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RESUMO

PRIMO, Julia O. P. Estudo Visando a Obtencdo de Nanoparticulas e Géis de Quitosana para
Liberagcdo Controlada de Substancias Bioativas. 2015. 89 f. TCC (Curso de Licenciatura em
Quimica). Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Campo Mourao, 2015.

Na busca de novos compostos farmacologicamente ativos, varios estudos tem buscado
minimizar os efeitos indesejados dos anti-inflamatorio ndo-esteroide, seja pela busca por uma
forma de administracdo mais comoda e eficiente, como também fornecer ao paciente um
farmaco mais potente e com menos efeitos colaterais. Desse modo, buscando contribuir para
0s avangos no desenvolvimento de novos farmacos, o presente trabalho objetivou estudar a
liberacdo controlada do naproxeno e dos derivados naproxenatos de eugenila e de timila. Para
iss0, geis, blendas e microparticulas de quitosona foram preparadas. A fim de se obter esses
géis, uma amostra de quitosana com grau de desacetilacdo de 75-85% foi acetilada em meio
heterogéneo utilizando piridina e anidrido acético. As caracteristicas estruturais do produto
obtido foram analisadas por espectroscopia na regido do infravermelho, ressonancia
magnética nuclear de *C e determinacdo do grau de acetilacdo pelo método volumétrico
(ASTM D871-72). Os resultados obtidos por estas técnicas sugerem um grau de N-acetilacdo
de 99,5%, valor concordante com dados da literatura. Atraves da solubilizacdo da N-
acetilquitosana em uma mistura de N,N-dimetilformamida/5% LiCl foram obtidos géis que
apresentaram alta estabilidade, mesmo ap06s lavagens com agua destilada. Géis de N-
acetilquitosana e blendas de N-acetilquitosana/Acetato de celulose com substancias bioativas
(naproxeno, naproxenato de timila e de eugenila) foram produzidos utilizando o método
casting. As caracteristicas morfolégicas das superficies de fratura dos geis de N-
acetilquitosana puro foram investigadas por microscopia eletrénica de varredura. A
morfologia revelou uma superficie lisa e indica um filme denso e uniforme. As blendas
obtidas s&o opacas indicando imiscibilidade do sistema, entretanto com a incorporagdo das
substancias bioativas o sistema tornou-se transparente, sugerindo que 0 naproxeno atua como
compatibilizante. As cinéticas de liberacdo das substancias bioativas incorporadas nos géis de
N-acetilquitosana foram avaliadas por espectroscopia UV-Vis em periodos de tempo pré-
determinados. Para o sistema N-acetilquitosana/naproxeno, em 8 minutos observou-se a
liberacdo de 90% de naproxeno. Ja para a blenda observou-se uma liberacdo mais controlada,
liberando 20% de naproxeno em 5 minutos. As microparticulas foram obtidas por diferentes
métodos, de maneira geral as particulas possuem diferentes morfologias, com tamanho médio
de 1 mm. As particulas de ALG-QT preparados com naproxeno, possuem morfologia
semelhante das microparticulas puras. O estudo de liberagdo mostrou que as microparticulas
preparados pelo método indireto, inicialmente apresentaram um perfil de liberacdo mais
controlado. Os resultados obtidos neste trabalho indicam que géis de N-acetilquitosana sdo
promissores sistemas para liberacdo transdermica de farmacos que, em condicdes reais (in
vivo), poderdo ser utilizados para melhorar/otimizar o tempo de a¢do e manter a concentragéo
terapéutica de substancias bioativas.

Palavras chave: Quitosana, Géis e Microparticulas, Liberagdo Controlada.



ABSTRACT

PRIMO, Julia O. P. Obtention of Chitosan Microparticles and Gels for Bioactive Substances
Controlled Release. 2015. 89 f. TCC (Curso de Licenciatura em Quimica). Universidade
Tecnoldgica Federal do Parand, Campo Mourdo, 2015.

In the search for new pharmacologically active compounds, several studies have sought to
minimize the unwanted effects of non-steroidal anti-inflammatory, is the search for a more
comfortable and efficient form of management , but also provide the patient with a more
potent drug with fewer effects side. Thereby seeking to contribute to advances in the
development of new drugs, this study investigated the controlled release of naproxen and
eugenyl and thymyl naproxenates. For this, gels, microparticles and chitosan blends were
prepared. In order to obtain these gels, a sample of chitosan, with a degree of deacetylation of
75-85%, was acetylated in heterogeneous medium using pyridine and acetic anhydride. The
structural characteristics of the obtained product was analyzed by infrared spectroscopy, *C
nuclear magnetic resonance and acetylation degree WaS determined by a volumetric
method (ASTM D871-72). The results suggest a N-acetylation degree of 99.5%, in agreement
with the literature value. Through of the N-acetylchitosan solubilization in a mixture of N,N-
dimethylformamide/5% LiCl were obtained gels that showed a high stability, even after
washing with distilled water. N-acetylchitosan gels and of N-acetylchitosan/cellulose acetate
blends with bioactive substances (naproxen, eugenyl and thymyl naproxenates) were
produced using the casting method. The morphological characteristics of the fracture surfaces
of the pure N-acetylchitosan gels were investigated by scanning electron microscopy. The
morphology revealed a smooth surface and shows a dense and uniform film. The blends
obtained are opaque indicating immiscibility of the system, however with the addition of
bioactive substances the system became transparent, suggesting that naproxen acts as
compatibilizer. The release kinetics of the bioactive substances incorporated in N-
acetylchitosan gels were evaluated by UV-Vis spectroscopy at predetermined periods of time.
For the N-acetylchitosan/naproxen system, in 8 minutes, was observed to release 90% of
naproxen. As for the blends there was a more controlled release, by releasing 20% of
naproxen in 5 minutes. The microparticles were obtained by different methods, the particles
showed different morphologies, with an average size of 1 mm. The ALG-QT particles
prepared with naproxen, have similar morphology that pure microparticles. The release study
showed that the microparticles prepared by the indirect method, initially showed a more
controlled release profile. The results of this study indicate that N-acetylchitosan gels are
promising systems for transdermal drug delivery, in real conditions (in vivo), may be used to
improve/optimize the time of action and maintain therapeutic concentration of bioactive
substances.

Keywords: Chitosan, Gels and Microparticles, Controlled Release Drug.
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1 INTRODUCAO

O uso de polimeros, principalmente os naturais, tem sido de vital importancia para o
avanco das ciéncias, apresentando inUmeras vantagens como a sua facil obtencéo,
biocompatibilidade e biodegradabilidade (AZEVEDO, 2007). Esses materiais poliméricos
vém sendo empregados em diversos campos como na engenharia de tecidos, implante de
dispositivos medicos e orgaos artificiais, proteses, oftalmologia, farmacéutica e odontologia
(AZEVEDO, 2002). Além disso, esses materiais vém ganhando destaque na indudstria
farmacéutica e quimica, com avancos na elaboracdo de sistemas de liberacéo controlada.

Sistema de liberacdo controlada é definido como um método em que as substancias
bioativas se fazem disponiveis para um alvo especifico, a uma taxa e duracdo pré-
determinadas, para gerar os efeitos necessarios (SOPPIMATH, 2001). O emprego de matrizes
poliméricas biodegradaveis para estes sistemas € o mais adequado, pois sua degradacdo in
vivo gera fragmentos menores que podem ser excretados pelo corpo, devendo ser atoxicos, e
assim nao criando nenhuma resposta inflamatoria (AZEVEDO, 2002). Esses produtos podem
ser aplicados pelas vias parenterais, transdérmica, oral, vaginal, nasal, ocular etc. Destacando-
se entre elas a administracdo cutanea, com desenvolvimento de sistemas transdérmicos, com a
liberacdo chegando até a corrente sanguinea para uma a¢do local ou sistémica (MARTINS;
VEIGA, 2002).

Farmacos que apresentam baixa biodisponibilidade, ou que possui na sua
composigdo uma substancia ativa com efeito colateral de irritacdo local, podem ter esses
problemas solucionados quando preparados com uma matriz polimérica que proporciona uma
liberacdo controlada (PALMIERI et al., 2002; SJOBLOM, 2004), encontrando-se disperso ou
dissolvido no sistema.

A natureza dos polimeros empregados como matriz de liberagdo controlada de
farmacos influencia significativamente no tamanho e no perfil de liberacdo do sistema,
produzidos muitas vezes em uma escala reduzida de tamanho (FERRARI, 2005). Os
biopolimeros mais estudados atualmente sdo: poli(acido latico), poli(hidroxibutirato),
poli(succinato de butileno), policaprolactona, poliésteres, celulose, colageno, alginato de
sodio e a quitosana (ZHANGA et al., 2013; PARVEEN et al., 2012; VASCONCELLOS et
al., 2011), etc.

Dentre as matrizes poliméricas empregadas para liberacdo controlada de farmacos,

destaca-se a quitosana, por ser um polissacarideo catidnico obtido de fonte renovavel,
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hidrofilico, biocompativel, biodegradavel e de baixa toxicidade (SINHA et al., 2004). Seu
emprego para a formagéo de sistemas de liberagdo controlada inclui a habilidade de controlar
a liberacdo de agentes ativos, e de ndo necessitar de solventes organicos durante a sintese de
particulas, devido a sua solubilidade em meio &cido (DASH et al., 2011). Os sistemas
produzidos com quitosana sdo mucoadesiva, facilitando a passagem do principio ativo,
podendo ser administrada por via oral, nasal, ocular e cutanea.

A quitosana é obtida pela desacetilacdo alcalina da quitina, encontrada em
exoesqueletos de crustaceos, insetos, parede celular de fungos etc. Quitina e Quitosana sdo
copolimeros constituidos por unidades N-acetil-D-glicosamina e D-glicosamina em
proporcdes variaveis, sendo diferenciadas pelo grau médio de acetilacdo (GA), propriedades
fisico-quimicas, como pKa, viscosidade e solubilidade (KUBOTA et al., 2000;
MUZZARELLI, 1973).

A modificacdo da estrutura quimica de biopolimeros, a fim de conferir-lhes
propriedades funcionais adicionais € uma atividade de pesquisa muito explorada
(GONSALVES; ARAUJO, 2011). Neste aspecto, a quitosana por ser um biopolimero que
apresenta sitios reativos versateis para modificagdes quimicas, favorecendo interacbes com
outras espécies moleculares, tanto dissolvidas quanto dispersas, pode sofrer modificacGes
como a quelacdo, complexacéo, microencapsulacéo, emulsificacdo, floculacdo, estabilizacdo
ou suspensdo, uma vez que derivados de quitosana obtidos por meio de uma de suas
modificacdes apresentam diversas aplicacGes biotecnologicas, biomeédicas e farmacéuticas
(MUZZARELLLI, 1996).

Devido a presenca de grupamentos hidroxilicos e aminicos em sua cadeia, a
quitosana, de carater hidrofilico, permite sua utilizacdo como biomaterial na forma de
comprimidos, micro e nano particulas, géis, hidrogéis e membranas em diversas aplicacdes,
como veiculo de liberacdo de farmacos (BORCHARD, 2001; LEE; PARK, 1995). A
quitosana apresenta varias propriedades farmacoldgicas, contribuindo para o processo de
cicatrizacao de feridas. Antitumorais, efeito antifingico, atividade antiacida e antitlcera, acdo
hemostatica, hipocolesterolémico e hipouricémico (MUZZARELLI, 1996; KUMAR, 2000).

Como visto, a quitosana possui propriedades que instigam o desenvolvimento de
sistemas de liberacdo controlada, com isso o estudo crescente acerca dela € justificavel e
merece destaque. Mas € necessario um amplo estudo sobre a formacdo de um sistema com
propriedades especificas, estabelecendo parametros no seu processo de produgdo. Assim, ao
escolher o sistema adequado para a liberagdo do farmaco estudado, podemos utilizar meios na

tentativa de aprimorar a processabilidade e as propriedades mecanicas para ser utilizado como
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carregador de farmaco (ABREU, 2008), e as blendas poliméricas € uma forma simples de
combinar as vantagens de diferentes materiais apresentando propriedades amplificadas de
acao farmacoldgica. Podendo ser compostas de uma vasta variedade de polimeros, sendo os
mais utilizados o polietileno glicol (PEG), poli (alcool vinilico) (PVA), poli (&cido acrilico)
(PAA), poli(acetato de vinila) (PVAc) etc (ABREU, 2008).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de
nano e microparticulas e géis a base de quitosana, para 0 emprego em sistemas de liberacéo
controlada de substancias bioativas. Para este fim, o naproxeno, naproxenato de timila e o

naproxenato de eugenila foram utilizados como substancias bioativas modelo.
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2 REVISAO TEORICA

2.1 POLIMEROS BIODEGRADAVEIS

Polimeros biodegradaveis sdo materiais em que a sua degradacéao resulta da acdo de
microrganismos, tais como fungos, bactérias e algas de ocorréncia natural, formando CO.,
CH; e H,0O, componentes celulares (FRANCHETTI; MARCONATO 2006). Sua
biodegradabilidade depende de fatores como a sua estrutura quimica, massa molar, origem, e
condicdes em que é exposto.

Os polimeros biodegradaveis utilizados podem ser de origem natural ou sintética.
Geralmente, os sintéticos apresentam vantagens por permitirem modificacdes de suas
propriedades durante o processo de sintese, diferentemente dos naturais. Os Polimeros
naturais tais como o amido, a celulose e a quitosana sdo biodegradaveis e amplamente
utilizados como matrizes em liberacdo de farmacos (AZEVEDO, 2002). No entanto, devido
ao grande tempo para degradabilidade dos polimeros naturais, estes sdo modificados
adicionando-se grupos polares as cadeias, que por serem mais labeis podem diminuir o tempo
de degradacdo. Como exemplo pode-se citar os polimeros naturais modificados obtidos a
partir da reticulacdo de quitosana utilizando-se glutaraldeido e da transformacéo de celulose
em acetato de celulose (AZEVEDO, 2002). E por fim, temos os Polimeros sintéticos, que sdo
aqueles que fazem parte do cotidiano, considerados versateis e muito utilizados, por exemplo,
os poli (etileno), poli (alcool vinilico) e poliésteres (OREFICE et al., 2006; LIU et al., 2009;
SWARBRICK, 2007).

2.2 QUITOSANA

A quitosana é um polissacarideo derivado da desacetilacdo alcalina da quitina
(Figura 1), abundante no exoesqueleto de crustaceos, na parede celular de fungos e outros
materiais bioldgicos, sendo considerado o segundo composto organico mais abundante da

natureza, ficando atras apenas da celulose. Foi isolada pela primeira vez em 1859 pelo
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aquecimento da quitina em solugdo concentrada de hidroxido de potéssio, resultando na sua
desacetilacdo (FREEPONS et al., 1986).

Sua estrutura quimica (Figura 1) é constituida por unidades de 2- amino-2-desoxi-D-
glicopiranose e 2-acetamida-2desoxi-D-glicopiranose interligadas por liga¢des glicosidicas 3
(1-4) (SINHA et al., 2004; MUZZARELLI, 1996).

HOHG COCH HOH.C
Q M NaOH Q NHz
—_—
o]
O\m Desacetilaciio H \m\
NH CHo0H
NHCOCH; CHCH A 2 20 .
Quitina Quitosana

Figura 1: Representacdo esquematica da quitina e da quitosana, e o seu processo de desacetilagéo.
Fonte: Autoria prépria.

A quitosana possui peso molecular na ordem de 1,5x10° Dalton, grau de
polimerizag&o entre 600 e 1.800 e uma extensdo entre 60 e 80 % de desacetilacdo, sendo que,
em solucdo a 1% (p/v) de &cido acético apresenta uma viscosidade entre 250 e 2.500 cps.
Quitina e quitosana sdo degradadas por varias lisoenzimas, as quais estdo amplamente
distribuidas em plantas e animais (FREEPONS et al., 1986).

Uma das caracteristicas mais importantes da quitosana € o seu grau de desacetilacdo
(GA), que determina a quantidade de grupos aminicos livres no polissacarideo, diferenciando-
a da quitina, e assim influenciando diretamente na sua solubilidade. Enquanto a quitina é
insolGvel na maioria dos solventes, a quitosana é soltvel na maioria das solugdes de acidos
organicos com pH inferior a 6, sendo o &cido acético e o férmico, os mais usados para a
solubilizacdo da mesma (GQY et al., 2004; DAMIAN et al., 2005).

A producéo da quitosana se da pela desacetilacdo da quitina com hidréxido de sédio
40-50% na temperatura de 110-115°C (Figura 1) (DAMIAN et al., 2005). Os diversos fatores
no processamento de obtencdo da quitosana, como a temperatura, tempo de reacdo ou
composicdo dos reagentes, influencia diretamente no produto final, e suas propriedades
podem influenciar na sua pureza, viscosidade, grau de desacetilacdo, peso molecular, etc. Sua
obtencdo é menos prejudicial ecologicamente, pois para esta finalidade sdo utilizados
reagentes menos perigosos, e 0s produtos secundarios obtidos, como acetato de sodio,

carbonato de calcio e determinados pigmentos podem ser reaproveitados.
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Devido a sua grande versatilidade a quitosana apresenta varias aplicacGes na area
farmacoldgica. Mas sua insolubilidade em agua e em alguns solventes organicos limita seu

uso como suporte de farmacos, estimulando assim modificagdes quimicas na sua cadeia.

2.2.1 Modificagdes da Quitosana

A modificacdo da estrutura quimica de biopolimeros confere propriedades funcionais
adicionais ou simplesmente melhora seus atributos ja caracteristicos. A quitosana é um
biopolimero que apresenta sitios reativos versateis para modifica¢bes quimicas, o que a insere
em um conjunto de biomoléculas de grande interesse para pesquisadores de diversos ramos da
ciéncia, uma vez que derivados de quitosana obtidos por meio dessas transformacoes
demonstram  diversas aplicagdes  biotecnoldgicas, biomédicas e farmacéuticas
(LARANJEIRA; FAVERE, 2009).

Os biopolimeros quitina e quitosana apresentam duas hidroxilas (-OH) reativas,
sendo uma primaria na posicdo C-6 e a outra, secundaria na posi¢do C-3, como apresentado
na Figura 2, sendo mais reativa a hidroxila do C-6. A diferenciagdo entre esses dois
biopolimeros esta no grupamento pendente na posi¢do C-2, que no caso da quitina, 0 grupo
acetamido (-NHCOCHj3) ali se apresenta, enquanto que na quitosana essa posicao é ocupada
pelo grupo amino (-NH,) (LIMA, 2010). Sendo este 0 grupamento presente na quitosana que
se comportam como um polieletrélito catibnico em meio &cido, tornando-a mais soltvel e
consequentemente, mais reativa (SANTOS et al., 2003; JUSTI et al., 2004; COELHO et al.,
2007; LIMA, 2010).

% \%NHCO%_'S
CHZOH

Figura 2: Representacgdo esquematica da quitina (NHCOCH; > NH,) ou quitosana (NH, > NHCOCH,).
Fonte: Autoria prépria.
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Ambos os grupamento hidroxilas e amino possuem pares de elétrons livres, que
podem ser compartilhados, podendo atuar como base em reagdes acido-base e também como
um nucleofilo em reacbes de substituicdo, como por exemplo, em acilacdo e em alquilacéo
(SANTOS et al.,, 2003). Sendo o grupamento amino da quitosana mais reativo que 0S
grupamentos hidroxilicos (LIMA, 2010).

E é devido a esses grupamentos reativos presentes em sua cadeia que, a quitosana
apresenta uma das caracteristicas mais interessantes, a sua versatilidade para modificacao
quimica. A presenca de grupos amino propicia inumeras modificagfes quimicas na superficie
do polimero (LAUS et al., 2006; LIMA, 2010). Podendo introduzir novos grupos funcionais
na cadeia polimérica da quitosana obtendo-se inUmeros derivados a fim de atingir as
finalidades desejadas. Nessa funcéo, podem ser feitas varias reacGes de modificacao, dentre as
quais se destacam as reacdes de acilacdo, alquilacdo, formacdo de base de Schiff,
carboxilacdo, N-ftaloilacdo, sililagcédo, tosilagdo etc (BODNAR et al, 2005). Sendo algumas
destas reacOes discutidas a seguir.

A acilagcdo da quitosana com anidridos carboxilicos ocorre preferencialmente, nos
grupos amino livre, conforme mostra a Figura 3, pois a reacdo nos grupamentos hidroxilicos
é mais lenta (KURITA, 2006; LIMA, 2010). Este tipo de modificacdo dependendo da
intensidade ao longo da cadeia confere ao produto obtido solubilidade em solventes organicos
como o cloroférmio (ABRAM, 2004). Sendo uma modificacdo ndo regiosseletivas por conta
das condicdes heterogéneas da reacdo, por exemplo, as acilagbes com os anidridos acidos na
mistura do acido acético e metanol aquosos, favorece quase que seletivamente o grupo amino,
mas a O-acilagdo ocorre igualmente a baixas extensdes, formando produtos acilados que

precipitam ou formam géis devido a reducdo da solubilidade (LIMA, 2010).

OH OH OH
o) 0 Ac,0 Q
E—
H o0 |y O_| MeOH | H RN
NHACc NH, NHAc
L Jp b Im L In

Figura 3: N-acetilacdo seletiva no grupamento aminicos (-NH,).
Fonte: Autoria prépria.

Diferentemente da acilacdo a alquilacdo, é regiosseletiva, dependendo apenas do

meio reacional, sendo que em condi¢Oes alcalinas ocorre no grupamento hidroxila, mas em
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condicBes neutras ou acidas, o produto se forma pela alquilacdo da amina (ABRAM, 2004). A
alquilacdo da quitosana com Oxido de propileno, por exemplo, é controlado pelo pH da
solucdo. Onde a reacdo ocorrerd preferencialmente nos grupos hidroxilicos ou aminicos
dependendo da condicdo do meio submetido, como pode ser observado na Figura 4
(KURITA, 2006).

OH
m
pH ~ .7 @)
H N
NH
B OH | I
o N/ Me B HO Me -n
o
o)
HO o oH
NH,
Me
L “n o \H _
o)
L
" %
o)
HO ™~
NH,

Figura 4: Alquilacéo seletiva da quitosana.
Fonte: Autoria propria.

A condensacdo do grupo amino livre da quitosana com aldeidos ou cetonas favorece
a formacdo de bases de Schiff e a reacdo é dada pela mistura dos solventes, &cido acético e
metanol, como ilustrado na Figura 5. A reacdo no estagio inicial é homogénea, com
formacdo de um gel devido a baixa solubilidade das bases de Schiff resultantes. A formacéo
de bases de Schiff pode ser usada para protecdo do grupo amino na cadeia em modificagOes
quimicas dos grupos hidroxila restantes (KURITA, 2006). Um reticulante muito utilizado é o

glutaraldeido, para a formacao de base de Schiff em quitosana.
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O RCHO Q

~ H o
H NH, N=CHR

— —Nn — —n

Figura 5: Formacao de base de Schiff da quitosana com aldeido.
Fonte: Autoria propria.

A N-carboximetilacdo da quitosana é efetuada com a formacéo de uma base de Schiff
com &cido glioxilico e sofre reducdo com cianoboridreto de sédio, como ilustrado na Figura
6. Este método conduz a carboximetilagdo regiosseletivas do grupo amino. Outros derivados
de quitosana N-carboxilados séo preparados a partir de acidos carboxilicos tendo um grupo
aldeido ou cetona (KURITA, 2006; LIMA, 2010). Esses derivados sdo utilizados como

biomateriais e como agentes fungicidas.

OH OH OH
O CHOCO.H Q NaCNBH; Q
. (@] —_—> (@]
o HO ™~ HO ~
HO ~ N N
NH, I I
N J, L CHCOH _| L CH,COH I,

Figura 6: N-carboximetilacdo da quitosana por Alquilacéo redutiva.
Fonte: Autoria prépria.

Essas modificacbes para obtencdo de derivados estruturais da quitosana promovem a
reticulacdo das cadeias poliméricas desse polimero, conferindo-lhes propriedades como,
maior resisténcia a dissolu¢cdo em meio acido, geracdo de estruturas poliméricas densas ou
porosas e reducdo da reatividade quimica do material obtido. Conferindo a ela aplicacdes
especificas como a fabricacdo de resinas para extracdo em fase solida de ions metélicos,
corantes e poluentes orgénicos, desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada de
farmacos e construcdo de biossensores baseados na imobilizacdo de enzimas ou de células
vivas em filmes de quitosana reticulada (GONSALVES; ARAUJO, 2011).

Devido a estas propriedades favoraveis, o interesse da quitosana e seus derivados em

aplicacdes de liberagdo de farmacos tém aumentado consideravelmente nos Gltimos anos. Para



24

isto, é extremamente importante que a mesma seja hidrossolUvel e carregada positivamente.
Essas propriedades permitem a interacdo com polimeros anidnicos, macromoléculas e
polianions em meio aquoso, favorecendo a difusdo de farmacos no mecanismo de liberacéo,
sendo assim um interessante excipiente para administracdo de farmacos via oral
(LARANJEIRA; FAVERE, 2009).

Diversos trabalhos séo encontrados na literatura acerca de aplicagdes da quitosana e
seus derivados. Por exemplo, a modificacdo da quitosana em N-trimetil quitosana, ou N-
carboximetil quitosana, apresenta caracteristicas especiais de aderir a superficies da mucosa,
sendo util para a liberacdo de farmacos nesse local. A quitosana enxertada com poli (&cido
acrilico) gera um copolimero de enxerto com propriedades hidrofilicas e mucoadesivas
(LARANJEIRA; FAVERE, 2009).

Sistemas de liberacdo de farmacos a partir de quitosana tais como nano e
microesferas, lipossomas e géis, ttm demonstrado possuir boas caracteristicas bioadesivas e
intumescem facilmente quando em contato com a mucosa nasal. Além disso, varios sais de
quitosana, tais como (lactato, aspartato, glutamato e cloridrato de quitosana) sdo obtidos a fim
de serem utilizados para liberacéo controlada de farmacos (LARANJEIRA; FAVERE, 2009).

2.2.2 Blendas de Quitosana

Uma das principais vantagens para a liberacdo controlada estd na facilidade de
fabricacdo e manipulacdo das propriedades do sistema (ABREU, 2008). As blendas
poliméricas é uma forma simples de combinar as vantagens de diferentes materiais
poliméricos, elas podem ser compostas de uma vasta variedade de polimeros, sendo 0s mais
utilizados o polietileno glicol (PEG), poliélcool vinilico (PVA), acido poliacrilico (PAA),
poliacetatodevinila (PVAc) etc (ABREU, 2008).

Peppas e Tennenhouse (2004), adicionaram PEG em blendas de PVA com PAA,
notando-se uma melhora na habilidade de inchamento e na sensibilidade ao pH do filmes,
apresentando propriedades favoraveis para sua utilizagdo em sistemas de liberagdo controlada
de farmacos. Pesquisadores também avaliaram o emprego de gelana em hidrogéis a base de
PVA na liberacdo in vitro do horménio humano do crescimento (GH), que apresentou
melhoria no perfil de liberagdo conforme houve o aumento do teor de gelana (CASCONE,
2001 apud ABREU, 2008).
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Blendas a base de quitosana tem sido propostas a fim de aumentar a
biocompatibilidade e a eficiéncia de encapsulamento dos farmacos (CASCONE, 2001;
CASCONE, 2004; HIRANO, 2000 apud ABREU, 2008). Por exemplo, o emprego de
quitosana com colageno (HIRANO, 2004 apud ABREU, 2008), PVP (ZENG; FANNG; XU,
2004 apud ABREU, 2008) e com alginato (CASCONE, 2001; CASCONE, 2004 apud
ABREU, 2004) foram produzidas e testadas para liberacdo de proteinas e farmacos. Nestes
estudos verificou-se que o teor de quitosana € fundamental para o ajuste entre as propriedades
mecanicas e de liberacdo de farmacos (ZENG; FANNG; XU, 2004 apud ABREU, 2008).
Blendas de quitosana com alginato também apresentaram propriedades mecénicas e perfil
adequado de liberacdo do farmaco, mostrando assim a importancia do estudo desses
compostos. Desta forma, considera-se que o0 emprego desses géis de quitosana ou suas

blendas € uma proposta promissora como sistema de liberacdo controlada.

2.3 SISTEMAS DE LIBERACAO CONTROLADA

Os sistemas de liberacdo controlada andam em crescente progresso.S&o sistemas
promissores em relacdo ao aumento da eficicia terapéutica de um farmaco através da sua
manutencdo dentro da faixa terapéutica, diminuindo os niveis de toxidade e reduzindo a
necessidade de dosagens diarias, em relacdo ao sistema convencional (Figura 7). As
nanoparticulas sdo um exemplo destes sistemas, que possui cinética de adsorcdo rapida além
da maior facilidade de manuseio e operagdo (VILA et al., 2002; DAUGHERTY; MRSNY,
2006).

A utilizacdo de um sistema de liberacdo controlada contribui para o desenvolvimento
da satde humana, pois segundo Azevedo (2002), oferecem inimeras vantagens quando
comparados com o sistema convencional, como: maior eficacia terapéutica, com liberacao
progressiva e controlada do farmaco; diminuicdo da toxidade e maior tempo de permanéncia
do farmaco na circulacdo; administracdo segura e conveniente (menor nimero de dose);
direcionamento a alvos especificos, sem imobilizacdo significativa das especies bioativas, e

possivel incorporacdo tanto de substéancias hidrofilicas como lipofilicas.
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Convencional

------- Liberagdo controlada

Efeitos Adversos

________ Nivel Téxico

Faixa terapéutica

___________________ Nivel Efetivo

Concentragéo plasmatica

Sem efeito

Tempo (dosagens administradas)

Figura 7: Perfil de liberacéo de drogas em funcéo do tempo: convencional x controlada.
Fonte: Adaptado de Azevedo, (2005).

No desenvolvimento de um sistema de liberacdo controlada, uma grande variedade
de polimeros naturais, sintéticos ou semissintéticos podem ser aplicados, cuja caracteristica
principal é ser atoxico e biodisponivel (COIMBRA, 2010).

A liberacdo do principio ativo, no sistema de liberacdo controlada € moldada
conforme a via de administragdo escolhida (MOURA, 2009). Sendo controlada por diversos
mecanismos, como a erosdo, difusdo e intumescimento. Dependendo apenas do excipiente
polimérico a ser utilizado (LOPES et al., 2005). Dentre as diferentes vias de administracéo
pode-se citar a via oral, nasal, retal, sublingual e cutdnea. Entre estas vias, as vias de
administragcdo cutanea e oral tem sido alvo de diversos estudos farmacéuticos visando o

desenvolvimento de sistemas para liberacdo controlada de farmacos ou substancias bioativas.

2.4 VIAS DE ADMINISTRACAO

2.4.1 Pele como via de administracao

A pele é o maior 6rgdo do corpo, um érgdo complexo que possui a maior variedade
de tipos de células. Este 6rgdo atua retendo &gua e como uma barreira contra a penetracéo de
agentes externos. A penetracdo na pele é uma etapa essencial para que ocorra uma

contaminagdo por microrganismos ou substancias quimicas, para liberacdo de farmacos na
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pele (tratamentos dermatoldgicos) ou através da pele (transdérmicos), e para o cuidado e
protecdo (cosméticos) (BOLZINGER et al., 2012; PATZELT et al., 2008). Além de contribuir
para o controle da temperatura corporal, apresenta fungdes enddcrinas, como por exemplo,
sintese da vitamina D e sintese periférica de pré-horménios (como a conversdo da testosterona
em diidrotestosterona, mais ativa) e fungdes sensoriais (dor, tato, percepcdo de temperatura)
(MENON, 2002).

Sendo cada dia mais utilizado como rota alternativa para dosagem de farmacos, a
pele permite a liberacdo controlada diretamente na corrente sanguinea, evitando assim efeitos
adversos, geralmente observados pela via oral (BOLZINGER et al., 2012). O uso desta via
possui inimeras vantagens, entre elas, o aumento da biodisponibilidade, evitar o metabolismo
de primeira passagem do figado e a degradacdo enzimatica no sistema gastrico (LV et al.,
2011;SMITH; WOOD; DORNISH, 2004).

Fatores diversos podem afetar a liberacdo de farmacos na pele, tais como o peso
molecular, lipofilicidade e grau de ionizagdo da substancia, a formulacdo, a presenca de
modificadores de permeacdo e o estado fisico e graus de hidratacdo do estrato corneo
(FORSTER et al., 2009). O estrato corneo € o principal fator da pele ser uma das melhores
barreiras bioldgicas. Nos Gltimos 10 anos tém-se mostrado em estudos que ndo € uma camada
inerte, como acreditava-se no passado, mas sim uma parede ativa opondo-se a penetracao de
moléculas indesejaveis (MORGANTI et al., 2001).

E é na barreira do estrato corneo que é encontrada a principal limitacdo desta rota de
administracdo, apesar de indmeras vantagens, como grande éarea superficial, pequena
degradacdo enzimatica e o longo tempo de aplicacdo permitido pela liberacdo cutdnea
(ANTON; BENOIT; SAULNIER, 2008; BOLZINGER et al., 2012). Geralmente, a barreira
epidérmica apresenta danos no inicio da terapia topica permitindo a livre penetracdo do
farmaco. Porém com a recuperacdo da capacidade de barreira do estrato corneo durante o
tratamento, podera ocorrer uma reducdo desta penetracdo podendo prejudicar a eficacia do
tratamento em doencas cronicas, onde € desejavel que o farmaco aplicado topicamente
mantenha uma penetracdo adequada por longos periodos (BENFELDT; SERUP; MENNE,
1999).

Assim, alguns estudos estdo sendo feitos para reforcar a permeagdo na pele, que
incluem a utilizagdo de processos quimicos, fisicos e novos sistemas de liberacdo (THONG;
ZHAI; MAIBACH, 2007). No desenvolvimento de novos sistemas de liberagdo de farmacos,
nanoparticulas poliméricas, micelas e lipossomas sdo propostas para aumentar a absorcdo

cutanea de ativos farmacologicos, diminuindo o dano causado na funcdo do estrato corneo
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(ALVAREZ-ROMAN et al., 2004; SHIM et al., 2004; KULKAMP et al., 2009). Assim, 0s
sistemas nanoparticulados podem levar a uma maior penetracéo do ativo pelas subcamadas da
epiderme a fim de alcancar seu local de acdo, e a liberacdo controlada do farmaco a partir da
nanoestrutura pode reduzir efeitos colaterais e prolongar o efeito terapéutico (ALENCASTRE
et al., 2006; FORSTER et al., 2009).

Além disso, os medicamentos desenvolvidos para aplicacdo atraves de sistemas
transdérmicos sdo apresentados geralmente na forma de adesivos e géis, formados por
matrizes poliméricas, sendo o processo de difusdo através da matriz o principal fator que vai
controlar a liberacdo do farmaco para o meio de absorcdo. Nestes sistemas de liberacdo, a
permeacdo dos farmacos na pele pode ser potencializada pelo uso de promotores de
permeacao - que sdo compostos quimicos, farmacologicamente inativos, que podem permear
ou interagir com os constituintes da pele e assim diminuir a resisténcia da mesma a difusdo do
farmaco (BARRY, 1987). Entre os promotores de liberacéo transdérmica destaca-se 0s 6leos
essenciais, que apresentam bons resultados na promocdo de permeacdo e possuem baixa

toxicidade e probabilidade de desenvolvimento de irritacdo dérmica (FOX et al., 2011).

2.4.2 Via oral de administracéo

Os medicamentos contém substancias ativas que devem ser administradas ao
paciente através de uma das vias possiveis, veiculada em uma forma farmacéutica solida,
semi-solida ou liquida. Sendo a administracdo oral de farmacos a primeira escolha no
desenvolvimento de formas farmacéuticas e a mais usada, devido a sua facilidade de
administracdo e melhor adesdo a terapéutica por parte do paciente (PEZZINI et al., 2007;
VARUM et al., 2008). Porém, a administracdo envolve cuidados na interpretacdo de trés
elementos chaves: o farmaco, a forma farmacéutica e sistema gastrointestinal (WILDING,
2000).

Devido alguns farmacos ser rapidamente absorvidos no estdmago ou intestino
delgado, sua formulacdo se da por liberacdo imediata. Mas, muitos farmacos apresentam
efeito subterapéutico ou um perfil indesejado de efeitos Claterais quando formulados neste
tipo de formas farmacéuticas (VARUM, 2008). Assim, estes farmacos devem ser formulados
em formas farmacéuticas de liberacdo controlada (VARUM et al., 2008), permitindo que se

mantenha uma concentragéo sistémica de farmaco dentro do nivel efetivo, ou faixa terapéutica
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(Figura 7) por um longo periodo de tempo, diminuindo assim o ndmero de dosagens, e
evitando niveis toxicos. Outra vantagem ¢ a liberagdo do farmaco no sitio especifico.

Diversas tecnologias estdo sendo empregadas para o desenvolvimento de sistemas de
liberacdo controlada. O método mais adequado para seu desenvolvimento depende de fatores
como custo, perfil de liberacdo desejado, propriedades do farmaco etc. Este trabalho tem por
finalidade utilizar técnicas para a obtencdo de sistemas nanoparticulados para liberagdo

controlada de farmacos, também por via oral.

2.5 NANOTECNOLOGIA

Considerada uma ciéncia, a nanotecnologia consiste na produgdo de sistemas em
escala molecular e a manipulacdo de materiais em uma escala atbmica. Definida também
como o estudo e uso de estruturas com tamanho entre 1 e 100 nandmetros, sendo que, um
nanémetro corresponde & 10° m (CAMARGO et al., 2009).

Nas Ultimas décadas observa-se um avangco no emprego de polimeros
biocompativeis, isto é, que possuem a capacidade de serem degradados, em fragmentos
menores, por organismos vivos avanca nas pesquisas (SCHAFFAZICK et al.,, 2003;
VENKAT RATNAM et al., 2006; DURAN; OLIVEIRA; AZEVEDO, 2002). Apresentando
aplicacBes importantes na area da quimica, biologia e farmacéutica. A aplicacdo da
nanotecnologia na éarea das ciéncias da vida é denominada de nanobiotecnologia. A
nanobiotecnologia, na area de farmacia, atua na liberacdo de farmacos (alterando a
biodisponibilidade, promovendo a liberacdo controlada e o direcionamento do farmaco). A
tecnologia de liberacdo modificada de farmacos representa diferentes aspectos
multidisciplinares e pode contribuir muito para o avanco da salde humana (DURAN;
OLIVEIRA; AZEVEDO, 2002).

Para este fim, tém-se buscado métodos para produgdo de nanoparticulas poliméricas
que além de garantir a estabilidade da molécula e a manutencéo de sua atividade biologica,
possam formar estruturas estaveis, sollveis, com tamanho e carga favoravel a aplicacdo
desejada (REIS et al., 2006).

2.5.1 Nanoparticulas poliméricas
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As nanoparticulas polimeéricas sdo carregadores submicrométricos de farmacos, as
que incluem as nanocapsulas e as nanoesferas. Sendo as nanocapsulas formadas por uma
camada polimérica disposta ao redor de um nucleo geralmente oleoso, enquanto as
nanoesferas sdo sistemas matriciais constituidos por polimeros (Figura 8) (PUISIEUX et al.,
1994; SCHAFFAZICK et al., 2003). As nanoesferas sdo particulas solidas coloidais com
tamanho inferior a 1,0 um que carregam substancias ativas. Devido seu tamanho reduzido,
podem facilmente atravessar barreiras bioldgicas assim como penetrar todos os tipos de
células (NAGPAL,; SINGH; MISHRA, 2010).

Seu estudo se deve a inUmeras vantagens, tais como o controle da liberacdo de
farmacos, a distribuicdo mais seletiva de substancias ativas, aumentando os seus indices
terapéuticos, a vetorizacdo cerebral de farmacos, a veiculacdo de anti-inflamatorios nao-
esterdides, a protecdo de farmacos degradaveis no trato gastrointestinal e 0 aumento de sua
biodisponibilidade (SCHAFFAZICK et al., 2006).

Nanocapsulas Nanoesferas
i/ﬂ_\ Firmaco

MNibcleo Oleoso

Rede Polimérica

Ny

Firmaco

Matnez

Figura 8: Representacdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas.
Fonte: Adaptado de Azevedo (2002).

2.5.2 Técnicas de preparacdo de particulas de quitosana

Existem varios métodos para a preparacdo de nanoparticulas poliméricas, segundo
Vila Jato (1999), o nimero de métodos existentes superam varias centenas, diferenciando-se
entre eles no aprisionamento do material desejado, variando o seu tamanho, uma vez obtido o
produto final.

Porém, a escolha do método mais adequado depende de alguns fatores, tais como, as

propriedades fisico-quimicas do material a encapsular (solubilidade principalmente); a
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aplicacdo das particulas; o tamanho, textura e forma da particula e o mecanismo de liberacéo
do material a ser encapsulado (BANSODE et al., 2010 apud BRASILEIRO, 2011). De acordo
com a propriedade do agente encapsulante e do material encapsulado, os métodos podem ser
subdivididos em métodos fisicos, quimicos e fisico-quimicos (TIWARI et al., 2010 apud
BRASILEIRO, 2011). Alguns métodos empregados pode-se citar a polimerizacdo interfacial
de mondmeros, emulsdo seguida da evaporacdo do solvente, nanoprecipitacdo, salting-out,
spray-drying, microemulsificacdo, coacervacdo simples ou complexa (AGNIHOTRI et al.,

2004; SINHA et al., 2004). Sendo os métodos mais utilizados discutidos a seguir.

2.5.2.1 Coacervacao

Este método é constituido por duas fases liquidas em sistemas coloidais. Sendo um
método que utiliza as propriedades fisico-quimicas da quitosana, uma vez que esta é insoluvel
em pH elevado, precipitando (coacervando) quando entra em contato com solucgdes alcalinas
(AGNIHOTRI et al., 2004; DASH et al., 2011).

As particulas sdo produzidas pela dispersdo de uma solucdo acida de quitosana numa
solucdo alcalina, utilizando-se de um bocal de ar comprimido para formar particulas dispersas
que precipitam em contato com a solucéo alcalina (KO J. et al., 2002 apud MARTINS, 2013),
sendo um método que pode ser adaptado, em que a solugdo &cida de quitosana é gotejada com
0 auxilio de uma seringa. O tamanho do bocal do atomizador e da seringa, bem como a
pressao a que a solucdo é gotejada, controla o tamanho das particulas. A Figura 9 representa

esquematicamente o método de producdo de microparticulas de quitosana por coacervacao.



32

Ventoinha

Solucdo de Quitosana {7
Solugdo alcalina

Figura 9: Representacdo esquematica do método de producdo de particulas por coacervacao.
Fonte: Adaptado de Martins (2013).

A coacervacao se agrupa a uma série de técnicas de encapsulacao a fim de rearranjar
a cadeia do polimero introduzida por algum procedimento que conduz alteracdo das
caracteristicas do meio. Sendo constituida por dois processos, a coacervacao simples, quando
apenas uma Unica macromolécula estd presente (KALOTI; BOHIDAR, 2010), e a
coacervacdo complexa, também chamada de complexacdo de polieletrélitos, consistindo na
interacdo de dois ou mais polieletrélitos com cargas elétricas opostas (DAVIDENKO et al.,
2009). Ganhando destaque a complexacdo de polieletrdlito, devido a sua peculiaridade de

possuir caracteristicas tanto de um polimero, quanto de um eletrélito.

2.5.2.2 Complexac&o Polieletrolitica

As dispersdes de complexos de polieletrolitos é resultado de fortes interacGes
eletrostaticas entre macromoléculas com cargas opostas. Estas interacdes possuem forca
suficiente para prevenir a dissolucdo do complexo em dgua (AELENEI et al., 2009; SILVA et
al., 2008). A interacdo também pode ocorrer entre os residuos de suas cadeias laterais ou pelas
interacdes entre outro grupamento presente na macromolécula. Porém, ligacdes de hidrogénio,
interacdes hidrofobicas e forcas de van der Waals podem complementar a formagéo
(BHATTARAI et al., 2010).

A mistura de solugdes contendo polianions e polications leva a formagdo espontanea
de complexos polieletroliticos (Figura 10), dependendo de fatores como a forca e localizacdo
dos sitios i6nicos, da rigidez da cadeia polimérica, do pH, temperatura, forca iénica, peso



33

molecular, velocidade da mistura, entre outros fatores (HARTIG et al., 2007). E fundamental
que exista um equilibrio entre cargas positivas e negativas de modo que a maior parte dos
sitios ativos esteja ligada (DUCEL et al., 2006). Essa técnica é simples e altamente vantajosa,
pois polieletrdlitos poliméricos sdo biodegradaveis e de lenta degradacdo, ndo alteram a
funcdo celular e utilizam &gua como solvente.

Os compostos geralmente utilizados na formacdo de complexos polieletroliticos sdo
os polissacarideos (quitosana, alginato de sodio, pectina, dextrana, carboximetilcelulose,
Xantana, acido hialurdnico), proteinas (gelatina, aloumina, queratina) e polimeros sintéticos
(&cido poliacrilico) (AELENEI et al., 2009; BHATTARAI et al, 2010; COELHO et al., 2010).
Sendo a quitosana um dos polications mais utilizado na producdo de nanoparticulas via

complexacdo polieletrolitica, devido a sua capacidade de interagir com polimeros polianions.

Figura 10: Processo de agregacao de dois polieletrélitos com a formagao do complexo.
Fonte: Adaptado de Witt (2012).

2.5.2.3 Spray-drying

Este método consiste na solubilizacdo da quitosana em uma solucdo aquosa de acido
acetico, e nesta solucdo é incorporada a substéncia ativa, podendo ser tanto por dissolugéo,
quando se trata de substancias solGveis em agua, quanto por disperséo, no caso de substancias
insollveis em &gua. Adicionando-se no final o agente reticulante. A mistura final €, entdo,
pulverizada sobre uma corrente de ar quente, formando goticulas pequenas das quais
rapidamente o solvente evapora, deixando as particulas secas no sistema (AGNIHOTRI et al.,
2004; SINHA et al., 2004; DASH et al., 2011). Este método elimina a necessidade de utilizar

solvente, pois para separar as particulas formadas da corrente de ar é utilizado geralmente um
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ciclone com a capacidade de reter particulas do tamanho das particulas obtidas no método de
producdo (MARTINS, 2008) A Figura 11 representa 0 método de preparacao de particulas por
spray-drying.

Mistura Quitosana/Substancia
&:,%:22| Bioativa/Reticulante

0

Entrada de ar quente

Ciclone Saida de ar arrefecido

N\

%0 e, "
% 0,2 | Particulas

Figura 11: Representacdo esquematica do método de producao de particulas por spray-drying.
Fonte: Adaptado de Martins (2013).

2.5.2.4 Emulsificacdo/Evaporacdo do Solvente

No método emulsificacdo/evaporacdo do solvente o polimero e o farmaco sao
dissolvidos em um solvente organico imiscivel em agua, denominada fase organica, e
emulsionados em uma solucgdo aquosa contendo tensoativo, formando emulsdes 6leo em agua
(O/A) ou agua em o6leo (A/O). Em que o solvente é evaporado e o polimero precipita
formando particulas (SOPPIMATH et al., 2001; REIS et al., 2006). As particulas formadas
sdo posteriormente submetidas a processos de separacdo, lavagem e secagem (ZANETTI,

2002), como pode ser observado na Figura 12.
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Figura 12: Producdo de particulas pelo método de emulsao/evaporacao do solvente.

Fonte: Adaptado de Zanetti (2002).

Diversos fatores influenciam nas propriedades das particulas produzidas, como o
solvente utilizado na fase organica (ARSHADY, 1991), a velocidade de evaporacdo do
solvente, temperatura e velocidade de reacdo, sendo o diametro da particula controlado com a
modulacdo da velocidade de agitacdo (REIS et al., 2006; BUDHIAN et al., 2007).

2.6 SUBSTANCIA BIOATIVA

Os farmacos anti-inflamatorios néo-esterdides (AINEs) vem sendo empregados

ultimamente no tratamento de diversas patologias que requeiram atividade anti-inflamatoria
ou analgésica. Entre esses, destacam-se os derivados do acido 2-arilpropionico: ibuprofeno,

naproxeno e cetoprofeno.
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2.6.1 Naproxeno

O naproxeno é um anti-inflamatorio ndo-esterdide, derivado do acido propidnico,
conhecidos como profenos. Mas, diferentemente de outros derivados do seu grupo, O
naproxeno sobressai, pois possui longo tempo de meia-vida, permitindo uma administragéo
eficaz e um menor nimero de dosagens durante o dia (AMARAL, 1997).

O Naproxeno € um pO cristalino branco com sabor e cheiro pouco ativo.
Denominado quimicamente como 4&cido (S)-2-(6-metoxi-2naftil)propidnico (Figura 13)
(AMARAL, 1997), este anti-inflamatério € comercializado enantiomericamente puro, pois o
R € hepatotoxico.

A formula molecular do naproxeno é Ci4H1403, correspondendo a uma massa
molecular de 230,3g/mol. Segundo Pereira, (2009) o naproxeno é solGvel em alcool,
cloroférmio, metanol, acetona e lipideos, sendo pouco sollvel a baixo pH, apresentando um
coeficiente de particdo (Log P) a pH 7 entre 1,4 a 1,8. Deste modo, conferindo ao naproxeno
um carater lipofilico.

O naproxeno pode ser administrado por diversas vias como a oral, cutanea e retal,
entretanto a via oral possui uma biodisponibilidade de mais de 90% devido a sua maior
absorcdo, em que os picos de concentracdo plasmatica ocorrem passadas duas a trés horas
apos a sua administracdo por esta via (AMARAL, 1997), ja por via retal esses picos de
administracdo sdo atingidos mais lentamente.

Segundo Amaral, (1997) o Naproxeno além de ser administrado por via oral, tem
sido bastante utilizado em formas de administracdo cutaneas, pois se apresenta de modo geral,
bem tolerado pela pele humana. Estudos recentes demonstraram niveis significativos deste
farmaco em tecidos profundos como o musculo e o liquido sinovial, apds aplicacdo tdpica
(AMARAL, 1997). O que representa uma vantagem quando se pretende aliviar sintomas
locais, eliminando efeitos sistémicos indesejados, quando administrado por via oral.

Porém, o uso do naproxeno por periodo prolongado pode desencadear toxicidade
gastrointestinal em determinados pacientes, resultando em danos a mucosa, irritacdo e até
mesmo hemorragia, quando tratados por via oral.

Estes danos gastrointestinais provocados sdo geralmente atribuidos a dois fatores: i)
irritacdo local pela fungdo acido carboxilico, comum em muitos AINEs e ii) producgdo
diminuida de prostaglandinas no tecido, que possui funcdo fisioldgica citoprotetora para

manter a salde gastrointestinal e homeostase.
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Para contornar estes problemas, varios grupos de pesquisas tém estudado a
modificagdo estrutural de AINEs. Por exemplo, a derivatizacdo da funcdo carboxilato,
geralmente, fornecem um anti-inflamatorio potente com efeitoulcerogénico reduzido.

Devido a isto, nos ultimos anos foram sintetizados alguns ésteres derivados do
ibuprofeno e do naproxeno, tal como o éster ibuprofeno-eugenol que apresentaria efeitos
sinergéticos das duas substancias isoladas e ainda ocasionaria menor irritacdo gastrointestinal
(CASAGRANDE et al., 2011).

Por ser um dos farmacos mais utilizados comumente, estudos tem buscado minimizar
os efeitos indesejados do Naproxeno, seja tanto pela busca por uma forma de administragao
mais cobmoda e eficiente, como também fornecer ao paciente um farmaco mais potente e com
menos efeitos colaterais possiveis.

Desse modo, buscando contribuir para os avancos no desenvolvimento de novos
farmacos, nosso grupo de pesquisa vem sintetizando alguns derivados do naproxeno. O
presente trabalho objetivou estudar a liberacdo controlada do naproxeno e dos derivados
naproxenatos de eugenila e de timila. Estes derivados foram sintetizados e caracterizados por
Souza (2015). A representacdo estrutural do naproxeno e dos derivados utilizados nesse

trabalho estdo apresentadas na Figura 13.

CH,
~ OH
H3C OO ©
\0
naproxeno
CH, o _CH, CH,§ H4C CH;
= ° - o
HyC HoC
\O “RcH, \0
H3
naproxenato de eugenila naproxenato de timila

Figura 13: Estrutura quimica do Naproxeno e dos Naproxenatos de eugenila e de timila.
Fonte: Autoria prépria.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho foi a obtencdo de microparticulas e géis a base de
quitosana, para serem utilizados em sistemas de liberacdo controlada de substancias bioativas

(naproxeno, naproxenato de timila e naproxenato de eugenila).

3.2 Objetivos especificos

e Modificar a quitosana através de reacdes de acetilacéo;

e Obter géis a base de quitosana modificada contendo as substancias bioativas (naproxeno,

naproxenato de timila e eugenila);

e Obter blendas de quitosana modificada com acetato de celulose puras e contendo as

substancias bioativas (naproxeno, naproxenato de timila e de eugenila);

e Obter microparticulas a base de quitosana pura e contendo o naproxeno por diferentes

técnicas;

e Avaliar a incorporagdo da substancia bioativa nos materiais obtidos;

e Avaliar a liberacdo das substancias bioativas atraves de medidas de espectrofotometria UV-
Vis.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 REAGENTES

Os polimeros utilizado foram a quitosana de baixo peso molecular e grau de
desacetilacdo de 75-85% e o acetato de celulose (CA, Mn = 30.000 g.mol™, grau de
substituicdo de 2,5) adquiridos da Sigma-Aldrich. Os reagentes utilizados foram: acetona
(Synth), N, N-dimetilformamida P.A. (Cromato Produtos Quimicos Ltda); anidrido acético
P.A. (ISOFAR Indastria e Comércio de Produtos Quimicos Ltda); piridina P.A. (Vetec
Quimica Fina Ltda); metanol P.A. (Vetec Quimica Fina Ltda); N, N-dimetilacetamida P.A.
(Vetec Quimica Fina Ltda); cloreto de litio (LiCl) e cloreto de calcio (CaCl,) P.A. (Exodo
Cientifica); hidroxido de sédio (NaOH) P.A (Proquimios); acido cloridrico (HCI) P.A.
(Proquimios); fenolftaleina P.A (Vetec Quimica Fina). Todos os demais reagentes utilizados
apresentaram pureza analitica.

O Naproxeno (N) foi extraido de medicamento comercial e 0s naproxenatos de timila
(NT) e eugenila (NE) foram sintetizados e cedidos pelo académico Jodo Pedro de Souza
Albuquerque.

4.2 MODIFICACAO DA QUITOSANA: PREPARACAO DA N-ACETILQUITOSANA.

A N-acetilquitosana foi obtida pela acetilacdo da quitosana em meio heterogéneo.
Neste processo 12,5 g de quitosana (QT) foram adicionados em um baldo de fundo redondo.
Em seguida, 100 mL de N,N-dimetilformamida (DMF) foram adicionados, para que houvesse
0 intumescimento da quitosana e, assim favorecer a reacdo pela maior exposi¢éo dos grupos
funcionais reativos. Esse contato foi mantido durante 30 minutos, sob agitacdo constante,
como ilustrado na Figura 14 (a). Posteriormente, o baldo foi colocado em um banho de gelo e
500 mL de uma solugdo previamente preparada de anidrido acético e piridina, em uma
proporcdo de 96 e 4% (v/v), respectivamente, foi adicionada. A mistura foi mantida sob
agitacdo constante e transcorreu durante 12 horas a temperatura ambiente. Apos esse periodo,

a reacdo foi interrompida pela adicdo de &gua destilada e gelo. O material obtido apresenta
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caracteristicas de um po6 branco, que foi filtrado e lavado com &gua destilada e,
posteriormente, com metanol, que posteriormente foi seco sob presséo reduzida Figura 14

(b).

Figura 14: (a) Fotografia do processo de acetilagéo e (b) fotografia do produto obtido ap6s a
acetilacdo da quitosana.
Fonte: Autoria prépria.

4.2.1 Teste de solubilidade do material obtido

Cerca de 50 mg da amostra foi pesada e, em seguida, adicionou-se 10 mL de
diferentes solventes (agua destilada, acetato de etila, diclorometano, acetona, N,N-
dimetilacetamida (DMA), DMA com 5% de LiCl e &cido acético a 5%). As misturas foram
mantidas sob agitacdo constante & temperatura ambiente e a solubilidade foi analisada apds 24

e 48 h, considerando-se a massa residual de sélido apds centrifugacdo e a formacéo de gel.

4.2.2 CaracterizagOes da N-Acetilquitosana

4.2.2.1 Espectroscopia de infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)
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A caracterizagdo estrutural das amostras foi realizada atraves de um
espectrofotdbmetro da marca Bomen, modelo MB-100. As amostras foram analisadas na forma
de pastilhas de KBr, com resolucéo de 4 cm™. As analises foram realizadas na Universidade

Estadual de Maring4, por intermédio do prof. Dr. Adley Forti Rubira.

4.2.2.2 Ressonancia magnética nuclear de *C (RMN)

Os espectros de RMN de **C do estado sélido foram obtidos em um espectrometro
Varian, modelo Oxford 300. Os espectros foram obtidos utilizando a técnica de CP/MAS
(polarizagdo cruzada com rotacdo no angulo magico) nas seguintes condigdes: tempo de
contato de 500 ps, pulso de 90 graus (4,5us), intervalo entre pulsos de 1 s e poténcia de pulsos
de 3C calibrados para atingir a condi¢cdo Hartmana-Haha; velocidade de rotacdo no MAS de
45 KHz e 2048 transientes. Os espectros serdo processados utilizando-se funcdo de
alargamento de linha line broadening de 50 Hz e os deslocamentos quimicos referenciados
pelo DMSO. As andlises foram realizadas na Universidade Estadual de Maringd, por
intermédio do prof. Dr. Adley Forti Rubira.

4.2.2.3 Determinacdo do grau de acetilacdo da N-acetilquitosana

A determinacdo do teor de grupos O-acetil no produto obtido foi feita pelo método
volumétrico segundo a norma ASTM D871-72 da American Society for Testing and
Materials, como descrito a seguir. Em um erlenmeyer adicionou-se alcool etilico a 75%, na
proporcdo de 25 mL de alcool etilico (75 %) para 0,25 g de amostra. Em seguida, foram
adicionados 20 mL de hidréxido de so6dio (NaOH) 0,5 mol/L. O recipiente foi vedado e
mantido por cinco dias a temperatura ambiente, com ocasionais agitacoes. Apds esse periodo,
a quantidade de NaOH ndo consumido foi determinada por titulagdo com acido cloridrico
(HCI) 0,2 mol/L, utilizando como indicador fenolftaleina. A determinacéo do teor de acetato

foi feita através da Equacéo 1.
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1)

V) -V M 0,043
%acetato = (( Branco—V Amostra) X Myci1x )xlOO%

MAmostra

Em que: Vgranco COrresponde ao volume de &cido para a dosagem do branco; Vamostra
é o volume do &cido para a dosagem da amostra; Myc| é a concentragdo da solucdo de HCI
dada em mol/L e mamestra € @ Massa em grama da amostra utilizada.

Utilizando a Equacdo 2 foi determinado o grau de substituicdo (GS) da amostra.

Sendo a analise realizada em triplicata.

181 x ( % acetato) ()
4300—-42 x ( %acetato)

Em que 181 e 42 sdo respectivamente a massa molar da unidade repetitiva de quitosana e dos
grupos carboximetilicos. E 4300 é a quantidade em mg de quitosana utilizada na

determinacéo.

4.3 PREPARACAO DOS GEIS DE N-ACETILQUITOSANA

4.3.1 Preparacdo de géis de N-acetilquitosana (A-QT) e Blendas de N-acetilquitosana/Acetato
de Celulose (A-QT/AC).

Os géis de quitosana pura e com as substancias bioativas foram preparados utilizando
0 método casting.

Quantidades de N-acetilquitosana e das substancias bioativas foram cuidadosamente
pesadas e adicionadas a uma solugcdo de N,N-dimetilacetamida contendo 5% de LiCl. A
mistura foi mantida em agitacdo constante durante 12 horas, a temperatura ambiente. Apds a
homogeneizacdo a solucdo foi espalhada em placa de Petri e o filme foi lavado e
posteriormente deixado em temperatura ambiente, a fim de que o solvente fosse evaporado.
Blendas de N-acetilquitosana com Acetato de Celulose (A-QT/AC) foram preparadas pela

mesma metodologia descrita acima, variando a porcentagem do acetato de celulose.
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Os géis com substancias bioativas foram preparados utilizando a mesma metodologia
do gel puro e das blendas. Sendo que, o naproxeno (N) ou naproxenato de timila (NT) ou
naproxenato de eugenila (NE) foram incorporados ao final do procedimento, permanecendo
em constante agitacdo e em temperatura controlada por mais 1 hora. Os filmes obtidos
apresentam espessura de aproximadamente 500 um. A Tabela 1 apresenta as composicoes e
0s codigos das amostras obtidas.

Tabela 1 - Composicéo e codigos das amostras obtidas.

Codigo das Amostras Porcentagem Porcentagem Méssica Massa da
Méssica de de Acetato de Celulose  Substancia Bioativa
Quitosana (%) (%) (mg)
A-QT 100 -- --
A-QT/N 100 - 20
A-QT/NT 100 - 20
A-QT/NE 100 -- 20
A-QT/11AC 89 11 20
A-QT/11AC/N 89 11 20
A-QT/11AC/NT 89 11 20
A-QT/11AC/NE 89 11 20
A-QT/20AC 80 20 --
A-QT/20AC/N 80 20 20
A-QT/43AC 57 43 ~
A-QT/43ACIN 57 43 20
A-QT/60AC 40 60 --
A-QT/60AC/N 40 60 20

Fonte: Autoria prépria.

4.3.2 Caracterizacgdo dos géis N-Acetilquitosana

4.3.2.1 Caracterizacdo Morfologica

A caracterizagdo morfologica dos geis foi analisada por Microscopia Eletronica de

Varredura (MEV) (Shimadzu, SS 550 Superscan, voltagem de aceleracdo de 15 kV e
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intensidade de corrente de 30 mA). Sendo a superficie de fratura das amostras cobertas
previamente com uma fina camada de ouro. As analises foram realizadas na Universidade

Estadual de Maring4, por intermédio do prof. Dr. Adley Forti Rubira.
4.3.2.2 Teste de intumescimento

O ensaio de intumescimento foi realizado utilizando solugédo tampéo salina (pH =
6,8). Para 0 ensaio dos géis, oito amostras foram cortadas, 0,5 x 0,5 cm?, pesando cerca de
100 mg. Em seguida os filmes foram imersos em 50 mL da solu¢do tampao salina, os filmes
foram retirados, em intervalos de tempo determinados (15min, 30min, 60min, 120min e 1440
min), secos com auxilio de papel de filtro e pesados.

A partir dos resultados obtidos, o grau de intumescimento (G1%) foi calculado
segundo a Equacéo 3 (KOKABI, 2007):

M. — M
GI%=TOx100 ©)

0

Sendo:
Gl % o grau de intumescimento;

M0 a massa da amostra seca (Q);

Mt a massa da amostra hidratada (g).

4.3.2.3 Liberacdo controlada da substancia bioativa

A liberacdo das substéncias bioativa foi feita imergindo os géis em um fluido de
simulacdo da pele com pH 6,8. Para analisar o tempo e a forma (rapida/lenta) de liberacéo das
substancias bioativas dos materiais obtidos, estas solucdes foram mantidas sob agitacédo
constante e com temperatura controlada de 37 °C. Aliguotas de 3 mL foram recolhidas, em

intervalos de tempo variando de 5 min até 3 dias, e em seguida, leituras de absor¢do foram
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realizadas em Espectrofotdmetro UV-Vis T70+, PG Instruments. Posteriormente as aliquotas
foram devolvidas para dentro do frasco. A concentracdo das substancias bioativas liberadas
foram determinadas a partir de uma curva analitica, correlacionando a absorcdo versus

concentracdo das substancias bioativas utilizadas.

4.4 PREPARACAO DAS MICROPARTICULAS DE QUITOSANA

As microparticulas foram produzidas utilizando trés métodos: o método de
coagulacdo em meio alcalino; o método de complexagdo polieletrolitica reacdo direta e o

método de complexacdo polieletrolitica reacao indireta.

4.4.1. Método de Coacervacéo

As microesferas de quitosana foram obtidas através do gotejamento de 100 mL de uma
solucdo de quitosana previamente preparada com acido acético (3%) a vazdo constante, em
uma solucdo de hidroxido de sodio (NaOH 1,0 mol/L), sob agitacdo regular. As microesferas
permaneceram em repouso por 24 horas na solucdo de NaOH 1,0 mol/L e posteriormente
foram lavadas com &gua destilada até atingirem um pH neutro (aproximadamente 7,0), e entdo
acondicionadas em agua destilada. As microesferas obtidas por este método foram nomeadas
como QT-ALC.

4.4.2 Complexagdo Polieletrolitica: Método de reagéo indireta

Adicionou-se de forma controlada, usando um sistema conforme a Figura 15 e com
auxilio de uma agulha de insulina de diametro 0,45 mm, 25 mL de uma solucdo aquosa 0,2%
(m/m) de alginato de sédio (ALG) em 50 mL de uma solugdo 200 mMol/L de cloreto de
calcio (CaCl,), a altura de gotejamento entre a agulha e a soluc¢éo foi mantida constante ( 5

cm). A solucdo foi mantida sob agitacdo magnética por 20 minutos para a formacao de um
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pré-gel. Decorrido esse tempo, adicionou-se gota-a-gota 25 mL de uma solucdo de quitosana
0,2 % m/m em &cido acético 2% (v/v). Ap6s o término da adicdo, a solucdo final foi deixada
sob agitacdo por 24 horas. Por fim, as microparticulas obtidas foram filtradas e conservadas
sob refrigeracdo. Microparticulas com a substancia bioativa também foram preparadas, com a
adicao de 50 mg do naproxeno dissolvido em acetona durante a formacao das microparticulas.
Na Tabela 2 constam as composic¢des e 0s codigos das amostras obtidas.

4.4.3 Complexacéo Polieletrolitica: Método de reacéo direta

Preparou-se inicialmente uma mistura contendo 50 mL da solucdo de 200 mMol/L de
CaCl; e 25 mL da solugéo 0,2% m/m de quitosana. Em seguida, gotejou de forma controlada,
com o auxilio de uma seringa com agulha de insulina, 25 mL da solucdo aquosa 0,2% m/m de
alginato de sodio (ALG), sob agitacdo magnética, em 75 mL da mistura das solugéo de cloreto
de calcio e quitosana (Figura 15). Ap6s o término da adicdo, a solucdo final foi deixada sob
agitacdo por 24 horas. Por fim, as microparticulas obtidas foram filtradas e conservadas sob
refrigeracdo. Microparticulas com a substancia bioativa também foram preparadas, com a
adicdo de 50 mg do naproxeno dissolvido em acetona durante a formacao das microparticulas.

Com intuito de obter nanoparticulas, o procedimento descrito anteriormente foi
repetido, onde o sistema ficou sob agitacdo por um ultrassom de ponta, utilizando uma
frequéncia de 20 kHz por 30 min.

Na Tabela 2 constam as composic¢des e 0s codigos das amostras obtidas.
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Figura 15: Esquema para obtencéo das particulas de Alginato e Quitosana (ALG-QT).

Fonte: Autoria prépria.

Tabela 2 - Composicao e codigo das microparticulas obtidas pelo método de complexagéo polieletrolitica.

Cadigo das Proporg¢do massica Massa do Método Tipo de Agitacéo
Amostras ALG/QT (Viv) Naproxeno (mg)

ALG-QT-IM 25/75 -- indireto magnética
ALG-QT/N-IM 25/75 50 indireto magnética
ALG-QT-DM 25/75 -- direto magnética
ALG-QT/N - DM 25/75 50 direto magnética
ALG-QT - DU 25/75 -- direto ultrassom
ALG-QT/N-DU 25/75 50 direto ultrassom

Fonte: Autoria prépria.

4.4.4 Caracterizacao das Microparticulas

4.4.4.1 Caracterizacdo Morfoldgica
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A morfologia e tamanho das particulas foram analisadas por Microscopia Optica

(MO), utilizado um Microscopio Digital USB, ampliacdo 20-800x.

4.4.4.2 Teste de intumescimento das microparticulas

Este estudo foi realizado em solucbes tampéo de pH 1,2 e 7,4 afim de simular as
condicdes fisiologicas do trato gastrintestinal. Inicialmente, pesou-se 100 mg das particulas
secas que foram colocadas em contato com 50 mL de solucdo tampdo de pH 1,2 e 7,4, e
mantida termostatizada a 37°C e retiradas em intervalos de tempo determinados (15 min, 30
min, 60 min, 120 min e 1440 min) para pesagem. A solu¢do acumulada na superficie das
particulas foi retirada com auxilio de papel filtro antes da pesagem.

A partir dos resultados obtidos, o grau de intumescimento no equilibrio (GI1%) foi
calculado segundo a Equacéo 3 do item 4.3.2.2 (KOKABI, 2007).

4.4.4.3 Liberacdo controlada da substancia bioativa

Para o estudo de liberagcdo das microparticulas, as particulas foram colocadas dentro
de membranas de celulose e posteriormente imergidas em um fluido de simulacéo intestinal
com pH 7,4 ou em fluido de simulacdo estomacal com pH 1,2.

Para analisar o tempo e a forma (rapida/lenta) de liberacdo das substancias bioativas
dos materiais obtidos, estas solu¢cdes foram mantidas sob agitacdo constante e com
temperatura controlada de 37 °C. Aliquotas de 3 mL foram recolhidas, em intervalos de tempo
variando de 5 min até 3 dias, e em seguida, leituras de absorcdo foram realizadas em
Espectrofotometro UV-Vis T70+, PG Instruments. Posteriormente as aliquotas foram
devolvidas para dentro do frasco. A concentracdo das substancias bioativas liberadas foram
determinadas a partir de uma curva analitica, correlacionando a absorgdo versus concentracdo

das substancias bioativas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACOES DA N-ACETILQUITOSANA

5.1.1 Espectroscopia de infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR).

O espectro de absorcao no Infravermelho da quitosana (QT) é apresentado na Figura
16. O estiramento O-H, pode ser notado na banda intensa e larga em 3440 cm™,
correspondente aos grupos C-OH e H,O fisicamente adsorvida, com um ombro em
aproximadamente em 3368 cm™ atribuida ao estiramento N-H dos grupos NH.. Entre 2930-
2800 cm™ encontram-se os estiramento C-H de grupos CH, CH, e CHs. As absorcdes entre
1421 e 1378 cm™ sdo caracteristicas de diferentes modos de deformacdo C-H (CH, CH, e
CH3). A presenca do grupo funcional amida € caracterizada pela presenca no FTIR, de trés
bandas em 1660 cm™ de C=0 de amida, 1597 cm™ do estiramento N-H e 1317 cm™ associado
ao estiramento CN, denominados de amida I, 11 e I11, respectivamente. A banda aguda a 1378
cm™ é atribuida & deformag&o simétrica do CHs. Na regido de 700 a 600 cm™, observam-se
osdas amidas 1V, V e VI associados a deformacdo fora do plano de NH da quitosana. A banda
larga e intensa com méaximo em 1030 cm™ esté associada ao estiramento C-O-C da cadeia da
quitosana (GARCIA,; SILVA; COSTA, 2008).

O espectro de absor¢do da N-acetilquitosana A-(QT) é apresentado na Figura 17. A
acetilacdo foi comprovada, devido ao aumento da intensidade relativa das bandas, a 1664 cm™
(C=0 de amida) e a 1559 cm™ (NH de amina), Figura 18. Em 1744 cm', observou-se o
surgimento de uma banda na amostra acetilada, que corresponde a deformacdo axial C=0 de
éster. Com o tempo de reacdo de 12 horas, observamos o aumento de intensidade das bandas
de carbonila de amida e de éster, possibilitando assim a acetilacdo, dos grupos amino livres e
dos grupamentos hidroxilicos. A O-acetilacdo pode ser explicada pela quantidade significativa
de unidades glicosidicas com grupamentos amino livres fazerem parte das regides cristalinas
do polimero. Como a reacao de acetilagdo se processou em meio heterogéneo, possivelmente,
somente as regides amorfas foram acetiladas, assim os grupos OH tornaram-se mais expostos
a reacdo, devido a menor exposicao dos grupos NH,, sendo assim, a probabilidade dos grupos
acetila reagirem com os grupamentos hidroxila aumenta (GARCIA; SILVA; COSTA, 2008).
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Figura 16: Espectro de FTIR da quitosana pura (QT).
Fonte: Autoria propria.
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Figura 17: Espectro de FTIR da N-acetilquitosana (A-QT).
Fonte: Autoria prépria.
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Figura 18: Espectro de FTIR da quitosana pura (QT) e da N-acetilquitosana (A-QT).
Fonte: Autoria propria.

5.1.2 Ressonancia Magnética Nuclear de *C

A Figura 19 apresenta 0 espectro de RMN de **C no estado sélido da quitosana pura
e a associacdo dos picos aos atomos de carbono. Os picos em 23,8 e 174,2 ppm sao
atribuidos, respectivamente, aos grupamentos metila (CHs) e carbonila (CO) do residuo da N-
acetilglicosamina (MONTEIRO, 1999) presentes na quitosana original. Os demais picos
associados aos carbonos se encontram indicados na estrutura presente na Figura 19.

A Figura 20 apresenta o espectro de RMN de *C da N-acetilquitosana, onde se
observou um aumento significativo na intensidade dos picos em 23,3 e 174,0 ppm (C8 e C7,
respectivamente), comparado ao da quitosana pura, confirmando assim, a acetilagdo nos
grupamentos amino livres. Confirmando com os resultados obtidos por FTIR. Além disso, 0
pico a 174 ppm esta associado ndo s6 ao carbono da carbonila da amida (C7), mas também ao
carbono da carbonila do grupo éster (C10). Dessa forma, a quantificacdo isolada dos
grupamentos OH e NH; acetilados ndo foi possivel através dessa técnica, devido a
sobreposicao dos picos dos carbonos C7 e C10.
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Figura 19: Espectro de RMN de **C da quitosana pura.
Fonte: Autoria propria.
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Figura 20: Espectro de RMN de *C da N-acetilquitosana.
Fonte: Autoria propria.

Uma estimativa do grau de substituicdo (N- e O-acetilagdo) foi realizada em funcéo

da razdo entre as porcentagens de carbono presentes nas amostras a 23,3 ppm (C8) e a 104,0
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ppm (C1), sendo este ultimo o padrdo interno de referéncia. De acordo com a Tabela 3, pode-
se verificar que a amostra acetilada apresenta grau de substitui¢do igual 1,0. Tendo em vista
que o grau de substituicdo maximo seria 3 (as duas hidroxilas dos carbonos 3 e 6, e 0 grupo
amino livre), o percentual de OH e NH; acetilados € de 33%. Em trabalhos anteriores
GARCIA; SILVA; COSTA, 2008; VACHOUD; ZYDOWICZ; DOMARD, 2007, a acetilacdo
da quitosana em meio homogéneo alcangou graus de N-acetilagdo na faixa de 25 a 99,5%.
Entretanto, deve-se lembrar de que, nessas condi¢Ges experimentais, a acetilacdo ocorre
apenas nos grupos amino livres (GARCIA; SILVA; COSTA, 2008; VACHOUD;
ZYDOWICZ; DOMARD, 2007). Dessa forma, por exemplo, um grau de N-acetilacdo de
99,5% corresponde a um GS de 0,995 e a um percentual global de acetilagdo de 33%, se
forem levadas em consideracdo as duas hidroxilas presentes em cada unidade glicosidica.
Comparando esse dado da literatura com os resultados obtidos nesse trabalho (GS de 33%),
pode-se considerar que as amostras estudadas apresentam grau de acetilacdo da mesma ordem
de grandeza daquelas obtidas por acetilagdo em meio homogéneo. A diferenca bésica entre as
amostras obtidas por acetilacdo em meio homogéneo e heterogéneo seria a distribuicdo dos

grupos acetil ao longo da cadeia polimérica.

Tabela 3 - Estimativa do grau de substituicdo da quitosana e da N-acetilquitosana.

Amostras Valores de Integracéo Grau de substituicéo
(GS)*
C7,C10 Cs8 C1
Quitosana 0,01 0,02 0,14 0,14
N-Acetilquitosana 0,07 0,11 0,11 1,0

*Grau de substituicdo: razdo entre as porcentagens de carbono presentes nas amostras C8 e C1.

Fonte: Autoria propria.

5.1.3 Determinacéo do grau de acetilagéo da N-acetilquitosana.
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Para determinar o grau de O-acetilacdo realizou-se também a caracterizacdo
volumetrica, baseado na norma ASTM D871-72. De acordo com a Tabela 4, verificamos o
aumento da porcentagem em massa dos grupos O-acetil e do grau de substituicdo dos grupos
OH. Os grupos N-acetil presentes na quitosana acetilada ndo foram quantificados pelo método
volumeétrico, pois se trata de um metodo especifico para substituintes no grupo OH
(GARCIA; SILVA; COSTA, 2008).

Tabela 4 - Determinacdo por método volumétrico do grau de substituicdo dos
grupos OH dos derivados da N-acetilquitosana.

Amostras O-acetil Grau de substituicao
(% m/m) (GS)

Quitosana 0 0

N-Acetilquitosana 55 0,042

Fonte: Autoria propria.

5.2 CARACTERIZACAO DOS GEIS DE N-ACETILQUITOSANA

A quitosana é um polissacarideo obtido a partir da desacetilacdo alcalina de ligagdes
N-acetil presentes na quitina. Portanto, a quitosana é um biopolimero constituido por um
conjunto de cadeias poliméricas parcialmente desacetiladas. As aplicacGes e caracteristicas da
quitosana dependem fundamentalmente do grau de desacetilagdo e do tamanho das cadeias
poliméricas.

Devido as fortes interagGes intermoleculares e ao carater semicristalino, a quitosana é
insoldvel na maioria das solventes organicos, sendo solivel na maioria das solucdes de acidos
organicos com pH inferior a 6, sendo o acido acético e o férmico, 0s mais usados para a
solubilizacdo da mesma (MUZZARELLLI, 1973).

ReacOes de modificacdo quimica da quitosana como desacetilagdo, N-acetilacdo,
acilacdo, O-acetilagdo, O- e N-ftalagdo, O-carboximetilagdo, oxidacédo, entre outras, tém sido

estudadas, de forma a preparar produtos com caracteristicas especificas para determinadas
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aplicacdes (GARCIA; SILVA; COSTA, 2008). Dentre elas, a reacdo de acetilagdo tem sido
usada para obtencdo de amostras de quitosana com grau de acetilacdo em torno de 50%, que
possui solubilidade em agua.

A quitosana utilizada neste trabalho apresenta grau de desacetilacdo > 75%, para
facilitar & obtencdo dos géis, a quitosana foi acetilada em meio heterogéneo utilizando
anidrido acético e piridina. A reagdo em meio heterogéneo consiste no intumescimento da
quitosana em N,N-dimetilformamida (DMF), favorecendo a reacdo pela maior exposi¢do dos
grupos funcionais reativos.

Na presenca de solucdes aquosas diluidas de &cidos, a quitosana comporta-se como
polieletrolito, causando o surgimento de interacOes repulsivas eletrostaticas entre 0s grupos
amino ionizados ao longo da cadeia polimérica. Assim, para caracterizar o comportamento
desse polimero em solucéo, é importante selecionar o sistema de solvente mais apropriado, de
forma a eliminar os efeitos idnicos. Apds a modificagdo da quitosana foi realizado um teste de
solubilidade com a quitosana e com a N-acetilquitosana em diferentes solventes: agua
destilada, N,N-dimetilacetamida (DMA), DMA com 5% de LiCl e solucdo de acido acético

5% (v/v), os resultados estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Teste de Solubilidade da quitosana e da N-acetilquitosana em diferentes solventes apés 24
horas de agitacao.

Solventes Quitosana N-acetilquitosana

Agua destilada N&o Soluavel Né&o Solavel
Diclorometano Néo Soluvel Né&o Solavel
Acido Acético 5% Soltvel No Solavel
Acetona Néo Soluvel Né&o Solavel
Acetato de etila Né&o Solavel Né&o Soludvel
DMA Néo Soluvel Parcialmente Solavel
DMA/LICI 5% Né&o Solavel Formacéo de gel

Fonte: Autoria prépria.

No teste de solubilidade da quitosana, observou-se a solubilizagdo deste material em
solucdo de acido acético 5%. Esta solubilizacdo esta diretamente relacionada com o grau
médio de acetilacdo da quitosana (GA), valor este que expressa a quantidade de grupos amino
disponiveis para protonagdo e que geram cargas (-NHs") na cadeia do polimero, aumentando a

repulsdo eletrostatica entre as cadeias e a solubilidade em meio acido.
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A solubilidade da N-acetilquitosana obtida também foi verifica, Tabela 5. A N-
acetilquitosana mostrou-se insollvel na maioria dos solventes testados, apresentando
solubilidade apenas em DMA e na solucdo de DMA com 5% de LIiCl. A insolubilidade da N-
acetilquitosana, os solventes avaliados, pode ser explicada devido a diminui¢do do nimero de
grupos hidrofilicos (-OH e —NH) livres do polimero. E por ser uma reagdo processada em
meio heterogéneo, provavelmente houve a preservacdo das regibes cristalinas e assim
contribuindo para o surgimento dos grupos acetil com distribui¢cdo desuniforme na cadeia
polimérica (GARCIA; SILVA; COSTA, 2008).

Além disso, a parcial solubilidade da N-acetilquitosana em DMA concorda com a
hipotese dos polimeros acetilados apresentarem forcas de atracdo intermoleculares menos
intensas que a quitosana original (GARCIA; SILVA; COSTA, 2008).

A solubilizacdo completa e a formagdo do gel de N-acetilquitosana na solucédo de
DMA com 5% de LiCl é explicada pelo aumento da forca idnica do meio, sendo o LiCl o
responsavel pela quebra das regides cristalinas. Os fons Li* formam um complexo com as
moléculas do DMA, formando um macrocation, [DMA-Li]", e os ions cloretos, passam a
formar ligaces que se assemelha as ligacdes de hidrogénio com os atomos de hidrogénio das
hidroxilas do polissacarideo, promovendo assim, a reducdo das interacfes entre as moléculas
de quitosana e sua solubilizacdo (STRIEGEL, 1997). A solugéo foi mantida em repouso para
que a estabilizacdo das interacfes, verificando que ap6s 48 h do gel formado sua massa
permaneceu constante.

Baseado na solubilidade da N-acetilquitosana os géis foram preparados utilizando
uma mistura de DMAJ/LICI. A Figura 21 mostra a fotografia do gel obtido da N-
acetilquitosana, podendo observar sua facil gelificacdo, isso devido a reducdo da
hidrofilicidade da quitosana pela introducdo dos grupos acetil, e sua capacidade de
conservacao ap6s a estabilizacdo. Por se tratar de um gel para aplicacdo biomédica, os géis
foram lavados, pois 0 DMA se trata de um solvente organico com elevada toxicidade. Apds o
processo de lavagem, observou-se que os geéis de N-acetilquitosana se tornaram mais rigidos,
isso devido a contracdo da estrutura do gel apds a redugéo de seu volume, devido & formacéo
de novas interagdes intermoleculares (GARCIA, 2008) apresentando um aspecto borrachoso,
Figura 21(c).
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\ S /’2
Figura 21: Fotografia dos géis de N-acetilquitosana em DMA/5% LiCl: (a) gel sem lavagem, (b) gel ap6s a

lavagem com agua destilada e (c) gel seco.
Fonte: Autoria prépria.

As caracteristicas morfologicas das superficies de fratura dos géis de N-
acetilquitosana puro foram investigadas por MEV e algumas micrografias estdo apresentadas
na Figura 22. A morfologia da superficie de fratura dos géis revela uma superficie lisa e

indica um filme denso e uniforme.
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Figura 22:. Micrografias de MEV da superficie de fratura do géis de N-acetilquitosana puro.
Fonte: Autoria prépria.

5.2.1 Caracterizacdo das Blendas de N-Acetilquitosana/Acetato de Celulose

Blendas a base de quitosana e acetato de celulose foram preparadas com objetivo de
aumentar a biocompatibilidade e a eficiéncia de encapsulamento dos farmacos. A Figura 23
mostra a fotografia dos géis obtido da N-acetilquitosana, das blendas de N-
acetilquitosana/acetato de celulose puras e contendo naproxeno. Todos 0s géis obtidos
possuem boas propriedades mecanicas, sdo estaveis mesmo ap6s as lavagens com agua
destilada. Além disso, é possivel observar que com aumento da porcentagem de acetato de
celulose nas blendas os géis apresentam um aspecto esbranquicado. Esta caracteristica pode
ser explicada pelo processo de separacdo de fase de ocorre ap6s a evaporacao do solvente,
indicando que nestas composicGes a N-acetilquitosana ndo é miscivel com o acetato de

celulose. Entretanto, para as blendas contendo naproxeno é possivel observar que 0s sistemas
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sdo translucidos, sugerindo que 0 naproxeno serve como agente compatibilizante, tornando o

sistema mais miscivel.

A-QT/11AC

(e)

A-QT/11AC/N

A-QT/20AC A-QT/20AC/N

A-QT/43AC 1 § uit

~ A-QT/60AC A-QT/60AC/N
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Figura 23: Fotografia dos géis de N-acetilquitosana puro e com naproxeno e das blendas N-
acetilquitosana/acetato de celulose puras e com naproxeno.
Fonte: Autoria prépria.

A fotografia dos géis obtido da N-acetilquitosana e das blendas de N-
acetilquitosana/acetato de celulose contendo os naproxenatos eugenila e de timila estdo
apresentados na Figura 24. Pode-se observar que todos os géis sdo transltcidos e porosos.

-QT/11AC/NT

Figura 24: Fotografia dos géis de N-acetilquitosana com naproxenato de eugenila (a) e timila (c) e das
blendas N-acetilquitosana/acetato de celulose com naproxenato de eugenila (b) e de timila (d).
Fonte: Autoria prépria.

5.2.2 Teste de Intumescimento

As medidas de intumescimento (G1%) tem relevante importancia quando se pretende
estudar matrizes poliméricas, pois avalia a capacidade de hidratagcdo do polimero, propriedade
esta que esta ligada diretamente com a capacidade de liberacdo da substancia bioativa
incorporada. Neste trabalho, as medidas do grau de intumescimento foram realizadas para
avaliar as amostras ap0s a imersdao em solucdo tampéo salina (pH 6,8).

A Figura 25 mostra o perfil das curvas de intumescimento das amostras A-QT/NE,
A-QT/11AC/INE, A-QT/NT, A-QT/11ACINT, A-QT, A-QT/60AC, A/QT/11AC, A-
QT/43AC em fungdo do tempo de imersdo em solucdo tampdo salina. O teste foi realizado por

1440 min em temperatura controlada (36 °C).



61

60
BN e
— e '
50 ﬁ - <= A-QT/NE
S / A-QT/11AC/NE
[e]
€ 40
N —t— A-QT/NT
£
2 A-QT/11AC/NT
2 -o @+« A-QT/60AC
; AN
S 20 === A-QT/11AC
@©
&
. —%— A-QT
10 = P Y /
. - == A-QT/43AC
~-~~ \~’.........7.;.:?w
0 T - T 1
15 30 120 1440

Tempoe(ominutos)

Figura 25: Curvas de intumescimento das amostras A-QT/NE, A-QT/11AC/NE, A-QT/NT, A-
QT/11AC/NT, A-QT, A-QT/60AC, A/QT/11AC, A-QT/43AC em funcéo do tempo.
Fonte: Autoria propria.

Observa-se que, as amostras A-QT, A-QT/43AC atingiram o grau de intumescimento
no equilibrio em 30 minutos, aumentando gradativamente, sendo a amostra A-QT a de maior
grau de intumescimento (Gl%), chegando em 45% em apenas 30 minutos. As demais
amostras atingiram o grau maximo em 15 minutos, e se degradaram ao longo do teste. Assim,
pode-se observar que as amostras contendo os derivados e as blendas com menor teor de
acetato de celulose foram as que mais perderam massa, nao intumescendo na presenca de
solucdo salina.

O maior grau de intumescimento, a de quitosana pura (A-QT), pode ser explicado
devido as fortes interacGes eletrostaticas entre as cadeias poliméricas que facilitam uma
melhor interagdo com o meio, permitindo um répido e eficiente inchamento no local de
interesse (ABREU, 2008). J& com a adi¢do de acetato de celulose observa-se uma diminuicdo
dessas interacGes, além de ser hidrofébico, o que limita a penetracdo de &gua ou meios
aquosos em suas cadeias, diminuindo assim o grau de intumescimento do gel, fazendo com
que o sistema polimerico libere o farmaco mais lentamente na via de interesse (LOPES et al.,
2005).
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5.2.3 Liberagéo controlada da substancia bioativa

Com intuito de verificar o potencial dos géis de quitosana como carreadores de
farmaco, estudo de liberagdo controlada foram realizados. Os espectros de absor¢do do
naproxeno em diferentes concentra¢fes sdo apresentados na Figura 26. A partir deste gréafico
foi possivel contruir uma curva analitica, correlacionando a absorcéo versus concentracdo do
naproxeno utilizado (Figura 27). A concentracdo de naproxeno liberado a partir dos géis foi

determinada utilizando a Equacgéo (5).

y = 0,00855 + 5,2 (5)
0,6
Concentracdo do Naproxeno
0,5 (mg/mL)
—0,10

04+ — 0,08
i 0,06
3 — 0,04
8 03 0,02
= ——0,01
«O
2
2 0,24
Q0
<

0,1
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Figura 26: Espectro de absorbancia versus comprimento de onda das solu¢des do naproxeno.
Fonte: Autoria prépria.
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Figura 27: Curva analitica do naproxeno (A = 332 nm).
Fonte: Autoria prépria.

Os espectros de absorcdo do naproxeno em funcdo do tempo do géis de N-
acetilquitosana séo apresentados na Figura 28 e das blendas de N-acetilquitosana/acetato de
celulose com naproxeno na Figura 29. Nos espectro de absorbancia dos géis e das blendas é
possivel observar trés picos de absorcdo maxima, em 220, 270 e 330 nm. As absorc¢des
méaximas em 220 e 270 nm sdo relativas as absor¢des dos polimeros puros N-acetilquitosana e
do acetato de celulose, respectivamente, Figura 30. O pico em 330 nm ¢ referente a absorcao
maxima do naproxeno puro, como apresentado na Figura 26.

Os espectros de absorcdo dos géis de N-acetilquitosana e das blendas de N-
acetilquitosana/acetato de celulose com os derivados naproxenato de eugenila e timila sdo
apresentados nas Figuras 31 e 32, respectivamente. Para estes sistemas ndo observou-se a
liberacdo dos naproxenatos de timila e de eugenila no intervalo de tempo avaliado neste
trabalho.
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Figura 28: (a) Espectro de absorbéncia versus comprimento de onda do gel de N-acetilquitosana com
naproxeno em fungdo do tempo. (b) Ampliacdo da regido de absor¢cdo méxima do naproxeno.

Fonte: Autoria prépria.

2,0
@ o
N-acetilquitosana/11AC/Naproxeno
1.6 1 Tempo (min)
1
—_ —2
©
] i —3
S 12 2
o 5
§ —— 1260
«
S 0g4 1620
o — 4140
1%
e}
<
0,4
O'O T T T T T T
200 220 240 260 280 300 320 340
Comprimento de onda (nm)
Figura 29:

Absorbéancia (u.a)

0,10

(b)

0,08

0,06

0,04

0,02 4

0,00

Tempo

300

T
310

T T
320 330
Comprimento de onda (nm)

T
340

1
350

(a) Espectro de absorbancia versus comprimento de onda das blendas de N-

acetilquitosana/acetato de celulose com naproxeno em funcdo do tempo. (b) Ampliacdo da regido de

absor¢do maxima do naproxeno.
Fonte: Autoria prépria.
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Figura 30: Espectro de absorbancia versus comprimento de onda do gel de N-acetilquitosana puro e do gel
de acetato de celulose puro em fun¢do do tempo.

Fonte: Autoria prépria.
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Figura 31: Espectro de absorbancia versus comprimento de onda: (a) do gel de N-acetilquitosana com
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Figura 32: Espectro de absorbancia versus comprimento de onda: (a) do gel de N-acetilquitosana com
naproxenato de timila e (b) das blendas N-acetilquitosana/l1l acetato de celulose com naproxenato de
timila em funcéo do tempo.

Fonte: Autoria prépria.

A cinética de liberacdo do naproxeno incorporado nas amostras dos geis de A-QT/N
e das blendas A-QT/11AC/N foram avaliadas por espectroscopia UV-Vis em periodos de
tempo pré-determinados Figura 33. Segundo os dados de cinética de liberacdo observa-se
para os géis de N-acetilquitosana, em 8 minutos, a liberacdo de 90% de naproxeno.
Entretanto, para a blenda, em 5 minutos, é observada a liberagdo de 20%. Além disso,
obervou-se que a liberagdo continua até 3 dias para este sistema. Os resultados demonstraram
que a liberacdo do naproxeno nas blendas é mais controlada em relacdo aos géis de N-

acetilquitosana.
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Figura 33: Curva de liberagdo do naproxeno a partir de geis de N-acetilquitosana e das blendas de N-

acetilquitosana/acetato de celulose obtidos no comprimento de onda de 330 nm.

Fonte: Autoria prépria.

5.3 CARACTERIZACAO DAS MICROPARTICULAS DE QUITOSANA

Os métodos utilizados para obtencdo das microparticulas foram trés: coagulacdo em

meio alcalino; de complexacdo polieletrolitica de reacdo direta e 0 método de complexacédo

polieletrolitica de reagéo indireta.

Particulas de Quitosana tém sido produzidas e amplamente empregadas em diversas

areas da biotecnologia, principalmente como sistemas de transporte e liberagdo controlada

(GENTA, 1998). O formato esférico é preferencialmente utilizado por apresentar a vantagem
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de uma melhor é&rea superficial, estabelecendo pardmetros geométricos Uteis para
reprodutibilidade do processo (GOY; ASSIS; CAMPANA-FILHO, 2004). Variadas
metodologias podem ser empregadas para obtencao de particulas de quitosana com dimensdes
controladas, sendo elas por coagulacdo alcalina; inversdo de fases e pela técnica spray-drying.

Considerada uma das técnicas mais simples de obtengdo de particulas, 0 método de
coagulagdo alcalina consiste no gotejamento de uma solucdo &cida de quitosana em uma
solucdo alcalina de hidroxido de sodio, com o auxilio de uma seringa, provocando imediata
coagulacao do gel em formato esférico. A altura do gotejamento, as caracteristicas da seringa
e da viscosidade (concentracdo) sdo parametros fundamentais que devem ser observados para
a reprodutibilidade do processo. Assim, cerca de 2 g de quitosana foram dissolvidas em 100
mL de solucdo de acido acético 3%. A solucdo obtida, viscosa, foi gotejada manualmente com
0 auxilio de uma seringa de insulina sobre solucdo de hidroxido de sédio (1,0 mol/L),
formando as particulas instantaneamente.

As imagens de microscopia Optica das microesferas obtidas pelo método de
coagulacdo em meio alcalino estdo apresentadas na Figura 34. A partir das imagens €
possivel observar a presenca de macroesferas, sem a formacdo de agregados, com didmetro
médio de 1 mm. Além disso, é possivel observar que as microparticulas produzidas por este

método apresentaram uma morfologia regular.

Figura 34: Imagens de Microscopia Optica das microesferas de quitosana obtidas pelo método de
coagulacdo em meio alcalino.
Fonte: Autoria prépria.

As particulas denominadas por ALG-QT-I foram obtidas pela técnica de
complexacédo polieletrolitica, simultanea de solugdes de QT em meio 4cido e ALG em meio
aquoso em um meio reacional controlado, sob agitacdo controlada, possibilitando a formacao

das particulas. As propriedades das particulas sdo determinadas pela extensdo das interaces
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entre os polimeros na solugdo e 0 ambiente quimico ao meio e, assim, as propriedades dos
hidrogéis sdo controladas pelo controle da complexacao polieletrolitica (ABREU, 2008). O
meio reacional é composto unicamente das solucdes de ALG, QT e cloreto de calcio (CaCly),
que foram misturados para obtencdo das particulas em dois meétodos distintos, direto e
indireto, afim de melhor investigar as propriedades das particulas formadas em funcéo das
caracteristicas importantes dos polissacarideos e das interacGes entre eles. Pardmetros como
composicao relativa dos componentes e 0 método de adicdo e agitacdo foram alterados de
forma a avaliar os efeitos destes no grau de encapsulamento e no perfil de liberacdo do
naproxeno.

A amostra de quitosana utilizada apresenta grau de desacetilagdo de 75-85%,
indicando um alto teor de grupamentos amino na cadeia polimérica. Uma vez que a reacao de
formacdo das particulas ocorre pela interacdo dos grupamentos carboxilicos do alginato com
0S grupamentos amino da quitosana, assim um elevado grau de desacetilagéo leva ao aumento
do numero de interacdo entre as cadeias da quitosana com as do alginato de sédio (ABREU,
2008). A quitosana dissolve em solucdo aquosa em pH menor que 6,5 na qual os grupos
amino se tornam carregados positivamente, por outro lado, o alginato dissolve em solucéo
aquosa neutra, na qual os grupos carboxilicos se tornam carregados negativamente. Em
solugdes aquosa com pH entre 3,5 e 6,5 0s grupos amino da quitosana interagem com 0s
grupos carboxilicos do alginato com formacgdo de um complexo polimérico (BERGER, 2004
apud ABREU, 2008).

Devido a grande variedade de metodologia para producdo de particulas e a
necessidade de controle das condi¢cGes do meio reacional para producdo de particulas ALG-
QT, o tempo de agitacdo foi fixado. O tempo de agitagdo determinado foi de 60 minutos,
usada para garantir a formacdo homogénea das particulas (DE; ROBINSON, 2003; LAWRIE,
2007; RIBEIRO et al., 2005 apud ABREU 2008). A concentracdo estabelecida para obtencao
das particulas foi de 0,2% m/m, uma vez que a concentracdo das solucbes poliméricas € um
dos fatores de avaliacéo das particulas formadas.

A obtencgdo das particulas foi realizado através da adi¢do controlada das solugdes
poliméricas através do sistema conforme a Figura 15, usando o método indireto e direto,
conforme descrito na segdo 4.4.2 e 4.4.3, variando o tipo de agitagdo magnética ou por
ultrassom. Nas Figuras 35, 36 e 37 sdo apresentadas as imagens de microscopia Optica das
particulas de ALG-QT puras. De maneira geral é possivel observar a formacéo de particulas
com diferentes morfologias, com comprimento em torno de 1 mm e diametro 0,7 mm, sendo

menos regular do que as obtidas pelo método de coagulacdo alcalina. Além disso, as
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particulas obtidas pelo método indireto sdo mais alongadas em relagdo as obtidas pelo método

direto. As particulas preparadas utilizando o ultrassom possuem morfologia mais arredonda.
As particulas de ALG-QT preparados com naproxeno, possuem morfologia

semelhante das microparticulas puras, como pode ser visualizadas nas Figuras 38, 39 e 40.

Figura 35: Imagens de Microscopiaética das mi
direto, utilizando agitagdo magnética.
Fonte: Autoria propria.

z O PA i i
Figura 36: Imagens de Microscopia 6ptica das microparticulas de quitosana pura, obtidas pelo
indireto, utilizando agitacdo magnética.

Fonte: Autoria propria.

método
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Figura 37: Imagens de Microscopia 6ptica das microparticulas de quitosana pura, obtidas pelo método
direto, utilizando ultrassom.
Fonte: Autoria prépria.

Figura 38: Imagens de Microscopia dptica das microparticulas de quitosana com naproxeno, obtidas pelo
método direto, utilizando agitagdo magnética.
Fonte: Autoria prépria.
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Figura 39: Imagens de Microscopia 6ptica das microparticulas de quitosana com naproxeno, obtidas pelo
método indireto, utilizando agitagdo magnética.
Fonte: Autoria prépria.
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Figura 40: Imagens de Microscopia dptica das microparticulas de quitosana com naproxeno obtidas pelo
método direto, utilizando ultrassom.
Fonte: Autoria prépria.

Os fons célcio (Ca’*) no meio reacional fazem reticulacBes idnicas com 0s
grupamentos carboxilicos do ALG, formando um complexo intra-agregado ALG-Ca pouco
reticulado. Assim a quantidade de ions célcio permite a formacéo de reticulacdes, sendo que,
em maior quantidade h&d o aumento dessas reticulacBes ibnicas entre 0s grupamentos
carboxilicos de ALG entre os complexo intra-agregados, com a formagéo de complexos inter-
agregados ALG-Ca. Assim, apds a formacdo do gel ALG-Ca, com a adicdo da solucdo de
quitosana, 0s grupamentos amino protonados reagem com os grupamentos carboxilicos livres,
formando uma espécie de camada protetora de revestimento nas particulas ALG-Ca, sendo o
teor de ions célcio no meio reacional que determina o grau de reticulagéo idnica da particula
ALG-Ca formada e a adi¢do da solucdo de quitosana, responsavel por revestir as particulas.
Podendo formar grandes complexos inter-agregados, ou de complexos intra-agregados, com
morfologia esferoide (ABREU, 2008). A Figura 41 representa 0 grau de agregacdo das
particulas ALG/Ca/QT de acordo com o grau de reticulagdo iénico.

Figura 41: Representacdo esquematica dos hidrogéis de ALG/Ca revestidos com quitosana: (a) formacao
dos intra e inter-complexos e (b) formacao dos intra-complexos.
Fonte: Abreu, 2008.

5.3.1 Grau de Intumescimento das Particulas
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Para um perfil adequado de liberacdo oral de farmacos, particulas devem apresentar
grau de inchamento minimo no meio gastrico (pH 1,2), para que a liberacdo do farmaco
também seja minima e ao passar pelo meio intestinal (pH 7,4) o sistema particulado apresente
moderado inchamento, de modo que se ocorra a liberacdo controlada do farmaco (GEORGE e
ABRAHAM, 2006). Desta forma, o grau de intumescimento das particulas foi avaliada em
pH 1,2 simulando meio géastrico e em pH 7,4 simulando meio intestinal. As analises foram
feitas em duplicata. Foram medidas as massas das amostras Umidas, ap0s a imerséo por 15,
30, 60, 120 e 1440 minutos em solucdo de simulacdo intestinal e géastrica. Os resultados
obtidos mostram que as particulas tem como caracteristica diferentes graus de intumescimento

em funcéo do tempo e do pH da solucéo, como ilustrados nas Figuras 42 e 44.
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Figura 42: Teste de intumescimento das microparticulas em meio gastrico simulado (pH 1,2).
Fonte: Autoria prépria.
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Antes

Figura 43: Fotografia das microparticulas de quitosana: (a) ALG-QT - DU, (b) ALG-QT/N-DU,
(c) QT/ALC e (d) ALG-QT/N-IM, antes e depois do teste de intumescimento em pH 1,2.
Fonte: Autoria proépria.

O grau de intumescimento em meio gastrico foi realizado através da pesagem dos
géis apos a imersdo em solucdo em pH 1,2 com o tempo de exposi¢do. A Figura 42, em meio
gastrico simulado, observa-se que as particulas obtidas pelo método de coagulacdo alcalina
(QT-ALC), foram as que apresentaram maior grau de intumescimento, apresentando um grau
médio de intumescimento cerca de 90% em relacdo ao seu peso inicial ap6s 15 min,
solubilizando-se totalmente ap6s 2 horas de imersdo em meio gastrico simulado. As particulas
obtidas pelo método de complexacdo polieletrolitica se comportaram melhor nesse meio,
sendo que a amostra obtida pelo método indireto com agitagdo mecénica ALG-QT/N-IM, a
qual melhor se comportou, apresentando o menor grau de inchamento (Figura 43). Segundo
Abreu (2008), particulas de ALG-QT apresentam maior estabilidade e resisténcia ao
inchamento, devido a quitosana revestir a particula ALG-Ca através das interacfes entre 0s
grupamentos amino e carboxilicos, resultando um maior entrelagcamento entre as cadeias.

Mas ao observamos a Figura 44, nota-se que as particulas expostas em meio
intestinal, tem um comportamento inverso ao meio gastrico. As particulas de QT-ALC,
apresentaram grau de intumescimento moderado, com 59% em 15 min, diferentemente das
demais amostras obtidas pelo método de complexacéo polieletrolitica que atingiram o (G1%)
maximo apos 2 horas e solubilizaram completamente (Figura 45), sendo a amostra ALG-
QT/-DU chegando a mais de 80% em apenas 15 minutos de exposi¢do. Esse comportando

pode ser explicado devido ao grande tamanho das cadeias poliméricas, que por resisténcia a
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difusdo no meio reacional forma uma fina camada de revestimento na superficie a particula
ALG-Ca, ficando assim mais suscetivel ao intumescimento (ABREU, 2008).

A obtencdo de particulas com um minimo grau de intumescimento em meio
intestinal simulado é influenciada principalmente pelo pH do meio reacional. Sendo que
particulas preparadas em pH 6 com quitosana apresentam menor grau de intumescimento.
Quando expostos em pH préximos da neutralidade, os grupamentos amino da quitosana ndo
se encontram mais protonados, limitando a capacidade de expansdo da rede polimérica. E
qguando a particula apresenta menor teor de quitosana essa limitacdo € aumentada,
contribuindo para um minimo grau de inchamento (ABREU, 2008).
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Figura 44: Teste de intumescimento das particulas em meio intestinal simulado (pH 7,4).
Fonte: Autoria prépria.
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Antes

Figura 45: Fotografia das particulas de quitosana: (a) ALG-QT - DU, (b) ALG-QT/N-DU, (c) QT/ALC e
(d) ALG-QT/N-IM, antes e depois do teste de intumescimento em pH 7,4.
Fonte: Autoria propria.

5.3.2 Liberacdo controlada da substancia bioativa

O estudo da liberacdo controlada também foi realizado com as microparticulas
obtidas pelo método direto e indireto com intuito de verificar o potencial destes sistemas
como carreadores de farmaco. Os espectros de absorbancia versus comprimento de onda em
funcdo do tempo das microparticulas de ALG-QT com naproxeno estdo apresentados nas
Figuras 46 a 48, nos fluidos de simulacdo gastrico. Os resultados obtidos com as
microparticulas em fluido de simulacdo intestinal ndo serd apresentado, pois as
microparticulas desagregaram durante o teste, tornando a solucdo opaca, o que inviabilizou o
uso dos resultados. Os espectros de absorbancia das microparticulas em funcéo do tempo séo
similares aos obtidos para os géis de N-acetilquitosana, com absor¢do maxima do naproxeno

em 330 nm.
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Figura 46: Espectros de absorbancia versus comprimento de onda das microparticulas de ALG-QT com

naproxeno obtidos pelo método direto, utilizando agitacdo magnética, em funcéo do tempo, em pH =1,2.

Fonte: Autoria propria.
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Figura 47: Espectros de absorbancia versus comprimento de onda das microparticulas de ALG-QT com

naproxeno obtidos pelo método direto, utilizando ultrassom, em fungdo do tempo em pH =1,2.

Fonte: Autoria prépria.
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Figura 48: Espectros de absorbancia versus comprimento de onda das microparticulas de ALG-QT com
naproxeno obtidos pelo método indireto, utilizando agitagdo magnética, em fungdo do tempo em pH =1,2.
Fonte: Autoria propria.



77

Com base nos espectros de absorbancia foi possivel construir as curvas de liberacao
das microparticulas de ALG-QT/N (Figura 49). Para as microparticulas de ALG-QT/N
obtidas pelo método direto, observou-se, inicialmente uma liberacdo rapida do naproxeno,
sendo de 50% (ALG-QT/N-DM) e 62% (ALG-QT/N-DU) ap6s 10 minutos em contato com o
fluido de simulacdo gastrico. Ja as microparticulas de ALG-QT/N obtida pelo método
indireto, apresentaram um perfil de liberagdo mais lento, com liberagéo de 26% do naproxeno
apos 10 minutos. Porém, apds uma hora em contato com o fluido de simulacéo gastrico todos
0s sistemas atingiram uma liberacao de 70%.

Estes resultados sugerem que as microparticulas preparadas pelo método indireto,
inicialmente apresentaram um perfil de liberagdo mais controlado. Entretanto, os perfis de
liberacdo mostraram-se, em geral, mais satisfatorios quando as microparticulas foram
produzidas pelo método direto. Estes resultados apontaram a necessidade de realizacGes de

um estudo mais detalhado.
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Figura 49: Curvas de liberacdo das microparticulas ALG-QT/N obtidas pelo método direto e indireto,
com agitacdo magnética e ultrassom, no comprimento de onda de 330 nm, em fluidos de simulagéo
gastrico.

Fonte: Autoria propria.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos por espectroscopia na regido do infravermelho, ressonancia
magnética nuclear de *C e determinacdo do grau de acetilagdo apresentaram evidéncias da
incorporacdo dos grupos acetila tanto nos grupamentos amino livres, quanto nos hidroxilicos.
Por FTIR sugerem um grau de N-acetilacdo de 99,5% da quitosana modificada, valor
concordante com dados da literatura. Como esperado, o grau de O-acetilacdo, determinado
pelo método volumétrico, foi desprezivel nas condi¢des reacionais realizadas.

Através da solubilizacdo da N-acetilquitosana em DMAV/LICI foram obtidos géis que
apresentaram alta estabilidade, mesmo apds lavagens com &gua destilada. Géis de N-
acetilquitosana com substancias bioativas (naproxeno e 0s naproxenatos de eugenila e timila)
foram produzidos utilizando o método casting. As caracteristicas morfoldgicas das superficies
de fratura dos géis de N-acetilquitosana puro foram investigadas por microscopia eletrénica
de varredura. A morfologia revelou uma superficie lisa e indica um filme denso e uniforme.

Blendas de N-acetilquitosana/Acetato de celulose com substdncias bioativas
(naproxeno, naproxenato de timila e de eugenila) também foram produzidos utilizando o
método casting. As blendas obtidas sdo opacas indicando imiscibilidade do sistema,
entretanto com a incorporacdo das substancias bioativas o sistema tornou-se transparente,
sugerindo que o0 naproxeno atua como compatibilizante.

As microparticulas foram obtidas por diferentes métodos, de maneira geral as
particulas possuem diferentes morfologias, com tamanho médio de 1 mm. As particulas de
ALG-QT preparados com naproxeno, possuem morfologia semelhante das microparticulas
puras. O estudo de liberacdo mostrou que as microparticulas preparados pelo método indireto,
inicialmente apresentaram um perfil de liberacdo mais controlado.

As cinéticas de liberacdo das substancias bioativas incorporadas nos géis de N-
acetilquitosana foram avaliadas por espectroscopia UV-Vis em periodos de tempo pré-
determinados, apresentando uma liberagdo mais controlada as blendas poliméricas de N-
acetilquitosana com acetato de celulose.

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que géis de N-acetilquitosana séo
promissores sistemas para liberacdo transdermica de farmacos que, em condicdes reais (in
vivo), poderdo ser utilizados para melhorar/otimizar o tempo de a¢do e manter a concentragéo

terapéutica de substancias bioativas.
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