ambas (DUAN J. et al., 2012).

HO OH

HaCO OCH,

Figura 7: Representagdo da estrutura da curcumina.

1.3 Quercetina

Nesse trabalho serd utilizado como farmaco modelo a quercetina (3,5,7,3’- 4’-
pentahidroxi flavona) que ¢ um flavonodide natural que esta presente em diferentes espécies de
frutas e vegetais. Os flavondides sao uma classe de compostos naturais com estrutura fenélica
variavel de consideravel interesse cientifico, pois em geral eles apresentam diversas
propriedades terapéuticas responsaveis por diversos beneficios a saude, as mais conhecidas
sdo as antioxidantes e anti-inflamatorias (YANG C. et al., 2001). A capacidade antioxidante
desses compostos ¢ determinada, especificamente pela presenca de hidroxilas que podem doar
elétrons e suportar a deslocalizagdo em torno do sistema aromatico. A estrutura da quercetina

estd representada na Figura 8.
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Figura 8: Representacdo da estrutura do flavondide quercetina.

Na natureza a principal fungdo da quercetina ¢ proteger as espécies vegetais da
radiacao ultravioleta, além de ser capaz de eliminar bactérias e virus. J& in vitro, as principais
caracteristicas que a quercetina apresenta sdo a potente atividade antioxidante (PLUMB;
PRICE; WILLIAMSON, 1999) e elevada capacidade de atuar como antiproliferante de
células tumorais, uma vez que apresenta propriedades antimutagénicas (RANELLETTI et al.,
1992). A quercetina tem mostrado ter efeitos citotéxicos em células tumorais por meio de
varios mecanismos, tais como indu¢do a apoptose, ou seja, a morte celular programada
(JAKUBOWICZ; PADUCH; PIERSIAK, 2005) e inibicdo de angiogénese (TAN et al.,
2003). Apesar dessas atividades bioldgicas interessantes, a baixa solubilidade do flavonoide
quercetina em solugdo aquosa dificulta a sua utilizagdio como um agente terapéutico
(TUNGIJAI et al, 2008). Portanto, o emprego dos sistemas nanoestruturados como
carreadores viabilizam a utilizacdo de farmacos antitumorais hidrofébicos como a quercetina
de baixa solubilidade em solucdo aquosa, pois esses sistemas anfifilicos apesar de serem
hidrofobicamente modificados sdo soluveis em dgua (KHONKARN et al., 2011), (NABID et
al., 2011). Portanto, os nanocarreadores permitem o estudo e consequentemente a acdo desses

quimioterapicos em sistemas fisiologico.
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2 OBJETIVO GERAL

Sintese e caracterizagdo de derivados anfifilicos de quitosana e o estudo da auto-
associagdo em solucdo aquosa, visando a obtencdo de nanoparticulas poliméricas com
potencial para o transporte e a liberagdo controlada de farmacos com baixa solubilidade em

solucdo aquosa.

2.1 Objetivos Especificos

i) Sintese e caracterizacdo de derivados anfifilicos de quitosana contendo o grupo zwiterionico
hidroxido de 1-(3-sulfopropil)-2-vinilpiridina (SPP) e proporg¢des crescentes do grupo
hidrofobico dodecil (DD).

ii) Estudo do comportamento associativo em meio aquoso dos derivados sintetizados,
procurando correlacionar o efeito da composi¢do as propriedades em solucdao. Determinacao
da concentracao de agregagao critica (CAC) empregando-se a espectroscopia de fluorescéncia
utilizando-se pireno como sonda. Medidas de microscopia eletronica de transmissdo (TEM)
para analise do tamanho e morfologia dos agregados. Determinagdo da distribuicdo do

tamanho e estabilidade dos agregados por espalhamento de luz dinamico (DLS) e potencial

zeta ().

iii) Estudo da incorporagdo do farmaco quercetina, ou seja, determinagdo da capacidade de

carreamento e eficiéncia de encapsulamento da quercetina por espectroscopia no UV-Vis.
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3 METODOLOGIA

3.1 Reagentes

Os reagentes utilizados na elaboragdo do trabalho estdo listados na (Tabela 1), a seguir
bem como seus respectivos graus de pureza e marca. A dgua utilizada nos experimentos foi
deionizada em um sistema de purificagdo de dgua da Gehaka com condutividade inferior a

IuS/cm a 25 °C.

Tabela 1 - Reagentes utilizados para o desenvolvimento do trabalho.

Nome do reagente Grau de Marca
Pureza (%)
acetato de sodio 99,0 Synth
acetona 99.5 Synth
dcido acético glacial 98,0 Synth
acido cloridrico 37,0 Vetec
cianoborohidreto de sodio 95,0 Aldrich Chemical
Co
cloreto de deuterio 99 8 Aldrich Chemical
Co
cloreto de sodio 99,0 Synth
diidrogenofosfato de soédio monohidratato 98,0 Analyticals
dodecil aldeido 95,0 Aldrich Chemical
Co
etanol 995 Synth
hidroxido de sddio 98,7 Dindamica
hidroxido de 1-(3-sulfopropil)-2- 97,0 Aldrich Chemical
vinilpiridina Co
N-N-dimetilformamida 99 8 Vetec
nitrito de sodio 990 Merck
oxido de deutério 99 9 Aldrich Chemical
Co
quitosana comercial 98,6 Polymar Ind. Com.
Exp. Ltda
quercetina 95,0 Aldrich Chemical
Co




28

3.2 Sinteses dos Derivados de Quitosana

3.2.1 Desacetilacao da Quitosana

O processo de desacetilagdo da quitosana foi realizado por hidrolise basica do
polimero (MURPHY et al., 2000). O processo esta representado na Figura 9, trata-se de uma
reacdo de hidrdlise basica da amida. O ion hidroxila ataca o carbono da acila da amida, ou
seja, ocorre a adi¢do nucleofilica do ion hidréxido ao grupo carbonila. Como a reacdo ocorre
em meio aquoso, ha transferéncia de protons H' do meio para a forma anionica do
intermediario tetraédrico. Em seguida, ha a protonagdo do nitrogénio amino do intermediario
tetraédrico e consequentemente a dissociagdo da forma N-protonada do intermedidrio
tetraédrico clivando a liga¢do entre o carbono e o nitrogénio, formando assim a estrutura da
quitosana com mais de 50% dos mondmeros com grupos aminos livre, liberando ions acetato
e dgua (SOLOMONS; FRYHLE, 2006). Para a sintese de uma quitosana com alto grau de
desacetilacdo pesou-se 8 g de quitosana comercial Polymar®, em um béquer de 500 mL,
adicionou-se 400 mL de agua deionizada e colocou-se sob agitagdo magnética para promover
a dispersdo. Em seguida, foram adicionados 8 mL de 4cido acético para obter uma solugdo (2
% em massa) o qual promoveu a solubiliza¢do do polimero. A solucio foi mantida em agitagio
constante durante 12 horas para se obter a completa solubilizagcdo do polimero. Posteriormente, a
quitosana foi transferida para um baldo de fundo redondo de 1000 mL de trés bocas equipado
com termometro, condensador de refluxo, nitrogénio e manta aquecedora. A temperatura foi
elevada para 100 °C, a solugdo foi mantida sob agitagdo constante ¢ em seguida foram
adicionados lentamente 200 mL de solu¢do de hidroxido de soédio (50 % em massa). A
suspensao foi mantida na temperatura de 100 °C por 90 minutos em atmosfera de nitrogénio.
Apos esse tempo a reacdo foi interrompida e a suspensao foi vertida em um béquer de pléstico
contendo aproximadamente 4 litros de dgua deionizada pré-aquecida a 80 °C e essa suspensao
foi mantida, sob agitacdo por 20 minutos. Apos a decantagdo o precipitado foi lavado com
agua deionizada até a suspensdo atingir o pH de aproximadamente 7, em seguida o
precipitado foi separado por filtracdo a vacuo. O sélido formado foi dissolvido em 400 mL de
uma solugdo de acido acético (2 % em massa) e submetido novamente ao mesmo
procedimento descrito acima para obten¢cdo de um maior grau de desacetilagdo do polimero
(TIERA et al., 2006). Apds aproximadamente 10 lavagens por meio de sifonagdo com agua
deionizada, a suspensdo obtida foi filtrada a vacuo, e o sélido foi lavado com dgua e também

com acetona para facilitar a secagem, e foi seco na estufa aproximadamente 40 °C por 72
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horas. Posteriormente triturou-se o polimero utilizando um pistilo e almofariz para

homogeneizar a amostra.

HIDROLISE BASICA DA AMIDA

OH
(0] ,
Seo + - O
~ fe) .. ~. Agua
HO . ™ T = 0 . H—OH="=
S i NH AN
H3C C\ IOn
L NeZ Hidroxidro HiC /C\
Quitina :0; OH
Forma Anidnica
do Intermediario
Tetraédrico
OH OH
-~ (0] - (0] 1
o ot .. 0 o, 4 few
~ :"OH . o2
HO HO v H——OH
= :NH lon _ NH _—
Hidroxidro /
H30—C\ Hsc—/C\
H'O/ OH HO' OH

Intermediario
Tetraédrico

OH
- 0
\\\O O\\
——

HsC——C

v o

Intermediario
Tetraédrico

Intermediario
Tetraédrico

OH
fon
. o) +  Hidroxidro
T O o
: . ——

on
Hidroxidro
H3C — C

OH
O H
. (0] \ ..
e O+ + /O.
— *
= HO HC™ - H
. NH2 .

Quitosana

fons acetato Agua

Figura 9: Representacdo das estruturas de quitina, quitosana e do processo de desacetilagdo da

quitina para a formagdo de quitosana (Adaptado de Solomons; Fryhle, 2006).



30

3.2.2 Degradaciao da Quitosana

A reagdo de degradagdo da quitosana consiste em romper as ligagdes glicosidicas por
meio de uma reagdo com um sal de sdédio com o objetivo de reduzir o tamanho da cadeia
polimérica, produzindo assim quitosana de menor massa molecular. A degradacao da
quitosana desacetilada foi realizada por oxidagcdo com nitrito de sdédio em meio 4cido
utilizando o procedimento descrito por (TOMMERAAS et al.,2001). Aproximadamente 6,0
gramas de quitosana desacetilada foram solubilizadas em 322 mL de solu¢do de acido acético
2 % (v/v). Em seguida a solucdo foi purgada com nitrogénio por 1 hora sob agita¢do
constante, resfriada a 4 °C. A agitacdo foi interrompida e com o auxilio de uma seringa,
adicionou-se 11 mL de uma solugdo contendo 0,1340 gramas de nitrito de sodio, e a reagao
foi mantida a 4 °C por 18 horas na auséncia de luz. Apos a reagao a solucao foi dialisada
utilizando-se membrana Spectrapore (MWCO 2 kDa) por cinco dias trocando a agua trés
vezes por dia. No primeiro dia a didlise foi realizada contra a dgua, no segundo dia contra
hidroxido de sodio 0,01 mol L™ e nos trés dias seguintes novamente contra a 4gua e por fim o

produto foi liofilizado utilizando um liofilizador Liobras modelo (L101).

3.2.3 Sintese do Derivado Zwiterionico de Quitosana

A sintese do derivado zwiterionico a partir da quitosana consiste em uma reacao de
adigdo. A reagdo de adi¢do ¢ o resultado da conversdo de uma ligag@o pi e uma ligagao sigma
em duas ligagdes sigma, normalmente o resultado dessa conversdo ¢ uma troca favoravel
energicamente. O calor liberado ao se fazer duas ligacdes sigmas excede o calor necessario
para clivar uma ligacao sigma e uma ligacao pi, portanto as reacdes de adigcdo sdo geralmente
exotérmica (SOLOMONS; FRYHLE, 2006). O mondémero zwiteridnico hidréxido de 1-(3-
sulfopropil)-2-vinilpiridina (SPP) reage com a quitosana por meio de uma reacdo de adigdo
nucledfilica conjugada, ou seja, ocorre a adigdo de um nucleodfilo a uma ligagdo C=C do
grupo vinil. O produto inicial da adi¢cao conjugada ¢ um ion estabilizado por ressonancia, o
nitrogénio do grupo SPP atrai os elétrons do anel aromatico e consequentemente promovem a
deslocalizagdo dos elétrons da ligacdo pi do grupo vinil C=C possibilitando assim a adigao
conjugada do nucledfilo ao carbono. Portanto, a ligacio C=C ¢ ativada pela presenca do
atomo de nitrogénio do grupo piridina que possibilita a reagdo de adi¢do, como a reacao

. ) A . , + . CA e
ocorre em meio aquoso ha a transferéncia de prétons H' do meio para a forma anidnica do
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intermediario, e em seguida a carga positiva do nitrogénio ¢ regenerada. O esquema da reagao
esta apresentado na Figura 10. A sintese do derivado zwiteridnico foi realizada utilizando o
procedimento descrito por (SASHIWA et al., 2003), aproximadamente 3 gramas de quitosana
(correspondente a 18,61 milimol de NH,) foram solubilizadas em uma solu¢do contendo 150
mL de 4gua e 1,5 mL de 4cido acético. Em seguida adicionou-se aproximadamente 8 gramas
do reagente zwiterionico SPP (2 equivalente/NH;). A solu¢do foi mantida sob agitacdo
constante a temperatura de 50 °C por 48 horas. Apos esse periodo adicionou-se uma solucao
de bicarbonato de soédio concentrada que foi utilizada para ajustar o pH para 8§ - 9,
posteriormente a solucao foi dialisada contra dgua utilizando-se uma membrana Spectrapore
(MWCO 2 kDa) para purificagdo do produto. A dialise foi realizada contra 4gua deionizada
por dois dias, com troca trés vezes por dia. O produto foi congelado e liofilizado em um
liofilizador Liobras modelo (L101).
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Figura 10: Representagdo do esquema da reagio.
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3.2.4 Polimerizaciao do Grupo Zwiterionico

O monomero do grupo zwiteridonico hidréxido de 1-(3-sulfopropil)-2-vinilpiridina foi
polimerizado, para esse processo foi solubilizado 1 grama do grupo zwiteridnico em 50 mL de
agua deionizada em um baldo de fundo redondo de duas bocas. No baldo foram adicionadas
10 miligramas do iniciador 4,4’-azobis(4-acido cianovalérico) Figura 11. Antes de iniciar o
processo de polimerizagdo borbulhou-se nitrogénio na solugao durante 10 minutos para retirar
o oxigénio. Essa solucdo foi colocada em banho de 6leo e aquecida a 60 °C por 10 horas.
Apbs esse periodo a solucdo foi retirada do aquecimento e o produto foi liofilizado utilizando

um liofilizador Liobras modelo (L101).
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Figura 11: Representacdo da estrutura do indicador.

3.2.5 Sintese dos Derivados Zwiterionicos Dodecilados de Quitosana

A reacdo de aminacdo redutiva foi utilizada para a modificagdo da quitosana com
dodecil aldeido utilizando o procedimento descrito por (DESBRIERES; MARTINEZ;
RINAUDO, 1996). O polimero de quitosana apresenta aminas primarias, que sdo capazes de
se adicionarem a aldeidos e cetonas formando iminas R,C=N. As iminas sdo importantes
intermediarios em muitos caminhos metabdlicos. A reagdo da quitosana com o dodecil
aldeido corre em duas etapas distintas uma lenta e outra rapida. Na primeira etapa (lenta)
ocorre o ataque nucleofilico no aldeido pelos elétrons do par nao ligante do grupo amina da
quitosana, forma-se entdo um intermediario tetraédrico. Um proton € entdo transferido a partir
do nitrogénio a um oxigénio, promovendo a formacao do intermedirio de reacdo neutro que
perde dgua gerando a imina. Na principal etapa da reagdo, ocorre a formagdo da imina ou da
base de Schiff entre o nitrogénio do grupo amina da quitosana e o carbono da carbonila do
aldeido do dodecil e na segunda etapa ocorre a redugcdo da imina e essa ¢ a etapa rapida da
reagdo, o esquema da reacdo estd apresentado na Figura 12. O procedimento para a obtenc¢ao
de um derivado com 10 % de substituicdo ¢ descrito a seguir. Solubilizou-se 0,8 gramas de

quitosana em 91,7 mL de uma solu¢do de acido acético 2% (v/v) e adicionou-se 63,1 mL de
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etanol. O pH foi ajustado para 5 com solugdo de hidréxido de sdédio concentrada visto que o
pH ideal para que ocorra a reagdo ¢ entre 4-8. Em seguida adicionou-se 0,073 mL de dodecil
aldeido (DD) sob agitagdo vigorosa. Apos 1 hora sob agitacdo constante adicionou-se
cianoborohidreto de so6dio na razao 3:1 (3NaCNBHj3;: 1NH; mols). A solugdo foi mantida sob
agitacdo por 24 horas a temperatura ambiente. A purificacdo dos derivados alquilados foi
realizada por meio de didlise utilizando uma membrana Spectrapore (MWCO 2 kDa). A
dialise ocorreu contra dgua deionizada por 3 dias, trocando-se a 4gua de didlise 3 vezes ao dia,
sendo que a primeira agua da didlise foi devidamente tratada com hipoclorito de sédio
seguindo as normas de descarte de derivados de cianeto. Segundo (COSTA, 1992) no
processo de degradacao do cianeto por meio de hipoclorito de sdédio os principais produtos de

degradacgdo formados sdo o gas carbdnico, nitrogénio, agua e cloreto se sddio.
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3.3 Caracterizacao dos Derivados

3.3.1 Titulacao Potenciométrica

Titulagdo potenciométrica ¢ uma técnica analitica que tem por objetivo a determinagao
do ponto de equivaléncia entre o nimero de moles de OH (ou H3;O") adicionados como
titulante ¢ o numero de mols H;O" (ou OH") inicialmente presentes no analito (SKOOG;
HOLLER; NIEMAN, 1998). Os resultados obtidos foram colocados na forma de um grafico
de pH em fungdo do volume de NaOH adicionado. Os dados foram utilizados para obtengao
da derivada primeira da curva de titulacdo (ApH/AV em fung¢do do volume da base) e o
volume de base entre os picos da curva da primeira derivada foi determinado e utilizado para

calcular o grau médio de desacetilagdo utilizando a Equagao (1).

B VNaOH - mNaOH . (1)
oD = (VNaOH - mNaOH )+ (mQ — (VNaOH -mNAOH -161,22)) 100
203,22

Onde: VNaOH é o volume da base, mNaOH ¢ a concentracdo da base em mol L™, mQ é a massa de
quitosana utilizada na titulagdo, /67,22 ¢ a massa molar da unidade desacetilada e 203,22 corresponde
a massa molar da unidade acetilada.

A determinacgao do grau médio de desacetilacdo da quitosana foi realizada utilizando-
se o método descrito por (TOLAIMATE et al., 2000). Pesou-se 40 mg de quitosana comercial
e desacetilada, previamente secas em estufa a 50 °C, até massa constante. Em seguida, os
polimeros foram solubilizados em aproximadamente 10 mL de solucdo de acido cloridrico
0,0959 mol L! padronizado, sob agitacdo continua, até total dissolucdo do solido a
temperatura ambiente. Em seguida, a solugdo foi titulada com solu¢do de NaOH 0,0957 mol
L' previamente padronizada. As variagdes de pH obtidas durante a titulagio foram medidas

com um pHmetro Analion modelo PM 608 ¢ um eletrodo combinado de vidro Digmed DM 21.

3.3.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénios (RMN de
Na espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio, um composto que
possui atomos de hidrogénio ¢ submetido a um forte campo magnético e a uma radiacio de

energia eletromagnética. Nessas condi¢des, os nucleos dos d&tomos do composto absorvem a

energia e essa absor¢do € quantizada produzindo assim, um espectro caracteristico para o
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composto. Em uma determinada molécula, os nucleos de hidrogénio podem estar em regides
de diferentes densidades eletronicas, sendo assim, os a&tomos de hidrogénios absorvem energia
de forma ligeiramente diferente. Portanto, os sinais para tais hidrogénios vdo ocorrer com
deslocamentos quimicos diferentes no espectro de ressonancia magnética. As areas abaixo dos
sinais sao da mesma propor¢ao que o numero de dtomos de hidrogénio responsaveis pelo
sinal, e permitem a obtengdo de informagdes referentes a estrutura da molécula de interesse
(SOLOMONS; FRYHLE, 2006). A quitosana desacetilada e seus derivados foram
caracterizados por RMN de 'H. As amostras foram preparadas pela dissolucio de,
aproximadamente, 10 mg de polimero em 1,0 mL de 6xido de deutério, seguida da adigao de
10 pL de cloreto de deutério (JUNG et al., 1999). As amostras foram mantidas sob agitacao
magnética até completa solubilizacdo e s6 posteriormente foram transferidas para os tubos de
RMN. A medida foi realizada a 70 °C utilizando-se o espectrometro Bruker (ARX-500) 500
MHz da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto — USP.

3.3.3 Espectroscopia no Infravermelho (IV)

As amostras solidas de quitosana e seus derivados foram todas caracterizadas por ATR-FTIR
(Infravermelho com Reflexdo interna ou refletancia total atenuada) com diamante como
elemento interno de reflexdo (IRE) que possibilita a obtengdo de espectros qualitativos de
solidos, independentemente da espessura. Essa técnica ¢ baseada na passagem de um feixe de
radiacdo de um meio mais denso (cristal de ATR) para um meio menos denso (amostra),
ocorrendo absor¢do. Quando a amostra absorve a radiacao que a permeia, o feixe ¢ atenuado a
comprimentos de onda correspondentes as bandas de absor¢do no infravermelho, dando
origem ao espectro (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2006). Aproximadamente 5 mg foram
previamente secas em estufa a 60 °C por 24 horas para eliminar possivel umidade das
amostras. As medidas de infravermelho (IV) foram realizadas na faixa de 4000 a 600 cm™
(regido fundamental ou infravermelho médio). Os espectros de IV foram realizados no
espectrofotometro Perkin Elmer Spectrum 100 FT-IR de reflexdo ATR do Laboratério de
Sucroquimica e Quimica Analitica do Departamento de Quimica e Ciéncias Ambientais

(IBILCE-UNESP).
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3.3.4 Determinacio da Massa Molar Média por Cromatografia de Permeacio em
Gel (GPC) com Deteccao por Indice de Refracao (IR)

A cromatografia de permeacao em gel (GPC) ¢ uma técnica muito utilizada para
determinar massa molar e distribui¢ao de massa molar em polimeros naturais e sintéticos. O
principio da técnica estd na separacdo de moléculas pelo seu raio hidrodinamico. As massas
moleculares média da quitosana e seus derivados hidrofilicos foram determinadas por GPC
utilizando-se um detector por indice de refracao (IR). A intensidade da banda observada com
o detector IR ¢ proporcional a concentragcdo do analito. O detector de IR ¢ menos sensivel do
que o UV, sendo esta a principal razao pela qual ¢ menos utilizado, mas possui vantagens,
como por exemplo, ¢ adequado para a detec¢do de componentes que nao absorvem no UV por
isso o detector IR ¢ frequentemente utilizado para deteccdo de aglicares e polimeros nas
analises de GPC. As medidas foram realizadas em um cromatografo Shimadzu (LC-20), com
deteccdo por indice de refragdo modelo RID-10* do Laboratorio de Fotoquimica, em
colaboracdo com o Prof*. Dr*. Carla Cristina Schmitt Cavaleiro do Departamento de Fisico-
Quimica do Instituto de Quimica de Sao Carlos (IQSC). Para a anélise foi empregado como
eluente a solugdo tamponante acido acético 0,3 mol L e acetato de sodio 0,2 mol L (pH
4,5), o fluxo foi de 0,8 mL/minuto, a temperatura de 35° C. A concentracdo das amostras
injetadas no cromatografo foi 5 g L' solubilizadas também em solugfio tamponante 4cido
acético 0,3 mol L' e acetato de sodio 0,2 mol L™ (pH 4,5). A curva de calibragdo das colunas
foi construida a partir da injecdo com solugdes padrdoes monodispersos Pullulan de Mw
805.000 a 6200, em colunas com limites de exclusdo de 107 € 10 com tamanhos de 8 mm x
300 mm. Pullulan ¢ um polissacarideo natural produzido a partir do amido, que apresenta

mondmeros de glicose unidos por ligacdes glicosidicas a (1>4) e a (1—06).

3.3.5 Espectrofotometria UV-Vis para a Determinacio do Grau de Substituicio
(GS) de Grupos Zwiterionicos

Para determina¢do do GS dos grupos SPP na quitosana utilizando a espectroscopia
UV-Vis foram preparadas solu¢des na concentragdo de 0,8 mg L do grupo zwiteridnico
polimerizado que foi sintetizado como descrito no item (3.2.4), quitosana desacetilada e
quitosana desacetilada substituida com ziwterionico em solugdo tamponante de acetato de
sodio pH 5,0 (concentragao de 50 mmol L' e forca idnica de 150 mmol L™"). Essas solugdes
foram utilizadas para obtengdo dos espectros de absor¢ao na regido do UV-Vis utilizando um

espectrofotometro Cary 100 Bio. Inicialmente determinou-se o comprimento de onde (A)
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maximo de absor¢do e o coeficiente de absortividade molar (&) para o zwiterion. O (g) para o
grupo zwiteridnico foi determinado em duplica a partir de dilui¢des de uma solucao estoque
do composto hidrofilico zwiteridénico na concentracdo de 1 g L. Os graus de substitui¢io
foram determinados a partir das absorvancias das solu¢des dos polimeros no maximo de
absorbancia, comparando-se a massa pesada da amostra com a massa do zwiteridnico

determinada indiretamente pela lei de Lambert-Beer utilizando as Equagdes (2) e (3).

C = A l(/l) 2
&
GS= n’mols de SPP cv 00 3)

n’ mols de Quitosana B (Mg-Mspp/160,22

Onde: C ¢ a concentragio inicial em (mol L) determinada a partir da Equagdo (2), ¥ ¢ o volume final
da solugdo (mL), Mg (massa de quitosana utilizada), Mspp (massa de grupos que absorvem no UV-
Vis).

3.4 Avaliacao da Solubilidade e Estudo da Associacdo dos Anfifilicos em
Meio Aquoso

3.4.1 Analise da Transmitancia em Func¢ao do pH por Espectrofotometria UV-Vis

Para avaliacdo da solubilidade do derivado zwiteridnico em solugdo aquosa preparou-
se uma solucdo estoque do derivado na concentragio de 1 g L™ com 4cido acético 0,1 mol L™,
Em seguida, 3 mL da solucao do derivado foram transferidos para uma cubeta de quartzo, e o
pH da solugdo foi variado sob agitacdo magnética por adigdes sequenciais de 25 pL. de uma
solugdo 0,5 mol L™ de hidroxido de sodio até pH 12. O pH e a transmitincia em 566 nm
(TIERA et al., 2006) foram medidos ap6s 2 minutos de cada adicdo. As medidas de
absorbancia e pH foram realizadas respectivamente, em um espectrofotometro Cary 100 e em
pHmetro Analion modelo PM 608 com eletrodo Digmed DM 21 que foi calibrado conforme

as instrugdes do manual do operador.
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3.4.2 Determinacido da Concentracio de Agregacao Critica por Fluorescéncia no
Estado Estacionario

As medidas de fluorescéncia vém sendo amplamente utilizadas para avaliar o
comportamento associativo de polimeros anfifilicos. Em geral, sdo empregadas as sondas
fluorescentes cujos espectros e/ou rendimentos quanticos de fluorescéncia sofrem alteragdes
dependendo da polaridade do meio circundante. Os polimeros anfifilicos podem exibir um
comportamento similar aquele observado para surfactantes de baixa massa molecular, formam
agregados acima de certa concentragdo denominada concentracdo de agregacao critica (CAC).
Segundo (BRAND; GOHLKE, 1972), este comportamento ¢ induzido pela presenca de
grupos hidrofobicos na cadeia polimérica o que promove a alteragdao de propriedades como a
polaridade e viscosidade do microambiente de solubilizagdo das sondas (Figura 13).

C < CAC C>CAC

Agregados
Derivado Anfifilico

® \@
Q
Q
@
Q ®
—  Porgéo hidrofébica (O Sonda Pireno
9\/@/ Cadeia hidrofilica CAC = Concentragdo de Agregagdo Critica

Figura 13: Esquema ilustrativo da interag@o do pireno com a por¢ao hidrofobica dos derivados
anfifilicos de quitosana.

O estudo da auto-associagdo em meio aquoso foi realizado fazendo uso do pireno
(Figura 14) que exibe um espectro de emissdo com cinco bandas vibracionais (Figura 15).
Devido a hidrofobicidade, o pireno ¢ incorporado nos ambientes hidrofébicos proporcionados
pelos agregados, alterando a estrutura vibracional de seu espectro. A diminuicdo da
polaridade do meio altera a intensidade das bandas I e III no espectro e consequentemente a
razao (I/III) e isso indica alteracdo da polaridade do microambiente em que a sonda se

encontra. Portanto, a diminuicdo da polaridade do meio resulta no decréscimo da
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intensidade da banda I e um aumento da intensidade da banda III. Assim, a razdo das
intensidades de emissdo das bandas I e III pode ser utilizada como medida quantitativa da

polaridade, ou seja, permite a determinagdo da concentragao de agregacao critica (CAC)

(SILVA, 2002).

Figura 14: Estrutura molecular do pireno.
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Figura 15: Espectro de emissdo de pireno na concentragio de 1,0 umol L™ em solugdo tamponante
acetato de sodio, pH 4,0 forca idnica de 150 mmol L, com derivado hidrofébico de quitosana Q-
DD2,3% nas concentragdes de 0,105 (vermelho) e 0 g L™ (Verde).

Os experimentos de fluorescéncia utilizando pireno como sonda foram realizados a
temperatura de 25 °C nos pHs 5, 6,2, e 7,4 utilizando-se solugdes tamponantes de acetato e de
fosfato de sodio (concentragio de 50 mmol L e forca iénica de 150 mmol L™). Adicionou-se
em uma cubeta de quartzo 2 mL de solu¢ao tamponante e 1,5 pL de uma solucdo de pireno
em metanol (1 mmol L™). Em seguida, com auxilio de uma micro-seringa, a concentragio foi

variada pela adicdo consecutiva de aliquotas de 10 pL das solugdes estoque dos derivados.
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Para cada aliquota adicionada registrou-se a razao da intensidade de fluorescéncia das bandas
I e III do espectro do pireno utilizando um Espectrofluorimetro Hitachi F4500 do Laboratorio
de Fotoquimica do Departamento de Quimica e Ciéncias Ambientais (IBILCE-UNESP). As
intensidades das bandas I (373 nm) e III (348 nm) do espectro de fluorescéncia do pireno
foram registradas. O comprimento de onda de excitacdo (Aex) foi 310 nm e de emissao de 350
a 550 nm. Os experimentos foram realizados em duplicata e com os resultados obtidos foi
possivel encontrar o valor aproximado de CAC utilizando como critério o inicio do
decréscimo da razdo I/IIl como descrito por (PHILIPPOVA et al., 2001); (TIERA et al.,
2000).

3.4.3 Microscopia Eletronica de Transmissao (TEM)

A microscopia eletronica de transmissdo consiste basicamente em um sistema de
iluminagdo a vacuo que produz feixes de elétrons de alta energia, que ao incidir sobre uma
amostra ultrafina, fornece imagens planas, imensamente ampliadas. A imagem ¢ projetada,
ampliada e focada em um anteparo fluorescente. A técnica permite a caracterizagao das
particulas formadas por meio de analise de tamanho e morfologia (SALEMA; SANTOS
1992). Para as medidas de TEM foram preparadas solugdes de quitosana na concentragdo de
0,01 g L para os derivados menos substituidos com DD e 1 g L para os derivados com
maior GS-DD em solucao tamponante pH 5,0 em concentragao de 50 mmol L' forca i6nica
de 150 mmol L. Dessas solugdes retirou-se uma gota de 20 uL que foi misturada com uma
gota de 20 pL da solugdo de acetato de uranila 2% (marcador de coloracdo negativa para
contraste na TEM) essa mistura foi adicionada sobre uma grade de cobre, recoberta por um
filme de carbono (FCF200-Cu, Formvar/Carbon film, Cu, 200 Mesh; E.M.S.: Electron
Microscopy Sciences), € permaneceu em repouso por aproximadamente 6 horas. Apds esse
periodo, o excesso de acetato de uranila foi retirado utilizando papel-filtro e deixou-se a grade
secar por 1 hora. As medidas de microscopia foram realizadas utilizando um Microscopio de

Transmissao Zeiss EM 906 do Laboratdrio de Microscopia e Microanalise do Departamento de

Biologia (IBILCE-UNESP).
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3.4.4 Espalhamento de Luz Dinamico (DLS) e Determinaciao do Potencial Zeta(()

Em geral, as técnicas empregadas no estudo de macromoléculas sao fortemente
influenciadas pelas interagdes macromoleculares, que provocam variagdes apreciaveis em
pardmetros como o espalhamento de luz. Nas medidas de espalhamento de luz dindmico faz
uso da relagdo de Stokes-Einsten equacdo 4, que permite calcular o didmetro hidrodinamico
médio das micelas ou agregados, mesmo em concentragdes maiores que da CAC.

As particulas quando dispersas em um meio liquido movem-se ao acaso (movimento
browniano), as menores movem-se mais rapidamente do que as maiores e, portanto, possuem
maior coeficiente de difusdo. Assim, em uma dispersdao de particulas esféricas, com
viscosidade conhecida a temperatura constante, o coeficiente de difusdo ¢ inversamente
proporcional ao didmetro hidrodindmico (Dy) das particulas, como mostra a equagdo de

Stokes-Einstein (4), onde k ¢ a constante de Boltzmann.

T

D=—"— &

- 3tndp

Devido ao movimento Browniano, a intensidade da luz espalhada por um conjunto de
particulas sofre variagcdes ao longo do tempo, portanto a intensidade da luz que atinge o
detector ira flutuar devido ao movimento das particulas. Esta flutuacdo ocorrerd com maior
velocidade quando a dispersao for de particulas pequenas, e se caso a solucdo contenha mais
particulas grandes a velocidade de flutuacao serd menor. Portanto, existe uma relagdo entre a
velocidade de flutuagdo da luz espalhada e o coeficiente de difusdo das particulas. J& o
potencial zeta ({) ou potencial eletrocinético em sistemas coloidais se refere como a carga
liquida na superficie de um material em contato com um liquido influencia diretamente a
distribuicao de ions na vizinhanga, proporcionando um aumento da concentragao de contra
ions ligados a superficie. Sendo assim, o potencial da dupla camada elétrica que se forma na
interface da particula com o solvente é que se refere ao potencial eletrocinético (Manual do
aparelho Zetasizer nano-ZS90).

O tamanho dos agregados bem como o potencial zeta sao propriedades importantes
para avaliar a estabilidade e a capacidade das particulas formadas em carrear farmacos. Esses

parametros foram determinados por medidas de espalhamento de luz dinamico utilizando o
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instrumento Zetasizer nano-ZS90 da Malvern Instrument (Worcstershire, UK), equipado com
laser He-Ne 10 mW operando em 633 nm a 25 °C em um angulo de espalhamento de 90° do
Laboratério de Polimeros com a colaboracio do Prof. Dr. Jodo Ruggiero Neto do
Departamento de Fisica (IBILCE-UNESP). As medidas foram realizadas nas concentragdes
de 0,1; 0,2; 0,5; 1,0; 1,5e¢ 3,0 g L' em solucao tamponante de acetato pH 5,0 e fosfato de
sodio pH 7,4 ambas na concentracao de 50 mmol L' e for¢a idnica de 150 mmol L. As
medidas foram realizadas em duplicata com 3 acumula¢des para cada solu¢do. Foram
realizadas também medidas de tamanho e potencial zeta para os derivados poliméricos
carregados com o farmaco quercetina em solucdo tamponante de acetato pH 5,0 em forca
i6nica baixa de 50 mmol L' e forca idnica fisiologica de 150 mmol L. As medidas foram
realizadas com o polimero anfifilico QDG-SPP36-DD2% que foi preparado na concentracao
de 0,2 g L. A quercetina foi solubiliza em acetona e preparada na concentragio 0,02 g L', ou

seja, dez vezes mais diluida que a solugdo do polimero.

3.4.5 Estudo da Incorporacao de Farmacos Utilizando a Espectroscopia UV-Vis

O estudo da incorporacao de farmacos pode ser realizado utilizando a espectroscopia
UV-Vis, pois quando o farmaco livre apresenta comprimento de onda de absor¢do na faixa da
regido do visivel. Uma vez conhecida a absorcdao do farmaco livre € possivel inferir quanto do
farmaco estd e absorvendo radiagdo e, portanto estd associando aos derivados poliméricos ou
nanoparticulas (XIA et al., 2010). Neste trabalho foi empregada como farmaco modelo, a
quercetina primeiramente foram preparadas solugdes estoques de quercetina em solvente
organico N-N-dimetilformamida (DMF). As solugdes foram utilizadas para determinar o ()
da quercetina em DMF. A quantidade de quercetina incorporada nos agregados foi
determinada pela dissolu¢do de uma aliquota em DMF, seguida da utilizacdo da lei de
Lambert-Beer (Equacgdo 2) para determinagdo da eficiéncia de encapsulamento no agregados e
a capacidade de carreamento. Os derivados poliméricos foram solubilizados em solugdo
tamponante de acetato e de fosfato de sodio (concentracdo de 50 mmol L' e forca idnica de
150 mmol L") em pHs 5 e 7,4, nas concentragio de 2 e 1 g L' . Uma solucio estoque de
quercetina foi preparada em acetona e aliquotas foram transferidas para tubos pequenos e
submetidas a secagem com nitrogénio. As solu¢des dos derivados poliméricos foram misturas
com o farmaco e mantidas sob agitacao por aproximadamente 5 horas na auséncia de luz. Em
seguida, essas suspensdes foram dialisadas por aproximadamente 15 horas em membranas

Spectrapore (MWCO 2 kDa) contra solu¢do tamponante na auséncia de luz, esse
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procedimento foi realizado para todos os derivados poliméricos em triplicata (Figura 16).
Dessa forma foi possivel separar a fragdo de farmaco livre da fracdo associada e assim
determinar a eficiéncia de encapsulamento (Entrapment efficiency EE) média utilizando a
equagao (5) e a capacidade de carregamento (Drug Loanding DL) média utilizando a equagao

(6) tanto em pH 5,0 quanto em pH 7,4 (YOO; PARK, 2001).

_ Massa de Farmaco Retida nas Nanoparticulas (mg)

E = 1009 5
Massa de Farmaco Inicial (mg) x % ®)

Massa de Farmaco Retina nas nanoparticulas (mg)

- 0
bL Massa Total de Todos os Componentes da Nanoparticula 100% (6)
Polimero .
Solugédo = {
Tamponante Fj /
(3
e oI q —
: + ) — Agitagio == Didlise == ‘P‘O -
b
N, Quantificacdo
UV-Vis

Figura 16: Representagdo esquematica do procedimento utilizado para determinar EE ¢ DL.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacio da Quitosana e seus Derivados

4.1.1 Determinacdo do Grau de Desacetilacio (GD) por Titulagio
Potenciométrica

A titulagdo potenciométrica foi realizada de acordo com o item (3.3.1) descrito na
parte experimental. As Figuras 17 e 18 apresentam os graficos das primeiras derivadas das
titulagdes da quitosana comercial e desacetilada. A partir destas curvas foi possivel determinar
os pontos de inflexdo que correspondem, respectivamente, ao inicio e término da
desprotonacao dos grupos aminos. O volume de base entre os dois pontos de inflexdo
permitem determinar o nimero de mols de NaOH consumido para desprotonar os grupos
aminos e¢ os valores dos GD obtidos para a quitosana comercial (QC) e a quitosana
desacetilada (Q) foram respectivamente iguais a, 75,56 ¢ 94,41 % e sdo apresentados na

Tabela 2.

18 18
16 L | Titulagao Potencimétrica 146
l | ——pH _
14 L | —— ApH/AV 414
r | Q-Comercial .
121 | AV =1,9061 mL — 112
L | &6 = o |
0L GD =75,56% ] 140
2 8 | 18 T
- 1 o
< 6 46
4 44
2 42
0 Ho
) I ] : ] : ] : ] : ] : ] : ] : ] ] )
0 2 4 6 8 10 12 14

Volume de NaOH 0,0957 mol L™ (mL)

Figura 17: Titulagdo potenciométrica de QC, para determinacdo do DG médio.
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Figura 18: Titula¢do potenciométrica de Q, para determina¢do do GD médio.

4.1.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de
1H) para Determinar o Grau de Desacetilacdo (GD), o Grau de Substituicio (GS)
de SPP de DD

Os polimeros sintetizados foram caracterizados por espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H) e o grau de desacetilagio GD da quitosana e o
grau de substituicdo GS dos grupos SPP e DD dos derivados obtidos foram determinados
utilizando as equacdes 7, 8 ¢ 9, respectivamente. A Figura 19 apresenta os espectros de RMN
de 'H da QC e Q. O sinal do deslocamento quimico dos hidrogénios correspondentes aos
carbonos anoméricos dos mondmeros desacetilados aparecem em aproximadamente 5,4 ppm
(H"), o sinal do hidrogénio dos mondmeros acetilados corresponde a 5 ppm (H?). A regido de
4,2 a 4,5 ppm apresentam sinais correspondentes aos hidrogénios ligados aos carbonos 3, 4, 5
e 6 da unidade polimérica, e o sinal localizado em 3,6 ppm (H?) corresponde ao hidrogénio
ligado ao carbono 2 do anel glicopiranosideo. Os hidrogénios pertencentes aos grupos
acetamido apresentaram sinal na regido de 2,5 ppm (H*). O GD foi calculado utilizando a 4rea
referéntes aos sinais dos hidrogénios em 3,6 ppm (H?) destacado em verde e 2,5 ppm (H’)

destacados em laranja utilizando a equac¢ao (7) (TIERA et al., 2006).
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Figura 19: Espectros RMN de 'H (500 MHz) de QC ¢ Q (10 mg) em D,0O/DCl (1%) a 70 °C:
estrutura da quitosana com destaque (verde e laranja) para os hidrogénios utilizados na

determinagio o GD por RMN de 'H.

il (7)
GD =100 — 100
3xH 2 o

Os dados apresentados na Tabela 2 de titulacio potenciométrica ¢ RMN de 'H
mostram que as duas técnicas sdo eficientes para a determinagdo do GD, pois os valores
obtidos apresentam apenas uma pequena variacao no (GD) de 3,4 e 5,6 % para as quitosanas
QC e Q, respectivamente quando se compara as técnicas. Portanto, ¢ possivel inferir que o
processo de desacetilagdo da quitosana se mostrou eficiente, visto que foram obtidas

quitosanas com GD de aproximadamente 100 %.

Tabela 2 - Dados de Potenciometria e RMN de 'H para as quitosanas QC e Q.

(GD) (%)
Potenciometria RMN de'H
75,56 79,01
0 |

94,41 99,99
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A atribuicdo dos sinais foi feita baseada no RMN de 'H do mondmero (Figura 20). As
porcentagens do grupo zwiterionico SPP ligado a quitosana foram calculadas pela equagao
(8). Portanto, para a determina¢do do GS do grupo SPP foram utilizadas as areas dos sinais
relativos aos hidrogénios do grupo metileno de SPP (Ay™) destacados em verde, que se
encontram equidistantes do grupo sulfonado e do anel piridina e a area dos hidrogénios
ligados aos carbonos anoméricos tanto dos hidrogénios ligados aos monomeros substituidos
(Apls) destacado em azul marinho quanto dos hidrogénios ligados aos monomeros ndo
substituidos (A1) destacado em laranja no espectro (Figura 21). Da andlise dos espectros de
RMN de 'H, os graus de substituicdo para a quitosana nio degradada Q-SPP e degradada
QDG-SPP foram respectivamente 46 e 36 % (Tabela 3).
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Figura 20: Espectro RMN de 'H (500 MHz) do monémero 1-(3-sulfopropil)-2-vinilpiridina (SPP) (10
mg) em D,O/DCI (1%) a 70 °C.
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Figura 21: Espectros de RMN de 'H (500 MHz) dos derivados hidrofilicos: estrutura dos derivados
zwiteriOnicos e atribui¢do dos hidrogénios utilizados para determinar o GS-SPP. Os espectros foram
realizados com (10 mg) em D,O/DCI (1%) a 70 °C.

AH m

NPT (jH”

)JX 100 (8)

Os graus de substitui¢ao por grupos dodecil GS-DD foram determinados utilizado-se
as areas dos sinais relativos aos hidrogénios ligados aos carbonos anoméricos tanto dos
hidrogénios dos mondmeros substituidos H'* | destacados em azul quando dos mondmeros
ndo substituidos H' destacados em laranja no espectro. Foram utilizadas também as areas dos
hidrogénios do grupo metila CH; do dodecil destacadas em verde no espectro como H?
(Figura 22). As porcentagens foram calculadas utilizando a equacdo (9). E o software
Spinworks-3 foi empregado para obter os valores das areas dos sinais dos hidrogénios
utilizados tanto na determinagdo do GS-SPP quanto de GS-DD e os resultados sdo

apresentados na Tabela 3.
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Figura 22: Espectros RMN de 'H (500 MHz) dos derivados anfifilicos: estrutura dos derivados e
identificacdo dos hidrogénios utilizados para determinar o GS-DD. Os espectros foram realizados com
(10 mg) em D,O/DCI (1%) a 70 °C.
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Tabela 3 - Dados da determinagdo dos GS médio dos grupos SPP e DD utilizando RMN de 'H.

Polimero GS-SPP (%) | GS-DD (%)
Q-SPP46% 45,75 -
QDG-SPP36% 36,00 -
Q-SPP46-DD2% 45,75 2,13
QDG-SPP36-DD2% 36,00 2,14
QDG-SPP36-DD5% 36,00 4,59
QDG-SPP36-DD10% 36,00 9,71
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4.1.3 Espectrofotometria de Absorcio para Determinacdo do Grau de
Substituicao (GS) de Grupos Zwiterionicos (SPP)

O grau de substituigdo com zwiteridbnico GS-SPP foi também estimado por
espectrofotometria no uv-vis, pois o grupo hidrofilico apresenta absor¢ao na regiao no visivel.
Utilizando-se da absor¢dao do homopolimero de SPP (Figura 23) determinou-se que o
comprimento de onda (A) de absor¢ao do grupo ¢ em 276 nm e esse (A) foi utilizado para

determinar o coeficiente de absortividade molar do grupo SPP.

0,5
—— Linha de Base
11——Q (0,8mg L™
044|——Q-SPP (0,8mg L")
——SPP (0,8mg L™)
1| X de Abs =276 nm
0,3 1

A =276 nm

/

Absorvancia

0,2

0,1+

0,0

T T : T
200 300 400 500 600 700 800

Comprimento de Onda (nm)

Figura 23: Estrutura quimica do polimero Q-SPP ¢ varredura espectrofotométrica de absor¢do na
regido do UV-Vis dos polimeros Q, Q-SPP e¢ SPP na concentragio de 0,8 mg L' em solugio
tamponante pH 5,0.

O coeficiente de absortividade molar (&) para o grupo zwiterionico SPP foi de 4,95-10°
mol.L’l.cm'l, e correlacdo linear foi de r = 0,99939, em solu¢do tamponante pH 5,0

(concentracdo de 50 mmol L' e forca iénica 150 mmol L) Figura 24.
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Figura 24: Determinacdo do coeficiente de absortividade molar (&) do grupo SPP em solugéo
tamponante pH 5,0.

Na Tabela 4 sdo apresentados os dados utilizados para calcular o GS por SPP e os
valores médios para QDG-SPP36% e Q-SPP46% foram respectivamente de 33,00 e 38,13 %,
portanto os valores obtidos por espectrofotometria sdo relativamente proximos dos valores

obtidos por RMN de 'H.

Tabela 4 - Dados obtidos da determinacdo dos GS médios dos grupos SPP utilizando
espectrofotometria UV-Vis.

Polimero Concentracao GS (%) GS (%)
(mmol L) Médio

QDG-SPP36%

Q-SPP46%

4.1.4 Espectroscopia de Infravermelho (IV) para as Quitosanas (QC), (Q) e dos
Derivados Anfifilicos Degradados e Nao Degradados

Na Figura 25 estdo apresentados os espectros de IV para as quitosanas QC e Q. Na
regido de 3500 cm™, & possivel observar que ambas apresentam bandas caracteristicas devido

as vibragdes de estiramento axial dos grupos OH presentes nos polimeros, estando
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sobrepostas ao estiramento das ligagdes nitrogénio-hidrogénio (N-H). Entretanto, as bandas
correspondentes a esses estiramentos sao largas e nao podem ser distinguidas.

Alguns trabalhos na literatura (BAXTER et al., 1992); (BRUGNEROTTO et al.,
2001); (DOS SANTOS et al., 2003) citam bandas de vibragdes de grupos amida que permitem
diferenciar a quitosana comercial (com maior teor de grupos acetamidos) da quitosana
desacetilada. A banda do grupo amida presente no substituinte acetamido apresenta uma banda
caracteristica e intensa em 1650 cm’' (C=0) seguida de uma banda discreta em 1625 cm” o qual
corresponde a deformacao angular da ligagao (N-H) que, segundo a literatura, ocorre em 1583
a 1594 cm’ (DOS SANTOS et al., 2003). Observando a Figura 25, pode-se verificar que no
espectro da quitosana comercial apresenta essas bandas bastante visiveis, devido a maior
quantidade de grupos acetamidos, enquanto que, no espectro da quitosana desacetilada, essas
bandas sdo quase imperceptiveis.

A regido compreendida entre 1450 e 1300 cm™ também ¢ utilizada para diferenciar a
QC de Q (DOS SANTOS et al., 2003). Por volta da regido que vai de 1308 a 1385 cm™ ocorre
a deformagdo axial da ligagdo (C-N) do grupo amida que no espectro obtido encontra-se em
aproximadamente 1375 cm’™, enquanto a deformacdo da ligacdo (C-N) do grupo amina €
observada por volta de 1425 cm™. Essas caracteristicas diferentes, também demonstram a

eficiéncia no processo de desacetilacao.
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Figura 25: Espectros de absor¢do na regido do infravermelho (IV) para as quitosanas QC ¢ Q.
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Os espectros de IV da quitosana Q e do polimero modificado apenas com grupos SPP
estdo apresentados na Figura 26. A partir dos espectros ¢ possivel observar a presenca de
bandas nos espectros dos derivados Q-SPP46% que estdo ausentes no espectro da Q. Na curva
obtida para o derivado Q-SPP46% ¢ observada a presenca das bandas caracteristicas oriundas
das deformacdes axiais da ligagdo C-H por volta de 2950 cm™, além das bandas
caracteristicas presentes no intervalo de 1060 a 1040 cm™ que correspondem as deformacdes
axiais das ligagdes S=O (sufoxido) presentes na estrutura molecular do SPP. O intervalo de
1340 a 1250 cm™ apresenta uma banda intensa que corresponde & ligagio (C-N) de anéis
aromaticos (ligagcdo presente no grupo SPP devido a presenca da piridina) e, no intervalo de
770 a 690 cm™, as deformagdes angulares que correspondem aos hidrogénios adjacentes do
anel aromatico (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2006). No espectro do polimero dodecilado Q-
DD apresentado na Figura 27 pode-se observar a presenca de bandas caracteristicas proximo a
2950 cm™, resultado das deformagdes axiais da ligagio C-H dos grupos metilenos, ¢ CH,

2850 cm™ referentes as metilas do grupo dodecil (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2006).

—— Q-SPP46%|

,,,,,,,,

Aromaticos l
S=0 H
I ' I ' I ' I ' I ' I ' I
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Figura 26: Espectros de IV para a quitosana Q e do derivado hidrofilico Q-SPP46%.
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Figura 27: Espectros de IV para a quitosana desacetilada Q e o derivado hidrofébico Q-DD2%. E uma
ampliagdo da regido que permite observar as bandas caracteristicas de DD. (A) Q-SPP46-DD2%, (B)
QDG-SPP36-DD2%, (C) QDG-SPP36-DD5% e (D) QDG-SPP36-DD10%.

A Figura 28 apresenta os espectros de absor¢ao na regido do infravermelho (IV) para a
Q ¢ a os derivados anfifilicos de diferentes massas molares Q-SPP46-DD2 ¢ QDG-SPP36-
DD2 nos quais se encontram destacadas as regides correspondentes as substitui¢des com DD
e SPP. Na regido que correspondem a presenga de DD sdo observadas as bandas referentes as
ligacdes (C-H da metila e CH, metileno). Nas regidoes que caracterizam a presenca do grupo
SPP ¢ possivel observar tanto ligagdes (S=0) dos sulféxidos quanto e a regido com ligagdes
dos hidrogénios adjacentes ao anel aromatico (H), estas sdo bandas de absor¢ao presentes nos
espectros dos derivados anfifilicos que estdo ausentes no espectro da Q. Com a andlise dos
espectros de RMN de 'H e de IV conclui-se que e as sinteses dos derivados anfifilicos foram

eficientes.

Q-SPP46-DD2|

C-H CH, ~
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Figura 28: Espectros de absor¢do no infravermelho (IV) de Q, Q-SPP46-DD2 ¢ QDG-SPP36-DD2
nos quais sdo destacadas as regides que correspondem a presenga de DD (C-H da metila e CH,
metileno) e SPP ligagdes (S=0) das ligagdes sulfoxidos e regido com ligacdes dos hidrogénios
adjacentes ao anel aromatico.
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4.1.5 Determinac¢io da Massa Molar por Cromatografia de Permeacio em Gel
(GPC) com Detector com Indice de Refragao (IR)

As quitosanas QC, Q, QDG e as hidrofilicas substituidas com o grupo SPP foram
caracterizadas por cromatografia de permeacdo em gel (GPC), com deteccdo por indice de
refracdo. A técnica possibilitou a determinagdao da massa molar ponderal média M, € a massa
molar numérica média Mn , além da relacdo entre ﬁw/ﬁn, que ¢ denominada
polidispersividade (PD). Os dados sobre a polidispersividade proporcionam avaliar a aplitude
da distribuicdo das massas molares dos polimeros. A curva de calibragdo obtida estd
apresentada na Figura 29 e os cromatogramas das quitosanas Q, QDG, QDG-SPP36 e Q-
SPP46% estdo apresentados na Figura 30.
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Figura 29: Curva de calibrag¢do dos padroes.

Os experimentos de GPC empregam o conceito de calibracdo convencional usando
somente um detector de concentragdo o IR. Sendo assim, o procedimento de calibracdo
consiste na inje¢ao de um polimero padrdao conhecido que gera uma curva de calibragao
convencional baseado no tempo de retencao. Portanto, a massa molar média obtida ¢ relativa
a um determinado padrdo. Para as medidas realizadas de massa molar relativa das quitosanas

e de seus derivados hidrofilicos foram realizadas utilizando padrdes Pullulan.
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Figura 30: Cromatogramas das quitosanas e seus derivados hidrofilicos (concentragdo de 5 gL™") em
solugdo tamponante acido acético 0,3 mol L™ e acetato de sodio 0,2 mol L™, pH 4,5.

A partir dos cromatogramas das quitosanas Q e QDG e seus derivados hidrofilicos Q-
SPP46% e QDG-SPP36% todos na concentragio de 5 g L™ (Figura 30). E possivel observar
que as quitosanas Q (curva preta) e Q-SPP46% (curva azul) apresentam tempos de retengao
menores, portanto sdo polimeros de maiores massas molares, pois o processo de separacao
utiliza uma coluna de material poroso, o qual permite a eluicdo de moléculas maiores mais
rapidamente que as moléculas menores. J& os polimeros QDG (curvas vermelha) e QDG-
SPP36% (curva verde) apresentam maiores tempos de retencdo, portanto sdo polimeros de
menores massas molares. A concentragdo das amostras ¢ um fator importante, especialmente
para quitosanas de elevada massa molar que formam solugdes viscosas. Quando a
concentracdo é maior que 1 g L', bandas largas de elui¢io podem ser obtidas como pode ser
observado nos cromatogramas obtidos.

Os resultados da Tabela 5 mostram que o processo de desacetilacdo causa degradacao
da quitosana, pois para a QC e o My, foi de 441,08 kDa e para Q o My, diminuiu quase duas
vezes, passou a ser 205,58 kDa. A massa molecular da quitosana degradada QDG foi de 41,64
kDa e a polidispersividade duplicou comparada a quitosana de partida Q de 205,58 kDa. E
essa elevada polidispersividade ¢ o que provavelmente promoveu um amento no tempo de

reten¢do do polimero QDG (curva verde) quando se compara com o polimero QDG-SPP36%
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(curva vermelha). No caso das quitosanas hidrofilicas Q-SPP46% e QDG-SPP36% foi
observadas diferencas significativas nas massas molares, pois as quitosanas de partida foram
de massas molares diferente. Analisando os valores de My médios obtidos ¢ possivel verificar
que a massa molecular de QDG-SPP36% diminuiu quando se compara com a da quitosana de
partida QDG, enquanto que a massa molar do derivado Q-SPP46% variou pouco. A elevada
PD indica que a amostra ¢ muito heterogénea no que diz respeito ao tamanho das cadeias dos
polimeros, e esse fato provavelmente estd relacionado com as condigdes das sinteses, foi
observado que a polidispersividade PD ndo variou muito para os derivados ndo degradados
passou de 3,55% (Q) para 4,96% (Q-SPP46%), mas diminuiu muito para os derivados
degradados passou de 7,00% (QDGQG) para 2,55% (QDG- SPP36%) essa diminui¢do ¢ devido
provavelmente devido ao proprio processo de dialise, além disso, a reagdo com o grupo SPP ¢
conduzida em pH alcalino e devido a propria ligagcdo dos grupos zwterionicos, € esperado uma
degradacao parcial, ja que a temperatura de reacao foi de 50 °C.

A determinacao dos graus médios de desacetilagdao e de substituicdo obtidos por RMN
de'H permitiram estimar a massa molar média das unidades monoméricas (MM). Para esse
calculo foi empregada a (Equagdo 10) e os valores obtidos estdo apresentados na Tabela 5
juntamente com os valores de Mn e de Mw médios obtidos por GPC e os valores de GD, GA,

GS-SPP e GS-DD obtidos para todo os derivados sintetizados.

MM = [(GD(%)x161,22) + (GA(%)x203,22) + (GS_SPP(%)x388,5) + (GS_DD(%)x345,76)]
100

Tabela 5 - Valores de MM, M,,, M,, e PD e composicdo das quitosanas e seus derivados.

(10)

Polimero MM* M., M, PD GS-SPP | GS-DD

(gmol™) | (kDa) | (kDa) ) ) )

QC* 170,04 | 441,08 | 85,52 5,15 - -

Q° 161,22 | 205,58 | 51,30 3,55 - -

QDG 161,22 | 41,64 9,98 7,00 - -

Q-SPP46% 338,96 | 216,03 | 44,64 4,96 45,75 -

QDG-SPP36% 301,08 | 32,28 12,69 2,55 36,00 -
Q-SPP46-DD2% 346,33 - - 45,75 2,13
QDG-SPP36-DD2% | 308,48 - - 36,00 2,14
QDG-SPP36-DD5% | 316,95 - - 36,00 4,59
QDG-SPP36-DD10% | 334,66 - - 36,00 9,71

“GD =79,0; "GD =999 *Massa Molar média da unidade monomérica estimada utilizando os
graus de substitui¢cdo determinados por RMN de 'H.
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4.2 Estudos da Auto - Associacao em Meio Aquoso

4.2.1 Analise de Transmitincia em Func¢io do pH

Um dos objetivos da sintese dos derivados de quitosana substituidos com SPP ¢
aumentar a solubilidade da quitosana em pH mais elevados. Na Figura 31 estdo apresentados
os graficos de transmitancia no comprimento de onde (L) de 566 nm em funcao do pH das
quitosanas QDG, Q, QDG-SPP36% e Q-SPP46% todas na concentracdo de 1 g L. Para Qe
QDG a transmitancia diminuiu abruptamente préoximo de pH 6,5 devido a precipitagdo da
quitosana da solucdo, ou seja, proximo do valor do pK, dos grupos amina da quitosana (pK, ~
6,3 - 6,4). Entretanto, a transmitancia para os derivados permanece proxima de 100 %,

durante todo o curso da titulacdo, ou seja, o polimero € soluvel em toda a faixa de pH.
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Figura 31: Grafico da transmitancia em (A 566 nm) em funcdo do pH para as quitosanas QDG-
SPP36%, Q-SPP46%, Q ¢ QDG (concentragdo de 1 g L™).

Na Figura 32 estdo representadas as curvas de transmitancia em fun¢do do pH para os
derivados QDG-SPP36-DD2%, QDG-SPP36-DD5%, QDG-SPP36-DD10% e Q-SPP46-
DD2%. A transmitancia diminuiu com o aumento do conteudo de dodecil, entretanto,
permaneceu constante em toda a faixa de pH estudada (curvas preta, vermelha e azul) que
correspondem respectivamente, a 2, 5 e 10% . Portanto, os resultados indicam que o aumento
de GS-DD induz a formagdo de agregados, os quais sdo responsaveis pelo espalhamento da

luz e decréscimo na porcentagem de transmitancia. E possivel verificar também que a massa
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molar do polimero influencia diretamente na transmitincia. O polimero Q-SPP46-DD2%
(curva verde) de massa molar média de 216,03 kDa, embora seja de mesmo GS-DD que o
polimero QDG-SPP36-DD2% (curva preta) de massa molar média de 32,28 kDa ¢ de maior
massa molar e apresenta transmitancia muito menor que o polimero degradado. E esse
comportamento ¢ observado, pois em derivados de maior massa molar ocorre a formacao de
agregados maiores que espalham mais eficientemente a luz diminuindo a transmitancia da

solugdo. Portanto, o aumento da massa molar média diminui a solubilidade dos derivados.
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Figura 32: Transmitancia em (A 566 nm) em fun¢do do pH para os polimeros anfifilicos Q-SPP46-
DD2%; QDG-SPP36-DD2%; QDG-SPP36-DD5% e QDG-SPP36-DD10% (concentragdo de 1 g L™).

4.2.2 Espectrofotometria de Fluorescéncia Molecular

Estudos recentes mostram que quitosanas modificadas hidrofobicamente podem se
auto-associar em solucdo aquosa levando a formacdo de agregados. A quitosana tem sido
estudada e agregados foram observados quando a concentracio ¢ maior que 3,0 g L
(PHILIPPOVA et al., 2001). Os valores de concentracdo de agregacao critica (CAC) foram
determinados por intersec¢do das retas paralelas aos dois niveis de inclinagdo das curvas de
fluorescéncia. Na Figura 33 sdo apresentados os graficos da razao I/IIl dos espectros de
emissio do pireno, em funcdo da concentracdo (g L") de todos os polimeros sintetizados em
pH 5,0 6,2 ¢ 7,4. Em baixas concentragdes de quitosana, I/IIl permanece em torno 2, isso

indica um meio de elevada polaridade, ou seja, a sonda encontra-se predominantemente em
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meio aquoso. O aumento da concentracdo de polimero provoca um decréscimo brusco da

razao I/II (Figura 33 (C), (D) (E) e (F)) devido ao inicio da formagdao de agregados

intermoleculares. Para os polimeros hidrofilicos que contém somente o grupo zwterionico

SPP (degradado e ndo degradado), I/IIl permanece constante, foi observado apenas um ligeiro

decaimento nas concentracdes mais elevadas de polimero (Figura 33A e 33B) para todos os

pHs estudados, o que confirma um ambiente polar para sonda e, portanto, a auséncia de

agregados. A Tabela 6 apresenta os valores das CACs obtidas pela interseccdo das retas

mostradas nos graficos.
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Figura 33: Determinacdo da CAC dos polimeros A) Q-SPP46%; B)QDG-SPP36%; C)Q-
SPP46DD2%; D)QDG-SPP36DD2%; E)QDG-SPP36DD5% e F)QDG-SPP36DD-10%. Graficos de
11/13 em fungdo da concentragdo dos derivados de quitosana em pHs 5,0, 6,2 ¢ 7,4.

Tabela 6 - Valores de CACs obtido em diferentes pHs para os derivados de quitosana.

H

Polimero GS SPP(%) GSDD(%) P CAC (gL™") (x107)

5 9,1

. 45,75 2,13 6,2 6,5
Q-SPP46DD2% 7.4 5.6
5 17,6

QDG-SPP36DD2% 16,00 214 o 0
7.4 11,3
5 15,4

36,00 4,59 6,2 13,3

QDG-SPP36-DD5% 74 12,7
5 9,9

QGD-SPP36DD10% 36,00 9,71 6,2 8,6
7.4 7,9

Os dados da Tabela 6 mostram que o contetdo de DD e a massa molecular dos
polimeros afetam diretamente a CAC. O derivado de maior massa molecular Q-SPP46DD2%
apresenta menores valores de CAC para os trés pHs estudados. A CAC diminui com o
aumento do pH, o derivado de maior conteudo hidrofébico QDG-SPP36DD10% apresenta os
menores valores de CAC variando de 9,9 a 7,9 mg L. Quando se compara com a quitosana
de baixa massa molar e menos substituido QDG-SPP36DD2% os maiores valores de CACs
foram obtidos para esse derivado os valores variam de 17,6 a 11,3 mg L. Portanto, para os
derivados mais substituidos o maior conteido de grupos dodecil induz a formagdo de

agregados em concentracdes mais baixas de menores CACs. Embora discreto, o efeito do pH
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¢ claramente notado, ou seja, o aumento do pH de 5,0 para 7,4 tem como consequéncia a
desprotonacdo parcial dos grupos amino conferindo, portanto, maior hidrofobicidade as
cadeias, o que reforca as interagdes hidrofobicas diminuindo as CACs. Os valores de CAC
sao similares aqueles obtidos por (HU et al., 2008) que trabalharam com derivados de
quitosana contendo PEG como grupo hidrofilico e acido estearico como grupo hidrofébico.
Embora, o estudo de HU e colaboradores (2008) ndo tenham avaliado o efeito do pH os

valores de CAC obtidos foram similares e variaram de 11,7 a 13,8 mg L

4.2.3 Microscopia Eletronica de Transmissao (TEM)

A morfologia das nanoparticulas ou dos agregados obtidos a partir dos derivados de
quitosana foi avaliada por meio da microscopia eletronica de transmissao (TEM). As imagens
dos derivados, A) QDG-SPP36-DD2%, B) Q-SPP46-DD2% na concentracdo de 1 g L'e O
QDG-SPP36-DD10% na concentragdo ¢ 0,01 g L, estio apresentadas na Figura 34. As
imagens mostram a formagao de agregados esféricos para os polimeros menos substituidos
com DD, na Figura 34 (A) e (B) estdo destacadas regidoes de agregados menores € maiores. Ja
na Figura 34 (C) estdo destacadas regides com agregados esféricos e agregados alongados, em

geral os tamanhos dos agregados observados variaram de 100 nm a 1000 nm, o que denota a

alta polidispersividade das amostras.

A) QDG-SPP36-DD2 %
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'B) Q-SPP46-DD2%

C) QDG-SPP36-DD10%

Figura 34: Micrografias em microscopia eletronica de transmissdo (TEM) dos agregados de em
solugio tamponante de acetato, pH 5,0 e for¢a iénica de 150 mmol L. A) QDG-SPP36-DD2 % e B)
Q-SPP46-DD2% na (concentracdo de 1 g L™ e C) QDG-SPP36-DD10% (concentragio de 0,01 gL™h.
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4.2.4 Espalhamento de Luz Dinamico (DLS) e Determinacio do Potencial Zeta({)

As medidas de espalhamento de luz dinamico possibilitaram determinar os valores de
tamanho e o potencial zeta dos derivados anfifilicos de quitosana. Esses parametros sao
importantes para se avaliar a estabilidade e a capacidade dos polimeros de transportar
diferentes farmacos. Os resultados obtidos de tamanho em pH 5,0 e 7,4 em diferentes
concentragdes de polimeros estdo apresentados, respectivamente nas Figuras 35 e 36. Em pH
5,0, os polimeros QDG-SPP36-DD2%, QGD-SPP36-DD5% apresentaram diametros médios
variando de 800 a 1000 nm, e os polimeros QDG-SPP36-DD10% e Q-SPP46-DD2%
apresentaram valores de tamanho entre 1000 e 1900 nm. Portanto, o derivado mais substituido
e o de maior massa molar apresentaram diametros maiores, o que pode ser atribuido a
interacdes intermoleculares mais fortes e consequentemente, a formagdao de agregados
maiores. Na concentragio de 3,0 g L, Q-SPP46-DD2% formou agregados com didmetros
maiores do que QDG-SPP36-DD2%, indicando que massas molares maiores influenciam o
tamanho dos agregados. Em pH 7,4, o comportamento ¢ similar e os didmetros para os
polimeros QDG-SPP36-DD2% e QDG-SPP36-DD5% variam de 600 nm a 1000 nm, na faixa
de0,1a30¢g L. O derivado mais substituido QDG-SPP-DD10% e o de maior massa molar

Q-SPP46-DD2% formam agregados maiores, com diametros variando 600 a 5000 nm.

3000 pH 50
m  QDG-SPP36-DD2%
e QDG-SPP36-DD5%
& QDG-SPP36-DD10%
2500 - Q-SPP46-DD2%

)

1500 |-

I I v
1000 — % ] g
500 - i%

I . I . I . I . I . I . I
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

Dh (nm)

Concentragao (g L'1)

Figura 35: Diametro hidrodindmico em fungdo da concentracdo dos agregados formados pelos dos
derivados QDG-SPP36-DD2%, QGD-SPP36-DD5%, QDG-SPP36-DD10% e Q-SPP46-DD2% em
solugdo tamponante de acetato pH 5,0 (concentragdo 50 mmol L™ e forca iénical50 mmol L™).
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Figura 36: Diametro hidrodindmico em fun¢do da concentragdo dos agregados formados pelos dos
derivados QDG-SPP36-DD2%, QGD-SPP36-DD5%, QDG-SPP36-DD10% e Q-SPP46-DD2% em
solugdo tamponante de fosfato pH 7,4(concentragdo 50 mmol L™ e forca iénica 150 mmol L™).

De modo geral, pode-se observar que o diametro aumenta com a concentragdo de
polimero e os agregados apresentam uma alta polidispersividade. Estes diametros sao
consideravelmente maiores do que aqueles encontrados na literatura para sistemas similares
(HU et al., 2008), podendo ser atribuidos a for¢a iénica de 150 mmol L' utilizada nos
experimentos. A dissolucdo em agua pode promover a formagao de agregados menores, além
disso, as solugdes ndo passaram por filtracdo para eliminar os agregados maiores, o que pode
diminuir o tamanho e as polidispersividades (WANG X.L. et al., 2012). Nas Tabelas 7 ¢ 8
estdo apresentados os valores dos indices de polidispersividade (PDI) dos agregados nos pHs
5,0 e 7,4 nas diferentes concentragdes estudadas. De acordo com os dados da Tabela 7 em pH
5,0 € possivel verificar que para o derivado mais substituido com DD os PDIs sdo elevados,
que variam de 0,9 a 1 ou seja, os agregados apresentaram-se heterogéneos. Em pH 7,4 como
pode ser observado na Tabela 8 os IPDs variaram de 0,2 a 0,8, indicando que em pH mais
elevado os derivados também formaram agregados heterogéneos. Em geral os PDIs diminuem
com o aumento da concentracdo de polimero. De acordo com as instru¢des do manual do
aparelho, os IPDs elevados indicam amostras heterogéneas de elevada polidispersividade

(Manual do aparelho Zetasizernamo- ZS90).
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Tabela 7- Valores dos indices de polidispersividade dos derivados de quitosana em diferentes
concentracoes € em pH 5.

Indices de Polidispersividade (PDI)*
Polimero (g L") 0,1 0,2 0,5 1,0 1,5 3,0

QDG-SPP36-DD2% 0,8402  0,6£0,1  0,8402  0,7+0,2 0,802  0,5+0,0
QDG-SPP36-DD5% 1,060,0  0,8£02  0,7+0,2  0,840,2  0,6£0,1 0,80,
QDG-SPP36-DD10%  1,040,1  1,0£0,0  1,0£0,0  1,04#0,1  009+02  0,9+0,2

Q-SPP46-DD2% 0,740,1  0,6+0,1  0,60,1  0,6£0,0 0,6+0,0  0,640,1

*Média + Desvio Padrdo (n=6)

Tabela 8 — Valores dos indices de polidispersividade dos derivados de quitosana em diferentes
concentracdes ¢ em pH 7.4.

Indices de Polidispersividade (PDI)*
Polimero (g L") 0,1 0,2 0,5 1,0 1,5 3,0

QDG-SPP36-DD2% 0,8+0,1 0,6+0,1 0,7+0,2 0,8+0,1 0,8+0,2 0,3+0,1
QDG-SPP36-DD5% 0,6+0,3 0,6+0,1 0,7+0,2 0,5+0,2 0,6+0,1 0,5+0,3
QDG-SPP36-DD10% 0,8+0,2 0,6+0,1 0,6+0,2 0,7+0,2 0,4+0,2 0,2+0,1

Q-SPP46-DD2% 0,6+0,2 0,6+0,1 0,5+0,1 0,3+0,1 0,4+0,2 0,6+0,4

*Média + Desvio Padrdo (n=6)

As medidas de potencial zeta ({) (Figuras 37 e 38) foram realizadas nas mesmas
concentragdes que as medidas de tamanho e foi observada uma relagao entre as medidas de Dy,
e (). Em pH 5,0, os valores de ({) permaneceram positivos em praticamente todas as
concentragdes para todos os derivados. Sendo praticamente constante em aproximadamente +
20 mV. Nesse pH, a carga superficial positiva dos agregados ¢ resultante da protonagdo dos
grupos aminas livres da quitosana. Em pH 7,4, a desprotonagdo dos grupos aninas reduz o
potencial os valores variaram de -1 a at¢ no maximo +4 mV. Em geral, as concentragdes
utilizadas encontram-se muito acima da CAC e podem contribuir para a formagdao de
agregados de tamanho elevado, sobretudo em pH 7,4 devido aos baixos valores de ({).
Entretanto, observa-se que mesmo em pH 5,0, e { positivos particulas grandes sdo formadas, o
que pode ser devido a natureza polidispersa dos polimeros, e blindagem parcial proporcionada
pela forca idnica elevada da solugdo tamponante que foi utilizada 150 mmol L. Portanto,
pode-se observar que o Dy aumento com o pH e { diminui, indicando que em pHs mais
elevados a estabilidade dos agregados formados ¢ menor, mas em pH mais baixo 5,0 os

agregados s30 menores € mais estaveis.
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Figura 37: Potencial zeta dos derivados QDG-SPP36-DD2%, QGD-SPP36-DD5%, QDG-SPP36-

DD10% Q-SPP46-DD2% em funcio da concentragio de polimero (g L) em solugio tamponante pH
5,0 (concentragio de 50 mmol L e for¢a iénica 150 mmol L™).
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Figura 38: Potencial zeta dos derivados QDG-SPP36-DD2%, QGD-SPP36-DD5%, QDG-SPP36-
DD10% e Q-SPP46-DD2% em fungio da concentragio de polimero (g L) em solugdo tamponante
pH 7.4 (concentragdo de 50 mmol L™ e forca iénica 150mmol L™).
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4.2.5 Estudo da Incorporaciao de Farmaco Utilizando a Espectroscopia UV-Vis

Inicialmente foi determinado o coeficiente de absortividade molar (&) da quercetina em
N-N-dimetilformamida (DMF), a partir da avaliagdo do comprimento de onde maximo de

absor¢ao (Amax) de 376 nm, o qual foi utilizado para determinar o (€) da quercetina (Figura

39).
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s 15F
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Figura 39: Estrutura quimica e espectros de absor¢do da quercetina em DMF.

Em DMF o coeficiente de absortividade molar da quercetina é € = 2,25)(104 M'l.cm'l,
a correlacao linear r = 0,99962 (Figura 40). O (¢) foi determinado a partir de uma solugao
estoque de quercetina 1 g L' em DMF, com diluicdes consecutivas, sendo o procedimento

realizado em triplicata.
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Figura 40: Determinacdo do coeficiente de absortividade molar (g) da quercetina em N-N-

dimetilformamida (DMF).

A partir da lei de Lambert-Beer foi possivel determinar a quantidade de farmaco
incorporada aos agregados. A técnica utilizada para essa separagdo foi a didlise, que permite
determinar a concentragdo de farmaco que ¢ incorporada no polimero, e portanto, fica retida
no interior da membrana de dialise. Nas Tabelas 9 e 10 estdo os valores obtidos de eficiéncia
de encapsulamento (EE) calculada utilizando a (Equagdo 5) e a capacidade de carreamento
(DL) utilizando a (Equacdo 6) em solucdo tamponante de acetato e de fosfato de soédio
(concentragio de 50 mmol L' e forca iénica de 150 mmol L) para pH 5 e 7,4,

respectivamente.
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Tabela 9 - Eficiéncia de encapsulamento (EE) e capacidade de carreamento (DL) utilizando
espectrofotometria UV-Vis em solugdo tamponante, pH 5,0.

Polimero EE *(%) DL*(%)
QDG-SPP36-DD2% 13,35+ 1,04 1,21 £ 0,09
QDG-SPP36-DD5% 20,40 £ 2,44 1,85+0,22
QDG-SPP36-DD10% 58,07 £ 8,51 5,28 +0,78
Q-SPP46-DD2% 19,62 + 4,77 1,28 £ 0,31

*M¢édia + Desvio Padrdo (n=3)

Tabela 10 - Eficiéncia de encapsulamento (EE) e capacidade de carreamento (DL) utilizando
espectrofotometria UV-Vis em em solug¢do tamponante, pH 7,4.

Polimero EE*(%) = DL¥*(%)
QDG-SPP36-DD2% 17,60 + 0,87 1,60 = 0,08
QDG-SPP36-DD5% 22,11 + 3,58 2,01 £0,33

QDG-SPP36-DD10% 56,46 + 12,78 513+ 1,01
Q-SPP46-DD2% 17,99 + 3,98 2,21 +0,49

*Média + Desvio Padrdo (n=3)

Em geral, foi observado que os derivados anfifilicos podem formar agregados em
solucdo aquosa pela auto-associacao possibilitando a solubilizagdo de farmacos hidrofobicos
ou anfifilicos no interior desses agregados. Os estudos de incorporacdo mostraram que a
capacidade de solubilizacdo se eleva com o aumento da propor¢do do conteudo hidrofobico
dos derivados. A eficiéncia de encapsulamento variou de aproximadamente 13 a 58 % em pH
S5ede17a56 % em pH 7,4 para os derivados menos e mais substituidos com DD.

Esse comportamento ¢ similar ao que reporta DUAN e colaboradores (DUAN K. et
al.,2010). Segundo os autores, um aumento de contedo de policaprolactona (PCL) na
quitosana aumenta a eficacia de encapsulacdo do farmaco (EE) de 64,3 para 84,6 % e a
capacidade de carreamento (DL) de 6,43 para 8,66 %. Ja a variagdo do pH teve uma sutil
influéncia na eficiéncia de encapsulacdo. E a capacidade de carreamento variou de
aproximadamente 1,2 a 5,3 % em pH 5,0 e de 1,6 a 5,1% em pH 7.,4.

Medidas de espalhamento de luz e potencial zeta também foram realizadas para os
agregados ¢ arregados com o farmaco quercetina. Essas medidas foram feitas em solucdes
tamponente de acetato de sddio em forca idnica baixa de 50 mmol L' e forca idnica
fisiologica de 150 mmol L', em pH 5,0. Para as medidas foi empregado o polimero degradado

de menor GS-DD (QDG-SPP36-DD2%) que foi preparado na concentragdo de 0,2 g L™
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Os resultados obtidos de tamanho, potencial zeta e indice de polidiespersividade PDI
estdo apresentados na Tabela 11. De modo geral, os valores obtidos de diametro
hidrodindmico Dy, permaneceram em torno de 900 nm e praticamente constante tanto para a
nanoparticula carregada de firmaco quanto para a nanoparticula sem farmaco (vazia), nas
diferentes forgas i0nicas estudadas. O potencial zeta { bem como o tamanho nao foi alterado
quando se compara os valores obtidos para as nanoparticulas carregadas e vazias, entretanto,
com a variagdo da forca io6nica do meio o potencial eletrocinético sofreu uma pequena
alteracdo de +18 para +25 mV tanto para as nanoparticulas vazias carregadas com quercetina
quanto para as nanoparticulas vazias. E os indices de polidispersividade permaneceram

praticamente constantes para todas as medidas realizadas.

Tabela 11- Medidas de didmetro hidrodinamico Dy, potencial zeta e PDI dos agregados obtidos com
o derivado QDG-SPP36-DD2% vazio e carregado com quercetina em diferentes forgas ionicas.

Polimero

QDG-SPP36-DD2% 150 770+ 89,3 17,5+£2,39 | 0,6+0,1
(Vazio)
QDG-SPP36-DD2% 150 1057+ 170,2 | 18,6+ 1,23 | 0,8+0,2
(Carregado)
QDG-SPP36-DD2% 50 1144+ 136,0 | 24,4+2.25 |0,840,2
(Vazio)
QDG-SPP36-DD2% 50 967,5+ 105,8 | 25,4+ 1,42 | 0,7+0,1
(Carregado)

*Média + Desvio Padrdo (n=6)

A Figura 41 mostra solugdes de quercetina em diferentes meios. Na figura 41 (A) é
uma imagem da solugdo de quercetina dispersa em 4gua na concentragio de 0,3 g L™ nessa
condicao foi observado que a quercetina permanece praticamente insoluvel e dgua. Na figura
41(B) ¢ a imagem de uma solu¢do das nanoparticulas carregados com quercetina em solugao
tamponante de concentra¢io 50 mmol L™ e forca i6nico 150 mmol L™ e pH 5,0. O polimero
estd na concentracdo de 1 g L™ ¢ o farmaco na concentragdo de 0,1 g L, nessas condi¢des foi
observado que a quercetina interagiu com o agregado polimérico e se solubilizou mesmo o meio sendo

aquoso.



73

As figuras 41 (C) e (D) sdao imagens das solucdes obtidas dos experimentos de
eficiéncia de encapsulamento (EE) e a capacidade de carreamento (DL), essas sdo solugdes
que passaram pelo processo de dialise e que posteriormente foram quantificadas por UV-Vis.
Na figura 41 (C) os agregados carregados com quercetina estdo solubilizados em solugdes
tamponantes em pH 5,0 de concentragio 50 mmol L™ e forga iénico 150 mmol L , o
polimero esta na concentracio de 2 g L™ e a quercetina 0,2 g L. E na figura 41 (D) tem-se
uma imagem dos agregados carregados com quercetina em solucdes tamponantes em pH 7,4
de concentragdo 50 mmol L e forca idnico 150 mmol L. Observando as imagens (C) e (D) é
possivel verificar que em solugdes de polimero tanto em pH 5, quanto em 7,4 a quercetina se
solubiliza nos derivados de quitosana. Portanto, os agregados foram capazes de solubilizar o

farmaco hidrofobico quercetina em meio aquoso nas concentragdes estudadas.

Figura 41: Solugdes de quercetina: A) Quercetina em agua concentracdo 0,3 g L, B) Polimero na
concentragdo de 1 g L™ e a quercetina 0,1 g L'em pH 5,0, C) Polimeros na concentragio de 2 gL' e a
quercetina 0,2 g L' em pH 5 e D) Polimeros na concentragdo de 1 g L' e a quercetina 0,1 g L em pH
7,4.
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5 CONCLUSAO

Quitosana desacetiladas com altos graus de desacetilagdo podem ser obtidas a partir de
quitosanas comerciais por dois processos consecutivos de hidrolise alcalina, ou seja, pelo
processo desacetilagdo. A reacdo de desacetilagdo foi realizada com eficiéncia, visto que o
grau de desacetilacdo da quitosana comercial ¢ de 79% obtido a partir da técnica de RMN de
He ap6s a reacdo de desacetilacdo o valor obtido foi de 99,99%. Essas determinagdes do
grau de desacetilagdo também foram obtidas titulagdo potenciométrica sendo que os valores
obtidos foram de 75,56 e 94,41% para as quitosanas comerciais e desacetiladas
respectivamente. A degradagdo da quitosana foi também bem eficiente, pois a massa molar
médias dos polimeros foi determinada por GPC e os valores obtidos para a quitosana
desacetilada foi de 205,58 kDa e de 41,64 kDa apos o processo de degradagao, ou seja, foram
obtidos derivados de massa molar menor. As sinteses realizadas indicaram que derivados
anfifilicos zwiterionicos de quitosana podem ser obtidos utilizando rea¢des de adigdo
nucleofilicas e as composi¢des dos derivados foram bem controladas ajustando-se a propor¢ao
dos reagentes no meio reacional e as técnicas de potenciometria, UV-Vis, IV ¢ RMNde 'H
mostraram-se apropriadas para a determinacdo dos graus de substituicdo dos derivados
obtidos.

Em geral, os estudos em solugdo aquosa mostraram que os derivados sdo capazes de se
auto-organizar em meio aquoso em diferentes valores de pH. Os derivados hidrofilicos
zwiteridnicos obtidos apresentaram solubilidade em meio aquoso em toda a faixa de pH, o
que pode permitir sua utilizacdo em diferentes aplicacdes no qual o pH neutro ¢ requerido. A
modificacdo com grupos dodecil controla a hidrofobicidade e confere aos polimeros a
capacidade de auto-organizacao em solu¢do aquosa formando agregados com dimensoes da
ordem de 100 nm a 1000 nm. A formagao de agregados mostrou depender da quantidade de
grupos hidrofobicos ligados a cadeia polimérica, da massa molar do polimero e do pH. Os
resultados obtidos por meio de medidas de tamanho, por espalhamento de luz dindmico DLS
e potencial zeta { demonstraram que a capacidade dos derivados em agregar estd diretamente
relacionada ao GS-DD. A CAC diminui com o pH e com o aumento do contetdo hidrofobico
e os estudos de incorporagcdo mostraram que a capacidade de solubilizagdo aumenta com a
propor¢ao de grupos dodecil, a qual pode ser ajustada para solubilizar farmacos hidrofobicos

e/ou anfifilicos.
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Portanto, de forma geral os resultados obtidos demostram que a proposta de sintese de
derivados contendo os grupos zwiterionicos e grupos hidrofobicos possibilita a obtengao de
sistemas anfifilicos zwterionico derivados de quitosana com sensibilidade ao pH, com
potencial para serem utilizados como sistemas de liberagdo controlada de farmacos, pois os
derivados sintetizados sdao capazes de se auto-organizar em meio aquoso em diferentes valores
de pH. Sendo assim, ¢ possivel controlar as propriedades dos sistemas variando-se o conteudo
hidrofébico e hidrofilico e dessa formar aperfeigcoar esses sistemas nanoparticulados para que

eles possam ser empregados em aplicagdes importantes da drea médica-farmacéutica.
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APENDICE

Janela Espectral da Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio dos
Derivados Sintetizados (RMN de 'H)
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Janela Espectral de Infravermelho da Quitosana e dos Derivados Sintetizados
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