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RESUMO

A amilose, na presenca de agentes complexantes adequados, tende a formar complexos de
inclusdo. Os mesmos sdo carregadores promissores, ja que os ligantes aprisionados podem
ser libertados posteriormente, o que conduz a muitas aplicagdes. Porém, a utilizacdo da
amilose nativa (AM) na formacdo dos complexos ¢ limitada devido a sua baixa solubilidade
em agua. Sendo assim, estudos envolvendo a modificacdo desta molécula tornam-se
promissores. O objetivo da presente tese foi preparar complexos de inclusdo a partir da
amilose nativa (AM) e modificada (AMA) usando como ligantes Rifampicina (RIF),
Rodamina B (RB) e o Azul de Bromotimol (AB). Primeiramente, dentre 0os métodos
existentes para modificacdo, escolheu-se a acetilacdo. O grau de acetilacdo foi investigado e
a estrutura da amilose foi caracterizada por meio de FTIR, MEV, TGA e DSC. Quando
comparada a AM, AMA apresentou maior solubilidade em &gua. A presenca das bandas de
absorgdo no FTIR a 1727, 1240 e 1122 cm™, confirmaram a acetilagdo. Os resultados de
MEV sugeriram que a superficie lisa da AM foi transformada em uma superficie mais aspera
em AMA e as andlises de TGA e DSC mostraram uma estrutura instavel para a mesma. Apos
esta etapa os complexos foram produzidos e a influéncia da temperatura e dos ligantes foi
avaliada através da caracterizacdo fisico-quimica. UV-vis, DLS, PZ e MEV foram as
técnicas usadas neste processo. As analises de UV confirmaram a formacéo dos complexos
e aqueles desenvolvidos na temperatura de 65°C foram mais eficientes. Dentre estes
destacam-se aqueles complexos preparados com RIF. O didametro hidrodindmico médio (dn)
dos complexos medidos por DLS variou entre 70 e 100 nm, indicando que 0s mesmos podem
ser utilizados em sistema de liberacdo controlada. Comparando o dn da AM e AMA,
observou-se que 0s tamanhos sdo maiores apds a complexacao, o que pode indicar que para
AMA ou a interacdo forma complexos mais compactos, ou os ligantes ndo interagiram com
a AMA. Andlise de PZ mostrou que os complexos AM-RB e AM-AB apresentam alta
estabilidade (PZ < -30 mV) e que os demais complexos apresentam valores de PZ proximos
da neutralidade, o que pode melhorar a adsor¢do dos mesmos em sistemas bioldgicos. Os
complexos AMA-RB e AMA-AB ndo formaram complexos no estado sélido e os demais
formaram uma estrutura amorfa apos precipitacdo. Em concluséo, este estudo levou ao
desenvolvimento de um método eficaz para a preparacdo de complexos de inclusdo de

amilose.

Palavras-chaves: amilose, acetilacdo, complexos de incluséo, rifampicina, rodamina B, azul
de bromotimol, liberacdo controlada



ABSTRACT

In the presence of suitable complexing agents, amylose tends to form inclusion complexes.
This polymer is considered a promisor carrier since the ligands confined in its chains can be
released later, leading to various applications. However, the use of native amylose (AM) in
complexes formation is restricted due to its low water solubility. Therefore, studies regarding
amylose modification become promising. The aim of this thesis was preparing inclusion
complexes made of native (AM) and modified (AMA) amylose using rifampicin (RIF),
rhodamine B (RB), and bromothymol blue (AB) as ligands. At first, acetylation was the
chosen modification among the modified methods described in the literature. The acetylation
degree was investigated and the modified macromolecule was characterized using FTIR,
SEM, TGA, and DSC analysis. Compared with AM, AMA presented increased water
solubility. The presence of absorption bands at 1727, 1240, and 1121 cm™ confirmed the
acetylation. SEM images suggested that the smooth surface of AM was turned into a rougher
surface in AMA, while TGA and DSC results showed a less stable structure for AMA. After
this step, the complexes were prepared and the influence of the temperature and ligand type
was evaluated through physicochemical characterization. UV-Vis, DLS, PZ, and SEM were
the techniques used in this process. UV-Vis analysis confirmed complexes formation,
revealing that the ones prepared at 65°C were more efficient. Among those, complexes
prepared with RIF stand out. The average hydrodynamic diameter (dn) of the complexes
measured by DLS ranged from 70 to 100 nm, indicating that these complexes can be used in
controlled release systems. Comparing the dn of AM and AMA, it was observed that the sizes
were larger after complexation, which may indicate more compact complexes or no
interaction between AMA and ligands. ZP results showed that AM-RB and AM-AB
complexes presented high stability (PZ < -30 mV), while the others presented PZ values near
neutrality, which can increase their adsorption in biological systems. AMA-RB and AMA.-
AB did not form complexes in solid state, while the others formed an amorphous structure
after precipitation. In conclusion, this study leaded to an effective method development for

the amylose inclusion complexes preparation.

Keywords: amylose, acetylation, inclusion complexes, rifampicin, rodhamine B,

bromothymol blue, controlled release
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, muitos estudos tém se dedicado ao desenvolvimento de sistemas
de liberagdo controlada produzidos em macromoléculas naturais'. O objetivo do
encapsulamento é proteger ou liberar compostos hidrofobicos, de modo a melhorar a sua
eficacia bioldgica,* ou até mesmo diminuir os efeitos adversos, caso seja usado em sistemas
de liberac&o controlada de farmacos®.

Dentre as macromoléculas usadas na criacdo destes sistemas pode-se citar as
proteinas®, os polissacarideos® 7, tais como a quitosana® °. A principal vantagem do uso de
macromoléculas de origem biol6gicas em sistemas de liberacdo controlada esté relacionada
a sua biodisponibilidade, baixo custo e ndo toxicidade®.

Estas macromoléculas podem ser utilizadas individualmente ou combinadas entre si,
dependendo da natureza e funcionalidade desejada®. Isso ocorre, pois apresentam
conformacdes e estrutura quimica variadas. Por conseguinte, 0s mecanismos para formar
sistemas de liberacdo controlada sdo diferentes®. Devido a este fato, nos Gltimos anos uma
variedade de sistemas foi desenvolvida para fins de encapsulamento a partir de diferentes

metodologias (Figura 1)°.
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Figura 1. Exemplos de sistemas coloidais de entrega que podem ser utilizados para proteger

e distribuir componentes bioativos®°.

Dentre as metodologias utilizadas para o desenvolvimentos de sistemas de liberagédo
controlada, destaca-se a formacdo de complexos de inclusdo molecular. Este tipo de
mecanismo ocorre pois alguns sistemas especificos apresentam estrutura molecular peculiar

que favorecem sua formacdo®!. Esta técnica é interessante e atualmente muito usada pois o
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preparo € simples, sendo necessario apenas 0 uso da macromolécula e seus agentes de
complexacéo, o que, em alguns casos, pode baratear o desenvolvimento do sistema.

Dentre os complexos desenvolvidos até 0 momento, € bem conhecido na literatura
0 uso de amilose como molécula hospedeira'?14. A partir dela, varios sistemas de liberagdo
controlada foram criados® > 1®. Nestes complexos, a cavidade helicoidal formada pela
amilose é considerada hidrofobica e pode acomodar diferentes moléculas hospedes®’. Essa
caracteristica € complementada pelo fato desta molécula ser um dos polissacarideos mais
abundantes encontrados na natureza, apresentando varias qualidades, tais como
biocompatibilidade, biodegradabilidade e ndo-toxicidade. Além disso apresenta baixo custo,
tornado-se assim uma boa escolha para encapsulamento: 8,

No entanto a amilose tem uma peculiariedade. No estado nativo, a sua aplicacédo é
limitada devido a suas propriedades fisicas especificas. Esta macromolécula apresenta baixa
solubilidade em agua, devido as suas multiplas ligagdes de hidrogénio entre os grupos
hidroxilas!®, e tem tendéncia a retrogradacdo a baixas temperaturas ou a tempos de
armazenamento muito longos, o que pode dificultar ou até mesmo restringir sua
aplicabilidade com certos ligantes?’. Sendo assim, adaptar e melhorar as propriedades fisico-
quimicas da amilose torna-se um desafio para os cientistas.

Até o momento, alguns métodos foram testados para modificar a estrutura desta
molécula, dentre eles citam-se a modificagio quimica (a partir de varias metodologias)®° e
enzimatica?’. No entanto, estes estudos ainda sdo limitados, sendo necessario um
conhecimento mais aprofundado sobre esta macromolécula e suas peculiariedades com
diferentes ligantes.

Sendo assim, neste trabalho tem-se como objetivo obter e caracterizar complexos
de inclusdo utilizando amilose nativa e modificada com trés moléculas hospedes diferentes,
bem como avaliar as propriedades fisico-quimicas dos sistemas formados. A partir dai
deseja-se nesta tese explorar a possibilidade de aplicacdo da amilose como molécula
hospedeira no desenvolvimento de biomaterial com propriedade especifica.

12



2. OBJETIVOS




2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo é investigar o desempenho e eficiéncia de complexos de
inclusdo utilizando amilose nativa (AM) e amilose acetilada (AMA) como molécula
hospedeira e rifampicina (RIF), rodamina B (RB) e azul de bromotimol (AB) como
moléculas hospedes.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Modificar quimicamente a amilose via reacdo de acetilacéo.
v' Caracterizar a amilose acetilada a partir das técnicas de:

e titulometria para determinacdo do % Ac e GS;

e para observar as mudancas estruturais causadas pela introducdo do grupo
acetil utilizou-se a técnica de espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR);

e para andlise da morfologia fez-se 0 uso da técnica de microscopia eletrénica
de varredura (MEV);

e para examinar alteragdes na estabilidade térmica realizou-se analise
termogravimétrica (TGA) e calorimetria exploratoria diferencial (DSC).

v Obter complexos de inclusdo de amilose a partir da amilose nativa e acetilada.

v Investigar a formacao, eficiéncia e capacidade de carga dos complexos a partir da
técnica de espectrofotometria de UV.

v Analisar as caracteristicas fisico-quimicas (tamanho e estabilidade) dos complexos
desenvolvidos em solucdo a partir da técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS)
e potencial zeta (PZ).

v Obter os complexos de inclusdo no estado sélido e investiga-los a partir da técnica
de microscopia eletronica de varredura (MEV).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Durante as ultimas décadas, tem havido um interesse crescente no desenvolvimento
de complexos de inclusdo a partir de materiais biodegradaveis, para diversas aplicacdes, tais
como em sistemas de liberagdo controlada de medicamentos®™ 2224 na industria
alimenticial” 2 26 na indUstria cosmética?’, etc. Dentre os materiais biodegradaveis
utilizados destacam-se a ciclodextrina® 2°, a quitosana®® 3!, o amido'” *? e seus polimeros:
amilose? 2 3¢ amilopectina®+®'.

Os polissacarideos, classe dos quais 0 amido e seus derivados fazem parte, tornam-
se materiais interessantes no desenvolvimento de produtos renovaveis e ambientalmente
sustentaveis, pois sdo biopolimeros com caracteristicas Unicas: sdo abundantes, baratos,
renovaveis, estaveis e modificaveis quimicamente. Além disso, apresentam propriedades
quimicas e bioldgicas, tais como ndo-toxicidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade,
reatividade quimica elevada, capacidade de adsorcéo, etc342,

Estes biopolimeros apresentam também capacidade gelificante e sdo capazes de
encapsular ou aprisionar ndo somente moléculas com diferentes propriedades fisico-
quimicas, mas também estruturas bioldgicas complexas®. Além disso, as principais
propriedades biofisicas necessarias para que o mesmo seja adequado para encapsular ou
aprisionar outras moléculas, sdo determinadas por sua estrutura quimica, grupos funcionais,
tipos de ligacOes e massa molecular®® 43,

Esta versatilidade baseia-se na presenca de grupos hidrofdbicos e hidrofilicos com
extensdo variavel na molécula, que proporcionam o desenvolvimento de matrizes sensiveis
as condicOes ambientais. Além disso, as propriedades destes materiais podem ser facilmente
modificadas a partir de diferentes técnicas, usando uma grande variedade de biocatalisadores
(usados para acelerar o processo de modificacdo) o que o tornam Uteis do ponto de vista
tecnoldgico®.

Um dos polissacarideos naturais mais abundante e disponivel encontrado na
natureza é o amido. O amido é um dos biopolimeros mais importantes do mundo. O mesmo
é a principal fonte de energia, sob a forma de fornecimento de glicose exogéna, na dieta
humana**. Este biopolimero é um carboidrato de armazenamento encontrado em plantas que
contém clorofila, como o milho, a batata, arroz, tapioca, trigo e cevada. A quantidade e o

tipo de material associado variam dependendo de qual parte da planta o amido é proveniente
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e de sua fonte. Ou seja, se é proveniente de sementes de cereais (trigo, milho, etc.), a partir
de tubérculos (batata) ou a partir de raizes (mandioca)*.

Este biopolimero existe na forma de granulos discretos semicristalinos com
diferentes tamanhos (1 — 100 um) e varias formas (esférica, lenticular, poliédricas e
irregulares)*®. O amido apresenta cor branca e é insolGvel em agua fria devido a sua estrutura
polimerizada com ligagGes de hidrogénio entre as cadeias adjacentes*.

Este polissacarideo é composto por dois componentes principais, amilopectina,
altamente ramificada e amilose, essencialmente linear*®4’. Juntos, estes dois polimeros estdo
dispostos em um arranjo semicristalino granular complexo, baseado em agregados de hélices
duplas (moléculas de amilose) e ramos adjacentes pertencentes as moléculas de

amilopectina* (Figura. 2).

/ —— cristalina _— T . \
i cristalina —
Regldo

amorfa cristalina
Granulo amorfa

W Amilopectina
Mondmero Amilose

Figura 2. Representagdo esquemética dos diferentes niveis de grénulos de amido e o

envolvimento da amilose e da amilopectina“®.

A proporcao de material amorfo e cristalino no granulo de amido nativo varia muito,
de 10% a 50% de cristalinidade, dependendo da origem boténica do amido. Outras alteragdes
na estrutura podem ocorrer como um resultado do processamento subsequente do amido. Por
exemplo, 0 passo de processamento mais comum € a gelatinizacdo, em que o amido é
aquecido em excesso de dgua, a uma temperatura entre 50 e 70 °C. Neste caso, 0 amido sofre
uma transicao cooperativa pela afluéncia da agua que entra nas regides amorfas dos granulos,
fazendo-a inchar, e desestabilizam as regides cristalinas. Isto resulta na rapida expanséao do

granulo, no ponto de fusio dos cristalitos e em uma perda completa da estrutura ordenada®®.
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3.1. AMILOPECTINA

A amilopectina é um polimero altamente ramificado com peso molecular entre (10°-
10% g.mol?, formada por ligagdes glicosidicas o- (1 — 4) com uma porc¢io de 5% de
ligagdes a- (1 — 6)*"°0 5L (Figura 3).
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Figura 3. Estrutura da amilopectina®.

O grau de polimerizacdo por numero (DPn) desta biomolécula tem valor na faixa de
13400 — 15900. As cadeias de amilopectina sdo relativamente curtas em comparacdo as
moléculas de amilose e apresentam um perfil de distribuicio amplo®* >4, Suas cadeias
individuais podem apresentar de 10 a 100 unidades de glicose®®.

3.2. AMILOSE

A amilose ¢ o componente linear do amido e é um dos polissacarideos mais
abundantes encontrados na natureza'® *6. Este biopolimero é biocompativel, biodegradavel
e ndo toxico® e apresenta uma caracteristica Unica entre os polimeros: sob condicdes
adequadas, apresenta a capacidade de interagir com um grande nimero de compostos polares
e apolares formando complexos de inclusdo. Devido a este fato, nos Gltimos anos, uma
quantidade consideravel de pesquisas tém sido dedicada ao estudo de complexos de incluséo
a partir desta molécula? > %8.5% 80 ¢ yirias moléculas hdspedes tém sido investigadas para se
ligarem a ela, entre elas citam-se &cidos graxos®® ©2, lipidios®® %, aromatizantes!® € e
farmacos, tais como ibuprofeno®™ 33 genisteina?, nimesulida, praziquantel® e
indometacina®®.

No periodo entre 1995 e 2015 a incidéncia de artigos sobre o tema “amylose and

inclusion complexes” indexados na base de dados da Web of Science mostra um aumento
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progressivo de trabalhos envolvendo complexos de inclusdo com esta biomolécula (Figura

4).
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Figura 4. Nimero de publicagdes no periodo entre 1995 e 2015 usando a palavra-chave

"amylose-inclusion complexes" em Web of Science.

Ou seja, a relevancia deste estudo, em termos de avanco tecnoldgico, € importante e

viavel para o desenvolvimento de uma sociedade mais sustentavel e com melhor qualidade

de vida visto que sistemas de liberacdo controlada elaborados com materiais de fonte

renovavel possuem caracteristicas de biodegradabilidade e ndo toxicidade.

3.2.1. Estrutura quimi

ca da Amilose

Quanto a cadeia, a amilose ¢ um polissacarideo linear, formada por ligacdes

glicosidicas a- (1 — 4) e um teor de aproximadamente 0,1 a 0,5 % de liga¢Ges glicosidicas

o- (1 — 6)% (Figura 5).
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Figura 5. Estrutura quimica da amilose®.
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Sua massa molecular varia entre (10°-10°) g.mol? e apresenta um grau de
polimerizacdo por nimero (DPy) de 324 — 4920, com cerca de 9 — 20 pontos de ramificacGes
equivalentes a 3 — 11 cadeias por molécula*’- 535768 Cada cadeia contém cerca de 200 - 700
residuos de glicose equivalentes a um peso molecular de 32400-113400%2,

Suas cadeias laterais variam em comprimento de cadeia de 4 a mais de 100 e a
extensao da ramificagdo (configuracdo a - (1—6)) tem sido demonstrada que aumenta com

0 aumento do tamanho molecular da amilose®®.

3.2.2. Complexos de inclusdo de amilose e suas principais caracteristicas

Como visto acima, a amilose, na presenca de agentes organicos ou inorganicos,
cristaliza-se em uma forma helicoidal (Figura 6), apresentando uma cavidade interior

hidrofébica e uma superficie exterior hidrofilica®.

\_ /

Figura 6. Uma hélice de amilose complexada com uma molécula hospede onde a cabeca

polar estd no exterior da hélice, ao passo que sua cadeia alifatica esta situada na cavidade da
hélice?2,

Esta configuragdo a — (1—4) das cadeias de amilose permite a formacdo desta
estrutura helicoidal. Estas estruturas sdo organizadas de modo que os grupos hidroxila estdo
dispostos na superficie exterior da hélice, 0 que aumenta a dispersabilidade das moléculas
hdspedes em meio aquoso e deixa a superficie mais hidrofilica. Por outro lado, os oxigénios
glicosidicos e os grupos metileno sdo confrontados com o nucleo interno, resultando em uma
cavidade mais hidrofébica, o que fornece sitios de ligacdo com elevada afinidade com
ligantes hidrofobicos®: 70 7,

De acordo com a literatura’? as forgas necessarias para a formagao destes complexos

helicoidais tém sido identificadas por ligacGes intramoleculares (for¢as de van der Waals e
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ligagBes de hidrogénio), as quais ocorrem entre as voltas da hélice da amilose e as forcas
intermoleculares que estabilizam o complexo entre as cadeias da amilose e seus ligantes.

A natureza helicoidal da amilose foi demonstrada pela primeira vez em 1943 por
Rundle e Baldwin’®. A estrutura helicoidal da amilose também recebeu o nome de “amilose-
V”. Este nome foi escolhido por Katz’*, pois ele considerava o padrdo obtido apds a
formagao dos complexos de inclusdo com a do amido gelatinizado ou “Verkleisterter Stiarke”
em alem3o, abreviado como “amido-V”’*. Este tipo de estrutura apresenta caracteristicas
semelhantes a da Fig. 6, no entanto suas dimensdes variam dependendo do tipo de solvente,
do agente de complexacédo e molécula hospede utilizada®®.

Em solugdo aquosa neutra, amilose tem caracteristicas de uma conformacéo aleatdria
com algumas regides helicoidais. Isto ocorre, pois a &gua € um solvente bastante pobre para
a amilose que promove associacdo espontanea dos seguimentos lineares para formar hélices
duplas. Em contraste, na presenca de moléculas hospedes adequadas a amilose adotara a
conformacao de hélice simples que ¢ estabilizada por ligagdes de hidrogénio®.

Existem outros tipos de estruturas que podem ser formadas com a amilose. Na sua
forma desordenada ou amorfa os complexos de inclusdo sdo conhecidos como complexos
do “tipo I’. Os complexos também podem ser nomeados em dois tipos de formas helicoidais:
a dupla hélice (formas A e B) ou hélice simples (forma V). Esta Gltima ocorre quando estes
complexos amorfos sdo organizados em lamelas e dao origem a formacéo de cristalitos, que
sdo chamados de complexos de inclusdo do “tipo II” (estrutura semicristalina), que fornece
maior resisténcia enzimatica caso estes complexos sejam usados em sistemas de liberacao
controlada®® > 717,

Cabe ressaltar que o tipo de molécula héspede utilizada vai definir o tipo de complexo
que serd obtido. Ligantes de acidos graxos, alcoois de cadeia longa e monoglicerideos
formam complexos helicoidais do tipo Vs, 0 qual apresenta uma volta de hélice composta
por seis unidades de glucose. Ja moléculas hdspedes mais volumosas podem ser compostas
por sete ou oito unidades de glicose formando complexos do tipo V7 e Vg respectivamente.
No entanto, nem sempre a hélice da amilose consegue “alargar” para receber a molécula
hospede, neste caso, hélices duplas sdo necessarias. Por outro lado, existem moléculas
hospedes que ndo conseguem formar complexos de inclusdo com a amilose’® 7 e assim néo

poderdo ser usadas neste tipo de sistemas.
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3.2.3. Funcionalidade dos complexos de incluséo de amilose

Vérios motivos destacam a importancia do estudo de complexos de inclusdo no
desenvolvimento tecnoldgico de biomateriais? 57 58 5960,

Primeiramente, a dieta atual do ser humano, o estilo de vida sedentério e 0 aumento
da consciéncia do consumidor geraram numerosas tentativas para introduzir nutracéuticos
(importantes compostos bioativos naturais que conferem beneficios a saude dos seres
humanos’®), como 0mega-3 e acidos graxos insaturados (0mega-6) em alimentos. No
entanto, muitos destes compostos tém baixa estabilidade nas condi¢bes de processamento,
armazenamento e consumo.

Desta forma, a suplementacdo torna-se um grande desafio tecnoldgico. O
encapsulamento de tais compostos sensiveis utilizando biopolimeros torna-se um método
viavel e interessante, visto que, por exemplo, podem reter a molécula héspede preservando-
a e liberando-a em um momento mais adequado ao organismo® 2 °. Além disso, a
formagéo dos complexos de amilose com aromas pode controlar a retencéo e liberagéo dos
compostos e conduz a uma estabilizagdo dos componentes de sabor, uma vez que 0s mesmos
ficam protegidos contra a influéncia do oxigénio ou luz?®.

Outra funcionalidade para complexos de inclusdo se d& no desenvolvimento de
sistemas de liberacdo controlada de medicamentos. O encapsulamento do farmaco em um
biopolimero pode oferecer varias vantagens, tais como®8 1. % 81,82, 22.

a) protecdo do farmaco, o que pode aumentar sua biodisponibilidade e manter uma
concentracdo constante e/ou prolongada do mesmo;

b) proteger os compostos bioativos com meia-vida muito curta;

c) permitir o direcionamento especifico para a parte afetada, reduzindo, assim, o
risco de toxicidade sistémica;

d) aliberacdo do farmaco no organismo, enguanto que o transportador é eliminado
do corpo sem deixar vestigios;

e) transportar farmacos hidrofobicos (cavidade hidrofobica).

Ou seja, 0 uso destes sistemas podem otimizar o efeito do farmaco, melhorando o

conforto do paciente®® 8485,

Finalmente, outro problema que tem chamado a atencdo dos pesquisadores é a
contaminacdo do ambiente por corantes pelas industrias de papel, tecidos e etc. O estudo
sobre este problema é interessante, pois 0 uso de corantes pode gerar agua residual

contaminada que aumenta a degradacdo dos ecossistemas naturais. Este tipo de molécula
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pode ser altamente tdxica, potencialmente cancerigena, mutagénica e alergénica em
organismos expostos. Elas ainda contaminam ndo somente o ambiente, mas também
atravessam toda a cadeia alimentar3® 887,

Com base no que foi dito acima, estudos mostram que as propriedades fisicas dos
corantes quando associados em complexos de inclusao sofrem variagdo em seus parametros
Opticos. Em alguns casos, por exemplo, a fluorescéncia é extinta enquanto que em outros a
fluorescéncia aparece apenas na forma associada®.

Por outro lado, corantes também sdo adicionados nos alimentos durante o
processamento o que pode afetar as propriedades dos compostos alimentares.

Sendo assim, com base nas propriedades de protecdo e direcionamento dos
complexos de inclusdo, e tendo em conta a elevada afinidade entre a amilose e diferentes
tipos de moléculas, encapsular corantes em biomateriais € uma maneira de preservar o meio
ambiente®” 8, Além disso, tais aplicacdes sdo importantes para a industria farmacéutica e

alimentar®®.

3.2.4. Modificacdo da amilose via acetilagio

3.2.4.1. Viabilidade da modificagdo

Embora complexos de inclusdo de amilose com moléculas hdspedes tenham sido
extensivamente estudados, muitos sistemas ainda ndo sao conhecidos completamente ou ndo
foram testados ou publicados na literatura. O conhecimento dos complexos de incluséo
formados entre farmacos e corantes, por exemplo, e a amilose ainda é limitado e sua
viabilidade ainda deve ser testada.

Um dos motivos desta limitacdo pode estar relacionado as propriedades fisicas e
quimicas especificas da amilose!® 2% 45 9 Primeiramente, este polissacarideo ¢ uma
macromolécula biolégica com grau de polimerizacdo (DP) superior a 400, apresentando
assim, baixa solubilidade em agua a temperatura ambiente. Este alto grau de polimerizagédo
também reduz a hidrélise do complexo, o que pode, eventualmente, limitar a
biodisponibilidade da molécula incluida® °*. Por outro lado, a baixa solubilidade em agua
também pode ser devida as multiplas ligagdes de hidrogénio entre os grupos hidroxilas da
amilose!®. Outra desvantagem é o fato da amilose ter forte tendéncia a retrogradar®®, ou seja,
a amilose tende a formar novamente uma estrutura parcialmente cristalina, insolavel e

resistente a digestdo enzimatica, porém diferente da conformacao inicial®?. Esta propriedade
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pode limitar o movimento das hélices das moléculas, o que traz dificuldade para a preparacao
de complexos de inclusdo com esta molécula hospedeira em solugéo aquosa®.

Além de todos os problemas que envolvem a formacdo de complexos de inclusédo
com amilose, grande parte dos complexos desenvolvidos até 0 momento séo insolUveis em
agua e a maioria dos estudos feitos dedicou-se a compreensdo destes complexos®.

Nos ultimos anos, com o objetivo de aumentar a disponibilidade da amilose para
receber moléculas hdspedes, bem como melhorar suas propriedades fisicas ou quimicas e
superar as desvantagens mostradas acima, pesquisas vém sendo realizadas visando a
modificacdo de sua estrutura. Para isso, varios métodos tém sido testados, tais como fisicos,
quimicos e enzimaticos? 45 9395,

A modificacdo é realizada nos grupos hidroxilas de modo que enfraqueca as ligagdes
de hidrogénio existentes sem que ocorra uma perda significativa da estrutura helicoidal.
Apo6s a modificacdo, a amilose resultante apresentar uma menor tendéncia a retrogradar, bem
como uma maior solubilidade em meio aquoso, em comparagdo a amilose nativa (Figura 7).
A modificacdo entdo torna esta macromolécula mais eficaz para interagir com ligantes em

meio aquoso®®.

avY T N
———

Amilose parcialmente modificada Molécula hospede

k Complexo de inclus&o j

Figura 7. llustracdo esquematica da formacdo de complexos de inclusdo entre amilose

parcialmente modificada e uma molécula hospede®®.

Tais modificaces desempenham um papel vital na melhoria do desempenho global
e aumentam a utilizacdo desta molécula em varias aplicacdes, tanto na industria alimentar,
farmacéutica e em outros processos industriais®®.

Tal como relatado em estudos anteriores?® & %094 dentre as modificacGes existentes,
a modificagdo quimica é um modo comum utilizado para alterar as propriedades do amido e
da amilose. Este tipo de modificacdo é geralmente alcancada por esterificagdo, reticulacéo,

oxidacao, cationizacio ou enxerto®’.
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Em um estudo sobre o desenvolvimento de complexos sollveis?®, por exemplo,
realizou-se a modificacdo da amilose por trés processos diferentes: via grupos hidroxipropil,
acetilacdo e carboximetilacao.

Primeiramente foi observado que, comparando a esterificacdo via grupos
hidroxipropil e a modificacdo via acetilagéo, verifica-se que no segundo tipo de modificagéo,
0 grupo acetila tem uma procura estérica mais baixa que os grupos hidroxilas e, portanto,
devem perturbar a conformacdo helicoidal e a capacidade de complexacdo da amilose em
menor grau?®®, Como resultado, a amilose acetilada mostrou maior capacidade de
complexagcéo das moléculas hdspedes do que os demais tipos de modificaco. Outro estudo®
mostrou que o grau de acetilagdo pode ainda aumentar a formacao de complexos insolUveis,
dependendo do grau de acetilagdo alcangado. Adicionalmente, Wulff et. al.?® e Arijaje et.
al.® descobriram que a modificacdo via acetilagdo aumentou significativamente a
quantidade de complexos sollveis de amilose recuperados a partir da solugdo aquosa, bem
como melhorou a incluséo de acido oleico.

Finalmente, amidos acetilados sdo amplamente utilizados nas industrias alimenticias,
téxteis, papel e também em aplicacbes biomédicas devido a formacdo de pelicula,
estabilizacdo e propriedades espessantes, que sdo aparentemente superiores as do amido
natural®.

Em vista destes fatos, a acetilacdo é considerada como uma alternativa promissora
para o desenvolvimento de produtos com um valor superior adicional, conseguindo assim

uma utilizagdo mais racional e eficiente do amido e seus derivados em muiltiplas aplicacdes®.
3.2.4.2. Acetilagdo

Para acetilar o amido, e consequentemente a amilose, 0 método normalmente
utilizado € a esterificacdo do amido nativo (ou amilose nativa) com anidrido acético® %,

Neste processo, sabe-se que, durante a modificacdo, parte dos grupos hidroxilas dos
mondmeros de glicose s&o convertidos nos grupos CHzCOO" do anidrido acético (Figura 8).
Por conseguinte, a acetilagdo é uma esterificacdo dos grupos hidroxilas na unidade de

anidroglicose da molécula de amido®.
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Figura 8. Representacio esquematica da reacdo da acetilagio'®,

Uma vez modificado, acetatos de amido tém aplicagdes reguladas por suas
caracteristicas, tais como a porcentagem de grupos acetila (% Ac) e o grau de acetilacdo (ou

101 'GS sdo classificados como baixo

grau de substituicdo (GS))®. De acordo com a literatura
(< 0,1), intermediario (0,1 -1,0) e alto (> 1,0). GS baixo funcionam como agentes de
texturizagdo, ligante formador de filme, espessante, estabilizante, bem como s&o
amplamente utilizados em uma grande variedade de alimentos, incluindo produtos de
panificacdo, recheios de tortas enlatadas, molhos, sopas, alimentos congelados, alimentos
para bebés, saladas, e etc. J& amidos com GS intermediarios e elevados podem ser
empregados como adesivos de fusdo a quente, revestimentos, filtros de cigarro, embalagens
biodegradaveis, aglutinantes para comprimidos e outras aplicages farmacéuticas®®:,

Estudos anteriores indicam? que materiais acetilados com GS baixos (<0,2) podem
ndo ser adequados em alguns sistemas de liberacdo controlada de farmacos devido ao seu
alto inchaco e baixa solubilidade em agua. Ja materiais acetilados com GS altos sdo mais
hidrofébicos, ou seja, pouco sollveis em agua, o que limita a aplicacdo dos mesmos no
encapsulamento de farmacos!?. Sendo assim, como se deseja obter complexos de inclusdo
solGveis em agua para serem usados em aplicacbes farmacéuticas e na industria em geral,
um valor de GS intermediério foi escolhido neste estudo.

Amilose acetilada com GS intermediario normalmente € obtida por esterificacdo da
amilose nativa com anidrido acético em um meio aquoso na presenca de um catalisador
alcalino (geralmente NaOH)*. No entanto, apesar de todas estas aplicagdes oriundas da
modificacdo da amilose, poucos trabalhos relatam o efeito da modificacdo da amilose sobre
a encapsulacio®.

Desta forma, para uma melhor compreensdo da amilose como molécula hospedeira,
deseja-se preparar e caracterizar complexos de inclusdo avaliando o efeito da amilose nativa
e acetilada sobre o processo. A partir da modificacdo quimica realizada na amilose deseja-

se ampliar o emprego deste polissacarideo como um receptor de moléculas complexantes e
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investigar os parametros determinantes para seu emprego, tanto em sistemas de liberagéo

controlada de medicamentos, como matriz para o encapsulamento de corantes.

3.3. MOLECULAS HOSPEDES

Trés moléculas héspedes foram escolhidas para interagir com a amilose formando
complexos de inclusdo: rifampicina (RIF), rodamina B (RB) e azul de bromotimol (AB).
Estas foram escolhidas por apresentarem caracteristicas estruturais diferentes que podem
influenciar a formagéo dos complexos de incluséo desenvolvidos.

Os valores de pKa das moléculas hospedes e das moléculas hospedeiras bem como

suas solubilidades em agua sdo mostrados na Tabela 1 abaixo.

Tabela 1. Valores de pKa e solubilidade das moléculas utilizadas.

Amostra pKal pKa2 Solubilidade em &gua [ ]
AM 12,5 - Pouco soltvel (0,5 g.L?)
AMA - - Soltvel (0,5g.L™Y)
RIF 1,7 (OH) 7,9 (Neutro) Solavel (1,3 g.LY) (0,05 g.L )
RB 3,22 - Fracamente Solavel (0,01 g.L™?)
AB 7,10 - Pouco Soltvel (0,5 g.L™?)

3.3.1. Rifampicina (RIF)
3.3.1.1. Historico e estrutura quimica de RIF

Rifampicina (RIF) é um farmaco antibi6tico pertencente a familia da rifamicina®®
derivado da rifamicina B, produzida por cepas de Nocardia Mediterranei (Streptomyces)1%4,
Agentes antibioticos, tais como RIF, sdo capazes de ajudar na inibicdo e prevencdo do
crescimento de microrganismos*®,

A rifamicina foi isolada inicialmente em 1959 e em 1962 foi lancada como farmaco
no tratamento de varias doencas tais como tuberculose (TB), lepra e outras infec¢des. Apos
varios estudos e modificacdes, RIF foi finalmente desenvolvida, bem como varios outros
derivados de rifamicinal®. A introducdo de RIF em 1968 encurtou consideravelmente a
duracdo do tratamento da TB. RIF difunde-se livremente nos tecidos, células vivas e

bactérias tornando-se extremamente eficaz contra os agentes patogénicos intracelulares®.

27



A formula estrutural da RIF é mostrada na figura 9. Esta molécula tem muitos
grupos hidroxilas livres, sendo que os capazes de reagir sdo aqueles ligados aos anéis
benzénicos, porque ndo tém nenhum impedimento estérico'®. Sua solubilidade em &gua é

~1,3 g.L%, sua massa molecular € 822,94 g.mol™* e sua formula molecular é C43sHssN4O121%.

4 N

\_ /

Figura 9. Estrutura da RIF%,

A substancia RIF é um p6 cristalino marrom avermelhado%’. Ela tem caracteristicas
anfbteras (“zwitterion””) com pKa de 1,7 relacionado ao grupamento 4-hidroxila e pKa de
7,9, relacionado ao nitrogénio do grupo piperazina.

Em solucdo aquosa, 0 seu ponto isoelétrico é igual a 4,8. Este farmaco é levemente
solivel em &gua e devido a sua natureza anfotera, a sua solubilidade e estabilidade variam
de acordo com o pH e a maxima estabilidade é conseguida mais proxima da neutralidade%*,
Por outro lado, RIF é muito soltvel em etanol, acetato de etila, cloroférmio e outros solventes
organicos'?’.

O espectro de absorcdo no UV-vis em meio neutro (agua destilada) na gama de
comprimentos de onda de 200 a 700 nm, apresenta dois picos maximos bem definidos: um
em 333 nm (correspondente ao grupo carbonil*®?) e outro em 472 nm*%, Contudo, de acordo
com a literatura, RIF apresenta um anel benzeno, sendo assim, sua estrutura biciclica,
apresenta trés bandas de absorcéo. No entanto, esta absor¢ao ocorre no comprimento de onda
184 nm, a qual € inferior &s bandas deste estudo, ndo sendo assim registrada.

Além disso, sua estrutura é complexa e apresenta numerosas ligacGes duplas
(Figura 9) e suas caracteristicas estruturais eletrdnicas podem ser divididas em trés partes: a
estrutura biciclica (Figura 10a), estrutura biciclica e o grupo piperazina (Figura 10b) e a
estrutura biciclica contendo o grupo carbonil (Figura 10c)’.
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Figura 10. Fragmentos estruturais da molécula e RIF: a) fragmento contendo a estrutura

biciclica; b) fragmento contendo a estrutura biciclica e o grupo piperazina e c) fragmento

contendo a estrutura biciclica e o grupo carbonil'®’.

A banda de absor¢do em 333 nm corresponde ao elétron localizado no atomo de
oxigénio do grupo carbonil que faz a transi¢ao do orbital 7 ligante para o orbital & antiligante
(transi¢ao m-m*). Ja a banda em 472 nm é causada pelo elétron de valéncia no cromoforo C

=N em transi¢do do orbital & ligante para o orbital 7 antiligante (transi¢io m-m*)17.
3.3.1.2. Aplicabilidade de RIF no tratamento de doencas infecciosas

A rifampicina (RIF), como dito acima, é um antibi6tico semissintético que tem sido
amplamente usado para tratar ou prevenir a doenca tuberculose e outras infeccdes
bacterianas, tais como a lepra, profilaxia da meningite meningocécica e infeccdes da
Haemophilus influenzae'®. De acordo com a Organizacdo Mundial de Satde (OMS) este
antibiotico hidrofébico'® é uma dos farmacos de primeira linha recomendado para o
tratamento da tuberculose!® 111,

No entanto, apesar dos farmacos usados no tratamento desta doenca estarem
disponiveis ha mais de 50 anos, a TB continua a ser a principal causa de mortes evitaveis!!2,
De acordo com o Relatério Global da Tuberculose (Global Tuberculosis Report) de 2015,
estima-se que 9,6 milhdes de pessoas desenvolveram a doenca em 2014, 1,5 milhdes
morreram sendo que 0,4 milh&o dos quais eram HIV positivo!®2,

Um dos motivos que explica este fato é a farmacoterapia prolongada e a carga de

comprimidos utilizada no tratamento*?: a posologia padrao recomendada consiste no uso de
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quatro farmacos conhecidos como isoniazida, rifampicina, pirazinamida e etambutol*'4
durante 2 meses, seguido de 4 meses com rifampicina e isoniazida®*?.

O uso de RIF (quando administrada em conjunto com os demais farmacos) reduz o
tempo de tratamento da TB de 12 para 6 meses e para infeccOes latentes, de 9 para 3 meses.
No entanto, o uso deste fArmaco causa diversos efeitos advsersos, 0s quais incluem néuseas,
vOmitos, perda de peso, hepatotoxicidade, reagdes gastrointestinais, reacGes cutaneas e
imunolodgicas graves. Além disso, sua coloracdo alaranjada causa efeitos na urina, suor e
lagrimas, podendo até danificar lentes de contato!'? 115116 Além destes efeitos secundarios,
o0 periodo de tratamento prolongado dificulta a administragdo do farmaco, o que facilita o
desenvolvimento da tuberculose multiresistente!°,

Como é visto acima, hd medicamentos disponiveis no mercado para o tratamento de
doencas infecciosas. Porém, seu uso pode acarretar efeitos colaterais ao organismo, visto
que a maioria desses farmacos exibe fracas propriedades biofarmacéuticas que
comprometem a sua biodisponibilidade direta ao sitio de agdo!!!.

Desta forma, os fatos acima expostos confirmam a necessidade do desenvolvimento
de agentes antimicrobianos novos e mais eficazes e produtos farmacéuticos destinados a
tratar cepas resistentes.

O desenvolvimento de sistemas de entrega de medicamentos inovadores para a
administracdo de agentes anti-infecciosos pode representar um avanco neste campo, € a
criacdo dos mesmos reduziria o tempo de tratamento, bem como melhoraria o efeito
terapéutico do uso do mesmo1®® 11,

Com este intuito, nos ultimos anos, varias abordagens foram usadas para aumentar a
solubilidade e biodisponibilidade da RIF, tais como o desenvolvimento de lipoesferas
fosfolipidicas de RIF para liberacéo oral*'” 18 nanoparticulas desenvolvidas com polimeros
PEG e DSPE para liberacdo pulmonar!’®, complexos formados entre RIF e enzimas
bacterianas (RNA polimerase)!®, formacdo de complexos de inclusio com RIF e
hidroxipropil-g-ciclodextrinal® 11°  associacio de RIF com dendrimeros (polimeros
globulares altamente ramificados)*8, entre outros.

Nestes sistemas, observou-se que a solubilidade e eficacia foram melhoradas apos a
formagéo do complexo.

Por outro lado, a RIF € instavel se usada sozinha, bem como na presenca de
isoniazida (INH). Na presenca deste outro farmaco RIF pode interagir levando a formacéo

de uma hidrazona insoltvel'®. Além deste fato, a degradacéo é dependente do pH. Na forma
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acida (condicBes gastricas), RIF sofre hidrolise que conduz a compostos ainda menos
solGveis, tais como 3-formil-rifampicinal!®. Ja em meio alcalino, devido a oxidagéo do ar,

se converte em rifampicina quinona (RQ) (Figura 11), um derivado inativo'?e,

HN .
H:C (o] p
I s} OH HsC 04{
CH,
P ~ s
s OH
K CHy CHs j

Figura 11. Estrutura quimica da RIF quinona (RQ).

Como vé-se acima, nos altimos anos, muitos estudos tém sido desenvolvidos
utilizando RIF como molécula hospede. No entanto, ainda ndo se chegou a um sistema de
liberagdo satisfatorio que reduza os efeitos colaterais e diminua de forma significativa a
frequéncia de utilizacdo deste farmaco. Sendo assim, os dados acima expostos mostram a
importancia e validade deste estudo com amilose como molécula hospedeira para este tipo

medicamento.
3.3.2. Rodamina B (RB)
3.3.2.1. Estrutura quimica de RB

As rodaminas sdo um grupo de corantes fluorescentes, que incluem a rodamina B,
rodamina 6G, rodamina 123, entre outras'?’. RB é um dos importantes corantes fluorescentes
da familia dos xantenos'?! 122, Sua formula molecular é C2sH3:CIN2O3, sua massa molecular
é de 479,01 g.mol? e é encontrada na forma de cristais esverdeados ou p6 vermelho-

violeta!® 2 (Figura 12).
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Figura 12. Estrutura quimica da RB*®,

RB é uma molécula interessante que suporta dois grupos aromaticos perpendiculares:
um zwitteriénico (bipolar) em pH superior a 3,2 e em concentracgdes inferiores a 10° M, por
isso pode-se esperar que as interacdes eletrostaticas de longo alcance sejam minimizadas
nestas condicOes, permitindo a exploragdo das interagdes de curto alcance!?®, ou seja,
interagBes que atuam a pequenas distancias de separacio intermolecular!?’.

Este corante existe em solug6es como cation HR™ (forma catidnica) e uma forma
neutra R (forma anfdtera - zwitterionic)'?® 12, Esta Gltima é representada por uma mistura
de equilibrio da zwitteriénica R fluorescente e colorida e uma lactona R’ incolor, a qual

existe em alguns solventes, exceto em agua onde a fragdo R" é pequena demais para ser

registrada experimentalmente??® (Figura 13).

Figura 13. Férmulas moleculares adquiridas em solucdo para RB: a) como um cation HR™

(forma catinica) e b) na forma neutra R” (anfotera - Zwitterionic)!28 129,

Em &gua pura e em sistemas ricos em agua, 0s espectros de absor¢do e excitacdo das
espécies neutra e catiénica sdo bastante semelhantes com absor¢des maximas em 553 nm e

557 nm, respectivamente'?t 128 sendo soltiveis em agua'?.,
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3.3.2.2. Aplicabilidade de RB

Suas propriedades Opticas dependem de varios fatores, tais como concentracédo e pH.
O grupo carboxilico participa do equilibrio &cido-basico tipico, em que a formas acida e
basica sdo fortemente luminescentes e coloridas!®. Esta propriedade de luminescéncia a
torna muito Gtil como marcador. Ou seja, a mesma pode ser usada como uma sonda em
estudos de varios materiais, incluindo sistemas bioldgicos, sensores e etc*l. Este corante
ainda pode ser usado como reagente analitico, corantes nas industrias, incluindo as fabricas
de vidros, fogos de artificio, papel, téxtil, plastico, tintas e pesticidas. Além disso, estudos
referem-se também a aplicagdo destes corantes em alimentos e cosméticos*?L,

Ou seja, a aplicabilidade dos corantes da familia dos xantenos é extensa. As
industrias téxteis, por exemplo, utilizam uma grande variedade de corantes em sua producédo
(h& aproximadamente 20 — 30 grupos diferentes de corantes disponiveis no mercado)**2.
Destes grupos, existem mais de 100 000 disponiveis comercialmente e mais de 7.10°
toneladas séo produzidos anualmente.

No entanto, apesar de sua extensa aplicabilidade, o uso de RB tem uma
desvantagem ambiental. Devido a sua solubilidade, estes corantes sdo poluentes comuns e
podem ser encontrados em efluentes industriais®. A agua residual produzida a partir do seu
uso é descartada no meio aquatico e este fato representa um grande problema para as
industrias, primeiramente devido aos regulamentos ambientais rigorosos para o seu
descarte®®2, Qutro fator preocupante relacionado a esta agua residual no meio aquético,
refere-se ao fato de que o descarte pode obstruir o processo de fotossintese em cursos
d’éguazs' 132

Adicionalmente, a Agéncia Internacional de Investigacdo do Cancer (International
Agency for Research on Cancer — IARC) e a Autoridade para Seguranca de Alimentos
Europeia (European Food Safety Authority — EFSA) avaliaram RB como potencialmente
genotdxica e cancerigena, e sua ingestdo, inalacdo e contato com a pele pode causar
intoxicacdo ou leséo aguda e cronica. Devido a estes fatos, o uso de RB como aditivo
alimentar é proibido em muitos paises. No entanto, para melhorar o aspecto de certos
alimentos, algumas industrias o adicionam em suas formulages. Este fato € perigoso, visto
que o consumo de tais alimentos pode ameacar a satde humana®??.

A partir dos fatos expostos acima, € possivel perceber a necessidade de se remover

0s corantes das aguas residuais dos efluentes gerados pelas industrias. Devido a isto, varios
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métodos fisicos, quimicos e bioldgicos para o tratamento das aguas residuais contendo
corantes, tém sido estudados nos Gltimos anos™®3. Entre os métodos conhecidos citam-se
floculacdo, membrana de filtracdo, técnicas eletroquimicas, ozonizacdo, coagulacéo,
precipitacio, adsorcdo e etc?®. Além disso, varios biomateriais tém sido testados como
carregadores, tais como amido®34, quitosana®, silical®?, ciclodextrina®, entre outros.

Dentre estes processos estabelecidos para o tratamento de efluentes o processo de
adsorcéo tem vantagens quanto aos demais processos fisicos, tais como floculacéo, flotagdo
e etc, principalmente devido a sua eficacia e economia. Além disso, este método ndo perturba
a qualidade da &gua e ndo deixa nenhum produto toxico, diferente do que ocorre em
processos de degradacéo eletroquimica, bioquimica ou fotoquimical®.

Atualmente, dentre os biomateriais testados para complexacdo com corantes, da-se
grande énfase atualmente as ciclodextrinas, em especial a s-ciclodextrina e 0 amido?®: 40 134,
Primeiramente descobriu-se que materiais a base de g-ciclodextrina exibiram capacidades
de adsorcao elevada para moléculas fendlicas e corantes!®’. Ciclodextrinas e polimeros do
amido também foram sintetizados e avaliados para extracio dos corantes na agua®®®. Os
resultados mostraram que estes materiais sao eficazmente usados como absorventes para a
remogéo de corantes.

A amilose, além de ser um dos polimeros do amido, semelhante a ciclodextrina,
apresenta a cavidade central hidrofdbica ao passo que a superficie exterior é hidrofilica, e
como ja foi dito, esta importante propriedade permite que moléculas hospedes possam
dispersar em meio aquoso'®. Outro fato importante ¢ que a ciclodextrina utilizada para
encapsulamento é um dos polimeros mais caros entre os agentes encapsulantes, e complexos
de inclusdo de ciclodextrina tendem a formar grandes agregados em meio aquoso®. Sendo
assim, testar a viabilidade desta biomolécula para a inclusdo de RB torna-se importante, visto
que a partir das conclus@es obtidas aqui pode-se desenvolver um método para extracdo deste
corante em efluentes industriais, campo este ainda carente de meios alternativos baratos e

ecoldgicos.
3.3.3. Azul de Bromotimol (AB)
3.3.3.1. Estrutura quimica de AB
O 3,3-dibromotimolsulfonoftaleina, mais conhecido como azul de bromotimol

(AB)**° ¢ um indicador quimico para bases e 4cidos fracos'*°. AB exibe alteracdes drasticas
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no seu espectro de absorgédo no visivel nos comprimentos de onda de 300 nm a 600 nm*#,
Em meio acido e alcalino, AB apresenta cor amarelada na forma ciclica apolar'*? e azulada
na forma anidnica*? respectivamente, enquanto que em meio neutro, apresenta cor verde
azulada®®,

E um é&cido organico fraco, com composicdo quimica C27H2sBr20sS, com massa
molecular'** com valor de 624 g.mol e estrutura formada por dois monoterpenos fendlicos,
sendo um deles contendo um atomo de bromo e um grupo benzénico ligado a um éster
sulfénico'*® Este corante é vendido na forma de um sélido como um sal de sddio e apresenta
um cation de sddio e pares de ions foram formados por substituicdo dos cétions de sodio

com varios tipos de cations de amdnio quaternario hidrofobicos!*® (Figura 14).

Figura 14. Estrutura quimica do AB®,
3.3.3.2. Aplicabilidade de AB

Este composto é um corante hidrofébico'#? e devido a este fato tem uma grande
aplicabilidade. O mesmo é um composto organico sintético muito usado como indicador em
titulacGes do tipo &cido-base, na determinacdo do pH de solucgdes e de tecidos fisioldgicos,
em investigacdo de interacdes entre lipidios e proteinas, farmaco modelo em sistemas de
liberagdo controlada de farmacos e etc!®® 145 147, 148

Esta ultima aplicacéo, ¢ bastante utilizada. Conforme literatura*® *0, quando um
farmaco é absorvido a partir do trato gastrointestinal, uma por¢édo principal entra na veia
porta e outra vai para a circulacao sistémica. Depois de entrar na veia porta muitos farmacos
sdo captados pelo figado e metabolizados la. Subsequentemente, os farmacos intactos bem
como seus metabolicos sdo transportados para a circulagdo sistémica ou sdo excretados na
bilis (Figura 15).
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Figura 15. Representagdo esquematica: a) Sistema digestivo’8; b) Metabolismo de primeira
passagem de um farmaco: quando um farmaco é levado para o trato gastrointestinal grande
parte dele entra no figado através da veia porta e uma pequena porcao vai para a circulacao
sistémica. A parte que entra no figado sofre um metabolismo hepatico e os metabolitos do

farmaco sdo excretados de volta para o intestino através do duto biliar?.

Este fato chamado de “primeira passagem” pelo figado tornou-se muito importante
no campo biofarmacéutico. Para os farmacos aspirina, lidocaina e propranolol, por exemplo,
foi observado ser necessario avaliar a “primeira passagem” antes de se estudar a
biodisponibilidade do farmaco. Para esta avaliacao trés fatores estdo envolvidos: a) captacdo
hepética a partir da corrente sanguinea, (b) transporte intracelular e metabolismo nas células
do figado, e (c) de retorno a partir das células do figado para o sangue ou a secre¢cdo em
biliart®0,

Farmacos anibnicos e ndo metabolizantes sdo aqueles que entram na veia porta e
rapidamente aparecem no figado°. AB é um composto anidnico e apresenta propriedades
ndo-metabolizantes, sendo assim, ele encaixa-se perfeitamente como um farmaco modelo
para drogas com caracteristicas semelhantes. O motivo acima explica o uso desta molécula

neste estudo.
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6. PARTE EXPERIMENTAL




6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1. MATERIAIS

Amostras de amilose de batata de grau analitico (Mw > 150 000), rifampicina,
Rodamina B e Azul de Bromotimol foram obtidos de Sigma Aldrich® e foram utilizadas sem
purificagdo prévia. Utilizou-se ainda H»O purificada (Milipore MilliQ), KOH, etanol 96 %,
anidrido acético e NaOH, todos de grau analitico. Todos os demais reagentes quimicos, de

grau analitico, foram utilizados como recebidos.
6.2. METODOS
6.2.1. Preparacgdo da amilose acetilada

Amilose acetilada (AMA) foi produzida utilizando-se o método proposto por Mark e
Mehltretter'>2, com modificagbes. Primeiramente, a AM foi seca em estufa a 50 °C por 12
h. Entdo, 1 g de AM foi dispersa em 3 mL de anidrido acético em um bal&o de fundo redondo.
A suspensdo foi agitada a 500 rpm com um agitador mecanico por 5 min. Como catalisador
foram adicionados 30 % (0,9 mL) de NaOH 50%. A reacéo foi conduzida a 90°C e agitada
por 90 min. Ao final da reacdo o baldo foi resfriado até atingir a temperatura de 50 °C. Em
seguida, AMA foi precipitada com a adi¢do de 10 mL de alcool etilico (96 %) e centrifugada
(Labofuge 200, Heraeus Instruments) a 3000 rpm por 10 min. A operacdo de lavagem e
centrifugacdo foi realizada 5 vezes. Apds, a AMA produzida foi seca em uma bomba de
vacuo a 2.10"2 mbar (bomba de vacuo RZ 2,5; Vacuubrand) por 12 h a 25 °C.

6.2.2. Caracterizacdo da amilose acetilada (AMA)

6.2.2.1. Ganho em massa (GM)da AMA

Para determinar o ganho de massa (GM) de AMA a massa da amostra antes e ap0s

acetilacdo foi medida. Apoés fez-se o calculo conforme equacéo 1.

GM = Mava = Mam X 100 1
mAM

Onde:

m,,, - Massa de AM (g);
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: massa de AMA (g).

mAMA )

6.2.2.2. Determinacéo do percentual de grupos acetila (% Ac) e do grau de
Substituicéo (GS)

O percentual de acetilagdo (% Ac) e o grau de substituicdo (GS) foram
determinados por titulagdo utilizando o método sugerido por Wurzburg®™® com
modificages. AMA (0,1 g de amostra) foi colocada em um frasco de vidro e 5 mL de etanol
75% foi adicionado. A suspensao foi agitada e aquecida a 50 °C durante 30 min. Apés, 4 mL
de solucdo aquosa de KOH 0,2 M foram adicionados e a solucéo formada foi agitada durante
1 h. O excesso de alcali foi titulado com HCI 0,2 M utilizando fenolftaleina como indicador
(Figura 16). Uma amostra de AM (branco) tambeém foi analisada como controle. O

experimento foi realizado em duplicata.

I 90°C — 90 min 4mLKOHO0,2M HCI0,2 M
- W = 3

1 g de amilose

3 mL de anidrido acético
0,9 mL NaOH 50%
0,1 g AMA
~ 5 mL etanol 75% v/v AMA
/ ~_Etanol 96% AMA\  50°C-30min ( - )
~ o o
50°C Determinacéo
:> do % Ac e GS

Figura 16. Fluxograma para determinacéo do percentual de grupos acetila (% Ac) e do grau
de substituigdo (GS).

AR

Para determinacdo do percentual de acetilacdo (% Ac) e do grau de substituicdo (GS)

utilizaram-se as equagdes 2 e 3 abaixo.

[(v, — v, /1000 mL) x molaridade HCI x 43 x100] 5
mamostra (g)

9%AC =
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. (162x %AC)
[43X100 — (42 x %AC)] 3

Onde:

v, € v,: volume (mL) de HCI usado na titulagdo do branco e da amostra,

respectivamente;
M, nostra: quantidade de amostra seca (9);

43: massa molecular dos grupos acetil (g.mol™);
162: massa molecular das unidades de anidroglicose (g.mol™?);
42: massa molecular dos grupos acetil menos a massa molecular de &omos de

hidrogénio (g.mol™).

6.2.2.3. Confirmacdo da modificacdo de AM via Espectroscopia No

Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia FTIR é uma medida do comprimento de onda e intensidade de
radiacéo infravermelha de uma amostra'®. Esta técnica investiga as vibragdes moleculares.
Ou seja, os grupos funcionais podem ser associados com as bandas de absor¢do na regido do
infravermelho os quais correspondem as vibragdes fundamentais dos grupos funcionais®®.

As amostras de AM e AMA foram caracterizadas usando um espectrofotdometro
com transformada de Fourier (Perkin-Elmer Spectrum 400 FT-IR/FT-NIR spectrometer)
equipada com um acessorio de reflexdo atenuada total (Attenuated Total Reflection — ATR).
A regido espectral foi medida a uma resolugdo de 4 cm™ e 32 corridas foram realizadas na
regifo entre 600 e 4000 cm™. Durante a anélise as amostras de AM e AMA foram colocadas
sobre o cristal de ATR na temperatura ambiente (25 £ 0,1 °C). Todos 0s experimentos foram

realizados em triplicata.

6.2.2.4. Morfologia dos granulos da AM e AMA via Microscopia Eletrdnica
de Varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura € um dos mais versateis instrumentos

disponiveis para a observagéo das caracteristicas microestruturais de materiais solidos*®®.
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As amostras de AM e AMA foram observadas utilizando um instrumento FE-SEM
(EVO MAL0, Zeiss, Alemanha). As amostras solidas foram colocadas em fita de carbono e
metalizadas uma fina camada de Au antes da aquisicdo da amostra. As imagens foram

obtidas com uma tensao de excitacao de 7,0 kV.
6.2.2.5. Analise termogravimétrica (TGA) de AM e AMA

A técnica TGA é uma técnica destrutiva, que determina a estabilidade térmica do
material a partir da quantificacdo da perda de massa com 0 aumento da temperatura. A
variacdo da massa é registrada em funcdo da temperatura e do tempo, em um ambiente com
atmosfera controlada. Esta perda de massa pode ser analisada a partir de dois métodos:
andlise termogravimétrica (TGA) e a partir das derivadas das curvas termogravimétricas
(DTG). Enquanto TGA é uma técnica analitica que grava a perda/ganho de massa da amostra
em funcdo do tempo e temperatura, 0 DTG expressa a primeira derivada (dm/dt). DTG
mostra assim picos cujas areas sdo proporcionais a diferenca de massa entre a amostral®’.
A estabilidade térmica das amostras foi avaliada por termogravimetria no
equipamento SDT Q600 (TA Instruments). As analises foram realizadas sob atmosfera de
nitrogénio (ultra puro) a uma taxa de vazao de 50 mL.min em cadinhos de Alumina. A taxa

de aquecimento variou de 25 °C a 500 °C com raz&o de aquecimento de 10 °C.min™.
6.2.2.6. Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) de AM e AMA

Analises de DSC foram realizadas em um calorimetro modelo DSC Q2000 (TA
Instruments). As andlises foram realizadas sob atmosfera de nitrogénio (ultra puro) a uma
taxa de vazéo de 50 mL.min A massa de amostra medida foi de aproximadamente 50 mg e
uma capsula de aluminio (Tzero Aluminum) foi utilizada como referéncia. As rampas de
aquecimento e resfriamento foram fixadas a uma taxa 10 °C.min? e variaram em um
intervalo de 25 °C e 390 °C.

6.2.3. Validacdo do método analitico para quantificacdo das moléculas

hdospedes no complexo

Para garantir a desempenho do método, assegurando a confiabilidade dos resultados,
os dados foram estatisticamente avaliados a partir dos parametros especificidade,

linearidade, limites de deteccéo e limite de quantificacdo.
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6.2.3.1. Especificidade

A especificidade do método foi avaliada através da comparacéo dos espectros de UV
de AM e AMA, e das amostras contendo os farmacos-modelo. As varreduras foram
realizadas entre os comprimentos de onda 200 a 700 nm e foram observados quanto a

presenca de bandas de interferéncia entre a amilose e as moléculas hospedes.
6.2.3.2. Linearidade

A determinacdo da linearidade foi realizada a partir de trés curvas padrdo com sete
concentracdes diferentes para cada farmaco-modelo. A linearidade foi avaliada a partir da
regressao linear, utilizando ajuste dos dados pelo método dos minimos quadrados e analisada
estatisticamente para definir o desvio padrdo relativo e o coeficiente de correlagio (r?)°8,

Além disso, realizou-se a analise de variancia (ANOVA) das curvas obtidas.
6.2.3.3.  Limite de deteccdo (LD) e Limite de Quantificacédo (LQ)

LD e LQ foram estimados matematicamente a partir da obtencéo das curvas padroes
resultantes da média das trés curvas de calibracdo feitas anteriormente (para todas as
moléculas-modelo). A determinacdo destes valores baseou-se no desvio padrdo do residual
da linha de regresséo e sua relacdo com o coeficiente angular nas curvas padrédo (Equacéo 4
e 5)1%8,

LD =336/ 4
LQ=10.0/a 5

Onde:
o: € 0 desvio padréo do intercepto com o eixo y das trés curvas de calibracdo;

a: e € média do coeficiente angular da curva analitica.
6.2.4. Preparagdo dos complexos de incluséo
6.2.4.1. Complexo AM-RIF

Solucdo de AM na concentragdo 0,5 mg.mL™* foi preparada por dissolugdo em

solucdo de KOH 0,1 M previamente submetida a atmosfera de nitrogénio. A solucéo foi
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mantida em agitacdo magnética durante 6 h a 90°C até a sua dissolucéo total. Apds, a solucao
de AM foi neutralizada com a adi¢éo de HCI 0,2 M2,

Solucdes de RIF (na concentragdo 0,05 mg.ml™?), em &gua, foi preparada
separadamente. A mesma foi agitada durante 30 min a 25°C protegida da luz e sob atmosfera
de nitrogénio para evitar sua degradagéo.

Ap0s a obtencdo das solucbes de AM e RIF iniciou-se o processo de preparacao
dos complexos de inclusdo. Para isso as duas soluc@es foram misturadas na proporc¢éo 30:1,

respectivamente, e posteriormente submetidas a agitacdo por 24 h a 40°C e 65°C (Figura

17).
6 h, 90°C, 30 min, 25°C, H20
atmosfera de N, MiliQ, atmosfera de N2
kid

— [eo @\
@ o\\ te ]
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Figura 17. Fluxograma indicando a preparagcdo do complexo AM-RIF.

pH para 7,0

6.2.4.2. Complexos AM-RB e AM-AB

Solugbes de AM (na concentragdo 0,5 mg.mL™?) foi preparada por dissolucéo em
solucdo de KOH 0,1 M previamente submetida a atmosfera de nitrogénio. A solucéo foi
mantida em agitacdo magnética durante 6 h a 90 °C até a sua dissolucdo total. Ja as moléculas
hospedes RB e AB foram preparadas separadamente na concentragdo 0,01 mg.mL™ no
solvente KOH 0,1 M durante 30 min & 25 °C2.

Ap0s esta etapa de dissolugdo dos dois componentes, 0s mesmos foram misturados
(AM-RB e AM-AB) na propor¢do 30:1 e posteriormente submetidas a agitagdo por 24 h a
40 °C (Figura 18).
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Figura 18. Fluxograma indicando a preparagcdo do complexo AM-RIF.

6.2.4.3. Complexos de inclusdo com AMA

Solucdo de AMA na concentragdo 0,5 mg.mL™ foi preparada por dissolugio em
H>O MiliQ previamente submetida a atmosfera de nitrogénio. A solucdo foi mantida em
agitacdo magnética durante 6 h a 90 °C até a sua dissolucao total.

A solucio de RIF, RB e AB foram preparadas na concentragdo 0,05 mg.ml?, 0,01
mg.mL* e 0,05 mg.mL™, respectivamente em H>O MiliQ durante 30 min & 25 °C. Para a
molécula RIF a solucéo foi preparada em atmosfera de nitrogénio e ao abrigo da luz. Apds
a obtencéo das soluges iniciou-se 0 processo de preparacdo dos complexos de inclusdo. No
processo os dois componentes (AMA-RIF, AMA-RB e AMA-AB) foram misturados na
proporcéao 30:1 e posteriormente submetidos a agitacédo por 24 ha 40 °C e 65 °C (Figura 19).

6h,90°C, 30 min, 25 °C, H20 MiliQ
atmosfera de N, - P .

'RIF|  |RB| |AB
@ A i
Ifo o-‘"a._ [ o"\.‘_ I.""o o""-.._

l:) — —

& 17

24h,40°Ce

s s
LHE

Figura 19. Fluxograma indicando a preparacdo dos complexos de inclusio AMA-RIF,
AMA-RB e AMA-AB.
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6.2.5. Caracterizagao dos complexos de incluséo
6.2.5.1. Medidas de espectroscopia de UV

Os espectros na regido ultravioleta e visivel (UV-Vis) foram obtidos no
espectrometro Perkin-Elmer 554 usando uma célula de 1 cm. Um branco com cada solvente

foi feito antes das analises.

6.2.5.2. Quantificacdo espectrofotomeétrica das moléculas hdspedes e
determinacao da eficiéncia de encapsulamento e da capacidade de

carga dos complexos de inclusédo desenvolvidos

A anélise quantitativa das moléculas-modelo nos complexos desenvolvidos em
solucdo, ap6s a escolha do melhor comprimento de onda, foi feita por espectrofotometria no
UV. Para isto, obteve-se inicialmente a curva de calibracdo absorbancia versus concentracao
a partir de sete concentracdes de moléculas-hdspedes RIF, RB e AB. Os solventes utilizados
para a dissolucdo das moléculas-hdspede foram KOH 0,1 M neutralizado (para RIF), KOH
0,1 M (para RB e AB) e H,O miliQ (para RIF, RB e AB).

O doseamento foi efetuado por absorcdo espectroscopica nos comprimentos de
onda () determinados a partir de testes preliminares. Estes comprimentos de onda foram
escolhidos pois sdo os que melhor identificam a formagao do complexo.

A quantidade de moléculas hospedes associadas aos complexos de inclusdo foi
determinada pelo parametro eficiéncia de encapsulamento (% EI) e capacidade de carga (%
CC) (Eq. 6 e 7)™°.

A eficiéncia de incluséo avalia qual a porcentagem total de farmaco presente na
particula em relacdo a quantidade de farmaco total adicionado na formulagéo, ou seja, parte
da quantidade de farmaco adicionado estara encapsulada e parte estara livre na dispersdo. Ja
a capacidade de carga avalia a quantidade de farmaco encapsulado em funcéo da quantidade
de molécula hospedeira presente®®.

CTotal -C 6

El % = Livie % 100

Total

ccop= S0~ Cive w109
W
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Onde:

Crotal: concentragéo total de molécula-modelo (mg.mL™?);
C_ e concentracdo de molécula-modelo livre na solugdo (mg.mL™);

C, : concentracdo inicial de molécula-modelo na solucéo (mg.mL™);

W : quantidade de molécula hospedeira (mg.mL™).

As concentracOes foram obtidas a partir das retas de calibragé@o obtidas e validadas

a partir da técnica espectrofotométrica de UV.

6.2.5.3. Medidas de Espalhamento de Luz Dinamico dos complexos de

inclusédo em solugéo

A técnica de espalhamento de luz dindmica é normalmente utilizada para investigar o
comportamento de polimeros em solugéo na escala nanométrica'®. Ela utiliza a intensidade e a
polarizacéo da luz dispersa (Equagéo 8) a partir de uma amostra em solucgdo para caracterizar o

tamanho, a forma e as interagdes das particulas em solugio®* 1%,

() = im ﬁ[g O r)dt} 5

Onde I(t) representa a intensidade de espalhamento de luz nos tempostet+7etéo0
tempo de atraso (ou “delay time”). O fator 2 indica uma func¢do de correlagdo de segunda
ordem®®*,

Para amostras polidispersas, a funcdo é de primeira ordem sendo representada por uma

soma ou uma integral sobre a distribuicio das taxas de decaimento (Equagdo 9)*6!
9,(7) = I:G(r)exp(— I't)dl 9

-1 A s ~ . c A . .
Onde F(r ) e a frequéncia de relaxacdo do movimento dinamico da particula em

observagéo e G(I") € normalizada de forma que (Equacéo 10),
jo G(F)dr =1 10

A partir da técnica de DLS pode-se determinar o raio hidrodinamico (Rn) obtido pela
equacdo de Stokes-Einstein (Equacdo 11), onde kg, T, n e D correspondem & constante de

Boltzmann, a temperatura absoluta e a viscosidade do solvente, respectivamente!®* 160,
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O tamanho hidrodinadmico, na técnica de espalhamento de luz, € chamado de raio
hidrodindmico (Rn). O Rn é o0 raio da esfera hipotética que se difunde com a mesma
velocidade que as particulas analisadas por DLS. Assim, o valor do Rn € hipotético pois
raramente existem esferas rigidas em dispersfes coloidais. Na realidade, as particulas
dispersas sdo hidratada/solvatada formando regifes ndo esféricas. As mesmas tém um
movimento dindmico e flutuam ao longo do tempo, dependendo da forca ibnica, tipos de
moléculas, natureza do solvente, seu tamanho e da temperatura. Ou seja, 0 R, calculado na
técnica de DLS, fornece apenas um tamanho indicativo do sistema coloidal®®?,

O indice de polidispersao (P.d.l) descreve a distribui¢do de tamanhos da particula.
Este parametro é usado no método dos cumulantes usado nas medidas de DLS. Sua
determinacdo é feita relacionando a taxa de relaxacdo média (I') com a variacdo de
distribuicdo (u2) (Equacéo 12)62,

Hy
P.d.l =
r 12

As suspensdes produzidas durante o processo de complexacao foram analisadas em um
espectrometro de espalhamento de luz Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, USA), com
laser de He-Ne (Ao = 632,8 nm com um angulo de espalhamento de 173°) como fonte de radiacéo
a temperatura de 25 + 0,1 °C. A distribuicdo de tamanhos das particulas foi analisada por
espalhamento de luz dindmico (DLS). Todas as solug@es foram filtradas através de um filtro de

0,45 um (PTFE — Millipore Millex) antes das anélises. Os resultados foram obtidos em triplicata.
6.2.5.4. Potencial Zeta (PZ) dos complexos de inclusdo em solugéo

O potencial zeta (PZ) é definido como o potencial eletrostatico na camada da
mobilidade eletroforética das particulas e seus valores afetam grandemente a estabilidade
dos sistemas coloidais por forgas eletrostaticas!®*. Sendo assim, esta técnica pode ser usada
para prever estabilidade e agregacéo entre as particulas®®.

A camada interna é composta predominantemente por ions/moléculas com carga
oposta a das particulas (camada de Stern). Embora matematicamente esse efeito eletrostatico
estende-se ate o infinito, experimentalmente, ele sO estd presente poucos nm da superficie
da particula. Cabe ressaltar que a composi¢cdo desta camada difusa é dindmica e oscila de

acordo com uma variedade de fatores, tais como pH, forca idnica, concentra¢do. Quando um
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campo elétrico € aplicado a tal disperséo, as particulas carregadas avancam para o eletrodo
oposto (eletroforese). Dentro desta camada difusa existe um plano hipotético que atua como
interface entre as particulas que se deslocam e a camada dispersante em torno dela. Este
plano é caracteristico de um plano de cisalhamento e PZ é o potencial nesta interface!®?,

Os valores de PZ ndo podem ser medidos diretamente, sendo deduzido a partir da
mobilidade eletroforética (L) das particulas carregadas sob um campo elécrico aplicado
(Equacéo 13)*62,

\ 13
He=—

E
Onde V e E correspondem a velocidade da particula (um/s) e campo elétrico (V/cm),
respectivamente. O PZ é entdo calculado a partir da mobilidade eletroforética com a equacéo

de Henry (Equacéo 14):
=21 (ka) 14
L 157

Onde ¢ é o potencial zeta (PZ), ¢ € a constante dielétrica do meio, # a viscosidade e
f (ka) é a funcdo de Henry (onde, para solucdes aquosas, tém valor igual a 1,5)*4,

As medidas de PZ foram realizadas em equipamento Zetasizer Nano (Malvern
Instruments, EUA) em A = 632,8 nm a 25 £ 0,1 ° C usando um laser He-Ne. Os valores de
ZP foram calculados através da mobilidade eletroforética de acordo com a equacéo de Henry
e a aproximacao de Smoluchowski'®. As solugdes contendo os complexos de inclusio foram
medidas & 25°C. A mobilidade eletroforética de cada amostra foi medida 3 vezes e no

minimo 10 corridas foram realizadas em cada medida.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1. CARACTERIZACAO DA AMA

7.1.1. Determinacgédo do Ganho de Massa (GM), do percentual de acetila (% Ac)
e do grau de substituicédo (GS)

De acordo com a literatura®®’

, sabe-se que nas reacdes de acetilacdo os grupos
hidroxilas das cadeias sdo substituidos por grupos acetila. Como o grupo acetila apresenta
massa maior que os grupos hidroxila observa-se um aumento na massa do material
modificado. Este ganho em massa esté relacionado a uma maior taxa de acetilacao.

No estudo observamos GM de 16,6 % (Tabela 2). Este resultado € um indicativo de
que ocorreu a modificacdo quimica, ou seja, a amilose nativa (AM) passa a ser uma amilose

acetilada cujo nome agora sera “amilose acetilada” (AMA).

Tabela 2. GM, % Ac e GS da AMA da amilose nativa e acetilada*

Amilose  GM (%) % Ac GS Solubilidade em H20
no pH neutro (g.L™?)

Nativa 0 0 0 Tracos
16,5 18,9 0,87 Solavel (0,5 g.L D)
16,7 185 0.85 Solavel (0,5 g.L D)
Acetilada - 16.8 0.76 Soldvel (0,5 g.L™Y)

16,6+0,1 18,7+0,3 0,86+0,01

*Para GM tem-se resultados de duas determinagdes (p < 0,05) e para % Ac GS os resultados obtidos séo de trés determinagdes (p < 0,05).

Por outro lado, sabe-se que as propriedades fisicas dos materiais acetilados séo
determinadas pelo GS® 16° O GS indica o nimero médio de grupos hidroxila substituidos
por unidades de anidroglicose?® 1%, Como cada unidade de anidroglicose possui trés grupos
hidroxilas disponiveis para substituicdo'’® 1! (OH-2, OH-3 e OH-6), o grau de substituicéo

méaximo é 3 (Figura 20).
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Figura 20. Representacdo dos grupos hidroxilas 2-OH, 3-OH e 6-OH disponiveis para as

reagdes quimicas.

Conforme literatural’?

, a acetilacdo do amido ocorre por um mecanismo de adicéao-
eliminacdo. Cada um dos trés grupos hidroxilas livres do amido mostram reatividade
diferente. O carbono primério OH-6 é mais reativo e ¢é acetilado mais rapidamente do que os
carbonos secundarios em OH-2 e OH-3 devido ao impedimento estérico. Este fato pode
justificar o mais alto grau de substituicdo do amido com baixo teor de amilose. Dos dois
grupos OH secundarios, o carbono em OH-2 é mais reativo do que o carbono em OH-3,
principalmente porque o primeiro é mais proximo do hemi-acetal e mais acido do que o
segundo. Como o carbono em OH-6 é 0 mais reativo, 0 mesmo tém sido o principal sitio
reativo para a substituicdo dos grupos hidroxilas por grupos acetilas.

No entanto, acetatos com GS elevados sdo praticamente insoliveis em H,O, sendo
inadequados para o estudo em questdo. Em oposicdo tem-se acetatos com baixos GS,
caracterizados por uma maior solubilidade em H2O8, Neste estudo, os resultados revelaram
que o percentual de acetila foi de (18,7 + 0,3) % com um GS de 0,86 + 0,01 (Tabela 2), o

que corrobora com a maior solubilidade em 4gua de AMA em relacdo a AM.
7.1.2. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR)

As mudancas estruturais causadas pela introducgédo do grupo acetil na amilose foram
verificadas e confirmadas a partir de andlises de FT-IR (Figura 21).
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Figura 21. Espectro de FT-IR de AM (- -) e AMA (-).

Comparando o espectro da AMA ao espectro de AM, ¢é possivel observar o
aparecimento de duas novas bandas em 1240 cm™ (devido a vibracéo de estiramento C — O
do grupo acetil) e em 1727 cm™ (devido ao estiramento da ligagdo C=0)%"1" (Fig 21). Estas
bandas sdo atribuidas a absorbancia do grupo carbonilico do éster proveniente do radical
acetil*®® e ¢ um indicativo de que os grupos acetila foram ligados covalentemente & molécula
de amilose. Além disso, uma banda em 1155 cm™ também indica a formagdo de um acetato
de amilose!™.

Por outro lado, sabe-se que bandas na regido 1850-1760 cm™ e 1700 cm™ séo
atribuidos ao anidrido acético®® ¥# e ao 4cido acético'®®, respectivamente. Como neste
estudo, no espectro de FT-IR (Figura 21) ndo se observa a presenca destas bandas, pode-se
concluir que o produto esta livre destes compostos.

Finalmente, mudancas nas absor¢des correspondentes as vibracdes de estiramento
dos grupos hidroxilas (-OH), em 3000 — 3600 cm™, e em 1020 cmt, devido a vibragio da
ligagdo C-O!"®, acompanhadas de uma diminuic&o nas absorcdes de vibragdes de dobragem
(1650 cm™) também foram observados no espectro (Figura 21) e sdo devidos & introducéo
dos grupos acetila na amilose, fato este que esta de acordo com o encontrado nas analises de
MEV vistas posteriormente (Figura 22)'76. Cabe salientar que a Unica banda em que houve
um aumento e deslocamento na absorcdo foi a dos grupos hidroxilas. Esta banda é de grande
interesse sendo caracterizada pelas ligacdes de hidrogénio que possuem um papel importante

nos mecanismos biologicos.

52



7.1.3. Analise da morfologia da AM e AMA via Microscopia Eletrdnica
de Varredura (MEV)

Neste estudo, a partir da técnica de MEV, foi possivel observar a integridade do
material acetilado.
E observado que as particulas de AM (Fig. 22 a e b) sdo esféricas, com uma
superficie lisa, com formacdo de alguns agregados, semelhante ao encontrado em outros
estudos'’’. Ja para AMA (Fig. 22 ¢ e d) é observado particulas esféricas, porém com uma

superficie rugosa.

iT= 7.00 kv WD = 5.0mm

Figura 22. Fotomicrografias obtidas a partir de microscopia eletrénica de varredura para: a)
e b) AM, c) e d) AMA.

De acordo com a literatura, a acetilacdo € um tratamento quimico suave, que nédo
afeta a integridade do material'’’. No entanto, a superficie das particulas em AMA é rugosa.
Esta rugosidade pode indicar o inicio da fusdo do material, como observado em outros
estudos'’® 191 Além disso, a fusdo apds a acetilacio pode estar relacionada a introducgio de
grupos hidrofilicos @ molécula de amilose, o que diminui as ligacdes de hidrogénio
intermoleculares, como observado no UV-vis (Figura. 21) %. Ou seja, a presenca dos grupos

acetila favorece a desorganizagdo da estrutura, o que resulta na reducdo das forcas
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associativas entre as cadeias de AMA, as quais interferem nas liga¢Oes de hidrogénio intra e
intermoleculares que estabilizam a estrutural’®. Este fato favorece a agregacdo das

moléculas, promovendo a fusdo das mesmas.
7.1.1. Analise termogravimétrica (TGA, DTG) da AM e AMA

A partir das curvas termogravimétricas da AM e AMA foi possivel examinar as
alteracOes na estabilidade térmica causada pela acetilacdo e também foi possivel determinar
a perda de massa do material em aquecimento®8°,

Para AM (Fig. 23) observam-se duas perdas de massa no intervalo de 25°C a 500°C,
a primeira em torno de 60-100 °C e a outra em torno de 300 °C. A primeira perda de massa
é atribuida a perda de dgua da amilose. A absorcéo de dgua ou umidade do ambiente pela
amilose é muito alta devido as ligac6es de hidrogénio formadas pelos grupos hidroxila das
unidades de anidroglicose ao longo de sua cadeia'®!. A segunda corresponde a sua
decomposicdo. Segundo a literatural® 18 nesta etapa ocorre a eliminagdo dos grupos
polihidroxilicos, decomposicdo e despolimerizacdo das cadeias.

Para analisar a temperatura em que estas perdas ocorrem medidas da derivada da
variacdo da massa em relacdo a temperatura (dm/dT) também foram realizadas (Figura 23).

A partir da DTG da AM (Fig. 23), observa-se que a decomposi¢ao ocorre a um pico
em 321,65 °C. Além disso, na temperatura de 480 °C, 83 % da AM foi decomposta.

100 - 321,65°C —1G
T~— T ——DTG
1 -3
80
S o
S L2 3
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< —~
p= X
404 7035°C 1o
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Figura 23. Curva de TGA da AM (—) e primeira derivada da TGA (DTG) da AM (—).
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Comparando a curva de TGA da AM e AMA observa-se que para AMA também héa
uma perda de massa com o aumento da temperatura (Figura 24). No entanto, a primeira fase

de perda de massa devido a desidratacéo da amilose foi menor em comparacdo a AM.

—AM
1004 o~ —— AMA

80

Massa (%0)
S
1

40

204

T T T T T T T T T
100 200 300 400 500
Temperatura (°C)

Figura 24. Curvade TG da AM (—) e AMA.

Além disso, ao se analisar a curva de TG (Figura 25) da AMA também se vé uma
perda de massa em duas fases. No entanto, as temperaturas em que essas perdas ocorreram
foram diferentes. Conforme DTG, a primeira perda, correspondente a perda de 4gua, ocorreu
em um pico de 46,54 °C e a segunda perda, correspondente a decomposicdo, ocorreu em
257,89 °C.

Como o ocorrido para a AM, o primeiro pico € atribuido a perda de massa de agua e
a uma temperatura de 480,45 °C, cerca de 76,46% da massa foi perdida. Sendo assim, 0s

fatos acima mostram que a acetilacdo diminuiu a estabilidade térmica da amilose.
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Figura 25. Curva de TGA da AMA (—) e primeira derivada da TGA (DTG) da AMA (—).

Sabe-se, de acordo com a literatura®®®, que a estabilidade térmica de produtos
acetilados aumenta com o aumento do grau de substituicdo. Este aumento na estabilidade
deve-se a baixa quantidade de grupos hidroxilas remanescentes nas moléculas de amido (ou
amilose) ap6s a acetilacdo. Além disso, as ligacGes covalentes devido a acetilagdo dos grupos
hidroxila bem como o aumento na massa molecular ap6s a modificacdo sdo também
responsaveis pelo aumento da estabilidade térmica'’>. Ou seja, um elevado grau de
substituicdo produz um efeito benéfico sobre a estabilidade de materiais acetilados*e.

No entanto, para a amilose acetilada deste estudo (amilose parcialmente substituida,
com valor de GS igual a 0,86), ttm-se uma menor estabilidade, visto que a primeira regido
de perda de massa ocorreu a temperatura mais baixa, em comparacdo com a AM.

Este fato pode ser explicado, pois como o GS é baixo, o composto AMA, além de
apresentar grupos acetila substituindo os grupos hidroxilas, 0 mesmo ainda apresenta grupos
hidroxilas remanescentes. Desta forma, AMA apresentara uma fraca estabilidade térmica.
Outro fator determinante para esta fraca estabilidade foi mostrado nas analises de MEV (Fig.
22), onde a amilose, ap6s a acetilacdo, apresentou rugosidade. Esta rugosidade foi
relacionada a introducéo dos grupos hidrofilicos, que diminuiram as ligacfes de hidrogénio
inter e intramoleculares, o que causa instabilidade do sistema e agregacéo. Estes resultados

estdo de acordo com estudos anteriores sobre ésteres de amido8% 181,
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7.1.2. Andlise de Calorimetria Exploratoria Diferencial (Diferential Scanning
Calorimetry — DSC)

Os parametros térmicos encontrados a partir das analises térmicas DSC de AM e

AMA sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Propriedades térmicas e termodinamicas de AM e AMA.

Temperaturas de transicdo de fase (°C)*

Amostra To (°C) Tp (°C) Tt (°C) Te-To (°C) AHg (J/9)
AM 45,6 110,2 163,2 117,6 228,8
AMA 95,1 1145 165,8 110,8 176,7

*T, = temperatura inicial; T, = temperatura de pico endotérmico; Tt = temperatura fusdo; Tt — T, = diferenca

entre temperatura final e inicial.

E possivel observar que AMA apresenta diferencas no comportamento térmico em
relagdo a AM. Amostras de AM apresentam um evento endotérmico entre 60 °C e 150 °C
sendo que a temperatura de pico endotérmico é de 110,2 °C (Tabela 3). Este evento
endotérmico de fusdo € caracteristico de polimeros semicristalinos ocorrendo devido a ampla
distribuicdo de tamanho dos cristalitos. Evento semelhante ja foi observado em outros
estudos para amidos com alto teor de amilose’. Além disso a entalpia de AM é alta, com
um valor de 228,8 J/g (Tabela 3). Para AMA, o evento endotérmico é deslocado para uma
temperatura mais alta (entre 90 °C e 200 °C) e sua temperatura de fusdo é de 140 °C. Para
AMA, a entalpia diminuiu para 176,7 J/g.

A partir dos dados obtidos, comparando AM com AMA, observa-se que a acetilacao
diminuiu a entalpia (Tabela 3). A entalpia reflete principalmente a perda de hélices duplas e
cristalinidade de AM®°. Neste estudo entdo, a diminuicio da entalpia apds a acetilagdo é um
resultado das hélices duplas, presente em regides cristalinas e ndo cristalinas do granulo
terem sido quebradas durante a reacdo de acetilagdo. Ou seja, ao acetilar determinado
material, ocorre o enfraquecimento das forcas de ligagdo inter e intramoleculares das
moléculas de amilose, que reduzem a energia necessaria para a hidratacdo e a interrupcao da
estrutura da amilose®®. Além disso, esta diminuicdo pode ser atribuida a introdugdo dos
grupos acetila na espinha dorsal, fato este que aumenta a flexibilidade estrutural da molécula.
A menor entalpia para AMA sugere uma menor porcentagem de estruturas cristalinas ou

menos estaveis. Fato semelhante a este ja foi observado em outros estudos?83 184,
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7.2. DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO ANALITICO PARA
QUANTIFICACAO DOS FARMACOS-MODELO A PARTIR DA TECNICA
DE ESPECTROFOTOMETRIA DE UV-VISIVEL

7.2.1. Otimizacdo do método

A técnica de espectrofotometria de UV é um método eficiente para explorar a

formacao de complexos de inclusio*®®

. Além disso, esta técnica é util para determinar o teor
de moléculas hospedes em complexos de inclusio®.

Para otimizacdo do método espectrofotométrico na regido do ultravioleta,
primeiramente investigou-se 0s espectros das moléculas-modelo. O objetivo foi definir as
bandas de absorcdo méaxima e suas intensidades. Por outro lado, buscou-se escolher os
comprimentos de onda de trabalho, onde ndo devem ser observadas interferéncias de
excipientes, impurezas ou de solventes.

Para isso, tragou-se o0 espectro de cada solucdo (em KOH 0,1 M e H.O MiliQ), na
faixa de comprimentos de onda de 200 nm a 700 nm (Fig. 26 e 27), observando-se a presenca
de sinais na faixa do analito. Para o farmaco-modelo RIF foi necessério alterar o pH da
solucéo de dissolugdo KOH 0,1 M. Para isso neutralizou-se com HCI 0,1 M o meio antes de
solubilizar o farmaco. Esta acdo foi necessaria visto que este farmaco é facilmente oxidado
em solucdo alcalina. Desta forma, para RIF, a solu¢cdo de KOH 0,1 M foi neutralizada
obtendo-se assim, uma amostra solubilizada neste solvente e outra em H.0 MiliQ.

Cabe ressaltar que para a obtencdo dos espectros de varredura das moléculas-
modelo foi necessario também escolher a melhor concentracao para os ligantes. Nesta etapa
foi observado que as concentracGes variaram dependendo da molécula hdospede usada
(Tabela 4).

Tabela 4. Concentragdes das moléculas-modelo RIF, RB e AB (em pg.mL™) nos solventes
KOH 0,1 M e H20 MiliQ.

Amostras KOH 0,1 M H20 MiliQ
RIF* 50 pg.mL? 50 pg.mL*
RB 1 pg.mL? 1 pg.mL?
AB 5 pg.mL? 1 pg.mL?

*Para RIF, devido a oxidagdo em meio alcalino deste farmaco, o solvente foi
KOH 0,1 M neutralizado.
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Figura 27. Representacdo grafica da absorbancia versus comprimento de onda (A), realizada
no espectrofotdbmetro em funcdo da determinacao da varredura no espectro de absor¢do UV-
visivel da: a) RIF(50 pg.mL™?), b) RB (1 pg.mL?) e ¢) AB (1 pg.mL™?) em H20 MiliQ.

Para RIF em KOH 0,1 M neutralizado e em H.O MiliQ, (Fig. 26a e 27a), vé-se dois
maximos de absorgdo livres de interferéncia nos comprimentos de onda centrados em 333
nm e 472 nm. A banda em 333 nm é atribuida a transicdo eletrénica n-n* do cromdéforo
naftohidroquinona, enquanto que a banda em 472 nm ¢ atribuida a uma transicéo eletrénica
n — 7* com transferéncia de carga do elétron a partir do grupo doador de elétrons (CO) para
0 (OH) do croméforo naftohidroquinona®®®.

Para RB (Fig. 26b e 27b) os maximos de absorcao livre de interferéncia encontram-
se centrados em 553 nm em ambas solu¢des, banda esta que se refere as transi¢des T — w*
do ligante®’,

Para AB (Fig. 26¢ e 27c) veem-se bandas em 616 nm, para a amostra na solugéo de
KOH 0,1 M e 430 nm para amostra no solvente H,O MiliQ. Conforme a literatura® 1° estas
bandas s&o devido as transi¢cdes n — n* e T — ¥, respectivamente.

Os valores aqui determinados, para todos as moléculas-modelo, séo similares aos

encontrados na literaturat® 120, 141,188,190

7.2.2. Validacdo do método analitico a partir da analise dos parametros

especificidade, linearidade, limite de deteccéo e limite de quantificacéo

ApOs esta etapa, realizou-se o processo de validagdo do meétodo analitico. A
validag&o objetiva demonstrar a viabilidade do método desenvolvido e garante o sucesso de
sua utilizagio e dos resultados obtidos™®?,

Definidas as condi¢es analiticas que apresentaram os melhores resultados em

relacdo aos pardmetros de adequacdo do sistema, o metodo foi submetido a alguns
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Absorbancia

Absorbancia

parametros de avaliagdo. Os parametros avaliados foram especificidade, linearidade, limites
de deteccdo e quantificagdo. Os parametros escolhidos para avaliacdo sdo baseados no Guia
para Validacdo de Métodos Analiticos e Bioanaliticos, da Anvisa!®? e Orientagdo sobre

Validagdo de Métodos Analiticos, do Inmetro®,

7.2.2.1. Especificidade

O processo de validacgdo iniciou-se com o estudo da Especificidade. Neste teste
mede-se a capacidade do método usado em determinar o analito com exatid&o e precisao na
presenca de interferentes'®. Para isso, espectros de varredura de AM e AMA com as
moléculas-modelo foram feitos (Fig. 28 e 29). O objetivo foi verificar a qualidade das bandas

maximas em cada caso, observando se haveria interferéncia na presenca de AM e AMA.
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Figura 28. Espectro de varredura de: a) AM e RIF em KOH 0,1 M neutralizado; b) AM e
RB em KOH 0,1 M ec) AMe AB em KOH 0,1 M.
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Figura 29. Espectro de varredura de: AMA e RIF; b) AMA e RB e ¢c) AMA e AB em H20
MiliQ.

Nas figuras 28 e 29 observam-se os espectros de AM e AMA com suas moléculas-
modelo na faixa de comprimento de onda compreendida entre 200 — 700 nm. Em todos os

casos veem-se bandas de absor¢do maximas bem definidas (Tabela 5).
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Tabela 5. Comprimentos de onda utilizados para doseamento do teor das moléculas-modelo
RIF, RB e AB na solugdo KOH 0,1 M e em &gua MiliQ.
Amostras A em KOH 0,1 M (nm) X\ em agua MiliQ (nm)

RIF* 333e472 333e472
RB 553 553
AB 616 430

*Para RIF, devido a oxidagdo em meio alcalino deste farmaco, o solvente foi
KOH 0,1 M neutralizado.

Com base nas figuras acima, verifica-se que os excipientes contidos no complexo
de AM e AMA ndo interferem na quantificacdo do produto final e 0 método apresenta

especificidade.
7.2.2.2. Linearidade e andlise de variancia (ANOVA) na regressao

Apbs o teste de especificidade, o processo de validacao prosseguiu com o estudo da
linearidade. A avaliagdo deste parametro iniciou-se com a construcdo das curvas de
calibracdo e determinagédo de sua linearidade. As concentragdes utilizadas, bem como as
absorcOes obtidas para a avaliacdo da linearidade das curvas de calibracdo para todas as
moléculas-modelo nas condi¢es especificas de cada uma sdo mostrados no anexo.

Conforme os resultados encontrados para as regressoes lineares conclui-se que para
as faixas de concentracGes estudadas, a resposta analitica do equipamento tem uma relagédo
linear com a concentracdo do analito, visto que o coeficiente de regressao linear das curvas
obtidas através do ajuste dos dados apresenta valores acima de 0,98, o que satisfaz o critério
de linearidade®®.

Para avaliar a linearidade!®® realizou-se a anélise de variancia (ANOVA) das
regressdes (Tabelas no anexo).

Primeiramente, a partir da analise de variancia (ANOVA) conclui-se que as curvas
padrdes obtidas apresentam regressdao linear significativa (p < 0,05) e ndo apresentam
desvios de linearidade. Além disso, a validade das regressdes foi feita a partir dos valores de
F (medido e critico) de modo que para o coeficiente angular da curva ser diferente de zero
se deve ter valores de Fmedido maiores do que os valores de Feritico. Conforme as tabelas em

anexo, os valores de Fmedido S80 muito maiores do que Feritico. Sendo assim, conclui-se que,
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com 95 % de confianca, 0 modelo é linear e estd bem ajustado na faixa de concentracdo
estudada.

7.2.2.3. Limites de Detec¢do (LD) e Quantificacdo (LQ)

Como resultado das avaliac6es da linearidade, calcularam-se os limites de Deteccao
(LD) e de Quantificacdo (LQ) das moléculas-modelo (Tabela 6).

Tabela 6. Valores de LD e LQ das moléculas-modelo estudadas.

Moléculas-modelo LD (ug.mL?) LQ (ug.mL7?)
RIF em KOH 0,1 M neutralizado 2,1 6,4

RB em KOH 0,1 M 0,4 1,2

ABem KOH 0,1 M 0,1 0,3

RIF em H20 MiliQ 2,0 6,1

RB em H20 MiliQ 0,5 1,5

AB em H20 MiliQ 1,2 3,5

Conforme teoria® 1%, LD é a menor concentragdo detectavel de analito pelo método
e 0 LQ é amenor concentracdo quantificavel do mesmo. Os valores encontrados demonstram
a sensibilidade do método comprovando que 0 mesmo é adequado para o estudo, desde que

a faixa de concentracdo de farmaco esteja acima destes limites minimos.
7.3. ANALISE DA FORMACAO DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO

Acredita-se que apds a complexacdo, o composto formado sofre mudancgas em suas
caracteristicas fisico-quimicas, fornecendo meios para se detectar o fenbBmeno. Em solucéo,
ha um equilibrio entre as moléculas complexadas e livres, se ocorrer complexacdo, ha uma
alteragdo no espectro de absorcdo na técnica de espectrofotometria de UV-visivel*®,

De modo geral, as alteracbes observadas nos espectros (identificadas pelos
deslocamentos batocrémicos e/ou aumento/diminuicio e/ou alargamento das bandas'*®) das
moléculas sob a forma complexada, em comparacdo ao composto puro, oferecem um
indicativo de que houve a formagdo de complexo?® 3, Essas alteracdes no microambiente das
solucdes, podem ser explicadas como resultado da transferéncia da molécula hospede para a
cavidade da amilose.

Sendo assim, para analisar a formacdo dos complexos de inclusdo a partir das
moléculas-modelo usadas, realizou-se analises de espectrofotometria de UV-visivel (Figuras

30 e 31). As andlises espectrofotométricas mostradas foram feitas para os complexos
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preparados na temperatura de 65 °C. Para comparagdo tém-se ao lado as figuras dos
complexos obtidos: i) no tempo zero de complexacgdo; ii) complexo preparado a 40 °C ap6s

24 h e iii) complexo preparado a 65 °C apds 24 h.
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Figura 30. a) Cc:%nr[;;g;nrt;é%oond;g;)e 0s espectros de absor¢ao UV-vis dos complexos de incluséo
desenvolvidos com AM: 1) AM-RIF em KOH 0,1 M neutralizado, 2) AM-RB em KOH 0,1
M e 3) AM-AB em KOH 0,1 M na temperatura de 65 °C e b) Alteragdes das cores nos
complexos: 1) AM-RIF, 2) AM-RB, 3) AM-AB no tempo zero de complexacdo (i),

preparado a 40 °C (ii) e preparado a 65 °C (iii).
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Figura 31. a) Comparacdo entre os espectros de absor¢do dos complexos de inclusdo

desenvolvidos com AMA: 1) AMA-RIF, 2) AMA-RB, 3) AMA-AB em H.O MiliQ na

temperatura de 65 °C e; b) Alterag&o das cores nos complexos: 1) AMA-RIF, 2) AMA-RB,

3) AMA-AB no tempo zero de complexacéo (i), preparado a 40 °C (ii) e preparado a 65°C
(iii).

Primeiramente, com o objetivo de quantificar as moléculas-modelo no complexo, foi
feita a escolha dos comprimentos de onda que mais sofreram variacGes apos a complexacéo.

Estas bandas que apresentaram maior interferéncia foram escolhidas para o estudo

espectrofotométrico dos complexos e os valores de seus comprimentos de onda maximos

estdo sendo mostrados na Tabela 7.
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Tabela 7. Comprimentos de onda (L) utilizados para quantificacdo do teor das moléculas-
modelo RIF, RB e AB na solu¢do de KOH 0,1 M e no solvente H.O MiliQ.
Amostras A em KOH 0,1 M (nm) X em H20 MiliQ (nm)

RIF* 472 472
RB 553 553
AB 616 430

*Para RIF, devido a oxidagdo em meio alcalino deste farmaco, o solvente foi
KOH 0,1 M neutralizado.

Em segundo lugar, sabe-se que os niveis energéticos das moléculas sdo quantizados
e a absorc¢do de energia pode ser considerada como um processo especifico relacionado com
a estrutura de cada molécula, a qual determina a energia envolvida na transicdo, e com a
probabilidade de que esta ocorra. A intensidade da radiacdo que incide na amostra pode ser
medida e relacionada com a concentracéo da espécie hospede!®®.

Sendo assim, ao comparar 0s espectros dos complexos de inclusdo desenvolvidos
com os farmacos-modelo livres (Figura 30 e 31), em todos 0s casos, vé-se que as bandas
utilizadas para analise apresentam deslocamentos batocrémicos possivelmente devido a
coordenacdo dos ligantes a molécula de amilose. Como € possivel observar, 0s
deslocamentos ocorreram para maiores comprimentos de onda, as quais apresentam
transicdes eletrdnicas menos energéticas, uma vez que o orbital para onde o elétron é
promovido tem menor energia que o orbital presente na molécula livre.

Além disso, fotografias tiradas antes e apds o processo de incluséo (Figura 30 e 31)
comprovam que 0s sistemas com maior eficiéncia apresentam uma clara alteragdo na cor
(percebe-se uma diminuicdo na mesma ap6s a complexacdo, mais evidenciada nos
complexos preparados a 65 °C).

Nos complexos AM-AB, e AMA-RB a mudanca na cor ndo € significativa, o que
pode ser um indicativo de que as moléculas hdspedes, nas condi¢es em estudo, sdo menos

suscetiveis a permanecer na cavidade hidrofébica das hélices da amilose.

7.3.1. Avaliacéo das transicdes eletronicas ocorridas durante a formacéo dos

complexos de incluséo

A molécula RIF (Fig. 30 (1) e 31 (1)), antes da complexacdo, apresentava duas

bandas de absor¢do, uma em 333 nm, atribuida a transi¢ao eletronica n-n* do cromoforo
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naftohidroquinona e em 472 nm, atribuida a uma transigdo eletrénica = — =*. Apos a
complexacéo, nos dois solventes em estudo, varias alteragdes no espectro foram observadas.

Primeiramente vé-se um deslocamento e diminuicdo na banda de absor¢éo 333 nm.
Ja a intensidade da banda 472 nm de transicdo = — n* teve sua intensidade reduzida
drasticamente. Essas alteracbes podem ter sido causadas pela interacdo de RIF com a
amilose, visto que este polissacarideo ndo tem absorcao nesta faixa de comprimento de onda.
Pode tambem ser especulado que o cromdéforo naftohidroquinona, que contém grupos OH
esteja “encoberto” pelas cadeias da amilose ou esteja formando novas ligacdes de
hidrogénio, o que liderou a mudanca de densidade das nuvens eletronicas.

Para RB, antes da complexa¢do, os méaximos de absor¢ao encontram-se centrados em
553 nm (transigoes eletronicas T — m*) em ambos os solventes.

Apbs a interacdo o complexo desenvolvido ainda apresenta a banda de absor¢édo
maxima em 553 nm, referente @ RB nos dois tipos de amilose (Fig.30 (2) e 31 (2)). No
entanto, e observada uma diminuigdo na intensidade desta banda, sendo que para o complexo
desenvolvido com AM a intensidade dessa reducdo € mais significativa (fato observado
também ao se analisar a cor das solugdes complexadas (Fig. 30 (2 — 1) e 31 (2 — 1l)). De
acordo com a literatura®®’, as forcas responsaveis pela interaco entre a molécula hospedeira
e RB sdo complexas. Neste processo podem ocorrer interagdes hidrofébicas (incluindo as
transi¢des eletronicas m — 7*), eletrostaticas e ligacdes de hidrogénio'®’. Porém, a forma
como estas interacdes irdo ocorrer dependera principalmente do pH do meio em que as
moléculas estardo inseridas. Uma reducdo pouco significativa na banda de absor¢do maxima
pode ser um indicativo de que nas condi¢des do estudo ha pouca interacdo eletrostatica entre
AM, AMA e RB.

Finalmente, AB antes da complexacdo, apresenta uma banda méxima em 616 nm no
solvente KOH 0,1 M (transic¢do eletrénica n — n*) ¢ uma banda em 430 nm (transig¢do
eletronica 1 — ©n*) no solvente H2O miliQ. Apo6s a formacdo dos complexos vé-se uma
diminuicdo nas bandas maximas nos dois solventes (Fig.30 (a3) e 31 (a3)). No entanto, esta
reducdo na intensidade € baixa, comparado ao ligante livre. Um dos motivos desta baixa
intensidade pode estar relacionado a fraca interag&o entre a molécula hospede e AM e AMA.

Em outras palavras pode-se dizer que o deslocamento no maximo de absorbancia é
devido a protecdo parcial dos elétrons excitaveis e cromdforos presentes na cavidade da

amilose. Este fato € um indicativo da formacéo dos complexos de incluséo.
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7.4. CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO
DESENVOLVIDOS

7.4.1. Eficiéncia de inclusdo (% EI) e capacidade de carga (% CC) das

moléculas-modelo em fun¢éo da temperatura

Eficiéncia de inclusdo (% EIl) e capacidade de carga (% CC) sdo parametros
quantitativos que ilustram a quantidade de molécula-hospede incluidas no complexo de AM
e AMA.

Estes parametros foram determinados a partir da variacdo dos valores de
absorbancia em relagdo aos comprimentos de onda caracteristicos de cada molécula hospede
por meio de regressdo linear da curva de calibragdo. Sendo assim, neste estudo, os valores
encontrados para a eficiéncia de incluséo (% EI) e capacidade de carga (% CC) irdo fornecer
uma ideia da interacdo entre as moléculas hospedes com as moléculas hospedeiras AM e
AMA.

Ao analisar estes dois parametros inicialmente verificou-se a influéncia do aumento
da temperatura durante a preparacdo dos complexos de inclusdo para todos os sistemas

desenvolvidos (Tab. 8).

Tabela 8. Valores de eficiéncia de inclusdo (% EI) e capacidade de carga (% CC) dos
complexos de incluséo preparados na temperatura de 40 °C e 65 °C.

Amostra % Ela40°C %ElIa6es°C % CCa40°C % CCa65°C

AM-RIF 70,9+ 0,9 78,3+22 7,04 +0,1 7.85+0,1
AM-RB 84,5+ 1,5 96,1+ 0,3 1,69+ 0,3 2,05+0,3
AM-AB 941+27 90,1+2,1 9,88+ 0,3 9.8+02
AMA-RIF  795+45 89,1+16 797+0,3 8,93+0,3
AMA-RB 69,7 + 1,4 69,8+ 1,0 1,39+0,2 1,33+£0,9
AMA-AB 93,7 + 0,4 92,9+0,2 1,37+0,2 1,29+0,1

Como pode ser visto, ao se comparar 0s valores encontrados para % El e % CC,
verifica-se que os resultados variaram de forma consideravel. Ao analisar a tabela observa-
se que os mesmos dependeram do tipo de amilose (AM ou AMA), da molécula hdspede
(RIF, RB e AB), do solvente e da temperatura utilizada na preparacdo dos complexos.

Observa-se claramente também que o aumento da temperatura de reagdo de 40 °C

para 65 °C usado durante a formacao dos complexos aumentou em cerca de 10% e 1% os
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valores de % El e % CC, respectivamente, para as amostras AM-RIF, AM-RB e AMA-RIF
(Tabela 8).

Na literatura’® tém sido descritos trés métodos diferentes para a formacéo de
complexos de inclusdo com amilose:

1. A partir do amido e seus ligantes;

2. A partir da amilose nativa e seus ligantes;

3. A partir da sintese da amilose na presenca dos seus ligantes.

Dependendo do método usado, as caracteristicas dos complexos de inclusdo com
amilose obtidos serdo diferentes. Para a obtencdo de complexos mais puros e monodisperos
0s métodos 1 e 2 sdo mais adequados. Ao adicionar o ligante ao amido (ou a amilose) e
aquecer o sistema, a complexacdo pode ocorrer. O uso de aguecimento é necessario Visto
que assim as cadeias de amilose adquirem mobilidade suficiente para interagir com o0s
ligantes.

Os complexos de amilose podem ser classificados em dois tipos®®: o tipo I, menos
ordenado e o tipo I, semicristalino. Os complexos do tipo | sdo formados em temperaturas
iguais ou abaixo de 60 °C e resultam na formacdo de segmentos helicoidais individuais 0s
quais sdo orientados aleatoriamente. Baixas temperaturas resultam assim em uma taxa de
nucleacdo elevada, levando a formacédo de hélices muito rapidamente o que resulta em um
baixo nivel de cristalinidade (ou até mesmo leva a formacdo de complexos sem
cristalinidade). Os complexos do tipo Il, por outro lado, sdo obtidos por aquecimento da
mistura a temperaturas elevadas (acima de 90 °C). Nestas temperaturas, a velocidade de
nucleacdo é baixa. Deste modo ocorrerd a formacdo de estruturas com regides cristalinas
bem definidas.

A partir da informacdo acima e dos resultados encontrados (Tabela 8) conclui-se
gue 0 aumento da temperatura provoca uma maior mobilidade das cadeias de amilose o que
facilita 0 movimento das moléculas hdspedes para o interior da estrutura dos complexos. Na
temperatura de 65 °C os complexos formados deverdo ser mais estruturados do que os
desenvolvidos na temperatura de 40 °C. Nesta temperatura baixa (40 °C) ocorrerd a
formacdo de complexos mais desordenados. Esta hipdtese estd de acordo com estudos
anteriores sobre complexos de inclusdo de amilose com &cidos graxos®® 1%,

Outro fator que pode novamente ser analisado € a cor das amostras antes e apos a
complexacdo, nas temperaturas de 40 °C e 65 °C (Figura 32). De modo geral vé-se

claramente que nos complexos desenvolvidos & 65 °C, a mudanca na cor foi mais evidente.
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Este fato comprova que os sistemas desenvolvidos nesta temperatura apresentam maior
eficiéncia. As alteracdes de cor podem ser devido a alta perturbagéo dos elétrons cromdéforos
das moléculas hospedes apds sua insercdo na cavidade hidrofébica da estrutura da amilose.
Ou seja, para os sistemas AM-RIF, AM-RB e AMA-RIF na temperatura de 65 °C, maior ¢

a interacdo e, consequentemente, maior serd a alteracéo na intensidade da cor.

a)] ‘ ——’
b)l).n 6)!

C) 1) 2)

3)

in

Figura 32. Alteracdo das cores nos complexos desenvolvidos: a) no tempo zero de

complexacéo; b) na temperatura de 40 °C; ¢) na temperatura de 65 °C para 1) AM-RIF, 2)
AM-RB, 3) AM-AB, 4) AMA-RIF, 5) AMA-RB e 6) AMA-AB.

Por outro lado, para AM-AB o sistema com menor temperatura foi 0 mais eficiente
e para AMA-RB e AMA-AB a temperatura ndo afetou a eficiéncia. Para que se possa
explicar com mais propriedade os fatos acima, deve-se entender o efeito da modificacdo da
amilose sobre a complexagdo, bem como compreender a influéncia da estrutura das

moléculas hospedes sobre a mesma. Esta analise sera realizada posteriormente.

7.4.2. Efeito da acetilacdo sobre a eficiéncia de inclusdo (%o El) e capacidade de
carga (% CC) dos complexos de inclusdo

Os valores de % EIl e % CC também variaram dependendo do tipo de amilose usada
(AM e AMA). Para AMA-RIF os valores de % EI sdo 10 % maiores do que para a AM-RIF.
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No entanto, a % CC € bem menor (em torno de 70 % mais baixa). A variacdo nestas
grandezas pode estar relacionada com a substituicdo dos grupos hidroxila pelos grupos
acetila o que pode alterar os estados de ionizacdo das moléculas hdspedes nos complexos de
inclusdo.

Este evento pode desestabilizar as moléculas de AMA. Ao desestabilizar as
moléculas de AMA, a formacdo dos complexos de inclusdo pode ser diminuida ou até
mesmo pode ocorrer um impedimento de que as moléculas hospedes entrem na cavidade
hidrofdbica.

Como neste estudo AMA-RIF apresenta uma eficiéncia maior supdem-se que neste
caso, 0s grupos acetila presentes em AMA podem ter promovido a preferéncia das moléculas
hospedes em interagir com a cavidade hidrofobica. Este fato pode ser atribuido ao
alinhamento dos grupos acetila em direcdo a cavidade, aumentando a interacdo das
moléculas-hdspedes e, consequentemente, explicam os maiores valores de complexacao
obtidos para AMA neste trabalho. Esta hipétese estd em concordancia com o proposto em
outro estudo sobre complexos de inclusdo entre o amido acetilado e o 4cido estearico®.

Para AMA-RIF outra hipdtese pode explicar este aumento na eficiéncia. Para o
preparo do complexo AM-RIF (desenvolvido com amilose ndo modificada), a amilose foi
dissolvida previamente em meio alcalino (KOH 0,1 M). Ap06s dissolucdo, o pH foi ajustado
para 7,0 o que aumentou significativamente a forca i6nica em relacdo a AMA que foi
preparada em agua. Os ions presentes na solucdo neutralizada (em AM) que promovem
maior forca idnica, podem competir diretamente com 0s grupos ionizaveis de RIF, 0s quais
interagem com 0s grupos idnicos da amilose envolvidos na formacgdo dos complexos e,
consequentemente sdo responsaveis pela menor eficiéncia de inclusdo e capacidade de
carregamento dos complexos preparados a partir de AM.

Para os complexos AMA-RB e AMA-AB verifica-se uma baixa capacidade de carga
(menor do que as obtidas para os complexos preparados com AM). Esta baixa capacidade
de carga pode explicar a presenca de cor ap6s a complexacdo para estas amostras (Fig. 32).

A baixa capacidade de carga pode ser devido a uma baixa solubilidade aquosa de RB
e AB que limitam sua dissolucdo. Assim, o rendimento dos hospedes disponiveis em solugdo
para o encapsulamento é mais baixo do que para os compostos com uma maior solubilidade
aquosa. Vale ressaltar que a dissolucéo dos compostos RB e AB para o desenvolvimento dos
complexos AM-RB e AM-AB foi feita no solvente KOH 0,1 M, solvente alcalino utilizado

para a dissolucdo da AM. Ou seja, a solubilidade destes compostos pode ter variado devido
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ao pH de dissolucéo e este fato pode ter alterado a capacidade de carga dos complexos

desenvolvidos.

7.4.3. Efeito da estrutura das moléculas-hdspedes sob a eficiéncia de incluséo
(% EI) e capacidade de carga (% CC)

Sabe-se que agentes complexantes adequados induzem uma conformacao helicoidal
na amilose, onde a hélice é hidrofilica no exterior (os grupos hidroxila das suas unidades de
glicose sdo dirigidas para a parte externa) e apresenta uma cavidade hidrofobica, a qual
favorece as interagdes hidrofobicas'®®. As ligagdes intramoleculares, tais como forgas de van
der Waals e ligacBes de hidrogénio, ocorrem entre as voltas ao longo da hélice, estabilizando-
a. Ja as forcas intermoleculares, estabilizam a interacdo entre a amilose e o seu ligante2,
Estudos indicam que as moléculas héspedes podem ser incluidas de varias maneiras na
cavidade hidrofébica da amilose dependendo de seu tamanho e suas propriedades. Dentre
estas maneiras citam-se: no interior das hélices, presa entre as hélices ou mesmo nas regides

amorfas®® 2% (Figura 33).

s

2

\

Figura 33. Representacdo de: a) amilose e de como a molécula hospedeira pode ser incluida

durante a formacéo do complexo de inclusdo; b) molécula incluida no interior da hélice; c)
molécula parcialmente incluida; d) molécula ndo incluida na hélice, mas sim na regiao

amorfa.

Para que se possa compreender o que pode estar acontecendo nos sistemas
desenvolvidos, e entender os valores encontrados para eficiéncia de incluséo e capacidade
de carga, € necessario verificar as caracteristicas e propriedades das moléculas hospedes
envolvidas. Com base neste fato, sabe-se que a quantidade de anéis aromaticos presentes na
molécula hospede estdo relacionados a uma maior eficiéncia de encapsulamento’ 201, Ao

analisar as moléculas-hdspedes deste estudo, observa-se que as moléculas RIF e RB
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apresentam dois anéis aromaticos e AB apresenta 3 anéis aromaticos. A partir desta
informagao pode-se concluir que os sistemas desenvolvidos com o ligante AB teria uma
eficiéncia de inclusdo maior. No entanto, somente este fato ndo permite que sejam
compreendidas a eficiéncia e capacidade de carga destes sistemas.

Sendo assim, deve-se inicialmente analisar a estrutura quimica das moléculas-
hospedes individualmente para se entender e explicar a interagéo entre os ligantes e a amilose

bem como entender a % El e a % CC dos complexos de inclusdo formados.

7.4.3.1. Efeito da estrutura da molécula RIF sobre a formacédo dos

complexos de inclusdo desenvolvidos com AM e AMA

Como ndo existem na literatura, até 0 momento, estudos envolvendo a complexagéo
entre amilose e RIF, para que se compreenda o que pode estar acontecendo nos complexos
desenvolvidos, os resultados destes foram comparados a de estudos de complexacao de RIF
com ciclodextrinast®® 202203,

Sabe-se que a molécula RIF contém varios grupos ionizados com pKa nas faixas de
pH 1 e 11. Entre estes grupos, existem dois principalmente importantes, o grupo hidroxila
em C4 e o nitrogénio (anel piperazina), com pKa de 1,7 e 7,9, respectivamente?®*(Figura 34).
Entre os pH 1,7 e 7,9 as espécies i0nicas estdo em uma forma zwitteriénica (anfétera)

globalmente neutra?%4 205 |

~

Anel piperazina

\
, <k
K Grupo hidroxila em C4 PKp=179 /

Figura 34. Estrutura quimica de RIF?%, anel piperazina e grupo hidroxila C4. O pKa1 (em

agua) tém sido atribuido a porcéo hidroxila do C8, enquanto que o pKa2 (em &gua) tém sido

atribuido a N4 da piperazina. Anel piperazina (---) e grupo hidroxila em C4 (-).

Em um estudo anterior sobre adsor¢do de RIF em nanoparticulas®®, foi observado

o favorecimento da adsorgdo em meio neutro pela condi¢do zwiterionica (anfétera) e ndo
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pela forma anidnica da molécula. Os autores entdo sugerem que este favorecimento é devido
a estrutura das moléculas de RIF, ou seja, os grupos mais favoraveis para ligacdo seriam o
nitrogénio do grupo imina ou o nitrogénio adjacente do grupo piperazina.

202 anélises de RMN foram

Em outro estudo envolvendo RIF e ciclodextrinas
realizadas. Os resultados mostraram que apenas 0s picos da cadeia lateral relacionada ao
anel piperazina (Figura 34) sofreram modificacdes significativas apds a complexacdo. De
acordo com esta informacao, os autores concluiram que somente esta regido sofreu interagédo
com o nacleo hidrofébico e a regido mais “volumosa” ficou na superficie da cavidade da
ciclodextrina. ConclusGes semelhantes a deste estudo também foram observadas por outros
autores!%% 203

Neste estudo, supBe-se que o comportamento seja semelhante. Como foi visto na
secdo 7.3.1., RIF apresenta duas transicdes eletrdnicas caracteristicas: uma em 333 nm
(transi¢do m — *) e uma em 472 nm (transi¢do n — ©*). Como houve diminui¢do nas duas
bandas (mais evidente na banda de absor¢do 472 nm) acredita-se que 0S grupos
caracteristicos podem estar encobertos pelas cadeias de amilose ou podem ter formado outras
ligacGes com elas, o0 que pode ter alterado a densidade das nuvens eletronicas. Desta forma,
a interacdo entre RIF, AM e AMA independe dos grupos funcionais presentes na parte
externa da hélice, sendo completamente dependente dos cromoforos das bandas
caracteristicas que se encontram supostamente no nucleo hidrofébico da molécula (para os

dois tipos de amostra).

7.4.3.2. Efeito da estrutura da molécula RB sob a formacao dos complexos

de inclusao desenvolvidos com AM e AMA

Para os complexos de inclusdo desenvolvidos com RB a % EI apresenta valores
altos para amostras preparadas com AM: 84,5% + 1,5% a 40 °C e 96,1% + 0,3% a 65 °C.
Observa-se também que para este complexo (AM-RB), as analises de UV mostraram uma
diminuicdo acentuada na intensidade da banda de absorcao (Figura 31b) bem como na cor.

A diminuicdo na cor de rosa para incolor indica um deslocamento no equilibrio de
RB a partir do ion anfétero para a forma lactona. Este percentual diminui para os complexos
desenvolvidos com AMA, de 69,7% * 1,4% a 40 °C para 69,8% + 1,0% a 65 °C. Apesar
destes altos valores para % EI, observa-se também que os valores de %CC s&o baixos para
as duas amostras de amilose, 0 que pode indicar uma baixa interacdo entre o ligante RB e as

moléculas hospedeiras (para AM e AMA).

74



Para que se possa compreender quais 0s grupos sao mais favoraveis para participar
da complexacéo, primeiramente deve-se conhecer as propriedades de RB.
RB apresenta pKa igual a 3,22?°" sendo composta por dois grupos aromaticos

perpendiculares®®®

e um grupo — COOH. Estes grupos funcionais podem favorecer as
ligacGes de hidrogénio e interacdes eletrostaticas, uma vez que existem atomos de nitrogénio
que podem ser carregados positivamente!®’,

O complexo AM-RB foi preparado em pH basico. Neste meio, os grupos — COOH
estdo desprotonados. De acordo com a literatura®®’, em pH com valores elevados, o grupo —
COOH é menos ativo. Neste meio basico supdem-se que tanto AM como RB estejam
carregados negativamente. J4 o complexo AMA-RB foi preparado em agua. Neste solvente
polar, sabe-se que RB geralmente apresenta uma carga negativa no grupo — COOH e um
atomo de nitrogénio carregado positivamente'®’. Devido a este fato RB tem um carater
negativo tanto em pH neutro (complexos preparados com AMA) como no meio basico
(complexos preparados com AM). Este carater negativo pode ser responsavel pela fraca
interacdo entre estas duas moléculas, fato este observado pelos baixos valores de capacidade

de carga encontrados nos dois sistemas.

7.4.3.3. Efeito da estrutura da molécula AB sob a formacéao dos complexos
de incluséo desenvolvidos com AM e AMA

O ligante AB apresenta pKa com valor de 6,82 em agua & 25 °C?%. Esta molécula
muda de cor de acordo com o pH, indo de amarelo (pH < 6) para verde (pH entre 6 e 7) e

para azul (pH > 8) 2%, A molécula de AB apresenta grupos hidrofobicos: trés anéis

~

(-) Angis aromaticos

aromaticos em sua estrutura e radicais — CHs (Figura 35)%°,

(—) Radicais -CHs
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Figura 35. Estrutura quimica totalmente protonada do AB e seus grupos hidrofdbicos: anéis

aromaticos (em vermelho) e radicaias metila (em azul)?*.

Cabe ressaltar que neste trabalho, o complexo AM-AB foi preparado em KOH 0,1
M e o complexo AMA-AB em H>O MiliQ. O exame da estrutura molecular do corante
mostra que h& uma variedade de grupos funcionais que podem proporcionar interacao
favorével com solventes polares, tais como a 4gua. No entanto, como dito na sec¢éo 3.3.3.1.,
AB tem um cation de sddio por molécula. Este par idnico hidrofébico foi formado por
substituicdo do cation de sdédio hidréfilo com um cétion tetraalquilaménio'*®. Como
resultado, a solubilidade do par i6nico é mais baixa em agua.

Com base nas informag0es abaixo verifica-se que os resultados baixos encontrados
para capacidade de carga (1,3% + 0,1%) do complexo AMA-AB podem ser atribuidos a
baixa solubilidade deste ligante em meio neutro. Este fato altera o numero de ligantes
disponiveis para inclusdo na molécula hospedeira.

Por outro lado, o complexo AM-AB apresenta uma capacidade de carga maior (9,8
+ 0,2 %). Este valor mais elevado pode ser devido a presenca dos ions O na molécula de
amilose. Estes grupos presentes na AM promovem um “ataque nucleofilico” no AB, o que
resulta na viragem do indicador para a forma incolor. Este desvanecimento do AB na
presenca de ions O ja foi descrito na literatura?'? (Equacéo 15) e pode ser um indicativo de
que este ligante esta reagindo a AM de forma mais forte do que AMA, a qual apresenta um

namero menor de grupos hidroxilas.
R?% (azul) + OH— ROH? (incolor) 15

Cabe ressaltar que analises de AB sem a presenca da amilose (AM e AMA) e nas
mesmas condicdes de preparo dos complexos também foram realizadas. O que foi observado
é que ndo houve descoloracdo de AB. A descoloracdo s6 ocorreu na presenca de AM (Figura

30.3). No entanto, como a capacidade de carga é baixa, a perda na cor também € baixa.
7.4.4. Andlise de espalhamento de luz dindmico (DLS) das amostras estudadas

7.4.4.1. Andalises de tamanho da AM e AMA

A eficiéncia de sistemas de entrega controlada de substéancias € influenciada pelo
tamanho da particula, carga de superficie, modificacdo da superficie e hidrofobicidade?®.

Desta forma, o conhecimento destas propriedades é importante para uma melhor
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compreensdo da aplicacdo destes complexos em sistemas in vivo. Neste sentido, a técnica de
espalhamento de luz dindmico é relativamente rapida para determinacg&o das distribui¢Ges de
tamanho das particulas desenvolvidas tais como proteinas, polimeros, micelas e
nanoparticulas. Além disso, DLS é uma técnica importante, pois é capaz de distinguir entre
uma solucdo molecular homogénea e uma dispersio de agregados?'“.

Sendo assim, para um melhor entendimento sobre as variagdes de tamanhos que
podem ocorrer ap0s a complexacgdo, primeiramente fez-se a caracterizacdo da AM e AMA a
partir da técnica de espalhamento de luz dinamico (DLS).

O objetivo nesta etapa do trabalho foi verificar os tamanhos das moléculas sem a
presenca da molécula hospede. Esta caracterizacdo inicial permite uma melhor analise sobre
o perfil dos complexos desenvolvidos.

De maneira geral, os resultados das analises de DLS revelaram diferencas entre 0s

experimentos realizados com AM e AMA (Tabela 9).

Tabela 9. Valores do didametro hidrodinamico (dn) e polidispersao (P.d.lI) da AM e da AMA.

Amostra dn (nm) P.d.l
AM 740+2,0 0,42 +0,03

AMA 79,0+4,0 0,56+0,01

Cabe ressaltar que o objetivo da modificacdo da amilose foi produzir complexos
solveis em agua. Este procedimento foi necessario visto que a AM é pouco sollvel nesse
solvente, o que dificulta o desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada com esta
molécula. Sendo assim, é necessario informar que os resultados mostrados na Tab. 9
referem-se a solventes diferentes (AM: KOH 0,1 M e AMA: H20 MiliQ).

Tipicamente, a partir das analises de DLS obtém-se dois tipos de dados: um é valor
do tamanho médio das particulas presentes na solucdo e o outro é a curva de distribuicdo de
tamanho das particulas. O primeiro tipo de dado é obtido pelo método dos cumulantes e a
curva de distribuicdo é obtida através do método de ajuste dos minimos quadrados ndo
negativos (NNLS - Non-Negative Least Squares)?*®.

Ao analisar os resultados obtidos a partir do método dos cumulantes para a AM e
AMA, observa-se que os diametros hidrodindmicos médios (dn) ndo variaram de forma
significativa (Tab. 9). No entanto, ao se comparar este método de analise as curvas de

distribuicéo, verifica-se que os valores diferem entre si (Figura 36).
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Figura 36. Curvas da distribuicdo de tamanho da AM e AMA nos solventes KOH 0,1 M e

H>O MiliQ, respectivamente

Esta diferenca nos resultados, como visto cima, refere-se ao fato de que os valores
obtidos pelo método dos cumulantes correspondem ao tamanho médio de particulas
presentes em func&o das flutuacBes da intensidade de luz?%, ou seja, os valores encontrados
correspondem a uma média de tamanho hidrodindmico de todas as populagdes presentes. Ja
as curvas de distribuicdo revelam informagcfes mais detalhadas sobre a distribuicdo da
intensidade de cada grupo de particulas e informam se grupos de particulas com tamanhos
substancialmente diferentes estdo presentes na amostra. Tais amostras sdo chamadas de
polidispersas?®®.

Para AM o dn tem valor de (74,0 £+ 2,0) nm pelo método dos cumulantes. Por outro
lado, de acordo com as curvas de distribui¢do, vé-se que a mesma ¢ bimodal (Figura 36),
composta por duas populagdes: uma com tamanho de 122,4 nm e outra menor, com tamanho
de 37,8 nm. Para AMA, o dn tem valor de (79,0 + 4,0) nm pelo método dos cumulantes ¢ a
mesma apresenta uma distribuicdo de tamanho mais homogénea com valores em torno de
91,3 nm.

Entende-se que estas diferencas no perfil de distribuicdo ocorrem, pois, as
particulas, devido ao movimento browniano, estdo em constante agitacdo na solu¢do. Como
o0 sistema é polidisperso, em cada medi¢do, uma populacdo diferente de particulas aparece
na janela de deteccdo do DLS (no volume de espalhamento), o que resulta em valores

diferentes para as curvas de distribuicdo. Como visto em outros estudos?'®, uma grande
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variagdo nas medidas, neste caso, ndo corresponde a um erro experimental, mas sim, reflete
o tamanho da particula e a polidispersividade das mesmas nos solventes.

Além dos dados acima, as duas amostras de amilose apresentam polidisperséo
(P.d.1) alta: AM com valor de 0,42 + 0,03 nm e em AMA com valor de 0,56 = 0,01 nm. A
P.d.l. ¢ uma medida da uniformidade das dimensGes das particulas presentes na suspensao.
Assim, o seu valor pode refletir a tendéncia das particulas em agregar?!® 216,

Neste estudo, os valores de P.d.l. encontrados sdo altos (> 0,1). A partir desta
informacdo verifica-se que existe correlacdo entre os valores de P.d.l. e a curva de
distribuicdo de tamanho das particulas. A agregacdo pode ser a razdo pela qual haja esta
diferenga nos tamanhos hidrodinamicos das amostras de AM e AMA a partir das curvas de
distribuicdo. Além disso, os valores encontrados confirmam que as moléculas de AM e
AMA, nos solventes descritos, formam sistemas polidispersos.

Acredita-se também que estas diferencas nos valores e perfil do dn e curvas de
distribuicdo podem ser devidas as diferentes interacdes moleculares que podem ocorrer as
moléculas nos diferentes solventes. Apos a acetilacdo, como visto anteriormente, sabe-se
que alguns dos grupos hidroxilas presentes na AM, foram substituidos pelos grupos acetila
na AMA. O grupo acetila é mais “volumoso” do que o grupo hidroxila. Sendo assim, este
aumento no volume pode provocar mudancas nas interacdes entre as moléculas e cadeias,
ocasionando mudancas ndo s6 em AMA, mas também nos complexos desenvolvidos.

Cabe ressaltar também que os valores do dn e curvas de distribuicdo medidos por
DLS s&o muito menores do que os valores observados a partir da analise de MEV (Figura
22 ae d). Esta discrepancia com os resultados de MEV ¢é evidentemente causada pelo estado
fisico das amostras em cada anélise. Para as analises de MEV utilizou-se amostras no estado
solido e as de DLS encontram-se em solucdo. No entanto, nas duas analises realizadas,
observa-se que a morfologia das particulas encontradas varia muito e que o sistema apresenta

uma distribuicédo polidispersa.
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7.4.4.2. Andlise do tamanho dos complexos de inclusao

7.4.42.1. Comparagdo entre os dn obtidos para os complexos de

inclusé@o preparados com AM e AMA

Primeiramente, ao se analisar os dn dos complexos de inclusdo desenvolvidos com
AM, nas duas temperaturas escolhidas, verifica-se que os valores encontrados s&o maiores
do que os dn obtidos para os complexos com AMA (Tab. 10).

Tabela 10. Valores do didametro hidrodindmico (dn) e polidispersédo (P.d.l) dos complexos

de inclusdo desenvolvidos com AM e AMA.

40 °C 65 °C

Amostra dn (nm) P.d.1 dn (nm) P.d.l

AM-RIF 155+3 0,26 + 0,03 17£2 0,33+ 0,04

AM-RB 98+8 0,37 £ 0,05 117+6 0,48 + 0,03

AM-AB 89+2 0,35+ 0,03 113+£6 0,42 + 0,03
AMA-RIF 79+ 4 0,43 + 0,02 76+ 2 0,42 £ 0,05
AMA-RB 72+ 6 0,43 + 0,02 79+ 7 0,44 + 0,03
AMA-AB 76 +4 0,41 +0,03 76 £2 0,41 +0,01

Duas hipoteses podem ser dadas para explicar a diminuicao do dn para 0os complexos
preparados com AMA em relacdo a AM. Primeiramente, AMA apresenta grupos acetila em
sua estrutura e alguns grupos hidroxilas. Como informado na secdo 7.4.3., 0S grupos
hidroxilas estdo localizados na parte externa da amilose. Além disso, as interacGes
intramoleculares estabilizam a estrutura helicoidal deste composto e as interacfes
intermoleculares sdo responsaveis pelas interagdes entre amilose e os ligantes 19,

Nas amostras desenvolvidas com AMA, a presenga dos grupos acetila podem
desestabilizar a amilose e consequentemente aumentar, diminuir, ou até mesmo evitar a
formacdo dos complexos de inclusdo. Na primeira hipotese, 0s grupos acetila podem acabar
induzindo a formacédo de fortes interacdes hidrofébicas com as moléculas hospedes fazendo
com que os complexos tendam a se “fechar” ligeiramente sobre si mesmos, 0 que explicaria
os valores de dn muito proximo dos valores encontrados para AMA néo encapsulada. Este
resultado é similar ao ocorrido em outro estudo, onde foi possivel se obter complexos de
incluséo desenvolvidos com amido acetilado com dn menores do que os obtidos com amido

nativo?'’.

80



Na segunda hipétese, como praticamente ndo houve alteragdo no dn dos complexos
preparados com AMA, pode-se supor de que ndo houve interacdo e que os dois compostos
formadores do complexo encontram-se livres na solugdo. No entanto, para 0 composto
preparado com RIF (AMA-RIF), esta hipOtese pode ser descartada, visto que, como
comentado na secdo 7.3., na analise de espectroscopia de UV-vis, houve uma diminui¢do
drastica da banda de absorcdo do ligante, causada por modificagdes nos cromdéforos
caracteristicos do farmaco. Além disso, a diminui¢do da banda de absorcdo levou a uma
diminuicdo na cor do complexo formado (Figuras 30 e 31).

Esta mudanca na cor ndo foi observada para os demais complexos de incluséo
formados com AMA (AMA-RB e AMA-AB). O fato pode indicar que para estes sistemas
ndo houve interacdo entre as moléculas e as mesmas encontram-se livres na solucdo. No

entanto, para confirmar esta hipdtese, outras analises sdo necessarias.
7.4.4.2.2. Analise dos dn obtidos para os complexos de incluséo

Conforme estudos anteriores?®, o didmetro hidrodindmico é um pardmetro
importante para caracterizacdo de sistemas de liberacdo controlada. Para sistemas de
liberacdo controlada de farmacos, por exemplo, os tamanhos podem determinar a interacéo
dos complexos com a membrana celular e influenciar na sua penetracédo através das barreiras
fisioldgicas?t?.

Para aplicacdes in vivo, foi mostrado que nanoparticulas poliméricas devem ter
tamanhos intermediérios em torno de 20 a 100 nm?*6% 218, Nesta faixa de tamanho, quando as
nanoparticulas sdo projetadas de forma adequada, as mesmas podem circular no sangue por
longos periodos de tempo?28,

Neste estudo, os tamanhos hidrodindmicos médios dos complexos de inclusdo
formulados variaram entre 72 e 155 nm (Tabela 10), indicando que os mesmos podem ser
utilizados em sistemas de liberacdo controlada.

Como foi visto no capitulo anterior, para AM, sem a molécula h6spede incluida, o
dn tem valor de 74,0 + 2,0 nm e sua polidispersdo tem valor de 0,42 + 0,1. Este tamanho
aumentou para 117,1 £ 2,0 nm, com P.d.l de 0,33 £ 0,1 quando RIF foi incorporado ao
complexo. Este aumento no tamanho em comparacdo a AM pode ser devido & incorporagéo
do ligante ao complexo.

Ja para o complexo preparado com AMA e RIF, o tamanho sem a molécula hospede

incluida foi 78,9 + 4,0 nm com P.d.l médio de 0,56 + 0,0. Nesta amostra, o dr ndo variou e
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seu valor permaneceu semelhante ao encontrado para as amostras sem a molécula hospede
(76 £ 2 nm com P.d.I médio de 0,42 £ 0,1).
Estes resultados sugerem que, nos complexos AMA-RIF, a presenca do ligante RIF

induz fortes interacdes hidrofobicas®!’

com os grupos acetila presentes nos complexos. Estas
interagcdes tendem a “fechar o complexo sobre si mesmo” o que reduz o seu tamanho,
diferente do que ocorre com os complexos preparados com AM, que contém uma quantidade
maior de grupos hidroxilas, fato este que causa um aumento de 40% em seu tamanho
hidrodinamico.

Para os complexos desenvolvidos com RB, semelhante ao observado com RIF, os
dn das amostras preparadas com AM sdo maiores do que as preparadas com AMA (Tabela
10).

Para AM-RB o valor parao dn é 117 + 6 nm com P.d.1 0,48 = 0,03 e para AMA-RB,
os valores do dh e P.d.I sdo respectivamente 79 + 7 nm e 0,44 + 0,03. No meio basico, meio
em que as amostras de AM-RB foram preparadas, supdem-se que tanto AM como RB estdo
carregadas negativamente. As cargas negativas presentes aumentam a repulsdo entre as
moléculas o que pode acarretar em um aumento no tamanho das particulas. Como o sistema
estd em solugdo, tamanhos variados podem ser observados. Tamanhos estes que podem
indicar a presencga de moléculas complexadas (AM-RB) e moléculas livres (AM ¢ RB).

Ja os complexos AMA-RB foram preparados em 4gua. Como vimos na se¢ao
7.4.3.2. neste meio neutro, RB também tem um carater negativo. Porém, a for¢a de repulsao
¢ menor do que no complexo AM-RB, meio extremamente basico. Este fato pode indicar
que em AMA, RB interagiu mais facilmente com a molécula hospedeira, formando um
complexo mais “enovelado”.

No entanto, como mostrado na se¢do 7.4.1., os valores de capacidade de carga
encontrados para este complexo foram baixos (em torno de 1,3 %). Este valor sugere que a
maior parte do ligante ndo encapsulou e encontra-se livre na solucdo. Desta forma, os
tamanhos observados referem-se as moléculas livres na solucao. Uma explicacdo para este
fato ¢ que no pH neutro RB encontra-se na forma anfbtera. Nesta forma ocorre maior
interagio atrativa dos grupos carboxila e xanteno da molécula de RB'?, os quais passam a
agregar ¢ nao tem condi¢des de penetrar na cavidade de AMA, devido ao maior tamanho,
ficando livre na solucdo ou se ligando com os grupos externos dela.

Finalmente, os di dos complexos desenvolvidos com AB também foram analisados.

No complexo AM-AB, o valor do dh foi 112,7 + 2,1 nm com Pd./ de 0,42 £+ 0,03. Para o
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complexo AMA-AB o valor do dn permaneceu em torno de 76,34+ 2,3 nm e Pd./ de 0,41 +
0,01.

Novamente, para os complexos preparados com AMA, os valores do di encontrados
sao semelhantes aos valores encontrados para a molécula hospedeira sozinha. Como na se¢ao
7.4.1, para o complexo AMA-AB os valores de capacidade de carga sdo baixos (em torno de
1%) sugere-se que o ligante teve uma ma incorporagdo no complexo. A ma incorporagdo
pode ser devida ao fato de que os grupos hidrofébicos sao mais volumosos difundindo mais
lentamente no biopolimero, diminuindo assim sua capacidade de inclusao. O complexo
desenvolvido com AM também tem uma incorporagdo baixa (em torno de 9%). No entanto,
este valor ¢ mais alto dos que os encontrados para AMA. Estes dados sugerem que o
encapsulamento ¢ mais eficiente para as amostras desenvolvidas com AM devido a presenca
de um maior nimero de hidroxilas. A presenca de hidroxilas aumenta a estabilidade das
hélices da AM. Este aumento na estabilidade pode aumentar o nimero de moléculas inclusas

na hélice.
7.4.4.3. Andlises de potencial zeta (PZ) das amostras estudadas

7.4.4.3.1. Comparacao entre os resultados de PZ das amostras AM e
AMA

Inicialmente foram analisados os valores de PZ encontrados para amilose no estado
nativo (AM) e acetilado (AMA) (Tabela 11).

Tabela 11. Valores de PZ (mV) encontrados para AM no solvente KOH 0,1 M, para AM
em KOH 0,1 M neutralizado e para AMA em HO MiliQ. Para AMA os valores de PZ
encontrados sdo baixos. Valores baixos de PZ (muito proximos a zero) indicam fraca

estabilidade para estes sistemas, no entanto, parecem ser viaveis do ponto de visto de

absorcao.
Amostra PZ (mV)
AM em KOH 0,1 M -33£2
AM em KOH 0,1 M neutralizado -9,3+0,2
AMA em H20 miliQ -3+0,7

As amostras de AM apresentaram uma carga negativa liquida com valores de PZ de

-33,0 £ 1,8 mV no solvente KOH 0,1 M, um valor altamente negativo. Apds neutralizagdo
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do meio, o PZ aumentou para -9,3 + 0,2 mV. Para a amostra AMA o valor do PZ aumentou
mais ainda, adquirindo um valor de -3 £0,7 mV. Como observado, o PZ permaneceu negativo
para todas as amostras.

Conforme a literatura, 0 PZ é um parametro diretamente relacionado a estabilidade
dos complexos de inclusio?!®. Estudos indicam que PZ com valores proximos de + 30 mV
estdo relacionados a sistemas com boa estabilidade em suspens&o??°. Ja valores de PZ abaixo
de + 30 mV podem indicar amostras instaveis, o que pode levar & agregagao*.

Além deste fato, sabe-se que os valores de PZ também tem efeitos bioldgicos
importantes?®, Os mesmos desempenham um papel na captacdo de particulas, pois a
superficie da mucosa intestinal estd carregada negativamente devido a presenca da
glicocalice.

Glicocdlice ¢ a regido externa de uma membrana celular (Figura 37). A mesma é
dominada por moléculas glicosiladas que dirigem suas interacGes especificas tais como o

reconhecimento célula-célula e contribuem para a repulsao estérica, o que evita a indesejavel

221

adesdo nao especifica de outras moléculas ou células

Figura 37. llustracdo esquemética do fluxo sanguineo em um pequeno vaso sanguineo
mostrando a presenca da glicocélice. Nos vasos sanguineos humanos as células endoteliais
sdo cobertas por uma camada gelatinosa de glicoproteinas ligadas a membrana e proteinas
do plasma conhecidas por glicocélice. Fisicamente, a camada de glicocélice é altamente
carregada negativamente. Hemacias normalmente ndo invadem esta regido por causa da

repulséo eletrostatica??.

Particulas com valores baixos de PZ (menores do que - 30 mV), tém tempos de
circulagdo sanguinea mais longos do que particulas carregadas??®. Além disso, estudos
também sugerem, que materiais com valores de PZ negativos sao mais acessiveis para fixar

em superficies do que materiais sem carga ou com carga elétrica positiva?® 220223, 224,
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Para particulas carregadas positivamente, tais como a quitosana, estudos verificaram
que as mesmas apresentam forte interacdo eletrostatica com a mucosa intestinal (carregada
negativamente). Este fato contribui para o aumento da absor¢do intestinal dos farmacos
encapsulados???2. No entanto, esta forte interacio eletrostatica pode abrandar a progresséo e
penetracdo dessas particulas na superficie das células epiteliais, reduzindo assim, a sua
absorg&o?%2 22, Por outro lado, estudos demonstraram que particulas néo ionizadas tem uma
maior afinidade para interagir com as celulas do que as particulas ionizadas ou carregadas
positivamente?®?,

Por conseguinte, um potencial negativo baixo para as amostras (principalmente os
encontrados para as amostras solubilizadas em meio neutro (Tabela 11) parecem ser
desejaveis de um ponto de visto de absor¢édo de particulas e absorcdo do farmaco.

Além disso, os valores negativos obtidos para o PZ indicam que a superficie das
amostras é carregada negativamente. A maior estabilidade de AM possivelmente deve-se a
maior quantidade de grupos hidroxilas na superficie externa desta molécula. Para AMA, a
carga negativa e baixa estabilidade podem ser devidos a disponibilidade dos grupos acetila

livres no polimero. Resultados semelhantes foram encontrados em outros estudos*: 22°,

7.4.4.3.2. Avaliacdo dos resultados de PZ obtidos para os complexos
desenvolvidos com AM e AMA

Analises de PZ dos complexos de inclusdo também foram realizadas (Tabela 12). Os
valores encontrados, como ja era esperado, variaram dependendo do tipo de complexo e do

tipo de ligante usado.

Tabela 12. Valores de PZ (mV) encontrados para os complexos de incluséo desenvolvidos.

Amostra PZ (mv)
AM-RIF -18+ 0,7
AM-RB -38+3
AM-AB 47 £ 1
AMA-RIF 91
AMA-RB 4+1
AMA-AB -6£2

Como pode ser visto, os valores de PZ permanecem negativos para todos 0s

complexos. No entanto, para os complexos AM-RB e AM-AB, diferente do que acontece
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com os demais, verifica-se uma alta estabilidade (valores menores que -30 mV). Como é
sabido, a amilose é composta por unidades de anidroglicose e os residuos de glicose dos
grupos hidroxilas tem um pKa elevado (em torno de 12,34)%?°. Este fato explica os valores
de PZ mais negativos para estas amostras, visto que estes complexos foram desenvolvidos
em solucéo alcalina de KOH 0,1 M.

Para os demais sistemas, vé-se uma fraca estabilidade. Possivelmente isto ocorre,
pois nos sistemas desenvolvidos com AMA ha uma diminuicdo nos grupos hidroxilas (estes
foram substituidos pelos grupos acetila).

Para os complexos desenvolvidos usando a molécula hdspede RIF observou-se que
a inclusdo da mesma a estrutura melhorou a estabilidade coloidal para ambos os complexos
(os valores de PZ diminuiram de -9 = 0,2 mV para -18 + 0,7 mV para AM-RIF e -3 = 0,7
mV para -9 = 0,8 mV para AMA). O aumento da estabilidade coloidal pode ser devido a
carga negativa adicionada pelas moléculas de RIF quando inseridas ao sistema.

Ao analisar o PZ dos complexos desenvolvidos com RB também observa-se um
aumento na estabilidade coloidal apos a complexacao (para AM ¢ AMA).

Para o complexo AMA-RB, observa-se que a diferenga de valor ¢ muito baixa (a
molécula AMA sozinha apresenta PZ de -3 £ 0,7 mV e na presenca de RB, seu valor passa a
ser -4 = 1,1 mV. Estudos sugerem que PZ préoximos da neutralidade, também implicam,
indiretamente em uma dispersdo estavel. Isto ocorre pois nestas particulas as interagdes
atrativas e repulsivas nio estdo presentes®?’. Sendo assim, este resultado de PZ pode indicar
uma estabilidade deste sistema. No entanto, esta diferenca nao € significativa e este resultado
¢ mais um indicativo da fraca interagao entre AMA e RB.

Além disso, como vimos na se¢do 6 hd uma diferenga de pH no preparo dos dois
complexos (para o complexo AM-RB utilizou-se KOH 0,1 M como solvente e para o
complexo AMA-RB, utilizou-se H>O miliQ). De acordo com a literatura uma alteracdo no
pH resulta na formagio de diferentes espécies idnicas e superficies. A pH baixo (menor do
que 4) os ions de RB sdo cationicos e a forma molecular ¢ monomeérica. Este fato facilitaria
sua entrada na cavidade da molécula hospedeira. Em pH superior a 4, a forma anfbtera de
RB pode aumentar a agregagao devido as interagdes eletrostaticas atrativas entre os grupos
carboxilicos e xanteno dos mondmeros, formando uma forma molecular maior incapaz de
encapsular'?,

Finalmente, para os complexos desenvolvidos com AB, também verifica-se um

aumento na estabilidade coloidal. Para o complexo AM-AB houve um aumento em torno de

86



43% e para o complexo AMA-AB o aumento foi significativo (o valor do PZ mudou de -2,8
+ 0,7 mV para -6,0 = 1,8 mV). No entanto o valor ¢ baixo, o que também indica uma fraca

interagao entre estas duas moléculas.

7.4.5. Morfologia dos complexos de inclusdo no estado sélido por Microscopia

eletrdnica de varredura

Apos o desenvolvimento dos complexos de inclusdo no estado liquido, realizou-se a
precipitacdo e secagem dos mesmos. O objetivo era obter complexos de inclusdo no estado
solido.

Para a obtencdo destas imagens dos complexos de inclusdo no estado sélido realizou-
se a precipitacdo e secagem dos mesmos, conforme explicado na se¢éo 6.2.. Neste processo
foi observado que, para os complexos AMA-RB e AMA-AB, ndo houve formacédo de
precipitado para obtencdo de complexos no estado sélido.

As micrografias obtidas para todos os sistemas, antes e ap6s a inclusdo, sao
mostradas abaixo (Figuras 38 e 39).

&,

100 pm Mag= 500X EHT= 700k  WD= 55mm Mag= 500X  EHT= 7.00kV  WD= 50mm

100 ym

Mag= 100X EHT = 7.00 kv WD = 5.5 mm Mag= 500X EHT = 7.00 kV WD = 6.5 mm
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Mag= 10.00 KX EHT= 7.00 kV WD = 6.0 mm

Figura 38. Imagens de MEV das amostras obtidas dos materiais isolados: a) AM; b) AMA,
¢) RIF, d) RBee) AB.

Mag= 5.00KX = 7.00kv WD = 5.0 mm —_— Mag= 5.00KX EHT= 7.00kV WD = 5.0 mm

10 pm

Mag= 5.00KX EHT = 7.00 kv WD = 6.0 mm

Mag= 30.00KX EHT= 7.00kV WD = 55mm

Figura 39. Imagens de MEV das amostras obtidas apds precipitacdo e secagem da solugédo
aquosa dos complexos de inclusdo desenvolvidos: a) AM-RIF; b) AMA-RIF; ¢c) AM-RB, d)
AM-AB.

Primeiramente, as imagens de MEV obtidas (Figura 38 a) como mostrado no capitulo

7.1.3., mostram, que as moléculas de amilose formam grénulos lisos. Apds a acetilagdo a
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superficie torna-se mais aspera do que AM (Figura 38 b). Este fato foi devido a ruptura das
ligagBes de hidrogénio causado pela introducdo dos grupos acetila na molécula.

Ao comparar a morfologia dos materiais isolados e complexados (Figura 38 e 39)
observam-se alteracdes possivelmente induzidas pela interacdo entre as moléculas
hospedeira e os ligantes em tamanho e forma.

O ligante RIF, antes da inclusdo no complexo (Figura 38 c), é observada como sendo
formada por cristais na forma de agulha que indicam que o farmaco encontram-se na forma
cristalina. Esta morfologia ja foi identificada em outras estudos??® 22°, Apos a formagéo dos
complexos, em ambos 0s casos, observou-se uma mudanga proeminente na morfologia das
superficies (Figura 39 a e b). Vé-se que as mesmas passaram a apresentar uma superficie
mais agregada nas quais as arestas de RIF encontram-se dispostas entre AM e AMA, nao
sendo possivel mais identificar os compostos isoladamente. Ou seja, a RIF cristalina é
convertida em uma estrutura amorfa juntamente com AM e AMA.

Para o ligante RB, na andlise de MEV (Figura 38 d), observa-se que a morfologia é
composta por cristais com formato irregular e grande variedade de tamanhos, semelhante ao
observado em outro estudo'®. Apds a complexacdo (Figura 39 c), semelhante ao que ocorre
com RIF, ha uma modificacdo na superficie: observa-se claramente uma estrutura
desordenada, onde a AM perde seus granulos, ndo sendo mais possivel observar a presenca
dos cristais de RB. Além disso, claramente observa-se a perda na morfologia da molécula
hospedeira e do ligante. Este fato pode indicar que a presenca do ligante alterou de forma
decisiva a estrutura de AM, causando uma modificagdo na estrutura de forma tdo evidente
que nao foi possivel identificar cristais de RB na superficie.

Finalmente, semelhante ao ocorrido com RB, a morfologia de AB e AM foram
alteradas drasticamente ap0s a complexacdo (Figura 39 d). Acredita-se que 0s mesmos,
guando incluidos na molécula hospedeira, sofrem interacdes entre si que desestabilizam a
formacédo dos complexos em AM no estado sélido. Desta forma, deixa-se de se formar uma

estrutura cristalina dando origem a uma estrutura amorfa.
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8. CONCLUSOES

Os resultados obtidos para 0 GM, % Ac e GS para a AM apos a esterificacao
fornecerem os valores de 16,6 %, 18,7+0,3 e 0,86 £ 0,01, respectivamente. O valor de GM
é um indicativo de que houve modificagdo quimica na estrutura da molécula. J& os valores
de % Ac e GS sugerem que AMA é mais soltuvel em agua do que AM.

O aparecimento das bandas em 1155 cm™, 1240 cm™ e em 1727 cm™ no espectro
de FTIR confirmaram a acetilacéo. Por outro lado, ndo foi detectada a presenca de bandas
na regido entre 1850-1760 cm™ e 1700 cm™ (bandas caracteristicas do anidrido acético e
acido acetico). Sendo assim, esta amostra esta livre destes compostos.

A partir da técnica de MEV analisou-se a morfologia do material acetilado, o qual
apresentou uma superficie rugosa, causada pela introducdo de grupos hidrofilicos a
molécula. As amostras AM e AMA também apresentaram duas perdas de massa, no entanto,
para AMA essas perdas ocorreram a temperaturas mais baixas, o que pode indicar uma fraca
estabilidade para esta amostra. As analises de DSC mostraram que a acetilacdo diminuiu a
entalpia o que sugere uma menor porcentagem de estruturas cristalinas na amostra.

A partir da técnica de UV-vis foi possivel confirmar a formacéo dos complexos de
inclusdo. Para RIF houve diminuicdo nas bandas caracteristicas. Possivelmente, neste
ligante, o cromdforo naftohidroquinona, que contém grupos hidroxilas, esteja ou encoberto
ou formando novas ligacdes com a amilose (AM e AMA). Para RB e AB a reducéo na banda
de absor¢do é menor do que em RIF. Foi suposto, neste caso, que aqui ha pouca interacdo
entre as moléculas.

Os valores de % El e % CC variaram de acordo com o ligante e amilose utilizada.
Os complexos desenvolvidos a 65°C apresentaram % EI maiores. O complexo AMA-RIF
apresentou % EI maior do que o complexo AM-RIF, fato que pode estar relacionado a adi¢cdo
dos grupos acetila a estrutura da amilose. J& para os complexos AMA-RB e AMA-AB,
verificou-se valores baixos para % CC, possivelmente devido a baixa solubilidade aquosa
destes ligantes.

A partir da técnica de DLS concluiu-se que as amostras AM e AMA séo
polidispersas. Os dn estédo na faixa ideal de tamanho para sistemas de liberacéo controlada.
No entanto, os dn dos complexos preparados com AM sdo maiores do que 0s preparados com
AMA, possivelmente devido a presenga dos grupos acetila que podem desestabilizar a

amilose, provocando uma redugdo em seu poder de complexacao.
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Para o complexo AM-RIF houve um aumento no dn (causado pela incorporagéo do
ligante a AM). J& para AMA-RIF o dn reduziu em torno de 40% e este fato pode ser devido
a presenca dos grupos acetila que aumentaram as interacdes intermoleculares. Para o
complexo AM-RB também observou-se um aumento no dn apds a complexacao causado pela
repulsdo entre as moléculas devido ao carater negativo do ligante. Para AMA-RB 0s
tamanhos sdo similares & molécula de AMA livre, possivelmente devido ao carater anfdtero
de RB, o qual aumenta a agregacéo e dificulta a inclusdo. Finalmente, para os complexos
preparados com AB, os valores do dx s&o semelhantes aos valores encontrados para 0s outros
complexos. Em AMA-AB também observou-se um dn semelhante &8 AMA livre, o que indica
uma mé incorporacédo do ligante ao complexo.

Os valores de PZ permaneceram na gama de valores negativos, em todos 0s casos.
Para AM-RB e AM-AB, verificou-se uma alta estabilidade. Ja para os complexos produzidos
com AMA observou-se uma fraca estabilidade causada pela diminuicdo dos grupos
hidroxilas. Para os complexos preparados com RIF observou-se que a inclusdo melhorou a
estabilidade coloidal. Para RB e AB também houve um aumento na estabilidade apds a
complexacdo, no entanto, para AMA-RB a diferenca € pouco significativa, o que é um
indicativo da fraca interacdo entre estes ligantes.

Ap0s precipitacdo e secagem dos complexos verificou-se que AMA-RB e AMA-AB
ndo precipitaram, concluindo-se assim, que para estas amostras, ndo ha formacdo de
complexos no estado solido. Comparando a morfologia dos materiais isolados e
complexados verificou-se alteracfes: RIF € formada por hastes longas e cristalinas e, apés a
complexacdo, sua morfologia alterou-se, passando a apresentar uma superficie mais
agregada nas quais as arestas de RIF encontram-se dispostas em AM e AMA. RB apresenta
uma morfologia composta por cristais de formatos irregulares, com tamanhos variados e,
semelhante a RIF, ap6s a complexacdo, ndo ha possibilidade de identificar as moléculas
separadamente. Para o ligante AB, a morfologia também foi alterada drasticamente, ou seja,
quando incluidos em AM, os mesmos sofreram interacdes que desestabilizaram a molécula.

Por fim, considerando os resultados obtidos, concluiu-se que a partir de uma técnica
simples é possivel se obter complexos de inclusao de amilose. O estudo foi valido, visto que
permitiu compreender a eficiéncia, morfologia e propriedades de complexacdo da AM e
AMA com diferentes moléculas hdspedes. O processo de acetilacdo nédo foi eficiente para
todos os ligantes, porém, os complexos preparados com RIF apresentaram caracteristicas

interessantes e promissoras para testes in vitro.
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ANEXOS

1. CURVA DE CALIBRACAO

A Tabela 1, 2, 3, 4, 5 e 6 apresentam os dados experimentais obtidos para a
avaliacdo da linearidade das curvas de calibracdo medidas para todos os farmacos-modelo

nas condicdes especificas de cada farmaco.

Tabela 1. Valores de absorbancia para a curva padrdo da RIF por UV em KOH 0,1 M
neutralizado* em 472 nm.

Concentracdo (ug.mL?) RIF1 RIF2 RIF3 Meédia Erropadrdo Desvio padrdo

5 0,090 0,086 0,108 0,095 0,007 0,01173
10 0,183 0,169 0,216 0,159 0,026 0,04430
20 0,347 0,321 0,413 0,360 0,027 0,04743
30 0,527 0,476 0,595 0,533 0,035 0,05970
40 0,700 0,627 0,790 0,706 0,047 0,08165

*Resultado de trés determinacdes em dias diferentes.

Tabela 2. Valores de absorbancia obtidos para a curva padrdao da RB por UV em KOH 0,1
M* em 472 nm.

Concentracdo (ug.mL?) RB1 RB2 RB3 Meédia Erropadrdo Desvio padréo

1 0,178 0,235 0,267 0,227 0,026 0,045
2 0,373 0,353 0,397 0,374 0,013 0,013
3 0,511 0,707 0,786 0,668 0,082 0,082
4 0,666 0,704 0,771 0,714 0,031 0,031
5 0,830 0,908 0,968 0,902 0,040 0,040

*Resultado de trés determinacdes em dias diferentes.
Tabela 3. Valores de absorbancia obtidos para a curva padrdo da AB por UV em KOH 0,1
M* em 472 nm.

Concentragdo (ug.mL?) AB1 AB2 AB3 Média Erropadrdo Desvio padrao

1 0,179 0,217 0,267 0,221 0,025 0,044
2 0,353 0,441 0,576 0,440 0,050 0,087
3 0,435 0,563 0,660 0,553 0,065 0,113
4 0,513 0,722 0,795 0,677 0,085 0,146
5 0,627 0,775 0,919 0,774 0,084 0,146

*Resultado de trés determinacGes em dias diferentes.

Tabela 4. Valores de absorbancia obtidos para a curva padrao da RIF por UV em H20* em
472 nm.

Concentracédo (ug.mL?) RIF1 RIF2 RIF3 Meédia Erropadrdo Desvio padrédo

111



g~ w PN e

0,073
0,159
0,328
0,493
0,644

0,087 0,065 0,075
0,147 0,130 0,145
0,352 0,291 0,324
0,474 0,427 0,465
0,685 0,596 0,642

0,006 0,01114
0,008 0,01458
0,018 0,03073
0,019 0,03398
0,026 0,04455

*Resultado de trés determinag¢Ges em dias diferentes.

Tabela 5. Valores de absorbancia obtidos para a curva padrédo da RB em H20 por UV* em

472 nm.
Concentragdo (ug.mL?) RB1 RB2 RB3 Meédia Erropadrdo Desvio padréo
1 0,171 0,146 0,146 0,154 0,0085 0,01473
2 0,332 0,297 0,297 0,310 0,0117 0,02027
3 0,499 0,440 0,445 0,461 0,0189 0,03272
4 0,644 0591 0,600 0,612 0,0164 0,02836
5 0,818 0,727 0,727 0,727 0,0303 0,05254

*Resultado de trés determinacGes em dias diferentes.

Tabela 6. Valores de absorbancia obtidos para a curva padrao da AB em H20 por UV* em

472 nm.
Concentragdo (ug.mL?) AB1 AB2 AB3 Média Erropadrdo Desvio padrédo
1 0,188 0,205 0,229 0,207 0,035 0,060
2 0,362 0,403 0,452 0,406 0,026 0,045
3 0,539 0,591 0,667 0,599 0,037 0,064
4 0,713 0,817 0,865 0,798 0,045 0,078
5 0,774 0,847 0,969 0,863 0,057 0,099

*Resultado de trés determinacGes em dias diferentes.

A concentracdo e a absorbancia obtidas foram relacionadas em um grafico para a

obtencdo da curva de calibracdo. Os dados foram ajustados ao modelo de regresséo linear,

obtendo-se assim as equagOes da reta e os respectivos coeficientes de regressdo (r?). Os

residuos da regresséo foram calculados através da diferenca entre os valores de absorbancia

medidos e os valores calculados pela reta ajustados (Figura 1).
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Figura 1. Representacdo grafica das curvas padrdo media da: a) RIF em KOH 0,1 M
neutralizado; b) RIF em H>O MiliQ; ¢c) RB em KOH 0,1 M; d) RB em H20 MiliQ; e) AB
em KOH 0,1 M e f) AB em H>O MiliQ.

2. Tabelas referentes a Andlise de Variancia (ANOVA)

A anélise de variancia (ANOVA) dos resultados obtidos por UV sdo mostradas
abaixo (Tabela 7 - 12).

Tabela 7. Analise de variancia ANOVA da curva padrdo da RIF em KOH 0,1 M

neutralizado.

Fontes de variagdo gl Somados quadrados Variancia  Fmedido*  Feritico

Regressao 1 0,9322 0,932 4129,08 1,73.10°8
Residuo 5 1,13.10° 2,26.10*
Total 6 0,933

*Nivel de significancia para um valor de p< 0,05.

Tabela 8. Andlise de variancia ANOVA da curva padrdo da RB em KOH 0,1 M.
Fontes de variacdo gl Somados quadrados Variancia Fmedido™  Feritico

Regressao 1 0,7329 0,733 316,23 1,03.10°
Residuo 5 1,16.107 2,23.10*
Total 6 0,744

*Nivel de significancia para um valor de p< 0,05.

Tabela 9. Andlise de variancia ANOVA da curva padrdo do AB em KOH 0,1 M.
Fontes de variagdo gl Somados quadrados Variancia  Fmedido*  Feritico

Regresséo 1 0,4755 0,4755 2121,83 9,11.10°8
Residuo 5 1,11.10°3 2,24.10*
Total 6 0,4766

*Nivel de significancia para um valor de p< 0,05.

Tabela 10. Analise de variancia ANOVA da curva padrdo da RIF em H>0O MiliQ.
Fontes de variacdo gl Soma dos quadrados Variancia  Fmedido*  Feritico

Regressao 1 0,7356 0,73256 1147,92 4,21.107
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Residuo 5 3,19.10°° 6,38.10*
Total 6 0,7357

*Nivel de significancia para um valor de p< 0,05.

Tabela 11. Analise de variancia ANOVA da curva padrédo da RB em H.O MiliQ.

Fontes de variagdo gl Somados quadrados Variancia  Fmedido*  Feritico
Regressao 1 0,5820 0,582 1263,93 3,31.107
Residuo 5 2,30.10°3 4,61.10*
Total 6 0,584
*Nivel de significancia para um valor de p< 0,05.

Tabela 13. Anélise de varidncia ANOVA da curva padrdo do AB em H,O MiliQ.
Fontes de variacdo gl Soma dos quadrados

Variancia  Fmedido™ Feritico
Regresséo 1 0,6953 0,6953 22151 2,48.10°
Residuo 5 1,57.102 3,13.10°%
Total 6 0,711

*Nivel de significancia para um valor de p< 0,05.
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