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RESUMO

O presente trabalho descreve a sintese e caracterizagao de trés derivados
de quitosana que foram utilizados para decorar vesiculas produzidas a
partir da auto-associacdo do copolimero em bloco PSas-b-PAAs3
visando a encapsulacdo do minoxidil. As vesiculas foram obtidas usando
0 método de co-solvente organico (dioxano) em agua e caracterizadas
guanto ao seu tamanho por Espalhamento de Luz Dinadmico (DLS),
morfologia por Microscopia Eletrénica de Transmissdo (TEM) e
potencial zeta. Essas vesiculas apresentam morfologia bem definida com
didmetros inferiores a 200 nm e, devido & dissociacdo das por¢des de
acido carboxilico do bloco hidrofilico, estas vesiculas exibem carga de
superficie negativa, o que possibilita o revestimento da sua superficie
com polissacarideos de carga oposta, tais como quitosana e derivados de
quitosana. Apds a decoragdo, estas vesiculas sdo claramente diferentes.
Com a adicdo e 0 aumento da concentracdo de quitosana ou derivados
de quitosana, o valor de potencial zeta diminui, passando por uma regido
de transi¢do, préximo do potencial zero, onde sdo observadas a
formacdo de agregados. Depois de alcancar o maximo de adsorcdo, 0s
parametros de potencial zeta se estabilizam, as vesiculas se re-dispersam
e o didmetro hidrodinamico fica ligeiramente maior quando comparado
com as vesiculas ndo decoradas. A eficiéncia de encapsulacdo (EE) do
minoxidil, quantificada por eletroforese capilar, resulta numa EE
méaxima de 50,7 %, o0 que estd em boa concordancia com a capacidade
de carga de tais vesiculas.

Palavras-chave: Auto-associagao. Copolimero. PS-b-PAA.
Nanoparticula. Espalhamento de luz dinamico. Vesicula. Polimero.
Polissacarideo. Quitosana. Biopolimero. Minoxidil.






ABSTRACT

The present work describes the synthesis and characterization of three
chitosan derivatives which were used to decorate vesicles made from the
self-assembly of the block copolymer PSau-b-PAAg aiming
encapsulation of minoxidil. The vesicles were obtained by using the
organic (dioxane) co-solvent method in water and characterized
according to their size by Dynamic Light Scattering (DLS), morphology
by Transmission Electron Microscopy (TEM) and zeta potential. These
vesicles have well-defined morphology with diameters lower than 200
nm and, due to the dissociation of the carboxylic acid moieties of the
hydrophilic block, these vesicles have a negative surface charge, which
allows the coating of its surface with oppositely charged
polysaccharides, such as chitosan and chitosan derivatives. After the
decoration, these vesicles were clearly different. With the addition and
the concentration increases of chitosan or chitosan derivatives, the zeta
potential value decreases, passing through a transition region, near zero
potential, where’s observed the formation of aggregates. After reaching
maximum adsorption, zeta potential parameters are stabilized, the
vesicles are re-dispersed and the hydrodynamic diameter is mildly larger
when compared to the vesicles without decoration. The encapsulation
efficiency (EE) of minoxidil, quantified by capillary electrophoresis,
results in an EE maximum of 50,7 %, which is in good agreement with
the cargo ability of these vesicles.

Keywords: Self-assembly. Copolymer. PS-b-PAA. Nanoparticle.
Dynamic light scattering. Vesicle. Polymer. Polysaccharide. Chitosan.
Biopolymer. Minoxidil.
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1 INTRODUCAO

Desde 0 seu advento, a nanotecnologia tem atraido grande
atencdo e gerado amplos avangos nos mais diversos setores industriais,
devido ao seu enorme e atualmente comprovado potencial. Materiais em
escala nanométrica tem frequentemente propriedades Unicas em funcéao
do seu tamanho reduzido e, destes, os polimeros tem ganhado crescente
interesse justamente pelas inimeras possibilidades de aplicaces(!l.

Em particular, a aplicacdo de polimeros na administracdo de
farmacos tem sido extensivamente estudada nas UGltimas décadas,
visando o desenvolvimento de sistemas de liberagdo controlada e/ou
direcionada de farmacos em alvos especificos do organismo. Esses
sistemas carreadores tém trazido os mais variados beneficios, além de
muitas vantagens, quando comparados aos sistemas convencionais
como, por exemplo, diminuicdo da toxicidade, diminui¢do da
degradacdo do farmaco, melhora da absor¢do, aumento da eficacia
terapéutica, aumento da biodisponibilidade, diminuicdo dos eventos
adversos, reducdo dos custos devido a diminuigdo do nimero de doses
necessarias, liberacdo continua e progressiva dos principios ativos,
direcionamento para alvos especificos, entre outrasf?. A Figura 1 mostra
um comparativo entre os perfis de concentracdo plasméatica de uma
formulagdo administrada pelo método convencional (1.A) e através de
um sistema de liberagéo controlada (1.B).

Figura 1. Representa¢do esquematica de um grafico de concentracdo plasmatica
vs. tempo de administracdo do farmaco, onde a curva (A) mostra uma
formulagéo convencional e a curva (B) uma formulag&o de liberagdo controlada.
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Como podemos observar, pelo método convencional a
concentracdo plasmatica possui oscilagcbes no decorrer do tempo, pois
para que os niveis plasmaticos permanecam dentro da faixa terapéutica é
necessario a administragdo de novas doses de farmaco. Como o0s niveis
plasmaticos sdo dependentes do nimero de doses administradas, quanto
maior a dose ou menor o intervalo entre elas, maiores séo as chances de
a concentracdo alcancar niveis toxicos, originando eventos adversos. Ja
pelo sistema de liberagdo controlada, a administragdo de uma Unica dose
pode resultar em niveis plasméticos dentro da faixa terapéutica por um
periodo de tempo maiorf?l,

Diversos sdo os tipos de sistemas carreadores existentes
atualmente, com destaque para os lipossomas!®l, os dendrimeros(¥, as
nanoesferas®l, as nanocapsulas(®, as vesiculasl’”! e as micelas
poliméricas!®. Essas nanoestruturas podem ser produzidas a partir de
polimeros sintéticos ou biopolimeros, utilizados como transportadores
de variados agentes ativos e para a administracdo em diferentes vias,
principalmente oralt®, parenteral®, nasal™, oftalmical'*l e dérmical*?.

A via de administracdo dérmica e transdérmica é uma das mais
importantes e extensivamente explorada nas Ultimas décadas, pois
apesar das dificuldades que esta rota apresenta para a entrega de
farmacos, a pele é o maior érgdo do corpo humano e somente este fato
ja basta para ndo ser negligenciadal314l,

O desenvolvimento de sistemas nanoestruturados com superficie
modificada por meio do revestimento com outros polimeros sdo uma
promessa, pois possibilitam aumentar a permeabilidade e o poder de
direcionamento seletivo através do reconhecimento por receptores e
alvos especificos do organismo. Neste contexto, as vesiculas de
copolimeros em bloco s&o extremamente atrativas, tem vantagens frente
a outros sistemas, além da versatilidade de encapsulamento de agentes
ativos tanto hidrofilicos quanto hidrofébicos-51.

Utilizando-se dessas informagdes, foi escolhido o copolimero de
PS404-b-PAAs; para a producdo das nanovesiculas poliméricas, pelo
simples fato deste copolimero, neste grau de polimerizacdo, em solucédo
formar vesiculas, o que possibilita a incorporacdo de principios ativos
tanto hidrofébicos quanto hidrofilicos(*®l. Como farmaco de escolha, foi
utilizado o minoxidil pela sua boa hidrofilicidade e por existirem poucos
trabalhos utilizando este sistema com farmacos hidrofilicos. E como
agentes decorantes (revestimentos externos) foram utilizados a
quitosana e outros trés derivados sintetizados a partir da quitosana, por
suas propriedades de biocompatibilidade, biodegradabilidade e por
facilitar a absorcéo e a permeagéo cutaneal?®l,
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 POLIMEROS

A palavra polimero origina-se do grego poli (muitos) e mero
(unidade de repeticdo). Assim, 0 monémero € uma unidade de repeti¢do
e a unido de varios monémeros através de ligacGes covalentes formam
as macromoléculas que sdo os polimeros. Os polimeros possuem alta
massa molar e podem ser caracterizados por seu tamanho, estrutura
quimica e interacGes intra e intermoleculares. As propriedades de cada
polimero dependem de como suas unidades monoméricas estdo
organizadas, conduzindo & versatilidade dos diferentes polimeros
encontrados atualmentelt”.181,

As macromoléculas podem ser divididas em dois grupos: 0s
polimeros sintéticos como o poliestireno (PS), politetrafluoretileno
(TEFLON®), poli(tereftalato de etileno) (PET), entre outros; e 0s
polimeros de origem natural ou biopolimeros como a celulose,
proteinas, entre outros. Estruturalmente mais complexos, 0s
biopolimeros estdo subdivididos em trés grupos: proteinas e
polipeptideos, polinucleotideos e polissacarideos!*l,

Os polimeros formados a partir de uma Unica unidade
monomeérica sdo chamados de homopolimeros (por exemplo, o PS),
enquanto que os formados por duas ou mais unidades monoméricas
diferentes sdo conhecidos como copolimeros. Os copolimeros podem ser
divididos em quatro tipos, dependendo da disposicdo de seus
mondmeros, conforme representado na Figura 2, utilizando duas
unidades de mondmero A (@) e B (@)

Figura 2. Classificagdo dos copolimeros de acordo com a disposi¢do de seus
mondmeros: (a) em bloco, (b) alternado, (c) aleatério e (d) enxertado.

Copcel0othl Colfefefefete  Coofeclcoeto
(a) (b) (c) (d)

Os copolimeros em bloco podem ainda ser divididos em outros
quatro grupos, como representa a Figura 3.
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Figura 3. Representacdo dos diferentes tipos de copolimeros em bloco: (a)
dibloco, (b) tribloco, (c) multibloco e (d) estrela.
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2.2 COPOLIMEROS EM BLOCO

Muitos copolimeros tém carater anfifilico, ou seja, possuem
segmentos com grande diferenca de solubilidade, um bloco hidrofilico e
outro hidrofdbico, e com isso, a particularidade de se auto-organizar,
guando na presenca de solventes seletivos a um dos blocos e acima de
uma concentragdo especifica, a chamada concentracdo micelar critica
(cmc), formando micelas ou outros agregados micelares (esferas,
cilindros, lamelas, discos) (Figura 4)[21-241,

Figura 4. Formacéao de micelas em meio aquoso (Adaptado da Ref. [23]).

Bloco hidrofilico Bloco hidrofébico ; E

Copolimero em bloco é ; % ; i ;

Micelas poliméricas em meio aquoso

No processo de micelizagdo em agua, o bloco hidrofilico é
orientado para a fase continua, formando a parte externa da micela
(corona), enquanto que o bloco hidrofébico constitui a parte interna
(nucleo). Existem duas forgas atuantes na formagao destas estruturas, as
forgas atrativas (que tendem a unir as moléculas) e as forgas repulsivas
(que limitam o ndmero de moléculas que podem se auto-associar)
(Figura 5)[221,
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Figura 5. Representacdo esquematica da contribuicdo das forcas de atracdo e
repulsdo para o mecanismo de formacdo das micelas em meio aquoso

(Adaptado da Ref. [22]).
Atragdo interfacial Repulsdo

(hidrofébica) / (hidrofilica)

O ndcleo hidrofébico da micela serve como um microambiente
favoravel a encapsulacdo e liberacdo de principios ativos de carater
hidrofdbico, enquanto que a corona hidrofilica serve como uma interface
estabilizante entre o ndcleo hidrofébico e o meio externo (Figura 6)1221.

Figura 6. Representacdo esquematica da incorporagdo do principio ativo no
interior hidrofébico da micela (Adaptado da Ref. [23]).

Principio ativo
Micela polimérica (carater hidrofébico)

Quando o bloco hidrofébico é consideravelmente maior do que o
bloco hidrofilico, temos a formacdo favorecida de estruturas do tipo
vesiculasf??l,

2.2.1 Vesiculas poliméricas

A auto-associagdo de copolimeros anfifilicos tem gerado grande
interesse principalmente para a utilizagdo em sistemas de liberagéo
controlada de farmacos, neste contexto, as vesiculas poliméricas tém
merecido maior atengdo, uma vez que sdo esferas ocas com uma
membrana bicamada hidrofébica e coronas internas e externas
hidrofilicas. Diferentes de micelas e analogos aos lipossomas, as
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vesiculas poliméricas sdo consideradas mais robustas, estaveis e
versateis, possibilitando a incorporacdo tanto de agentes ativos
hidrofébicos, na sua espessa membrana hidrofébica, quanto de
principios ativos hidrofilicos, na sua cavidade internal?3-2%1,

Além do potencial de modificacdo da superficie, permitindo o
direcionamento para érgdos especificos, bem como o uso de gatilhos de
liberacdo através de estimulos externos[??], tais como alteragGes no
pHI81, temperatural?”l, oxidacdo/reducaol®®, luz[?®l, dentre outros.

A Figura 7 mostra a estrutura tipica de uma vesicula polimérica,
com as cadeias hidrofobicas (vermelho) formando a membrana
compacta da vesicula e as cadeias hidrofilicas solvatadas (azul)
formando a corona interna e externa. Uma vesicula encapsulando um
principio ativo hidrofdbico (Figura 7.b), outra encapsulando um agente
ativo hidrofilico no interior da vesicula (Figura 7.c) e uma Gltima com a
superficie modificada (decorada) (Figura 7.d)[?3l.

Figura 7. Representacdo esquemdtica de uma (a) vesicula polimérica, (b)
vesicula com principio ativo hidrofébico, (c) vesicula com principio ativo
hidrofilico, (d) vesicula decorada (Adaptado da Ref. [23]).
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2.2.2 PS-b-PAA

O PS-b-PAA ¢é um copolimero dibloco anfifilico constituido por
um bloco hidrofébico de poliestireno (a) e outro bloco hidrofilico de
poli(acido acrilico) (b) (Figura 8). Nanoestruturas formadas a partir de
PS-b-PAA tem sido intensivamente investigada, principalmente pelo
grupo de Adi Eisenberg, que vem estudando este copolimero a mais de
20 anosf*l,
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Figura 8. Representacdo estrutural do copolimero dibloco poliestireno-b-
poli(&cido acrilico) (PS-b-PAA).

H,C
CH,
a b
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Quando em solvente seletivo para um dos blocos, tal como agua,
este copolimero forma agregados pela auto-associacdo do bloco
hidrofdbico (PS), com o intuito de minimizar o contato com o solvente e
0 PAA que atua como estabilizante destas estruturas. Sob diferentes
condi¢des, como composicdo e propor¢do de cada um dos blocos,
concentracdo do copolimero, natureza do solvente, porcentagem de agua
e presenca de aditivos, podem-se observar uma variedade enorme de
morfologias, como por exemplo, micelas esféricas e do tipo crew-cut
(onde a corona de PAA é muito menor em comparacdo ao nicleo de
PS)[39 bastdesl®l, lamelas e vesiculas®d, entre outras(?4.

Normalmente, utilizando como bom solvente para ambos o0s
blocos, o tetraidrofurano (THF), temos favorecida a formagdo de
micelas e utilizando o dioxano, temos o favorecimento na formacéo de
vesiculas. E ainda € possivel realizar o controle morfoldgico apenas com
a porcentagem de adicdo de 4gua, como mostra a Figura 9(b). A Figura
9(a) representa um diagrama de fase do PS-b-PAA em dioxano-agua,
onde ¢ visivel as transi¢des entre as fases de esfera, bastdo e vesicula,
além das regibes de coexisténcia entre uma fase e outra (regides
coloridas)l,
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Figura 9. (a) Diagrama de fase do PS-b-PAA em dioxano-agua em fungéo das
concentragdes de copolimero e porcentagem de &4gua em dioxano. As regides
coloridas entre as fases de esfera e bastdo e entre as fases de bastdo e vesicula
correspondem as regifes de coexisténcia. (b) Representacdo das alteracdes
morfolégicas geradas pela porcentagem de adigdo de agua e/ou dioxano/THF
(Adaptado da Ref. [24]).
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As vesiculas de PS-b-PAA tém a caracteristica de possuirem
cargas negativas na sua superficie, decorrentes da dissociacdo dos
blocos hidrofilicos de PAA em agua, o que possibilita a modificagio da
superficie dessas nanoestruturas através de interacfes eletrostaticas com
outras macromoléculas positivamente carregadast®334,

2.3 POLIELETROLITOS

Os polieletrolitos ou poliions sdo polimeros que desenvolvem
cargas substanciais quando dissolvidos em solventes altamente polares,
tal como agua. Estas cargas surgem a partir de grupos ionizaveis
presentes ao longo da cadeia molecular. As interacdes eletrostaticas
entre 0s grupos ionizéveis, bem como a presenga de outros eletrélitos
em solucdo, conferem a essa classe de polimeros uma série de
propriedades distintas das exibidas por polimeros neutros!®°l,

Os polieletrolitos podem ser classificados de acordo com a
solubilidade da sua cadeia principal ndo carregada, ou seja, espécies que
ndo se dissolvem na auséncia de carga sdo denominadas hidrofébicas,
enquanto que aquelas que se dissolvem s&o consideradas hidrofilicas®].

Os polieletrolitos que apresentam simultaneamente ambas as
cargas positivas e negativas sdo chamados de polianféteros. Podem
apresentar um ponto isoelétrico, que corresponde a um pH ou condicédo
da solucdo em que a densidade de cargas positivas e negativas sdo
iguais, comportando-se como polianions fracos em pH elevado ou como
polications fracos em baixos valores de pH[®.,
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Os polieletrolitos sdo produzidos sinteticamente pela
polimerizacdo de monbémeros carregados ou pela funcionalizacdo de
polimeros neutros, naturais ou sintéticos. O DNA é o polieletrélito
biolégico mais conhecido, mas existem outros exemplos, como as
proteinas e os polissacarideos. Além das fungbes biolégicas comuns,
fora dos sistemas naturais, os polieletrdlitos podem ser utilizados para
modificar a reologia de solugbes, controlar a agregacdo de particulas
coloidais, ou alterar a natureza de superficies por adsorgaot®l.

2.4 POLISSACARIDEOS

Os polissacarideos sdo polimeros de origem natural formados por
unidades monoméricas de agucares (carboidratos), unidas por ligacoes
glicosidicas, sendo as formas pentose e hexose as mais abundantes na
natureza. Podem ser classificados segundo sua fungdo, como
polissacarideos estruturais (celulose e quitina) ou de reserva (amido). Os
polissacarideos estruturais sdo linearmente arranjados de forma a
constituirem a parede celular de plantas e alguns insetos®6371, A Figura
10 mostra a estrutura quimica da celulose, formada pela unido de
moléculas de glicose através de ligagdes B-1,4-glicosidicas.

Figura 10. Representacdo estrutural da celulose.
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Quando em solucdo, os polissacarideos podem apresentar
diferentes conformagBes da sua cadeia polimérica, principalmente
guando aplicadas alteragGes de propriedades, tais como temperatura, pH,
forca ibnica, entre outras, podendo promover transicdes morfolégicas
que variam de simples-hélice, dupla-hélice, tripla-hélice, novelo
aleatdrio e outros agregados(=6l.

Os polissacarideos sdo considerados seguros, atoxicos,
biocompativeis e biodegradaveis. Possuem um grande nimero de grupos
funcionais reativos (radicais amina, hidroxila e carboxila), que podem
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ser facilmente modificados quimicamente, resultando em diversos tipos
de derivados. Essa versatilidade, unida ao baixo custo e alta
disponibilidade, fazem com que inimeros estudos sejam realizados com
polissacarideos e seus derivados para aplicacdo em sistemas de liberacdo
de farmacos e diversas outrasf®7-34l,

2.4.1 Quitosana

A quitosana é um polissacarideo obtido a partir da reacdo de N-
desacetilacdo da quitina, segundo biopolimero mais abundante na
natureza, depois da celulose. Extraido do exoesqueleto de crustaceos,
insetos e alguns fungos[“-43l,

A quitina foi descoberta em 1811 por Braconnot e inicialmente
chamada de “fungine”, por ter sido descoberto em cogumelos. Somente
em 1823 que Odier nomeou como quitina. A quitosana, por sua vez, foi
descoberta em 1859 por Rouget, ap6s tratamento da quitina com KOH
concentrado e altas temperaturas, propondo o termo “quitina
modificada”. Em 1894, Hoppe-Seyler, ignorando o trabalho de Rouget,
nomeou este polimero de quitosanal*4l.

Quando o grau de desacetilacdo da quitina atinge cerca de 50 %,
torna-se solivel em meio &cido aquoso e passa a ser chamada de
quitosana. Estruturalmente a quitosana € constituida de monémeros de
glucosamina (2-amino-2-deoxi-p-1,4-D-glicopironase) e N-
acetilglucosamina (2-acetoamido-2-deoxi-B-1,4-D-glicopironase) unidos
através de ligagdes B-1,4-glicosidicasl“®#143 (Figura 11), onde (a) e (b)
representam as unidades desacetilada e acetilada, respectivamente.

Figura 11. Representacdo estrutural das unidades monomeéricas da quitosana,
onde (a) representa a unidade desacetilada e (b) a unidade acetilada com as
respectivas numerages dos carbonos.
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Os polimeros de quitosana estdo disponiveis em diferentes faixas
de massa molar (50 kDa — 2000 kDa) e grau de desacetilacdo (50 % — 98
%), 0s quais variam de acordo com as condigdes de polimerizagéo e
desacetilacdo. A quitosana é sollvel em solugdes de acidos fracos
diluidos, sendo o 4&cido acético o solvente mais empregado. Sua
solubilidade é altamente dependente do grau de desacetilacdo e do pH.
Sua solubilidade ocorre devido a protonagdo do grupo amina da posicéo
C-2 da unidade D-glucosamina, sendo convertido para um polieletrélito
em meio acidofll,

A quitosana é considerada um excelente promotor para a
liberacdo de farmacos em diversas vias, tais como em mucosas (nasal e
bucal), intestinal, além da via transdérmica, uma vez que melhora a
permeabilidade na pelel®l,

Nas Gltimas duas décadas a maioria das formas de quitina,
quitosana e seus derivados tem encontrado uma série de aplicacOes
biomédicas, além de serem utilizadas no desenvolvimento de diversos
tipos de sistemas de liberacdo de farmacosi 443, Uma vez que, além da
estrutura polimérica flexivel, a quitosana apresenta grupos funcionais
reativos: grupos amina, além de varios grupos hidroxila primaria e
secundaria nas posicoes C-2, C-6 e C-3, respectivamente, possibilitando
realizar diversas modificacdes quimicas da sua cadeia polimérical#0:46l,

2.4.2 Modificacdo quimica da quitosana

A crescente utilizagdo da quitosana se deve, principalmente, a sua
natureza catibnica e reativa e as demais propriedades, tais como
biocompatibilidade, biodegradabilidade, bioadesividade e atoxicidade. A
guitosana fornece grupos funcionais reativos como amina primaria,
hidroxila primaria, bem como hidroxila secundaria ao longo da sua
cadeia polimérica, possibilitando a producdo de um consideravel
nimero de derivados, responsaveis por alteracbes nas propriedades
fisico-quimicas do polimero e que ampliam as suas aplicagOes!*146-48],

A incorporacdo de grupos hidrofilicos e/ou hidrofébicos a cadeia
da quitosana pode alterar propriedades como a solubilidade e
flexibilidade do polimero, por exemplo, tornando seus derivados
sollveis ou ndo em solventes aquosos e/ou organicos. Contudo, estas
propriedades dependerdo muito da massa molar, da estrutura quimica e
do grau de substituicdo dos grupos inseridost*’4€l,

Por isso, dentre as reacdes de modificacdo quimica da quitosana,
destacam-se a carboximetilacéo e a alquilagdo redutiva.
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2.4.2.1 Carboximetilagéo

A introducdo de grupos carboximetila na quitosana pode conduzir
a formacdo de derivados ani6nicos, N-carboximetil, O-carboximetil ou
N,O-carboximetil, dependendo das condic¢Bes reacionais empregadas. A
utilizacdo de solvente organicos apropriados facilita a reagdo. A
carboximetilagdo ocorre preferencialmente no C-6 da hidroxila primaria,
no entanto, pode ocorrer, apés a N-desacetilacdo sob condi¢bes
altamente alcalinas, no C-2 da amina priméria, deixando 0s grupos
amina disponiveis para também reagirem[*48491 A Figura 12 representa
0 esquema basico da reacdo de carboximetilacéo.

Figura 12. Representagdo esquematica da reacdo de carboximetilacdo, partindo
da (a) quitosana, originando um (b) N,O-carboximetil derivado.

R=AcouH
OH OCH,CO;Na
o CICH,CO,H
HO (0] NaOH L HO cH
CH a 7
HO™ \HR 3 HNCH,COoNa |
(@) (b)

Os derivados carboximetilquitosana sdo altamente sollveis em
agua, além de possuir propriedades fisico-quimicas e bioldgicas, tais
como elevada viscosidade, grande volume hidrodinamico, capacidade de
formacdo de filmes e géis, tornando-0s uma atraente opcdo para 0 Uso
em produtos alimentares, cosméticos e farmacéuticos. Ao variar o grau
de substituicdo do grupo carboximetila inserido, pode-se obter vérias
densidades de carga na cadeia molecular, proporcionando uma forma
conveniente de controlar o comportamento em diversos pH[“el.

A quitosana modificada com grupos carboximetila é capaz de
melhorar diversas propriedades, tais como a atividade antibacteriana,
aumenta as propriedades adesivas, de absor¢do e de adsorcéo, bem como
prolonga a liberagéo de alguns farmacos(®l,

2.4.2.2 Alquilacgdo redutiva

O tratamento da quitosana com aldeidos alifaticos e um agente de
reducdo é a maneira mais simples para a preparacdo de produtos N-
alquilados, esse processo € chamado de alquilacdo redutiva. O grupo
amina livre da quitosana reage com o aldeido por condensacéo para dar
origem a sua correspondente imina (base de Schiff), que pode ser
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facilmente convertida num N-alquil derivado através da reducdo com
boroidreto de sédio (NaBH4) ou cianoboroidreto de sddio (NaCNBHj3),
como mostra a Figura 13140.4851],

Figura 13. Representacdo esquematica da reagdo de alquilagdo redutiva,
partindo da (a) quitosana, originando uma (b) imina (base de Schiff), que é
convertida num (c) N-alquil derivado (R- na reacdo representa o nimero de
carbonos da molécula inserida).

OH OH OH
o RCHO fo) NaBH,
HO o ——> HO o — > HO o
HO NH, CH3 HO N=CH CHj HO NH-CH, Hg
R R
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Outros métodos podem ser empregados para a producdo de
derivados alquilados de quitosana, como apresentado por MOURYA &
INAMDARM 8, que discutem as diversas modificagdes existentes e suas
principais aplicaces, sendo a entrega de DNA a aplicagdo mais
importante da quitosana alquilada, uma vez que este derivado melhora a
eficiéncia de transfeccdo (processo de introducdo de DNA nas células),
que é facilitada pelas interacdes hidrofobicas e a descompactacdo do
DNA a partir de transportadores produzidos com este derivado, devido
ao enfraquecimento das atracOes eletrostaticas entre o DNA e a
quitosana alquilada. A eficiéncia de transfeccdo € aumentada e nivelada
dependendo do nimero de carbonos do grupo alquila inserido.

A quitosana e muitos de seus derivados tém a capacidade de
formar complexos através de interagdes eletrostéticas, o que possibilita
utiliza-las na decoracéo de nanoparticulas poliméricas.

2.5 INTERACAO ENTRE NANOPARTICULAS E
POLISSACARIDEOS

A modificagdo da superficie de sistemas poliméricos
nanoparticulados tem sido um tema muito estudado nos ultimos anos,
pois além das vantagens ja existentes dos transportadores coloidais, tais
como prote¢do do farmaco contra a degradacdo, maior estabilidade e a
capacidade de aumentar a absor¢do e controlar a liberagdo do farmaco,
as nanoparticulas com superficie modificada trazem outras vantagens,
como o aumento do tempo de circulagdo sanguinea, a prote¢do contra a
adsorcdo de proteinas e a captura por células fagocitarias, além da
possibilidade de vetoriza¢do do ativo para 6rgdos e tecidos especificos
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através da funcionalizacdo dos grupos reativos disponiveis na molécula
do ligante, permitindo que as nanoparticulas decoradas se liguem a
receptores especificos presentes nas células alvol®.

A interacdo entre polimeros e a superficie de nanoparticulas pode
ser controlada por diversos fatores, como propriedades da superficie
(natureza quimica, densidade de carga, etc.), propriedades do polimero
(massa molar, estrutura quimica, concentracdo e presenca de grupos
funcionais reativos), a natureza do solvente e outros fatores externos
como temperatura, pH e forca idnical®.

Nanoparticulas decoradas com polissacarideos podem ser
preparadas por adsor¢do, incorporagdo durante a preparacao,
copolimerizagdo ou utilizando copolimeros pré-formados. A adsorcéo
baseia-se no revestimento das nanoparticulas previamente preparadas,
suas interacbes podem ser de diferentes origens, como interacfes
eletrostaticas, hidrofdbicas, dipolo-dipolo, ligagdes de hidrogénio, entre
outras!*352,

Quando um polieletrélito é adsorvido sobre a superficie de
nanoparticulas, a estrutura da dupla camada elétrica € modificada,
causando uma neutralizacdo seguida de inversdo da carga. Esta inversao
de carga tem sido evidenciada tanto em lipossomast®! quanto em
vesiculas poliméricas revestidas com polieletrélitos(33:3454],

BARBAULT-FOUCHER & Colaboradores® desenvolveram
nanoesferas de poli-e-caprolactona (PCL) revestidas com &cido
hialurénico (HA), a fim de combinar a a¢do bioadesiva do HA com a
liberacdo oftalmica prolongada. DU & Colaboradoresl®®, por sua vez,
sintetizaram um O-caboximetil quitosana derivado decorado com acido
glicirretinico para producdo de conjugados com potencial
direcionamento ao figado. PRADHAN & Colaboradorest®! tém
estudado o uso de poli(acido lactico-co-acido glicdlico) (PLGA)
decoradas com acido hialurénico para a entrega combinada de dois
farmacos antitumorais (docetaxel e tanespimicin).

Como evidenciado, o0s polissacarideos possuem distintas
vantagens frente aos numerosos polimeros que podem ser utilizados
para a modificacdo da superficie de nanoparticulas, pois além da
presenca de grupos funcionais reativos, exibem caracteristicas de
biocompatibilidade e biodegradabilidade e excelentes propriedades, tais
como atividades bio/mucoadesivas, antivirais, antibacterianas e
antitumorais. Fazendo dos polissacarideos uma promissora alternativa
para a producéo de nanoparticulas com superficie modificadal®l.
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2.6 MINOXIDIL

O minoxidil (MXD) é um farmaco derivado de pirimidina (6-(1-
piperidino)-2,4-pirimidinadiamino-3-6xido), de formula molecular
CyH15Ns0 (Figura 14), desenvolvido em 1963 pelo laboratorio Upjohn
(hoje incorporado a Pfizer) e introduzido na terapéutica em meados de
1970 pela acdo anti-hipertensiva. Na mesma época, foi observado como
efeito colateral a hipertricose (crescimento de pelos)©8l. Este fato levou
ao desenvolvimento de formulacgBes tdpicas contendo minoxidil para o
tratamento da alopecia androgénica, sendo atualmente o principal
medicamento recomendado para essa finalidadel®®. Em 1985, foi
estabelecido que 2 % é a menor concentragdo de minoxidil em solugdo
topica capaz de promover os efeitos terapéuticos desejados sem afetar a
pressdo sanguinea, sendo liberado em 1987 para o tratamento da
alopecial®®l. A partir de 1993, houve o0 aumento da dosagem para 5 %6,
Atualmente, o minoxidil é comercializado na forma de solucdes tdpicas
com 0 nome comercial de Regaine® nas concentracdes de 2 % e 5 %.

Figura 14. Representacéo estrutural do minoxidil.
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Os mecanismos pelo quais o minoxidil aplicado topicamente
estimula o crescimento capilar ainda sdo incertos, acreditava-se
inicialmente que seria induzido pela acdo vasodilatadora local, que
aumenta o fluxo sanguineo nas papilas dérmicas ao ativar os canais de
K* sensiveis ao trifosfato de adenosina (Kate) desta area. Todavia, sabe-
se atualmente que o minoxidil estimula o crescimento capilar por
diversas formas: pode aumentar o diametro da fibra capilar; pode
aumentar a taxa de crescimento capilar linearmente; pode alterar o ciclo
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de desenvolvimento capilar, diminuindo a fase telégena (fase de
repouso) e prolongando a fase anagena (fase de crescimento); ou agir
pela combinac&o de todos esses efeitos>:60,

A aplicacdo tdpica de sistemas nanoparticulados possibilita
direcionar a liberacdo de farmacos para a via transfolicular devido ao
controle do tamanho das nanoparticulast®. Nanoparticulas poliméricas
de copolimero em bloco de poli(e-caprolactona)-b-poli(etilenoglicol)
(PCL-b-PEG) para administracdo transdérmica de minoxidil foram
descritas na literatura por SHIM & Colaboradores!®!], demonstrando que
nanoparticulas de 40 nm e 130 nm contendo minoxidil permearam a
pele através dos foliculos capilares. Entretanto, nenhum estudo contendo
minoxidil e nanoparticulas com superficie modificada foi encontrado, o
mais proximo é um estudo elaborado por MURA & Colaboradores(®?],
trazendo a utilizacdo de vesiculas de lecitina de soja (lipossomas)
contendo alguns intensificadores de permeagao.

2.7 FUNDAMENTOS TEORICOS DAS TECNICAS UTILIZADAS

2.7.1 Espectroscopia de infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho estuda a interagdo da radia¢éo
eletromagnética com a matéria e possibilita identificar grupos funcionais
presentes na estrutura quimica de um composto através das transigdes
vibracionais moleculares situadas na regido do infravermelhof63l.

A condicdo para que ocorra absorcdo da radiacdo infravermelha é
que haja variacdo do momento de dipolo elétrico da molécula, como
consequéncia de seu movimento vibracional ou rotacional (0 momento
de dipolo é determinado pela magnitude da diferenca de carga e a
distancia entre dois centros de carga). Somente nessas circunstancias o
campo elétrico alternante da radiagdo incidente interage com a molécula,
originando os espectros. De outra forma, pode-se dizer que o espectro de
absorcdo no infravermelho tem origem quando a radiacdo
eletromagnética incidente tem uma componente com frequéncia
correspondente a uma transicdo entre dois niveis vibracionais. A
vibracdo dos atomos no interior de uma molécula apresenta energia
coerente com a regido do espectro eletromagnético correspondente ao
infravermelho (100 cm™ a 10.000 cm™). Porém, a regido mais utilizada
vai de 500 cm* a 4.000 cm 1631,

O espectro infravermelho de um composto quimico é considerado
uma de suas propriedades fisico-quimicas mais caracteristicas e, por
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esse motivo, a espectroscopia na regido do infravermelho tem extensa
aplicacdo na identificacdo de varios compostos!®l. Esta técnica também
é bastante utilizada em estudos de modificacdo quimica de polimeros e
foi utilizada neste trabalho para verificar as mudancgas, a nivel
molecular, que podem ter ocorrido durante os processos de formagdo
destes compostos.

2.7.2 Condutividade elétrica

A condutividade elétrica ¢ a medida da mobilidade das espécies
ibnicas em solucdo e depende do nimero de ions presentes na solucéo.
Para eletrdlitos fortes, a concentragdo de ions na solucdo é diretamente
proporcional a concentracdo de eletrolito adicionado, em virtude da sua
completa ionizacdo. Enquanto que para os eletrolitos fracos, a
concentracdo de ions na solucdo depende do seu equilibrio de
dissociacéo e, portanto, do grau de ionizacdo (o) do eletrolitol®4],

Em solugdes eletroliticas a condutividade elétrica ¢ uma
importante propriedade, facilmente mensurdvel, que pode caracterizar
tanto a estrutura quimica quanto as intera¢des inter-iénicas presentes em
solugdo. A Figura 15 ilustra um exemplo de curva de titulacdo
condutimétrica, onde exibe diferentes regides (pontos de inflexdo) que
indicam a dissociacdo de grupos protonados da molécula*?l,

Neste trabalho, a técnica foi utilizada para a determinacédo do grau
de desacetilacdo da quitosana e do grau de substituicdo dos compostos
elaborados.

Figura 15. Representacdo grafica de uma titulagio condutimétrical*!,
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2.7.3 Viscosidade

A viscosidade de um polimero é a resisténcia ao escoamento das
moléculas em funcdo do atrito interno causado tanto pelo tamanho
quanto pelo enovelamento das cadeias!*”). Uma caracteristica importante
de solugdes poliméricas é que a viscosidade aumenta consideravelmente
em relacdo ao solvente puro ou de solugdes diluidas de pequenas
moléculas. Isso ocorre devido a grande diferenca de tamanho entre as
moléculas de polimero e as de solventel®l,

O estudo viscosimétrico de solugdes poliméricas permite obter
informacBGes a respeito da sua massa molar, dimensbes da cadeia
polimérica em solugdo e, consequentemente, da qualidade do solvente
para o polimero estudado (medida pela intensidade de solvatagdo do
polimero)[t7:65,

A viscosidade de solugBes poliméricas pode ser expressa de
diferentes formas, como mostra a Tabela 1.

Tabela 1. Defini¢des de tipos de viscosidade e suas respectivas relagdes

(Adaptado da Ref. [17]).
Nome Equacéo que define Unidade
Viscosidade no_t . .
=—==-(1

Relativa M= " 1) Adimensional
Viscosidade _ ~ (t-10) . .

especifica Negp = Ny - 1= . 2 Adimensional
Viscosidade _ Meg

Reduzida Nea =~ 3 dL/g
Viscosidade In(n,,)

Inerente iner ¢ -4 dLlg
Viscosidade [n] = lim (nﬂ) - lim (%) 5) dL/g

Intrinseca =0\ ¢ c—0\ ¢

A viscosidade de solucdes poliméricas diluidas aumenta com o
aumento da concentragdo e com o aumento das dimensbes da cadeia
polimérica. O limite da viscosidade reduzida (neq) para solucdes
infinitamente diluidas é a viscosidade intrinseca [n]. A viscosidade
intrinseca é obtida pela extrapolacdo grafica da relacdo de viscosidade
reduzida versus concentragdol*’-8%1, como mostra a Figura 16. Esta
relacdo pode ser utilizada para determinar a massa molar viscosimétrica
média (My) a partir da equagdo de Mark-Houwink-Sakurada.
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Figura 16. Representacdo gréafica da relagdo entre viscosidade reduzida vs.
concentragio de polimero®,
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Onde K e o sdo constantes para um determinado sistema de
polimero/solvente/temperatura. Geralmente os valores de o situam-se
entre 0,5 e 0,8, comuns para polimeros de cadeias flexiveis. Ja valores
de o maiores estdo relacionados com macromoléculas rigidas.
Normalmente, o valor de K diminui com o aumento de o],

Os valores de K e a podem ser determinados experimentalmente
utilizando uma série de polimeros monodispersos homélogos, que
diferem apenas no seu peso molecular. As viscosidades intrinsecas
destes polimeros sdo entdo relacionadas ao respectivo peso molecular,
por meio do logaritmo da Equagéo 6[17],

O célculo de massa molar viscosimétrica ndo € absoluto, por isso
a necessidade de métodos complementares, como o espalhamento de
luz. Contudo, em comparacdo com outras técnicas, a viscosimetria
possui vantagens, uma vez que ¢ um método simples, rapido e barato,
além de aplicavel a uma vasta faixa de massas molares.

2.7.4 Espalhamento de luz
O espalhamento de luz é um dos métodos mais utilizados na

caracterizacdo de polimeros, pois fornece informacgGes a respeito da
massa molar ponderal média (Mw), da magnitude das interagdes
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polimero-solvente e polimero-polimero (Az) e do tamanho médio das
cadeias, bem como do raio hidrodindmico (Ru), raio de giracdo (Rg),
dentre outros parametros(t],

A teoria do espalhamento de luz foi inicialmente proposta por
Lord Rayleigh, em 1871, aplicando a teoria eletromagnética classica
para explicar o fendmeno de espalhamento de luz por moléculas de
gases(t’671,

A técnica consiste na interagdo (incidéncia) de um feixe de luz
(radiagdo eletromagnética) sobre uma particula. Os f6tons, dependendo
da amostra, podem ser absorvidos, transmitidos (ndo interagem com a
amostra), reemitidos como luz de baixa frequéncia (fluorescéncia,
fosforescéncia) ou espalhados. O espalhamento dos fétons deste feixe
para dire¢des (angulos 0) diferentes da direcao do feixe incidente (6 = 0)
sdo recebidos por um detector (Figura 17). A intensidade da luz
espalhada depende do comprimento de onda da luz incidente, do angulo
de observacdo, do nimero de espécies espalhadores presentes na
amostra, do tamanho e morfologia destas espécies, da concentracdo e da
natureza quimica das mesmas, além de propriedades como viscosidade,
indice de refracéo e polaridade do solventel®®l,

Figura 17. Representacdo esquematica do equipamento de espalhamento de luz,
onde a amostra esta representada por micelas poliméricas (Adaptado da Ref.
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A técnica de espalhamento de luz é uma das principais bases para
0 desenvolvimento deste trabalho, sendo assim, faz-se necessério
esclarecer alguns aspectos a respeito da teoria que orienta as
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informagfes obtidas nos experimentos realizados tanto por
espalhamento de luz dindmico (DLS) quanto por espalhamento de luz
estatico (SLS).

2.7.4.1 Espalhamento de luz estatico (SLS)

No espalhamento de luz estatico (SLS - do inglés Static Light
Scattering), considera-se apenas a intensidade média da luz espalhada
numa dada dire¢do, sem levar em conta as flutuacdes ou distribuicdes de
frequéncia da luz. Nos experimentos de espalhamento de luz estatico a
intensidade da luz espalhada (ly) é medida em diferentes dngulos 6. Se
o0s centros de espalhamento sdo pequenos, como em moléculas gasosas,
comparados com o comprimento de onda da radiacdo (dimensfes
menores que A/20), a razdo entre a luz incidente e a luz espalhada ¢é
conhecida como a razdo de Rayleigh, pela equagéaol*”-68l:

Ry= 2 .12 (7)
Io
Onde Ry é a razdo de Rayleigh, lo é a luz espalhada, lo é a luz
incidente, r € a distincia entre a particula e o detector e 6 ¢ o angulo
entre a dire¢do da luz incidente e da luz espalhada.
Para sistemas diluidos, a razdo de Rayleigh pode ser relacionada
com a massa molar (Mw) e a concentracdo (c) pela equagéo:

Ke _

1
o My

(8)

>

Onde ARy € a diferenca entre as razes de Rayleigh da solucéo e
do solvente puro e K é a constante Optica, que é expressa por:

B 472 n? (dn /dc)2

K
Nt

©)

Onde n é o indice de refracdo do solvente, dn/dc é o incremento
do indice de refracdo com a concentracdo do soluto, Na é 0 nimero de
Avogadro e A é o comprimento de ondal'71%:65.68],

A razdo de Rayleigh depende da polarizabilidade da
macromolécula, que por sua vez é funcdo do incremento do indice de
refracdo (dn/dc). Para determinar este parametro € utilizado um
refratbmetro diferencial, que tem um feixe de luz monocromatica que
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atravessa uma célula que possui dois compartimentos, um dos
compartimentos contém o solvente (referéncia) e o outro contém o
soluto. A variacdo do indice de refragdo em funcdo da concentragéo é
dada pela Equacéo 10:

A_:(j_)+ ac+ ... (10)
Onde a ¢ a constante de proporcionalidade ou polarizabilidade,

colocando-se em grafico os valores de An/c versus c e extrapolando-se a

concentracdo zero, obtém-se o incremento do indice de refragdol7l.

A equacdo 8 s é véalida para solugdes com concentragdes bem
diluidas, onde ndo existam interacbes intermoleculares, em
concentrac@es finitas, existem interacdes intermoleculares que devem
ser levadas em consideracdo, o qual considera-se que as flutuacbes na
polarizabilidade das moléculas dependem do potencial quimico e,
portanto, podem ser relacionadas a pressdao osmética. Desta forma, a
Equacdo 11 pode ser expressa pela expansao virial:

K 1
A_Ife = M_w +2A20+3A302 + ... (11)

Onde, Az e Az sdo o segundo e o terceiro coeficiente virial,
respectivamente. Os coeficientes viriais descrevem as propriedades das
interacdes intermoleculares a concentragfes finitas. Valores de A;
positivos indicam boa interacdo polimero-solvente e valores negativos
indicam que as interagdes polimero-polimero s&o maiores do que as
interacdes polimero-solvente. O terceiro coeficiente virial (As), na
maioria dos casos, tem valores muito pequenos e sdo desprezados7-68l,

Para macromoléculas as quais o tamanho do novelo é maior do
que A/20, a luz espalhada varia com o dngulo de observagao, isso porque
0 espalhamento podera ocorrer a partir de varios centros da mesma
particula. Considerando essas diferencas de espalhamento é necessario
introduzir um fator de espalhamento ou fator de forma, P(0), aos
célculos, assim a Equacéo 11 ficall7196%:

Ke _ 1 (2 2
= (MW + 245¢ + 345¢% + ...) (12)

Sendo que a equacdo para o fator de forma é:
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PO)=1- %(4—?)2 Rg sen’ (g) (13)

Onde Rg é o raio de giracdo da particula, o fator de forma pode
ser escrito em funcéo do vetor de onda do espalhamento (q):

4mn 0
q= % sen (5) (14)
Reescrevendo a Equacao 13:

L — 1+ 1R

'@ 1+ 3 Rg°q (15)

Nesta deducdo, a expressdo fator de forma é independente da
forma da particula, podendo ser aplicado contanto que Rg?g? < 1, isto é,
para um pequeno g, ou equivalentemente, um pequeno 17651,

Incorporando as correlagdes impostas pelo fator de espalhamento

na Equacdo 16, chega-se a equagdo conhecida como Equacdo de
Zimm[17.65,69,70]-

AK—RCe = (1 + % Rgzqz).(MLW +2A,¢ + ) (16)

Os valores de massa molar (My), segundo coeficiente virial (A2)
e raio de giragdo (Rg) podem ser obtidos pelo método de Zimm,
utilizando a razdo Kc/Ry versus sen? (0/2) + kc, onde kc ¢ uma constante
arbitraria utilizada para garantir a separacdo grafica das curvas. O
grafico consiste em duas extrapolagdes simultaneas, mantendo angulo
constante enquanto varia-se a concentragdo (¢ = 0) e mantendo
concentracdo constante enquanto varia-se o angulo (8 = 0°), conforme
mostrado na Figura 1806l
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Figura 18. Representacdo esquematica de um grafico de Zimm, onde os
tracejados sdo as extrapolac@es a dngulo zero e concentragio zero®l,
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Do gréfico de Zimm obtemos:

Intercepto = 1/Mw (massa molar)

Coeficiente angular da curva ¢ (c = 0) = 1 + 1/3 Rg? (raio de giracéo)
Coeficiente angular da curva 6 (6 = 0°) = 2A, (segundo coeficiente
virial)

O raio de giracdo (Rg) ainda pode ser obtido através da Equagdo
de Guinier, sendo valida apenas quando gRg < 1. Na regido de baixos
valores de q, o valor de 1(q) é descrito pela Equacdo 17:

In1(q) = Inl, - ¢ (Rng) (17)

Os parametros Mw, Az e Rg sdo propriedades estaticas da
macromolécula solvatada, ou seja, ndo dependem da dindmica
browniana da cadeia, resultante das forcas de difusdo entre segmentos
da cadeia e solventel7:6%],

2.7.4.2 Espalhamento de luz dindmico (DLS)

No espalhamento de luz dindmico (DLS - do inglés Dinamic
Light Scattering), considera-se as flutuacGes espaciais na intensidade de
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luz espalhada em fung¢@o do tempo, numa dada direcdo (angulo 0). Essas
flutuacGes se originam das variacBes no indice de refracdo dentro do
volume de espalhamento, devido ao movimento browniano das
particulas. A relacdo entre a intensidade (I) de luz espalhada no angulo
(@), no tempo (t) e no tempo (t + t), expressa uma curva de
autocorrelacdo (g.), tal como na equacéo 18[68l:

_ <I(g,DI(gt+1)>
gz(q,r) T T @o) (18)

As flutuacGes de espalhamento estdo relacionadas com o
coeficiente de difusdo aparente e o vetor de onda do espalhamento,
segundo a Equac&o:

I'=D.q* (19)

Onde I ¢ a constante de correlagdo ou de relaxacdo, D € o
coeficiente de difusdo aparente e g é o vetor de onda do
espalhamentol7:65],

Dentro do regime diluido, D wvaria linearmente com a
concentracao da amostra (c), ou seja:

D:Do(l +kDC+ ) (20)

Onde Do é o coeficiente de difusdo a diluicdo infinita, kp é o
coeficiente “virial” hidrodinamico relacionado com as interagdes soluto-
soluto e de soluto-solvente.

Uma caracteristica importante do movimento browniano é que
particulas pequenas se movem mais rapidamente do que particulas
grandes, portanto, possuem maior coeficiente de difusdo (Do)l

A Equacdo de Stokes-Einstein (Equacdo 21) relaciona o
coeficiente de difuséo & diluico infinita e o raio hidrodindmico (Rn):

0= o (21)
Onde kg é a constante de Boltzmann, T é a temperatura absoluta e
n_¢é a viscosidade do solventel!”:6%],
A morfologia de particulas em solugdo pode ser estimada por
espalhamento de luz através da relacéo entre raio de giragdo (Rg) com o
raio hidrodindmico (Rw), obtendo o parametro (p) pela Equagéo 22:



50

p=—= (22)

A Tabela 2 mostra os valores de p calculados, relacionado as
morfologias mais frequentemente encontradast®®l,

Tabela 2. Valores de p para particulas com morfologias tipicas (Adaptado da
Ref. [68]).

Morfologia Parimetro (p)
Microgel 0,3-0,5
Esfera rigida homogénea 0,8
Esfera oca 1,0
Elipsoide 0,7
Novelo aleatério 1,5
Bastdo rigido <2

Sendo assim, como exposto, pode-se dizer que a principal
diferenca entre as medidas de espalhamento de luz estdtico (SLS) e
espalhamento de luz dindmico (DLS) é que, no caso do SLS, mede-se a
intensidade média da luz espalhada por um conjunto de particulas,
enquanto que no DLS, medem-se as flutuagfes da intensidade da luz
espalhada em funcéo do tempo.

2.7.5 Potencial Zeta ({)

A maioria das substancias (particulas) adquire uma carga elétrica
superficial quando em contato com um meio polar, através de
mecanismos tais como ionizacdo, adsor¢do e dissolu¢do de ions. O
desenvolvimento desta carga superficial afeta a distribuicdo de ions na
regido interfacial circundante das particulas, resultando num aumento na
concentracdo de ions de carga oposta (contra ions) proximos a
superficie, ao passo que ions de mesma carga sdo repelidos. Este fato
leva a formacdo de uma dupla camada elétrica ao redor de cada
particula, que é constituida por duas partes: uma regido interna chamada
de camada de Stern, onde os ions estdo fortemente ligados, e outra
denominada de camada difusa (ou camada de Gouy-Chapman) que se

distribui em torno da primeira, formando uma atmosfera i6nica (Figura
19)[19,71,72]'
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Figura 19. Representacdo esquematica da dupla camada elétrica (Adaptado da
Ref. [72]).
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Os fendmenos eletrocinéticos tém em comum a caracteristica do
movimento relativo entre uma superficie carregada e o volume de
solucdo. Em suma, uma superficie carregada é submetida a uma forca
num campo elétrico e, reciprocamente, um campo elétrico é induzido
pelo movimento relativo de tal superficie. Se uma particula se move,
uma parte desta camada se move também como parte da particula (plano
de cisalhamento hidrodinamico). O potencial neste plano é conhecido
como potencial zetal™l.

A medida do potencial zeta consiste na aplicacdo de um campo
elétrico em toda dispersdo coloidal. Particulas com carga sdo atraidas
em direcdo ao eletrodo de carga oposta. Quando atingido um equilibrio
entre estas duas forcas opostas as particulas se movem com uma
velocidade constante e proporcional ao potencial zeta. Esta velocidade é
denominada mobilidade eletroforética, depende da forca do campo
elétrico aplicado, da constante dielétrica e da viscosidade do meiol7,
Pode ser obtida pela aplicacdo da lei de Henry:
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_ 2¢lf(ka)

U
E 3

(23)

Onde Ue é a mobilidade eletroforética, & ¢ a constante dielétrica, { é o
potencial zeta, n € a viscosidade do meio e f(ka) ¢ a fungdo de Henry.

O potencial zeta fornece uma indicacdo que pode ser utilizada
para prever e controlar a estabilidade de sistemas coloidais. Valores de
potencial zeta bastante negativos ou positivos, obtidos pela adicdo de
eletrolitos a suspensdo, é importante para a estabilizacdo fisico-quimica
de dispersdes coloidais, pois gragas a esta carga superficial, as forcas
repulsivas atuardo impedindo a tendéncia de agregagao™® 711,

2.7.6 Microscopia eletrdnica de transmissdo (TEM)

A microscopia eletrdnica teve inicio com a descoberta de que um
feixe de elétrons, assim como a luz visivel, comporta-se como onda e
como particula. De acordo com a equacdo de Broglie, 0 comprimento de
onda de uma particula é inversamente proporcional ao seu momento e a
sua energia, como mostra a Equagéo 247374;

=
S}

A= o A= (24)

Onde A é o comprimento de onda, h é a constante de Plank, m é a
massa, v € a velocidade da particula e E € a energia do elétron.

Em 1926, Busch demonstrou que lentes magnéticas podem ser
apropriadamente projetadas para direcionar elétrons e, desta forma,
serem usadas na construcdo de um microscépio. O termo “Microscopio
Eletronico” foi primeiramente proposto em 1932 numa publicagdo de
Ruskal™],

A microscopia eletrdnica de transmissdo (MET ou TEM - do
inglés Transmission Electron Microscopy) emprega lentes magnéticas
ou elétricas de foco ajustavel. Esse conjunto de lentes magnéticas
condensa o feixe de elétrons livres emitidos no vacuo por um filamento
pontual. Ao incidir na amostra, outra lente eletrbnica, a objetiva, foca o
feixe de elétrons transmitidos numa imagem intermedidria, a qual é
ampliada pelas lentes objetivas para formar a imagem na tela
fluorescente (imagem final)["3741,

As imagens geradas por um microscopio eletrdnico de
transmissdo possuem uma alta resolucdo, quando comparadas a um
microscopio Gtico, pois os elétrons gerados reagem diretamente com o
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nucleo dos 4&tomos e ndo com uma grande area, como ocorre com a luz
incidente em um microscopio 6tico. Permitindo obter imagens Unicas,
com grandes ampliagdes e detalhes morfoldgicos inimaginaveisl’s741,
Diversos fatores podem influenciar a obtengdo de uma boa
imagem no TEM, associados com o equipamento, como a formacéo do
contraste, ou com a amostra, como a morfologia e a estrutura quimica do
material, além do método de preparacdo. Sendo o TEM uma ferramenta
valiosa num vasto campo cientifico, nas pesquisas quimicas, fisicas,
médicas, bioldgicas e, principalmente, para a nanotecnologial’ 7],

2.7.7 Eletroforese capilar (CE)

A eletroforese capilar (CE - do inglés Capillary Electrophoresis)
é definida como uma técnica de separacdo baseada nas velocidades de
migracgdo diferenciada de compostos idnicos e/ou ionizaveis pela acdo
de um campo elétrico. As particulas migram para 0 anodo ou catodo em
funcdo da sua carga especifica e a separacdo ocorre pela diferenca entre
as mobilidades ibnicas, que estdo relacionadas com a razdo carga/massa
e com fatores estruturaist’6-7%1,

Desenvolvida pelo quimico sueco Arne Tiselius no inicio da
década de 30, a eletroforese foi usada para o estudo de proteinas do soro
sanguineo. O formato capilar foi somente idealizado por Stellan Hjertén
na década de 70L78],

A técnica consiste basicamente de uma fonte de alta tenséo, para
0 estabelecimento de um campo elétrico ao longo do capilar; um tubo
capilar, normalmente de silica fundida (com dimensdes que variam de
15-100 pum de diametro interno e 30-150 cm de comprimento); dois
eletrodos de platina que entram em contato com 0s recipientes que
contém os eletrélitos de corrida ou amostras; um detector e um
computador para aquisicdo e tratamento dos dadosl’®79. Conforme
esquematizado na Figura 20.
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Figura 20. Representacdo esquematica de um equipamento de eletroforese

capilar (Adaptado da Ref. [76]).
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Um fator extremamente importante que ocorre em CE é o fluxo
eletrosmotico (FEO), gerado pela presenca de grupos silanois na parede
interna do capilar. Estes grupos apresentam carater acido e, dependendo
do pH do meio (acima de pH = 3,0), tornam-se ionizados, liberando
prétons que deixam a parede do capilar carregada negativamente. Os
cations presentes na solucdo formam uma dupla camada elétrica pela
interacdo com a parede do capilar. Ao aplicar uma diferenca de
potencial no capilar, os cations presentes na solu¢cdo migram para o
eletrodo de carga oposta (catodo), gerando assim o fluxo
eletrosmdticol”® 79, como representado na Figura 21.

Figura 21. Representacdo esquematica do fluxo eletrosmoético (Adaptado da

Ref. [76]).
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Fluxo Eletrosmaético ‘
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A eletroforese capilar oferece vantagens em relacdo a outros
métodos, tais como o baixo custo por analise, o baixo volume necessario
de amostras, reagentes e solventes, o alto poder de separagdo, além da
compatibilidade com diferentes tipos de detectoresl’l. E neste trabalho
foi utilizada para determinar o teor e a eficiéncia de encapsulacéo.

2.7.8 Cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de massas
(GC-MS)

A cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de massas
(GC-MS - do inglés Gas Chromatography-Mass Spectrometry) ¢ uma
das mais importantes técnicas analiticas para a separacao e determinacéo
de compostos organicos volateis e/ou volatilizdveis. O processo de
separacao ocorre por meio da distribuicdo dos componentes da amostra
entre uma fase estacionaria (coluna cromatografica) e uma fase mdvel,
no caso da GC, constituida por um gas de arraste, que deve ser puro e
inerte, e percola através da primeira carreando os analitos. Este gas de
arraste pode ser o hélio, nitrogénio ou hidrogéniof®°-82],

Uma vez separados, os analitos sdo direcionados ao
espectrometro de massa, que tem por finalidade converter um composto
em subprodutos mensuraveis (fragmentos moleculares) que serdo
utilizados na indicacdo da estrutura quimica original. Esse processo
ocorre através da ionizacdo das moléculas por um feixe de elétrons de
alta energia, este feixe remove um elétron da camada de valéncia,
produzindo uma espécie altamente energética, conhecido como ion
molecular cation radical (M*). Os ions moleculares gerados contém um
excesso de energia que ndo é igual para todos os ions, este excesso de
energia € suficiente para produzir a quebra de ligacdes (a faixa de
energia das ligagdes covalentes varia entre 50 a 100 kcal/mol),
resultando na fragmentacdo do ion molecular em particulas menores,
originando diversos novos cations, anions, radicais livres e pequenas
moléculas neutras. Os ions positivamente carregados sdo separados da
mistura resultante de acordo com as suas razdes massa/carga (m/z) e
fornece um espectro com as abundancias relativas dos ions individuais.
Através desse processo € obtido um padrdo de fragmentacdo
caracteristico e informacfes sobre as caracteristicas estruturais do
compostol®,

Depois de obtido um bom espectro de massa para cada composto,
a identificagdo é realizada através da andlise do espectro e pela pesquisa
na biblioteca NIST. Esta biblioteca possui mais de 65.000 espectros de
compostos puros, 0s quais podem ser comparados com 0s espectros de
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massa obtidos, gerando uma lista de compostos mais provaveis. O
estudo do espectro obtido pela analise dos fragmentos deve ser realizado
apos a obtencado da listagem dos compostos mais provaveis, aumentando
assim, a possibilidade de a espécie indicada pela biblioteca ser
realmente determinado composto(®2l,

Neste trabalho, a técnica foi utilizada para a determinacdo do
remanescente de solvente organico presente na suspensdo de
nanoparticulas ap6s os processos de dialise e rotaevaporacao.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver nanoparticulas a partir do copolimero dibloco
anfifilico poliestireno-b-poli(acido acrilico) (PS-b-PAA) e estudar as
interacdes entre as nanoparticulas formadas e a presenca de diferentes
derivados de quitosana, avaliando as caracteristicas fisico-quimicas,
bem como, a viabilidade de aplicacdo das nanoparticulas decoradas
como um sistema de encapsulacdo do principio ativo minoxidil, visando
a aplicabilidade em sistemas de liberacdo controlada deste farmaco.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Sintetizar derivados de quitosana através da insercdo de grupos
hidrofilicos e hidrofébicos a estrutura quimica da quitosana;

« Caracterizar a quitosana e seus derivados quanto ao seu grau de
desacetilagdo e grau de substituicao;

* Preparar nanoparticulas a partir do copolimero PS-b-PAA pelo
método de co-solvente seguido de didlise;

« Caracterizar as nanoparticulas obtidas quanto ao seu tamanho,
morfologia, polidispersidade e potencial zeta;

 Determinar o efeito da decoracdo das nanoparticulas com
quitosana e seus derivados sobre os parametros fisico-quimicos de
tamanho, morfologia, polidispersidade e potencial zeta;

« Determinar o teor e a eficiéncia de encapsulacdo do minoxidil
através da técnica de eletroforese capilar;

» Determinar o remanescente de solvente organico nas
suspensdes de nanoparticulas.
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4 PARTE EXPERIMENTAL
4.1 MATERIAIS E REAGENTES

O copolimero em bloco de poliestireno e poli(acido acrilico)
(PSa04-b-PAAg3), onde o0s subscritos representam o grau médio de
polimerizacdo de cada bloco, foi adquirido da empresa Polymer Source
Inc. (Canadd), cuja massa molar numérica (Mn) de PS é de 45.000 g/mol
e PAA de 4.500 g/mol, PDI (grau de polidispersidade) de 1,18 e fracéo
de volume calculado para o PAA de 0,13. O minoxidil, matéria-prima,
foi adquirido da Farmécia Homeopatica Galénica - Lote 116691. O
minoxidil, padrdo USP, a quitosana e os demais reagentes foram
adquiridos da Sigma-Aldrich e utilizados sem purificacdo prévia.

4.2 EQUIPAMENTOS E METODOS UTILIZADOS
4.2.1 Modificagéo quimica da quitosana

Os procedimentos utilizados para obtencdo dos derivados de
guitosana foram adaptados dos procedimentos descritos por LIU &
Colaboradores®l e QU & Colaboradores®, para a insercdo de grupos
hidrofilicos e hidrof6bicos a cadeia principal da quitosana, por meio de
duas reac0es, a carboximetilacdo e a alquilacdo redutiva, obtendo-se trés
diferentes derivados, o N,O-carboximetilquitosana, o N-octilquitosana e
0 N,O-carboximetil-N-octilquitosana, que neste trabalho foram
identificados pelas siglas QTMA, QTMO e QTM2, respectivamente,
conforme apresentado no Figura 22.

Primeiramente, 2 g de quitosana foram transferidos para um baldo
de fundo redondo (100 mL) e acrescentados 30 mL de 2-propanol. Essa
mistura foi mantida sob agitacdo constante durante 1 hora em
temperatura ambiente, em seguida foram adicionados 5,0 mL (gota a
gota) de uma solucdo concentrada de NaOH (15 mol/L) e agitada
durante 1 hora. Ap6s foram adicionados 10 g de &cido cloroacético,
agitado por 1 hora em temperatura ambiente, em seguida aquecido até
60 °C e mantido sob agitacdo constante nesta temperatura durante 24
horas. Terminada a reacdo, a mistura foi filtrada, o solido resultante
lavado com metanol e seco sob vécuo.

Na segunda reacéo, 1 g de quitosana (ou do derivado QTMA) foi
transferido para um baldo de fundo redondo (100 mL) e acrescentados
30 mL de metanol. Essa mistura foi mantida sob agitacdo constante
durante 1 hora, posteriormente foi adicionado 1 g de octanal (gota a
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gota) e agitado durante 4 horas a 30 °C. Em seguida foram adicionados
5,0 mL de uma solucéo de borohidreto de potéssio (KBH4) 0,1 g/mL e
mantido sob agitacdo constante durante 4 horas a 30 °C. Terminada a
reacdo, a mistura foi filtrada, o sélido resultante lavado com &gua,
metanol e éter dietilico e seco sob vacuo antes das analises de
caracterizacéo.

Figura 22. Representacdo esquematica da modificacdo partindo da (a)
quitosana e produzindo trés derivados (b) N,O-carboximetilquitosana (QTMA);
(c) N-octilquitosana (QTMO); (d) N,O-carboximetil-N- octilquitosana (QTM2).
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4.2.2 Caracterizacdo da quitosana e seus derivados

4.2.2.1 Determinagao do grau de desacetilacdo da quitosana e do grau de
substituicdo dos derivados de quitosana

4.2.2.1.1 Anélise de infravermelho (IR)

As andlises de infravermelho foram realizadas no laborat6rio
POLIMAT. Os espectros de infravermelho (pastilhas de KBr) da
quitosana e seus derivados foram obtidos utilizando um
espectrofotdbmetro  Shimadzu IR Prestige FTIR, operando em
transmitancia na faixa de 4000-400 cm, com uma resolucéo de 2 cm™.

O espectro de infravermelho pode confirmar a ocorréncia de uma
reacdo, através do surgimento das bandas correspondentes aos grupos
funcionais da estrutura quimica do composto, além disso, pode ser (til
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para determinar o grau de desacetilacdo (GD) da quitosana utilizando a
seguinte relagdo:

GD = 100[1 — (M) ()1 (25)

Azz40/ \1.33

Onde A representa a absorbancia no numero de onda
determinado, os dois sinais de absorcdo (1655 e 3340 cm-1)
correspondem a amida e aos grupos amina primarias da quitosana,
respectivamente. O fator (1.33) representa o valor da proporcdo de
A1655/A3340 para a quitosana totalmente N-acetiladal*Zl.

4.2.2.1.2 Titulacdo condutimétrica e potenciométrica

O grau de desacetilagdo da quitosana e o grau de substitui¢cdo dos
seus derivados podem ser determinados através da titulacdo
condutimétrica e potenciométrica das solucBes aquosas destes
compostos, conforme os procedimentos reportados por GE & LUOB] ¢
ABREU & CAMPANA-FILHOM™, Para tanto, foram tomados 100 mg
de amostra dissolvidos em 100 mL de agua destilada. O pH da solucédo
foi ajustado para pH < 2 com adi¢do de &cido cloridrico concentrado. A
solucdo em seguida foi titulada com uma solugéo aquosa de NaOH 0,1
mol/L, previamente padronizada. Os valores de pH e condutividade
foram registrados utilizando um pHmetro Beckman ¢ 71 pH meter com
um eletrodo de vidro combinado e um conditivimetro portétil Gehaka
CG-220 com uma célula de condutividade (constante K = 1.0). A
solubilizacéo e a titulagdo foram realizadas em banho termostatizado a
25,0+ 0,1 °C.

O grau de desacetilagdo (GD) e o grau de substituicdo (GS) foram
calculados a partir do volume de NaOH utilizado, de acordo com as
equagoes:

__ (161 .[NaOH] .[v,~v,]

GD = ( — ).100 (26)
_ 161 .([NaOH] .[v,—v4])

GS = (m—(MM.[NaOH] .[VZ—V1])) -100 @)

Onde 161 representa a massa molar da glucosamina (unidade
monomeérica da quitosana desacetilada), [NaOH] é a concentracdo de
NaOH (mol/L), v é o volume de base adicionada para alcangar o ponto
de inflexdo (L), m é a massa da amostra (g) e MM é a massa molar dos
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grupos a serem calculados (42 = grupo acetila; 58 = grupo
carboximetila; 112 = grupo octila).

4.2.2.2 Determinacdo da massa molar viscosimétrica média da quitosana

Para determinagdo de viscosidade intrinseca [n], foi adotado o
procedimento descrito por SANTOS & Colaboradores!*, utilizando um
viscosimetro SCHOTT AVS 350, tubo capilar Cannon-Fenske, ne 75,
didmetro de 0,54 mm e banho termostatizado em 25,0 = 0,1 °C. Cerca
de 50 mg da amostra de quitosana foi dissolvida em 25 mL de uma
solucdo tampdo (acido acético 0,3 mol/L / acetato de sddio 0,2 M, pH =
4,5) sob agitacdo constante por 24 horas. A solugéo foi entdo aquecida
em banho-maria a 80 °C durante dois minutos e ap6s atingir a
temperatura ambiente, acrescentou-se 25 mL de solucdo tampdo e
aqueceu-se novamente a 80 °C por mais dois minutos. Apos atingir a
temperatura ambiente, a solucdo foi filtrada em membrana de
porosidade 0,45 pum. Foram preparadas cinco diferentes solugdes,
compreendendo concentracbes na faixa entre 0,2 - 1,0 mg/mL. As
médias das quatro determinacdes foram calculadas utilizando 10 mL de
cada solucéo, que ficavam imersas no banho termostatizado a 25,0 + 0,1
°C durante cinco minutos antes da realizagdo das medidas.

As condicbes de baixa tensdo e velocidade de cisalhamento
permitem determinar a viscosidade intrinseca [n], que é utilizada para
calcular a My a partir da equacdo de Mark-Houwink-Sakurada, com
valores definidos de K = 0,075 ¢ o = 0,76, considerando o grau de
desacetilacédo, a temperatura e o solvente utilizado!*"1:

[n] = KMy (6)
4.2.3 Preparacao das nanoparticulas

Para a preparacdo das nanoparticulas foi adotado o procedimento
desenvolvido por PORTORS, Utilizando o método de co-solvente
seguida de dialise, que consiste da diluicdo do copolimero num solvente
termodinamicamente bom para ambos os blocos, seguida da adi¢do lenta
e progressiva de um solvente seletivo para um dos blocos, fazendo com
gue o bloco solvofébico se organize minimizando o contato com o
solvente, promovendo a formagdo de nanoestrururas bem definidas em
escala nanométrica.

Resumidamente, o copolimero de PS-b-PAA foi dissolvido em
dioxano na concentracdo de 0,5% e mantido sob agitacdo constante a
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temperatura ambiente durante algumas horas até completa solubilizac&o.
Utilizando uma bomba de seringa SAMTRONIC ST-670, adicionou-se
lentamente agua ultrapura no fluxo de 250 pL/h e agitacdo constante de
1000 rpm, até o dobro do volume inicial. Em seguida, foi adicionado um
excesso de agua ultrapura, o equivalente a 10 vezes o volume anterior,
com o intuito de inibir a cinética de agregacdo das nanoparticulas. A
suspensdo coloidal foi dialisada durante dois dias utilizando uma
membrana de dialise semipermeavel (MWCO 3,5 kDa), para eliminagdo
do solvente organico.

4.2.4 Decoracao das nanoparticulas com quitosana e seus derivados

As nanoparticulas produzidas a partir do copolimero PS-b-PAA
pela metodologia desenvolvida por PORTOR, geram vesiculas com
cargas de superficie negativas decorrentes dos grupos de acido acrilico
na forma ionizada no pH da agua destilada, pKa = 4,26[34. A quitosana e
seus derivados, por sua vez, possuem cargas positivas derivados dos
grupos amina livres. Essa diferenca de carga faz com que a quitosana e
seus derivados sejam adsorvidos na superficie das nanoparticulas e a
guantidade de polication necessario para a cobertura completa pode ser
evidenciada por medidas de potencial zeta e espalhamento de luz
dinamicof33:341,

A quitosana e suas versdes modificadas foram dissolvidas
separadamente em solucéo tampéo (&cido acético 0,2 mol/L / acetato de
sodio 0,1 mol/L, pH = 4,5) e mantidas em agitagdo constante durante 24
horas. Volumes especificos foram tomados e preparadas diluicdes nas
faixas de concentragdo entre 1,25 - 125 pg/mL. Compreendendo
diferentes proporcGes de [QT-x]/[PS-b-PAA] (razbes entre 0,001 — 1,0)
foram misturadas sob agitacdo constante durante 30 minutos antes da
realizacdo das analises de caracterizacéo.

4.2.5 Caracterizacio das nanoparticulas revestidas
4.2.5.1 Espalhamento de luz dindmico (DLS)

O raio hidrodindmico (Ru) das nanoparticulas de PS-b-PAA, bem
como dos diferentes sistemas de [QT-x]/[PS-b-PAA], foram medidos
utilizando um Goniémetro ALV/CGS-3, equipado por um detector com
um laser de 22 mV HeNe, operando a um comprimento de onda de
632,8 nm. A dependéncia angular do DLS foi investigada em angulos
gue variaram entre 30° e 150°, em intervalos de 10°, durante 300s para
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cada angulo. As medidas foram tomadas usando 2,0 mL de cada
suspensdo (vesiculas de PS-b-PAA e misturas de [QT-x]/[PS-b-PAA],
em diluicbes previamente estimadas) com cubetas cilindricas e
temperatura constante 25,0 £ 0,1 °C. O raio hidrodinamico (R+) pode
ser obtido, para suspensbes de nanoparticulas esféricas, a partir da
equacdo de Stokes-Einstein:

Ru = oms (21)

Onde Ry € o raio hidrodinamico, kg é a constante de Boltzmann,
T é a temperatura da amostra, 1 ¢ a viscosidade do meio, com base no
valor de coeficiente de difusdo aparente (D).

4.2.5.2 Potencial Zeta ({)

O potencial de superficie foi estimado por medidas de potencial
zeta ((), baseada na mobilidade eletroforética, que é convertida em
potencial zeta utilizando a relacdo de Smoluchowski, num campo
elétrico de 150 V/cm. O potencial zeta das nanoparticulas de PS-b-PAA,
bem como dos diferentes sistemas de [QT-x]/[PS-b-PAA], foram
verificados no laboratério LaCBio, utilizando um Zetasizer NanoZS
(Malvern Equipamentos). Bastante semelhante a se¢do anterior (secéo
4.2.5.1), cerca de 1,0 mL de cada suspensdo foi tomada para a realizagéo
das medidas em triplicata, a 25,0 £ 0,1 °C, em cubeta especifica.

4.2.5.3 Microscopia eletrdnica de transmissdo (MET)

A microscopia eletrdnica de transmissdo (MET) é uma das
técnicas mais utilizadas para a caracterizacdo de nanoparticulas, pois
fornece uma informacéo visual da distribuicdo de tamanho e morfologia
das nanoparticulas. As imagens foram registradas no Laboratério
Central de Microscopia Eletronica (LCME-UFSC), utilizando um
microscopio eletrébnico de transmissdo MET 100 kV JEM-1011,
operando a uma voltagem de aceleracdo de 80 kV. A preparacdo das
amostras consistiu na deposi¢do de cerca de 5 YL de cada suspensao
sobre grids de cobre revestidas com uma fina camada de carbono (Cu
grid 200 mesh). As amostras foram secas a pressao atmosférica e
temperatura ambiente. As imagens foram capturadas em diferentes
ampliagdes.
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4.2.6 Preparacao das nanoparticulas encapsuladas com minoxidil

A preparagdo das nanoparticulas encapsuladas com minoxidil
foram realizadas conforme item 4.2.3, com uma Unica diferenga que, ao
invés de agua ultrapura, foram utilizadas solu¢fes contendo minoxidil
com diferentes concentragBes (40 - 200 pg/mL). A encapsulagdo do
minoxidil ocorreu durante a formacdo das vesiculas poliméricas pela
adicdo de solucdo aquosa de minoxidil sobre a solugdo contendo o
copolimero PS-b-PAA em dioxano, sob condic¢Bes controladas (taxa de
250 uL/h e agitagdo constante de 1000 rpm) até a proporcdo de 50:50 de
dioxano:solugdo aquosa de minoxidil. Durante a adicdo da solucéo
aquosa de minoxidil, as partes hidrofobicas do copolimero se associam
de maneira a minimizar o contato com a agua e o farmaco é encapsulado
no interior das vesiculas. Apés a adigdo da solucdo de minoxidil, um
excesso de agua foi adicionado (equivalente a trés vezes o volume da
suspensdo). A suspensdo foi em seguida rotaevaporada a 50% do seu
volume para a eliminacdo do solvente organico. O procedimento para a
decoragdo das nanoparticulas foi o mesmo utilizado no item 4.2.4. O pH
final das formulagdes foi em torno de 5,0.

4.2.7 Determinacao do teor e da eficiéncia de encapsulac¢éo do
minoxidil nas suspensdes de nanoparticulas

Todos os experimentos foram realizados no laboratério LABEC
utilizando eletroforese capilar (Agilent Technologies HP3PCE),
equipado com um detector de arranjo de diodos. Foi utilizado o software
HP Chemstation para obtencdo e tratamento dos dados. As medidas
eletroforéticas foram realizadas a 25 °C num capilar de silica fundida
sem revestimento (48,5 cm de comprimento total x 85 cm de
comprimento de detec¢do x 50 um de didmetro interno x 375 um de
didmetro externo) adquirida da empresa Polymicro Technologies
(Phoenix, EUA), utilizando como eletrélito 20 mmol/L de glicina e 20
mmol/L de &cido malico em pH 3,0. Entre corridas o capilar foi lavado
por 1,0 min com eletrdlito. Foi realizada curva de calibragdo com
solugbes padrdo (50 ppm de imidazol) e amostras (0,5-90 ppm de
minoxidil) que foram introduzidas a partir da extremidade de entrada do
capilar e injetado hidrodinamicamente a 50 mbar por 5 s (50 mbar =
4.996,2 PA). A tensdo aplicada para a separagdo foi de 30 kV, de
polaridade positiva do lado da injecdo. A deteccdo UV foi realizada
diretamente a 288 nm.
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O teor e a eficiéncia de encapsulacdo foram estimados ap6s a
determinacdo da concentracdo de minoxidil contidas no sobrenadante
das suspensfes de nanoparticulas por eletroforese capilar. Foram
estimadas como sendo a diferenga entre a concentracdo inicial utilizada
e a concentragdo de minoxidil do sobrenadante obtido pelo
procedimento de centrifugacdo das nanoparticulas utilizando uma
microcentrifuga MiniSpin Plus de Eppendorf, a 14000 rpm durante 60
minutos. A eficiéncia de encapsulacdo (EE) foi expressa em
concentracdo percentual, de acordo com a Equagéo 28:

EE (%) = C1 - C2 x 100 (28)

Onde C1 é a concentragdo inicial utilizada e C2 é a concentragéo
livre, contida no sobrenadante.

4.2.8 Determinacao do remanescente de dioxano nas suspensoes de
nanoparticulas

Os experimentos foram realizados no laboratério LQAG,
utilizando um cromatdgrafo a gas Shimadzu GCMS-2010 acoplado a
espectrdmetro de massas. O cromatdgrafo estava equipado com injetor
do tipo split/splitless e coluna capilar DB-5MS (30 m de comprimento x
0,25 mm de diametro interno x 0,25 um de espessura de fase
estacionaria) adquirida da empresa Agilent Technologies J&W GC
Columns (Santa Clara, EUA). As anélises foram realizadas no modo de
varredura total (15 a 400 u) e com elétron ionizacdo (70 eV). As
condicdes cromatograficas utilizadas foram: temperaturas do injetor e
interface fixadas em 250 °C, o programa de temperatura do forno da
coluna de 50 °C (3 min), 10 °C/min até 250 °C (5 min) e g&s hidrogénio
da empresa White Martins (Sdo Paulo, BR) foi utilizado como gas
carreador com vazdo de 1,5 mL/min em modo de injecdo split (1:5).

Foram preparadas duas amostras de nanoparticulas, uma
utilizando o processo de dialise (conforme item 4.2.6) e outra o de
rotaevaporacdo, ambos para a eliminacdo do residuo de solvente
organico. Para 0 processo de rotaevaporacdo, a suspensdo de
nanoparticulas com o excesso de &gua ultrapura foi adicionada num
baldo de fundo redondo de 50 mL e rotaevaporado em Rotaevaporador
(Buchi/Brinkmann Rotovapor RE-111 e Biichi 461 Water Bath -
Switzerland) a 60 °C até o volume de 50 %. Aliquotas de 100 uL das
amostras foram transferidos para um vial, a extracdo das amostras foi
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realizada com fibras de microextracdo em fase sélida (SPME - do inglés
Solid Phase Micro-Extration) de polidimetilsiloxano (PDMS) de 7 um
da empresa Supelco (Taufkirchen, DE). As fibras foram expostas as
amostras por 30 minutos a temperatura ambiente, apo6s a extracao a fibra
foi recolhida e levada ao cromatografo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZACAO DA QUITOSANA
5.1.1 Determinacédo do grau de desacetilacdo da quitosana

O grau de desacetilacdo (GD) da quitosana pode ser determinado
por diversas técnicas, dentre elas, pela espectroscopia de infravermelho,
titulacdo potenciométrica e condutimétrica.

A técnica de infravermelho (IR) fornece espectros complexos, no
entanto, com a mesma € possivel classificar as principais bandas
relativas a vibragdes caracteristicas aos grupos funcionais presentes na
estrutura da quitosana (que serdo melhor discutidas na secdo 5.2.2),
além de ser possivel determinar o grau de desacetilacdo da quitosana,
utilizando a Equacdo 25.

Os espectrofotbmetros de infravermelho podem fornecer
resultados tanto em absorbancia (A) quanto em transmitancia (T). Como
esta equacdo emprega apenas absorbancia, quando o resultado for
recebido em transmitancia, utiliza-se a relagdo (A = - log T) para
realizar as devidas transformagdes. A Figura 23 apresenta o espectro de
IR obtido para a quitosana, cujo grau de desacetilacdo calculado foi de
83,07 %.

Figura 23. Espectro de IR da quitosana produzido em pastilha de KBr (GD =
83,07 %).
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A quitosana é um polieletrdlito fraco, apresentando grupos
hidroxilas e grupos aminas livres distribuidos ao longo da cadeia
polimérica, sendo assim, a potenciometria e a condutimetria sdo 6timas
técnicas para avaliar o comportamento da quitosana em solucdes
aquosas em funcdo do pH do meio.

A técnica de potenciometria é frequentemente utilizada para
determinar o grau de substituicdo (GS) de um polimero ap6s uma reagdo
de modificacdo quimica, e além disso, pode ser utilizada para determinar
0 grau de desacetilacdo da quitosana.

A Figura 24 mostra que ocorre duas etapas de dissociagdo (pontos
de inflexd@o no gréfico) para a quitosana durante o processo de titulacdo
potenciométrica, e cada uma dessas etapas esta relacionada a
dissociagdo  dos  grupos  protonados  hidroxila e  amina,
respectivamentel*®],

O grau de desacetilagdo da quitosana calculado por titulagio
potenciométrica a partir da Equacéo 26[*% foi de 80,5 %.

Figura 24. Titulagdo potenciométrica da quitosana (GD = 80,5 %).
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Utilizando o método da segunda derivada o grau de desacetilacio
da quitosana foi de 82,89 %, valor bem mais préximo ao obtido pela
andlise de infravermelho.

A técnica de condutimetria, assim como a potenciometria, é uma
técnica comumente utilizada para determinar grau de substituicdo e grau
de desacetilagdo. A Figura 25 mostra que, assim como na titulacdo
potenciométrica, ocorre dois eventos (pontos de inflexdo no grafico)
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durante o processo de titulagdo condutimétrica, relacionados a
dissociacdo dos grupos protonados hidroxila e amina, respectivamente.
E o grau de desacetilagio da quitosana calculado por titulagdo
condutimétrica foi de 81,09 %.

Figura 25. Titulacdo condutimétrica da quitosana (GD = 81,09 %).
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Resultados estes que corroboram com a faixa apresentada pelo
fornecedor que é de 75 % - 85 % de grau de desacetilacao.

5.1.2 Determinagdo da massa molar viscosimétrica da quitosana

A massa molar viscosimétrica média (My) de um polimero pode
ser determinada por meio do tempo de escoamento de solugdes diluidas
em tubos capilares. Considerando que nessas condi¢Ges a densidade das
solugdes e do solvente s3o as mesmas, a viscosidade relativa (n) € igual
a razao entre os tempos de escoamento das solugdes e do solvente puro.
A viscosidade especifica (nesp) € a diminuicao da unidade da viscosidade
relativa. A viscosidade ¢ uma grandeza que, dependendo do sistema,
aumenta com a concentragdo de soluto e a relagdo nesp/C € conhecida
como viscosidade reduzida (npd). A extrapolacdo da nred para a
concentragdo zero fornece a viscosidade intrinseca [n], que € utilizada
para calcular a My a partir da equacdo de Mark-Houwink-Sakurada
(Equacéo 6).
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Como ja descrito na se¢do 4.2.2.2, utilizando um viscosimetro
SCHOTT AVS 350, foram determinados os tempos de escoamento para
0 solvente puro e para as solugfes de quitosana na faixa de concentragao
entre 0,2 - 1,0 mg/mL, conforme mostra a Tabela 3.

Tabela 3. Concentragdes das solugBes de quitosana com 0s respectivos tempos
médios de escoamento obtidos a 25,0 + 0,1 °C e o0s desvios padrao.

Concentracdo tmédio Desvio Padréo
(x 10% g/mL) (s) (s)

0,0 141,38 0,01

0,2 152,11 0,02

0,4 165,07 0,03

0,6 180,40 0,01

0,8 196,01 0,02

1,0 214,19 0,01

2 Representa o solvente puro

Os valores definidos de K = 0,075 ¢ a = 0,76, considerando o
grau de desacetilacdo (< 85 %), a temperatura e o solvente utilizado,
foram os mesmos utilizados por BRUGNEROTTO & Colaboradores(®®]
e KASAAI®, O valor da [n] = 367,15 corresponde ao coeficiente linear
do gréfico representado na Figura 26. Utilizando esses valores na
equacdo de Mark-Houwink-Sakurada, temos que a massa molar
viscosimétrica média da quitosana foi de aproximadamente 70.000
g/mol.
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Figura 26. Determinagéo da viscosidade intrinseca [n] da quitosana a 25,0 + 0,1
°C ([n] = 367,15; R=0,997).
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5.2 DERIVADOS DE QUITOSANA: MODIFICACAO QUIMICAE
CARACTERIZACAO

5.2.1 Modificacdo quimica da quitosana

Foram sintetizados trés derivados de quitosana modificadas pelas
reacdes de carboximetilagdo com é&cido cloroacético, produzindo um
derivado hidrofilico, o derivado N,O-carboximetilquitosana (QTMA).
Pela reacdo de alquilagio redutiva com octanal, produzindo um derivado
hidrofébico, o derivado N-octilquitosana (QTMO). E pela combinagédo
das reages de carboximetilagdo e de alquilacdo redutiva, produzindo
um derivado anfifilico, o derivado N,O-carboximetil-N-octilquitosana
(QTM2). Os mecanismos de cada reacao sdo apresentados nas subsecoes
seguintes.

5.2.1.1 Derivado hidrofilico
A modificacdo da quitosana para um composto mais solGvel em

meio aquoso pode ser alcangada através da reacao de carboximetilagao,
resultando num derivado carboximetilquitosana. Obtido pela reacdo dos
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grupos aminas e/ou grupos hidroxilas da quitosana com um agente
carboxilante, tal como o 4cido cloroacético ou o acido glioxilico.

Devido a presenca de grupos hidroxila e amina, ambos contendo
par de elétrons disponiveis, pode-se obter derivados N-, O-, ou N,O-
substituidos, através do controle de alguns pardmetros reacionais, tais
como solvente, temperatura e tempo de reagéo.

Para se obter preferencialmente o O-carboximetil derivado, a
reacdo deve ser realizada em meio fortemente alcalino, pois como o
grupo hidroxila é um nucledfilo mais fraco do que o grupo amina, 0 uso
do hidréxido de so6dio (NaOH) ativa os grupos hidroxilas, conforme
demonstrado na Figura 27.

Figura 27. Representacdo esquematica do mecanismo de reagdo de O-
carboximetilacdo da quitosana.
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Mas como a quitosana utilizada n&o é 100 % desacetilada, 0 meio
fortemente alcalino favorece a ocorréncia da reacdo de desacetilagdo. A
reacdo de desacetilagdo da quitosana € uma reacdo de amida em solugéo
bésica, a qual possibilita a obtencdo de mais grupos amina livres, que
ocorre pela adicdo nucleofilica de OH- para o grupo carbonila na amida,
seguida pela desprotonacdo do grupo OH- e elimina¢do do acido
carboxilico, fazendo com que os grupos aminas fiqguem disponiveis para
reagirem e originarem o N-carboximetil derivado em menor quantidade,
como mostra a Figura 28.
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Figura 28. Representacdo esquemdtica do mecanismo de reacdo de
desacetilacdo e N-carboximetilagdo da quitosana.
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5.2.1.2 Derivado hidrofébico

O processo de alquilagdo da quitosana consiste numa reagdo de
adicdo nucleofilica que envolve duas etapas: primeiramente com a
formagdo da imina (base de Schiff), pela reagdo entre o nitrogénio
presente na cadeia da quitosana e o carbono da carboxila do aldeido. Em
seguida ocorre a segunda etapa, com a reducdo da dupla ligacdo da base
de Schiff e a formacgéo de uma ligacdo covalente simples, obtendo-se o
N-alquil derivado (Figura 29).
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Figura 29. Representacdo esquematica do mecanismo de reacdo de N-
alquilagdo redutiva da quitosana.
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5.2.1.3 Derivado anfifilico

Para a obtencdo do derivado anfifilico da quitosana é realizada
ambas as reacdes descritas nas subsec¢fes 5.2.1.1 e 5.2.1.2 para a
insercdo de grupos hidrofilicos e hidrofobicos. Primeiramente ¢é
realizada a reacdo de carboximetilagdo, o carboximetil derivado em
seguida é utilizado para realizar a reacdo de alquilagdo redutiva,
originando o N,O-carboximetil-N-alquil derivado.
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5.2.2 Caracterizagdo por infravermelho

A técnica de infravermelho é uma ferramenta valiosa na
caracterizacdo de polissacarideos como a quitosana, sendo possivel
classificar as principais bandas referentes aos grupos funcionais da sua
estrutura e 0s novos grupos inseridos ap6s as reagdes de modificacdo
guimica da quitosana. A Figura 30 apresenta 0s espectros de
infravermelho e a Tabela 4 as principais bandas de absorcdo no
infravermelho obtidos para a quitosana e seus derivados.



80

Figura 30. Espectros de IR da QT (-) e dos derivados QTMA (-), QTMO (-) e QTM2 (-) produzidos em pastilhas de KBr.
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Tabela 4. Principais bandas de absorcdo no infravermelho observadas para a
quitosana e seus derivados.

Atribuicaes Nimero de onda (cm™)
¢ QT QTMA | QTMO | QTM2
Estiramento axial (O-H) 3420 3420 3420 3420
Estiramento axial (N-H) 3340 3340 3340 3340
. S 2855¢e | 2855¢
Estiramento assimétrico (C-H) | 2875 2875 2925 2925
Estiramento axial (C=0) 1655 1750 1670 1670
Estiramento angular (N-H) 1590 11567;)061 1630 1590
Estiramento axial (C-N) 1420 1390 1460 1460
Estiramento angular (C-H) 1380 1380 1380 1380
Estiramento axial (C-N) 1320 1320 1320 1320
Funcdo &lcool (C-0) 1250 1250 1250 1250
. - 890 a 890 a 890 a 890 a
Estrutura polissacaridica 1155 1155 1155 1155

Como pode ser observado, 0 espectro da quitosana apresenta suas
bandas caracteristicas, uma banda intensa em 3420 cm?, referente ao
estiramento axial da ligagdo O-H e, sobposta a ela, uma banda de
estiramento axial de N-H em 3340 cm%; o estiramento assimétrico de C-
H em 2875 cm; o estiramento axial C=0 em 1655 cm?, referente ao
grupo acetila; o estiramento angular de amina (N-H) em 1590 cm; o
estiramento axial de amida (C-N) em 1420 cm; o estiramento angular
de C-H em 1380 cm!; o estiramento axial de amina (C-N) em 1320 cm-
- a banda caracteristica de funcdo alcool (C-O) em 1250 cm; e as
bandas caracteristicas da estrutura polissacaridica na regido de 890 a
1155 cm?, muito semelhantes as apresentadas anteriormente na
literatural®3:8488],

O espectro do derivado QTMA apresenta algumas mudangas em
relagdo ao espectro da quitosana, como o deslocamento e diminuigéo da
intensidade da banda do estiramento axial de C=0 de 1655 cm™ para
1750 cm; o deslocamento, aumento e alargamento da banda referente
amina secundaria entre 1570 cm® a 1650 cm; o alargamento e
deslocamento da banda referente ao estiramento axial de amina (C-N) de
1320 cm? para 1390 cm?; e o aumento da intensidade da banda
caracteristica da funcdo alcool (C-O) em 1250 cm?, resultados estes em
conformidade com os apresentados na literatural*6:831,
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O espectro do derivado QTMO apresenta como principais
alteracBes, quando comparado ao espectro da quitosana e do derivado
QTMA, o deslocamento e aumento da intensidade das bandas do
estiramento assimétrico de C-H alifatico em 2855 cm™ e 2925 cm?, com
um pequeno ombro em 2960 cm?; o deslocamento da banda do
estiramento axial de C=0 de 1655 cm para 1670 cm™; o deslocamento
da banda do estiramento axial de amida (C-N) de 1420 cm™ para 1460
cm; e 0 aumento da intensidade da banda do estiramento angular de C-
H em 1380 cm, resultados que corroboram com os apresentados por
QU & Colaboradores® e HUO & Colaboradores!®®l,

Ja o espectro do derivado QTM2 apresenta muitas semelhancas
com o espectro do derivado QTMO, com algumas alteragdes em
intensidades e deslocamentos, além de um pequeno aumento da
intensidade da banda referente ao estiramento angular de amina (N-H)
de 1590 cm?, resultados que ndo foram comparados com a literatura,
pela auséncia de estudos semelhantes utilizando este derivado.

Todos esses resultados apresentados pelos espectros de
infravermelho obtidos séo indicativos que confirmam que as reacdes de
conjugacdo para a producdo dos derivados de quitosana ocorreram
conforme esperado.

5.2.3 Determinagdo do grau de substituicdo dos derivados de
quitosana

As técnicas de potenciometria e condutimetria sdo
frequentemente utilizadas para a determinacdo do grau de substituicdo
de um polimero apds uma reagdo de modificagdo quimica. Assim como
a quitosana, os derivados originados pelas reagdes de modificacio séo
polieletrélitos fracos contendo grupos carboxila e amina distribuidos ao
longo da sua estrutura polimérica, portanto, as técnicas de
potenciometria e condutimetria podem ser utilizadas para avaliar o
comportamento desses derivados de quitosana em solugdo em funcéo do
pH e da condutividade do meio.

O grau de substituigdo para os derivados de quitosana, calculados
pelo método da segunda derivada e da Equacéo 27, estdo dispostos na
Tabela 5. Como podemos observar nas Figura 31 e Figura 32, os pontos
de inflexdo destacados estdo relacionados a titulagdo dos grupos
protonados carboxila e amina, respectivamente.



Figura 31. Titulagdo potenciométrica dos derivados de quitosana.
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Figura 32. Titulacdo condutimétrica dos derivados de quitosana.
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Tabela 5. Valores de grau de substituicdo obtidos pelas técnicas de titulagdo
potenciométrica e condutimétrica dos derivados de quitosana.

Derivado Potenciometria | Condutimetria
(Grupo pesquisado) (%) (%)
(Car%;(wnAetila) 54,05 %516
%Tcmg 10,75 11,38
(%It':f:) 5,33 5,83

Como podemos observar pela Tabela 5, por se tratarem de
técnicas bastante parecidas, os resultados obtidos ndo apresentaram
diferencas claramente significativas.

53 NANOPARTI’CLJLAS: REVESTIMENTO E
CARACTERIZACAO

5.3.1 Revestimento das nanoparticulas com quitosana e derivados
de quitosana

O processo de decoracdo das nanoparticulas de PS-b-PAA com
quitosana e seus derivados ocorreu pela simples mistura da suspensdo de
nanoparticulas com solugbes de quitosana e seus derivados em
diferentes concentragdes, conforme detalhado na segéo 4.2.4.

A decoracdo das nanoparticulas de PS-b-PAA é regida
basicamente por interagBes eletrostaticas entre a sua superficie
negativamente carregada, obtida pela ionizagdo do bloco PAA em agua,
e polieletrdlitos de carga oposta. Essas interacdes provocam alteracoes
dindmicas que sdo perceptiveis através das medidas de espalhamento de
luz dindmico (DLS), medidas de potencial zeta e de microscopia
eletronica de transmissdo (TEM).

Por isso, serdo reportados os resultados obtidos por DLS,
potencial zeta e TEM, analisando comparativamente as amostras antes e
apos o processo de decoracdo com quitosana e 0s trés derivados de
quitosana produzidos.

5.3.2 Caracterizacdo por Espalhamento de Luz Dinamico

A técnica de DLS é uma excelente ferramenta para estudar
polimeros e nanoestruturas em solugéo, pois ndo perturba o equilibrio do



86

sistema e € muito sensivel as mudangas estruturais. Neste trabalho o
DLS foi utilizado para determinar o tamanho das nanoparticulas de PS-
b-PAA, através do Ru, e estudar os efeitos da decoracdo das
nanoparticulas a partir da adsorcdo de diferentes concentragdes de
quitosana e outros trés derivados de quitosana.

A Figura 33 mostra a funcdo de autocorrelacdo g?(g,t) medida
para diferentes angulos de espalhamento e a distribuicdo dos tempos de
relaxacdo medido no angulo de 90° (a) e a respectiva dependéncia de ¢?
em fungdo da frequéncia de relaxacdo (I'), utilizando o método de
CONTIN (b), para uma suspensdo de nanoparticulas de PS-b-PAA na
concentracdo de 0,25 mg/mL e pH 5. Para todos os angulos analisados
do sistema de nanoparticulas de PS-b-PAA observa-se uma distribui¢do
dos tempos de relaxagdo bastante estreita e um indice de polidispersao
(PDI) a 90° de 0,106, indicando uma estreita faixa de distribuicdo de
tamanho. Com a distribuicdo dos tempos de relaxacdo nos diversos
angulos é possivel ainda calcular o raio hidrodinamico da nanoparticula
de PS-b-PAA, utilizando a equacdo de Stokes-Einstein, que como
mostra a Figura 34.b, foi de 72 nm.

Figura 33. Funcio de autocorrelagdo g?(q,t) em angulos de espalhamento de
30° a 150° (a) e a respectiva dependéncia de g? em funcdo da frequéncia de
relaxagdo (I') (b) para uma suspensdo de nanoparticulas de PS-b-PAA na
concentracdo de 0,25 mg/mL.

——30°
10} @ 200 110
—e50°
0,8 ——60° [1pg
e 70°
—80°
< 06 —+—-90° o6
= ——100°|| 2
= —110° =
©o4 ——120°104
— o 130°
e 140°
0,2 1000102
0,0 pE— . S = 0,0

1E-3 001 01 1 10 100 1000100000000
T (mMs)



87

2500

(b) .

2000

500

O sistema desenvolvido por PS-b-PAA tem a caracteristica de
variar os valores de raio hidrodindmico em funcéo da concentracdo. A
medida que o conteldo de agua aumenta, aumenta o estiramento do
bloco hidrofilico, conduzindo a um aumento nas dimensdes e
favorecendo possiveis transicdes morfolégicas(?l. Como observado na
Figura 34, uma diminuicdo na concentracdo de PS-b-PAA, cerca de
cinco vezes menor que a concentracdo utilizada na Figura 33.b,
proporciona um aumento do contetdo de agua e, consequentemente, um
aumento no valor do Ry de aproximadamente 10 nm.
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Figura 34. Dependéncia de g2 em fungio da frequéncia de relaxagio (I') para
uma suspensdo de nanoparticulas de PS-b-PAA na concentracdo de 0,05
mg/mL.
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A morfologia das nanoparticulas pode ser estimada por medidas
de espalhamento de luz, através da relacdo entre 0 Ry com o0 Rg,
conhecido como pardmetro (p). Entretanto, para o sistema de PS-b-PAA
os valores de p ndo podem ser estimados justamente por estarem fora da
regido de Guinier (QRg < 1).

As forcas eletrostaticas de atracdo e repulsdo provenientes do
revestimento das nanoparticulas de PS-b-PAA com polieletrélitos como
a quitosana e derivados de quitosana resultam, a baixas concentracGes
do polieletrdlito (QT-x), em valores de Ry proximos aos obtidos para as
nanoparticulas ndo decoradas. A medida que a concentragdo do
polieletrélito aumenta surgem agregados maiores, da ordem de
micrometros (visiveis a olho nu), presentes numa faixa de concentracéo,
até um valor maximo, préximo ao ponto de neutralizagéo, que pode ser
melhor observado pelo método de potencial zeta, o qual serd discutido
na secao seguinte.

A formacdo dos agregados possivelmente ocorre porque em
determinadas concentragfes ndo existe uma quantidade suficientemente
consideravel de QT-x para decorar toda a superficie das nanoparticulas,
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fazendo com que as moléculas de QT-x préximas, mesmo ja adsorvidas
em outras nanoparticulas, sejam atraidas pela carga negativa das
mesmas, formando os agregados. A Figura 35 apresenta 0s agregados
visivelmente aderidos a parede de vidro dos frascos.

Figura 35. Frascos contendo misturas de nanoparticulas e derivados de
quitosana em concentracdes em que existe a formacdo de agregados
visivelmente aderidos ao vidro, onde QTMA (a), QTMO (b) e QTM2 (c) nas
respectivas razdes de 0,08, 0,09 e 0,09 (Camera Digital Nikon Coolpix P510).

Para possibilitar a andlise por DLS dessas concentracdes
contendo agregados foi preciso realizar a filtragdo com filtros de seringa
de 0,45 um. A Figura 36 mostra a variagdo do Ry em funcéo da razdo da
concentracdo de quitosana (QT) ou derivados (QT-x) adicionados pela
concentracdo de nanoparticulas de PS-b-PAA ([QT-x]/[PS-b-PAA]),
sendo que esta Ultima permaneceu em concentracdo constante de 0,05
mg/mL.
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Figura 36. Variagdo do raio hidrodindmico (Rn) em funcdo da razdo da
concentragdo de QT (a), QTMA (b), QTMO (c), QTM2 (d) pela concentragdo
de nanoparticulas de PS-b-PAA.
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Como pode ser observado, a cinética de agregacdo continua,
mesmo apo6s a filtragdo, eliminando somente os macro-agregados. A
Figura 36 mostra que existe uma ampla variagdo do Ry até um valor
maximo, seguido do retorno para um valor constante, cerca de 20 nm
maior que o inicial. Esse perfil ocorre para a decoragdo com quitosana e
igualmente para a decoragdo com os demais derivados de quitosana.

A massa molar exibe uma grande influéncia na adsorcdo de
polimeros em interfaces, o aumento da massa molar aumenta a
capacidade de adsorcdo, como evidenciado por BOOMGAARD &
Colaboradores(®; CHIBOWSKIP; CHAMOVSKA &
Colaboradores®; O°’SHEA & Colaboradores®d e PORTOR, Este
trabalho demonstra que a quitosana e os derivados de quitosana
estudados possuem diferencas significativas nos perfis de adsor¢édo nas
nanoparticulas de PS-b-PAA, que sdo mais bem detalhados na Tabela 6,
a qual apresenta as razbes [QT-x]/[PS-b-PAA] com as respectivas
concentragdes de QT-x e 0 potencial zeta em que se inicia e finda-se a
formacdo dos agregados, além do Ry médio inicial, maximo e final para
cada sistema, relembrando que a concentracdo de nanoparticulas de PS-
b-PAA permaneceu constante ([PS-b-PAA] = 0,05 mg/mL).

Tabela 6. Razdo de [QT-x]/[PS-b-PAA], as respectivas concentragdes de QT-x
e de potencial zeta em que se inicia e finda-se a formacéo dos agregados e 0 Ry
médio inicial, maximo e final para cada sistema.

Razdo [QT-x]/ [QT-X] Potencial Zeta Rn médio
[PS-b-PAA] (x 10" mg/mL) (mV) (nm)
Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Max. Final
QT 0,01 0,09 0,5 45 -18,9 16,9 78 817 102
QTMA 0,02 0,15 1,0 7,5 -21,1 14,7 79 771 100
QTMO 0,02 0,15 1,0 7,5 -17,4 19,9 75 805 97
QTM2 0,03 0,25 1,5 12,5 -17,1 19,4 80 752 98

Como podemos observar na Tabela 6, a quitosana tem uma
interacdo maior com as vesiculas de PS-b-PAA, visto que é necessaria
uma concentragcdo menor para que a formacdo de agregados se inicie.
Isso possivelmente ocorre porque a quitosana possui um ndmero maior
de grupos ionizaveis disponiveis, diferentemente dos demais derivados
de quitosana, onde esses grupos foram modificados com outros grupos,
podendo apresentar ambas as cargas, tanto positivas quanto negativas, a
exemplo do derivado N,O-carboximetilquitosana (QTMA).

A Figura 37 apresenta a distribuicdo de tamanhos (Rny nm) nas
primeiras e Gltimas razdes de concentracdo de [QT-X]/[PS-b-PAA], onde
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inicia a formacdo de agregados (linha vermelha) e cessa a formacdo de
agregados (linha preta) e seus respectivos indices de polidispersao.

Figura 37. Distribuicdes de tamanho (Rx nm) medido no &ngulo de 90 ° para as
concentragdes inicial e final da formacdo dos agregados e seus respectivos
indices de polidisperséo (PDI) para QT (a), QTMA (b), QTMO (c) e QTM2 (d).
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A partir do inicio da formacdo dos agregados o Ry perde a sua
linearidade e o PDI aumenta consideravelmente, isso mostra que existe
mais de um tamanho de nanoparticulas em solucdo e, como podemos
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observar, apos atingir o maximo de adsor¢do o Ry se estabiliza, volta a
ser linear, também diminuindo o PDI.

5.3.3 Caracterizagdo por Potencial Zeta

O potencial zeta é o potencial elétrico no plano hidrodindmico de
cisalhamento, sob a influéncia do movimento browniano este plano se
movimenta como parte da particula. O potencial zeta é funcdo da carga
superficial da particula ou de qualquer camada adsorvida na sua
interface e da natureza e composi¢cdo do dispersante. Este potencial
reflete a carga efetiva da particula, correlaciona-se com a repulsdo
eletrostatica e a estabilidade da suspenséaol®l.

As nanoparticulas de PS-b-PAA nédo decoradas apresentam um
potencial zeta negativo de -37,5 = 3,2 mV devido a dissociacdo das
porcdes de &cido carboxilico do bloco hidrofilico (PAA), contudo, como
mostra a Figura 38, para os sistemas decorados inicialmente os valores
de potencial zeta também sdo negativos (-21,4 £ 2,9 mV) e tornam-se
positivos a medida que a concentracdo de polieletrélitos aumenta.

Figura 38. Variag¢@o do potencial zeta () em fungdo da razdo da concentragdo
de QT (@), QTMA (b), QTMO (c), QTM2 (d) pela concentracdo de
nanoparticulas de PS-b-PAA.
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Graficamente, existem trés diferentes regifes de transicao,
observados para todos os quatro sistemas utilizados para decoragéo.
Proximo ao potencial zero existe uma regido de transi¢cdo onde ocorre a
formacdo de agregados nos sistemas [QT-x]/[PS-b-PAA], originados
pelo processo de neutralizacdo das cargas negativas do bloco hidrofilico
(bloco de PAA), pela adigdo continua de polieletrolitos, até a inversdo
do potencial zeta para um valor positivo médio de 26,7 = 4,1 mV,
formando uma espécie de platd que sugere um limite maximo de
adsorcdo e, consequentemente, uma diminuicdo do tamanho dos
agregados, devido a estabilizacdo do sistema.

5.3.4 Caracterizagdo por Microscopia Eletronica de Transmisséo

As suspensdes de nanoparticulas preparadas a partir do
copolimero em bloco PS-b-PAA, foram observadas por microscopia
eletrénica de transmissdo (TEM) e revelaram morfologias vesiculares
bem definidas e dimensdes inferiores a 200 nm, resultados que
corroboram com os obtidos por DLS.

Este copolimero possui um étimo contraste por TEM, sendo
possivel destacar com clareza a morfologia das nanoestruturas obtidas,
isso ocorre porque o bloco PS possui uma densidade eletrdnica maior do
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que o bloco PAA, fazendo com que o bloco hidrofébico seja observado
na regido mais escura das micrografias, j& o bloco hidrofilico
frequentemente n&o é visivel®, como pode ser observado na Figura 39.

Figura 39. Micrografias em menores e maiores magnificacbes das
nanoparticulas de PS-b-PAA, onde (A) e (B) sdo micrografias apenas das
vesiculas, (C) as vesiculas com um problema de contraste e (D) uma vesicula na
presenca de minoxidil encapsulado.
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Nota-se que na Figura 39.c, obteve-se um problema de contraste,
entretanto é possivel observar uma morfologia vesicular bem definida.
Ja na Figura 39.d, a presenca do farmaco minoxidil encapsulado ndo
gerou mudancas claramente visiveis na micrografia, impossibilitando
diferencié-la das vesiculas sem farmaco.

Além da morfologia e do didmetro das vesiculas, as imagens de
TEM podem indicar a espessura da camada hidrofébica, a qual foram
medidas a partir das micrografias com o auxilio do software GIMP 2.8
(GNU Image Manipulation Program), utilizando uma média aritmética
de aproximadamente 50 determinagBes inter e intra-particulas.
Diferentemente do observado por DLS, as vesiculas apresentaram uma
grande faixa de distribuicdo de tamanho por TEM, as diferencas
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calculadas foram de 142,3 + 36,8 nm de didmetro e espessura do bloco
hidrofobico relativamente constante de 71,3 = 7,9 nm de espessura.

Essas diferencas de tamanho sdo explicadas porque por DLS as
amostras sdo analisadas em solucdo, medindo-se o diametro
hidrodindmico das particulas, contudo por TEM as amostras precisam
passar por um processo de secagem (desidratacdo), esse processo causa
uma deformacgdo na estrutura da particula, além de uma diminuigdo do
tamanho. Entretanto, como essa desidratacdo ndo € homogénea, geram
particulas com um alto grau de polidisperséo.

A adsorcao dos polieletrdlitos sobre a superficie das vesiculas de
PS-b-PAA pode ser evidenciada por imagens de TEM. A Figura 40
mostra que existem diferencas a nivel superficial, relativo a adsorcdo da
quitosana e dos derivados de quitosana a superficie das nanoparticulas.

Figura 40. Micrografias em alta magnificacdo das nanoparticulas de PS-b-PAA
decoradas com (A) quitosana, (B) QTMO, (C) QTM2 e (D) QTMA, todos na
presenca de minoxidil encapsulado.
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Representada por uma camada externa mais clara, como pode ser
observada na Figura 40, essa adsorcdo ndo ocorre de forma uniforme,
confirmada pela espessura e distribuicdo bastante varidvel da camada
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adsorvida (17,0 £ 7,5 nm de espessura). E diferentemente das medidas
de DLS e potencial zeta, as imagens de TEM ndo apresentam diferencas
morfoldgicas claramente visiveis entre a adsor¢do da quitosana ou dos
demais derivados de quitosana.

5.4 MINOXIDIL: ENCAPSULAGAO

O método desenvolvido para quantificacdo do minoxidil em
suspensBes de nanoparticulas baseou-se no método de PATTERSON &
Colaboradores!®! com adaptacdes, como detalhado na segéo 4.2.7, para
gue o eletrolito apresentasse as mesmas caracteristicas. Para a
determinacdo quantitativa das amostras e verificagdo da validade do
método, foi primeiramente construida uma curva de calibragdo. Para
tanto, foi utilizado como solucdo padréo interno imidazol (50 ppm = 50
pug/mL), que foi mantido constante em todos os pontos da curva e
concentragGes de amostra de minoxidil na faixa entre 5,0 a 90 ppm.
Cada ponto foi preparado em duplicata e analisado em triplicata. Os
resultados mostraram-se lineares, conforme mostra a Figura 41 e
apresentando um coeficiente de correlagdo (R) de 0,999.

Figura 41. Curva de calibragdo para o minoxidil realizado em eletroforese
capilar (R = 0,999).

25

Razé&o (APl / MXD)
e e N
o [(6)] o

o
(&)
T

0 20 40 60 80 100

o
o

Concentracao (ppm)



101

Os valores de limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo
(LQ) foram de 0,08 e 0,24 pg/mL, respectivamente, determinados a
partir do ruido, indicando que o método desenvolvido por eletroforese
capilar é suficientemente sensivel para a quantificagdo do farmaco
minoxidil.

O perfil eletroforético do minoxidil é apresentado na Figura 42.

Figura 42. Eletroferograma do minoxidil na concentracdo de 50 ppm.
Condigdes: eletrdlito composto por 20 mmol/L de glicina e 20 mmol/L de &cido
malico (pH 3,0), injecdo hidrodindmica (50 mbar, 5 s), tensdo aplicada (+ 30
kV), temperatura (25 °C), detecgdo UV direta em 288 nm.
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A Figura 43, por sua vez, traz o espectro de ultravioleta (UV) do
minoxidil com a banda de absorc¢éo caracteristica em 288 nm.

Figura 43. Espectro de ultravioleta do minoxidil.
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A eletroforese capilar € uma técnica valiosa na separacdo e
quantificagdo de farmacos. O seu software possibilita a elaboragdo de
um grafico referente a pureza da banda do farmaco no UV, realizando
uma média geral das determinacdes, como ilustrado na Figura 44. Os
pontos pretos do grafico estdo todos dentro da regido verde,
representando que a banda de absor¢do do minoxidil no UV é puro.

Figura 44. Pureza da banda de absor¢do no UV do farmaco minoxidil em

eletroforese capilar.
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Os valores de teor e eficiéncia de encapsulacdo para as amostras
testadas sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Teor e eficiéncia de encapsulacdo (EE) para cada concentragdo de

minoxidil inicialmente utilizada.

Concentracéo de

Teor (DP)

MXD (ug/mL) (ug/mL) EE (%)
40 17,11 (+ 0,38) 42,5
60 30,45 (x 0,71) 50,7
80 30,21 (+ 0,08) 37,8
100 37,94 (+ 0,40) 37,9
120 36,47 (+ 1,10) 30,4
150 42,32 (£ 2,89) 28,2
200 44,48 (£ 0,72) 22,2
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Como podemos observar, a EE variou entre 22,2 % a 50,7 %. O
minoxidil possui uma boa solubilidade em &gua e como estes sistemas
poliméricos sdo desenvolvidos em meio aquoso, 0 minoxidil pode se
encontrar tanto no interior da vesicula (encapsulado) quanto no meio
externo (revestimento), interagindo com ambas as cargas superficiais
tanto do copolimero quanto da QT-x. Ou ainda permanecer em solugéo,
fazendo com que uma EE maxima de 50,7 % seja considerado um 6timo
resultado.

A Figura 45 mostra um resumo dos parametros de Ry e potencial
zeta para as vesiculas de PS-b-PAA e as vesiculas de PS-b-PAA
decoradas. Para as vesiculas contendo o minoxidil encapsulado, os
valores de Ry e potencial zeta variaram muito pouco, quando comparado
ao sistema decorado, estando, portanto, dentro das incertezas
experimentais.

Figura 45. Representacdo esquematica das vesiculas de PS-h-PAA, as vesiculas
decoradas e as vesiculas com minoxidil encapsulado e seus respectivos valores
de Ry, potencial zeta () e eficiéncia de encapsulacdo (EE).

PS-b-PAA PS-b-PAA/QT-x PS-b-PAA/QT-x/MXD

RH=98,6 3,1 nm
1=27,1+3,7mV
EE maxima = 50,7 %

RH=76,8+5,0nm RH=99,2+2,9nm
(=-37,5+32mV (=26,7+4,1mV

5.5 DIOXANO: REMANESCENTE

A presenca de solventes organicos em formulagdes, sejam elas
farmacéuticas ou cosméticas, podem comprometer 0 organismo
humano. No caso de formulagbes topicas, por exemplo, o solvente
organico, dependendo de qual for, pode ser irritante ou causar danos
maiores a pele.

Normalmente, o desenvolvimento de sistemas poliméricos
nanoparticulados emprega solventes organicos para o seu preparo, sendo
a posterior eliminacdo destes solventes uma grande preocupacdo dos
pesquisadores.

No sistema utilizado neste trabalho tem-se duas rotas de
eliminacgdo do residuo de solvente orgéanico (1,4-dioxano): a dialise e a
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rotaevaporacdo. Sendo assim, testou-se essas duas rotas, conforme ja
detalhado na secdo 4.2.8, por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa, para verificar a efetiva eliminagéo do residuo
de solvente organico e quantificar, quando existente, o remanescente de
dioxano das suspensdes de nanoparticulas.

Para tanto, foi realizada uma andlise do solvente puro que foi
utilizado como padrdo (Figura 46).

Figura 46. Cromatograma do dioxano puro.

peaomoon

As Figuras 47 e 48 mostram, respectivamente, a andlise da
amostra de suspensdo de nanoparticulas dialisada e a analise da amostra
rotaevaporada.

Figura 47. Cromatograma da amostra de suspenséo de nanoparticulas dialisada.
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Figura 48. Cromatograma da amostra de suspensdo de nanoparticulas
rotaevaporada.
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Nota-se que existe a total eliminacdo do residuo de solvente
organico pelo processo de dialise (Figura 47), resultando na auséncia do
pico de dioxano na regido caracteristica (aproximadamente em 2,5 min).
Ja pelo processo de rotaevaporacdo (Figura 48), ndo houve a completa
eliminagdo do solvente orgénico, permanecendo uma pequena
porcentagem remanescente de residuo de dioxano, que segundo célculos
foi inferior a 0,01% e que possivelmente ndo compromete futuras
formulagdes utilizando estes sistemas, nem, tdo pouco, o usuario final.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

De acordo com os resultados apresentados, 0s processos para
obtencdo dos derivados de quitosana foram efetivos, gerando o0s
derivados esperados, como evidenciado pelas técnicas de espectroscopia
de infravermelho, titulagcBes potenciométricas e condutimétricas.

O método de co-solvente seguido de didlise foi um método
validado para a producdo de vesiculas de PS-b-PAA bem definidas
morfologicamente, com dimensdes em torno de 150 nm e baixo indice
de polidispersdo (inferiores a 0,15), comprovadas pelas técnicas de
espalhamento de luz dindmico e microscopia eletronica de transmissao.

A presenca de cargas negativas na superficie das nanoparticulas
de PS-b-PAA possibilitou o revestimento com outros polimeros de carga
oposta, como, por exemplo, a quitosana e derivados de quitosana.

A decoracdo com quitosana apresentou diferencas claramente
visiveis quando comparada com o sistema ndo decorado, como um
pequeno aumento do Ry e a inversdo do potencial zeta, inicialmente
negativo e, a medida que se aumentou a concentracdo de quitosana e
seus derivados, o potencial zeta tornou-se positivo.

Foram observadas sutis diferencas entre a decoragdo com 0s
derivados produzidos e a quitosana, demonstradas principalmente pelas
técnicas de DLS e potencial zeta.

O potencial zeta é um indicativo da estabilidade de dispersdes
coloidais e, neste trabalho, possibilitou estudar e melhorar essa
propriedade nos sistemas desenvolvidos.

A técnica de eletroforese capilar permitiu o desenvolvimento de
um método sensivel para a determinacdo do teor e a eficiéncia de
encapsulacdo do farmaco minoxidil nos sistemas desenvolvidos.

Como o sistema foi desenvolvido em meio aquoso e o farmaco
minoxidil possui uma boa solubilidade em &gua, uma eficiéncia de
encapsula¢do maxima de 50,7 % foi muito satisfatoria.

O processo de dialise conseguiu eliminar totalmente o residuo de
solvente organico do sistema, diferentemente do processo de
rotaevaporacdo, que permaneceu com um remanescente de solvente
organico, contudo inferior a 0,01 %, 0 que ndo compromete possiveis
formulagdes.

E por fim, espera-se ser possivel aprofundar os estudos em alguns
pontos que, devido aos prazos serem bastante reduzidos, ndo foram
realizados, como, por exemplo: analisar o potencial zeta isoladamente
de cada um dos derivados de quitosana produzidos; analisar através de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) os derivados de quitosana, com
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0 intuito de calcular de forma mais precisa 0s graus de substituicdo; e,
realizar os estudos de liberacdo, toxicidade e permeacdo cutanea dos
sistemas desenvolvidos.
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