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1. Introducéao

Cada vez mais se tem encontrado metais desenvolvendo papéis vitais na
manutengao e regulagdo de muitos processos biologicos. Alguns destes processos s&o
especificos de acordo com as propriedades dos ions metalicos, ou seja, dependendo
do estado de oxidacdo podem atuar na condi¢ao catalitica, estrutural ou transportadora
de elétrons; enquanto outros processos sdo menos especificos, sendo possivel a troca
de um ion metalico por outro, embora a atividade possa ser reduzida (KAIM &
SCHWEDERSKI, 1991).

O papel dos ions metalicos, assim como os mecanismos de extracao,
transporte e incorporacao biolodgica estdo diretamente relacionados com sua natureza
quimica. Eles refletem, em primeiro plano, propriedades que tem origem na
configuragao eletrénica e espacial, influenciando na afinidade por centros coordenantes
e no comportamento redox e espectroscépico (TOMA, 1984)

A importancia dos metais alcalinos e alcalinos terrosos (sodio, potassio,
magneésio e calcio) e fosforo € reconhecida ha muito tempo. Mais recentemente, no
entanto, outros elementos inorganicos como vanadio, cromo, molibdénio, manganés,
ferro, cobalto, niquel, cobre e zinco, presentes em quantidades de tragos, foram
reconhecidos como essenciais a vida (REEDIJK, 1993; WILKINS & WILKINS, 1997).

Um elemento é considerado essencial quando uma deficiéncia na concentracao
deste produz uma diminuicdo da funcdo biolégica e quantidades fisiologicas do
elemento previnem ou suavizam o dano. Os elementos essenciais sdo especificos para
as suas fungdes in vivo, nao podendo ser efetivamente substituidos por elementos
quimicos similares. Interagem com atomos doadores de elétrons, tais como nitrogénio,
enxofre e oxigénio, sendo que os tipos de interagbes dependem da configuragao
preferencial do elemento e dos tipos de ligagbes (BURTIS & ASSHWOOD, 1999).

Na deficiéncia absoluta do elemento, ocorre a morte. Com quantidades
limitadas, o organismo pode sobreviver, mas as fungbes bioldgicas sdo danificadas.
Quando quantidades do elemento sdo dadas em excesso, niveis toxicos séao

alcangados, seguidos de acgéo letal.



Mecanismos que asseguram uma o6tima distribuicdo dos elementos essenciais
no organismo constituem um sistema de regulacdo homeostatica. Isto inclui absorgéo,
reserva e excrecao. Entretanto, muitos detalhes dos processos de absorcdo ainda
estdo sendo elucidados. Sabe-se que a velocidade de absor¢do de um elemento
essencial geralmente diminui com o aumento da sua concentracdo na luz intestinal e
em tecidos vizinhos. Mecanismos de transporte ativo envolvendo absorgéo por ligagdes
especificas do metal e feedback inibitério tem sido proposto para ferro, zinco e cobre.
Proteinas de reserva tais como metalotioneina e ferritina sdo importantes na regulagao
de zinco, cobre e ferro através de sua capacidade de atuar contra o excesso de metal
livre. A principal via de eliminagao da maioria dos metais € a fecal (MILNE, 1999; RANG
& DALE,2001).

A disponibilidade bioldégica de um elemento em uma dieta, em sua forma
particular, e a presenca de fatores que afetam esta disponibilidade, como alimentos,
farmacos e condigdes fisiologicas sdo determinantes importantes da disponibilidade de
uma dieta capaz de fornecer o elemento requerido (CHIBA, 1996).

No estudo da quimica dos elementos inorganicos em sistemas bioldgicos, a
compreensdo das propriedades e do papel desses elementos constitui ponto

fundamental para o entendimento de certos mecanismos de reagdes bioldgicas.

1.1.Ferro

1.1.2. Quimica do ferro

O ferro € o segundo metal em abundancia, depois do aluminio, e o quarto
elemento mais presente na crosta terrestre. Esta disponivel em uma variedade de
minerais e Oleos minerais tanto na forma Fe (Il) como também Fe (lll). O Fe (ll) é
exigido para transporte e armazenamento de oxigénio na forma de hemoglobina e
mioglobina enquanto que suas formas oxidadas, metahemoglobina e metamioglobina,
as quais contém Fe (lll) ndo se ligardo ao oxigénio (SAFAVI & ABDOLLAHI, 1999). O



ferro tem funcdo essencial na fotossintese e € um nutriente de crescimento para
fitoplanctrons em algumas partes do oceano (KIEBER et al., 2001; NGAH et al, 2005)
Tanto o Fe (ll) como Fe (lll) sdo importantes na biosfera servindo como centro reacional
de enzimas como oxidases, redutases e desidrogenases. E sem duvida, o elemento
metalico mais importante nos sistemas biolégicos, sendo encontrado em todas as
células dos seres vivos, tanto animais como vegetais (OCHIAI, 1977)

O ferro é considerado um elemento de transicdo, ou seja, contém uma
subcamada d parcialmente preenchida. Os elementos de transicdo possuem varias
propriedades caracteristicas sendo todos metais, bons condutores de calor e
eletricidade. Todos formam ligas uns com os outros e com o0s elementos
representativos metalicos. Em sua maioria os elementos do bloco d exibem varios
estados de oxidacao.

Como os elementos de transicdo possuem subcamadas d ou f parcialmente
preenchidas, alguns dos seus ions contém numeros impares de elétrons e, assim, seus
compostos possuem propriedades magnéticas. Além disso, varios deles formam
compostos coloridos, sendo a absorgao da luz no visivel associada ao preenchimento
parcial das subcamadas d ou f (JONES, 2002).

Na forma solida, o ferro existe na forma livre, nas ligas metélicas ou como parte
de compostos. Em solugdo aquosa, existe em um dos dois estados de oxidacgéo: Fe(ll),
a forma ferrosa e Fe(lll), a forma férrica, sendo uma notavel propriedade do ferro em
solucado seu potencial redox intermediario.

O ferro puro é muito reativo. Sob atmosfera e umidade oxida-se com rapidez,
gerando oxido férrico hidratado (ferrugem) que nao oferece protegdo ao metal, pois
descama e expde continuamente a superficie metalica (SHRIVER et al., 1994; MARTI
et al., 1998).

O ferro metalico apresenta ferromagnetismo, uma atragdo muito forte dentro de
um campo magnético. O ferromagnetismo ocorre quando os atomos com spins
desemparelhados estdo colocados a uma distancia tal, que permite que os spins
individuais se alinhem dentro de uma regido relativamente grande, chamado dominio.
Em virtude dos spins individuais atuarem cooperativamente dentro do dominio, o efeito

magneético se torna grande.



Fe (II) — o ion ferroso, verde palido, € na realidade um hexaaquocomplexo
octaédrico em agua. Precipita hidroxido ferroso, Fe(OH), quando tratado com base.
Este € um precipitado branco, quando puro, mas sempre aparece como um precipitado
verde-claro devido a existéncia de um intermediario na oxidagao razoavelmente rapida
de Fe(OH); para Fe(OH);3 pelo O,. O ion ferroso é oxidado a Fe (Ill) muito lentamente,
mesmo em solugdo acida. O hidréxido ferroso é levemente anfotero, dissolvendo-se em

NaOH concentrado, a quente. O comportamento acido-base do Fe (Il) se encontra na
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Figura 1. Diagrama log C vs pH para Fe (1) 10 *mol.L™
Fonte: MARTI et al., 1998



Os ions ferrosos formam muitos complexos, a maioria deles com estrutura
octaédrica: [Fe(H20)s] ?*, [Fe(CN)s] *, Fe(OH),. Outro ion ferroso com estrutura
octaédrica muito importante € a hemoglobina.

O Fe(ll) apresenta configuracdo eletronica d® e complexos octaédricos com
ligantes fracos apresentam estrutura de spin alto (campo ligante fraco), com 4 elétrons
desemparelhados, sendo assim paramagnético, Figura 2a .

Ligantes fortes, como ions cianeto provocam o pareamento de spins (Figura 2b)
e, com consequéncia, diamagnetismo. Estes complexos sdo mais estaveis que os de
spin alto, pois apresentam maiores energias de estabilizagcdo no campo cristalino
(ORGEL, 1970; SHRIVER et al., 1994; MARTI et al., 1998).
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Figura 2. (a) campo ligante fraco, spin alto (b) campo ligante forte, spin baixo
Fonte: SHRIVER et al., 1994

Fe (lll) — o ion férrico é essencialmente incolor em agua, embora as solugdes de sais
férricos sejam vistas geralmente amarelas ou amarelo-acastanhadas devido a hidrélise
que forma complexos tais como Fe(OH)?* e Fe(OH),". A adigdo de base ao ion férrico
precipita um material gelatinoso marrom-avermelhado chamado hidréxido férrico,
Fe(OH);, mas na verdade é um Oxido hidratado. Este € muito menos soluvel do que o
hidroxido ferroso e nao é anfétero. O comportamento acido-base do Fe(lll) esta
representado na Figura 3 (ORGEL, 1970; WILKINS & WILKINS, 1997; MARTI et al.,
1998).



Figura 3. Diagrama log C vs pH para Fe(lll) 10mol.L™
Fonte: MARTI et al., 1998

O ion Fe(lll) forma muitos complexos através de atomos de oxigénio, incluindo-
se o ion fosfato e o oxalato. Tem configuracdo d° e, portanto ligantes fracos levam a
uma estrutura de spin alto, sendo proibidas transi¢cdes d-d, que sdo em consequéncias
muito fracas, Figura 4a. Ja ligantes fortes como ion cianeto, tiocianato e o oxalato levam
a uma estrutura com spins emparelhados, surgindo cores intensas de transigdes
eletrénicas d-d. (Figura 4b) (ORGEL, 1970; WILKINS & WILKINS, 1997; MARTI et al.,
1998).



Figura 4. (a) campo ligante fraco, spin alto (b) campo ligante forte, spin baixo
Fonte: SHRIVER et al., 1994

Estas propriedades provavelmente tém exercido influéncia na selecdo do ion
ferro para muitos processos bioldgicos, sendo ideal para os papéis que desempenha,
0s quais incluem o transporte e armazenagem de oxigénio, transferéncia de elétrons,
catalise enzimatica e redox (OCHIAIL,1997; TOMA, 1984; HUGHES, 1985; KAIM &
SCHWEDERSKI, 1991)

1.2.Relevancia Biolégica

1.2.1. Anemia Ferropriva

A deficiéncia de ferro é o disturbio nutricional mais comum no mundo e a
principal causa de anemia da primeira e segunda infancia e durante a gravidez. E
prevalente na maior parte do mundo em desenvolvimento, cerca de 12 a 43%, sendo
provavelmente a unica deficiéncia nutricional importante nos paises industrializados.
Nos paises em desenvolvimento, a incidéncia da anemia por caréncia de ferro, também
chamada ferropriva, € alta, devida principalmente a baixa ingestdo de ferro
biodisponivel. Entretanto, neste contexto, a anemia ferropriva muitas vezes coexiste

com outras patologias como desnutricao, deficiéncia de vitamina A, deficiéncia de folato



e infecgdes. Nas regides tropicais, a infestacado parasitaria e as hemoglobinopatias séo

outras causas comuns de anemia (OLIVARES et al., 1999).

1.2.2. Papel biol6gico do Ferro

O ferro € um metal de transicdo com duas propriedades importantes para seu
papel bioldgico:
e a capacidade de existir em varios estados de oxidacao;
e atendéncia a formar complexos de coordenacédo estaveis.

O corpo de um homem de 70 Kg contém aproximadamente 4g de ferro, 65% do
qual circula no sangue sob a forma da molécula que transporta o oxigénio, a
hemoglobina. Aproximadamente metade do restante € armazenada no figado, bago e
medula 6ssea, principalmente como ferritina e hemossiderina. O ferro dessas moléculas
€ disponivel para a sintese de nova hemoglobina. O restante,estd presente na
mioglobina, citocromos e varias enzimas. Como a maior parte do ferro no organismo é
parte da hemoglobina nas hemacias, ou destinado a ser parte dela, o resultado clinico
mais obvio da deficiéncia de ferro € a anemia (STRYER, 1996; WALTER et al., 1997,
AHSAN, 1998).

1.2.3. Hemoglobina e Mioglobina

A arquitetura molecular das proteinas transportadoras de oxigénio é fascinante,
e no curso da evolugdo biolégica, a natureza tem desenvolvido varios mecanismos
moleculares alternativos para servirem como transportadores de oxigénio.

A hemoglobina € uma proteina constituida de 4 subunidades de cadeia protéica
chamadas globinas, cada uma contendo uma porgédo heme. O grupo heme consiste de
um anel de porfirina tetrapirrol contendo ion ferroso (Fe(ll)),Figura 5 (STRYER, 1996;
MATTHEUS et al., 1997).
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Figura 5. Estrutura do grupo heme
Fonte: MATTHEUS et al., 1997

A estrutura da hemoglobina é praticamente esférica e muito compacta, exceto
por uma profunda fenda hidrofobica, sendo esta o sitio de ligagdo do ferro no
grupamento heme. Este é revestido com residuos hidrofébicos para fornecer o meio
hidrofébico para o heme, o qual se adapta na molécula com seus grupos carboxilatos
carregados, revestindo o exterior da molécula. Além do revestimento hidrofébico, o sitio
de ligagdo do heme contém dois residuos de histidina que disputam posi¢ao na ligagao
do oxigénio. A primeira, Histidina F8, € conhecida como histidina proximal e seu anel
imidazdlico esta proximo do atomo de ferro e covalentemente ligado para a quinta
posicao de coordenagao do ferro. A segunda histidina, Histidina E7, esta no lado oposto
do grupo heme e o mais afastado deste. E conhecida como histidina distal e ndo faz
ligacdo com o atomo de ferro (MATTHEUS et al., 1997; RANG & DALE, 2001; VOET &
VOET, 2001).
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Cada grupo heme pode transportar uma molécula de O,, que se liga de forma
reversivel ao Fe(ll) e a histidina F8 ou proximal. Esta ligag&do reversivel € a base do
transporte de oxigénio.

A mioglobina € uma proteina que reserva e transporta oxigénio nos mamiferos,
sendo encontrada nos musculos. E o pigmento vermelho necessario a utilizagdo do
oxigénio a nivel muscular (MATTHEUS et al., 1997; RANG & DALE, 2001).

1.2.4. Mecanismo de absorc¢éao do ferro

A necessidade diaria normal de ferro € de aproximadamente 5 mg para o
homem e 15 mg tanto para a mulher durante o periodo reprodutivo como para criangas
em crescimento. Uma gestante requer quantidade duas a dez vezes maior que esta em
virtude das demandas do feto e do aumento das necessidades da mae.

O ferro na carne geralmente esta presente como heme e cerca de 20 a 40% do
ferro do heme é disponivel para absorcao, isto ndo é alterado por outros fatores da
dieta. O corpo humano parece estar especificadamente adaptado ao ferro absorvido na
forma de heme (CRISPIN & VAREY, 2002).

O ferro ndo-heme no alimento apresenta-se principalmente no estado férrico, e
tanto este ferro quanto as preparagbes de ferro na forma férrico usadas
terapeuticamente devem ser convertidos em ferro na forma ferroso para sua absorcéo.
O ferro na forma férrico e em menor extensao o ferro na forma ferroso possuem baixa
solubilidade no pH neutro do intestino, mas no estémago o ferro dissolve-se e liga-se a
uma mucoproteina que funciona como um transportador, levando o ferro para o
intestino. (RANG & DALE, 2001).

As diferengas de solubilidade dependem se na dieta o ferro se encontra na
forma inorganica, como ferroso (Fe(ll)) ou férrico (Fe(lll)), ou na forma organica, como
ferro do heme. Ferro na forma férrico é soluvel em solucdes de pH até 5 e ferro na
forma ferroso em solucdes até pH 8, entretanto o ferro heme é mais soluvel em meio
alcalino (HAEN, 1995; HUDSON & COMSTOCK, 2001).
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Consequentemente, ferro ferroso e ferro do heme permanecem soluveis, pela
formacao de complexos soluveis de baixo massa molecular e sdo bem absorvidos em
variagdes de pH encontradas no duodeno e jejuno (pH 4-8), sendo este o primeiro local
de absorcado ativa. O acido ascorbico estimula a absorgcédo de ferro parcialmente pela
formacado de complexos ferro-ascorbato soluveis e parcialmente pela reducéo do ferro
férrico para a forma ferrosa mais soluvel (HUEBERS et al., 1983).

A quantidade de ferro na dieta e os varios fatores que afetam sua
disponibilidade (CRISPIN & VAREY, 2002) sao, portanto, importantes determinantes na
absorgédo, mas a regulacéo da absorgédo de ferro é uma fungdo da mucosa intestinal,
influenciada pelas reservas de ferro do organismo. Na verdade, o mecanismo de
absorgao possui um papel central no balango do ferro ja que é o unico mecanismo pelo
qual o ferro corporal pode ser controlado. O mecanismo de absor¢cdo esta
esquematizado na Figura 6.
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Figura 6. Mecanismo de absorgéo do ferro
Fonte: RANG & DALE, 2001
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A absorgao do ferro é feita no duodeno e na porgéo superior do jejuno, sendo
este processo realizado em dois estagios que envolvem inicialmente uma rapida
absorcdo através da borda em escova, difusdo passiva e depois transferéncia do
interior da célula para o plasma. O segundo estagio, que € limitador de velocidade,
depende de energia. O ferro do heme é absorvido como heme intacto e é liberado na
célula da mucosa pela agdo da heme-oxidase. O ferro ndo-heme é absorvido no estado
ferroso. No interior da célula, o ferro ferroso é oxidado em ferro férrico que se liga a um
transportador intracelular, uma proteina semelhante a transferrina; o ferro é entao
armazenado na célula da mucosa como ferritina (se as reservas organicas de ferro sdo
elevadas) ou levado para o plasma (se as reservas de ferro sao baixas) (BORBOLLA et
al., 2000; HUDSON & COMSTOCK, 2001).

O ferro é transportado no plasma ligado a transferrina, uma B-globulina com
dois locais de ligagdo para o ferro férrico, que normalmente apresenta saturagdo de
apenas 30%. A afinidade da transferrina pelo ferro € dependente do valor de pH, com
forte ligagcado no pH plasmatico (aproximadamente 7,4) e totalmente ausente de ligagao
em pH abaixo de 4,5.

A maior parte do ferro que chega ao plasma é obtida apds a degradagao de
hemacias velhas. A absorgao intestinal e mobilizagao de ferro dos depdsitos contribuem
apenas com pequena quantidade. A maior parte do ferro que deixa o plasma
diariamente € usada para sintese de hemoglobina pelos precursores das hemacias.
Tais células possuem receptores que se ligam a moléculas de transferrina, liberando-as
apo6s a captagao do ferro. Este processo pode envolver a interiorizagdo do complexo
(KAPLAN & PESCE, 1996).

O ferro é armazenado de duas formas, ferritina soluvel e hemossiderina
insoluvel. A ferritina é encontrada em todas as células, porém em concentragbes mais
elevadas em fagocitos mononucleares do bago, figado e medula 6ssea.Também esta
presente no plasma. Apresenta a forma de armazenamento primario do ferro e tem
sobrevida de apenas alguns dias. A ferritina no plasma praticamente nao possui ferro
associado a ela. Apresenta-se em equilibrio com a ferritina de depdsito nas células e
sua concentragao no plasma fornece uma estimativa do total das reservas de ferro no

organismo. A hemossiderina é uma forma degradada da ferritina, na qual foram
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agregados os centros de ferro de varias moléculas desta. O corpo nao tem capacidade
de excretar o ferro ativamente. Pequenas quantidades deixam o corpo através da
descamacao de células da mucosa contendo ferritina e quantidades ainda menores
saem na bile, suor e urina. Ha perda de um total de cerca de 1mg diariamente (KAPLAN
& PESCE, 1996; BAUMGARTENER, 1997; BORBOLLA et al. 2000).

A absor¢cado na mucosa € um processo seletivo dependente da quantidade de
ferro no organismo, especialmente excesso ou deficiéncia de ferro, e da quantidade de
ferritina nas células da mucosa intestinal. Na presenga de grandes quantidades de ferro
estocado, ocorre um processo conhecido como obstrugdo da mucosa, diminuindo a
absorgao de ferro (CRAWFORD, 1995).

Este mecanismo que controla a transferéncia do ferro da mucosa intestinal para
o plasma ainda ndo é bem entendido. Foi sugerido que a quantidade de ferritina na
mucosa intestinal pode ser importante na regulacdo da absorgdo, assim como o
equilibrio entre ferritina e a molécula transportadora tipo transferrina nestas células,
representado na Figura 7 (RANG & DALE, 2001).
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Figura 7. llustragdo esquematica de uma das principais teorias da absorgao de ferro (regulagao do
balanco do ferro) pelas células da mucosa intestinal. (C: molécula transportadora, T:
transferrina, F: ferritina)

Fonte: RANG & DALE, 2001

1.2.5.Uso clinico

Suplementagdes farmacéuticas contendo ferro sdo geralmente indicadas para o
tratamento ou a prevencdo da anemia ferropriva, que pode resultar do aumento de
perda, da demanda, ingestao dietética inadequada ou ma absorgao do ferro.

Se as reservas de ferro sdo normais, o corpo é capaz de repor com relativa
facilidade o ferro perdido durante uma hemorragia aguda subita isolada, mas se a perda

for constante e até 3 a 4 mL de sangue / dia pode resultar em um balango de ferro



15

negativo e anemia ferropriva a qual requer tratamento com ferro (KAPLAN & PESCE,
1996; RANG & DALE, 2001).

O ferro é geralmente administrado por via oral, mas pode ser administrado por
via parenteral e intramuscular em circunstancias especiais.

Suplementos de ferro ndo heme s&o geralmente disponiveis como sais ferrosos
(cloridrato, fumarato, gluconato, succinato , sulfato) os quais s&o mais rapidamente
absorvidos que os sais férricos. Succinato e sulfato sdo os mais comuns e mais
facilmente absorvidos, porém mais propensos a causar irritagdo gastrointestinal.
Gluconato e fumarato sdo, segundo estudos, melhor tolerados (KALTWASSER et al.,
1987).

Sais férricos geralmente apresentam menor disponibilidade que sais ferrosos,
entretanto dois modelos foram desenvolvidos, complexos polimaltose-ferro e
isomaltose-ferro (MAXTON et al., 1994), sendo biodisponiveis e também bem tolerados.
Carbonil-ferro € uma particula pequena de ferro metalico altamente puro a qual € dada
por via oral sendo menos toxica que formas idnicas de ferro tal como o sulfato ferroso.
Encontra-se também a forma de complexo protéica, chamada ferritina, porém esta
forma é pobremente absorvida (SKINE et al., 1997).

Os efeitos colaterais da administracdo oral de ferro incluem nauseas, codlicas
abdominais, diarréia e constipagdo. Casos graves como intoxicagdo aguda e crdnica
podem ser observados pela administracdo de grandes doses, podendo levar a 6bito
(VAN WYCK et al., 2000).

1.3. Quitosana e Carboximetilquitosana

1.3.1.Quitosana

A quitina € um polissacarideo natural presente no exoesqueleto de insetos,

crustaceos e animais invertebrados em geral (OKUYAMA, 2000). Entretanto, sua
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utilizagdo é muito dificil devido sua insolubilidade em agua e em muitos solventes
organicos.

A quitosana, ou pB-(1-4)-2 amino-2- desoxi-D- glicose, € um biopolimero
hidrofilico obtido industrialmente por hidrélise dos grupos aminoacetila da quitina por
tratamento alcalino (KO et al., 2002). E solivel em vérios solventes acidos diluidos
como acido aceético, formico, cloridrico, ascérbico. A presenga de grupos amino na
cadeia polimérica permite ao polimero atuar como polieletrélito, confere propriedades
quelantes e é o ponto de partida para inumeras modificagdes quimicas (OGAWA et al.,
1993; FAVERE, 1994; KAS, 1997; LU et al., 2001 EVANS, 2002) A estrutura da

quitosana esta representada na Figura 8.

Figura 8. Estrutura quimica da quitosana
Fonte: ROBERTS, 1992

Embora a estrutura seja representada como um homopolimero, o processo de
desacetilagcdo raramente é completo e a maioria dos produtos comerciais sao
copolimeros de unidades repetidas de quitosana e unidades repetidas de quitina
(CHANDY & SHARMA, 1993).

Importantes caracteristicas da quitosana sdo sua massa molar, viscosidade,
grau de desacetilagédo, cristalinidade, grau de polimerizagao, hidrofilicidade, pKa e
energia de hidratagado (KAS, 1997; HEJAZI & AMIJI, 2003).
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E um polissacarideo biodegradavel e biocompativel, solivel apenas em meio
aquoso em baixo pH e com DLsy oral em camundongos de 16 mg/Kg (Ml et al., 2000,
EL-GIBALY, 2002; DENKBAS, 2002), sendo que o seu processo de biodegradacgao
ocorre via hidrélise enzimatica através de um mecanismo de despolimerizagéo
semelhante ao das paredes celulares de bactérias e fungos (TOZAKI et al., 1997).

Modificagbes quimicas com a quitina e quitosana s&o principalmente realizadas
com o uso de dialdeidos tais como glioxal, malonaldeido e glutaraldeido, os quais
reagem com grupos amino livres formando base de Schiff (FAVERE, 1994; MI, et al.,
2000). Para reagdes com os grupos hidroxila, a epicloridrina tem sido muito utilizada
(NGAH, et al., 2005; KUMBAR, 2002).

Uma das mais interessantes vantagens da quitosana € sua versatilidade. Este
material pode ser facilmente modificado fisicamente, resultando em diferentes formas
poliméricas tais como po, nanoparticulas, microesferas, membranas, esponjas e fibras
usados em um variado campo de aplicagbes (OKUYAMA et al., 2000; LIU et al., 2001;
GUIBAL, 2004; NGAH, et al., 2005) .

1.3.2.Carboximetilquitosana (CMQ)

A carboximetilquitosana € um derivado hidrofilico da quitosana, no qual ocorre
processo de carboximetilagdo nos grupos reativos da quitosana, ou seja, nos grupos
hidroxila e amino. Sendo assim a carboximetilagdo pode levar a derivados O- e N-
carboximetilados podendo a dissubstituicdo no grupo amino também ocorrer. Isto
dependera das condigdes e dos reagentes a serem empregados nessas derivatizagdes
(CAMPANA & DESBRIERES, 2000; DIAMOND et al., 2002).

A carboximetilquitosana nao € apenas soluvel em agua, mas tem propriedades
quimicas, fisicas e biologicas unicas, tais como alta viscosidade, baixa toxicidade,
biocompatibilidade e capacidade de formar géis e filmes (CHEN & PARK, 2003; CHEN
et al., 2003).

A carboximetilquitosana é soluvel em intervalos de pH 2-6, ocorrendo a
formagcao de uma solugao gelatinosa. Tem a propriedade de formar complexos com

metais pesados e com diversos cations, formando precipitados (ROBERTS, 1992;
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CHEN & PARK, 2003; CHEN et al., 2003; CHEN et al., 2004a; CHEN et al., 2004b)
Figura 9.
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Figura 9. Resultado da carboximetilacdo da quitosana
Fonte: CHEN et al., 2004b

1.4. Agentes Reticulantes

A molécula da quitosana contém os grupos funcionais, OH e NH, que podem ser
modificados quimicamente. Essas modificagdes aumentam a resisténcia quimica e
mecanica, a estabilidade, assim como a resisténcia contra a degradacéo bioquimica e
microbiologica (GUIBAL, 1999, YANG et al., 2002). Aumenta-se a estabilidade quimica
em meios acidos e especialmente, diminui a solubilidade na maior parte dos acidos
organicos e minerais (NGAH et al., 2002, NGAH et al., 2005).
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1.4.1. Glutaraldeido

Apresenta a formula molecular CsHgO, e tem massa molar 100,11. E soltvel em
agua e volatil. Sua DLsp € de 25%, oral em ratos 2,38mL/ Kg, e penetragdo através da
pele em coelhos 2,56 mL/ Kg (CHIBA, 1996).

O glutaraldeido pode ser usado para inibir a solubilizagdo da quitosana, através
da formacgéo da base de Schiff (iminas) com os seus grupos aldeido e 0os grupos amino
livres da unidade glicosamina da quitosana, resultando em uma cadeia polimérica
reticulada (WALTER et al., 1997, MI et al., 2000). A estrutura da reticulagido da
quitosana com glutaraldeido esta representada na Figura 10 (GONCALVES et al.,2005)

Figura 10 — Representacéo da reticulacao da quitosana com glutaraldeido
Fonte: GONCALVES et al., 2005
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A Figura 11 representa a reticulagao da N,O-CMQ com o glutaraldeido.

0O—CH,-COOH

Figura 11. Representagao da reticulagao da N,O, Carboximetilquitosana com glutaraldeido

1.4.2. Epicloridrina

Apresenta a férmula molecular C3HsCIO e tem massa molar 92,53. E insoltvel
em agua. Miscivel em alcool, éter, cloroférmio, tricloroetilieno e imiscivel em
hidrocarbonetos de petréleo.

Sua DLsp oral em ratos € 0,099/ Kg (CHIBA, 1996). A epicloridrina pode ser
usada para a insolubilizacdo da quitosana através da formacdo de uma rede

tridimensional polimérica. A reagdao com a quitosana envolve a abertura do anel
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epoxido. A epicloridrina entdo reage apenas com os grupos hidroxila sob condigdes
alcalinas, mantendo os grupos amino livres (KALTWASSER et al., 1987).

Membranas de quitosana reticuladas com epicloridrina em condi¢des alcalinas
foram preparadas para o estudo do controle do tamanho de poros nessas membranas
(KALTWASSER et al.,, 1987). A estrutura da retiuclacdo da quitosana com a

epicloridrina esta representada na Figura 12.
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Figura 12 — Representacao da reticulagdo da quitosana com epicloridrina
Fonte: GONCALVES et al., 2005

1.5. Acido ascorbico

Acido L- ascérbico, também chamado de ascorbato ou vitamina C, ¢ uma
vitamina hidrossoluvel necessaria para o0 metabolismo humano. Apresenta a formula
molecular C¢HgOs. E reversivelmente oxidado com a perda de um elétron para formar o
radical livre, acido semideidroascorbato, o qual, por sua vez, & oxidado a acido
deidroascorbico (TOLBERT & WARD, 1982; JUNG & WEELS, 1998).
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O acido deidroascoérbico pode ser reduzido a ascorbato através do mesmo
radical intermediario ou a estrutura do anel do &acido deidroascérbico pode
irreversivelmente ser hidrolizado até acido dicetogulonico. O acido deidroascoérbico €
instavel em solugdo aquosa com um tempo de meia-vida a 37° C, de aproximadamente
6-20 minutos, Figura 13 (RUMSEY & LEVINE, 1998).

Em termos quimicos € simplesmente um reflexo das propriedades redox onde
atua como um agente redutor. Em termos fisiolégicos, o ascorbato fornece elétrons para
enzimas, para compostos quimicos que sdo oxidantes ou para outros aceptores de
elétrons. Além do seu potencial redox, outras propriedades do ascorbato o fazem um
excelente doador de elétrons em sistemas bioldgicos.

Primeiro, o seu radical livre intermediario é relativamente n&o reativo,
especialmente com oxigénio. Segundo, o produto de oxidagdo do ascorbato, acido
deidroascorbico, € reduzido a ascorbato nas células, o qual se torna disponivel para ser
usado novamente (TOLBERT & WARD, 1982; JUNG & WEELS, 1998; RUMSEY &
LEVINE, 1998).
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Figura 13. Acido Ascérbico e os produtos da oxidagdo
Fonte: RUMSEY & LEVINE, 1998
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Além disso, o acido ascorbico € considerado como o maior promovedor da
absorcao de ferro ndao heme, pois aumenta a solubilidade do ferro convertendo-o ao
estado ferroso (EL-HAWARY et al., 1975; CHRISTENSEN et al., 1984; CRAWFORD,
1995).

A absorcéo de ferro in vivo na forma de ascorbato ferroso € comparada ao
sulfato ferroso. E descrita tanto como prevencéo como retardamento da oxidacdo do Fe
(Il) pelo ascorbato e na existéncia do Fe (ll) como quelato com o ascorbato. Constata-
se também que entre pH 6 e pH 8 ocorre o aumento da absor¢do do Ferro (Il)

provavelmente, devido a ligagao ascorbato ferroso (PLUG et al., 1984).

1.6. Sistemas de liberacé&o

Sistemas de liberacao controlada de farmacos sao, idealmente, dispositivos que
distribuem um farmaco quando e onde ele é necessario e num nivel de concentragcéo
capaz de gerar o efeito esperado (DUNN, 1990).

Inumeros métodos permitem microencapsular um material ativo. Dependem da
natureza deste material, da aplicacdo e do mecanismo de liberacdo, podendo ainda,
influenciar nas suas caracteristicas morfolégicas. De acordo com o tipo de envolvimento
do material do agente encapsulante e do material ativo, os métodos usados podem ser
de natureza fisica, quimica ou fisico-quimica (KAS, 1997; SINHA, et al.,2004)

Entre os métodos fisicos estdo o spray drying (secagem de goticulas) (Ml et al.,
1999; HUANG et al., 2002), spray cooling (solidificagdo de goticulas por resfriamento) e
a extrusdo-esferonizagcdo (modelamento de microesferas por meios mecanicos)
(SAKKINEN et al., 2002; SANTOS et al., 2002.) Ja nos métodos quimicos temos a
polimerizacao interfacial, ou seja, reacao de polimerizagdo no limite de duas solugdes,
uma delas contendo o material ativo em suspenséo (SPARKS, 1990).

Os métodos fisico-quimicos consistem, de maneira geral, em transformar

substancias inicialmente soluveis, tais como polimeros e ceras, em materiais insoluveis
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no mesmo meio. Incluem os processos de envolvimento lipossémico (encapsulamento
por membranas lipidicas), evaporagdo do solvente (emulsificagdo e volatilizagdo do
solvente) (HASSAN et al., 1992; AKBUGA & BERGISADI, 1996) e a coacervagao ou
separacdo de fases. Essa pode ser dividida em simples e complexa. Enquanto a
coacervagao simples envolve a formagdo do coacervado por mudanga de pH,
temperatura, forga ibnica, etc. a coacervagado complexa resulta da complexagao entre
dois polieletrdlitos de cargas opostas (FILHO & OLIVEIRA, 1999; SPARKS, 1990;
NEWTON, 1991). Quando o agente indutor é um eletrdlito, presente em altas
concentragdes, denomina-se de salting out (KARSA & STEPHENSON, 1993; FILHO &
OLIVEIRA, 1999; SINHA et al., 2004).

Um dos métodos mais simples de obter um sistema de liberagao controlada de
um agente ativo € mistura-lo fisicamente com um polimero. Devido a essa imobilizagao
ou incorporagao do farmaco no polimero, sua disponibilidade para o sistema biolégico
diminui em relagédo ao seu estado livre. Para que ocorra a liberagao deste farmaco é
necessario que o polimero dissolva, ou seja desintegrado, ou que o farmaco dissolva ou
que possa difundir através da matriz. Em ambos os casos, a liberagao do farmaco para
0 meio externo ocorre num periodo de tempo maior quando comparado ao uso do
farmaco livre (DUNN, 1990; LANGER, 1990).

1.6.1. Microparticulas (microesferas e microcapsulas)

Em relacdo as suas estruturas, as microcapsulas podem ser definidas como
particulas esféricas nas quais o encapsulado (sélido, liquido ou vapor) € recoberto por
membranas semi-permeaveis formadas por um ou mais polimeros atuando como fator
limitante na liberagédo, apresentando nucleo bem definido (SPARKS, 1990).

Denominam-se microesferas, sistemas cujos diametros variam de micrémetros
a alguns milimetros e em que o encapsulado encontra-se disperso ou dissolvido
homogeneamente no interior da matriz polimérica ou cerosa. Dessa forma, obtém-se

um sistema monolitico, onde nao é possivel identificar um nucleo diferenciado. Também
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nesse caso um ou mais polimeros pode constituir a matriz estrutural (KYDONIEUS,
1980; SPARKS, 1990). A obtengado do tipo de microparticula depende da técnica de

preparagao.
1.6.2. Sistemas poliméricos de liberagdo de farmacos
Os sistemas poliméricos liberam farmacos a uma velocidade e tempos pré-

determinados determinando assim o mecanismo de liberagéo, (Figura 14) (LANGER,
1990).

A Farmaco dissclvido ou B
Polimero disperso no polimero
Farmaco ‘.'_:_. &
% ot S—
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ou disperse no polimere
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— enzima
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I do farmaco
—_——
Membrana Tempo 0 Tempo t _
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Figura 14. Mecanismo de liberacao de farmacos a partir de matriz polimérica (A e B: difusao; C:
degradagao do polimero; D: clivagem do farmaco; E: intumescimento; F: abertura de poros por
pressao osmoética; G: pressao osmética; H: campo magnético)

Fonte: LANGER, 1990



27

Geralmente os sistemas poliméricos liberam o farmaco através dos
mecanismos de difusdo, reacdo quimica (degradagcdo ou clivagem) ou ativacéo de
solventes (intumescimento ou pressao osmaética). Entretanto, o mecanismo de liberagéo
mais comum é a difusdo, no qual o farmaco migra da posi¢éo inicial no polimero para a
superficie e depois para o local de atuagao (LANGER, 1990).

Inimeras equacgdes foram desenvolvidas para descrever o perfil de liberagéo de
um agente ativo, levando em consideragédo a forma fisica do sistema de liberagao de
farmacos (cilindro, esferas, filmes, etc.), 0 modo de difusdo (estatico ou dinamico), as
caracteristicas da matriz polimérica (porosa ou densa), etc (LINDNER et al., 1996).

A equacdo mais utilizada para descrever a liberagdo de farmacos a partir de
sistemas poliméricos € a chamada power law, ou lei da poténcia (PEPPAS, 1985;
SIEPMANN & PEPPAS, 2001)

M = Kt" (1)

onde M; e M,, representam a quantidade de farmaco liberada num tempo t e em tempo
infinito, k a constante caracteristica do sistema e n é o expoente que indica o
mecanismo de liberagao do farmaco (PEPPAS, 1985; SIEPMANN & PEPPAS, 2001).
Os valores de n para microesferas estdo representados na Tabela 1 (RITGER &
PEPPAS, 1987).
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Tabela 1. Interpretacdo do mecanismo de liberacdo de farmacos a partir de dados

obtidos para esferas.

Valor de n Mecanismo de transporte do farmaco
0,43 Difus&o Fickiana

0,43 <n<0,85 Transporte andmalo ou n&o - Fickiano
0,85 Transporte do caso |l

Fonte : Ritger & Peppas, 1987

Quando n for igual a 0,43, trata-se de um sistema Fickiano normal (controlado
apenas por difusdo). Para n = 0,85, o sistema libera uma cinética de Caso Il
(controlado por relaxamento e intumescimento). E para 0,43 < n< 0,85, considera-se
que seja um caso de transporte andbmalo ou ndao — Fickiano. Neste caso, o valor de n
indica que ambos os modos de liberagcdo difusdo e erosdo estdo contribuindo para a
velocidade de liberacédo do farmaco a partir da matriz polimérica.

Comercialmente, os sistemas de liberacdo controlada de farmacos podem
apresentar-se de diversas maneiras, como comprimidos, microesferas ou

microcapsulas, nanoesferas, membranas ou filmes, suspenséo, pastas, etc.

1.7. Estudos de caracterizacdo e biodisponibilidade de complexos organico-

minerais usados como sistemas de liberacao

Quelacado ndo é uma idéia nova. Em 1960, agentes quelantes, tais como EDTA,
eram usados como veiculos para incorporar agentes sintéticos, os quais poderiam, caso
contrario, ser rejeitados pelo organismo como estranhos. Infelizmente, esses tipos de

quelatos foram ineficazes, pois néo liberavam o composto ou o metal para a absorgéo.
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Alguns metais devem estar na forma de quelatos nos seres vivos para que
estes possam ser absorvidos e naturalmente aceitos pelos organismos. Os metais
usados na forma de quelatos sdo, na maioria, elementos essenciais como manganés,
ferro, cobalto, cobre e zinco. Um bom exemplo € a quelagéo entre ferro e hemoglobina
a qual auxilia no transporte de oxigénio.

O objetivo da formacdo de quelatos desses elementos nutricionalmente
importantes € aumentar a biodisponibilidade do metal no organismo. A solubilidade é
um fator critico para a absor¢cdo dos elementos essenciais, pois mudangas quimicas
durante a digestao (pH, potencial redox) e varias reagdes entre os produtos da digestao
alteram a solubilidade dos metais (SELIGMAN et al., 2000).

Em particular, metais de transicdo, ligam-se diferentemente do que outros
elementos, como sédio, potassio, calcio e fosforo. Ao invés de formar ligagdes iGnicas
ou covalentes, metais de transicdo preferem formar ligagées covalentes coordenadas.
Esta forma hibrida de ligacéo fornece aos metais de transicdo uma capacidade unica de
formar complexos estaveis (quelatos).

Certos aminoacidos e produtos da digestdo de proteinas tais como peptideos,
sdo agentes quelantes uteis, pois eles contém ao menos dois grupos funcionais (amino
e hidroxila) que podem formar a estrutura em anel com o metal de transig¢ao.

Proteinatos e quelatos sdo exemplos de complexos, porém € importante ressaltar
que nem todo complexo é um quelato. Complexos metalicos podem ser formados
simplesmente pela mistura de um sal metalico e um aminoacido, porém a formacgao da
estrutura em anel e ligagdes covalentes coordenadas em um quelato verdadeiro € um
processo quimico que requer algumas condi¢des para a reacdo. Acidos organicos como
fumarico, citrico e glucénico também podem formar complexos metalicos, mas nao
formam a estrutura em anel caracteristica dos quelatos, pois nestes faltam grupamentos
amino (SELIGMAN et al., 2000; CASAL-GARCIA & LAYRISSE, 2001).

Bisglicinato ferroso e trisglicinato férrico possuem um equivalente molar de
Fe(ll) ou Fe(lll) e 2 ou 3 equivalentes molares de glicina, respectivamente. Sao,
segundo alguns estudos, eficazes no tratamento da anemia por deficiéncia de ferro.

Teoricamente, a forma quelato previne a ligacdo do ferro com agentes inibidores,
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presentes em alimentos, ou a precipitagdo como hidréxido férrico no intestino delgado
onde o pH é basico (BOVELL-BENJAMIN et al., 2000).

Olivares e colaboradores, determinaram a absorgéo de ferro em mulheres apés
a administracao de leite fortificado com bisglicinato ferroso e concluiram que, apesar do
leite inibir a biodisponibilidade do ferro, esta forma de ferro foi 2-2,5 vezes mais
biodisponivel que o sulfato ferroso adicionado ao leite. Eles também comprovaram que
o bisglicinato ferroso € mais bem tolerado resultando em poucos efeitos colaterais
quando comparado ao sulfato ferroso (OLIVARES et al., 1997).

O efeito de uma variacao do pH de 2 a 6 foi testado na solubilidade do sulfato
ferroso, fumarato ferroso, bisglicinato ferroso e NaFeEDTA. Os resultados sugerem que
a solubilidade do ferro do bisglicinato ferroso e NaFeEDTA n&o é afetada pelas
variagcbes no pH, provavelmente porque o ferro permanece associado aos seus
respectivos compostos (CASAL-GARCIA & LAYRISSE, 2001).

Complexos sintéticos de ferro-polissacarideos tém sido sugeridos como
"biomiméticos", isto €, uma cdpia de moléculas biologicamente naturais. A quimica,
estrutura e solucado quimica destes complexos foram examinadas por uma variedade de
técnicas (BEREMAN & BERG, 1989; KNIGHT et al.,1996; MOHIE-ELDIN et al., 1994).

Recentemente, a ligagdo entre quitosana e Fe (lll) tem recebido uma atengao
consideravel. Esta interagdo é utilizada para o tratamento de sobrecarga de ferro,
remocgao de Fe (lll) de residuos hidricos, atividade catalitica, cromatografia, tratamento
da hiperfosfatemia e suportes magnéticos (CASAL-GARCIA & LAYRISSE, 2001, SIPOS
et al., 2003).

A quitosana parece possuir uma excelente capacidade para quelar metais de
transicdo, assim como seu derivado, a carboximetilquitosana. Esta capacidade poderia
representar preocupacado em termos de deplecao de ferro apds aplicacéao oral. Porém,
estudos mostram que apdés a administracdo de quitosana em ratos ndo houve a
redugdo da concentragcédo de ferro sérico e tampouco da hemoglobina (MUZZARELLI,
1996). A forma que o Fe (lll) interage com a quitosana nao € bem conhecida ainda.

Por medidas de espectroscopia Mdossbauer e Infravermelho,Nieto e

colaboradores concluiram que o ion férrico esta coordenado com dois residuos de
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quitosana e quatro posi¢des de coordenacdo estdo ocupadas por trés moléculas de
agua e um ion cloro (NIETO, et al., 1992).

Bhatia e Ravi chegaram a conclusdes semelhantes indicando que tanto grupos
amino como hidroxila coordenam aos ions metalicos e mais que uma cadeia polimérica
é envolvida na formagéao do complexo (BHATIA & RAVI, 2000).

As propriedades estruturais e magnéticas de complexos Fe-quitosana foram
investigadas por espectroscopia Mdssbauer. Os valores do deslocamento isomérico
indicam que o metal no complexo Fe- quitosana se encontra no estado alto spin Fe(lll)
e estes valores também sugerem que a ligacdo ao redor do ferro € penta ou hexa
coordenada com ligantes N/O (BHATIA & RAVI, 2000, AIEDEH & TAHA, 2001), Figura
15.

HOHCH
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Figura 15. Representagao esquematica proposta para complexo Fe-quitosana
Fonte: BHATIA & RAVI, 2000



32

Gamblin e colaboradores estabeleceram uma diminuicdo na importancia da
ligacado dos grupos amino com o ferro e sugeriram a formagao de aglomerados férricos
(clusters) nestes compostos (GAMBLIN et al., 1998). Estes resultados também foram
relatados por Sipos e col. (SIPOS et al., 2003).

Derivados de quitosana, na forma de complexos coordenados com Fe (ll) foram
preparados a partir de sulfato de quitosana e sulfato ferroso com a formacédo de
complexos nos quais as ligagdes estao estabelecidas entre Fe (ll) e dois grupos amino
e trés grupos hidroxila do anel da glicosamina (MARINONI & CONTI, 1986).

Compostos de complexos de ferro tém sido usados como suplementos de ferro
e biodisponibilidade deste ferro foi testada através de varios parametros.

Um estudo bioldgico e profilatico em ratos foi simultaneamente realizado com
trés desses complexos: ortofosfato férrico, NaFeEDTA, e o bisglicinato ferroso, sendo
que a biodisponibilidade foi comparada com a do sulfato ferroso. Apés 5 semanas de
administracdo de 20 mg Fe/Kg diariamente na forma de ragéo, os testes de ferro com
ratos provaram ser um modelo pratico para testar e comparar a biodisponibilidade de
sais de ferro. NaFeEDTA e bisglicinato ferroso produziram resultados parecidos com os
do sulfato ferroso e seus atomos de ferro tem um alto valor bioldgico para ratos. O
ortofosfato férrico tem menor valor biolégico quando comparado com o padrédo
referéncia e com os outros complexos estudados (OLIVEIRA et al., 1995).

Compostos de ferro usados na fortificagdo de alimentos também devem
obedecer a certos requisitos quanto a sua biodisponibilidade, mecanismo de absorg¢ao e
toxicidade. Levando-se isso em consideragido, a biodisponibilidade de sulfato ferroso
microencapsulado foi por diversas vezes avaliada em inumeros produtos e finalmente
em ratos e camundongos utilizando-se como padrao o sulfato ferroso e o ascorbato
ferroso (BOCCIO et al., 1997; BOCCIO et al, 1998; UICICH et al., 1999; LYSIONEK et
al., 2002).

Diversos produtos fortificados com sulfato ferroso microencapsulado foram
administrados durante 15 dias, tempo em que o ferro é absorvido e distribuido por
diferentes tecidos e 6rgados de acordo com suas fungdes metabdlicas e bioquimicas.
Apos, os animais foram sacrificados e a biodistribuicdo do ferro foi determinada. Como

bem observado, uma grande percentagem de ferro absorvido € encontrada no sangue
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porque o ferro torna-se parte da hemoglobina presente nas hemacias (BOCCIO et al.,
1997).
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2. Justificativa

O tratamento da anemia ferropriva com formulagdes administradas por via oral
€ o escolhido na maioria dos casos por ser altamente efetivo, seguro e de baixo custo.

Entre os compostos de ferro se encontram os sais, que contém este metal na
sua forma ferrosa e alguns complexos, que contém o ferro na forma férrica ou ferrosa.

A diferenga principal entre estes compostos esta na sua biodisponibilidade, ou
seja, a maneira pela qual o ferro apos ser liberado sera absorvido e distribuido pelo
organismo. Isto esta diretamente relacionado com a ligagao do ferro nestes compostos,
seu estado de oxidacdo e a agao do organismo sobre o material polimérico.

Sendo assim, buscando alternativas para minimizar os efeitos colaterais e
favorecer a absorcao do ferro, foram desenvolvidas formas farmacéuticas diversas para
a liberacdo do ferro por via oral utilizando como materiais a quitosana, a
carboximetilquitosana e o sulfato ferroso. Poucos trabalhos foram encontrados na
literatura utilizando quitosana e ferro (ll) e ferro (lll) para esta finalidade, destacando-se
limitagbes na metodologia (SOs3, pirimidina e atmosfera de nitrogénio) (MARINONI &
CONTI,1986). A dificuldade da obtencdo da forma ferrosa na reacdo com a
quitosana,nos levou a utilizagado do acido ascérbico como coadjuvante.

O estudo comparativo das propriedades quimicas, da biodisponibilidade e
efeitos colaterais do sulfato ferroso com os complexos ferro-quitosana e ferro-
carboximetilquitosana, permitiu estabelecer se os mesmos apresentam ou nao,

capacidade para a suplementacgao oral do ferro com diminui¢cado dos efeitos colaterais.
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3.0bjetivos

3.1. Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo principal preparar e caracterizar complexos de
ascorbato de quitosana-ferro (ll) e quitosana — ferro (1) e N,O- carboximetilquitosana —
ferro (Ill), na forma de microesferas, microcapsulas, poé e suspensao, bem como avaliar
in vitro seus perfis de liberagao e in vivo sua biodisponibilidade, distribuicdo e aplicagao

no tratamento de anemia por deficiéncia de ferro.

3.2. Objetivos especificos

e Preparar complexo organico-mineral a base de quitosana, carboximetilquitosana e
ferro na forma de microesferas reticuladas com glutaraldeido e epicloridrina pelo
método de coacervagdo simples, spray dryer e microcapsulas por coacervagao
salina;

e Preparar complexo ascorbato de quitosana - ferro na forma de suspensdo e
microesferas;

e Determinar a massa de ferro incorporada por grama do polimero nos diferentes
sistemas de liberagao;

e Avaliar o grau de intumescimento das microesferas / microcapsulas em solugdes
tampao simulando o trato gastrointestinal;

e Caracterizar as propriedades dos complexos organico-minerais através de
espectroscopia Mossbauer, FT-IR, TGA, RAMAN e possiveis interagcdes entre
quitosana - ferro - acido ascérbico, carboximetilquitosana - ferro assim como o

estado de oxidagao do ferro coordenado;
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Caracterizar a estrutura morfolégica dos complexos através de microscopia
eletrénica de Varredura (MEV);

Estudar o perfil de liberagdo in vitro das microesferas / microcapsulas, levando-se
em consideragao valores de pH e tempo, simulando o trato gastrointestinal;

Estudar a biodisponibilidade do ferro, in vivo avaliando concentragao, tempo (horas

e dias) e formas farmacéuticas de administragdo em animais sadios e anémicos.
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4. Parte Experimental

4.1. Instrumental

As pesagens foram realizadas em uma balangca analitica marca Shangping
Eletronic Balance, modelo FAI 6045. As medidas de pH foram feitas com o pH-metro
marca Corning, modelo pH/ion analyser 350. O moinho para trituragdo das amostras foi
da marca Analysenmuhle, modelo A 10.

As determinacdes espectrofotométricas foram realizadas utilizando-se um
espectrofotdmetro modelo U 3000, marca Hitachi.

As microparticulas (microesferas e microcapsulas) foram obtidas utilizando-se
uma bomba peristaltica Ismatec Reglo modelo 78016-30 e agitador magnético, modelo
AMA 102 com velocidade controlada, da Microquimica Ind. Com. Repr. Ltda, agulha de
diametro 0,5 mm e também um Mini Spray Dryer B-191, da marca Buchi. Para a
liberacéo in vitro, utilizou-se Incubadora Mini Shaker MA 832 com rotagéo e temperatura

ajustaveis.

4.1.1. Espectroscopia Infravermelho

Os espectros de infravermelho foram obtidos dos compostos pastilhados em
brometo de potassio — grau espectroscopico, na faixa de 4000 — 400 cm™ em um
espectrofotbmetro FT Perkin Elmer, modelo 16 PC para observacdo dos grupos

funcionais.
4.1.2. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono — RMN **C
Os espectros de ressonancia magnética nuclear de carbono — 13 (RMN '°C)

foram obtidos no espectrofotdmetro de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e °C
Brucker, modelo AC-200 F.
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4.1.3. Espectroscopia Mossbauer

Os espectros Mossbauer foram coletados a 298 K (a ndo ser quando
ressaltado) em um equipamento Wissel operando em velocidade constante, o qual
utiliza um cartdo ORTEC MCS-plus acoplado a um microcomputador.

A fonte radioativa de °"Co em matriz de rédio com atividade inicial de 25 mCi foi
adquirida da firma Du Pont, tendo apresentado largura de linha de apenas 0,22 mm/s
em relacdo a um absorvedor de nitroprussiato de sédio.

Os espectros foram ajustados por composi¢ao de curvas lorentzianas utilizando
o programa “‘NORMOS” versdao PC. Os valores de deslocamento isomérico dos
espectros Mossbauer de todos os complexos deste trabalho s&o apresentados em
relacdo a escala do a-ferro a temperatura ambiente.

Nesta secdo contamos com a colaboragdo do Prof. Dr.Valderes Drago do
Departamento de Fisica/ CFM da UFSC.

4.1.4. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

O tamanho médio, morfologia interna e externa das microesferas (trés
micrografias contendo cada uma aproximadamente 20-25 microparticulas) e a analise
através da microssonda de energia dispersiva de raio - X (EDX) foram realizadas
usando um Microscopio Eletronico de Varredura, marca Philips, modelo XL 30, do
Laboratério de Materiais do Departamento de Engenharia Mecanica da UFSC. As

amostras foram colocadas em suportes e recobertas com ouro sob vacuo.

4.1.5. Espectroscopia Raman

Uma das principais aplicacbes dos espectros Raman é na identificacdo de
grupos caracteristicos, onde moléculas relativamente grandes estao envolvidas.
Os espectros Raman foram obtidos no Laboratério de Estrutura e Espectroscopia

Molecular - LEEM do Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo, utilizando um
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microscopio Renishaw System 3000 com excitagao de laser hélio/neon no comprimento
de onda 632,8 nm e excitacdo a laser de Nd-YAG no comprimento de onda de 1064
nm; com velocidade de varredura de 128 e poténcia de 250W, com resolugdes de 4,0

cm™.

4.1.6. Anélise Termogravimétrica (TGA)

As amostras foram submetidas a temperatura de 0 — 800 °C com uma taxa de
aquecimento de 10 °C/min em um aparelho Shimadzu Termogravimetric Analyser (TGA

50, Kyoto, Japan).

4.1.7. Titulagdo por condutometria

O grau de desacetilagéo (%GD) da quitosana e a porcentagem de grupos amino
livres no ascorbato de quitosana foi determinado por titulagdo condutimétrica com
auxilio de um condutivimetro Micronal (modelo B330) e um titulador automatico Schott
Gerate (modelo T80/20). Uma amostra de 200 mg de amostra foi transferida para um
béquer contendo 450 mL de NaCl 0,001 mol/L e 5 mL de HCI 1 mol/L e agitada até
completa dissolugéo. A titulagdo foi conduzida com adigdo de NaOH 0,1 mol/L a cada
20 segundos. O mesmo procedimento foi adotado para a amostra de ascorbato de

quitosana.

4.2. Reagentes

Os reagentes utilizados foram adquiridos das seguintes empresas: quitosana
(Purifarma), sulfato ferroso (Merck), acido monocloroacético (Nucelar),glutaraldeido
(Vetec), epicloridrina (Merck), acido acético (Merck), acido ascorbico (Nuclear), alcool

etilico (Nuclear), hidréxido de sodio (Synth). N,O, carboximetilquitosana foi preparada
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seguindo o método descrito na literatura (GLOSSER & JAIN, 1999). Os demais

reagentes sao de grau analitico.

4.3. Animais

Os ratos utilizados nos ensaios in vivo foram obtidos do biotério da Universidade
Federal de Santa Catarina. Os diferentes ensaios foram realizados com 165 animais de
linhagem wistar com média de idade de 2 meses e do sexo masculino. Os estudos
foram conduzidos com a colaboragdo da Prof® Dr® Rozangela Curi Pedrosa do

Departamento de Bioquimica — UFSC.

4.4. Solucdes

4.4.1.Solucéo de Quitosana (QTS)

Para a preparagdo desta solugéo, foi dissolvido 4 g de QTS em 100 mL de
acido acético 5%(v/v) e mantido sob agitagdo constante até completa dissolugéo da

QTS, resultando em uma solugéo viscosa com aproximadamente 4% (m/v) de QTS.

4.4.2.Solucéo de ascorbato de quitosana

Para a preparacédo desta solugao, foram misturados 8,05g de QTS e 8,8g de
acido ascérbico (AA). Em seguida, foram acrescentados 5 mL de agua destilada. Esta
mistura permaneceu em auséncia da luz e vedada por 3 horas. Apds este tempo, 200
mL de agua foram acrescentados e a solugao foi mantida sob agitagdo até completa
dissolugado e obtengdo de uma solugdo viscosa com aproximadamente 4% (m/v) de

ascorbato de quitosana.



41

4.4.3. Preparacdo de N,O- Carboximetilquitosana (N,O- CMQ)

Para a preparacao da N,O-carboximetilquitosana foi suspenso 1 g de QTS em
21,6 mL de etanol (anidro) e mantida esta suspensao em agitacdo por 20 minutos. Em
seguida, foram adicionados 6,8 g de NaOH 40% e 4,8 g de acido monocloroacético
solubilizado em etanol (1:1), permanecendo em contato a 60 °C por 3 horas. O residuo
frio foi filtrado e suspenso em 50 mL de etanol 80% e neutralizado com acido acético
glacial (pH 7,0). O produto foi entdo lavado com etanol 80%, etanol absoluto e seco em

temperatura ambiente. A Figura 16 esquematiza a obtengdo da N,O-CMQ.

O + 2CI-CH,-coO"
—_—
2Cl-
O—CHo— - — —COOH
Y >—COO /O CH;
H CH2 O
+ 2 CH;—COOH ) e
- 2 CH,—COO" \
/ H
CH
H e
COOH

Figura 16. Sintese de obtengado da N,O-Carboximetilquitosana
Fonte: GLOSSER & JAIN, 1999

4.4.4.Solucéo de N,O-carboximetilquitosana (N,0-CMQ)
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Para a obtengdo de uma solugédo 3%, foram dissolvidos 3g de N,O-CMQ em

100mL de agua destilada e mantida sob agitagdo constante até completa dissolugao.

4.4.5.Solucao de Impregnacgéo

Para a impregnacdo do ferro nas microesferas foi utilizada uma solugao

saturada de sulfato ferroso.

4.4.6.Solugdes tampéao

As solugdes tampéao Clark - Lubs - pH 1,2; Macllvaine - pH 6,8 e 8,0; e de
HsBO;3; - KCI - NaOH - pH 9,0 foram preparadas conforme Morita (MORITA, 1983) e
usadas para a determinagdo do grau de intumescimento. O ferro foi liberado das

microparticulas em solucéo tampao Clark - Lubs - pH 1,2.

4.5. Metodologia

4.5.1.Preparacgdo dos complexos organico-minerais

4.5.1.1. Microesferas dos complexos de Ferro (lll) —quitosana reticulada

As microesferas foram preparadas pelo método de separacdo de fases, via
coacervagao simples. Segundo este método, a formagdo das microesferas resulta de
um fendbmeno de superficie e ocorre devido a interacdo entra a solugdo polimérica
(solugdo de quitosana) e um meio coagulante o qual induz a separacdo de fases,
precipitando a membrana polimérica.

A solugdo quitosana 4% (m/v) em acido acético 5% (v/v) foi gotejada com o

auxilio de uma bomba peristaltica de marca Ismatec em um banho de precipitacédo
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contendo solugdo NaOH 2 mol/L ocorrendo a formagao das microesferas. Apds trinta
minutos nesta solugdo as microesferas foram lavadas até pH neutro e reticuladas com
epicloridrina ou glutaraldeido. Em ambos os casos, a reticulagdo é realizada com a
finalidade de aumentar a resisténcia mecanica das microesferas e torna-las insoluveis

em solugdes acidas.

e reticulagdo com epicloridrina: para 10 g de microesferas umidas em 100 mL de
agua, foram adicionados 4,9 mL de epicloridrina e aquecido por 1 hora. Apoés,
adicionou-se 70 mL de NaOH 0,1 mol/L e aquecido por 2 horas As microesferas
foram lavadas com agua, acido cloridrico 0,1 mol / L seguido de NaOH 0,1 mol/L
(Qts-Epi)

e reticulagdo com glutaraldeido: para 1 g de microesferas umidas foram
adicionados 1,5 mL de solugdo de glutaraldeido 2,5% (v/v), permanecendo em

contato por 24 horas. (Qts-Glu)

As microesferas foram lavadas apds cada processo de reticulagdo e colocadas
em contato com uma solugédo saturada de FeSO,. 7H,O (solugdo de impregnacéo),
permanecendo por 24 horas, sob agitagcdo, sendo que apos este periodo todo ferro (l)

impregado é convertido a ferro (lll) na presencga de ar atmosférico.

45.1.2. Microesferas/Microcapsulas do complexo de Ferro(lll)-N,O-

carboximetilquitosana (N,0-CMQ)

Para a preparagdao das microparticulas de Fe (llI)-(N,O0-CMQ), uma solugao
aquosa de N,0-CMQ 3% (m/v) foi gotejada com o auxilio de uma bomba peristaltica em
solugado saturada de sulfato ferroso sob agitagdo. As microcapsulas formadas pelo
método de coacervagdo salina (salting out) foram lavadas rapidamente com agua
destilada resultando nas microcapsulas codificadas de CMQ-Fe(lll). Microcapsulas
obtidas inicialmente foram reticuladas com glutaraldeido 2,5% (v/v) e permaneceram

por 24 horas, resultando na formagao de microesferas codificadas de CMQ-Glu-Fe(lll).
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As figuras 17 e 18 representam os esquemas das preparagdes dos complexos

de ferro com a quitosana e N,O-carboximetilquitosana, respectivamente.

4.5.1.3. Suspensédo do complexo de ascorbato de Ferro (Il)- quitosana

Para a preparagao da suspensao do complexo de ascorbato de Ferro (ll)-
quitosana foi utilizado a solugdo descrita no item 4.4.2. Um volume de 200 mL de
solugao de ascorbato de quitosana 4% foram adicionados a 200 mL de agua destilada.
Em seguida para 200 mL desta solugédo a 2% foram adicionados 200 mL de solugéo de
sulfato ferroso 20%. Mantida sob agitagdo e ao abrigo da luz. Uma solugdo de
coloragdo verde foi obtida apresentando 1% de ascorbato de quitosana e 10% de

sulfato ferroso (2% ferro elementar).

4.5.1.4. Microesferas do complexo de ascorbato de Ferro(ll) — quitosana

A metodologia empregada para a obtengdo de microesferas do complexo
ascorbato de ferro (ll) — quitosana foi a aplicagao da técnica de secagem a vapor, com
a utilizacédo do sistema de desidratacdo Spray-Dryer Buchi B-191. Parametros de ajuste
do aparelho spray-dryer foram otimizados experimentalmente de acordo com a
temperatura de ebulicdo do solvente, concentracdo da solugdo viscosa, tamanho das
microesferas e formas desejadas monitoradas por microscopia eletrénica de varredura.

A primeira condicdo a ser controlada é a temperatura de entrada do aparelho
spray-dryer a qual é definida como a temperatura de remoc¢ao do liquido pela rapida
evaporagcdo e, em seguida a temperatura de saida, responsavel pela formagcdo do
ciclone. A vazao da solugéao a ser propelida depende da viscosidade da solugéo.

As microesferas do complexo ascorbato de ferro (Il) — quitosana foram
preparadas a partir da suspensao do item 4.5.1.3. com temperatura inlet 160 °C,
aspiracao 20 mL / min, fluxo 600 e temperatura outlet 70°C. O resultado foi a obtencao

de um po fino de coloragao bordé com particulas de tamanho médio 10-18 um.
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4.5.2. Determinacao do grau de reticulacdo (GR) antes da impregnacédo com ferro

(111

O grau de reticulagcdo foi realizado pesando-se 1 g de microesferas /
microcapsulas nao reticuladas umidas e 1 g de microesferas/ microcapsulas reticuladas
umidas. Estas, a seguir, foram secas em estufa a 50°C e pesadas novamente. O grau

de reticulagao foi calculado pela Equacéao 2.

GR = (my- my) / my x 100 2)

Onde m; e my correspondem as massas das microparticulas reticuladas secas e das

microparticulas nao reticuladas secas, respectivamente.

4.5.3. Determinacao do Grau de Intumescimento (Gl)

A determinac&o do grau de intumescimento foi realizada em solugdes tampéo
pH 1,2, pH 6,8 e pH 9,0.

Inicialmente as microesferas foram secas em estufa, pesadas (100 mg) e
mantidas nas solugdes tampéo de pH, a 37°C. A cada 10 minutos foram retiradas,
secas em papel filtro e pesadas novamente. O grau de intumescimento de cada

amostra no tempo t foi calculado pela Equacéo 3.

Gl = (mi—mo) / Mo (3)

onde m; e m, sdo as amostras pesadas no tempo t e no estado seco, respectivamente.
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4.5.4. Determinacao da concentracao de ferro (Il) e ferro (lll) nas amostras

As microesferas foram trituradas e em seguida colocadas em acido nitrico 0,1
mol/L sob agitagdo e aquecimento. O Fe(lll) foi reduzido com cloridrato de hidroxilamina
a Fe(ll) e complexado com a 1,10 - fenantrolina (“fen”) para a formag¢ao do complexo
[Fe(fen)s]** de estequiometria 1:3. O complexo absorve fortemente na regido do visivel
(Amax=510nm) e a concentragcdo foi determinada através da curva de calibragao
previamente realizada com sulfato ferroso.

A reacao de formacao do complexo & descrita pelas reagoes:
4Fe +3(aq) + 2NH-0OH (aq) — 4 F62+(aq) + Nzo(g) + 4H+(aq) + H,O (4)

Fe *? aq +3fenH s < [Fe (fenH)s]* aq) + 3H (g (5)

A determinacdo da concentracdo sérica do ferro das amostras coletadas da
cinética de liberacdo in vivo foi realizada através do método de Goodwin modificado
(Labtest). Esta metodologia tem como principio a dissociagdo dos ions férricos da
transferrina por acdo de um tampéao de pH acido que séo reduzidos a ions ferrosos por
acdo da hidroxilamina. Apds adicdo do Ferrozine ® forma-se um complexo magenta
brilhante cuja absorbanica medida entre 540-580 nm, & proporcional a quantidade de

ferro na amostra.

4.5.5. Estudos de Liberacao

4.5.5.1. Estudo de Liberacao in vitro
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Este estudo foi realizado em um banho termostatizado a 37°C, com agitacdo
horizontal em 100 rpm, onde foram colocados os sistemas contendo as
microesferas/microcapsulas e volumes conhecidos de solugdes tampao referente ao
sistema trato gastrintestinal (TGI). As microparticulas permaneceram por 2 horas em pH
1,2. Aliquotas foram retiradas em tempos determinados sendo quantificadas por UV —

vis mediante curva de calibragdo. As analises foram realizadas em triplicata.

4.5.5.2. Estudo de Liberacéao in vivo
4.5.5.2.a Animais

Nos ensaios biologicos foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus),
machos (250 £ 50 g de peso), com aproximadamente 70 dias. Os animais foram
pesados e distribuidos em grupos de 6 individuos. Os mesmos permaneceram no
laboratério por um periodo minimo de 5 dias para adaptacao, antes da realizagao dos
experimentos, mantidos em gaiolas plasticas, sob temperatura ambiente controlada (
25°C), com ciclo claro/escuro de 12 horas, recebendo dieta comercial e agua ad libitum.
Antes do inicio de cada experimento, os animais permaneceram em jejum de 12 horas.

O presente trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA)/UFSC sob o numero n ° 23080.009607/2002 - 88, para a utilizacdo dos
animais, com o oficio de aprovagao n° 149/CEUA/DAP/PRPG.

4.5.5.2.b Preparacéo das formulac¢des

Preparacéo das suspensoes
As suspensdes de ascorbato de quitosana Fe(ll) 7 mg/Kg e 20 mg/Kg foram

preparadas conforme o item 4.5.1.3.

Preparagdo das pastas
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As pastas de ascorbato de quitosana-Fe (ll) foram preparadas a partir da
suspensdo do item 4.5.1.3, através da precipitacdo em acetona e consequente

evaporacao do solvente. Apés, o ferro foi quantificado conforme item 4.5.4.

4.5.5.2.c Estratégia experimental

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a biodisponibilidade de diferentes
preparacgdes de ferro. Para dar inicio a esta investigagao, foram feitos ensaios em ratos
tratados com diferentes concentragdes das formulacdes e escolha da formulagao mais
adequada (Fase ). A partir dos dados obtidos, foram realizados ensaios
tempo/dependentes com uma concentragdao fixa do farmaco. Tais ensaios foram
divididos em cinética curta (1 a 8 horas, Fase Il) e longa (7, 14 e 28 dias, Fase lll).
Posteriormente, os tratamentos foram repetidos, porém utilizando animais anémicos
(Fase IV).

4.5.5.2.d Protocolo experimental

Fase |

Nesta fase grupos de 6 animais foram tratados por via oral durante 15 dias com:
sulfato ferroso 20 mg / Kg (controle positivo), ascorbato de quitosana Fe (lI) 20 mg / Kg
na forma de suspensao, ascorbato de quitosana Fe (ll) 20 mg / Kg na forma de pasta,
ascorbato de quitosana Fe (Il) 7 mg / Kg na forma de suspensao e um grupo sem
tratamento (controle negativo) (Tabela 2). Apds o periodo de tratamento, os animais
foram anestesiados e 3 mL de sangue foi coletado por pungao ocular, centrifugado em
aparelho de marca Sigma laborzentrifugen GmH 3600 Osterode, modelo 2-15, rotor
11192 (2500 rpm, 8 minutos) e o soro separado para determinagao da concentragéo de

ferro.
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Tabela 2. Protocolo do tratamento in vivo fase |

Grupos Complexo Concentracao Forma de
(6 animais) Administracao
1 Controle negativo - -
2 Sulfato ferroso 20 mg / Kg Solugéo
3 Ascorbato de QTS-Fe (ll) 20 mg / Kg Suspensao
4 Ascorbato de QTS- Fe(ll) 7 mg/Kg Suspensao
5 Ascorbato de QTS-Fe (Il) 20 mg / Kg Pasta

Fase Il

Nesta fase grupos de 6 animais foram tratados por via oral com: sulfato ferroso
20 mg / Kg (controle positivo), ascorbato de quitosana Fe (lI) 20 mg / Kg na forma de
pasta e um grupo sem tratamento (controle negativo). Apés 1,2,3,4,5,6 e 8 horas de
tratamento, os animais foram anestesiados e 1 mL de sangue foi coletado por pungao
ocular, centrifugado (2500 rpm, 8 minutos) e o soro separado para determinagdo da

concentragao de ferro.

Fase Il

Nesta fase grupos de 6 animais foram tratados por via oral com: sulfato ferroso
20 mg / Kg (controle positivo), ascorbato de quitosana Fe (lI) 20 mg / Kg na forma de
pasta e um grupo sem tratamento (controle negativo) (Tabela 3). Apds 7,14,e 28 dias
de tratamento, os animais foram anestesiados e 3 mL de sangue foi coletado por
puncado ocular, centrifugado (2500 rpm, 8 minutos) e o soro separado para

determinacgao da concentracao de ferro.
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Tabela 3. Protocolo do tratamento in vivo fase Il

Grupos Concentracéao Tempo
(6 animais) (mg / Kg) (dias)

1 Controle negativo 7

2 Controle Negativo 28

3 10 14

4 20 14

5 20 28

6 20 7

Fase IV

Nesta fase grupos de 6 animais anémicos foram tratados por via oral durante 15
dias com: sulfato ferroso 20 mg / Kg (controle positivo), ascorbato de quitosana Fe (lII)
20 mg / Kg na forma de pasta e um grupo sem tratamento (controle negativo). As
gaiolas foram trocadas duas vezes ao dia para evitar a coprofagia. Ao término do
tratamento, os animais foram anestesiados e 3 mL de sangue foram coletados por
puncdo ocular, centrifugado (2500 rpm, 8 minutos) e o soro separado para
determinagao da concentragao de ferro. Foram determinados o teor de hemoglobina e o
hematdcrito dos animais para acompanhar o processo de anemia.

A anemia foi induzida nos animais por um pré-tratamento de 45 dias com uma
dieta com auséncia em ferro conforme metodologia proposta pelo Instituto Americano
de Nutrigdo (AIN 93-G) (Tabelas 4,5 e 6) (REEVES et al., 1993).
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COMPONENTES g/ Kg de RACAO
Amido de Milho 397,5
Caseina 200
Dextrina 132
Sucrose 100
Oleo de Soja 70
Fibra 50
Mistura Mineral (AIN 93 — MX) 35
Mistura Vitaminica (AIN -93 -V X) 10
Cistina 3
Bitartrato de colina 25
Tert-butilhidroquinona 0,014

Fonte: REEVES et al., 1993
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54

MISTURA MINERAL

mg / Kg de RACAO

Calcio 5000
Fosforo 1561
Potassio 3600
Enxofre 300

Sadio 1019
Cloro 1571
Magnésio 507

Ferro * 35

Zinco 30
Manganés 10
Cobre 6
lodo 0,2
Molibdénio 0,15
Selénio 0,15
Silicio 5
Cromo 1
Fluor 1
Niquel 0,5
Bério 0,5
Litio 0,1
Vanadium 0,1

*Na preparagao da ragao para os ratos anémicos, a concentragéo de ferro da mistura mineral foi 0,0 mg

/Kg.

Fonte: REEVES et al., 1993
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Tabela 6 — Composigado da mistura vitaminica (AIN-93 VX)

VITAMINA U/Kg de RACAO
Acido nicotinico, mg 30
Pantotenato, mg 15
Piridoxina, mg 6
Tiamina, mg 5
Riboflavina, mg 6
Acido félico, mg 2
Vitamina K, pg 750
D-Biotina, pug 200
Vitamina B12, nug 25
Vitamina A, Ul 4000
Vitamina D3, Ul 1000
Vitamina E, Ul 75

Fonte: REEVES et al., 1993

4.5.5.2.e Determinagéo de ferro no sangue

A concentracao de ferro no soro foi avaliada conforme metodologia proposta por
Malley e col. Neste método, o ferro ligado a transferrina, em meio acido, se dissocia em
ion férrico que é reduzido a forma de ion ferroso por acdo da hidroxilamina. Apos
adi¢ao de ferrozina, forma-se um composto magenta, medido espectrofotometricamente
em 560 nm, cuja intensidade de cor € proporcional a concentragao de ferro presente na
amostra (MALLEY et al., 1970).
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45.5.2.f Analise estatistica

As analises estatisticas dos dados obtidos foram realizadas através de analise
de variancia (ANOVA), complementada pelo teste de Tukey-Kramer. Para tal utilizou-se
o software INSTAT (GrahPad, San Diego, CA, USA) admitindo niveis de significancia de
p<0,05; p<0,01 e p<0,001.
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5. Resultados e Discusséao

5.1. Caracterizacdo da quitosana e carboximetilquitosana

5.1.1. Espectroscopia de Infravermelho

A Figura 19 mostra uma comparagdo dos espectros de infravermelho da
quitosana (a) e da carboximetilquitosana (b).

A quitosana apresenta banda caracteristica na regido de 3423 cm” que
corresponde ao estiramento O-H e 2876 cm™ do estiramento C-H. As bandas 1650cm”™
e 1598 cm ' correspondem as vibracdes de estiramento C=0O de amida e as
deformagdes N —H da amina primaria, respectivamente. A banda de 1381 cm™ é
atribuida ao C-H do grupo CHj; referente a acetamida, indicando que a quitosana nao é
totalmente desacetilada. Em 1077 cm™, apresenta-se a banda caracteristica da
vibracao de estiramento de CH-OH (CHEN & PARK, 2003; CHEN et al., 2004).

Em contraste, a carboximetilquitosana apresenta um espectro com bandas na
regido de 1592 e 1418 cm™ caracteristicas do grupo carboxil (vas COO™ e vs COO)
indicando que a carboximetil esta inserido na quitosana. Estes resultados concordam
com Po e col (Zhao et al., 2002; PO et al., 2004).

Além disso, nos espectros da quitosana e carboximetilquitosana, os picos
observados em 1070 cm™ e 1027 cm™ s&o correspondentes ao estiramento CH -OH e
CH; — OH, respectivamente. Sendo que o grupo hidroxila secundaria nao foi
influenciado pela modificacdo na quitosana, a intensidade do pico de 1070 cm™ pode

atuar como um controle interno.
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Figura 19. Espectros na regiao de Infravermelho, em pastilha de KBr : a - Quitosana; b — N,O-

Carboximetilquitosana

5.1.2. Espectroscopia de ressonancia nuclear de carbono -13 (RMN *C)

As Figuras 20 e 21 mostram os espectros de RMN "*C da carboximetilquitosana
em D,O comparada com a quitosana original em CD3COOD/D,0.

Na Figura 20 foi observado um deslocamento quimico do carbono anomeérico C
em 98 ppm estando bem afastado dos demais sinais. Os dois sinais proximos de 77
ppm estao relacionados ao C4. O deslocamento na faixa de 70 ppm € relacionado aos
carbonos Cs3 e Cs. O sinal de 60 ppm é caracteristico do carbono primario do alcool e os
sinais ao redor de 56 ppm sao atribuidos ao carbono C,.

Os sinais com deslocamento em torno de 178 ppm e 20 ppm estao relacionados
ao carbono do grupo C=0 e ao grupo CHs, respectivamente, corroborando com os
dados obtidos pelo Infravermelho que a quitosana ndo é totalmente desacetilada
(LONGHINOTTI et al., 1996).
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A confirmacdo da carboximetilacdo da quitosana é fornecida pelo espectro de
RMN "*C representado na Figura 21. O sinal para o carbono C4 tem deslocamento de
98 ppm para 104 ppm devido ao efeito da retirada de elétrons dos grupos hidroxilas
substituintes.Os sinais 59,1 (C,), 73,1 (Cs), 72,3 (C3), 80,6 (C4), 77,6 (Cs), e 64 (Co)
ppm sao detectados. Os trés deslocamentos quimicos em torno de 73,1, 72,3 e 41,2
ppm estdo assinalando a substituicdo de grupos —CH,COOH na OH do carbono 6, OH
do carbono 3 e NH-2 indicando que ha trés possiveis locais para a carboximetilacdo da
quitosana. O deslocamento em torno de 180 ppm esta relacionado ao C=0. O sinal em
54,3 ppm assinala a presenga de -CH -. O sinal em 73,1 ppm (C3) esta dividido em dois
picos devido provavelmente a reagdo de carboximetilagdo com a hidroxila (-OH) do
carbono 3.

Estas evidéncias suportam que a reacao de carboximetilagdo ocorreu em parte
nos grupos hidroxilas assim como nos grupos amino (ZHAO, et al., 2002; CHEN et al.,
2003)
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61

5.2. Caracterizacdo dos complexos organico — minerais.

5.2.1. Complexos de Fe (1)

5.2.1.1. Grau de reticulagédo

Os agentes reticulantes usados ligam - se em diferentes grupos da quitosana. Os
grupos aldeidos do glutaraldeido formam iminas com os grupos amino da quitosana
devido a ressonancia estabelecida com ligagdes etilénicas adjacentes via reagédo de
base de Schiff enquanto que, a epicloridrina liga-se através dos atomos de carbono,
resultantes da ruptura do anel epoxi e da remogao do cloro, com os grupos hidroxila do
carbono 6 da quitosana (NAGH et al., 2002; BERGER et al., 2004; GONCALVES et al.,
2005).

Apds o processo de reticulagdo com epicloridrina (QTS-Epi) ou glutaraldeido
(QTS-Glu) o grau de reticulagdo foi determinado, obtendo-se valores de 27% e 63%
para as microesferas QTS-Epi e QTS-Glu, respectivamente.

Para as microesferas CMQ-Glu-Fe(lll) formadas o grau de reticulagéo foi de
23%. Quando o grau de reticulacédo é comparado em relagdo ao das microesferas de
quitosana verificamos que o valor obtido para as CMQ-Glu-Fe(lll) & inferior devido a
menor disponibilidade de grupos amino livres pela presenga da carboximetilacdo e do

ferro incorporados nas cadeias poliméricas.

5.2.1.2. Grau de intumescimento

O mecanismo de intumescimento em pH < 6 envolve a protonagdo dos grupos
amino da quitosana e relaxamento da estrutura devido a repulsdo das cadeias
poliméricas e a dissociacao de interagdes secundarias (ligacbes de hidrogénio) seguido
do intumescimento (HEJAZI & AMIJI, 2003; KIM, et al., 2000).
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As microesferas QTS-Epi e QTS-Glu permaneceram em solugbes tampéo
similares ao TGl (pH 1,2, 6,8 e 9,0) por 60 minutos a 37°C e foram rapidamente secas e
pesadas para a determinagcdo do grau de intumescimento. Os graficos do
intumescimento das microesferas reticuladas, QTS-Epi e QTS-Glu, estao representados
nas Figuras 22 e 23, respectivamente.

Podemos observar que ha um maior intumescimento em pH 1,2 das
microesferas QTS-Epi devido a sua preferéncia por ligacdo em grupos hidroxila,
deixando os grupos amino livres para protonag¢ao, sendo seguido do pH 6,8 € 9,0, o que
confirma que a estrutura de reticulagdo com a epicloridrina € quimicamente estavel.

Para as microesferas reticuladas com glutaraldeido (QTS-Glu), verificamos um
comportamento diferente. Ocorre um aumento gradativo do grau de intumescimento em
pH 1,2 enquanto que para os demais valores de pH o intumescimento é constante. Isto,
provavelmente, € devido a hidrdlises parciais das ligagdes imino das bases de Schiff
resultando em grupos amino livres novamente. Os mecanismos de hidrélises da base
de Schiff em meios acidos ou basicos sdo conhecidos. Graficos que relacionam pH e
velocidade de hidrélise mostram uma menor velocidade para pH >8,9 e mais rapida e
forte para pH < 3,5 (EL- TAHER et al., 2001; GONCALVES et al., 2005).

Outro fator importante que influencia negativa ou positivamente no
intumescimento € o grau de reticulagdo. Um maior grau de reticulagdo leva a uma
diminuicdo da capacidade da quitosana de formar pontes de hidrogénio com a agua e
também da capacidade de relaxamento da estrutura (BERGER et al., 2004). Porém,
considerando os efeitos da hidrélise acida das microesferas QTS-Glu, o grau de
reticulacdo € essencial para manutengdo da integridade das microesferas evitando
erosdo das mesmas e liberagdo dos farmacos em locais indesejaveis para a absorgao e
consequentes efeitos adversos.

O grau de intumescimento para as microesferas de CMQ- Fe(lll) foi realizado
como ja descrito anteriormente. A Figura 24 apresenta o grau de intumescimento das
microesferas CMQ-Glu-Fe(lll). As microesferas intumescem em pH 1,2 e também em
pH 6,8 e 9,0 por causa da presencga tanto de grupos amino e carboxilas e deste modo
formam uma rede com estruturas carregadas opostamente as quais podem mudar a

carga de grupos idnicos variando o pH. No caso do pH 1,2 as cargas dominantes s&o
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0s grupos aminos protonados. No caso de pH 6,8 e 9,0 as cargas dominantes sdo os
grupos carboxilatos desprotonados.

Sendo assim a N,0-CMQ intumesce devido ao aumento da mobilidade de ions
dentro do polimero e uma maior pressao osmotica causa o intumescimento. Para as
microcapsulas CMQ-Fe(lll) o grau de intumescimento nao foi realizado devido a
dissolugdo da CMQ em pH 1,2, 6,8 € 9,0.
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Figura 22. Grau de intumescimento das microesferas de quitosana reticuladas com epicloridrina em

diferentes valores de pH, realizado em triplicata
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Figura 23. Grau de intumescimento das microesferas de quitosana reticuladas com glutaraldeido em

diferentes valores de pH, realizado em ftriplicata.
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Figura 24. Grau de intumescimento das microesferas N,O-CMQ reticuladas com glutaraldeido em

diferentes valores de pH, realizado em ftriplicata.
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5.2.1.3. Determinacdo da concentracdo de ferro nas microparticulas dos
complexos QTS-Epi-Fe(lll), QTS —Glu- Fe(lll), CMQ-Fe(lll) e CMQ-Glu-Fe(lll)

Depois de preparadas, as microesferas reticuladas permaneceram por 24 horas
em solugao saturada de sulfato ferroso para o processo de impregnagao resultando as
microesferas QTS-Epi- Fe(lll) e QTS —Glu - Fe(lll).

As microparticulas CMQ- Fe(lll) foram preparadas pelo processo de coacervagao
salina a partir da adigdo de uma solugéo aquosa de N,0-CMQ 3% (m/v) em solugao
saturada de sulfato ferroso. As microcapsulas formadas foram posteriormente
reticuladas com glutaraldeido resultando nas microcapsulas CMQ-Glu-Fe(lll). A
concentragao de ferro das microparticulas foi determinada apds abertura das amostras
e leitura espectrofotométrica em UV-vis a 510 nm. Os resultados obtidos foram de 25,6
mg / g seca para QTS-Epi-Fe(lll), 31,3mg / g seca para QTS-Glu-Fe(lll), 91,4 mg / g
seca para CMQ-Fe(lll) e 67 mg / g seca para CMQ-Glu-Fe(lll).

Realmente, a introdugcdo dos grupos carboxilatos na cadeia da quitosana traz
novos grupos funcionais muito reativos para os ions de metais via mecanismo de
quelacdo, além das aminas primarias e secundarias. Portanto, o aumento na
concentracao de ferro nas microesferas de carboximetilquitosana pode ser atribuido a
um processo de adsor¢cdo de ion metalico envolvendo ligagbes coordenadas com
ligantes carboxilatos, aminos e hidroxilas do polimero (PENICHE-COVAS et al., 1992;
VON WIREN et al., 2000).

A teoria de acidos e bases moles e duros fornece a descricdo das capacidades
dos ions de preferir ligantes de algum tipo (macio-macio, duro-duro) a aqueles tipos
diferentes quando formando ligacdes coordenadas. ions moles geralmente v&o pela sua
polarizabilidade e duros com seus campos eletrostaticos (GUIBAL, 2004).

Muitos estudos de quelagcao envolvendo ions de metais, principalmente cobre, e
quitosana utilizam mecanismos tipo “bridge model” e “pendant model”. No primeiro os
ions estdo ligados com muitos grupos amino da mesma cadeia ou diferentes cadeias,
via complexacgao inter- intra molecular. O oposto “pendant model”, o metal é ligado ao

grupo amino de maneira pendente.
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Grupos amino sao extremamente reativos com ions metalicos, pois os atomos de
nitrogénio apresentam pares de elétrons livres que podem reagir com os cations
metalicos. Metais catidbnicos podem ser adsorvidos por quelagdo nos grupos amino da
quitosana em solugdes de pH proximo a neutro. Na verdade, o numero total de grupos
amino livres ndo estd necessariamente acessivel a interacdo com o metal. Alguns
desses sitios estdo envolvidos em pontes de hidrogénio (intra ou intermolecular)
(GUIBAL, 2004).

5.2.1.4. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) dos complexos de Ferro (ll1)

A superficie e morfologia externa e interna das microesferas de QTS-Glu—Fe (lll)
estdo apresentadas na Figura 25a e das microesferas de QTS-Epi—-Fe (lll) na Figura
25b em ampliacdo de 40 e 50 vezes, respectivamente. As microesferas QTS-Glu—Fe
(I e QTS-Epi-Fe (lll) formadas s&o estruturas monoliticas esféricas e apresentam
tamanho médio, calculado a partir da média de trés micrografias contendo cada uma
aproximadamente 20-25 microesferas, de 0,790 mm e 1,344 mm, respectivamente
conforme parametros tais como: tamanho da agulha de gotejamento, tempo e

velocidade de gotejamento.
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Figura 25. Fotomicrografias das microesferas de QTS-Glu-Fe(lll) (a) e da microesferas de QTS-Epi-
Fe(ll)(b).

A Figura 26a mostra as fotomicrografias das microparticulas do complexo CMQ-
Fe(lll) e a Figura 26b do CMQ-Glu-Fe(lll) em ampliagdo de 25 e 50 vezes,
respectivamente. Uma estrutura externa homogénea é observada para as microesferas
CMQ-Glu-Fe(lll), enquanto que uma superficie rugosa e porosa com forma esférica
deformada é revelada para as microcapsulas CMQ-Fe(lll). Os tamanhos médios foram
0,841 e 0,816 mm, para as microparticulas CMQ-Fe(lll) e CMQ-Glu-Fe(lll),
respectivamente. A diferenga na morfologia entre as microparticulas CMQ-Fe(lll) e
CMQ-Glu-Fe(lll) confirma o processo de reticulagédo, tornando a microesfera reticulada

mais resistente mecanicamente e consequiente fechamento do nucleo.
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Figura 26. Fotomicrografias das microcapsulas de CMQ-Fe(lll) (a) e da microesferas de CMQ-Glu-
Fe(lll)(b).

A Figura 27a mostra a secc¢éo cruzada da microparticula de QTS-Glu-Fe(lll) com
ampliagcédo de 50 vezes , onde se pode observar claramente a estrutura sélida compacta
e homogénea de uma microesfera monolitica, enquanto a microparticula seccionada de
CMQ-Glu-Fe(lll) (Figura 27b) ampliada 60 vezes, evidencia a formagcdo de uma
microcapsula com nucleo bem definido. Em ambas microparticulas o ferro encontra-se

impregnado internamente e externamente nos materiais poliméricos coacervados.
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Figura 27. Fotomicrografias das microparticulas seccionadas de ferro(lll)-QTS reticulada com
glutaraldeido (a) e de ferro(lll)-N,0-CMQ (b).

5.2.1.5. Energia Dispersiva de Raios-X (EDX) dos complexos de Ferro(lll)

A incorporacgéao do ion Ferro (lll) nas microesferas de quitosana reticuladas e nas
microparticulas de N,O-carboximetilquitosana foi confirmada de forma qualitativa pela
técnica de Energia Dispersiva de Raios-X (EDX).

A composicdo quimica da superficie da amostra de microesferas QTS-Glu-
Fe(lll) e QTS-Epi-Fe(lll) foi analisada pela técnica de EDX, cujos espectros referentes a

microanalise quimica pontual sdo ilustrados nas Figuras 28 a-b.
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Label A: QTS + GLU + Fe Label A: QTS + EPI + Fe
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Figura 28. Microanalise quimica pontual das microesferas QTS — Fe(lll) reticuladas com glutaraldeido (a)

e microesferas QTS — Fe(lll) reticuladas com epicloridrina (b).

Similarmente, a composi¢cao quimica da superficie da amostra de microparticulas
CMQ-Fe(lll) e CMQ-Glu-Fe(lll) foi analisada por EDX através dos espectros ilustrados

nas Figuras 29 a-b.

Label A: CMQ + Fe

Label A: CMQ + GLU + Fe

CjKa

A

1.00 2.00 3.00 400 500 6.00 7.00 8.00 9.00

1.00 2.00 300 4.00 5.00 6.00 7.00 B.00 9.00

(a) (b)
Figura 29. Microanalise quimica pontual das microcapsulas de N,O-CMQ - Fe(lll) (a) e microesferas N,O-
CMQ - Fe(lll) reticuladas com glutaraldeido (b)
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5.2.1.6. Espectroscopia de Infravermelho

As Figuras 30, 31 e 32 apresentam os espectros de infravermelho da quitosana e
dos complexos QTS-Epi-Fe (lll) e QTS-Glu-Fe(lll).

TS.SP —

2990
=618
1514
<’l_4§4
48
<:;l\;1278
818

4

416

Transmitancia (%)
I O A R P
1140

U L e e
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1

Figura 30. Espectro na regido de Infravermelho da quitosana em pastilha de KBr.
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Figura 31. Espectro na regido de Infravermelho da quitosana e das microesferas de QTS-Fe(lll)
reticuladas com epicloridrina em pastilha de KBr.
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Figura 32. Espectro na regido de Infravermelho da quitosana e das microesferas de QTS-Fe(lll)

reticuladas com glutaraldeido em pastilha de KBr.

Os grupos OH presentes na QTS sdo claramente vistos em 3423 cm™ e estdo
presentes também no caso das microesferas reticuladas.

A complexacao de grupos amida ao ion ferro(lll) pode ser verificada através dos
espectros infravermelho das microesferas de quitosana reticulada-ferro (lll). Estes
espectros mostram que a complexagao nao induziu grandes mudangas nas bandas de
absorcao no infravermelho da quitosana reticulada. Entretanto, os espectros das
microesferas QTS-ferro () mostram bandas de absor¢do em 1592 e 1588 cm™ para as
microesferas QTS-Epi-Fe(lll) e QTS-Glu-Fe(lll), respectivamente. Em contraste, o
espectro da quitosana reticulada mostra uma banda de carbonila de amida em 1650
cm™. Assim, pode-se concluir que a banda de carbonila da amida foi deslocada para
menor frequéncia sob complexagado, sugerindo que este deslocamento indica que o
grupo amida esta possivelmente coordenado ao ion férrico (MARLIN, D.S. &
MASCHARAK, 2000).

As Figuras 33, 34 e 35 apresentam os espectros de infravermelho da N,O-
carboximetilquitosana e dos complexos N,O-CMQ — Fe (lll) e N,O-CMQ — Glu- Fe (lll).
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Figura 33. Espectro na regido de Infravermelho da N,O- carboximetilquitosana em pastilha de KBr
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Figura 34. Espectro na regido de Infravermelho da N,O- carboximetilquitosana e das microcapsulas de
N,O-CMQ Fe(lll) em pastilha de KBr
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Figura 35. Espectro na regido de Infravermelho da N,O- carboximetilquitosana e das microesferas de
N,O-CMQ Fe(lll) reticuladas com glutaraldeido em pastilha de KBr

Essas figuras mostram alteragbes significativas nos espectros da N,0-CMQ e
das amostras CMQ-Fe(lll) e CMQ-Glu-Fe(lll), nas regides 1460-1300 cm™ (COO),
1300-1200 e 1120 — 1020 cm™ (C-O) sugerindo interagdes Fe-carboxilato.

Os espectros para as amostras CMQ-Fe(lll) e CMQ-Glu-Fe(lll), apresentam
similaridade indicando que o glutaraldeido ndo compete pelo grupo amino, sendo o sitio
de ligacéo do ferro os grupos carboxilatos da CMQ. Apesar dos espectros indicarem o
envolvimento dos carboxilatos livres para a complexagdo com o Fe (lll), € antecipado
que tal coordenacdo fornega pequena influéncia na formagdo de microparticulas
resistentes mecanicamente o que justifica a posterior reticulagdo com o glutaraldeido
para a formacao das microesferas CMQ-Glu-Fe(lll) (AIEDEH & TAHA, 2001).

A exemplo dos espectros infravermelho das microesferas de quitosana
reticulada-ferro (lll), a complexagcdo da carboximetilquitosana com o ion ferro (lll)
também n&o provocou grandes mudangas no espectro de absorgéo da N,O-CMQ.

No entanto, a complexacdo de grupo carboxilato ao ion ferro(lll) pode ser
observada pelas bandas de absorcdo em 1638 e 1636 cm™ para as microparticulas
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CMQ-Fe(lll) e CMQ-Glu-Fe(lll), respectivamente, enquanto que o espectro da N,O-
carboximetilquitosana mostra uma banda de grupo carboxilato em 1602 cm™ (SHIN et
al., 2003; OUIMET et al., 2003). Assim, pode-se afirmar que a banda de vibragcéo de
grupo carboxilato foi deslocada para menor freqiéncia sob complexag¢éo, sugerindo que
este deslocamento indica que o grupo carboxilato estd coordenado ao ion férrico
(OUIMET et al., 2003; MIN et al., 2004).

5.2.1.7. Analise Termogravimétrica (TGA)

A inclusdo de novos grupos funcionais na quitosana pode afetar a estabilidade
térmica. Atualmente, muitos estudos tém mostrado conclusdes dependentes da
natureza do grupo inserido (VARMA et al., 2004). Por exemplo, no caso de derivados
mercaptanas € visto que essas modificagbes quimicas aumentam ligeiramente a
estabilidade térmica, enquanto as bases de Schiff diminuem (GUIBAL, 2004).

Segundo Screenivasan, o comportamento térmico de polimeros incorporados
com metais depende da natureza do metal. A adigdo de novas ligagdes através dos
ions metalicos levaria ao aumento da estabilidade térmica, em compensacao alteragdes
na estrutura do polimero levaria a diminuicdo da estabilidade, sendo forcas
antagonistas com predominio de uma ou outra (SCREENIVASAN, 1996).

As analises termogravimétricas da quitosana e dos complexos QTS — Fe (lll) das
microesferas reticuladas QTS-Epi-Fe(lll) e QTS-Glu-Fe(lll) estdo representadas nas
Figuras 36, 37 e 38.
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Figura 36. TGA e DrTGA da quitosana



TGA DITGA
% malmin
100.00 1 0,00
g e |
- -0.10
80.00 F 1
4-020
4-0.30
60.00
{-0.40
269.70C ~_ 1
40.00 T d.0s0
1 L 1 L 1 L L L L 1 L
0.00 200.00 400.00 600.00 800.00
Temp[C]

Figura 37. TGA e DrTGA das microesferas de QTS — Fe (lll) reticuladas com epicloridrina
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Figura 38. TGA e DrTGA das microesferas de QTS — Fe (lll) reticuladas com glutaraldeido
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A quitosana comega a perder massa de agua de hidratagdo em = 68°C e
apresenta um pico de decomposigdo em = 340°C, este pico corresponde ao estagio da
pirélise (despolimerizagao e decomposi¢ao das unidades acetiladas e desacetiladas do
polimero).

As microesferas reticuladas com epicloridrina (QTS-Epi-Fe(lll)) apresentam 3
picos: o primeiro corresponde a perda de massa por desidratacdo em = 68 °C e outros
dois picos em = 270°C e 336 °C correspondem a decomposigéo das ligagdes cruzadas
do polimero e das unidades monomeéricas da quitosana (glicosamina), respectivamente.
Para as microesferas reticuladas com glutaraldeido (QTS-Glu-Fe(lll)) os 3 picos
também sao observados em =78 °C referente a perda de agua em, =289 °C e 340 °C
com a mesma atribuigdo de decomposicao (NIETO et al., 1992).

As Figuras 39, 40 e 41 apresentam as analises termogravimétricas da N,O-
carboximetilquitosana e dos complexos N,O-CMQ — Fe (lll) e N,O-CMQ-Glu-Fe(lll).
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Figura 39. TGA e DrTGA da N,O-Carboximetilquitosana
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Figura 40. TGA e DrTGA das microcapsulas de N,0-CMQ- Fe (lll)
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Figura 41. TGA e DrTGA das microesferas de N,O -CMQ -Glu- Fe (lll)

A N,O-carboximetilquitosana exibe um pequeno pico em = 50°C, relacionado
principalmente a umidade adsorvida. O DrTGA mostra um pico de decomposi¢cdo em =
321°C correspondente a decomposigdo das unidades de glicosamina da cadeia
polimérica (CARDENAS et al., 2004). No entanto, um pico em = 240°C esperado para a
decomposi¢ado de grupo carboxilico ndo é detectado no termograma, devido ao baixo
grau de substituicdo para a carboximetilquitosana.

As microcapsulas do complexo N,O-CMQ-Fe(lll) apresentam 4 picos principais:
o primeiro corresponde a perda de massa por desidratagdo em = 71 °C e outros 3 picos
em = 318 °C, 466 °C e 691 °C. O pico em 318°C corresponde a decomposi¢cao das
unidades de monoméricas da cadeia polimérica e os picos em elevadas temperaturas =

466 °C e 691°C podem ser atribuidos a decomposi¢ao de provaveis ligagdes covalentes
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coordenadas da CMQ com o ferro (lll) e liberagao de grupos hidroxilas para formagéao
de oxido de ferro (DE BOER & DEKKERS, 2001).

Para as microesferas CMQ-Glu-Fe(lll) os 4 picos também s&o observados: o
pico em = 83 °C refere-se a perda de agua, e os outros 3 picos em = 323°C, 451 °C e
658 °C correspondem as mesmas atribuicbes de decomposi¢do observadas para as
microcapsulas CMQ-Fe(lll) (NIETO, et al., 1992).

5.2.1.8. Espectroscopia Méssbauer

A espectroscopia Mossbauer tem sido uma importante ferramenta para
elucidacao estrutural de muitos complexos contendo ferro. Esta técnica investiga o sitio
metalico diretamente para a obtencdo de informagdes sobre o estado de oxidacgao,
geometria ao redor do ion metalico e suas propriedades magnéticas (BHATIA & RAVI,
2000; GYURCSIK & NAGY, 2000).

Dois parametros Modssbauer demonstram as propriedades relacionadas com os
ligantes: deslocamento isomérico, 5 /mm s™ e desdobramento quadrupolar, AEg/mm s™.

Os valores do parametro hiperfino 6 medem diretamente a densidade eletronica
ao redor do atomo Mdssbauer, sendo muito sensivel ao seu estado de oxidagdo bem
como ao numero de coordenacao e a natureza dos ligantes ao redor do metal.

Os valores do parametro hiperfino de AEqQ quantificam a anisotropia da
distribuicdo eletrénica ao redor do atomo Mdssbauer. Para complexos de Fe (lll) alto
spin d® (ou seja, com cinco elétrons d, portanto sem efeitos de covaléncia), como os
que aparecem neste trabalho, existe proporcionalidade entre a magnitude AEq e o
afastamento da simetria cubica ao redor do metal. Portanto, AEq indica uma medida da
distorcdo da simetria puntual do complexo.

Os valores das larguras de linha aumentam com a perda da cristalinidade e com
a diminuicdo do tamanho do grao do material.

Ja a presenca de um dubleto com seus picos de absorcdo com diferentes

intensidades, pode estar relacionado a quimissor¢ao do complexo na matriz polimérica.
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Isto porque quando ocorre esta quimissorgédo, ela em geral estabelece uma ligagao
quimica mais fraca com o polimero do que com os demais ligantes, o que ira determinar
o chamado “Efeito Goldanskii-Kariagin”.

Entretanto, deve-se considerar que os parametros extraidos dos espectros
Mdssbauer dependem de condigdes experimentais tais como temperatura e for¢ca do
campo magnético aplicado (BHATIA & RAVI, 2000).

Os espectros Mossbauer registrados a 298 K das amostras QTS-Epi-Fe(lll) e
QTS-0GIlu-Fe(lll) sdo apresentados nas Figuras 42 e 43 (valores dos parametros
hiperfinos desses espectros estdo apresentados na Tabela 7). O espectro Mdssbauer
para as microesferas QTS-Fe (lll) reticuladas com epicloridrina, Figura 44, apresentou
deslocamento isomérico, 6 = 0,34 mm/s e desdobramento quadrupolar, AEq = 0,30
mm/s o que evidencia a presenga de Ferro (lll) de configuragao alto spin. Os ions ferro
aparentemente ndo estdo complexados ao polimero e sim dispersos na forma de
nucleos de oxido de ferro (lll) (“clusters”). Estes nucleos sédo constituidos basicamente
por magnetita (Fe3;O4) superparamagnética com uma distribui¢ao larga de diametro dos
graos podendo ir de 5 a 20 nm (GYURCSIK & NAGY, 2000).0s grupos doadores dos
polissacarideos atuam como sitios de nucleagao para os ions metalicos, os quais o0s
ligam através da formacao de pontes de hidrogénio e uma variedade de nanoestruturas
é formada in situ, com tamanho e formas que dependem do tipo do polimero e
propriedades da solugao (pH, temperatura, etc.) (SIPOS et al., 2003; BHATIA & RAVI,
2003; SREERAM et al, 2004).

As demais bandas do espectro apresentam dubletos mal resolvidos de Fe (lll) o
que pode indicar que a formacdo da “super estrutura® de magnetita ainda néo se

completou.
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Figura 42. Espectro Mdssbauer das microesferas de QTS-Fe(lll) reticuladas com epicloridrina, obtido a
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Figura 43. Espectro Méssbauer das microesferas de QTS-Fe(lll) reticuladas com glutaraldeido, obtido a
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O espectro Mdssbauer para as microesferas QTS-Fe (lll) reticuladas com
glutaraldeido , Figura 44, mostrou deslocamento isomérico, 6 = 0,34 mm/s tipico de
complexo Fe (lll) alto spin com ¢ doadores. Entretanto, o dubleto com desdobramento
quadrupolar, AEq = 0,54 mm/s indica a existéncia de distorcdo na estrutura do
complexo octaédrico produzido pela presengca de ligantes de diferente natureza
(NIETO, et al., 1992). Este espectro sugere ao menos quatro ligantes e no maximo 6
coordenagbes para o complexo com ligantes N/O. Entretanto, o deslocamento
isomérico ndo prova realmente que o N aminico esta ligado ao metal (GAMBLIN et al.,
1998). O fato de o espectro apresentar linhas de largura fina, 0,30 mm/s indica um
ambiente de coordenacdo mais simétrico e sugere pequenas variagdes locais, com
menor distorgdo da estrutura. Ainda pode-se sugerir a presenga de nucleos de

magnetita em menor quantidade.

Tabela 7 — Parametros Modssbauer de Fe obtidos a 298 K para amostras QTS-Epi-
Fe(lll) e QTS-Glu-Fe(lll). 8= deslocamento isomérico relativo ao oFe; AEqg=

desdobramento quadrupolar, AR= area relativa subespectral I'= largura de linha a meia

altura
Amostra §/mms’  AEq/mms’ AR/ % r/mms”
QTS-Epi-Fe(lll) 0.34 0,30 38 0,60
QTS-Glu-Fe(lll) 0,34 0,54 82 0,30

Os valores de deslocamento isomérico, observado para ambos os espectros sdo
coerentes com os detectados para compostos de Fe (lll) na configuragdo alto spin
(KNIGHT et al., 1996; BHATIA & RAVI, 2000; GYURCSIK & NAGY, 2000; BHATIA &
RAVI, 2003) sendo que esta atribuicdo esta de acordo com as medidas magnéticas de
Nieto e col. (NIETO et al., 1992).

Por fim, muitos trabalhos envolvendo o estudo da interac&o da quitosana com Fe

(Ill) foram desenvolvidos e comparados. Com o processo de reticulagdo da quitosana
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realizado neste trabalho, microambientes alternativos foram criados para a formacéao de

estruturas diversas.

O espectro Méssbauer para o complexo CMQ-Fe (lll) a 298K é apresentado na
Figura 45 (valores dos parametros hiperfinos desses espectros estdo apresentados na
Tabela 8). Os parametros de deslocamento isomérico, 5 = 0,33 mm/s e desdobramento
quadrupolar, AEq = 0,91 mm/s encontrados para o complexo sugerem Fe (lll) de
configuragao alto spin e paramagnético, estando o ferro ancorado na estrutura pelos
grupos carboxilatos gerando distorgao leve entre as ligagdes, I' = 0,50 mm/s, tipico de
precipitados rapidos quando n&o ha tempo do ion escolher a melhor configuragéo.

Para o complexo CMQ-Glu-Fe(lll) a Figura 50 apresenta os parédmetros 6 =
0,35 mm/s e AEqQ=0,65 mm/s, indicando a presencga de Fe (lll) de configuragao alto spin
e paramagnético. O ferro também se encontra ancorado na estrutura e os grupos
ligantes sdo provavelmente da mesma natureza, ou seja, ¢ - doadores. A ligagdo com o
grupo NHz ndo é esperada, porém nao pode ser totalmente descartada. Como neste
caso ocorreu a reticulagdo dos grupos amino com o glutaraldeido limitando o acesso do
metal, verifica-se que os espectros para CMQ-Fe(lll) e CMQ-Glu-Fe(lll) ndo se alteram,

0 que sugere que nao ha deslocamento de ferro para a reticulagao.

Tabela 8 — Parametros Mdssbauer de Fe obtidos a 298 K para amostras CMQ-Fe(lll) e
CMQ-Glu-Fe(lll) e 115 K para amostra CMQ-Glu-Fe(lll). 6= deslocamento isomérico
relativo ao aFe; AEq= desdobramento quadrupolar, AR= area relativa subespectral I'=

largura de linha a meia altura

Amostra §/mms' AEq/mms’ AR/ % r/mms’
CMQ-Fe(llN) 0,33 0,91 80 0,50
CMQ-Glu-Fe(lIl) 0,35 0,65 63 0,34
CMQ-Glu-Fe(lll)- 0,47 0,69 68 0,43

115K
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Figura 44. Espectro Méssbauer das microcapsulas de N,0-CMQ —Fe (lll), obtido a 298K
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Figura 45. Espectro Mossbauer das microesferas de CMQ —Glu-Fe (lll) , obtido a 298 K
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Figura 46. Espectro Méssbauer das microesferas de CMQ —Glu-Fe (lll) , obtido a 155 K

A Figura 46 apresenta o espectro Mossbauer a 115 K, confirmando o ajuste
baseado em dois dubletos ficando a separacdo dos dubletos mais explicita em 115 K

com garantia de que o ajuste esta bem fundamentado.
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5.2.1.9. Propostas de estruturas para os complexos de QTS- Fe (lll)

As Figuras 47 e 48 representam as provaveis estruturas para as microesferas de

QTS-Fe (lll) reticuladas com epicloridrina e com glutaraldeido .

Figura 47. Estrutura proposta para as microesferas QTS-Fe (lll) reticuladas com epicloridrina

Figura 48. Estrutura proposta para as microesferas QTS-Fe (lll) reticuladas com glutaraldeido
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As Figuras 49 e 50 representam as provaveis estruturas para as microcapsulas
de N,O-CMQ -Fe (lll) e microesferas de N,O-CMQ-Glu-Fe (llI).

00C—CH,—O
/ /

@
COO

Figura 49. Estrutura proposta para as microcapsulas de N,O-CMQ -Fe (lll)
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Figura 50. Estrutura proposta para as microesferas de N,0-CMQ -Fe (lll) reticuladas com glutaraldeido
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5.2.1.10. Liberacéo in vitro de Ferro(lll) a partir de microesferas de Ferro(lll)-QTS —

Glu, Ferro(ll)-QTS-Epi

A Figura 51 mostra o perfil de liberacdo de ferro (lll) em pH 1,2 a partir de
microesferas de QTS —Glu-Fe(lll) e QTS-Epi-Fe(lll).

Liberagéo de Ferro (lll1) em pH 1,2

40
3
© 307
= 2A
—
o 20
o
t 1A
3 10+
X
0 I I I I

I I
0 20 40 60 80 100 120
Tempo (min)

Figura 51. Perfil de liberagao de ferro (Ill) em pH 1,2 a partir de microesferas de QTS —-Glu-Fe(lll) e QTS-
Epi — Fe(lll).
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Quando analisado o perfil de liberagdo para farmacos contendo ferro, deve-se
levar em consideracdo a dependéncia da solubilidade em fung&o do pH. O ferro (lll)
inicia a sua precipitagdo em pH proximo de 3. Portanto os estudos de liberagao foram
realizados em pH 1,2 simulando o suco gastrico e onde ocorre maior absorgdo do
metal, o que justifica o perfil realizado apenas neste pH.

Apods 90 minutos em pH 1,2, ocorre a liberagédo de cerca de 20% e 36% para as
microesferas QTS-Epi-Fe(lll) e de QTS-Glu- Fe(lll), respectivamente. O grau de
reticulagdo juntamente com o grau de intumescimento de cada matriz polimérica sao
fatores determinantes para o processo de liberacao.

O perfil da curva de liberagao de ferro (lll) pelas microesferas de QTS — Fe (lll)
reticuladas em fungdo do tempo de contato no pH 1,2, mostrou ser exponencial. A
analise da liberacdo de ferro (lll) se comporta de acordo com a equacédo de Ritger e
Peppas (RITGER & PEPPAS, 1987).

Para as microesferas QTS-Epi-Fe(lll) e QTS-Glu-Fe(lll) os valores de “n” em pH
1,2 foram 0,66 e 0,72 com um coeficiente de correlacdo préximo a 0,99,
respectivamente. No caso de microesferas, valores de “n” 0,43 < n< 0,85 mostram um
transporte tipo difusdo ndo Fickiana enquanto que para “n” igual a 0,43 a difuséo é
Fickiana, podendo ser concluido que a liberagédo para as microesferas QTS-Epi-Fe(lll) e

QTS-Glu-Fe(lll) aproxima —se da ordem zero.

5.2.1.11. Liberacéo in vitro de Ferro(lll) a partir de microparticulas de CMQ-Fe(lll)
e CMQ-Glu-Fe(lll)

O perfil de liberagdo de ferro(lll) a partir das microparticulas de CMQ-Fe(lll) e
CMQ-Glu-Fe(lll) sdo mostrados na Figura 52. A dependéncia da solubilidade em
relacdo ao pH foi levada em conta no estudo de liberagao do ferro.

Devido a sua grande solubilidade em pH acido, o perfil de liberacdo foi
realizado apenas em pH 1,2 onde ocorre maior solubilizacdo e absor¢ao de ferro. A
quantidade de ferro liberada pelas microparticulas CMQ —Fe(lll) e CMQ-Glu-Fe(lll) foi
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de 83,1% e 78,5%, respectivamente. A diferenga marcante esta na liberagao inicial

lenta e gradativa pelas microesferas CMQ-Glu-Fe(lll).

Liberacdo de Ferro (Il1l) em pH 1,2

100
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3
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|

3B
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Figura 52. Perfil de liberagao de ferro das microparticulas de N,O-carboximetilquitosana

Para as microparticulas CMQ-Fe(lll) e CMQ-Glu-Fe(lll) os valores de “n” em pH
1,2 foram 0,55 e 0,68 respectivamente. Como podem ser observados, os valores

(e l]

calculados para “n” indicam que a liberacao afasta-se do modelo Fickiano, podendo ser
concluido que a liberagdo para as microparticulas CMQ-Fe(lll) e CMQ-Glu-Fe(lll)

depende dos processos de difusdo e relaxamento das estruturas.
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5.3.1. Complexo de ascorbato de quitosana- Fe (ll)

5.3.1.1. Ascorbato de quitosana — Fe (ll)

O acido ascérbico, além de ser um acido adequado para a formagao de sal de
quitosana soluvel (ascorbato de quitosana), pode também reagir com a quitosana para
formar derivados via reagao de Schiff (MUZZARELLI et al., 1984; MUZZARELLI, 1985).
Agentes oxidantes moderados como o iodo e o oxigénio (ar) facilmente convertem o
acido ascorbico a acido deidroascorbico, no qual os grupos carbonilas estdo aptos a
reagir com aminas. Solugdes viscosas e limpidas sdo obtidas dentro de minutos apds a
mistura. Sob a acdo de atmosfera de oxigénio em contato com a solugdo aquosa de
ascorbato de quitosana, derivados soluveis da quitosana e do acido deidroascérbico
espontaneamente sao formados dentro de 6 horas a 25 °C ou mais cedo em altas
temperaturas (MUZZARELLI et al., 1984; MUZZARELLI et al., 1989).

5.3.1.2. Teor de grupos amino livres na quitosana e no ascorbato de quitosana

As Figuras 53 e 54 representam as curvas de titulagdo condutométrica das
solugdes de QTS e ascorbato de QTS acidificadas com HCI em excesso e conduzida
com NaOH. A curva de titulagdo apresenta 2 pontos de inflexdo e a diferenga entre os
volumes corresponde a quantidade de NaOH necessaria para neutralizar os grupos
amino.

O teor de grupos amino livres fornece o grau de desacetilagédo (%GD) para a
quitosana e pode ser calculado através da equacao de Broussignac (BROUSSIGNAC,
1970), Equacgéo 6:

M x(V, —v1)><161><

%GD = 100 (6)
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onde V4 e V; correspondem aos volumes no primeiro e segundo ponto de equivaléncia,

M, é a molaridade da base e W é o massa de amostra empregada na titulagao.

4.0 1 Quitosana

3.5
3.0
2.5+

2.0 H

Condutancia (mS/cm)

1.5 4

1.0

T T T T T T T T
0 20 40 60 80

Volume NaOH 0,1 mol/ L (mL)

Figura 53. Curva de titulagdo condutométrica da solugéo de QTS
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4.0

3.5

Ascorbato de Quitosana

3.0+

2.5+
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1.5 1
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0.5+

owtr—asar———b——~——————r——v 1
0 10 20 30 40 5 60 70 80 90 100

Volume de NaOH 0,1 mol/L (mL)

Figura 54. Curva de titulagdo condutométrica da solugéo de ascorbato de QTS

Os valores correspondentes aos teores de grupos amino livres (NH,) obtidos
pela média de trés determinagcbes das titulagdes condutométricas da quitosana e

ascorbato de quitosana estdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9. Valores de % de grupos amino livres (NHy)

Amostra % GD
Quitosana 84%
Ascorbato de Quitosana 56%

Na Tabela 9, observou-se um grau de substituicdo para o ascorbato de

quitosana de 28% pela presenga do ion ascorbato na formagao do sal de quitosana.

5.3.1.3. Determinagao da concentragdo de ferro nas microesferas do complexo
AscQTS - Fe (I)

A concentragdo de ferro nas microesferas foi determinada apo6s abertura das
amostras e leitura espectrofotométrica em UV-vis a 510 nm. O resultado obtido foi de

105 mg / g seca.

5.3.1.4.Espectroscopia de Infravermelho

As Figuras 55, 56 e 57 apresentam os espectros de infravermelho da quitosana
(QTS), ascorbato de quitosana (Asc-QTS) e complexo de ascorbato de quitosana-
Fe(ll).
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A formagao do sal ascorbato de quitosana (Asc-QTS) pode ser verificada no
espectro infravermelho mostrado na Figura 55. Este espectro mostra que a formagéo do
sal n&do induziu grandes mudangas nas bandas de absor¢do no infravermelho da
quitosana. Entretanto, uma pequena banda de absorcéo referente ao estiramento de
C=0 de grupo carbonil de grupo carboxilico protonado pode ser observado proximo de
1750 cm™', ausente no espectro da quitosana (BARTH, 2000; OUIMET et al., 2003).

A complexacéo do ascorbato de quitosana com o ion ferro(ll) pode ser sugerida
pela espectroscopia infravermelho através da comparagdo entre os espectros de
absorgcao do ascorbato de quitosana na presencga e auséncia de ferro(ll). A Figura 56
mostra que a banda de absorcdo em 3420 cm™, atribuida ao estiramento da ligacao
OH, foi deslocada para 3352 cm™ (SHIN et al., 2003). O deslocamento de 68 cm™ para
menor numero de onda sugere a ocorréncia da complexagédo com metal, envolvendo o
grupo hidroxila da quitosana e/ou do ion ascorbato e provavelmente agua coordenada

no sitio de coordenacao.

5.3.1.5. Espectroscopia Raman

A espectroscopia Ramam €& um método ndo destrutivo que fornece informacdes
sobre a estrutura molecular de compostos, ajudando na identificagdo de grupos
caracteristicos, onde moléculas relativamente grandes estao envolvidas.

A influéncia da agua no espectro Ramam de celulose tem sido descrita por
Fechner e colaboradores (FECHNER et al., 2003). Bandas largas de O-H sao
observadas em 1640 cm™ e entre 3100 e 3500 cm™. Com o aumento da quantidade de
agua, a vibragado de estiramento O-H de grupos hidroxilas de unidades de glicose com
maximo em 3274 cm™ muda para o0 modo de estiramento O-H de &gua livre em 3230
cm™ . Por outro lado, a banda em 3274 cm” pode ser atribuida a um estagio
transacional entre vibragdes de grupos OH de unidades de glicose e agua livre
(FECHNER et al., 2003).

A Figura 57 mostra os espectros FT-Raman para a quitosana, ascorbato de

quitosana e ascorbato de quitosana-ferro(ll). Praticamente, ndo ha diferenca nos
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espectros entre quitosana e o ascorbato de quitosana. No entanto, a espectroscopia
FT-Raman, pode distinguir entre ascorbato de quitosana e o produto ascorbato de
quitosana-ferro(ll).

A Figura 57 mostra a influéncia da banda em torno de 3220 cm™ atribuida a
ligacdo O-H é evidente no espectro do ascorbato de QTS-Fe (Il), enquanto as bandas
em torno de 2960 cm™ (atribuida ao estiramento de grupos CH,-) e em 1600 cm™
(atribuida ao modo vibracional de agua coordenada) aparecem em ambos espectros
(BARAN et al., 2002). A posicdo da banda forte em 3320 cm™ no espectro Raman
suporta a complexacao do ferro considerada para o deslocamento da banda O-H na

mesma regiao no espectro infravermelho.
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Figura 57. Espectro FT-RAMAN da quitosana, do ascorbato de quitosana e ascorbato de quitosana

Fe(ll).
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5.3.1.6.Analise Termogravimétrica (TGA)

A Figura 58 mostra a analise termogravimétrica do complexo ascorbato de
quitosana-ferro(ll).Um comportamento térmico similar as microesferas N,O- Ferro(lll)-
CMQ e N,0-CMQ-Glu Ferro (lll) também é observado para as microparticulas de
ascorbato de QTS-Fe(ll). Os dois primeiros picos observados em 115 °C e 141 °C
correspondem as perdas de massa de agua adsorvida. O pico em 300 °C e
corresponde a decomposi¢ao das unidades de monomeéricas da cadeia polimérica, € o
pico em temperatura elevada em 506 °C pode ser atribuido a decomposicdo de
provaveis ligagdes covalentes coordenadas com o ferro e liberagado de grupos hidroxilas
para formagao de 6xido de ferro (DE BOER, DEKKERS, 2001).

TOA Ascorbato de Quit Fe (Il) DrTeA

scorbato de Quitosana Fe o

m mg,min
11079 9:MN 4 002
100 4 0,000
90 4 -0,002
80 4 -0,004
0. S 30025C - -0.006

o i \ ]
s 60 4 -0,008

140,69 C ]
i 114,55 C - -0,010

50 - | 1
. 40,012

40 A i
- 4 -0,014

30 50631C .
: : : : : : : : : -0,016

0 200 400 600 800 1000

Temperatura °C

Figura 58. TGA e DrTGA do ascorbato de quitosana
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5.3.1.7. Espectroscopia Méssbauer

A Figura 59 mostra o espectro Mdssbauer para o complexo ascorbato de
quitosana-Ferro(ll)(valores dos parametros hiperfinos desses espectros estdo

apresentados na Tabela 10).
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Figura 59. Espectro Méssbauer das microesferas de AscQTS —Fe (ll) , obtido a 298 K

O espectro Mossbauer do complexo ascorbato de quitosana-ferro (Il) na
temperatura de 298 K exibiu um intenso desdobramento quadrupolar de 3,20 mm/s e
deslocamento isomérico de 1,22 mm/s, os quais s&o caracteristicos para ion ferro(ll)
alto-spin, com elevado numero de coordenagéao (possivelmente seis).

O fato de o espectro apresentar linhas de largura fina, 0,30 mm/s indica um
ambiente de coordenagdo mais simétrico e harmdnico, sugerindo pequenas variagoes

locais, com menor distorcdo da estrutura e que todo ferro estd num unico estado
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eletrénico estando os possiveis ligantes ascorbato e quitosana em uma bem definida
conformacéo.

A presenca de um dubleto com seus picos de absor¢do com diferentes
intensidades pode estar relacionada a quimissor¢édo do complexo na matriz polimérica.
Isto porque quando ocorre esta quimissorgido, ela em geral estabelece uma ligagao
quimica mais fraca com o polimero do que com os demais ligantes o que ira determinar

o chamado “Efeito Goldanskii-Kariagin”.

Tabela 10 — Parametros Mossbauer de Fe obtidos a 298 K para amostra ascorbato de
quitosana — Fe(ll). 6= deslocamento isomérico relativo ao aFe; AEq= desdobramento

quadrupolar, A+R= area relativa subespectral I'= largura de linha a meia altura.

Amostra §/mms” AEq/mm s’ r/mms’
Ascorbato de 1,22 3,20 0,30
Quitosana
Fe(ll)
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5.3.1.8. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) do complexo ascorbato de
guitosana-Ferro(ll)

A superficie e morfologia externa das microparticulas esféricas de ascorbato de
QTS-Fe (Il) estao apresentadas na Figura 60. As microesferas formadas por spray-
drying sao estruturas monoliticas esféricas apresentando tamanho médio em torno de 5
pm.

pod Magn

A
P00 kY 50 1000x
. £ e

Figura 60. Fotomicrografias das microesferas de Asc QTS- Fe (ll) obtidas por spray drying
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5.3.1.9. Proposta de estrutura para os complexos de Asc QTS- Fe (ll)

A Figura 61 representa a provavel estrutura para as microesferas de AscQTS-Fe

(1) obtidas por spray drying.

H2C|:
N
O O
OH(QTS
//\ Fe / ( )
\ / \\ OH(QTS)
) OH

H OH

Figura 61. Estrutura proposta para as microesferas de ascorbato de quitosana Fe(ll)
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5.31.10. Estudo de liberacgéo in vivo

Os resultados obtidos com o tratamento de animais saudaveis tratados durante
15 dias com as diferentes formulagdes de Fe (Il) sdo apresentados na Figura 62,
correspondendo a Fase |. Os dados demonstram que a formulagdo de pasta de
ascorbato de quitosana Fe(ll) 20mg/Kg levou a uma elevagdo sanguinea de Fe(ll)
signicativamente maior que aquela observada com os outros tratamentos.
Curiosamente os animais tratados somente com sulfato ferroso na mesma
concentragdo nao apresentou diferenga estatistica nos niveis sanguineos de ferro
quando comparados ao grupo controle negativo sugerindo possivelmente uma baixa
absorcao do metal possivelmente por oxidagcdo do mesmo durante o processo de
manipulagao da formulagdo ou mesmo ja no trato gastrointestinal.

Os animais tratados com sulfato ferroso apresentaram a partir do segundo dia de
tratamento, amolecimento das fezes perdurando durante todo o processo, o qual é um
efeito colateral deste farmaco. Ja os animais tratados com os demais complexos nao
apresentaram alteracoes.

A administracdo simultdnea de acido ascoérbico com ferro na sua forma reduzida
favorece sua absorcdo uma vez que este metal normalmente sé é absorvido como Fe
(I1). Os dados obtidos com o presente trabalho corroboram aqueles ja existentes na
literatura e também sugerem que a formulagédo de pasta estaria favorecendo uma maior
absorcao de Fe (ll) (EL-HAWARY et al. 1975, CHRISTENSEN et al., 1983; HUNT, J.R;
GALLAGHER, S.K; JOHSON, L.K., 1994;0LIVARES et al., 1997).
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> E T T I Ascqts Fe Il 20mg
,E g B Ascqts Fe Il pasta
3 100
c
o
o
0
tratamentos

Figura 62: Concentracdo sangliinea de ferro em ratos tratados durante 15 dias com sulfato ferroso
20mg/Kg (controle positivo), ascorbato de quitosana Fe (ll) 20 mg / Kg (ascqts fe(ll) 20) na forma liquida,
ascorbato de quitosana Fe (Il) 20 mg / Kg na forma de pasta (ascqts fe(ll) 20 pasta), ascorbato de
quitosana Fe (Il) 7 mg / Kg (ascqts fe(ll) 7) e um grupo sem tratamento (controle negativo). Todos os
valores sao expressos em termos de média £ EPM, n= 6. (a), (b) e (c) diferenga significativa (p< 0,01) em
relagdo ao controle, diferenga significativa em relagdo ao ascqts fe (II) 20 e diferenga significativa em
relagao ao sulfato ferroso, respectivamente.

A Figura 63 apresenta os dados obtidos com os animais tratados com sulfato
ferroso Fe (Il) 20mg/kg ou ascorbato de quitosana Fe (Il) 20mg/kg em dose Unica e
determinados as concentragdes sanguineas de ferro a cada hora durante 8 horas. Os
resultados confimam os dados obtidos nos ensaios na Fase |, pois novamente os niveis
plasmaticos de ferro nos animais tratados com o ascorbato de quitosana Fe (Il) foram
maiores que aqueles observados com o tratamento somente com o sulfato ferroso.

De acordo com Carpenter, a absor¢cdo de ferro ocorre em duas fases, uma
rapida, fase inicial de cerca de uma hora, e uma mais lenta, segunda fase que finaliza
dentro de 12 a 24 horas, o que pode ser visualizado na Fase || (CARPENTER, 1995).
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FASE Il

o —=— Ascqts Fe(ll)
—— sulfato ferroso
—— controle negativo

concentracéo ferro

Figura 63.Concentragdo sanguinea de ferro em ratos tratados com sulfato ferroso 20 mg/Kg (controle
positivo) e ascorbato de quitosana Fe (II) 20 mg / Kg na forma de pasta. Todos os valores sao expressos
em termos de média £ EPM, n=6. (**) e (*) diferencga significativa (p< 0,01) e (p< 0,01) entre AscQTs Fe
(1) 20 mg/kg em relagéo ao controle, (**) e (%) diferenca significativa em relagéo ao AscQTs Fe (ll) em
relagao ao sulfato ferroso para (p< 0,01) e (p< 0,01), respectivamente.

A Figura 64 apresenta os dados obtidos apos tratamento de 14 dias em animais
sadios com variagdo da concentracao de AscQTS Fe(ll) (10 e 20 mg). Os resultados
mostram que a concentragado de 20 mg /Kg apresentam menor variagao, sendo definida

para o tratamento dos animais anémicos.
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FASE Ill
3001 2 .

1 controle negativo
14 dias 10 mg
B 14 dias 20 mg

concentracao ferro
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Figura 64. Concentragdo sanguinea de ferro tempo dependente em ratos tratados durante 14 dias com
ascorbato de quitosana Fe(ll) 10m / Kg e 20 mg / Kg na forma de pasta liquida e um grupo sem
tratamento (controle negativo). Todos os valores sdo expressos em termos de média £+ EPM, n= 6. (*) e

(**) diferenca significativa (p < 0,001) em relagdo ao controle, (**) diferenga significativa (p < 0,001) em
relagéo a ().

Apés o estudo da concentragcédo de AscQTS - Fe(ll) a variagao de tempo (dias) foi
estipulada. Na Figura 65 os dados demonstraram que para a formulagdo os tempos de
14 e 28 dias apresentaram um aumento significativo na concentragdo sanguinea de
ferro nas mesmas concentragoes.

Nesta fase as fezes e urina dos animais se mantiveram sem alteragoes.
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Figura 65: Concentragado sanglinea de ferro tempo dependente em ratos tratados durante 7, 14 e 28 dias
com ascorbato de quitosana Fe(ll) na forma de pasta liquida e um grupo sem tratamento (controle
negativo). Todos os valores sdo expressos em termos de média + EPM, n= 6. (*) e (**) diferenga
significativa (p< 0,001) em relagédo ao controle,(*) diferenga significativa (p < 0,001) em relagéo a (**) e
(***) e (***) diferenga significativa (p < 0,001) em relagéo a (**).

Para a Fase |V a primeira coleta foi realizada antes do inicio do tratamento com a
ragao. Apos 45 dias de tratamento com a ragao especial foi realizada a segunda coleta.
Apoés 15 dias de tratamento (baseado na fase Ill) com os produtos a base de ferro, foi

realizada a terceira coleta de sangue e dosados os parametros apresentados na Tabela
11.
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Tabela 11. Valores médios de hemoglobina (Hb) e hematdcrito (Ht) coletados dos

animais da Fase IV

12. Coleta 22. Coleta 32. Coleta
(45 dias) (15 dias)
Tratamento Hb (g/dL) Ht (%) Hb (g/dL) Ht % Hb (g/dL) Ht %
Controle normal 141 39,4 14,0 39,3 14,0 38,9
Controle anémico 14,0 39,1 12,3 36,5 11,1 33,5
Sulfato Ferroso 13,8 38,8 12,4 37,6 13,3 38,2
AscQTS Fe(ll) 14,4 40,4 11,0 33,4 13,2 37,3

Os dados obtidos demonstram a diminuicdo nos valores de hemoglobina e

hematocrito com caracterizagdo da anemia. Apos 15 dias de tratamento com sulfato

ferroso e AscQTS Fe(ll) os valores desses parametros indicam que tanto para o sulfato

como para AscQTs o tempo e a concentragcao foram suficientes para a normalizagao

do processo patologico.

A Figura 66, apresenta os valores de ferro na corrente sanguinea dos animais

anémicos tratados com sulfato ferroso e AscQTS Fe(ll) 20 mg/Kg. Os dados obtidos

apos 60 dias de tratamento demonstram os valores iniciais de ferro seguido da

diminuicao apos 45 dias de alimentagdo com a ragao ausente de ferro e 0 aumento com

volta a normalidade apds 15 dias de tratamento e confirmam os dados obtidos nos

ensaios anteriores (Fase |, Il e lll), pois os niveis de ferro plasmatico foram maiores em

animais tratados com AscQTS que os tratados somente com sulfato ferroso.
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FASE IV
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Figura 66. Concentragdo sanglinea de ferro em ratos anémicos tratados durante 15 dias com ascorbato
de quitosana Fe(ll) 20 mg / Kg na forma de pasta e com sulfato ferroso 20 mg / Kg. Todos os valores sao

expressos em termos de média + EPM, n= 6. (a) diferenga significativa (p < 0,001) em relagao ao sulfato
ferroso.
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6. Consideracdes Finais

Com base nos objetivos propostos e nos resultados obtidos no desenvolvimento

deste trabalho, pode- se fazer as seguintes consideragdes finais:

e Os compostos estudados forneceram informagdes importantes no que se refere
a espectroscopia, estrutura eletrébnica e estabilidade térmica de compostos de
ferro (1) e (llI).

e Os resultados obtidos pelas analises mostraram que para cada tipo de sistema
com variagao do polimero, do agente reticulante e do método de obtengao das
micropaticulas, ocorreu a formacao de estruturas tridimensionais diferentes,
tendo desde a presenca de “clusters” dispersos no polimero até complexos bem
definidos.

e A espectroscopia Mdssbauer revelou a presengca de ferro (lll) alto spin
superparamagnético para as microparticulas de quitosana e N,O-

carboximetilquitosana e ferro (lIl) alto spin para as de ascorbato de quitosana.

e As analises termogravimétricas dos polimeros QTS e N,O0-CMQ e das
microparticulas Fe (lI) e Fe(lll) revelaram que a estabilidade térmica das
microparticulas € diminuida pela presenca de cadeias laterais resultantes da

reticulagado e interagcdo com o metal.

e O processo de reticulagdo das microesferas de quitosana com diferentes agentes
reticulantes, epicloridrina e glutaraldeido, permitiu a obtengdo de microesferas
mais resistentes e com variagao no grau de reticulagao, de intumescimento e na

liberagao in vitro.

e Comparativamente, as microparticulas de N,O0-CMQ apresentaram maior
porcentagem de liberagao in vitro do que as microesferas reticuladas de QTS. Os
resultados revelaram que as microparticulas (QTS-Epi-Fe(lll), QTS-Glu-Fe(lll),
CMQ-Fe(lll) e CMQ-Glu-Fe(lll)) atuariam, possivelmente por mecanismo

difusional por apresentarem n = 0,5.
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e Para as microparticulas de N,0O-CMQ, o processo de reticulagdo das
microcapsulas com glutaraldeido resultou na obtengcdo de microesferas mais
resistentes em pH 1,2 fazendo com que a liberacéo in vitro fosse mais lenta e

gradativa, chegando préximo a 80%.

e O acido ascorbico mostrou ser um o6timo dissolvente da quitosana no meio
aquoso e o ion ascorbato exibiu habilidade para agir como agente redutor

mantendo o ferro no estado de oxidagao +2.

e Os estudos de liberagdo in vivo em animais sadios demonstraram que o AscQTS
na concentracdo 20 mg/Kg foi o que apresentou melhor resultado na Fase Il
elevando os niveis plasmaticos de ferro em relagdo ao sulfato ferroso, na Fase Il

definindo o tempo de 15 dias para o tratamento em animais anémicos.

e A Fase IV, caracterizada por animais anémicos mostrou que o AscQTS 20mg/Kg
quando administrado durante 15 dias eleva os niveis plasmaticos de ferro bem

mais que o sulfato ferroso.

e O AscQTS - Fe (Il) € bem mais tolerado resultando em diminuicdo dos efeitos

colaterais indesejaveis quando comparado ao sulfato ferroso.

Os resultados apresentados nesta tese permitiram chegar a conclusdes
bastante satisfatorias, as quais, sem duvida, reforcam a necessidade de se tentar
compreender as interagdes eletrbnicas nos compostos de quitosana e
carboximetilquitosana com ferro (Il) e (lll), a natureza das ligagbes, assim como as
possiveis estruturas formadas.

Vale ressaltar que de acordo com os resultados, as microparticulas de
quitosana e carboximetilquitosana mostraram-se com boas perspectivas para a
complexacéo e liberacao do ferro, tanto no estado ferroso como férrico, assim como no

tratamento da anemia ferropriva.
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