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RESUMO

LOURENCO, V.A. Desenvolvimento e avaliagdo de microparticulas de quitosana para a
veiculacdo de dimetilmetilaminoetanol (DMAE) na pele. 2006. 117 f. Dissertacdo
(Mestrado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de
Sao Paulo, Sdo Paulo, 2006.

Microparticulas de quitosana contendo DMAE foram preparadas utilizando o método de
coacervagdo simples. A morfologia das particulas foi observada utilizando um
Microscopio Eletrdnico de Varredura. O tamanho das particulas foi medido por técnica
de espalhamento de luz. As particulas obtidas possuem forma esférica e superficie
irregular. Apresentaram uma distribuicdo de tamanho entre 419 e 528 nm. O pequeno
indice de polidispersividade sugere que a distribuicdo do tamanho de particula é
homogéneo. O rendimento do processo e eficiéncia de encapsulacdo foram de 90% e
63%, respectivamente. O desenvolvimento de um novo sistema de liberagdo requer
uma metodologia analitica para a identificacdo e quantificacdo do farmaco. Neste
trabalho um método simples por cromatografia de fase reversa desenvolvido para a
andlise do DMAE é apresentado. O DMAE foi analisado utilizando- se uma coluna Merck
RP 18 column 5 pm (125 x 4 mm D.l.). A fase movel foi tampédo fosfato pH 7,4;
acetonitrila (99,5:0,5 v/v) a um fluxo de 0,5 mL.min. O comprimento de onda de
deteccdo foi de 208nm a temperatura ambiente (25°C). Linearidade foi obtida para
uma faixa de 1,5x10™“ a 6,0x10™ mol.L™. Para os ensaios intra e inter dia o coeficiente
de variagdo foi menor que 10%. Este novo método desenvolvido para a quantificacdo
do DMAE apresentou sensibilidade e seletividade, demonstrando ser um método
vantajoso e confiavel para a realizacdo dos estudos propostos. O método de
encapsulagdo mostrou-se adequado para a preparacdo de microparticulas de quitosana
contendo DMAE, porque apresentou alto rendimento e excelente eficiéncia de
encapsulacao.

Key words: DMAE, microparticulas, CLAE
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ABSTRACT

LOURENCO, V.A. Development and evaluation of chitosan microparticles containing
dimethylaminoethanol (DMAE) for skin vehiculation. 2006. 117 f. Dissertation -
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo,
Sao Paulo, 2006.

Chitosan microparticles containing DMAE were prepared by using the simple
coacervation method. A scanning electron microscopy (SEM) was used to observe
microparticles morphology. Particle size was measured by laser light scattering.
Particles presented spherical shape, irregular surface and size distribution between 419
and 528 nm. The small polydispersity index suggested that size distribution is
homogeneous. Process yield and encapsulation efficiency were 90% and 63%,
respectively. The development of a new drug delivery system requires analytical
methods for identification and quantification of this drug. In the present study a simple
reversed-phase high performance liquid chromatography developed for DMAE assay is
presented. The DMAE was analyzed using/by means of a 5 um Merck RP 18 column
(125 x 4 mm 1.D.). The mobile phase was phosphate buffer pH 7,4; acetonitrile
(99,5:0,5 v/v) at a flow rate of 0,5 mL.mint. Detection was carried out at 208nm at
room temperature (25°C). Linearity was obtained from 1,5x10™ to 6,0x10™* mol.L™.
Intra and inter- assay coefficient of variation was less than 10 %. This new method
developed to assay DMAE presented sensibility and selectivity, providing a useful and
reliable means to perform the proposed studies. The encapsulation method was proven
suitable to the preparation of chitosan microparticles containing DMAE because it
presented high yields and excellent encapsulation efficiency.

Key words: DMAE, microparticles, HPLC



I. INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA



1.1 Apele

1.1.1 Histologia da pele

pele é o manto que reveste todo o organismo, indispensavel a vida e que

isola 0os componentes organicos do meio exterior. E composta de uma

estrutura complexa de tecidos de naturezas variadas, dispostos e
interrelacionados de modo a adequar-se de maneira harmdnica ao desempenho de
suas funcoes.

A pele representa ao mesmo tempo uma barreira protetora e o principal érgao
de comunicacdo com o exterior. Esta barreira bioldgica é composta de trés camadas: a
epiderme, a derme e o tecido subcutaneo.

A epiderme é essencialmente dividida em duas partes: a parte mais interna,
gue corresponde & epiderme viavel (150um) (HOUK; GUY, 1988) e o estrato corneo,
que constitui a parte mais externa. A epiderme vidvel é subdividida em quatro
subcamadas: estrato lucido, estrato granuloso, estrato espinoso e estrato germinativo,
sendo responsavel pela multiplicacdo e diferenciacdo de células, que ddo origem as
células do estrato cérneo. O estrato cérneo € a camada mais superficial da epiderme
(5 a 8 um, chegando excepcionalmente a 20um). Mais de 90% de suas células sdo
cornedcitos (CEVC, 2004). Os cornedcitos sédo células achatadas, anucleadas e
preenchidas com queratina. Nos mamiferos esses cornedcitos estdo distribuidos em
aproximadamente quinze camadas (CEVC, 2004) e encontram-se associados com
numerosos desmossomas. Entre 0s cornedcitos ha uma grande quantidade de material
lipidico, altamente organizado, que funciona como um “cimento” extracelular, vedando
0s espacos entre as células. Esses lipideos compreendem &cidos graxos livres,

colesterol, ésteres de colesterol e ceramidas (CEVC et al.,, 1996). A qualidade, a



guantidade e a cristalinidade dos lipideos do estrato corneo determinam a perfeicéo da
barreira da pele (CEVC, 2004). A camada cérnea constitui a principal barreira para a
passagem de solutos (ABRAHAM et al., 1995) e, juntamente com a matriz lipidica,
possui grande importéancia nos estudos de permeabilidade da pele.

A derme (2mm) é um tecido conectivo composto de fibras colagenas, elasticas,
reticulina e da substancia fundamental, que da suporte aos vasos sanguineos, linfaticos
e as células nervosas.

Os apéndices cuténeos (os foliculos pilosos, as glandulas sebaceas e as
glandulas sudoriparas) originam-se na derme e estendem-se até a superficie da pele.
Na derme estéo presentes também os fibroblastos (células responsaveis pela producéo
da substancia fundamental e pelas fibras) e as células de defesa. O transporte de
solutos nesta area é rapido, podendo atingir a circulagao sistémica, através dos vasos
sanguineos.

O tecido subcuténeo esta localizado abaixo da derme e constitui-se num tecido
fibrilar, contendo células adiposas que desempenham papel de protecdo mecanica, de
conservacdo da temperatura corporal e de reserva de calorias. Nao possui um papel na
absorcdo percutanea, porque se situa abaixo do sistema vascular, localizado na derme
(SINGH; SINGH, 1993). A estrutura anatdmica da pele estd representada na

Figura 01.
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Figura 01- Representacdo esquematica da estrutura da pele (SAMPAIO; RIVITTI, 2001)

1.1.2 Funcao barreira da pele

pele constitui uma barreira & penetracdo de farmacos, devido a estrutura da

epiderme. Para que um farmaco seja absorvido através da pele, deve

romper a barreira imposta pelo estrato c6rneo e também as camadas

subsequentes da epiderme para atingir a derme, podendo eventualmente passar para

a corrente sanguinea e ter uma agdo sistémica. Os produtos cosméticos ndo visam

uma acao sistémica, mas na sua grande maioria, devem proporcionar uma melhor
penetracdo entre as camadas da epiderme.

Trés mecanismos tém sido sugeridos para a penetracdo de solutos através do

extrato corneo (i) permeacdo transfolicular (através dos foliculos pilosos) e pelos

ductos sudoriparos. Varias investigacdes, tém estabelecido que a rota transfolicular é



bastante significativa como via de penetracdo para muitos compostos (GUPCHUP;
ZATZ, 1997), (ii) permeacdo transcelular: os solutos passam diretamente através das
células cérneas e da matriz lipidica intercelular e (iii) permeacéo intercelular: os solutos
difundem-se ao redor das células corneas de uma maneira tortuosa, permanecendo
constantemente dentro da matriz lipidica (ABRAHAM et al., 1995). Os mecanismos de

penetracdo de substancias através da pele estdo representados na Figura 02.
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Figura 02- Representacdo esquematica dos mecanismos de penetracdo de substancias (via
transepidémica e via apéndice) através da pele humana, 1 = Glandula sebacea, 2 = Via

transepidérmica e 3 = Foliculo piloso (adaptado de BARRY, 2002).

E muito dificil a permeacdo de moléculas com tamanho superior a 200-350
Daltons na pele intacta (CEVC et al., 1996), podendo-se dizer que o tamanho maximo
a ser considerado é de 400 Daltons. A maioria de pequenas moléculas solGveis em
agua, ndo eletrélitos, difundem até a circulacdo sistémica até mil vezes mais rapido

qguando a camada cOrnea estd ausente. Assim, para maximizar o fluxo de substancias,



tentamos reduzir este obstaculo, embora algumas vezes a via folicular possa ser
importante (BARRY, 2001).

Do ponto de vista da penetracdo, a pele age como uma barreira mecanica
nano-porosa, perfurada por um grande nimero de canais ou caminhos quase semi-
circulares. A maioria das publicacBes estimam que esses “poros” hidrofilicos possuam
um didmetro médio que varia entre 0,4 a 36,0 nm. Como a maioria das moléculas
passiveis de permear, atravessam a pele por esses “microcanais” intercelulares, muitas
técnicas tém sido propostas para melhorar esse percurso e transpor a arquitetura
molecular representada pelos cornedcitos e pelas multiplas camadas de lipideos

intercelulares (BARRY, 2001).

1.1.2.1 O foliculo piloso como sitio de agdo de farmacos

As unidades pilosebaceas tém um importante papel nos processos de
permeacdo e penetracdo de compostos aplicados topicamente. O foliculo piloso
humano ndo constitui somente um reservatério, mas também um ponto de entrada
para substancias aplicadas topicamente e contribui significativamente para o transporte
de farmacos para o interior da pele (VOGT et al., 2005).

Sistemas de liberacdo de farmacos e formulagdes destinadas a ter o foliculo
piloso humano como alvo seletivo, podem permitir o envio de doses efetivas de
compostos ativos para o interior do ducto folicular. Possiveis aplicagbes incluem o
tratamento de anormalidades do crescimento dos pélos, bem como o tratamento de
doencas associadas ao foliculo piloso e de desordens gerais da pele (VOGT et al.,

2005).



1.1.2.1.1 Sitios especificos no foliculo piloso humano

Infundibulo folicular

Nas regides inferiores do infundibulo folicular, poucos cornedcitos diferenciados
permanecem e a epiderme pode ser considerada altamente permeavel. Devido a este
aumento na permeabilidade do epitélio folicular, células epiteliais e outras populacdes
de células presentes constitui um caminho para aplicacdo topica de compostos

(VOGT et al., 2005).

Glandula sebacea

A glandula sebacea é interconectada com o foliculo piloso humano através do
ducto sebéaceo, o qual se abre para o interior do canal folicular na regidao mais baixa do
infundibulo, estando localizado a aproximadamente 100-500um abaixo da superficie da
pele (VIRAGH; MEULI, 1995). Portanto, o foliculo piloso pode ser uma promissora via

para a terapia tépica do acne (VOGT et al., 2005).

Istmo

O istmo consiste de uma discreta colecdo de células da bainha radicular
externa, localizada proxima a insercdo do musculo eretor do pélo (COTSARELIS et al.,
1990), 500-800um abaixo da superficie da pele (VOGT et al., 2005). A regido do istmo
contém células precursoras foliculares, além de regular o crescimento do pélo;
juntamente com a papila dérmica, constituem as células germinativas precursoras

(JAHODA; REYNOLDAS,1996). Recentemente foi demonstrado que células precursoras



de melandcitos também estdo situadas na regido do istmo e subistmo (NISHIMURA et

al., 2002; SHARQV et al., 2003).

Tipos de foliculos pilosos

O pélo humano pode ser dividido em dois principais tipos: os pélos terminais e
os velus. Pélos terminais sdo macroscopicamente longos (> 2 cm), possuem uma
espessura maior que 0,03 mm, sdo pigmentados e contém uma cavidade medular
(SILVER,1975; WHITING et al., 2000). Pélos velus ndo sdo pigmentados, sdo mais
finos do que 30 um, sedosos e ndo crescem mais do que 2 cm.

A duragdo da fase andgena (de crescimento) e telégena (de queda) do foliculo
piloso e a porcentagem de pélos nas diferentes fases de crescimento diferem
significativamente entre os pélos velus e terminais e em diferentes regides do corpo,
contribuindo para as diferencas entre 0 comprimento e a espessura entre os foliculos
pilosos (RICHARDA; MEHARG, 1995).

O infundibulo, a glandula sebacea e o istmo sao sitios de acdo importantes em
ambos foliculos, terminal e velus. A Figura 03 ilustra os sitios alvos, dos dois tipos de

foliculos pilosos, que podem ser utilizados como uma via para a penetracdo de ativos.
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Figura 03- Representacdo esquematica dos sitios alvos de acdo de farmacos nos foliculos

pilosos terminal e velus (adaptado de VOGT et al., 2005)

O tipo do foliculo piloso pode afetar a penetracdo de farmacos pela diferenca
no didmetro folicular. Assim, foliculos pilosos terminais podem mostrar um maior grau
de penetracdo do que os velus (TOLL et al.,, 2004). Além dessas caracteristicas
anatdbmicas, um grande numero de fatores, incluindo os sistemas de liberacdo de
farmacos, a formulacdo, a temperatura, a umidade e as técnicas de pré-tratamento da
pele, influenciam o grau de deposi¢do do farmaco na unidade pilosebacea (VOGT et

al., 2005).

1.2 Novos sistemas de liberagéo

s novos sistemas sdo capazes de modificar a liberacdo de farmacos,
disponibilizando-os na quantidade adequada e em um determinado sitio de
absorcdo. Estes sistemas podem ter diferentes formas: lipossomos,

microemulsdes, micro e nanoparticulas e outros (QUINTANAR-GUERRERO et
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al., 1998).

1.2.1 Sistemas de liberacdo de substancias ativas para administracao
topica

mbora o conceito de sistema de liberacdo de farmacos ndo seja novo, grande

progresso tém sido feito recentemente com a sua utilizacdo no tratamento de

uma variedade de patologias (KUMAR; KUMAR, 2001) .

O desenvolvimento de sistemas de liberacdo para veiculacdo de
substancias ativas na epiderme, com manutencdo das mesmas no local de agao,
constitui uma nova area de pesquisa. Em alguns casos, h4 uma necessidade de
maximizar o tempo de permanéncia do composto na pele, minimizando sua absorcao
transdérmica (EMBRIL; NACHT, 1996; ROGERS, 1999).

As diferentes propriedades dos sistemas de liberagdo modificada trouxeram
véarios beneficios para os produtos farmacéuticos e cosméticos, sendo que estes sdo
dependentes ndo somente dos principios ativos, mas também do sistema de liberacédo
no qual sdo veiculados. Esses sistemas podem liberar o principio ativo em areas
especificas (ROGERS, 1999), bem como predizer a taxa de liberacdo destes na pele
(NACHT, 1995).

Os sistemas de liberacdo facilitam a veiculagdo de compostos labeis,
aumentando a eficacia da formulacdo e melhorando a estética do produto final
(NACHT, 1995).

Os lipossomas e o0s niossomos, as ciclodextrinas, as microparticulas
(microcapsulas, microesferas) e as nanoparticulas (nanocapsulas e nanoesferas)
constituem alguns tipos de sistemas de liberacdo utilizados para veiculacdo de
substéncias ativas para administracdo topica (MAGDASSI, 1997; ROGERS, 1999;

LOPEZ et al., 2000; PIERRE et al., 2001; MORGANTI et al., 2001; ALENCASTRE, 2002).
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Ainda podemos ressaltar o sistema baseado em gel fase cubico, que mostrou-se como
um potencial sistema de liberacdo de pré-farmacos e fotossensibilizadores na terapia
fotodindmica de doencas cuténeas (TURCHIELLO, et al., 2003). Dentre estes, as
microparticulas apresentam-se como sistemas promissores, visto que ndo possuem
limitacdo tecnolbgica, possuem maior estabilidade fisico-quimica e permitem a
incorporacdo em diferentes formulacBes. Os sistemas microparticulados podem ser
utilizados como veiculos para liberacdo modificada de uma grande variedade de ativos

(SOPPIMATH, 2001; SINHA, 2004).

1.2.1.1 Sistemas para veiculacdo de farmacos pela via folicular

Dentre os sistemas freqlentemente estudados para terapia topica, destacam-se as
microparticulas, por apresentarem boa estabilidade e por permitir uma liberagéo
modificada de compostos ativos. Estudos recentes mostraram que a penetracdo das
microparticulas através dos apéndices cutdneos € proporcional ao seu tamanho
(TOLL et al., 2004). Nenhuma microparticula maior que 10um penetra pelos orificios
foliculares ou pela camada cornea, enquanto que as particulas com diametro entre 9 e
10um concentram-se em torno da abertura do foliculo sem qualquer penetracao.
Microparticulas com 7um podem ser freqlientemente observadas nas regides mais
profundas do canal folicular, mas raramente penetram no estrato cérneo.
Microparticulas com 5um mostram uma alta concentracdo no ducto folicular, mas
também ndo podem penetrar através do estrato corneo (TOLL et al.,, 2004).
Entretanto, microparticulas menores que 3um, estudadas por Rolland et al (1993),
penetraram bem no interior desse apéndice cutaneo e foram observadas também nas

camadas superficiais do estrato corneo, porém nunca na epiderme viavel.
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Vérios estudos tém explorado o uso de microparticulas para aplicacdo tépica de
diversos compostos. Rolland et al (1993) relataram que o adapaleno microencapsulado
(microesferas com diametro médio de 5um) foi observado no ducto folicular, mas nao
penetrou no estrato corneo. Jenning et al (2000), demonstraram que nanoparticulas
solidas lipidicas contendo vitamina A, liberaram efetivamente a vitamina para as
camadas superfiais da pele, mas ndo parecem aumentar a concentracdo desta nas
camadas mais profundas da pele. Um grupo de pesquisadores da Universidade de
Berlim, apresentou uma série de investigacdes do perfil de penetracdo de
microparticulas com tamanhos entre 0,75um até 6,0um, no couro cabeludo humano.
Particulas com 6,0um agregaram-se na regido infundibular dos foliculos pilosos
terminais e penetraram aproximadamente 500um abaixo da superficie da pele, o qual
corresponde aproximadamente ao nivel de entrada do ducto sebaceo (TOLL et al.,
2004). Particulas menores , com um diametro de 1,5 ou 0,75um, penetraram mais
profundamente, sendo localizadas abaixo da regido do istmo, a aproximadamente
800um da superficie da pele, em 40,0% dos foliculos pilosos terminais. Esses dados
sugerem que microparticulas de diferentes tamanhos podem atingir alvos seletivos
dentro dos foliculos pilosos humanos, principalmente o infundibulo e a regido do istmo
(VOGT et al., 2005). A Figura 04 representa a entrada seletiva de microparticulas
para o interior do foliculo piloso.

Diversos estudos tém comprovado que o0 uso de sistemas micro e
nanoparticulados melhoram a permanéncia do farmaco na pele, sem aumentar o
transporte transdermal (ALVAREZ-ROMAN et al., 2004).

Em vista do exposto, a via folicular oferece extraordinaria oportunidade para a

veiculagdo de farmacos para a terapia dermatoldgica e para os cosméticos funcionais.
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1. Entrada seletiva no infundibulo

2. Alta concentracéao local

3. Liberagédo controlada no local de agéo

Figura 04- Representacdo esquematica da entrada seletiva de microparticulas para o interior do

foliculo piloso (adaptado de VOGT et al., 2005)

1.2.2 Micro e nanoparticulas poliméricas

icro e nanoparticulas poliméricas estdo sendo cada vez mais investigadas
por suas propriedades de liberagdo sustentada e por alcangar sitios
especificos de agdo de farmacos (FREITAS; MARCHETTI, 2005).

O termo micro/nanoparticulas € genérico, sendo utilizado de
acordo com o tamanho da particula a que se esta referindo. Particulas com didmetro
menor que 1 pum sdo considerados nanoparticulas, enquanto que particulas cujo
didmetro é maior ou igual a 1 um sdo denominadas microparticulas. O termo
micro/nanoparticulas refere-se também a dois tipos de estruturas diferentes:
micro/nanoesferas e micro/nanocapsulas. Denominam-se esferas o0s sistemas em que a
substancia ativa encontra-se homogeneamente dispersa no interior da matriz
polimérica (COUVRER et al.,, 1996). Micro/nanocpsulas constituem sistemas
reservatorios, onde é possivel identificar-se o ndcleo diferenciado, que pode ser solido
ou liquido (ANDREO-FILHO; OLIVEIRA, 1999).

As micro/nanocapsulas sdo pequenas particulas compostas por uma cavidade

central denominada nudcleo, que contém a substancia ativa e um material de parede ou
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revestimento, que circunda a regido central. O tamanho das microcapsulas pode variar
de alguns nm até 1000 um. O material do nucleo pode ser um liquido ou um material
solido. O material de revestimento pode ser composto de polimeros organicos, de
gorduras, de proteinas, de polisssacarideos, entre outros. De acordo com Finch (1990)
as microcépsulas podem ser produzidas por mais de 200 métodos. Dependendo dos
processos e materiais utilizados na producdo dos sistemas microparticulados, a
liberacdo do contetdo encapsulado pode ocorrer por um processo de ruptura mecanica
da parede, bioerosdo ou difusdo da substancia ativa.

As micro/nanoesferas diferem das micro/nanocapsulas por constituirem
sistemas de matrizes solidas onde um material polimerizado forma uma rede
tridimensional, na qual a substancia ativa pode ser adsorvida, incorporada ou ligada
covalentemente na superficie da particula, formando sistemas de dissolugéo,
dispersdo, ou sistemas porosos (OLIVEIRA et al., 1992). Estes sistemas podem ser
formados utilizando-se uma variedade de polimeros, tais como: gelatina, alginato,
albumina, polisiloxanos, copolimeros de estireno, acrilatos, acido lactico e glicdlico,
entre outros.

Um exemplo tipico da utilizagdo de microesferas em formulagdes de uso topico
€ o sistema de liberacdo de microesponjas (MDS), patenteado pela Advanced Polymer
Systems. Este sistema polimérico é constituido de microesferas porosas que podem
liberar uma grande variedade de ativos, tais como emolientes, fragrancias, 6leos
essenciais, filtros solares, antibacterianos, antifingicos e antiinflamatoérios. As
microesponjas podem ser estruturas rigidas ou macias, dependendo da composicdo
polimérica, do grau de ligagdo cruzada (“crosslinking”) e dos parédmetros necessarios
para se alcancar a taxa de liberacdo desejada de ativos através dos poros. A liberagao
do contetdo pode ser iniciada por pressdo, por alteracbes de temperatura, de

solubilidade e de difusdo da substancia ativa (EMBRIL; NACHT, 1996).
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1.2.2.1 Propriedades do polimero utilizado no preparo das
microparticulas

Muitos materiais podem ser utilizados para a obtencdo de microparticulas:
polimeros naturais como a gelatina, a goma arabica, a quitosana e os derivados
celulésicos, polimeros biodegradaveis sintéticos, polietilenoglicol, compostos vinilicos,
entre outros. Dentre os polimeros biodegradaveis sintéticos, ressaltamos os poli
(ésteres) alifaticos como o acido lactico (PLA), o acido glicélico (PGA) e seu copolimero
acido lactico-co-glicolico (PLGA) que tém sido alvo de muitos estudos.

A utilizagdo de polimeros naturais tem grande interesse por serem
biocompativeis e biodegradaveis. Dentre os polimeros naturais, a quitosana destaca-se
por ser um polimero hidrofilico, biocompativel, biodegradavel e de baixa toxicidade
(SINHA et al., 2004; AGNIHOTRI et al., 2004).

A quitosana é um polissacarideo constituido de copolimeros de glicosamina e N-
acetilglicosamina e pode ser obtido por deacetilacdo da quitina de cascas de
crusticeos. Ocorre naturalmente em alguns microrganismos. Devido a presenca de
amino grupos primarios na sua estrutura (Figura 05), a quitosana apresenta
propriedades interessantes para utilizacdo na area farmacéutica. Comparada a muitos
outros polimeros naturais, a quitosana tem a vantagem de possuir carga positiva, 0
que confere a mesma propriedade de mucoadesividade (AGNIHOTRI et al., 2004).

A quitosana disponivel comercialmente possui massa molecular média
entre 3800 e 20000 Daltons e grau de deacetilagdo de 66 a 95% (AGNIHOTRI et al.,
2004). Por tratar-se de um polimero catiénico, em condi¢bes de pH neutro e alcalino,
apresenta grupamentos amino livres sendo, desta forma, insolivel em agua. Em pH
acido, os grupamentos amino podem ser protonados, tornando o polissacarideo
soltvel. Usualmente solu¢cdes aquosas de acido acético entre 1 a 3% sé&o utilizadas

para solubilizar a quitosana. Os sais de quitosana sdo sollveis em &gua e esta
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solubilidade depende do grau de deacetilacdo e do pH (ILLUM, 1998). O polimero é
biocompativel visto que ndo causa reacbes alérgicas ou problemas de rejeicao
degradando-se lentamente a amino agucares, que sdo completamente absorvidos pelo
organismo. Possui propriedades antimicrobiana e absorvedora de metais pesados,
como mercdrio, cadmio, chumbo e outros, além de possuir boa adesividade e
apresentar atividade de imunoestimulacdo (AGNIHOTRI et al., 2004). Devido as
propriedades mencionadas, a quitosana tem sido extensivamente utilizada no
desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos.

Na é&rea farmacéutica, a quitosana tem sido usada como um diluente para
compressao direta (NAGAI et al., 1984), como um veiculo para liberagio sustentada de
farmacos (HOU et al., 1985; KAWASHIMA et al., 1985; INOUYE et al., 1988) e também
para aumentar o grau de dissolugdo e a biodisponibilidade de farmacos insollUveis em
adgua (NAGAI et al., 1984).

No contexto de liberacdo de farmacos a quitosana vém sendo utilizada como
um excipiente para modificar a liberagdo de farmacos em formulagbes de
administracdo oral (IMAI et al., 1991; KRISTL et al., 1993), nasal (ASPDEN et al.,
1996), transdérmica (THACHARODI; PANDURANGA RAO, 1995) e topica (PERUGINI et
al., 2000) e na obtencdo de nanoparticulas para veiculagdo de proteinas, vacinas
(CALVIO et al., 1996) e DNA (CUI; MUMPER, 2001). Ainda como sistema de liberacdo
de farmacos, as microesferas de quitosana, tém sido utilizadas com sucesso para
farmacos como por exemplo, fosfato sodico de prednisolona (BERTHOLD et al., 1996),
indometacina (ORIENT et al., 1996), oxitetraciclina (Ml et al., 1997), progesterona
(JAMEELA et al., 1998), amoxicilina e metronidazol (SHAH et al., 1999), acido glicélico
(PERUGINI et al., 2000), tetraciclina (HEJAZI; AMIJI, 2002) e doxorrubicina (JANES et

al., 2001).
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No desenvolvimento de micro/nanoparticulas, a quitosana apresenta muitas
vantagens, dentre elas podemos citar: a habilidade de modificar a liberacdo de
substancias ativas; a possibilidade de utilizacdo de técnicas de obtencdo que nao
envolvam solventes organicos e a propriedade de mucoadesividade, que aumenta o

tempo de permanéncia no sitio de absorcao.

AcH AcH AcHM
O HO
o O 4
NHAC H MHAC
Quitina Ol

l Desacetilagdo parcial

H
CH MNHAC

Quitosana

Figura 05- Formacdo de quitosana a partir da desacetilacdo parcial da quitina.

A industria cosmética também tém explorado o uso de quitosana (LANG;
CLAUSEN, 1989; NAIDOO, 1992; ILLUM, 1998).
Assim, as microparticulas de quitosana parecem constituir sistemas promissores

para veiculacdo de ativos na pele.

1.2.2.2 Estratégias para a encapsulacéo de substancias ativas

microencapsulacdo é o processo de envolver substéncias ativas ou outros
compostos em um filme polimérico. Na maioria das aplica¢des cientificas as
particulas produzidas apresentam diametro médio que pode variar de 1 a

500 pm (MAGILL, 1990).
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O que torna o processo de microencapsulacao unico é o tamanho reduzido das
particulas e a sua versatilidade e adaptacdo a uma grande variedade de formas
farmacéuticas. Na escolha do método de microencapsulacdo é importante conhecer as
caracteristicas fisico-quimicas e quimicas do farmaco e do polimero. Quanto ao
farmaco, devemos conhecer a polaridade, a solubilidade e a estabilidade (luz, oxigénio,
calor) e, com relacdo aos polimeros, devemos conhecer a polaridade, a solubilidade, a
taxa de degradacdo, a estabilidade e o ponto de fusdo. Essas caracteristicas auxiliam
na escolha do método de encapsulacéo.

Os processos de obtencdo de sistemas microparticulados envolvem métodos
quimicos e fisicos. Os métodos quimicos mais utilizados compreendem: a coacervagao
simples, a coacervacdo complexa, a emulsdo e evaporacdo do solvente, a emulsdo e
difuséo do solvente e a polimerizacéo interfacial.

Dentre os processos mecanicos podemos citar: o spray drying, o revestimento
em leito fluidizado, a deposicdo eletrostatica, entre outros (THIES, 1996; KAS, 1997).

Muitos métodos de preparacdo de particulas sdo descritos na literatura, mas, o
método apropriado é determinado pela solubilidade do polimero e do farmaco e pelo

tamanho da particula desejada.

1.2.2.3 Microparticulas de quitosana

iferentes métodos tém sido usados para o preparo de micro/nanoparticulas
de quitosana. A selecdo do método depende de varios fatores, tais como
tamanho de particula desejado; tipo da molécula da substancia ativa, bem
como sua estabilidade térmica e quimica; reprodutibilidade do perfil cinético de

liberacéo; estabilidade do produto final e toxicidade residual associada com o produto
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final (AGNIHOTRI et al., 2004). Passaremos a descrever alguns dos métodos mais

utilizados.

1.2.2.3.1 Emulséo “cross-linking”

ste método utiliza o reativo grupo funcional amina da quitosana para fazer

um cross-linking (reacdo cruzada) com grupos aldeido dos agentes utilizados

para esse fim. Neste método, uma emulsdo agua em 6leo (A/Q) é preparada
por emulsificacdo da solucdo aquosa de quitosana na fase oleosa, utilizando como
estabilizante, um tensoativo adequado. A emulsdo estavel reage com um agente
apropriado, tal como o glutaraldeido para enrijecimento das particulas. As microesferas
sao filtradas e lavadas repetidamente com n-hexano, seguido por alcool e entédo secas.
Nishioka et al (1990) produziram microesferas de quitosana (agente de “cross-linking”:
glutaraldeido) contendo cisplatina. Varios outros farmacos foram encapsulados em
microesferas de quitosana, preparadas por este método, entre eles: diclofenaco sédico
(KUMBAR et al., 2002), teofilina (KAWASHIMA et al., 1985), 5-fluoracil (DENKBAS et

al., 1998), entre outros.

1.2.2.3.2 Coacervagao simples

a encapsulacdo por coacervacao simples, a quitosana é solubilizada em
adgua, por acidificacdo do meio. Mediante alteragdo da solubilidade da
quitosana, por alteracdo do pH ou adicdo de determinados &nions, como
sulfato, fosfato e polifosfato (BERTHOLD et al., 1996), ocorre a formagdo e a
precipitacdo das particulas. A separacdo das mesmas ¢é realizada por

filtragdo/centrifugacdo seguida por sucessivas lavagens com agua. Berthold et al
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(1996), produziram microparticulas de prednisolona, utilizando esse método. A
interleucina-2 (OZBAS-TURAN et al., 2002) constitui outro farmaco encapsulado em

microparticulas de quitosana utilizando a técnica de coacervacao simples.

1.2.2.3.3 Coacervacado complexa

coacervagdo complexa resulta da neutralizacdo mutua de dois polimeros
carregados com cargas opostas (FINCH, 1990; FAIRHURST; MITCHNICK,
1995). A quitosana sendo um polimero catibnico pode interagir com uma
série de polimeros anibnicos sintéticos ou naturais (Ex: goma arabica), para formar
coacervatos para microencapsulacdo. Foram obtidas por essa técnica nanoparticulas de

quitosana contendo DNA e doxorrubicina (MITRA et al., 2001).

1.2.2.3.4 Spray-drying

ste método € baseado na secagem de particulas atomizadas em um leito de ar
guente. Neste processo, primeiramente a quitosana é solubilizada em meio
aquoso contendo acido acético. O farmaco € solubilizado ou disperso nesta
solugdo e entdo um agente de “crosslink” é adicionado. Em seguida esta
solucdo ou dispersdo € atomizada em um leito de ar quente. A atomizagdo leva a
formacdo de pequenas gotas que, com a evaporacdo instantdnea do solvente,
originam as particulas. Através desse método foram obtidas microparticulas de

quitosana contendo cimetidina, famotidina e nizatidina (HE et al., 1999).
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1.2.2.3.5 Emulsdo/Evaporacédo do solvente

processo de evaporacdo do solvente consiste na solidificacdo da fase

interna de uma emulsdo, dando origem as microparticulas. A substancia

ativa pode ser dissolvida ou suspensa na dispersdo polimérica (material de
parede ou de revestimento) em solvente organico volatil. Esta fase é entdo
emulsionada num meio dispersante aquoso, que contém um tensoativo, responsavel
pela dispersdo das microcapsulas, evitando a sua aglomeragdo. O solvente é
evaporado a baixa temperatura e pressao reduzida. A solubilidade do polimero diminui
com a evaporagdo do solvente, formando as microcapsulas, que sdo separadas por
filtracdo ou por centrifugacdo (OLIVEIRA et al., 1992). Microesferas de quitosana
contendo cetoprofeno foram preparadas pelo método de emulsdo/evaporacdo do

solvente (GENTA et al., 1997).

1.3 Ativos e sistemas de liberacdo utilizados na terapia de
rejuvenescimento

s ativos para uso tdpico que estdo sendo empregados atualmente na

prevencdo e no tratamento do envelhecimento cutaneo, estdo distribuidos

nos seguintes grupos: hidratantes; anti-radicais livres (anti-oxidantes);

citoestimulantes (agem estimulando a proliferacdo de fibroblastos ou aumentando sua

atividade, resultando numa redensificacdo da pele); substancias que apresentam efeito
tensor; moduladores da contracdo facial; neurocosméticos e fotoprotetores.

Dentre as substéncias com acéo anti-radicais livres, podemos citar as vitaminas

A, C e E, bioflavonéides extraidos do Ginkgo biloba e da casca da maca e os silicios

organicos. Como redensificadores os penta e hexapeptideos tém sido normalmente

empregados. Um dos grupos de maior destaque € o das substancias que apresentam
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efeito tensor. Dentre elas podemos citar as proteinas extraidas do trigo e,

principalmente, o DMAE.

1.3.1 Dimetilaminoetanol (DMAE)

envelhecimento cutédneo € um fendmeno fisioldgico evolutivo e inevitavel.
Constitui num reflexo da idade biolégica do individuo e, nem sempre,
corresponde a idade cronologica.

O envelhecimento celular é acelerado pela influéncia do meio ambiente. A
exposicdo a radiacBes solares UVA e UVB é o principal fator externo que contribui para
o envelhecimento precoce. O envelhecimento provocado pela exposicdo ao sol é
chamado de fotoenvelhecimento. Os raios solares agem tanto em nivel intracelular
quanto extracelular.

As principais alteragbes que ocorrem na estrutura da pele com o
envelhecimento sdo a diminuicdo da espessura da epiderme devido ao aplainamento
dos cones interpapilares e a diminuicdo do nimero e do volume das células. As fibras
colagenas e elasticas, fundamentais na manutencdo do turgor e da estrutura da
camada dérmica, sofrem modificacBes estruturais que se refletem na superficie da
pele, com aparecimento de rugas. Nas regifes frequentemente expostas a radiacao
solar, a superficie da pele torna-se irregular com o aparecimento de uma coloragdo
amarelada e a evidenciagdo de pequenos vasos (telangectasia), caracterizando a
chamada elastose solar.

Atualmente, existem varias técnicas eficazes para o tratamento e a prevencao
do envelhecimento cutaneo, dentre elas podemos citar o tratamento clinico com
substancias anti-oxidantes, a utilizacdo de acidos e de substancias precursoras de

colageno, entre outras; a implantacdo de substéncias para preenchimento na correcéo
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de rugas e de sulcos (ex. colageno, acido hialurénico) e a injecdo local de toxina
botulinica. Dentre as substancias tdpicas mais utilizadas recentemente destaca-se o
dimetilaminoetanol (DMAE).

O DMAE é uma substancia naturalmente encontrada em peixes marinhos, tais
como a sardinha e o salmdo (PERRICONE, 2001). Trata-se de um analogo da colina e
precursor da acetilcolina (Ach). Sua estrutura quimica estd apresentada na Figura 06.

Desde 1970, varios autores tém estudado o efeito do DMAE na melhora da
cognicdo e da memdria em pacientes saudaveis e em pacientes com sindromes como o
autismo e o mal de Alzheimer (CAl, 1985; GEORGE et al., 1981; LAMBERT et al., 1978;
FERRIS et al, 1977; RUGGINENTI, 1974). Atualmente, a terapia oral com o DMAE esta
incluida em protocolos clinicos para pacientes pediatricos com hiperatividade. Essa
substancia pode ser utilizada na forma de diversos sais, incluindo o
acetamidobenzoato, o bitartarato, o hemisuccinato e o aceglutamato (MARTINDALE,
1999). Entretanto, as preparacdes comerciais disponiveis para uso interno e para uso
topico expressam sua dosagem ou concentracdo em relacdo ao DMAE base livre.

O advento do uso do DMAE em cosmetologia ocorreu quando alguns médicos,
que prescreviam essa substancia para o tratamento das patologias ja citadas,
observaram um efeito ndo esperado nos pacientes: o enrijecimento da musculatura do
pescogo. A partir dessa observagdo, o0 DMAE passou a ser utilizado também na forma
topica como ativo antienvelhecimento, estando inscrito no “Internacional Cosmetic
Ingredient Dictionary and Handbook” (1977), com o nome de Dimethyl MEA.

O DMAE tém sido utilizado como um ativo cosmético em preparagdes topicas
por demonstrar propriedades de elevacdo do seu tdnus com efeito imediato e a longo
prazo, sendo considerado um ativo eficaz no tratamento do envelhecimento cutaneo

(WALLO et al., 2002).
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Perricone (2001) demonstrou em seu trabalho que o DMAE apresenta
propriedade antioxidante, protegendo a pele dos danos causados pelos radicais livres,
além de estabilizar a membrana plasmatica, conferindo uma maior resisténcia ao
stress.

Estudos recentes demostraram que o DMAE promove o levantamento natural
das pélpebras (COLE; GISOLDI, 2002; WALLO et al., 2002), aumenta o tbnus da area
ao redor dos labios, melhora as linhas de expressdo na testa e apresenta um efeito
tensor na regido das bochechas (COLE; GISOLDI, 2002). Segundo UHODA et al
(2002), o DMAE aumenta o tonus da pele resultando em um rosto mais firme.

O uso tépico de DMAE demonstrou ser seguro em aplicagdes faciais a longo
prazo (GROSSMAN et al., 2002). O produto apresentou boa tolerancia, com nenhuma
reacdo de irritagdo significativa ou efeitos adversos durante todo o periodo de teste

(COLE; GISOLDI, 2002; GROSSMAN et al., 2002).

HC H H
N C C OH
H,c H H

Figura 06- Estrutura quimica do DMAE

1.3.1.1 Mecanismos de acdo do DMAE (uso t6pico)

provavel mecanismo de acdo do DMAE é o aumento da sintese da
acetilcolina (neurotransmissor responsavel pela contragdo muscular) que

leva a potencializacdo de seu efeito, pois os niveis de aceticolinesterase
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(enzima que degrada a acetilcolina) continuam em niveis fisiolégicos. A hipertonicidade
muscular leva ao efeito “lifting” ndo cirargico e residual (PERRICONE, 2001). O
mecanismo de acdo do DMAE esta representado de forma esquematica na Figura 07.

Haubrich et al (1981) em estudos realizados em ratos, demonstraram que o
DMAE inibe o metabolismo de colina nos tecidos periféricos, aumentando os niveis de
colina disponiveis. Desta forma, sugere-se que o DMAE possa agir também
diretamente sobre a sintese de colageno na derme, que possui também receptores

colinérgicos, ndo restringindo sua agao exclusivamente sobre a placa motora.

Membrana plasmatica Placa motora

DMAE

Figura 07- Representacdo esquematica do possivel mecanismo de acdo do DMAE



2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral

Face ao exposto, o presente trabalho tem por objetivo obter e caracterizar

microparticulas de quitosana contendo DMAE para o tratamento antienvelhecimento.

2.2 Objetivos especificos

- Encapsular o DMAE em microparticulas de quitosana pelo método de coacervagéo

simples e determinar o rendimento do processo.

- Caracterizar fisico-quimicamente as particulas, efetuando-se a analise morfol6gica
por MEV e a determinacdo do tamanho e da distribuicdo do tamanho das particulas

pela técnica de espalhamento de luz.

- Desenvolver e padronizar a metodologia analitica para a quantificacdo do DMAE.

- Determinar a eficiéncia de encapsulagéo.



3. MATERIAL E METODOS
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3.1 Materiais

3.1.1 Reagentes e solventes

- Acetonitrila (grau cromatogréfico,), Merck; lote 023353.

- Acido acético glacial P.A., teor 99,7%, Merck; lote 110077.
- Acido cloridrico P.A., teor 36,5-38,0%, Synth.

- Acido sulfarico concentrado P.A., Synth.

- Alcool metilico (grau cromatografico), J.T.Baker.

- Fosfato de sodio bibasico anidro P.A., teor min. 99,0%, Merck; lote 1065860500;
- Fosfato de sodio monobéasico monohidratado P.A., teor 98,6-102,0%, Synth; lote
55952.
- Hidroxido de sédio P.A., teor min. 97,00%, Synth; lote 61041.
- Permanganato de potéssio P.A., teor min. 99,0%, Synth; lote 85957.
- Polissorbato 80 (Tween 80), grau farmacéutico, Synth; lote 50925.
- Resina anionica DOWEX Basic Anion 1x2-400, Sigma Aldrich; lote 08513MB.
- Resina anibnica DOWEX Basic Anion 1x2-400, Sigma Aldrich; lote 07513DC.
- Resina catibnica DOWEX 50WX2-400, Sigma Aldrich; lotes #06923BD e #14809KA.
- Sulfato de sodio P.A., teor min. 99,0%, Synth.
A 4gua utilizada nos experimentos foi obtida em um sistema de filtragdo Milli

Q da Millipore.

3.1.2 Farmaco e polimero

- Dimetilaminoetanol L-bitartarato monohidratado (DMAE bitartarato), Viafarma; lote

HO80701 E.
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- Dimetilaminoetanol base livre (DMAE base livre), DEG; lote 9954-998R4
- Quitosana p6 (Hydagen HCMF), Cognis Brasil Ltda; massa molecular 50000 —

1000000, grau de deacetilacdo de no minimo 80%; lote 1317880.

3.1.3 Equipamentos e acessorios

- Agitador de tubos IKA, modelo MS1

- Agitador mecénico Heidolph, modelo RZR1, Alemanha.

- Analizador de imagens por dispersdo de luz, modelo Autosizer 4700, da marca
Malvern, EUA.

- Balanga analitica, capacidade 110 g, precisdo = 0,0001, Acculab.

- Banho de ultra-som, modelo T-14 (THORTON)

- Centrifuga Hettich Zentrifungen, modelo Rodofix 32.

- Coluna cromatografica LichroCART RP-18 (5um), 125mm x 4mm , Merck.

- Cromatografo a liquido marca SHIMADZU modelo SCL 10 A; detector ultravioleta com
comprimento de onda variavel, modelo SPD 10 AV, Integrador C-R 8 A, bombas LC 10
AT.

- Espectrofotdmetro UV-visivel modelo NIR Hitachi.

- Liofilizador — Virts.

- Microscépio eletrénico de varredura marca Leica, modelo Stereoscan 440, Alemanha.

- Microscépio Optico marca Zeiss, modelo Axioplan 2.

- Potenciostato/ galvanostato Altolab, modelo 30.

- Pré coluna RP-18 (5um), 4mm X 4mm, Merck.

- Sonicador de ponta de titanio.



31

3.2 Meétodos

3.2.1 Desenvolvimento do método de obtencdo das microparticulas de
quitosana

As particulas foram obtidas pelo método de coacervacéo simples.

As condigdes iniciais de preparo das microparticulas de quitosana contendo
DMAE foram baseadas no método proposto por Berthold et al (1996).

Por esta técnica, particulas sdo obtidas mediante a solubilizacdo do polimero
seguida da adicdo de um agente capaz de precipitar 0 mesmo originando derivados
insolaveis, resultando na formagéo das particulas.

O polimero utilizado foi a quitosana, que foi solubilizada em solu¢do de pH
acido e adicionada de uma solucéo de sulfato de sédio, como agente precipitante.

Algumas variaveis podem afetar esse processo, tais como o tipo e a quantidade
do agente precipitante, a massa molecular e a propor¢cdo da quitosana, além da
velocidade de adi¢cdo do agente precipitante.

O tipo e a porcentagem de quitosana empregados, bem como a escolha do
agente precipitante e a velocidade do fluxo de adicdo do mesmo, foram baseados nos
estudos preliminares de Berthold et al (1995).

Alguns destes parametros foram testados para adequacao das condi¢bes para o
preparo das particulas com as caracteristicas desejadas, o tipo e a velocidade de
agitacdo e a quantidade do agente precipitante (sulfato de s6dio) a ser utilizado.

Inicialmente alguns ensaios foram realizados com o intuito de se determinar o
ponto de precipitagdo do polimero para que se estabelecesse a quantidade de sulfato

de sédio a ser utilizada.
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3.2.1.1 Curva de precipitacado do polimero pelo sulfato de sédio

Para determinar a quantidade de sulfato de sédio necessaria utilizou-se a
técnica da turbidimetria. Em 50 mL de uma solu¢do de quitosana 0,25% (m/v) foram
adicionados volumes crescentes de uma solucdo de sulfato de sédio 20% (m/v),
conforme protocolo apresentado na Tabela 01. Em seguida efetuou-se a leitura das
amostras em 500 nm. Os dados obtidos foram relacionados em um gréafico da

porcentagem de sulfato de sédio e da absorvancia lida (nm).

Tabela 01- Protocolo experimental para a obtencdo da curva de precipitacdo do

polimero pelo sulfato de sodio.

volume adicionado de solucdo de 26 de sulfato de sédio na solucao

Na,S0O, 20,0%0 de quitosana
(mL) (m/v)
0 0
0,25 01
0.5 0,2
0,75 03
0,875 0.35
1.0 0,4
1,25 05
1.5 0,6
2,0 0,8
5.0 2,0
8.0 3,2

* Para 50 mL de solucéo de quitosana 0,25% (m/v)

3.2.1.2 Preparo das microparticulas inertes

Inicialmente foram obtidas particulas inertes de quitosana. Foi dissolvido 0,125¢g de
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guitosana em 50 mL de uma solug¢do aquosa contendo 2% de acido acético (v/v) e 1%
de polissorbato 80 (m/v). 2 mL de uma solucdo de sulfato de sodio 20% (m/v), foi
gotejada sobre a solucdo de quitosana (fluxo 5mL/min) sob agitacdo mecéanica a
velocidade constante de 400 rpm e banho de ultra-som. Apos a adi¢do do sulfato de
sodio, a agitacdo e banho de ultra-som foram mantidos por 1 hora.

A separacdo das microparticulas foi realizada por centrifugacdo a 3000 rpm por
30 minutos. ApOs a separacdo, as particulas obtidas foram lavadas com agua para
retirada do tensoativo e centrifugadas novamente, por 10 minutos. Este procedimento
foi repetido duas vezes. Em seguida a amostra foi congelada (amostra A)

O preparo das microparticulas foi repetido, variando-se a velocidade e o tipo de
agitacdo. Foram preparadas mais duas solucdes de quitosana, conforme descrito
acima. Na primeira solucéo, adicionamos 2mL de solu¢do de sulfato de sodio 20%
(m/v), gota a gota, a um fluxo de 5mL/min, estando a solugdo submetida ao sonicador
de ponta de titanio. Esta amostra foi denominada de amostra B. Na outra solucéo,
adicionamos 0 mesmo volume da solucéo de sulfato de sodio, sendo utilizado o mesmo
fluxo de adicdo, porém durante a adicdo a amostra foi mantida sob agitacdo mecanica
a velocidade constante de 600 rpm e banho de ultra-som. Apo6s a adicdo do sulfato de
sodio, a agitacdo e banho de ultra-som foram mantidos durante 10 minutos e em
seguida a amostra foi submetida ao sonicador de ponta de titdnio por 4 minutos. Este
Ultimo procedimento deu origem a amostra C. Nesses dois Ultimos processos, as
amostras foram centrifugadas por 15 minutos, a velocidade de 3000 rpm. As particulas
foram lavadas com agua destilada e centrifugadas novamente por 15 minutos. Este
procedimento foi repetido por duas vezes.

A influéncia das variaveis do processo sobre as caracteristicas das particulas foi

avaliada mediante a caracterizagdo morfolégica das mesmas.
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Tendo sido padronizado o preparo das microparticulas inertes, o mesmo

protocolo foi utilizado para a obtencdo das microparticulas contendo DMAE.

3.2.1.3 Preparo das microparticulas contendo DMAE (como bitartarato)

Foram preparados 100 mL de uma solu¢do aquosa de quitosana 0,25% (m/v)
em acido acético 2% ( v/v), contendo 1% ( m/v) de polissorbato 80 e 0,025% de
DMAE (como bitartarato). Foram adicionados sobre a solugdo de quitosana, 4 mL de
solugdo de sulfato de soédio 20% ( m/v), gota a gota, com um fluxo de 3 mL/min, sob
agitacdo mecénica a velocidade constante de 400 rpm e banho de ultra-som. Apos a
adicdo de sulfato de sédio, foram mantidos a agitacdo e banho de ultra-som, durante 1
hora. A separacdo das microparticulas foi realizada por centrifugacdo a 3000 rpm por
30 minutos. As particulas separadas foram lavadas com &agua destilada, sendo
centrifugadas novamente por 10 minutos. Este procedimento foi repetido duas vezes.

Em seguida a amostra foi liofilizada.

3.2.1.4 Preparo das microparticulas contendo DMAE base livre

Para o preparo da microparticulas de quitosana contendo DMAE base livre foi
necessario primeiramente proceder a neutralizacdo do DMAE base livre, que foi
efetuada utilizando-se &cido cloridrico 6 N.

Foram preparados 100 mL de uma solugdo aquosa de quitosana 0,25% (m/v) em
acido acético 2% (v/v) , contendo 1% (m/v) de polissorbato 80 e 0,025% de DMAE base
livre, previamente neutralizado, sendo aplicado o devido fator de correcdo. Foram
adicionados sobre a solu¢do de quitosana, 4 mL de solucdo de sulfato de sodio 20%

(m/v), gota a gota, com um fluxo de 3 mL/min, sob agitagdo mecénica a velocidade
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constante de 400 rpm e banho de ultra-som. Ap6s a adicdo de sulfato de sédio, manteve-
se a agitacdo a 400 rpm e banho de ultra-som, durante 1 hora. Centrifugou-se a amostra,
por 30 minutos, sob rotacdo de 3000 rpm. As particulas separadas foram lavadas com
agua destilada, centrifugando-se novamente por 10 minutos. Este procedimento foi
repetido duas vezes. Em seguida a amostra foi liofilizada.

O preparo das microparticulas de quitosana contendo DMAE esta representado

de forma esquematica na Figura 08.

— Agitador Mecéanico

Solucdo Sulfato
sédio (20%) O

SolugcGo Quitosana e
DMAE

.  Microparticulas de
Quitosana contendo DMAE

Figura 08- Esquema do processo de obten¢do das microparticulas de quitosana contendo DMAE

pelo método de coacervacdo simples.

3.2.2 Caracterizacao das microparticulas

3.2.2.1 Microscopia Optica

A formagdo das particulas contendo DMAE foi acompanhada pela observacédo

das amostras em microscopio Optico da marca Zeiss, modelo Axioplan 2, acoplado a
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um analisador de imagens Axiovision 3.1.
As particulas foram colocadas sobre uma lamina de vidro e examinadas, sendo

utilizado um aumento de 360 vezes.

3.2.2.2 Microscopia eletrbnica de varredura (MEV)

Os estudos da morfologia das particulas inertes e das particulas contendo
DMAE base livre foram efetuados em microscopio eletrénico de varredura da marca
Leica, modelo Stereoscan 440. As particulas foram fixadas sobre uma lamina de vidro e
recobertas com ouro, utilizando-se um Spulter Balzers SCD Coater antes da
visualizacdo. O aumento utilizado para os estudos das particulas inertes foi de 25000

X, a 20 Kv e para as particulas contendo DMAE base livre foi de 100000 X, a 20 Kv.

3.2.2.3 Andlise da distribuicdo do tamanho de particulas por
espalhamento de luz

A analise do tamanho das particulas e da distribuicdo de tamanho foi efetuada
por um equipamento de espalhamento de luz a laser (Zetasizer, Malvern, EUA). As
amostras, suspensdo de particulas, foram analisadas em uma cela de quartzo de 1 cm
de caminho 6ptico com controle da temperatura que foi mantida em 28°C. As amostras
foram preparadas em triplicata (n=3), e cada amostra foi analisada trinta vezes. A
andlise do tamanho das particulas foi efetuada pelo equipamento de 1 a 5000nm para
obtencdo do grafico da distribuicdo de tamanho e célculo do didmetro médio das

particulas.
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3.2.3 Desenvolvimento da metodologia analitica para a quantificacao do
DMAE

Foi realizada extensa revisdo da literatura e verificou-se que ndo existem até o
momento metodologias descritas para a quantificacgdo do DMAE. Considerando a
necessidade do doseamento do ativo nos estudos para a avaliacdo da eficiéncia de
encapsulacdo e do comportamento de liberacdo /n vitro, foram realizados varios
ensaios laboratoriais visando o desenvolvimento de uma metodologia analitica

adequada para a continuidade dos estudos.

3.2.3.1 Estudo eletroquimico

A analise para determinacédo do potencial eletroquimico do DMAE foi efetuada
utilizando um Potenciostato / Galvanostato AUTOLAB GSTAT, modelo 30, partindo de
um potencial negativo, -1,0 V, até um potencial positivo, 1,0 V. Utilizamos 0,1 mol.L™?
de cloreto de potassio (KCI) como eletrélito suporte, eletrodo de carbono vitreo como
eletrodo de trabalho, Ag/AgCl, como eletrodo de referéncia e um eletrodo auxiliar.

O estudo eletroquimico para o composto foi realizado em meio aquoso. Visando
verificar se 0 DMAE tratava-se de uma espécie eletroativa, realizou-se uma varredura

dentro do potencial do solvente.

3.2.3.2 Oxidacdo do DMAE através da reacdo com permanganato de
potassio e separacdo das amostras

3.2.3.2.1 Determinacédo das condicfOes de reacao

A reacdo de oxidagdo do DMAE foi realizada utilizando como agente oxidante o

permanganato de potéssio na concentracdo correspondente a 0,25 mol.L , em meio
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acido. O processo envolve uma reacdo de Oxido-reducdo entre o DMAE e o
permanganato. O permanganato em meio acido sofre uma reducéo, conforme ilustrado
na Figura 09, oxidando o DMAE. As amostras foram preparadas em tampdo fosfato
pH 7,4. O tempo de reacdo foi estipulado em 30 minutos, em temperatura ambiente

controlada (25°C), sob agitacdo magnética.

MnO, + 8H + 56 —> Mn" + H0

Figura 09- Reacdo de reducédo do permanganato em meio &acido

3.2.3.2.2 Preparo das colunas de troca idnica

Para a separacdo do DMAE foram preparadas duas colunas de troca idnica, uma
cationica e outra anidnica, montadas em buretas de 25 mL, fixando-se um volume de 4
mL. A coluna catidnica foi trocada a cada duas amostras e, entre as amostras a coluna
foi tratada com agua destilada e solu¢éo de &cido cloridrico a 0,1 mol.L . A remoc¢éo
do acido cloridrico foi realizada mediante lavagem com agua destilada (2 vezes). O
tratamento da coluna anibnica foi realizado somente através de lavagem com agua

destilada, apés a passagem de cada amostra de estudo.

3.2.3.2.3 Oxidagao do DMAE base livre por reagcdo com permanganato de
potassio e separacdo das amostras

Para verificar a possibilidade de oxidagéo por esta via, foi induzida inicialmente

a oxidacdo do DMAE base livre. Para tanto, foram preparadas duas amostras na

concentracdo correspondente a 1,0x10 mol.L , uma em meio aquoso e outra em

tampao fosfato pH 7,4. Uma aliquota de 10mL de cada solucéo, foi adicionada de 1 mL



39

de acido sulfarico concentrado e duas gotas da solucdo de permanganato de potassio
a 2,5x10 mol.L , deixando reagir de acordo com as condigbes descritas
anteriormente. A reacdo de oxidacdo do DMAE esta apresentada na Figura 10. Em
seguida as amostras foram separadas em coluna catidnica e submetidas a uma

varredura na regido do ultravioleta-visivel (200- 700nm).

HC H H _BC 4y o 0 KC W o
N cCcoH =2, Ncc £ N<cCc c oH
HC H H HC H H HC H

Figura 10- Reacdo de oxidacdo do DMAE

3.2.3.2.4 Oxidacdo do DMAE (como bitartarato) por reacdo com
permanganato de potassio e separa¢ao das amostras

10 mL de uma solu¢cdo mde de DMAE (como bitartarato) na concentracdo
correspondente a 1,0x10 mol.L em tampéo fosfato pH 7,4 foi preparada e diluida de
modo a se obter solu¢Bes com concentragfes correspondes a 6,0, 5,0, 2,5 e 1,0x10 4
mol.L ©. Aliquotas de 10mL de cada amostra foram adicionadas de 1 mL de &cido
sulfarico concentrado e duas gotas de solucdo de permanganato de potassio a 0,25
mol.L ! (a quantidade empregada representa um excesso), deixando reagir conforme
as condicBes ja descritas. As amostras foram separadas utilizando coluna catibnica e
anibnica. O procedimento de reagdo e separacdo estd apresentado na Figura 11. As
amostras obtidas apdés purificacdo foram analisadas no espectrofotbmetro, na regido

do ultravioleta (220 nm).
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Coluna Catidnica Coluna Anidnica
] P —1
Ty """
. . e, LAY

Solucao de DMAE, bitartarato +
Solugao KMnO,,

Figura 11- Representacdo esquematica do processo de oxidacdo do DMAE por reagdo com

permanganato de potassio e separa¢cdo da amostra

3.2.3.2.5 Analise do DMAE (como bitartarato) utilizando
espectrofotometria na regiéo do ultravioleta

As medidas de absorcdo foram efetuadas em um espectrofotdmetro UV-visivel-
NIRHitachi modelo U-3501, utilizando cubeta de quartzo de 1,00 cm de caminho

optico, com leitura em 220 nm.

Curva analitica

Para a construcdo da curva analitica, foram utilizadas as solugbes obtidas no

processo de oxidacdo e separacdo do DMAE (como bitartarato), descrito
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anteriormente. Estas solu¢Bes foram analisadas mediante leitura na regido do UV em
220 nm e os resultados obtidos relacionados em um grafico onde foram colocadas no
eixo das abscissas as concentracdes das solucdes e no eixo das ordenadas os valores

de absorvancia.

3.2.3.3 Oxidacdo do DMAE base livre através da reacdao com cloro e
separacdo das amostras

3.2.3.3.1 Determinacéo das condicdes de reacdo

O método para a oxidagdo do DMAE envolve uma reagdo de transferéncia de

elétron na qual o DMAE é oxidado. Como agente oxidante foi testado o cloro (Cl).

Inicialmente foi determinado o potencial de oxidacdo do DMAE, através da técnica de
voltametria de pulso diferencial.

As medidas de voltametria de pulso diferencial (VPD) foram realizadas com
uso de um potentiostato-galvanostato AUTOLAB PGSTAT, modelo 30, partindo de um
potencial negativo, -1,0 V, até um potencial positivo, 1,5 V. A célula eletroquimica foi
constituida de trés eletrodos: o eletrodo de trabalho foi de carbono vitreo; eletrodo
auxiliar de platina e como eletrodo de referéncia foi utilizado Ag/AgCl. Os complexos
foram dissolvidos em solucdo fisioldgica de Krebs modificada com a seguinte
composi¢do (em mmol.L ): NaCl 130,0; KCI 4,7; KHPO 1,18; MgSO 1,2; CaCl 1,6;
NaHCO 14,9; glicose 5,5 e EDTA 0,026 em pH = 7,4. Todas as medidas foram

efetuadas em solucdo previamente desoxigenada com argoénio.
As amostras foram preparadas em tampao fosfato pH 7,4. O tempo de reacdo
com o cloro foi estipulado em 30 minutos. A reagdo foi realizada em temperatura

ambiente controlada (25°C), sob agitacdo magnética. A obtencdo do cloro (Cl) foi
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realizada mediante reacdo de permanganato de potassio com &cido cloridrico (HCI),
sendo padronizado o uso de 1,5 g de permanganato e 30 mL de HCI 6 N. Para eliminar
0 excesso de cloro apoés reacdo, foi borbulhado argdnio, por um tempo estipulado em

30 minutos, sob agitacdo magnética.

3.2.3.3.2 Preparo das colunas de troca ibnica

Para a separacdo do DMAE foram preparadas duas colunas de troca ibnica, uma
catidnica e outra anibnica. Foi utilizado somente um tipo de resina catibnica e dois
tipos de resina anibnica, cujas formulas moleculares estdo descritas abaixo:

Resina “A”: C29H34CIN
Resina “B”: C31H39CIN

Os primeiros ensaios foram efetuados utilizando-se resina catiOnica e resina
anibnica “A”. As colunas foram montadas em buretas de 25 mL, com as respectivas
resinas, fixando-se uma massa de 1,5 g. As colunas foram trocadas a cada amostra.
Os ensaios posteriores foram efetuados com a resina anidonica “B”. Nesta nova
condicdo, foram efetuados véarios ensaios, utilizando-se diferentes quantidades das

resinas catidnica e anidnica.

3.2.3.3.3 Oxidacdo do DMAE base livre por reacao com cloro

100 mL de uma solugdo mée de DMAE base livre na concentragio

correspondente a 1,0x10 *mol.L em tamp&o fosfato pH 7,4 foi preparada e diluida de
modo a se obter solugcdes em diversas concentracdes, em uma faixa de 1,0x10 " a

7,0x10 °mol.L .
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Aliguota de 10 mL de cada amostra, recebeu borbulhamento de cloro, obtido
segundo procedimento descrito anteriormente, durante 5 minutos sob agitacgao,
deixando reagir por mais 25 minutos, ainda sob agitacdo. Em seguida as amostras
receberam borbulhamento de argénio, segundo procedimento j& descrito e foram

separadas mediante passagem das mesmas por coluna catibnica e anionica.

3.2.3.3.4 Separacéo das amostras

Cada amostra obtida ap6s oxidacdo foi passada primeiramente na coluna
cationica, sendo a amostra recolhida em um bequer e a coluna lavada com 5mL de
agua milliQ, recolhendo-se a agua de lavagem no mesmo bequer. Em seguida a
amostra foi passada na coluna anibnica, seguindo-se 0 mesmo procedimento descrito
para a coluna catidnica. Cada amostra foi transferida para um baldo volumétrica de 50
mL, completando-se o volume com agua milliQ.

A amostra referente & concentracdo de 1,0x10° mol.L foi submetida a uma

varredura na regido do ultravioleta-visivel (200-500 nm), para determinar o
comprimento de onda de maior absor¢cdo. Para tanto, foram utilizados
espectrofotometro 800 XI da marca FEMTO e cubeta de quartzo de 1,00 cm de
caminho Optico. Todas as amostras referentes as concentragfes estudadas foram
analisadas por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia).

As Figuras 12 e 13 mostram o aparato montado para a oxidacdo do DMAE

através da reacdo com cloro e o processo de separacdo das amostras.



Figura 12- Aparato montado para a oxidagdo do DMAE através da reagdo com cloro

anionica cationica

Figura 13- Sistema utilizado para separacdo do DMAE

44
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3.2.3.4 Eletrélise a potencial controlado

A eletrolise a potencial controlado foi realizada com uso de um potentiostato-
galvanostato AUTOLAB PGSTAT, modelo 30. A célula eletroquimica foi constituida de trés
eletrodos: o eletrodo de trabalho foi rede de platina; eletrodo auxiliar de platina e o
Ag/AgCl foi utilizado como eletrodo de referéncia. Os complexos foram dissolvidos em

solu¢do fisioldgica de Krebs modificada com a seguinte composicdo (em mmol.L ): NacCl
130,0; KCI 4,7; KHPO 1,18; MgSO 1,2; CaCl 1,6; NaHCO 14,9; glicose 5,5 e EDTA 0,026

em pH = 7,4. Todas as medidas foram efetuadas em solugdo previamente desoxigenada

com argbnio. O aparelho utilizado para a eletrélise esta representado pela Figura 14.

Figura 14- Aparelho utilizado para eletrélise

A oxidacdo do DMAE base livre por eletrélise foi induzida inicialmente utilizando-
se 10 mL de uma amostra concentrada de DMAE base livre (0,5 mol.L ), previamente
neutralizado com HCL 6 N, em meio tampao fosfato pH 7,4. Apés eletrélise essa
amostra foi diluida em tampao fosfato pH 7,4, na proporcédo de 1:9, sendo efetuada

uma varredura na regido do ultravioleta-visivel (200500 nm). Para esta andlise foram
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utilizados espectrofotdbmetro 800 XI da marca FEMTO e cubeta de quartzo de 1,00 cm
de caminho éptico.

Posteriormente foi preparada uma solucdo estoque de DMAE base livre,
previamente neutralizado, na concentracdo de 1,0x10 mol.L , em tampdo fosfato pH
7,4. A partir desta solucdo foram preparadas amostras de 10 mL do composto nas
concentracdes correspondentes a 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 5,0 e 6,0x10 mol.
L em tampdo fosfato pH 7,4. Essas amostras foram eletrolisadas, utilizando-se uma
carga elétrica necessaria para efetuar oxidagdo com envolvimento de 2 e, calculada
pela seguinte formula:

Q =n moles x Fxn €, onde:

Q = carga elétrica

F ( faraday) = 96450C

Os processos de eletrélise das amostras foram controlados por gréficos,
relacionando carga elétrica aplicada em coulomb (C) x tempo (s). A equacdo de

eletrolise do DMAE base livre esta apresentada na Figura 15.

HO CH, CH, N(CH3).+ 2e + 2H;0"(aq) HOOC CH, N(CHs), + H,0

Figura 15- Equacao de eletrélise do DMAE base livre

3.2.4 Desenvolvimento e validacdo da metodologia analitica por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para quantificacao
do DMAE

3.2.4.1 Estabelecimento dos parametros cromatograficos

Apéds estudos preliminares, foram determinadas as condi¢Ges definitivas para a

quantificacdo do DMAE por CLAE, que foram as seguintes:
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- coluna cromatogréfica LichroCART RP-18 (5 um), 125mm X 4mm, Merck

- pré-coluna RP-18 (5 um), 4mm X 4mm, Merck

- fase mével composta por tampéo fosfato pH 7,4: acetonitrila (99,5: 0,5 v/v)
- fluxo da fase mével de 0,5 mL.min

- volume de injecdo de 20 puL

- presséo de trabalho de 62 Kgf

3.2.4.2 Analise cromatogréafica do DMAE oxidado através de reacdo com o
cloro

No desenvolvimento desta metodologia, empregou-se a padronizacdo externa,
utilizando como padrdo o DMAE base livre, previamente neutralizado e oxidado
através de reacdo com o cloro. O comprimento de onda para detecgdo, determinado

com base no espectro de absorcdo na regido do UV foi 208 nm.

Curva analitica

Para a construcdo da curva analitica, foram utilizadas solucdes de DMAE base

livre na faixa de concentracdo de 2,0 a 4,0x10 mol.L , obtidas apds processo de

oxidacdo e separacdo realizada com colunas catibnica e aniénica (montada com resina
anibnica descrita anteriormente como resina “A”). Estas solu¢gbes foram analisadas por
CLAE na regido do UV a 208 nm e os resultados obtidos relacionados em um grafico,
onde foram colocadas, no eixo das abscissas as concentracdes das solucdes e no eixo

das ordenadas as alturas dos picos obtidos.
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3.2.4.3 Validacao do método

Na validacdo da metodologia, empregou-se a padronizacdo externa, utilizando
como padrdo o DMAE base livre oxidado previamente por eletrélise, conforme
processo ja descrito. O comprimento de onda utilizado para deteccdo, determinado

com base no espectro de absorcdo na regido do UV, foi 208 nm.

3.2.4.4 Solucbes-padréo

Uma solucdo estoque do DMAE base livre, previamente neutralizado com HCI
6N, na concentragdo de 1,0x10 mol.L foi preparada em tampéo fosfato pH 7,4. As
demais solugbes foram preparadas nas concentragdes de 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0 e

6,0x10 mol.L , em tampao fosfato pH 7,4, através de diluicbes da solugao estoque.

3.2.4.5 Calibracéao e linearidade

Através de diluicBes da solucéo estoque do DMAE base livre (1,0x10 mol.L )

foram preparadas solucdes na faixa de concentragdo de 1,5 - 3,5x10“* mol.™. 10 mL de
cada amostra foi inicialmente eletrolisada, segundo procedimento ja descrito, para
entdo serem analisadas por CLAE.

O gréfico de calibragdo foi feito colocando-se no eixo das abscissas as
concentracdes das solucbes de DMAE, previamente eletrolisadas e no eixo das
ordenadas as alturas dos picos obtidos. A linearidade do método analitico foi avaliada
de forma semelhante & descrita acima, expandindo-se a faixa de concentracdo das

solucdes do DMAE base livre (1,5 - 6,0x 10 mol.L™). A proporcionalidade entre a
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concentracdo e a resposta foi realizada mediante a obtencdo de uma curva padréo, do

calculo do coeficiente de correlacéo (r) e da equacédo da reta.

3.2.4.6. Precisao e exatidao

A precisdo (CV%) e a exatiddo (E%) do método analitico foram testadas por
andlises inter e intra-ensaios.

Para avaliar a precisdo e exatidao inter e intra-ensaio foi feito um gréafico de
calibracdo, no intervalo de concentracéo de 1,5x10™ - 3,5x10™ mol.L™*. Na precisdo e
exatiddo intra-ensaio foram analisadas cinco amostras, no mesmo dia, nhas
concentracdes de 1,5; 2,5 e 3,5x10 “mol.Lt A precisdo e exatiddo interensaios foram
avaliadas em trés dias consecutivos, nas mesmas concentracbes das amostras
descritas anteriormente. Este ensaio foi feito em duplicata. Todas as amostras
envolvidas nos referidos ensaios foram primeiramente eletrolisadas, segundo
procedimento ja descrito, para em seguida serem analisadas por CLAE. Os calculos
para avaliar a precisdao do método foram efetuados usando-se os graficos de calibracéo
e as dispersdes em relacdo aos valores médios foram expressas como coeficiente de

variagao (CV):

CV==x100
X

onde: S = estimativa do desvio padréo

X = média dos valores obtidos
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Para os calculos da exatiddo (E) foram utilizadas as médias das concentracGes
obtidas nos estudos intra e interensaios e a concentracdo real presente na amostra,

segundo a férmula:

concentracao obtida - concentracao real
= X

E 100

concentragao real

3.2.4.7 Limite de quantificacdo

O limite de quantificacdo (LQ) do método analitico foi testado, calculando-se os
valores da precisdo (CV%) e da exatiddo (E%), referentes a menor concentracdo da
curva analitica (1,5x10* mol.L™?), através de andlises intra-ensaio.

Para avaliar o limite de quantificacdo foi feito um grafico de calibracdo, no
intervalo de concentracdo de 1,5x10” - 3,5x10™ mol.L™", sendo analisadas cinco
amostras, no mesmo dia, na concentracdo de 1,5 x 10“ mol L™. Todas as amostras
envolvidas nos referidos ensaios foram primeiramente eletrolisadas, segundo

procedimento ja descrito, para em seguida serem analisadas por CLAE.

3.2.5 Eficiéncia de encapsulacao

Inicialmente foram pesados 12,24 mg de particulas liofilizadas de quitosana,
contendo DMAE base livre. As particulas foram colocadas em um tubo de ensaio,
sendo adicionadas de 2 mL de uma solu¢do de acido cloridrico 0,12 N. A amostra foi

agitada, com o auxilio de um agitador de tubos, durante 5 minutos, a uma velocidade
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de 1500 rpm. Em seguida a amostra foi colocada no banho de ultra-som por 30
minutos.

Apés o rompimento das particulas, a amostra foi filtrada, através de um filtro
para seringa sendo recolhida em um baldo de 25 mL. O volume foi completado com
solucdo tampdo pH 7,4. Essa amostra corresponde a uma concentracdo tedrica de

DMAE base livre de 5,0x10 mol.L * e foi denominada de amostra “a”. Uma aliquota de

10 mL dessa solucdo foi eletrolisada, segundo os procedimentos ja descritos e
analisada por CLAE.

Uma segunda amostra foi preparada, da mesma maneira que a anterior, porém
foram utilizados 8,6 mg de particulas liofilizadas de quitosana contendo DMAE base
livre. Essa amostra corresponde a uma concentracdo tedrica de DMAE base livre de 3,5
x10 mol.L ! e foi denominada de amostra “b”.

Para avaliar a eficiéncia de encapsulacdo foi feito um grafico de calibracédo, no
intervalo de concentracdo de 1,5x10™ - 3,5x10™ mol.L™. As duas amostras foram
avaliadas no mesmo dia e os calculos foram efetuados usando-se o gréafico de
calibracao.

EE=(M:/M5) x 100,

onde: EE=eficiéncia de encapsulacdo, M;=massa de DMAE encontrada nas

microparticulas e M,=massa de DMAE da formulacao.



4, RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 Curva de precipitacédo do polimero pelo sulfato de sédio

Os dados obtidos nas analises por turbidimetria estdo apresentados na Figura

16, e mostra a relacdo entre a absorvancia e a concentracdo de sulfato de sddio

utilizada.

Absorvancia (500 nm)
o
o
L 4

0,2

O * I I I 1
0 1 2 3 4

% sulfato de sodio (m/v)

Figura 16- Curva turbidimétrica do sulfato de s6dio

Os resultados permitiram estabelecer a concentracdo de solucdo de sulfato de
sodio a ser utilizada para a precipitacdo do derivado do polimero, ficando estabelecida

a porcentagem de 0,8.

4.2 Desenvolvimento do método de obtencdo das microparticulas de
quitosana contendo DMAE

O processo de obtencdo das microparticulas de quitosana foi baseado no

comportamento desta em relacdo a solubilidade, sendo a mesma fracamente soluvel
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em 4gua. A adicdo de acido acético, melhora a solubilidade como resultado da
protonacdo do grupo amino. A solubilidade da quitosana é dependente também da
presenca de outros anions em solucdo, que podem aumentar ou diminuir sua
solubilidade. O &nion sulfato diminui sua solubilidade, sendo por esta razéo, escolhido
para a formacdo das microparticulas.

A quitosana foi empregada em uma concentracdo de 0,25% (m/v), sendo
necessaria a adicdo de 1% de polissorbato 80, para estabilizar a suspensao e evitar a
formacéo de aglomerados. As particulas formadas foram separadas por centrifugacéo
e liofilizadas.

A massa total de particulas apos liofilizacdo foi determinada para a realizacdo
do célculo do rendimento do processo. O método desenvolvido apresentou um
rendimento de 72% para o processo de obtencdo das microparticulas a partir do DMAE
(como bitartarato) e de 90% para o processo de obtencdo das microparticulas a partir

do DMAE base livre.

4.3 Caracterizagcdo morfoldégica das microparticulas contendo DMAE por
microscopia optica

Durante o processo de obtengédo dos sistemas, algumas laminas foram obtidas e

analisadas em microscépio Optico. Pode-se observar a formacdo de particulas,

indicando que o método de coacervacao simples possibilitou a formacéo dos sistemas.

4.3.1 Microparticulas contendo DMAE (como bitartarato)

A imagem dos sistemas obtidos esta apresentada na Figura 17.
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Figura 17- Fotografia das microparticulas contendo DMAE (como bitartarato). Aumento de 320X

A andlise da Figura 17 permitiu observar que as particulas formadas possuem

forma esférica, com uma distribuicio de tamanho homogénea e auséncia de

agregados.

4.3.2 Microparticulas contendo DMAE base livre

A imagem dos sistemas obtidos estd apresentada na Figura 18.
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Figura 18- Fotografia das microparticulas contendo DMAE base livre. Aumento de 320X

A andlise da Figura 18 permitiu observar que as particulas obtidas possuem

forma esférica, distribuicdo de tamanho homogénea e auséncia de agregados.

4.4 Caracterizacdo morfologica das microparticulas por microscopia
eletrénica de varredura (MEV)

A andlise do tamanho de particulas submicroscépicas é atualmente realizada
através de espectroscopia de correlacéo de fotons (PCS).

Esta técnica é capaz de fornecer o raio hidrodindmico de particulas coloidais, o
gual pode ser calculado através da equagdo de Einsten-Stokes onde € determinado o
coeficiente de difusdo das particulas através da variacdo do espalhamento de luz

causado pelo movimento Browniano das particulas.

D= KT/6mR,

onde K é a constante de Boltzmann, T a temperatura absoluta, n a viscosidade do

meio e R, o0 raio hidrodindmico. Como R;, aumenta quando o coeficiente de difusédo
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diminui, é necessario realizar diluicbes das amostras a fim de que a concentracdo das
particulas ndo interfira na difusdo. Cuidado especial deve ser dado a temperatura e
viscosidade uma vez que pequena variacdo destes parametros pode causar erro nas
determinacdes de tamanho (HASKELL, 1998; NEW, 1990; FROKJAER et al., 1989).

A técnica de light scattering consiste em incidir sobre determinada amostra um
feixe de luz laser de He-Ne de 10 mW (632 nm), de modo que as particulas espalhem
luz. A luz espalhada é captada por uma célula fotomultiplicadora que transforma a luz
captada em sinal, o qual é enviado ao correlator onde é feito o processamento dos
dados. Estes sdo enviados para um computador onde um software realiza os calculos
fornecendo os valores de tamanho médio e indice de polidispersidade, entre outros

(HASKELL, 1998; NEW, 1990; FROKJAER et al., 1989).

4.4.1 Microparticulas inertes

A imagem do sistema obtido esta apresentada na Figura 19.

Figura 19- Fotomicrografia da microparticula inerte de quitosana, referente a amostra “A” .

Aumento de 25000X
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A andlise da Figura 19 permitiu verificar que as particulas obtidas apresentam

forma esférica com superficie irregular e auséncia de agregados.

4.4.2 Microparticulas contendo DMAE base livre

As imagens dos sistemas obtidos estdo apresentadas nas Figuras 20 e 21.

Figura 20- Fotomicrografia das microparticulas de quitosana contendo DMAE base livre.

Aumento de 15000X
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Figura 21- Fotomicrografia das microparticulas de quitosana contendo DMAE base livre.

Aumento de 100000X

A andlise das Figuras 20 e 21 permitiu verificar que as particulas obtidas

apresentam forma esférica e auséncia de agregados.

4.5 Analise da distribuicdo do tamanho das particulas por espalhamento
de luz

A anélise da distribuicAo do tamanho das particulas foi realizada através de

espectroscopia de correlacéo de fétons (PCS).

4.5.1 Particulas inertes

Os resultados da distribuicho do tamanho das particulas inertes por
espalhamento de luz, referentes as amostras A e C, estdo apresentados na Tabela 2 e

nas Figuras 22 e 23.
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Tabela 2- Tamanho das particulas (nm) e distribuicdo granulométrica (%) referente as

amostras Ae C

Amostras Diametro (nm) Distribuicao granulométrica (%0)
A 2187,8 91,7
2754,5 8,3
C 961,8 64,0
1211,0 28,6
152,3 7.4

100 -

80 -

60 -

40 |

20 -

Fracdo granulométrica (%)

0 T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Diametro (nm)

Figura 22- Gréfico representativo da distribuicdo do tamanho de particulas referente a amostra A

70
60 -
50
40 ~
30 +
20
10
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 250 500 750 1000 1250 1500
Diametro (nm)

Fragdo granulométrica (%)

Figura 23- Gréfico representativo da distribuicdo do tamanho de particulas referente a amostra C
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4.5.2 Particulas contendo DMAE base livre

O resultado da distribuicdo do tamanho das particulas contendo DMAE base

livre por espalhamento de luz, esta apresentado na Tabela 3 e na Figuras 24.

Tabela 3- Tamanho das particulas (nm) e distribuicdo granulométrica (%) referente a

amostra preparada com DMAE base livre

Amostra Diametro (nm) Distribuicdo granulométrica (26)

preparada com 419,5 78,4

DMAE base livre 528,2 21,6

120 -
100 -
80 +
60 -
40 -
20 ~

Fracéo granulométrica (%)

0 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600

Diametro (nm)

Figura 24- Gréfico representativo da distribuicdo do tamanho de particulas referente a amostra

preparada com DMAE base livre

A analise dos resultados mostrou que as particulas referentes a amostra A,
preparadas utilizando agitacdo mecanica, apresentaram uma distribuicdo de tamanho
homogénea, sendo que 91,7% das mesmas apresentaram didmetro médio de 2,2um.

Na amostra B, obtida utilizando-se sonicador de ponta de titanio durante adicdo do
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agente precipitante, ndo foi verificada a formacdo de particulas ou estas romperam-se
durante o processo. Na amostra C, preparada modificando-se o padrdo de agitacédo
descrito por Berthold et al (1996), a distribuicdo de tamanho ndo apresentou
homogeneidade. Com relagdo a amostra preparada com DMAE base livre, com base no
método proposto por Berthold et al (1996), as particulas apresentaram uma
distribuicdo de tamanho homogénea, com didametro entre 419,0 e 528,0 nm. O padrao

de distribuicdo € monomodal, perfil interessante para a veiculacdo de farmacos,

considerando que a area é um fator importante no perfil de liberacdo dos mesmos.

4.6 Desenvolvimento da metodologia analitica para a quantificacdo do
DMAE

4.6.1 Estudo eletroquimico do DMAE

O conceito de quantificacdo por método eletroquimico baseia-se numa reacéo
de 6xido — reducdo, fornecendo ou removendo elétrons de um condutor eletrénico (o
eletrodo). A corrente resultante é proporcional a concentracdo do reagente e é
convertida para uma voltagem e registrada convencionalmente. Uma das técnicas de
utilizacdo de corrente eletroquimica bastante utilizada é a Pulso - Amperometria, na
qual o potencial é repetidamente pulsado entre dois valores. A corrente a cada
potencial ou a diferenca entre essas duas correntes (pulso diferencial amperométrico),
pode ser utilizado com vantagens para um grande numero de aplicacfes (KISSINGER;
HEINEMAN, 1984).

Considerando a estrutura quimica do composto em questdo, a quantificacdo do
mesmo provavelmente poderia ser realizada mediante a utilizacdo de um detector
eletroquimico. O processo seria coerente com a oxidacdo da espécie para um derivado

aldeidico ou &cido carboxilico, conforme ilustrado na Figura 25. Assim optamos pela
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determinacdo do potencial eletroquimico do composto, utilizando a técnica de pulso

diferencial.
HC H H _BC W o . HWC w0

N C COH 5., Nc c =& N C C OH
H,C H H H.,C H H H,C H

Figura 25- Oxidacdo do DMAE

No entanto, os resultados iniciais indicaram que a substancia provavelmente néo

¢ eletroativa, conforme demonstrado na Figura 26.

3,00E-007

2,80E-007 —
2,60E-007 —
2,40E-007 —
2,20E-007 —

2,00E-007

iIA

1,80E-007

1,60E-007 +

1,40E-007 fase movel
Base livre
1,20E-007

-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0
E/V

Figura 26- Registro da pulso - amperometria do DMAE base livre

Supostamente isto ocorreu devido ao fato da reacédo de oxidacdo do composto
ser lenta e, em se tratando de uma analise onde a detec¢cdo ocorre mediante uma
reacdo de superficie, envolvendo a troca entre o eletrodo e o composto, a reacdo entre

as espécies envolvidas deve ser rapida para permitir a deteccao.
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4.6.2 Oxidacdo do DMAE através da reacdo com permanganato de
potassio e separacdo da amostra

4.6.2.1 Espectrofotometria da amostra referente ao DMAE base livre na
regido do ultravioleta-visivel, ap6s oxidacdo com permanganato
de potassio e separacdo da amostra

—» 220nm | emmeio aquoso

Absorbéancia

"

' T . T . T y T Y T :
200 300 400 500 600 700 800

comprimento de onda (nm)

Figura 27- Espectro de absorcdo do DMAE base livre na regido do ultravioleta-visivel apés

oxidacdo com permanganato de potéssio

A analise do espectro de absorcdo, apresentado na Figura 27, permitiu observar
gue o composto absorveu no comprimento de onda de 220 nm, coerente com grupo
cromoforo apresentado apds a oxidacdo do mesmo. Desta forma, verificamos que a
inducéo da reagdo de oxidacdo do DMAE é viavel dentro das condigdes estabelecidas.
Notamos ainda que o processo de separacdo foi satisfatorio, nestes estudos preliminares,
considerando a remocao dos céations e anions que poderiam interferir na leitura.

Assim, com o objetivo de verificar a linearidade do método as amostras foram
preparadas (oxidadas e separadas) em diferentes concentracdes para a elaboracdo da

curva analitica.
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1,4

referente as amostras de
bitartarato) apds oxidacao e separacao
A curva analitica esta apresentada na Figura 28.
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DMAE (como

Figura 28- Curva analitica referente as amostras de DMAE (como bitartarato) apds oxidacédo

com permanganato de potassio e separagao

A avaliacdo da linearidade do método foi obtida construindo-se a curva analitica

e obtendo-se a equacéo da reta e o coeficiente de correlacéo linear (r).

O valor do coeficiente de correlagdo encontrado foi de 0,97677, indicando que o

método apresenta linearidade na faixa de concentracdo estudada.

Foram realizados estudos posteriores, em diversas concentracdes, ndo sendo

obtido reprodutibilidade nos experimentos, devido a dificuldade na separacdo do

composto, principalmente pela saturacédo da resina pelo permanganato.

4.6.3 Oxidacdo do DMAE base livre através de reacao com cloro

4.6.3.1 Voltametria de Pulso Diferencial

A Figura 29 ilustra o perfil da curva corrente x potencial para o DMAE base
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livre. Verifica-se a existéncia de um sinal anddico em 1 V vs Ag/AgCl, o qual é atribuido
a oxidacdo do DMAE segundo a equacado ja mostrada na Figura 15. As Figuras 30 e
31 mostram o decréscimo da corrente de pico anddico durante a eletrélise a potencial

controlado a 1,1 V.

2,0x10°
Ny N O\
N H
1,5x10° | ‘
< 1,0x10°
s X
5,0x10°
—_—
0,0 4
T T T T T T T T T T
-1,0 0,5 0,0 0,5 1,0 1,5

E (V vs Ag/AgCl)

Figura 29- Voltamograma de pulso do DMAE base livre em tampao fosfato pH 7,4. Velocidade

de varredura (v)= 150 mV.s .
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1 (A)

2,0x10°
1,5x10°
1,0x10°
5,0x10°
] —_—

0,0 4

T T T T T T T T T T
-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 15

E (V vs Ag/AgCl)

Figura 30- Voltamograma de pulso do DMAE base livre em tampéo fosfato pH 7,4. Velocidade

de varredura (v)= 150 mV.s , ap6s eletrdlise parcial. Egpiicadto = 1,1 V.

2,5x10°

2,0x10° —
1,5x10° —
1,0x10° —
5,0x10° —
1 B ——————

0,0

I (A)

-1,0 -0,5 ' o,lo ' 035 ' 1,0 ' 15
E (V vs Ag/AgCl)

Figura 31- Voltamograma de pulso do DMAE base livre em tampao fosfato pH 7,4. Velocidade

de varredura (v)= 150 mV.s , ap6s eletrdlise total. E,pjicado = 1,1 V.
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Visto que o oxidante usado para a oxidacdo do DMAE foi o cloro (Cl), a

viabilidade do processo é ratificada ao avaliar os potenciais de reducdo dessa espécie
quimica, segundo equacdo apresentada na Figura 32 (SHRIVER et al, 1994). A

Figura 33, mostra a reacdo de transferéncia de elétrons entre o Cl e o DMAE.

Cl + 2e 2Cl (E=1,36V)

Figura 32- Potencial de reducéo do cloro

HO CH, CH», N(CHs),+ Cl, HOOCH, CH, N(CHs). + 2Cl

Figura 33- Reacdo de transferéncia de elétrons entre o Cl, e o DMAE base livre

4.6.3.2 Espectrofotometria da amostra referente ao DMAE base livre na

regido do ultravioleta-visivel, apds oxidacdo com cloro e
separacao da amostra

2,0
18]
14]
124
10-

0,8

Absorvancia

0,6
0,4

0,2

0,0

0.2+ T T T T T T T T T T T
200 250 300 350 400 450 500
Comprimento de onda (nm)

Figura 34- Espectro de absor¢do do DMAE base livre (1,0x10 ° mol.L ) na regi&o do ultravioleta-

visivel apés oxidacdo com cloro e separacdo da amostra
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A andlise do espectro de absorcdo (Figura 34), permitiu observar que 0s
comprimentos de onda de maior absorvancia foram entre 205 e 210nm, coerente com
grupo croméforo apresentado apds a oxidacdo do mesmo. Desta forma, verificamos
gue a inducdo da reacdo de oxidacdo do DMAE através do cloro é viavel dentro das
condicdes estabelecidas, sendo definido o comprimento de onda de 208nm, para ser

utilizado nos estudos subseqiientes com CLAE.

4.6.4 Eletrdlise a potencial controlado

4.6.4.1 Espectrofotometria da amostra referente ao DMAE base livre na
regido do ultravioleta-visivel, apds eletrélise

10

0,8

o
[<2)
1

Absorvancia
o
=
1

)

0,0

T T T T T T T T T T T T
200 250 300 350 400 450 500

Comprimento de onda (nm)

Figura 35- Espectro de absorcdo do DMAE base livre na regido do ultravioleta-visivel apés

eletrélise

A andlise do espectro de absorcdo (Figura 35), permitiu observar que 0s
comprimentos de onda de maior absorvancia foram entre 204 e 208nm, coerente com

grupo croméforo apresentado apds a oxidacdo do mesmo. Desta forma, verificamos
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gue a inducdo da reacdo de oxidacdo por do DMAE por eletrélise é viavel dentro das
condicdes estabelecidas, sendo definido o comprimento de onda de 208nm, para ser

utilizado nos estudos subseqiientes com CLAE.

4.6.4.2 Grafico de controle do processo de eletrélise

1,04

2,5x10™ (vermelho) '
08 1,5x10" (preto) //

Q(C)

. — — —
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
tempo (s)

Figura 36- Grafico de controle do processo de eletrélise do DMAE base livre nas concentracdes

de 1,5 e 2,5x10 mol.L*!

Todos os processos de eletrdlise das amostras do DMAE base livre, na faixa de
concentracdo estudada, foram controlados por gréficos, relacionando carga elétrica em
Coulomb (C) x tempo (s), sendo que todas as amostras apresentaram o mesmo perfil de

comportamento mostrado para as concentracdes de 1,5 e 2,5x10 mol.L ! (Figura 36).



71

4.6.5 Desenvolvimento e validacdo da metodologia analitica por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para quantificacao
do DMAE

4.6.5.1 Analise cromatografica do DMAE base livre oxidado através de
reacdo com o cloro

Para verificar a possibilidade de validagdo da metodologia analitica através da
inducéo de oxidacdo do DMAE base livre através de reagcdo como cloro, foi construida uma
curva analitica. As amostras foram obtidas apds processo de oxidacdo e separacao

realizada com resina catibnica padrdo e resina anibnica, descrita anteriormente como

resina “A”.

Curva analitica

Para a andlise do composto foi construido um grafico de calibragdo (Figura

37), no intervalo de concentracdes de 2,0 a 4,0x10 mol.L , colocando-se no eixo das

abscissas as concentracdes das amostras e no eixo das ordenadas a altura dos picos.

3000

Y =-0,66667 + 598,5 X
2500 — R =1,000

2000 /

1500 —

Altura (mm)

1000 —

500 /

o "7
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25 3,0 3,5 4,0 4,5 50

Concentrag&o (10° mol.L™)

Figura 37- Curva analitica referente as amostras de DMAE base livre apds oxidacdo por cloro e

separacéo
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O valor do coeficiente de correlagdo encontrado foi de 1,000, indicando que o
método apresenta linearidade na faixa de concentracdo estudada. Ensaios posteriores
foram efetuados para que se ampliasse essa faixa de concentracdo, porém a referida
resina anibnica acabou sendo descontinuada sua producdo pelo fabricante,
impossibilitando sua aquisicdo no mercado interno e externo. Foi conseguida uma nova
resina, similar quimicamente a anterior, porém com uma cadeia carbdnica maior. Esta
nova resina, descrita anteriormente como “B”, passou a ser utilizada nos ensaios
subsequentes, na separacdo do DMAE base livre oxidado. Para a realizacdo das
andlises foram utilizadas amostras do composto nas concentra¢des correspondentes a

1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 5,0 e 6,0x 10 mol.L em tampé&o fosfato.

Utilizando-se o protocolo ja estabelecido para o preparo das colunas e
separacdo do composto, ndo foram obtidos resultados reprodutivos. Assim novos
ensaios foram realizados, efetuando-se a separacdo através da montagem de colunas
com diferentes proporcBes das resinas catibnica padrdo e da resina “B” e mesmo
efetuando-se a separacdo utilizando-se as respectivas colunas isoladamente. N&o foi
obtida novamente uma reprodutibilidade do método, provavelmente pelo fato do cloro
ser bastante reativo e terem sido formados outros compostos durante o processo de
oxidacdo, como cloreto de acila. Mesmo com a utilizagdo das resinas catidnica e
anibnica, ndo foi possivel separar adequadamente o composto, certamente pela

cinética do processo.
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5.433

\\JLU - )

Figura 38- Cromatograma referente a amostra de DMAE base livre ap6s oxidagdo com cloro e
separacdo. Condicdes cromatogréficas: Coluna RP-18; pré-coluna RP-18; fase mdvel tampao

fosfato pH 7,4: acetonitrila (99,5: 0,5 v/v) a um fluxo de 0,5 mL.min ; deteccdo a 208 nm

4.6.5.2 Validacdo do método

Validagdo de um método analitico € o processo utilizado para estabelecer que o0s
parametros de desempenho analitico do método estdo de acordo com a aplicacéo

desejada (CAUSON, 1997).

4.6.5.2.1 Grafico de calibracao e linearidade

A calibracéo/linearidade € um dos mais importantes passos na andlise quimica e
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reflete a proporcionalidade entre a concentracdo do analito e a resposta obtida (PENG;
CHIOU, 1990). Na analise de farmacos a concentracdo é determinada com base em
gréaficos de calibracdo obtidos pela analise de aliquotas de solu¢cdes com concentracdes
conhecidas do farmaco. Para a avaliacdo da linearidade sdo utilizadas concentragdes
superiores aquelas empregadas para a constru¢cdo do grafico de calibracdo. A
linearidade do método proposto foi avaliada usando aliquotas de solu¢do do composto
na faixa de concentracdo de 1,5x10™” - 6,0x10™* mol.L™. O gréfico de linearidade
(FIGURA 39) foi construido colocando-se no eixo das abscissas as concentracdes das
amostras do DMAE base livre oxidado por eletrélise e no eixo das ordenadas a altura
dos picos. Este estudo demonstrou que as respostas obtidas pelo detector s&o
diretamente proporcionais a concentracdo do composto na amostra dentro do intervalo
estudado.O coeficiente de correlagdo linear (r) encontrado para a curva de linearidade
estd dentro do limite aceitavel (ANVISA, 2003), sendo que um coeficiente de
correlacdo linear maior que 0,999, como foi obtido, € considerado como evidéncia de

um ajuste ideal dos dados para a linha de regressao.

800 4 Y = 0,43085 + 118,2659 X

R =0,99988
700
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100 +—+—1—"—F"—"17—+—1""1T""1T""T""T"—"T"T"——
1,0 15 2,0 25 3,0 35 40 45 50 55 60 65 7,0

Concentrag&o (10™ mol.L™)

Figura 39- Grafico de linearidade para anélise do DMAE base livre apds oxidagao por eletrolise

no intervalo de concentracgdes de 1,5 — 6,0x10 mol.L
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4.6.5.2.2 Precisao e exatidao

A precisdo de um método analitico esta relacionada com a dispersdao das
medidas ao redor do seu valor médio. A precisdo € expressa como desvio padrdo ou
desvio padrdo relativo (coeficiente de variagdo) e pode ser uma medida da
reprodutibilidade ou da repetibilidade de um método analitico. A reprodutibilidade
refere-se ao uso do procedimento analitico em diferentes laboratorios e a
repetibilidade refere-se ao uso do procedimento analitico no laboratério, por um curto
periodo de tempo, usando 0 mesmo analista e 0 mesmo equipamento (ANVISA, 2003;
QUATTROCCHI et al, 1992).

A exatiddao de um método analitico é definida como a diferenca entre o valor
obtido (média) e o valor verdadeiro presente na amostra (ANVISA; QUATTROCCHI et

al, 1992).

4.6.5.2.2.1 Precisao e exatidao intra e interensaios

Para avaliar a precisdo e a exatiddo do método analitico foram empregadas
amostras de DMAE base livre, nas concentracdes de 1,5; 2,5 e 3,5x10™ mol.L?,
oxidadas por eletrolise. Todos os processos de eletrélise das referidas amostras foram
controlados por gréaficos, relacionando carga elétrica em Coulomb (C) x tempo (s). A
Figura 40 mostra o gréafico de controle do processo de eletrélise para a concentracdo

1,5x10™ mol.L?, durante o intraensaio.
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Figura 40- Gréfico de controle do processo de eletrélise das amostras de DMAE base livre na

concentracgdo de 1,5x10 mol.L !, durante intraensaio

A analise do grafico mostra que todas as amostras apresentaram 0 mesmo
perfil de comportamento.

A precisdo e exatiddo interensaio foram avaliadas durante trés dias
consecutivos, em duplicata, e a precisdo e exatiddo intra-ensaio (n=5) foram
realizadas no mesmo dia. Os resultados referentes a precisdo e exatiddo intra e

interensaios encontram-se na Tabela 4.
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Tabela 4 - Avaliacdo da precisdo e exatiddo do método para analise

do DMAE
Parametros DMAE
Precisao e exatidao intra-ensaio
conc. (mol.L™ 1,5x10"% 2,5x10* 3,5x10™
n 5 5 5
CV (%) 1,73 3,60 1,30
E (%) +2,00 -5,30 +3,40
Precisao e exatidao interensaios
conc. (mol.L™ 1,5x10* 2,5x10* 3,5x10™
n 6 6 6
CV (%) 1,60 2,53 2,00
E (%) +1,70 +1,20 +0,20

CV: coeficiente de variacdo; E: exatiddo; conc.: concentragdo; n: ndmero de
determinacdes

Pelos dados da Tabela 4 pode-se verificar que os coeficientes de variacdo e 0s
valores da exatiddo, para as trés concentracdes analisadas, ficaram abaixo de 10%

(SHAH et al., 1992; PENG; CHIOU, 1990).

4.6.5.2.3 Limite de quantificacado

O limite de quantificacdo (LQ) é um parametro usado para medir a sensibilidade
de um método (GAITANI et al., 1998) e é definida como a menor concentragdo do
analito em uma amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis
sob as condic¢des experimentais estabelecidas (ANVISA, 2003).

Para determinar o limite de quantificacdo foram empregadas amostras de DMAE
base livre, oxidadas por eletrélise, na concentracéo de 1,5x10™* mol.L™, calculando-se

os valores da precisdo (CV%) e da exatiddo (E%) intra-ensaio (n=5).
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Tabela 5- Avaliagdo do limite de quantificacdo do método para andlise do

DMAE
Parametros DMAE
Precisao e exatidao intra-ensaio
conc. (mol.L™" 1,5x10™
n 5
CV (%) 1,73
E (%) +2,00

CV: coeficiente de variacdo; E: exatiddo; conc.: concentracdo; n: nimero de
determinacdes

Na avaliacdo dos dados da Tabela 5, verificamos que a concentracdo de
1,5 x 10” mol L™ corresponde ao limite de quantificacdo do método, pois apresentou

valores para a precisdo e exatiddo menores que 10,0% (BRESSOLE et al., 1996).

4 A

184

2,

Figura 41- Cromatograma referente a amostra de DMAE base livre ap6s oxidagéo por eletrdlise

Condicdes cromatograficas: Coluna RP-18; pré-coluna RP-18; fase mdvel tampédo fosfato

pH 7,4: acetonitrila (99,5: 0,5 v/v) a um fluxo de 0,5 mL.min ; deteccdo a 208 nm
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4.7 Eficiéncia de encapsulacao
Para determinar a eficiéncia de encapsulacdo foram empregadas duas amostras
de particulas, com concentracdes tedricas de DMAE base livre correspondentes a

5,0x10* mol.L* (amostra “a”) e 3,5x10” mol.L"* (amostra “b”). Os resultados da

eficiéncia de encapsulacéo estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6- Avaliacdo da eficiéncia de encapsulagdo

Amostra Concentracéo teodrica Concentracéo real Eficiéncia de encapsulagdo
(mol.L'™") (mol.L'™") (%)
“a” 5,0x10™ 3,16x10™ 63,2
“p” 3,5x10™ 2,24x10* 64,0

Os dados da tabela mostram uma o6tima eficiéncia de encapsulagcado (valor
médio de 63,6%), comprovando ser adequada a metodologia empregada para o
preparo das microparticulas de quitosana contendo DMAE base livre. Na avaliacdo dos
dados verificamos ainda que os resultados foram reprodutivos para as diferentes
concentracbes das amostras, o que certifica a eficacia da metodologia para o

rompimento das microparticulas e extracdo do DMAE.



5. CONCLUSOES
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Com base nas metodologias selecionadas e nos resultados experimentais
obtidos pode-se concluir que:

O método de encapsulagdo mostrou- se adequado para a preparacdo de
microparticulas de quitosana contendo, porque apresentou alto rendimento e
excelente eficiéncia de encapsulacéo.

Os testes de caracterizacdo fisico-quimica mostraram que as particulas
possuem forma esférica e tamanho adequado a via de administracdo
pretendida;

O novo método desenvolvido para a quantificacdo do DMAE apresentou
sensibilidade e seletividade, demonstrando ser um método vantajoso e

confiavel para a realizacdo dos estudos propostos.
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