UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL - UFRGS
INSTITUTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

FUNCIONALIZACAO DE NANOCAPSULAS DE NUCLEO LIPIDICO
COM MANANA ATRAVES DE INTERACOES ELETROSTATICAS

Onésimo Damiano Giacomolli Janior

Dissertacao de Mestrado

Porto Alegre — RS, novembro de 2015.



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

ONESIMO DAMIANO GIACOMOLLI JUNIOR

FUNCIONALIZACAO DE NANOCAPSULAS DE NUCLEO LIPIDICO
COM MANANA ATRAVES DE INTERACOES ELETROSTATICAS

Dissertacao apresentada como requisito parcial para a
obtencdo do grau de Mestre em Quimica

Prof.2 Dr.2 Adriana Raffin Pohlmann
Orientadora

Porto Alegre, novembro de 2015.



A presente dissertacdo foi realizada inteiramente pelo autor, exceto as colaboracdes
as quais serdo devidamente citadas nos agradecimentos, no periodo entre (agosto de
2013) e (agosto de 2015), no Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul sob Orientacdo da Professora Doutora Adriana Raffin Pohlmann. A
dissertacéo foi julgada adequada para a obtencéo do titulo de Mestre em Quimica pela
seguinte banca examinadora:

Comissao Examinadora:

Prof. Dr. Prof. Dr.

Prof. Dr. Prof.2 Dr.2 Adriana Raffin Pohlmann

Onésimo Damiano Giacomolli Junior



Este trabalho é dedicado & minha familia.
Em especial aos meus pais e a0 meu amor Vanessa,

que tornaram tudo possivel.



Agradecimentos

Agradeco a minha orientadora, Prof.2 Adriana R. Pohlmann, pela recep¢do em
seu laboratério. Em especial, pela paciéncia e disponibilidade para reunifes que
contribuiram muito para meu amadurecimento cientifico e pessoal.

Aos professores Silvia Guterres e Ruy Beck da Faculdade de Farmécia da
UFRGS, por terem disponibilizado seu laboratdrio para realizacdo de experimentos e
analises.

Aos amigos do laboratério K204 pela ajuda na interpretacdo de artigos e
realizacdo de experimentos, em especial para a Ana Carolina que foi tdo paciente
comigo no final desta jornada e a Camila que me ajudou bastante logo que entrei no
laboratdrio. Agradeco também a companhia em todas as horas do café e das conversas
divertidas que tivemos.

Agradeco ao meu irmdo Anderson o companheirismo e a ajuda que me deu logo
que vim morar em Porto Alegre, me mostrando a cidade e também me ensinando a
respeitos dos procedimentos da universidade.

Aos meus amigos e familiares que direta ou indiretamente contribuiram para a
realizacéo deste trabalho.

A Vanessa, pois mesmo morando em cidades diferentes ter continuado
demonstrando todo amor e carinho que somente ela me proporciona, me apoiando e
sendo companheira em todas as situacdes. Te amo.

Aos meus pais que sempre apoiaram minhas escolhas e me incentivaram a fazer o
que eu realmente gosto.

A Capes pela bolsa e CNPg e FAPERGS pelo financiamento de projetos.



Sumario

1. INTRODUGAO ..o esee s s s s s ssessenens 12
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ot asses s ssnas s saanassnsanes 16
2.1 NANOTECNOLOGIA ...ttt sttt ettt st st st sbeenaeas 16
2.2 NANOPARTICULAS POLIMERICAS ..ottt eses s sssenans 16
2.3 NANOCAPSULAS DE NUCLEO LIPIDICO - LNCS......cooveveireeereeeeeeee e 18
2.4 MANANA (SaccharOmyCes CEIEVISIAR).......cccvevveririerierieeiesieeeete e eee e e sae e ene e 21
2.5 REVESTIMENTOS COM MANANA L. .ottt 21
 METODOLOGIA.....c ettt sttt et e st e st st st beesbeesbeesaeesaeeenseens 27
3.1 MATERIAIS UTILIZADOS ...ttt st st s 27
3.2 EQUIPAMENTOS UTILIZADOS ...ttt sttt 27
3.3 SOLVENTES UTILIZADOS.......cet ottt sttt 27
BLA METODOS ...ttt s st ana s anas s s sessnasssseneens 28
3.4.1 Preparacédo das suspensfes de nanocapsulas de nucleo lipidico................. 28
3.4.2 Revestimento das nanocapsulas de nucleo lipidico utilizando quitosana..... 28
3.4.3 Revestimentos das LNC Quit™ COM MaNana...........ccoeveveueuieeereeeeeeeeeeneeesesnenns 29

3.4.3.1 Metodologia 1: revestimento da LNC Quit" por gotejamento sobre a
SOIUGAO UE MANANGL......ecviteeeieiieiieiiri ettt sttt ettt be bt e bt et eneeaes 29

3.4.3.2 Metodologia 2: revestimento da LNC Quit" por injecdo da solugéo de
[ gF= V= U = USRS 30

3.4.4 Distribuicdo de tamanho, polidispersdo e diametro médio das LNCs por

difracao de laser (MASIEr SIZET) .....coivivirerieeeeeeese et 31
3.4.5 Distribuicdo de tamanho, polidispersdo e diametro médio das LNCs por

espalhamento de [uz dinAmiCo (Zeta SIZEN) .....ceecvieeeeiiiceeeeece e 31
3.4.6 Determinacgéo do potencial zeta das LNCS.........ccccocevereieininerenereeeeeeee 32
3.4.7 Determinacdo do pH das formulagles...........ccevvvvvrievierieiese e 32

3.4.8 Andlise de diametro em fun¢éo da concentracdo de manana (zeta sizer) ... 32

3.4.9 Determinacédo do potencial zeta em funcdo da concentracdo de manana ... 33

3.4.10 Determinagdo da viscosidade em fung¢éo da concentracdo de manana..... 33

4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .......oiieieeieeeeeeeieeeseesesessessessssassasssesssssssassssssssessassassansans 35
4.1. SUSPENSOES DE NANOCAPSULAS DE NUCLEO LIPIDICO ........coovvevnnene. 35
4.2. REVESTIMENTOS DAS LNCQUIT* COM MANANA POR INTERACOES
ELETROSTATICAS (METODOLOGIA 1) oottt 39

4.3. REVESTIMENTOS DAS LNCQUIT* COM MANANA POR INTERACOES
ELETROSTATICAS (METODOLOGIA 2) ..ouoeeeeeeeeveeeeevesieeeeseeesessesesssesessessessas s senes 45



4.4, REVESTIMENTOS DAS LNCQUIT* COM MANANA POR INTERACOES
ELETROSTATICAS ABRANGENDO AS DUAS FAIXAS DE CONCENTRACAO DAS

METODOLOGIAS ANTERIORES (METODOLOGIA 2B) ... 56
5. CONCLUSAO ..ot e e et et e ee e et e e e e e e e e s s s sssesesesesesesesesesesessssssssesssanesanasaes 62
B. ANEXOS ..o ee e eeeer e v e s e s e s et et e s et et e s e et e s e e e e e e s s senesesaseses et et eseseseseseseseseeeeeenenananans 64

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS



ABREVIATURAS - ESTRUTURAS QUIMICAS

Férmulas Estruturais

Poli-(e-caprolactona) diol

By

Span® 60 — Monoestearato de sorbitano

o]
R
s N
0 “’H‘\_.-'\k _
7 \on \
HO oM
Tween® 80 — Polissorbato 80
0]
{D\r,e']}.DaH-Hv}GH ]
Hﬂll:‘-"ﬁ'l:} )-‘ ‘Ii:._D A..\_H_‘_;I OH -
! z ¥ wa+y+E=20 \|

Fosfatidilcolina — LIPOID® S75

&
’:\
L]

"



Triglicerideo de cadeia média— TCC

o R

o A
L

R=28/10C

Quitosana

L
[s]
E]

Manana

ANOVA - Anédlise de variancia

Quit+ - Quitosana

LNC - Nanocapsula de nucleo lipidico

LNC" - Nanocéapsula de nucleo lipidico contendo lecitina de soja

LNCQuit" - Nanocépsulas de nucleo lipidico contendo lecitina de soja
revestida com quitosana

PCL — Poli-(e-caprolactona)

PEG - Polietilenoglicol

PLGA — poli(acido latico-co-acido glicolico)

Span® 60 - Monoestearato de sorbitano

TCC - Triglicerideos dos acidos caprico e caprilico

Tween® 80 - Polissorabato 80 (P80)



RESUMO

No presente trabalho, foram desenvolvidas nanocapsulas de nucleo
lipidico (LNCs) para posterior revestimento com manana através da utilizacéo
de duas metodologias diferentes, sendo ambas por interacdes eletrostaticas.
Na primeira metodologia, solugbes de manana em diferentes concentracbes
foram gotejadas sobre a formulagdo LNC Quit" e na segunda metodologia a
LNCQuit" foi injetada nas solucbes de manana. Através de analises de
diametro, mobilidade eletroforética, potencial zeta e viscosidade, foi possivel
notar que a primeira metodologia n&o apresenta reprodutibilidade,
demonstrando valores aleatérios, ao passo que, na segunda metodologia 0s
valores sao reprodutiveis para a concentracdo de 0,5 pg/mL final de manana.
Também foi possivel observar que as nanoparticulas revestidas com manana
ndo apresentam estabilidade apds 24 horas, sugerindo-se que a manana se
desprende da superficie da particula. Nas duas metodologias foram utilizadas
concentracfes diferentes de material de partida, e com isso, foi criada a
metodologia 2B para que as anteriores pudessem ser comparadas. Com estes
resultados tem-se um caminho promissor para estudos futuros e o

aprimoramento deste tipo de revestimento.

Palavras-chave: Nanocépsulas de ndcleo lipidico; Interacbes

eletrostaticas: Quitosana; Manana.



ABSTRACT

In the present work, lipid core nanocapsules (LNCs) was developed for
subsequent coating with mannan by using two different methodologies and both
by electrostatic interactions. In the first methodology, mannan solutions at
different concentrations were drop wise on LNC Quit® formulation and the
second methodology, LNC Quit" was injected in mannan solutions. Through
analysis of diameter, electrophoretic mobility, zeta potential and viscosity, it was
possible to notice that the first methodology was not reproductible, showing
random values, whereas, in the secont methodology the values was
reproductible for the 0,5 pg/mL concentration. It was also possible to observe
that the particle coated with mannan has no stability after 24 hours, suggesting
that mannan detaches from the particle surface. In this methodologies, two
different concentrations of raw materials are used, and with that, it was created
the methodology 2B so that the results could be compared. With these results, it
was a promising path way for future studies and enhancement of this type of

coating.

Keywords: Lipid core nanocapsules; electrostatic interactions; Chitosan;

Mannan.
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1. INTRODUCAO

A nanociéncia € uma area que vem crescendo e ganhando seu espaco
com o passar do tempo. O estudo da matéria na escala nanométrica abre
portas para diversas areas de interesse, tais como biologia, quimica, fisica e
engenharia (FERRARI, 2005). Esses estudos em escala tdo reduzida foram
incentivados em 1959 por um fisico chamado Richard Feynman, considerado o
pai da nanotecnologia. Feynman sugeriu que estudos baseados na
possibilidade da organizacdo dos atomos de maneira desejada poderiam abrir
nova fronteira do conhecimento. A aplicacdo da nanociéncia para solucionar
problemas especificos e embasar o desenvolvimento tecnolégico abre uma
fronteira, a nanotecnologia.

Nanoparticulas sao definidas como particulas soélidas coloidais que
incluem tanto nanoesferas quanto nanocapsulas. Elas podem ser preparadas
através de métodos de polimerizacdo e sintese de polimero pré-formado. Uma
de suas caracteristicas fundamentais € seu tamanho, que geralmente € em
torno de 5-10 nm com um limite de 1000 nm, embora a faixa de tamanho seja
geralmente em torno de 100-500 nm. Como afirmado por diferentes autores, 0s
sistemas nanoparticulados mostraram-se promissores para a vetorizacao ativa
devido a sua capacidade de liberacdo de farmaco, sendo que seu tamanho
subcelular permite uma maior captacdo intracelular comparado a outros
sistemas particulados. E possivel uma melhora na estabilidade das substancias
ativas e uma biocompatibilidade com tecidos e células quando estes sistemas
sao sintetizados utilizando-se a partir de materiais tanto biocompativeis quanto
biodegradaveis. Outras vantagens dos sistemas carreadores
nanoencapsulados incluem: a eficiéncia de encapsulacéo, devido a solubilidade
do farmaco no nucleo; baixa quantia polimérica se comparado com outros
sistemas nanoparticulados tais como as nanoesferas; barreira polimérica
protetora contra degradagéo e fatores tais como pH e luz; reducao da irritacéo
dos tecidos devido a parede polimérica (MORA-HUERTAS, C. E., 2010).

BULCAO, R. P. (2013) cita que as nanocépsulas de nucleo lipidico s&o
um novo tipo de particula que recentemente foi desenvolvido, sendo que elas

sdo estruturadas através de uma dispersdo de um lipidio soélido (monoestearato
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de sorbitano) e um lipidio liquido (triglicerideo caprico/caprilico [TCC]) no
nlcleo da particula envolvido por uma parede polimérica (JAGER, et al., 2007;
VENTURINI et al., 2011).

Vérios estudos reportaram a utilizagdo de LNC preparada com poli(e-
caprolactona) (PCL) e polissorbato 80 (P80), apresentando resultados
promissores no campo de drug delivery, incluindo o anti-inflamatério
indometacina (BERNARDI et al., 2008, 2009), o antimalarial quinina (HAAS et
al., 2009) e o antioxidante transresveratrol (FROZZA et al., 2010). Existem
também algumas moléculas que foram incorporadas com sucesso em
particulas contendo PCL a fim de aumentar sua eficiéncia terapéutica, incluindo
tamoxifen (SHENOY E AMIJI, 2005), saquinavir (SHAH E AMIJI, 2006) e
insulina (DAMGE et al., 2007). PLC é um polimero adequado para o controle
da entrega de farmacos devido a sua boa permeabilidade para varios
farmacos, excelente biocompatibilidade e sua habilidade de ser totalmente
excretado do organismo uma vez que absorvido. Mesmo assim, a
biodegradabilidade da PCL é lenta, comparada com outros polimeros
(WOODRUFF E HUTMACHER, 2010). Além disso, nanocapsulas contendo
P80 conseguem atrasar a opsonizagdo, consequentemente as nanocépsulas
permanecem no sangue por um periodo prolongado antes de serem
capturadas pelas células do sistema mononuclear fagocitico. (BENDER et al.,
2012; SOPPIMATH et al., 2001).

Com base na estrutura quimica da manana comercial, podemos notar a
presenca de grupos fosfato, que apresenta caracteristicamente carga negativa.
Uma hipotese para a funcionalizagcdo de superficie seria a interacao
eletrostatica da manana as nanocapsulas previamente revestidas com
quitosana (um polissacarideo catidnico). Desta forma, ocorreria a adsor¢do da
manana sob a superficie quitosilada e positiva da nanocépsulas.
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Figura 1. Estrutura quimica da manana comercial, obtida de Saccharomyces cerevisiae
(AKIYAMA et al., 2007).
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OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho consiste na obtencéo e caracterizacdo de
nanocapsulas de ndcleo lipidico revestidas com manana através de interacdes

eletrostaticas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia teve seu surgimento na década de 50 através do fisico
Richard Feynman que sugeriu que 0s atomos poderiam ser organizados da
maneira desejada. Este campo é uma area multidisciplinar que abrange
estudos em engenharias, biologia, fisica e quimica e tem como objetivo
manipular a matéria em niveis nanométrico (FERRARI, 2005).

A cada dia, o interesse pela nanotecnologia cresce, sendo que neste
desenvolvimento tecnolégico, destacam-se as areas da nanoeletrbnica,
nanomateriais e nanobiologia. As aplicagcbes que justificam este crescente
interesse pelo estudo da escala nano séo o desenvolvimento de biosensores, 0
emprego dos sistemas de entrega de farmacos, desenvolvimento de nanotubos
de carbono, dispositivos com elevada capacidade de armazenamento de
dados, etc (TEDESCO, 2007; CAVALCANTI, 2009; LOI, 2010; MORA-
HUERTAS, 2010; BULCAO, 2012).

Para superar as dificuldades encontradas nas formas convencionais de
administracdo de farmacos, a nanotecnologia tem o papel de aumentar a
eficacia terapéutica dos mesmos, reduzindo sua toxicidade e distribuicdo
sistémica pelo organismo, fazendo com que ocorra uma biodisponibilidade do
agente terapéutico no sitio de acao desejado através do controle da liberacéo e
direcionamento destes farmacos (SCHAFFAZICK, 2002). O interesse nesta
area se intensifica mais ainda quando o uso destes sistemas demonstra a
possibilidade de serem utilizados como diagnéstico ou estudo de captacéo
celular e biodistribui¢ao.

2.2 NANOPARTICULAS POLIMERICAS

Sistemas carreadores de natureza lipidica, tais como lipossomas, e
carreadores de natureza polimérica, tais como nanoesferas e nanocapsulas
tém sido intensamente investigados nos Ultimos anos (BULCAO, 2012).

Sistemas deste tipo sdo diferenciados pela sua estrutura supramolecular que
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fornecem particulas com diferentes caracteristicas fisico-quimicas, como
didmetro de particulas, caracteristicas da superficie na interface particula/meio
dispersante, capacidade de carreamento de compostos hidrofébicos ou
hidrofilicos, entre outras (MORA-HUERTAS, 2010).

As nanoparticulas poliméricas sédo sistemas carreadores de farmacos que
apresentam diametro inferior a 1 pm. O termo nanoparticula inclui as
nanocapsulas e as nanoesferas, as quais diferem entre si segundo a
composicao e organizacgao estrutural. As nanocapsulas sao constituidas por um
invélucro polimérico disposto ao redor de um nudcleo oleoso, podendo o
farmaco estar dissolvido neste nucleo e/ou adsorvido a parede polimérica. Por
outro lado, as nanoesferas ndo apresentam 6leo em sua composicdo, sdo
formadas por uma matriz polimérica, onde o farmaco pode ficar retido ou
adsorvido (SCHAFFAZICK, 2003).

Vérios sdo os métodos utilizados para a preparacdo das nanoparticulas
poliméricas, sendo que os mesmos estdo divididos em duas categorias, a
polimerizacdo in situ e a precipitacdo de polimero pré-formado (QUINTANAR-
GUERRERO, 1998; GUTERRES, 1995). Um método promissor que apresenta
simplicidade e reprodutibilidade das formulacdes obtidas é a deposicdo
interfacial de polimero pré-formado (MORA-HUERTAS, 2010; BULCAO, 2012).

Para a utilizacdo deste método é preparada uma fase orgéanica contendo
a matriz polimérica dissolvida em um solvente organico miscivel em agua,
juntamente com o componente oleoso (para a obtencdo de nanocapsulas) e a
substancia que se deseja encapsular. Ao passo que a fase organica é
preparada, também é feita uma solucdo aquosa que contém um tensoativo
hidrofilico que ira recobrir a particula e contribuir para estabilizacdo do sistema.
Apds a completa dissolugdo dos materiais a fase organica € injetada na fase
aquosa e o processo de formacdo das nanoparticulas ocorre de forma
instantanea, com rapida difusdo do solvente organico na fase aquosa,
formando as nanoparticulas (insoliveis em agua). O solvente organico e o
excesso de agua sao removidos em evaporador rotatorio (FESSI, 1998;
COUVREUR, 2002; VENTURINI, 2011).

A utilizagdo de varios polimeros para o desenvolvimento de formulagdes
farmacéuticas visando a biodegradabilidade dos componentes da formulacéao

em meios biolégicos e a biocompatibilidade tem sido foco de estudos. Os
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exemplos de polimeros que se destacam sdo o0s poliésteres alifaticos
sintéticos, poli-(4cido lactico) — PLA, poli-(acido glicdlico) — PGA, poli-(e-
caprolactona) — PCL e copolimeros dos &cidos latico e glicolico — PLGA, além
da utilizacdo de polimeros naturais, como a quitosana e celulose
(QUINTANAR-GUERREIRO, 1998; AGNIHOTRI, 2004; VILANOVA, 2010;
WANG, 2011).

Estas nanoestruturas sdo capazes de liberar drogas em sitios especificos
com uma baixa toxicidade, bem como proteger o farmaco encapsulado
(VENTURINI et al., 2011). De acordo com a estrutura quimica do farmaco a ser
encapsulado, bem como com as propriedades esperadas da nanocapsula para
um determinado tratamento de saude, h& inUmeros 6leos diferentes que podem
ser empregados na fabricacdo da nanocapsula, a fim de que esta apresente as
propriedades desejadas. No entanto, é preciso que o 6leo interaja com o

polimero e com o meio, de modo a formar de fato uma nanocéapsula.

2.3 NANOCAPSULAS DE NUCLEO LIPIDICO - LNCS

Inicialmente as nanocéapsulas de nucleo lipidico (LNC) comecaram a ser
desenvolvidas pelo nosso grupo de pesquisa (MULLER, 2000) e sua
denominacdo comecgou a ser utilizada somente apds extensa caracterizacao
fisico-quimica (CRUZ, 2006; JAGER, 2007; JAGER, 2009) que comprovou que
se distinguem das nanocépsulas poliméricas desenvolvidas por FESSI (1998).

VENTURINI e colaboradores (2011) desenvolveram suspensfes aquosas
contendo nanocapsulas de nucleo lipidico (LNC) muco adesivas para
administracdo via oral. Neste trabalho foi utilizado éster etilico de indometacina
como farmaco modelo devido sua lipofilicidade e eficiéncia de encapsulagéo.
As nanoparticulas foram preparadas pelo método de deposicdo interfacial
utilizando o polimero pré-formado PCL. Para que as quantidades dos materiais
fossem otimizadas, foram preparadas diferentes formulacdes utilizando
diferentes proporgdes de SM, TCC e polimero. Neste trabalho foi visto que as
proporcdes ideais para a formacdo somente de nanocapsulas em suspensao
foram de 1:4.1:2.6 w/w/w (para MS, TCC e polimero respectivamente).

Também foi visto que a viscosidade da fase organica € um importante
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parametro para a qualidade da formulacéo. Este novo tipo de nanoparticulas
demonstrou ter a capacidade de dispersar farmacos em seu ndcleo com maior
capacidade de carreamento se comparadas as nanocapsulas contendo apenas
0leo em seu nucleo.

JORNADA e colaboradores (2012) desenvolveram nanocapsulas de
nudcleo lipidico com o intuito de investigar a influéncia da concentracéo critica
de agregacdo dos materiais na fase organica para o controle do diametro e
polidisperssdo das LNC obtidas através de deposicéo interfacial de polimero
pré-formado (PCL). Foi visto que era possivel que as medidas da tensdo
superficial e da viscosidade da fase organica e da fase aquosa estivessem
relacionadas com o didmetro da particula e a concentracdo dos materiais
utilizados. Neste trabalho foi demonstrado que as nanocapsulas de nucleo
lipidico sdo formadas na escala nanoscépica com distribuicbes de tamanho
unimodal, se o estado de agregacdo dos materiais da fase organica tender a
diluicdo infinita. Os resultados demonstraram que n&o existe correlacéo entre o
diametro final das nanocapsulas e da tensédo superficial da fase orgéanica ou
aguosa quando o coloide é preparado pelo método de deposicéo interfacial. O
que foi visto € que existe uma relagdo entre a concentracdo dos materiais na
fase organica e na fase aquosa com o didmetro final da particula. Neste
trabalho foi concluido que o diametro final da particula é dependente da faixa
de concentracdo dos materiais da fase organica e que quando os materiais
dissolvidos na fase organica entram em contato com o nao-solvente, ocorre a
auto associacao dos materiais em estruturas supramoleculares que diminuem
em diametro apos a evaporacdo do solvente. JORNADA (2012) descreveu o
mecanismo de auto associacdo da LNC bem como a forma com que Varios
farmacos estéo distribuidos na nanoestrutura correlacionado com o parametro
teorico, o coeficiente de difuséo e o LogD (OLIVEIRA, 2013).

Em outros estudos, estes dispositivos demonstraram um aumento na
concentracdo de um anti-inflamatorio empregado como antitumoral
(indometacina) no tecido cerebral para o tratamento de glioblastoma
multiforme, quando comparado com a administracdo da solucdo do farmaco
(BERNARDI, 2009). Através deste estudo foi possivel observar a diminuigdo do
volume médio dos tumores no grupo tratado com as LNC contendo

indometacina.
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Recentemente estudos demonstraram por meio de estudos in vivo, que as
LNCs de poli-(e-caprolactona) ndo apresentam toxicidade sistémica significativa
(BULCAO, 2012).

SIQUEIRA e colaboradores (2011) avaliaram o efeito do recobrimento
cationico de nanocapsulas poliméricas em formulacdes para sintese de protetor
solar, através de experimentos in vitro para penetracdo de 3-benzofenona em
pele de suinos. Essas nanocapsulas contendo 3-benzofenona foram
preparadas por deposicdo interfacial de poli-(e-caprolactona) e revestidas
utilizando-se uma solucéo de 2% de quitosana em 1% de acido acético, sendo
que as nanoparticulas foram incorporadas e caracterizadas em hidrogel. Os
estudos de penetracao foram feitos em célula de Franz utilizando-se pele de
suinos como membrana. As nanoparticulas apresentaram diametro médio de
202 £ 7 nm e potencial zeta positivo de +21 = 1 mV, enquanto que os valores
para a particula sem revestimento de quitosana foram de 175+ 1 nme -8 + 1
mV. Os perfis de penetragdo demonstraram que uma grande quantidade de 3-
benzofenona permaneceu na superficie da pele e uma baixa quantidade foi
encontrada no compartimento receptor, ap6s aplicacdo da formulacdo
contendo quitosana, em comparacdo com a formulagcdo em sua forma livre. Foi
visto que as nanoparticulas possuiam um pH compativel para aplicacéo topica
e os estudos de penetracao/permeacdo demonstraram que O revestimento
catidnico das nanopatrticulas poliméricas com quitosana foi eficiente em manter
0 protetor solar nas camadas superficiais da pele por um periodo prolongado
de tempo. O hidrogel contendo 3-benzofenona em nanoparticulas poliméricas
revestidas com quitosana apresentou uma formulacdo inovadora para superar
as limitacGes do uso diario de protetor solar.

Em outro trabalho do grupo, BENDER e colaboradores (2012),
desenvolveram uma LNC com carga superficial negativa para posterior
revestimento com quitosana. Neste trabalho foi testada a hemocompatibilidade
das nanocépsulas de nucleo lipidico contendo lecitina, estabilizadas com
polissorbato 80 e revestidas com quitosana. Foi visto através de estudos in vivo
que tanto as nanoparticulas revestidas com quitosana quanto as que nao
possuiam o revestimento com quitosana, apresentaram hemocompatibilidade,
indicando que este tipo de sistema pode ser empregado para o

desenvolvimento de formulagdes visando administragao por via intravenosa.
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2.4 MANANA (Saccharomyces cerevisiae)

7

A Manana € um polissacarideo altamente ramificado, formado por
unidades de manose, com peso molecular da ordem de 5,2 x 10* g/mol, obtido
através do micro-organismo Saccharomyces cerevisiae (AKIYAMA et al.,
2007). Considerando a expressiva presenca de receptores de manose na
superficie das células dentriticas e macréfagos, a manana se torna uma
alternativa bastante consistente para ser utilizada como revestimento de
superficie em uma nanocapsula polimérica de nucleo lipidico com vista a
vetorizacao ativa ao sistema imunoldgico (Figura 1).

Com base na estrutura quimica da manana comercial, podemos notar a
presenca de grupos fosfato, que apresentam caracteristicamente carga
negativa. Uma hipotese para a funcionalizacdo de superficie seria a interacdo
eletrostatica da manana com as nanocapsulas previamente revestidas com
quitosana. Desta forma, ocorreria a adsor¢cdo da manana sob a superficie
quitosilada e positiva da nanocapsula, viabilizando a vetorizacdo ativa de

farmacos através de nanocapsulas.

2.5 REVESTIMENTOS COM MANANA

GHOTBI, e colaboradores (2011) sintetizaram nanoparticulas poliméricas
de PLGA com terminacao éster ou acido carboxilico e mostraram que a adicdo
de manana a superficie da nanoparticula aumentou a taxa de internalizacdo em
células dendriticas de camundongos, devido ao fato de que a manana €
reconhecida pelo receptor de manose presente na superficie deste tipo de
célula. O polissacarideo pode ser incorporado nas nanoparticulas durante as
etapas de emulsificacdo ou apds a formacdo das nanoparticulas, pela ligacao
da manana na superficie das particulas liofilizadas, através de adsorcéo fisica
ou conjugacao quimica na terminacéo acido carboxilico. O efeito do método de
incorporacdo e do tipo de polimero, na extensdo da adsorcdo das
nanoparticulas fluorescentes pelas células dendriticas foi investigado através
de citometria de fluxo, sendo que o marcador utilizado foi o isotiocianato de
fluoresceina. A maior concentracdo de manana na superficie da particula foi

proporcionada pela estratégia de ligagcdo covalente com terminacdo acido
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carboxilico das nanoparticulas de PLGA, sendo que o maximo de captura pelas
células dendriticas foi alcancado com a utilizagdo das nanoparticulas de PLGA
com terminacdo acido carboxilico contendo manana tanto covalentemente
ligada, quanto adsorvida. Os resultados apresentados pelo estudo sugerem
gue as nanoparticulas de PLGA decoradas com manana possuem grandes
chances de serem utilizadas na vetorizacdo ativa de farmacos e/ou vacinas
para células dendriticas, que sao células-chave para a ativacdo da imunidade
mediada por células-T.

Em outro estudo com células dendriticas, HADDADI, e colaboradores
(2014) sintetizaram nanoparticulas poliméricas com (PLGA) e incorporaram
manana através de conjugacdo quimica por dois diferentes métodos, sendo o
primeiro com a adicdo de uma solucdo de manana durante o estagio de
preparacdo das nanoparticulas no primeiro estagio de emulsificacdo, e o
segundo método através da incorporacdo da manana na superficie das
nanoparticulas previamente formadas e liofilizadas. Com o intuito de investigar
0s parametros de imunogenicidade em termos de estimulacdo destas células
foram sintetizadas nanoparticulas poliméricas tanto com PLGA terminado em
éster quanto PLGA terminado em COOH. As células dendriticas tratadas com
as nanoparticulas de PLGA com terminacdo de COOH conjugadas com
manana mostraram um maior desempenho em melhorar as funcdes bioldgicas,
se comparadas com as outras formula¢des testadas. Ocorreu um aumento da
expressdo das citocinas CD86 e CD40 em presenca das nanoparticulas
revestidas com manana, além da elevacéo dos niveis de IL-6, IL-12 e TNF-a.
Somente as nanoparticulas revestidas com uma grande quantidade de manana
(900 ug/mL) foram capazes de induzir a resposta alogénica das células T.

ZHU, e colaboradores (2013) em um estudo com macrofagos associados
a tumores, sintetizaram nanoparticulas poliméricas com PLGA contendo PEG e
posteriormente revestidas com manose, capazes de serem captadas
especificamente por este tipo de macréfagos e nao por macrofagos normais
(sistema mononuclear fagocitico). As longas e hidrofilicas cadeias de PEG sédo
extremamente maleaveis podendo se dobrar em forma de escudo e proteger a
manose/manana de ser captada por macréfagos normais. Quando esta
particula chega ao microambiente acido do tumor, ocorre uma hidrolise do

PEG, fazendo com que ele ndo mais proteja a manose/manana na superficie
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da particula, dando espaco para que a particula seja captada pelos macréfagos
associados a tumores.

YU, e colaboradores (2010) utilizaram nanoparticulas lipidicas sélidas
(SLN) para se ligar DNA através de interacdes idnicas. Um dos problemas das
SLN é a falta de capacidade de vetorizagdo. Com base nisto, foram
sintetizados ligantes com manana-PE (manana-fosfatidiletanolamina) e
aplicados para a modificacdo de superficie de nanoparticulas lipidicas sélidas
para a obtencdo de Man-SLN-DNA, visando a vetorizacdo de macréfagos
alveolares. Man-SLN-DNA mostraram baixa toxicidade em comparacdo com as
SLN-DNA. Os resultados mostraram que as particulas modificadas com
manana podem melhorar a habilidade de vetorizagdo do nanocarreador e que
as Man-SLN-DNA podem vir a ser um vetor ndo viral promissor.

VEDANTAM, e colaboradores (2013) desenvolveram nanoparticulas de
ouro contendo manose (GNP) para tratamento de Escherichia coli (EC-178) no
trato urinario. Este agente uropatogénico causa infeccao recorrente ligando-se
especificamente as adesinas das células cancerigenas da prostata (células
DU-145). Neste estudo foi investigado o tempo de ligacdo da EC-178 com as
células DU-145. Foi visto que as nanoparticulas ligadas com as células EC-178
mostraram um percentual de viabilidade parecido quando comparadas com as
células de controle DU-145. Por outro lado, as células bacterianas EC-178
causaram a morte celular em torno de 6 horas. Quando as nanoparticulas Mn-
GNPs e as células EC-178 foram adicionadas juntas as células DU-145, foi
observada uma viabilidade de 64%. Mas quando as Mn-GNP foram misturadas
previamente com as EC-178 e entdo adicionadas as células Du-145, foi
observada uma viabilidade de 73%. Isto mostra que quando as nanoparticulas
sdo misturadas as células EC-178 previnem a ligacédo posterior entre as células
DU-145, aumentando a viabilidade celular. Mesmo n&o sendo um aumento
significativo, € mostrado que pode ocorrer uma competicdo de ligacao entre as
células EC-178 e as nanoparticulas de ouro contendo manana.

ASTHANA, e colaboradores (2014) desenvolveram nanoparticulas de
quitosana de baixo peso molecular soliuvel em agua contendo manana (MCH)
para vetorizacdo de oligonucleotideos (ODN) a macréfagos. As nanoparticulas
foram formuladas a partir do método de auto-organizacdo utilizando a

propor¢cdao de N/P (mols de grupamentos amina do MCH por grupamentos
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fosfato do ODN), sendo que a completa complexacdo do MCH/ODN foi atingida
em uma relacdo de carga 1:1. A quitosana manosilada foi sintetizada pela
reacdo entre 0s grupamentos amina da quitosana e 0s grupamentos
isotiocianato do a-D-manopiranosil fenil isotiocianato. A carga positiva da MCH
e a carga negativa do ODN tem a tendéncia de reforcar as interacdes
eletrostaticas entre si para formar nanoparticulas de MCHODN. As
nanoparticulas de MCHODN demonstraram uma eficiéncia de transfeccéo
muito maior em células 264.7 (receptores de manana de ursos) do que células
Hela, e ndo possuem toxicidade significativa observada em todas as
concentragcbes de MCH. As nanoparticulas MCHODN demonstraram boa
capacidade para formar nanoconstru¢ées com oligonucleotideos e mostraram
também adequadas propriedades fisico-quimicas para entrega de genes,
sendo que também ndo apresentaram toxicidade e apresentaram uma maior
transferéncia de genes nas células 264.7, demonstrando um potencial seguro e
eficiente para a entrega de genes.

JING, e colaboradores (2013), desenvolveram um nano sistema com um
ligante duplo para vetorizacdo tanto para células cancerigenas HepG2 quanto
para células de Kupffer (KPs) no figado. Nanoparticulas lipidicas solidas (SLN)
catibnicas foram utilizadas como vetor e a proteina plasmidica verde
aperfeicoada (pEGFP) foi utilizada como gene modelo. Transferrina (Tf) e
manana (M) foram ligadas em polietilenoglicol fosfatidiletanolamina (PEG-PE) e
PE separadamente para que se tivesse transferrina-PEG-PE (T-PEG-PE) e
manana-PE (M-PE) como ligantes para a superficie modificada dos
carreadores que foram utilizadas como os ligantes alvo. A eficiéncia da
transfeccdo dos ligantes duplos modificados (D-modificados) foi avaliada em
animais modelo. SLN aperfeicoadas com PEGFP (D-SLN/pEGFP)
demonstraram um diametro de 198 nm e uma capacidade de carreamento de
gene de 89%. D-SLN/pEGFP exibiram uma eficiéncia de transfeccdo 25%
maior do que as SLN/pEGFP modificadas apenas com manana (M-PE) em
células HepG2 e nas SLN/pGEFP modificadas apenas com T-PEG-PE (T-
SLN/pEGFP) em células de Kupffer isoladas de ratos. Foi concluido que T-
PEG-PE e M-PE podem funcionar como excelentes alvos ligantes ativos para

melhorar a habilidade de vetorizacdo celular dos carreadores e dos vetores
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com ligantes duplos modificados, podendo ser aplicado como um vetor
promissor para a entrega de genes.

KONG, e colaboradores (2011) sintetizaram nanoparticulas bioadesivas
utilizando PLGA para vetorizacdo de genes em células de Kupffer e utilizando
pPpEGFP (proteina plasmidica verde aperfeicoada) como gene modelo. Neste
estudo foi sintetizado MAN-PE (manana-fosfatidiletanolamina) que foi aplicado
para a modificacdo da superficie das nanoparticulas bioadesivas de PLGA
onde foram comparados resultados das nanoparticulas com DNA, contendo
superficie modificada (MAN-DNA-NPs) e particulas sem superficie modificada
(DNA-NPs). As nanoparticulas sem modificacdo de superficie apresentaram
formato esférico, enquanto as nanoparticulas modificadas com manana
apresentaram formato esférico com uma pelicula escura ao redor, indicando
gue o revestimento ocorreu. A eficiéncia de ligagcdo ndo demonstrou diferenca
significativa entre a MAN-DNA-NPs e a DNA-NPs, sendo que a ligacdo da
manana na superficie das nanoparticulas ndo separou o DNA do complexo. Os
perfis de liberacdo foram praticamente os mesmo, mostrando que o
revestimento com manana ndo impede a liberacdo do DNA. Com este estudo
concluiu-se que essas nanoparticulas podem ser vetorizadas para o figado e
transfeccionadas com sucesso para as células Kupffer, sendo que isto pode ser
explicado pelo acucar mediador de lecitina que ativa o0 mecanismo de
vetorizacao.

JIANG, e colaboradores (2012) sintetizaram um ligante conjugado
contendo manana-polietilenoglicol-L-a-fosfatidiletanolamina (MN-PEG-PE) para
utilizacdo em nanoparticulas lipidicas sélidas (SLN) catibnicas. Neste estudo
foram comparados dois estagios para modificacdo utilizando o mesmo ligante
(MN-PEG-PE) para identificar qual o método preferivel para vetorizagdo de
genes, sendo pré-modificacdo (A-MN-PEG-PE) e pds-modificacdo (B-MN-PEG-
PE) do carreador SLN/DNA. Como gene modelo foi utilizado pEGFP (proteina
plasmidica verde aperfeicoada). As propriedades foram comparadas in vitro e
in vivo atraves de transfeccéo de células de Kupffer como modelo. Nos estudos
in vitro e in vivo, B-MN-PEG-PE demonstrou uma maior eficiéncia de
transfeccéo apds 48 horas e 72 horas do que A-MN-PEG-PE. Neste estudo, o
PEG-PE é utilizado como espacador e a MAN € quem se liga nos sitios de

manose dos macréfagos. Foi sugerido que o comprimento e a flexibilidade do
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espacador entre os grupos carboidrato e a superficie do carreador influenciam
a vetorizacdo especifica e a captacdo pelos macrofagos. Concluiu-se que o
carreador pos-modificado tem uma vantagem sobre o carreador pré-
modificado, tendo uma maior expressao genética em células Kupffer de ratos
tanto in vitro quanto in vivo. Estas evidéncias mostram a forte capacidade de
vetorizacao dos carreadores de genes contendo MAN-PEG-PE.

Para o revestimento das nanocapsulas de nucleo lipidico estabilizadas
com polissorbato 80 e revestidas com quitosana, foi utilizada uma nova
metodologia baseada em interacOes eletrostaticas entre 0s grupamentos
fosfato da manana e a quitosana que reveste a superficie das nanoparticulas.
Com base na literatura estudada e considerando as potencialidades
associadas ao planejamento de nanocarreadores poliméricos revestidos com
manana, € possivel compreender a importancia desta nova metodologia

utilizada e o interesse crescente nesta area da ciéncia.
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3. METODOLOGIA

3.1 MATERIAIS UTILIZADOS

e Poli(episilon-caprolactona) (PCL) Mn = 10.000 g/mol e Mw = 14.000
g/mol (Aldrich);

« Monoestearato de sorbitano (Span® 60) Delaware — Brasil);

e Polissorbato 80 (Delaware — Brasil)

e Triglicerideo dos acidos caprico e caprilico (TCC) (Delaware — Brasil)

e Lecitina - Fosfatidilcolina 75% LIPOID (S75) (Gerbas Quimica
Farmacéutica Ltda)

e Manana (codigo do produto: 9036888) (Sigma - Aldrich)

e Membrana de celulose 0,45 ym (cédigo WHA10463463) (Whatman)

e Quitosana de baixo peso molecular (cédigo 448869) (Sigma — Aldrich)

3.2 EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

e Evaporador rotatério Bichi R-114 (Bichi, Suica)

e Banho de aquecimento Biichi B-480 (Buchi, Suica)

e Placa de agitacdo magnética (Fisatom, modelo 752%)
o Zetasizer® Nanoseries (Malvern Reino Unido).

e Mastersizer® 2000 (Malvern, Reino Unido).

3.3 SOLVENTES UTILIZADOS

e Agua destilada
e Agua mili-Q (Destilador/deionizador Milig-Q® - Millipore — EUA)
e Alcool etilico 95% (Vetec, Sigma — Aldrich)

e Acido acético glacial (Nuclear — Brasil)
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Todos os reagentes, produtos e solventes foram utilizados da forma como

fornecidos.

3.4 METODOS

3.4.1 Preparacdo das suspensdes de nanocapsulas de nucleo lipidico

As formulacdes de nanocdpsulas de nucleo lipidico estabilizadas com
polissorbato 80 e lecitina foram preparadas utilizando-se a metodologia
previamente descrita (BENDER e colaboradores, 2012), baseada no método de
deposicdo de polimero desenvolvido por FESSI e colaboradores (1989).
Também foram utilizadas as concentrac6es de acido caprico e caprilico e
monoestearato de sorbitano otimizadas por JAGER (2009).

O procedimento envolve uma fase organica preparada em acetona (250
mL, dissolvendo-se a poli(e-caprolactona) (PCL) (1000 mg), o Span® 60 (380
mg) e o triglicerideo dos acidos céprico e caprilico (TCC) (1200 pL). Foi
preparada também uma fase etandlica dissolvendo-se o LIPOID S75 (600 mg)
em 40 mL de etanol, que posteriormente foi adicionada a fase orgéanica. Esta
mistura foi entdo injetada em uma solucdo aquosa (500 mL) contendo
polissorbato 80 (800 mg) sob agitacdo a 40° C. A mistura foi entdo evaporada a
pressdo reduzida para a eliminacdo da acetona, que foi retirada do baldo de
recolhimento para posterior retirada da agua da suspensdo. Apos o
evaporamento total da acetona, evaporou-se a agua até que a suspensao
fosse concentrada a um volume menor que 100 mL. Com a ajuda de um baléo
volumétrico ajustou-se volume final para 100 mL. Chamou-se esta formulacao
de LNC

3.4.2 Revestimento das nanocapsulas de nacleo lipidico utilizando
guitosana

Para o revestimento da LNC" preparou-se uma solucao de quitosana 1%

(m/m), adicionando-se 0,1 g de quitosana e completando-se com uma solucao
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de acido acético 1% (m/m) até o volume final de 10 mL. A solucéo de quitosana
(10 mL) foi entdo adicionada a LNC™ (90 mL) sob agitacdo moderada. Deixou-
se agitando por 2 h a temperatura ambiente. Chamou-se esta formulagdo de
LNC Quit".

3.4.3 Revestimentos das LNC Quit* com manana

3.4.3.1 Metodologia 1: revestimento da LNC Quit” por gotejamento sobre a
solucédo de manana

Com o intuito de revestir as LNC Quit" com manana a primeira e mais
pratica estratégia utilizada foi o gotejamento da solu¢cdo de manana sobre a
LNC Quit", sendo que as concentracdes utilizadas foram escolhidas pelo fato
de que em solucdes de manana mais concentradas ocorre a formacédo de
bolhas e as anélises das nanoparticulas ndo sédo confiaveis.

Para este revestimento, utilizou-se a estratégia de interacbes
eletrostaticas layer-by-layer. Foi feita uma solugcdo mae contendo 6,075 mg de
manana em 10 mL de solucédo. Utilizando esta solucdo foram feitas diluicdes e
os revestimentos foram feitos utilizando-se 0,1 mL de agua e 0,1 mL de
solucdo de manana, sendo que as concentracdes das solucdes de manana
utilizada foram: 0,01 mg/mL; 0,03 mg/mL; 0,06 mg/mL; 0,09 mg/mL; 0,12
mg/mL. Em 1,8 mL de LNCQuit". Gotejou-se 0,1 mL de agua e 0,1 mL de
solucéo de manana nas diferentes concentracdes, sendo que as concentracdes
finais de manana foram de: 0,5 pg/mL; 1,5 pg/mL; 3,0 ug/mL; 4,5 pg/mL; 6,0
pug/mL para um volume final de 2 mL. As concentracdes também podem ser
expressas em g de manana / mg de quitosana, sendo: 0,055 pg de manana /
mg de quitosana; 0,166 pg de manana / mg de quitosana; 0,333 pg de manana
/ mg de quitosana; 0,5 ug de manana / mg de quitosana; 0,666 pug de manana /
mg de quitosana. Deixou-se agitando por 2 h em temperatura ambiente.
Chamou-se esta formulacdo de LNC Quit"Man1.



30

3.4.3.2 Metodologia 2: revestimento da LNC Quit” por injec&o da solugéo
de manana

A segunda metodologia utilizada diferencia-se da primeira pelo fato de
que a LNC Quit" é injetada na solucdo de manana. Esta estratégia foi utilizada
seguindo-se a teoria da formacéo das nanocapsulas de ndcleo lipidico, sendo
gue uma solucéo organica A é injetada em uma solugcéo aquosa B e temos por
fim A revestido com B. Com isto, injetou-se a LNC Quit" na solu¢do de manana
para que a LNCQuit" fosse revestida pela manana. Nesta metodologia as
concentracbes utilizadas foram menores se comparadas com a primeira
metodologia, devido ao fato de que nesta metodologia a concentracdo de
particulas € menor que na metodologia 1. Estas concentragdes utilizadas
também foram baixas para que ndo ocorresse a formacao de bolhas.

Para os revestimentos das LNC Quit" com manana através da estratégia
layer-by-layer foi feita uma solu¢cdo mae contendo 2,15 mg de manana em 10
mL de solugéo. Os revestimentos foram feitos injetando-se 4 mL de LNC Quit"
em 6 mL de solugdo de manana, sendo as solugbes de manana nas
concentracfes de: 0,833 pg/mL; 2,5 pg/mL; 5,0 pug/mL; 7,5 pg/mL; 10 pg/mL.
As concentracg0fes finais de manana foram de: 0,5 pg/mL; 1,5 pg/mL; 3,0 pg/mL;
4,5 pg/mL; 6,0 pg/mL para um volume final de 10 mL. . As concentracdes
também podem ser expressas em ug de manana / mg de quitosana, sendo:
0,125 pg de manana / mg de quitosana; 0,375 pg de manana / mg de
quitosana; 0,750 ug de manana / mg de quitosana; 1,125 ug de manana / mg
de quitosana; 1,5 ug de manana / mg de quitosana. Deixou-se agitando por 2 h
em temperatura ambiente. Chamou-se esta formulagéo de LNC Quit"Man?2.

3.4.3.3 Metodologia 2 B: revestimento da LNC Quit" por injecdo da
solucdo de manana abrangendo as faixas de concentracdo das

metodologias anteriores.

Para a metodologia 2B os experimentos foram feitos da mesma forma que
a metodologia 2, sendo que a diferenca neste caso € uma maior faixa de
concentracdo utilizada (concentracdo expressa em pg de manana / mg de

quitosana), que abrange as faixas de concentracdes das duas metodologias
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anteriores. Esta faixa de concentracdo foi feita para que as metodologias
pudessem ser comparadas.

Para os revestimentos das LNC Quit" com manana através da estratégia
layer-by-layer foi feita uma solugcdo mae contendo 20 mg de manana em 100
mL de solucéo. Os revestimentos foram feitos injetando-se 4 mL de LNC Quit"
em 6 mL de solugdo de manana, sendo as solugbes de manana nas
concentracbes de: 0,666 pg/mL; 0,133 pg/mL; 0,333 pg/mL; 0,666 pg/mL;
1,333 pg/mL; 3,333 pg/mL; 6,666 pg/mL. As concentracdes finais sdo: 0,01 ug
manana / mg quitosana; 0,02 ug manana / mg quitosana; 0,05 ug manana / mg
quitosana; 0,10 ug manana / mg quitosana; 0,20 pg manana / mg quitosana;
0,50 pg manana / mg quitosana e 1,00 pg manana / mg quitosana
respectivamente. Deixou-se agitando por 2 h em temperatura ambiente.

Chamou-se esta formulacdo de LNC Quit"Man2B.

3.4.4 Distribuicao de tamanho, polidispersao e diametro médio das LNCs
por difracdo de laser (Master Sizer)

A caracterizacdo das nanoparticulas foi realizada utilizando-se o
equipamento Mastersizer® 2000 (Malvern UK).

Uma amostra liguida sem diluicdo prévia foi diretamente adicionada na
unidade de analise por via Umida contendo agua destilada como meio
dispersante. Para as formulagdes LNC™ e LNC'Quit" foi feita uma réplica de
cada diferente lote. Para a LNC- foi utilizado o indice de refragdo 1,590 e para a

LNC Quit" 1,345 e ambas com obscura¢do minima de 2%.

3.4.5 Distribuicdo de tamanho, polidisperséo e diametro médio das LNCs
por espalhamento de luz dindmico (zeta sizer)

As andlises de diametro foram realizadas no aparelho Zetasizer®
Nanoseries ZS (Malvern, Reino Unido).

Para as andlises de DLS, as amostras foram preparadas diluindo-se a
suspensdao de nanoparticulas quinhentas vezes (500x) com agua MilliQ®

(previamente filtrada em 0,45 um) em baldo volumétrico (adicionou-se 20 uL e
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completou-se até 10 mL). As amostras foram vertidas em cubeta apropriadas
(Cubeta descartavel 10 mm, 4,5 mL) e analisadas em triplicata de medidas,
sendo cada replica uma media de 12 varreduras de 10 segundos cada. Os
resultados foram obtidos por ajuste da curva de correlacdo pelo método dos

cumulantes e pelo algoritmo CONTIN, sendo expressos em nm.

3.4.6 Determinacgéo do potencial zeta das LNCs

As analises de potencial zeta foram realizadas no aparelho Zetasizer®
Nanoseries ZS (Malvern, Reino Unido).

Para as analises de potencial zeta as amostras foram preparadas
diluindo-se a suspensdo de nanoparticulas quinhentas vezes (500x) com
solucdo de cloreto de sodio (filtrada em 0,45 um) em baldo volumétrico
(adicionou-se 20 uL e completou-se até 10 mL). As amostras foram vertidas em
cubeta apropriada (Cubeta descartavel 10 mm, 4,5 mL) e analisadas em
triplicata de medidas, sendo cada replica uma media de 12 varreduras de 10
segundos cada. Os resultados obtidos foram calculados a partir da

determinacao da mobilidade eletroforética e sédo expressos em valores de mV.

3.4.7 Determinacdo do pH das formulagcfes

Os valores de pH das suspensdes foram medidos utilizando-se um
potenciometro com eletrodo de vidro a 25 °C sem diluicAo das amostras, e
previamente calibrado com tampédo pH=4 e pH=7 (Haloquimica industria e

comeércio Ltda).

3.4.8 Andlise de diametro em funcdo da concentracdo de manana (zeta
sizer)

As andlises de potencial zeta foram realizadas no aparelho Zetasizer®

Nanoseries ZS (Malvern, Reino Unido).



33

Para as analises de DLS as amostras foram preparadas diluindo-se a
suspensao de nanoparticulas quinhentas vezes (500x) com agua MilliQ®
(previamente filtrada em 0,45 um) em baldo volumétrico (adicionou-se 20 uL e
completou-se até 10 mL). As amostras foram vertidas em cubeta apropriada
(Cubeta descartavel 10 mm, 4,5 mL) e analisadas, sendo uma media de 12
varreduras de 10 segundos cada. Os resultados foram obtidos por ajuste da
curva de correlacdo pelo método dos cumulantes e pelo algoritmo CONTIN,

sendo expressos em nm.

3.4.9 Determinacgéo do potencial zeta em fung&o da concentragéo de
manana

As andlises de potencial zeta foram realizadas no aparelho Zetasizer®
Nanoseries ZS (Malvern, Reino Unido).

Para as andlises de potencial as amostras foram preparadas diluindo-se a
suspensao de nanoparticulas quinhentas vezes (500x) com agua MiliQ (filtrada
em 0,45 um) em baldo volumétrico (adicionou-se 20 uL e completou-se até 10
mL). As amostras foram vertidas em cubeta apropriada (Cubeta descartavel 10
mm, 4,5 mL) e analisadas em triplicata de medidas, sendo cada replica uma
media de 12 varreduras de 10 segundos cada. Os resultados obtidos foram
calculados a partir da determinacdo da mobilidade eletroforética e séo

expressos em valores de mV para o potencial zeta.

3.4.10 Determinacdo da viscosidade em funcdo da concentracdo de
manana

Levando-se em consideracdo que a manana € uma macromolécula é
possivel sugerir que com o aumento de sua concentracdo em uma solucao
aguosa ocorra a formacao de um gel e com isso a viscosidade aumente.

As analises de viscosidade foram realizadas em um Viscosimetro
Vibracional Série SV-10 (AND, faixa 0,3 mPa.s a 10.000 mPa.s).



34

Foi feita a calibracdo do equipamento utilizando-se 35 mL de agua a uma
temperatura de 26,6 £ 0,1 °C, ajustando-se o valor da viscosidade para 0,92
mPa.s quando necessario.

Para as analises de viscosidade, todas as formulac¢des foram adicionadas
sem diluicao prévia em cubeta de acrilico (volume minimo 10 mL). Foram feitas
6 medicOes de viscosidade, sendo uma medicéo a cada 10 segundos durante 1

minuto.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. SUSPENSOES DE NANOCAPSULAS DE NUCLEO LIPIDICO

As nanocapsulas de nuacleo lipidico foram preparadas por deposicao
interfacial de polimero, apresentando aspecto macroscopico homogéneo. As
formulagcbes foram analisadas por difracdo de laser demonstrando uma
populacdo unimodal nanométrica (Figura 2), representando que existe apenas
uma populacédo de particulas no meio analisado. O indice de refracéo utilizado
foi de 1,590 (referente ao latex de poliestireno), e a adicdo de amostra na
unidade Uumida foi suficiente para uma obscuracdo de 2.14%. Também sé&o
mostrados os valores de D[4,3] sendo 0.128 pum, valor de D[3,2] 0.117 um,
valor de d(0.1) 0.081 pum, valor de d(0.5) 0.123, valor de d(0.9) 0.183 um, valor
de span 0,825 e é&rea especifica de 48,9 m? g*. As formulacdes LNC
apresentaram um pH = 4,6.

Particle Hame: Accessory Hame: Analysis model: Sensitivity:
Polystyrene latex Hydro 2000SM (&) General purpose MNormal
Particle RI: Absorption: Size range: Obscuration:
1.590 0 0.020 to 2000000 um 214 %
Dispersant Hame: Dispersant RI: Weighted Residual: Result Emulation:
Water 1.330 254 % Off
Concentration: Span: Uniformity: Result units:
0.0038 %vol 0.825 0.26 Yolume
Specific Surface Area: Surface Weighted Mean D[3,2]: Vol. Weighted Mean D[4,3]:
459 mig 0117 um 0128 um
d(0.1): 0.081 um d(0.5): 0.123 um d(0.9): 0.183 um
o0 Parficle S12 Clstribution
I8y
fek

s 15 {

b J |

2 |

£ 10 |
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Particle Size (pm)
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Figura 2: Distribuicdo de tamanho das nanocapsulas de nucleo lipidico

(LNC") determinada por difragéo de laser.

As nanocapsulas foram posteriormente revestidas com quitosana e
apresentaram também por difracdo de laser uma populagcdo nanomeétrica
unimodal (Figura 3). O indice de refracdo utilizado foi de 1,345 (referente a

quitosana), e a adicdo de amostra na unidade umida foi suficiente para uma
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obscuracdo de 2.21%. Também séo mostrados (Figura 3) os valores de D[4,3]
sendo 0.132 pm, valor de D[3,2] 0.116 pm, valor de d(0.1) 0.077 um, valor de
d(0.5) 0.125 pm, valor de d(0.9) 0.199 um, valor de span 0.978 e area
especifica de 51.5 m? g*. As formulacdes LNC Quit" apresentaram um pH =
4,00

Particle Hame: Accessory Hame: Analysis model: Sensitivity:
Quitosana 2 Hydro 2000SM (&) General purpose Normal
Particle RE: Absorption: Size range: Obscuration:
1.345 0 0.020 to 2000000 um 221 %
Dispersant Hame: Dispersant RI: Weighted Residual: Result Emulation:
Water 1.330 2091 % Off
Concentration: Span: Uniformity: Result units:
1.0464 %Vol 0978 0.306 Yolume
Specific Surface Area: Surface Weighted Mean D[3,2]: Vol. Weighted Mean D[4,3]:
515 miy 0116 um 0132 um
d(0.1): 0.077 um d(0.5):  0.125 um d(0.9):  0.199 um
Parficle SI2¢ Clstribution
16 ™
14 (’ \

Yolume (%)
=N
—

1 e

B.m 0.1 1 10 100 1000 3000
Particle Size (pm)

—LNC-Quit+ - Average

Figura 3: Distribuicdo de tamanho das nanocapsulas de nucleo lipidico

revestidas com quitosana (LNC Quit") determinada por difracdo de laser.

Apoés a verificacdo de que apenas populacbes nanomeétricas unimodais
estavam presentes, foram realizadas as analises de espalhamento de luz
dindmico de cada amostra para a determinacdo do didmetro médio de cada
formulacédo (Figura 4 e 5).

Analisando a figura 3 referente a LNC’", pode-se notar um perfil de curva
monomodal, demonstrando que o sistema coloidal possui particulas da fase
dispersa aproximadamente do mesmo tamanho, sendo que a intensidade deste
pico é de 100% das particulas com diametro de 1161 nm com largura do pico
de 66 nm. O resultado de indice de polidisperséo obtido foi de 0,137 indicando
a formacdo de sistemas monodispersos, sendo considerado um étimo valor
para uma curva unimodal (GOVENDER et al, 1999).
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Temperature (*C): 250 Duration Used {s): 60
Count Rate (kcps): 250,2 Measurement Position (mm): 4,65
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 8
Size (d.nm): % Intensity Width (d.nm):
Z-Average (d.nm): 1380 Peak 1: 1613 100,0 65,87
Pdl: 0,137 Peak 2: 0,000 0.0 0,000
Intercept: 0,960 Peak 3: 0,000 0.0 0,000

Result quality : Good

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

1000 10000
Size (d.nm)

Record 1: LNC- 1

Figura 4: Andlise de espalhamento de luz dindmico realizada na
formulacdo LNC'.

Analisando a figura 4 referente a LNC Quit" tem se um perfil de curva
monomodal e assim como na LNC™ as particulas da fase dispersa possuem
aproximadamente o mesmo tamanho, sendo que a intensidade deste pico é de
100% para particulas com um diametro de 197 nm com largura de pico de 88
nm. O indice de polidispersao obtido foi de 0,208 indicando a formac¢do de um
sistema monodisperso e sendo considerado um 6étimo valor para uma curva
unimodal.

Com os resultados de espalhamento de luz dinamico (tabela I) e potencial
zeta (tabela 1lI) é possivel concluir que o revestimento com quitosana
realmente ocorreu. Primeiramente temos um aumento no didmetro quando é
feito o revestimento com quitosana, sendo que a LNC™ possui um diametro de
161 nm e quando revestida com quitosana passa a ter 197 nm. Tratando-se do
potencial zeta, € visto que ocorre uma inversao nas cargas, sendo que a LNC’
possui um potencial zeta de -7,5 mV e a LNC Quit" passa a ter 23,6 mV. Esta

inversdo de cargas demonstra que a superficie da particula foi revestida.
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Temperature (°C): 25,0 Duration Used (s} 70
Count Rate (kcps): 2430 Measurement Position {(mm): 4,65
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 8
Size (d.nm): % Intensity Width {d.nm):
Z-Average (d.nm): 1599 Peak 1: 196,8 100,0 87,54
Pdl: 0,208 Peak 2: 0,000 00 0,000
Intercept: 0,951 Peak 3: 0,000 0.0 0,000

Result quality : Good

Size Distribution by Intensity

Irtensity (%)

1000 10000

Size (d.nm})

Record 3: LNC-Quit+ 1

Figura 5: Andlise de espalhamento de luz dinAmico realizada em uma

suspensao de nanocapsulas de nudcleo lipidico revestidas com quitosana.
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4.2. REVESTIMENTOS DAS LNCQUIT* COM MANANA POR INTERACOES
ELETROSTATICAS (METODOLOGIA 1)

Uma vez caracterizada a formulacdo de LNC e LNC'Quit", deu-se
continuidade aos revestimentos com manana na superficie das nanoparticulas,
utilizando-se a estratégia de interacdes eletrostaticas pela metodologia 1. Para
esta parte do estudo foram feitos trés lotes diferentes de LNC™ e LNC Quit" e
cada série de revestimentos feita em um dos diferentes lotes (tabelas I, 1l e IlI).

Foi feita uma curva com diferentes concentracfes de manana para que
pudesse ser observado o comportamento das nanoparticulas (tabela IV e
figuras 5). As diferentes concentragbes utilizadas foram de: 0,5 pg/mL; 1,5
pg/mL; 3,0 pg/mL; 4,5 pug/mL; 6,0 pg/mL.

Na Tabela | é possivel observar os valores referentes aos diametros das
nanoparticulas nos diferentes lotes sintetizados para posterior revestimento
com manana. Comparando os valores das formulagdes LNC e LNCQuit"
observa-se que quando ocorre o0 revestimento com quitosana o diametro
aumenta de 159 = 5 para 194 + 19 mostrando que ocorre a formacao de uma

camada de quitosana que faz com que o diametro das nanoparticulas aumente.

Tabela I: Valores referentes ao diametro das formulag¢des, expressos em nm.

Formulagéo Lote 1 Lote 2 Lote 3 Média + DP
LNC- 160 163 154 159+5
LNC-Quit+ 177 191 215 194 + 19

Para os valores de mobilidade eletroforética da LNC™ em todos os casos
tem-se valores negativos devido a grupamentos fosfato que estdo presentes na
fosfatidilcolina utilizada na formulacdo. A quitosana utilizada para o
revestimento da LNC™ possui um valor de mobilidade eletroforética positivo,
com isso, quando o revestimento com quitosana € feito, ocorre uma inversao
no valor da mobilidade eletroforética de -0,6917 + 0,4 para 1,4233 * 0,6 (tabela
II), sendo que 0 mesmo ocorre também para o potencial zeta (tabela Ill).

Na Tabela Il é possivel observar os valores referentes a mobilidade
eletroforética das nanoparticulas nos diferentes lotes sintetizados para

posterior revestimento com manana.
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Tabela II: Valores referentes & mobilidade eletroforética das formulacdes,

expressos em pmcm/Vs.

Formulacéao Lote 1 Lote 2 Lote 3 Média + DP
LNC- -0,383 -0,529 -1,163 -0,6917+£0,4
LNC-Quit+ 1,004 1,136 2,130 1,4233+0,6

Na Tabela Il é possivel observar os valores referentes ao potencial zeta
das nanoparticulas nos diferentes lotes sintetizados para posterior revestimento

com manana.

Tabela lll: Valores referentes ao potencial zeta das formulacdes, expressos

em mV.

Formulacéao Lote 1 Lote 2 Lote 3 Média + DP
LNC- -4,9 -6,8 -16,1 -9,2+6,0
LNC-Quit+ 12,8 14,5 27,2 18,2+7,9

Nos revestimentos das LNC Quit" com manana feitos utilizando-se a
estratégia de interacfes eletrostaticas através da metodologia 1, os resultados
mostram que em todas as concentrac¢des utilizadas, se considerado o valor do
desvio padrao, os valores dos diametros permanecem praticamente 0s mesmo
(tabela 1V). Foi feito teste ANOVA que mostrou que os resultados ndo possuem
diferenca significativa. Estes resultados demonstram que 0s revestimentos
possivelmente ndo ocorreram, jA que com 0 aumento da concentracdo de
manana nao € visto um aumento ou diminuicdo do diametro das

nanoparticulas.



41

Na Tabela IV é possivel observar os valores referentes aos diametros das
nanoparticulas revestidas com diferentes concentragcdes de manana por estratégia

de interacdes eletrostaticas pela metodologia 1.

Tabela IV: Valores de diametro das LNC Quit"Man nas diferentes concentragdes de

Manana pela metodologia 1, expressos em nm.

Manana pg/mL Reacdo 1 Reacéo 2 Reacéo 3 Média + DP
0,0* 177 191 215 194 + 19
0,5 173 217 344 245 + 89
1,5 168 218 200 196 £ 25
3,0 279 212 222 238 + 36
4,5 172 206 209 196 + 20
6,0 166 265 209 213 +£50

0,0*: LNC Quit"

Na figura 5 e 6 podem ser observados os perfis de diametros e de
potencial zeta respectivamente, de todos o0s revestimentos, onde 0s mesmos
foram feitos em triplicata de lotes. Nas concentracdes de 1,5 ug/m e 3,0 pg/mL
observa-se um didmetro na escala nanométrica, diferentemente dos outros,
que possuem certas quantidades de agregados na escala micrométrica. E
possivel sugerir que estas populagdes micrométricas nas concentracdes de 0,5
pg/mL, 4,5 pg/mL e 6,0 pg/mL sejam agregados formados por manana
juntamente com quitosana. Com o0 aumento da concentracdo de manana, o
didmetro das nanoparticulas deveria ter uma variacdo (tanto para mais quanto
para menos) e 0 que ocorre aqui é a formacdo de populacdes nanométricas
menores que as populacdes das nanoparticulas e agregados micromeétricos,
evidenciando novamente que 0s revestimentos ndo ocorreram.

Nas concentracdes de 0,5 pg/mL, 1,5 pg/mL e 6,0 pg/mL também
possuem populacdes nanométricas menores do que as referentes as
nanoparticulas. Considerando que a manana é um polissacarideo com uma
estrutura de cadeia muito grande, sugere-se que estas populacdes
nanometricas sejam formadas por cadeias de manana difundidas em solucao

gue interagem entre si.
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Na figura 6 para os revestimentos das concentracdes de 4,5 pg/mL e 6,0

pug/mL € possivel notar mais de um pico nos perfis de potencial zeta. Este pico

possui um valor menor do que do que o dos picos majoritarios, sugerindo que o

equipamento pode estar identificando manana livre em solucédo, o que também

pode ser confirmado pelos perfis de diametro da figura 5.
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Figura 5: Perfis de diametro das LNC Quit'Man nas diferentes
concentragbes de manana utilizando-se a metodologia 1. a) 0,5 pg/mL; b) 1,5
pg/mL; c) 3,0 pg/mL; d) 4,5 pg/mL; 6,0 pg/mL. Cada grafico mostra as trés

réplicas sobrepostas.
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Figura 6: Perfis de Potencial zeta das LNC'Quit'Man nas diferentes

concentragbes de manana utilizando-se a metodologia 1. a) 0,5 pg/mL; b) 1,5

pg/mL; ¢) 3,0 pg/mL; d) 4,5 pg/mL; 6,0 ug/mL. Cada grafico mostra as trés

réplicas sobrepostas.
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As nanoparticulas utilizadas neste trabalho sdo formuladas com lecitina
75% (presenca de grupamento fosfato que confere carga parcialmente
negativa) e posteriormente revestidas com quitosana, sendo que a superficie
da particula, apos ser revestida com quitosana, demonstra uma inversao de
carga, passando a apresentar carga parcialmente positiva. A manana possuli
carga parcial negativa devido ao grupamento fosfato presente em sua
estrutura, com isso, quando a particula positiva é revestida com manana, a
mobilidade eletroforética e o potencial zeta teoricamente deveriam diminuir.

Com relacido a mobilidade eletroforética, inicialmente a LNC Quit* possuia
uma mobilidade de 1,4 £ 0,6 umcm/Vs. Com o aumento da concentragao de
manana a mobilidade eletroforética teoricamente deveria diminuir, devido a
carga parcialmente negativa da manana. Para todas as concentracfes
utilizadas, se considerado o desvio padrdo, a mobilidade eletroforética
permanece praticamente a mesma, sugerindo que o revestimento ndo ocorreu.
Com isso, pode-se sugerir que ocorre o desprendimento de quitosana da
superficie da particula, e que esta quitosana juntamente com a manana
formam microagregados de manana revestidos com quitosana, mascarando o
resultado da mobilidade eletroforética e fazendo com que os valores nao se
alterem.

Na Tabela V € possivel observar os valores referentes a mobilidade
eletroforética das nanoparticulas revestidas com diferentes concentracdes de

manana por estratégia de interacdes eletrostaticas pela metodologia 1.

Tabela V: Valores de mobilidade eletroforética das LNC Quit"Man nas diferentes

concentracfes de Manana pela metodologia 1, expressos em pmcm/Vs.

Manana pg/mL Reacéo 1 Reacéo 2 Reacéo 3 Média + DP
0,0* 1,00 1,14 2,13 1,42 + 0,62
0,5 1,35 1,84 2,20 1,79+ 0,43
1,5 1,49 1,60 2,06 1,72+ 0,30
3,0 1,26 1,68 3,17 2,04 £ 1,00
4,5 0,99 1,72 2,22 1,64 + 0,62
6,0 0,85 1,34 2,12 1,44 + 0,64

0,0*: LNC Quit"
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Pelos dados obtidos nas andlises pode-se dizer que 0s revestimentos
com manana nao ocorreram, primeiramente devido aos valores de diametro,
onde se encontrou populacbes micrométricas e nanométricas em escalas
diferentes das nanoparticulas. Outra evidéncia é a mobilidade eletroforética,

gue ndo apresentou mudanca em relacdo as nanoparticulas sem manana.

4.3. REVESTIMENTOS DAS LNCQUIT* COM MANANA POR INTERACOES
ELETROSTATICAS (METODOLOGIA 2)

Considerando que ao utilizar a metodologia 1, com gotejamento das
solucbes de manana sobre a suspensdo de nanoparticulas, ndo foram
detectadas mudancas significativas nos diametros e propriedades das
nanoparticulas, optou-se por realizar um novo conjunto de experimentos
mudando a metodologia, conforme descrito na Parte Experimental. Nesses
experimentos a propor¢do manana/LNC Quit* foi aumentada em cerca de 15
vezes, sendo gque a suspensao de nanoparticulas foi injetada nas solucdes de
manana. Foram utilizadas solu¢cdes de manana com as mesmas concentragdes
do primeiro conjunto de experimentos, mudando apenas os volumes relativos
dos componentes.

Foi feita uma curva (tabela VII) com diferentes concentracdes de manana
para que pudesse ser observado o comportamento das nanoparticulas. As
concentracOes utilizadas foram de: 0,5 pg/mL; 1,5 pg/mL; 3,0 pg/mL; 4,5
pug/mL; 6,0 pg/mL. Nesta parte do estudo foi feito apenas um lote de LNC’ e
LNCQuit” e o mesmo, utilizado para a triplicata de revestimentos nas
diferentes concentracdes de manana.

Na Tabela VI é possivel observar os valores referentes ao diametro,
mobilidade eletroforética e potencial zeta das formula¢ées LNC™ e LNC Quit* do
lote 4, utilizadas para posterior revestimento com manana. Nesta tabela é
possivel observar que ocorre a inversdao do potencial zeta de -16,1 mV para
27,2 mV e aumento do diametro de 154 nm para 214 nm quando as
nanoparticulas sdo revestidas com quitosana, sendo os valores dentro do

esperado.
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Tabela VI: Valores de diametro (nm), mobilidade eletroforética (umcm/Vs) e

potencial zeta (mV) referentes a formulacao do lote 4.

Formulacéao Diametro Mobilidade Eletroforética Potencial Zeta
LNC- 154 -1,16 -16,1
LNC-Quit+ 214 2,13 27,2

Nos revestimentos feitos utilizando-se a estratégia de interacfes
eletrostaticas das nanoparticulas com manana através da metodologia 2, 0s
resultados mostram que inicialmente nas concentracbes de 0,50 pg/mL, 1,5
pug/mL e 6,0 pg/mL ocorre uma diminuicdo no didmetro das nanoparticulas de
157 nm, 167 nm e 171 nm respectivamente (tabela VII), em relacdo a LNC"
Quit" (214 nm). Nas concentracbes de 3,0 pg/mL e 4,5 ug/mL, se levado em
consideracdo o desvio padrdo obtido, os diametros praticamente nado se
alteram. Pode-se sugerir que a diminuicdo dos diametros das nanoparticulas
revestidas com quitosana se deve ao fato de ter ocorrido uma contracdo da
cobertura por questdes eletrostaticas, ocorrendo uma compactacdo. Outra
sugestdo para esta diminuicAo € que na maioria das solucdes existem
contaminantes de polissacarideos livres (manana) que sao macromoléculas e
que impactam na média dos diametros, por isto é necessario analisar os perfis,
pois somente as médias ndo sdo suficientes.

Na tabela VIl é possivel observar os valores referentes aos diametros das
nanoparticulas revestidas com diferentes concentracbes de manana por
estratégia de interacbes eletrostaticas através da metodologia 2, sem
considerar as populagdes micrométricas obtidas nas formulacdes. Esta tabela
esta relacionada com a figura 9, onde podem ser observados os perfis de
diametro de todos os revestimentos. Também é possivel notar que a
concentracdo de 4,5 pg/mL apresenta um desvio padrdo maior que os das

outras formulacdes
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Tabela VII: Valores de diametro das LNC-Quit+Man nas diferentes concentracdes

de Manana pela metodologia 2 expressos em nm.

Manana pg/mL Reacédo 4A Reacédo 4B Reacéo 4C Média + DP
0,0* 214
0,5 148 151 170 157 £ 12
1,5 159 182 159 167 £ 13
3,0 230 160 208 199 + 36
4,5 183 273 166 208 + 57
6,0 148 175 189 171+ 21

0,0*: Formulac&o LNC Quit”

Na figura 9 podem ser observados os perfis de diametros de todos os
revestimentos, onde os mesmos foram feitos em triplicata de lotes. Nas
concentracbes de 0,5 pg/mL e 3,0 pg/mL observa-se que as particulas
possuem apenas um didmetro na escala nanométrica, diferentemente dos
outros revestimentos feitos, que tém certas quantidades de agregados na
escala micrométrica. E possivel sugerir que estas populacdes micrométricas
nas concentracdes de 1,5 pg/mL, 4,5 pg/mL e 6,0 pg/mL sejam agregados
formados por manana em excesso juntamente com quitosana.

Nas concentracbes de 4,5 pg/mL e 6,0 pg/mL também possuem
populacdes nanométricas menores do que as referentes as nanoparticulas.
Considerando que a manana é um polissacarideo com uma estrutura de cadeia
muito grande, sugere-se que estas populacdes nanométricas sejam formadas
por cadeias de manana difundidas em solucdo que interagem entre si.

ANOVA demonstrou que nao existe diferenca significativa entre os

valores das médias de diametro das reacdes 4A, 4Be 4C.
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a) Size Distribution by Infensity
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b) Size Distribution by Intensty
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Figura 7:

Perfis de diametro das LNCQuit'Man nas diferentes

concentracfes de manana através da metodologia 2. a) 0,5 pg/mL; b) 1,5

pg/mL; ¢) 3,0 pg/mL; d) 4,5 pg/mL; 6,0 ug/mL. Cada grafico mostra as trés

réplicas sobrepostas.
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a ) Zeta Potential Distribution b) Zeta Potential Distrioution
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Figura 8: Perfis de potencial zeta das LNC'Quit'Man nas diferentes
concentragbes de manana através da metodologia 2. a) 0,5 pg/mL; b) 1,5
pug/mL; c) 3,0 ug/mL; d) 4,5 pg/mL; 6,0 pg/mL. Cada grafico mostra as trés

réplicas sobrepostas.
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Na tabela VIII é possivel observar os valores referentes ao potencial zeta
das nanoparticulas revestidas com diferentes concentracdes de manana por
estratégia de interacfes eletrostaticas através da metodologia 2, sendo que
para a concentracédo de 4,5 ug/mL de manana o potencial zeta € 0 mesmo da
LNCQuit" e que para todas as outras concentra¢cdes ocorre uma diminuicéo
destes valores.

Se observados os valores de potencial zeta nestas concentragdes (tabela
VIIl), pode-se notar que 0s mesmos sao iguais (considerando desvio padrao)
aos das nanoparticulas revestidas somente com quitosana. Sugere-se que
pode estar ocorrendo a formacdo de agregados de manana, revestidos por
quitosana que se desprendeu da superficie das nanoparticulas, sendo
evidenciado pela figura 9 onde sdo mostradas populacdes nanométricas em
faixas menores do que a das nanoparticulas. O fato do valor do potencial zeta
ser praticamente o0 mesmo das nanoparticulas revestidas apenas com
quitosana, mostra que o equipamento obteve a medida apenas da quitosana

superficial, tanto dos agregados quanto das nanoparticulas.

Tabela VIII: Valores referentes ao potencial zeta das LNC Quit'Man nas

diferentes concentragbes de manana pela metodologia 2 expressos em mV.

Manana pg/mL Reacédo 4A Reacdo 4B Reacdao 4C Média + DP
0,0* 28,3
0,5 18,8 19,6 20,5 19,6 £ 0,8
15 23,2 22,9 19,5 21,9+20
3,0 25,8 27,6 26,9 26,8 +0,9
4,5 26,2 28,0 35,3 29,8+4,8
6,0 26,1 19,2 23,9 23,1+35

0,0*: Formulag¢do LNC Quit"

Estes valores de potencial zeta demonstram que a manana pode nao
possuir grupamentos fosfato suficientes para que ocorra uma diminuicdo nos
valores de potencial zeta.

Foram feitas analises de viscosidade das nanoparticulas revestidas com
manana para que se pudesse observar a influéncia da manana livre no meio.

Em todas as concentragcdes de manana os valores foram inferiores ao valor da
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LNC Quit", sendo que diminuiram de 5,56 mPa.s para 2,58 mPa.s, 2,61 mPa.s,
2,70 mPa.s, 2,65 mPa.s e 2,82 mPa.s respectivamente (tabela 1X).

Levando em consideracdo o desvio padrao das viscosidades obtidas na
tabela IX é possivel afirmar que nas concentracdes de 0,5 pug/mL, 1,5 pg/mL,
3,0 ug/mL e 4,5 pg/mL os valores sdo praticamente iguais. Na concentracao de
0,6 pg/mL tem-se um excesso de manana, onde ocorre a formacgdo de um gel,
fazendo com que o valor de viscosidade seja maior do que nas outras
concentracoes.

Na tabela IX é possivel observar a comparacdo dos valores de
viscosidade entre as solucbes de manana e as hanoparticulas contendo
manana. Levando em consideracdo que a viscosidade da agua pura é 1,00
mPa.s a 20 °C pode-se notar que as solu¢des de manana estdo muito diluidas

e sua viscosidade esta muito proxima a viscosidade da agua.

Tabela IX: Valores comparativos de viscosidade entre as solu¢cbes de manana

e as nanoparticulas revestidas com manana.

Manana pg/mL Solugdes de Manana Revestimentos
0,5 1,02 2,58 £ 0,620
1,5 0,99 2,61 +0,570
3,0 1,02 2,70 £ 0,101
4,5 1,03 2,65 £ 0,096
6,0 1,05 2,82 + 0,042

Com relacéo a viscosidade quanto maior a concentracdo de manana em
solugdo, maior deve ser seu valor. Na tabela 1X sdo mostrados os valores de
viscosidade para as diferentes solu¢cdes de manana utilizadas e é possivel
notar que em todas essas concentracfes os valores de viscosidade estdo
muito proOximos aos da agua, e isto ocorre pelo fato de que a concentracéo de
manana utilizada é muito pequena, ndo sendo o suficiente para demonstrar
uma variagao na viscosidade das solugdes.

Para que se pudesse avaliar a estabilidade das nanoparticulas revestidas
com manana foram feitos novas andlises apés 24 horas, sendo que as
formulacdes foram estocadas em temperatura proxima a 5 °C.

A figura 15 mostra os perfis dos diametros das nanoparticulas revestidas

nas diferentes concentracfes de manana apos 24 horas. Na concentragdo de
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0,5 pg/mL ha sé uma populacdo de particulas com diametro nanométrico. Nas

concentracbes 1,5 pg/mL, 3 pg/mL e 6 pg/mL surge uma populacdo adicional

com o didmetro micrométrico. Ja nas concentragbes 4,5 pg/mL e 6 pg/mL

também sdo observadas populacbes nanométricas com diametros menores

gue nas particulas usuais.
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Figura 9:

Perfis de diametro das LNCQuit'Man nas diferentes

concentracbes de manana apos 24 horas. a) 0,5 pg/mL; b) 1,5 pg/mL; c¢) 3,0

pg/mL; d) 4,5 pg/mL; 6,0 pg/mL. Cada grafico mostra as trés réplicas

sobrepostas.
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Figura 10: Perfis de potencial zeta das LNC Quit'Man nas diferentes
concentracbes de manana apos 24 horas. a) 0,5 pg/mL; b) 1,5 pg/mL; c¢) 3,0
ug/mL; d) 4,5 pg/mL; 6,0 ug/mL. Cada grafico mostra as trés réplicas

sobrepostas.
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Na tabela X € possivel observar os valores referentes aos didametros das
nanoparticulas revestidas com diferentes concentracbes de manana por
estratégia de interagfes eletrostaticas através da metodologia 2 apds 24 horas,
sem considerar as populacfes micrométricas obtidas nas formulacdes. Esta
tabela e a figura 15 mostram que o didmetro se mantém praticamente o

mesmo.

Tabela X: Valores comparativos de diametro das LNC Quit"Man nas diferentes

concentracfes de manana apOs reacdo e apos 24 horas. Valores expressos

em nm.

Manana pg/mL Diametro ap0s reacgao Diametro ap6s 24 horas
0,5 157 £ 12 161 +5

1,5 167 £ 13 178+ 7

3,0 199 + 36 174 £ 12

4.5 208 £ 57 189+2

6,0 171+ 21 211 +£81

Na tabela XI é possivel observar os valores referentes ao potencial zeta
das nanoparticulas revestidas com diferentes concentracdes de manana por
estratégia de interacdes eletrostaticas através da metodologia 2 apds 24 horas.
Nesta tabela e na figura 16, € visto que na concentracdo de 0,5 pg/mL assim
como nas concentragbes de 1,5 pg/mL, 3,0 pg/mL e 4,5 pg/mL, ocorre o
aparecimento de um segundo pico, demonstrando que existe outra populacao.
Com este resultado de potencial zeta, pode-se sugerir que apos 24 horas a
manana se desprende da superficie da particula. Na concentracdo de 6,0
pHg/mL o potencial zeta ndo apresenta um segundo pico, indicando que nesta
concentracdo a manana pode ndo ter se desprendido. Teste ANOVA
demonstrou que nado existe diferenca significativa entre as médias das duas

populacdes de didametro apos reacao e apos 24 horas.
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Tabela XI: Valores comparativos de potencial zeta das LNC Quit'"Man nas
diferentes concentracdes de manana apoés reacao e apés 24 horas. Valores

expressos em mV.

Manana pg/mL Potencial Zeta ap6s reacao Potencial Zeta ap6s 24 horas

0,5 19,63 + 0,850 11,8+ 2,13
15 21,87 £ 2,055 27,4+ 2,23
3,0 26,77 = 0,907 22,0+ 6,00
4,5 29,83 + 4,819 18,5+ 7,70
6,0 23,07 + 3,525 21,7+1,60

Na tabela XII é possivel observar os valores referentes a viscosidade das
nanoparticulas revestidas com diferentes concentracdes de manana por
estratégia de interacdes eletrostaticas através da metodologia 2 apds 5 dias.
Nesta tabela sdo mostrados os valores de viscosidade, onde ocorre uma
diminuicdo de 2,58 + 0,620 mPa.s para 1,39 + 0,035 mPa.s sugerindo que

ocorre uma reestruturacao da disperséao coloidal apés 5 dias.

Tabela XlI: Valores comparativos de viscosidade das LNC Quit"Man nas
diferentes concentracdes de manana apés reacdo e apOs 24 horas.

Valores expressos em mPa.s.

Manana pg/mL Viscosidade apés reacédo Viscosidade apés 5 dias
0,5 2,58 £ 0,620 1,39 £ 0,035
1,5 2,61 +0,570 1,400,114
3,0 2,70 £ 0,101 1,30 +£ 0,188
4,5 2,65 + 0,096 1,29 £ 0,042
6,0 2,82 + 0,042 1,28 + 0,060

Na concentracdo de 0,5 pg/mL os resultados anteriores sugerem que
pode ter ocorrido o revestimento, e com o dado da viscosidade 5 dias depois, é
possivel notar a reestruturacéo do sistema. Nas outras concentracdes, pode ter
ocorrido a estabilizacdo de agregados, fazendo com que a manana néo esteja

livre em solugé&o, diminuindo assim a viscosidade do meio.
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4.4, REVESTIMENTOS DAS LNC'QUIT* COM MANANA POR INTERACOES
ELETROSTATICAS ABRANGENDO AS DUAS  FAIXAS DE
CONCENTRACAO DAS METODOLOGIAS ANTERIORES (METODOLOGIA
2B)

Considerando que as duas metodologias anteriores possuiam proporc¢des
diferentes de manana / LNC Quit", foi feita uma nova metodologia abrangendo
as duas faixas de concentra¢gfes das anteriores, com o intuito de compara-las.
Com o resultado obtido na metodologia 2, foi determinado que o método
utilizado seria o de injecdo da LNC Quit" nas solu¢cdes de manana. Seguiu-se
com os experimentos conforme descrito previamente na Parte Experimental.
Para melhor comparar as concentragdes utilizadas nas metodologias anteriores
com a metodologia 2B, foi feita a tabela XIll, onde é possivel observar a faixa
das concentracfes em pug manana / mg quitosana de todas as metodologias

utilizadas.

Tabela XIlll: comparacdo entre as concentracdes utilizadas nas
metodologias 1, 2 e 2B. Valores de concentracdo em pug de manana /

mg de quitosana.

Metodologia 1 Metodologia 2 Metodologia 2B
- - 0,010

- - 0,020
0,055 - 0,050
0,166 - 0,100
0,333 0,125 0,200
0,500 0,375 0,500
0,666 0,750 1,000

- 1,125 -

- 1,500 -

Para dar continuidade nos revestimentos, foi feita uma LNC™ que
posteriormente foi revestida com quitosana. Na tabela XIV sdo mostrados os
valores referentes ao didmetro e potencial zeta das formulagdes LNC™ e LNC”
Quit" do lote feito para a metodologia 2B (lote 5) para posterior revestimento

com manana. Nesta tabela € possivel observar que ocorre a inversao do
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potencial zeta de -7,5 mV para 23,6 mV e aumento de diametro de 161 nm
para 197 nm quando as nanoparticulas sdo revestidas com quitosana, sendo
os valores dentro do esperado.

Tabela XIV: Valores de diametro (nm), mobilidade eletroforética (umcm/Vs)

e potencial zeta (mV) referentes a formulagéo do lote 5.

Formulacéao Diametro Mobilidade Eletroforética Potencial Zeta
LNC- 161 -0,587 -7,5
LNC-Quit+ 197 1,853 23,6

Foi feita uma curva (tabela XV) com diferentes concentracées de manana
para que pudesse ser observado o comportando das nanoparticulas. As
concentracfes utilizadas serdo demonstradas através de pg de manana / mg
de quitosana, sendo que essas concentragbes foram de: 0,01 pg manana/mg
quitosana; 0,02 pg manana/mg quitosana; 0,05 pg manana/mg quitosana; 0,10
Mg manana/mg quitosana; 0,20 ug manana/mg quitosana; 0,50 ug manana/mg
quitosana e 1,00 ug manana/mg quitosana. Nesta parte do estudo foi feito
apenas um lote de LNC™ e LNC Quit" e o mesmo, utilizado para a triplicata de

revestimentos nas diferentes concentra¢cdes de manana.

Tabela XV: Valores de diametro das LNC-Quit+Man nas diferentes concentracdes

de Manana pela metodologia 2 expressos em nm.

Manana pg/mL Reacéo 5A Reacéo 5B Reacédo 5C Média + DP

0,0* 197

0,01 183 170 185 179+8
0,02 155 206 156 172 + 29
0,05 183 181 156 173+ 15
0,10 217 169 185 190 + 24
0,20 197 167 178 181+ 15
0,50 162 189 155 169 + 18
1,00 174 183 192 183+9

0,0*: Formula¢&o LNC Quit”

Nos revestimentos feitos utilizando-se a estratégia de interacOes

eletrostaticas das nanoparticulas com manana através da metodologia 2B, com
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relacdo ao diametro (figura 11 e tabela XV), os resultados mostraram que em
todas as concentragdes utilizadas ocorreu a formacao de micro agregados, e
gue nas concentracdes de 0,02 pg de manana / mg de quitosana e 1,00 pg de
manana / mg de quitosana ocorrem também, populacbes em escala
nanométrica menores do que as de nanoparticulas. E possivel que essas
populac6es nanométricas menores sejam formadas por cadeias de manana
livre em solugdo e que o potencial zeta para estas concentracoes sejam
referentes aos micro agregados. Foi feito teste ANOVA e foi visto que ndo
existe diferenca significativa entre as meédias dos valores das reacdes 5A, 5B e
5C.

Tabela XVI: Valores referentes ao potencial zeta das LNC Quit'Man nas
diferentes concentracbes de manana pela metodologia 2B, expressos em
mV.

Manana pg/mL Reacdo 5A Reacdo 5B Reacdao 5C Média + DP
0,0* 23,6
0,01 18,5 11 20,4 16,535
0,02 14,2 20,8 24,3 19,8+ 5,1
0,05 14,7 19,9 20,2 18,3+3,1
0,10 20,1 12,5 17,7 16,8 + 3,9
0,20 20,8 22,8 25,7 23,1+£25
0,50 24,8 18,1 23,9 22,3+ 3,6
1,00 16,2 23 25,6 21,6+4,9

0,0*: Formulag¢do LNC Quit"

Tratando-se do potencial zeta (figura 12 e tabela XVI), para as
concentracfes de 0,01 pg manana / mg quitosana; 0,02 pug manana / mg
quitosana; 0,05 ug manana / mg quitosana; 0,10 ug manana / mg quitosana;
0,20 pg manana / mg quitosana e 1,00 ug manana / mg quitosana, ocorre a
formacdo de um segundo pico proximo a zero, sugerindo que devido a
interacdo da manana com a quitosana na superficie das nanoparticulas, pode
ter ocorrido o desprendimento de algumas cadeias de quitosana e formado
agregados microscopicos. E visto que estes agregados microscopicos

possuem potencial zeta igual a zero, sendo que isto ocorre somente com
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algumas particulas, e que a maioria delas continua em escala nanoméetrica e
revestida com quitosana, com potencial zeta um pouco mais elevado do que as
particulas revestidas somente com quitosana. Este potencial zeta mais elevado
€ devido a quitosana que se desprendeu da superficie das nanoparticulas,
sendo que este aumento ocorre nas concentracdes de 0,02 ug manana / mg
quitosana, 0,20 pg manana / mg quitosana, 0,50 pg manana / mg quitosana e
1,00 pg manana / mg quitosana.
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Figura 11: Perfis de diametro das LNC Quit'Man2B nas diferentes
concentragbes de manana através da metodologia 2. a) 0,01 pg manana/mg
quitosana; b) 0,02 ug manana/mg quitosana; c) 0,05 pg manana/mg quitosana,
d) 0,10 pg manana/mg quitosana; e€) 0,20 ug manana/mg quitosana; f) 0,50 pg
manana/mg quitosana; g) 1,00 ug manana/mg quitosana; h) LNC™ e i) LNC"

Quit".
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Figura 12: Perfis de potencial zeta das LNC Quit"Man2B nas diferentes

concentracfes de manana através da metodologia 2. a) 0,01 pg manana/mg

quitosana; b) 0,02 ug manana/mg quitosana; c) 0,05 pg manana/mg quitosana,

d) 0,10 ug manana/mg quitosana; e) 0,20 pg manana/mg quitosana; f) 0,50 pg

manana/mg quitosana; g) 1,00 ug manana/mg quitosana; h) LNC" e i) LNC

Quit".
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5. CONCLUSAO

A metodologia 1 mostrou que os valores obtidos ndo sdo reprodutiveis,
sendo que tanto pelas analises de potencial zeta quanto pelas analises de
diametro ndo € possivel ter uma conclusdo concreta. Os resultados obtidos
nessa metodologia ndo demonstraram uma similaridade entre si.

Com relacdo a metodologia 2, é possivel sugerir que o revestimento das
nanoparticulas ocorreu na concentracdo de 0,125 pg manana / mg quitosana
(0,5 pg/mL), pois os valores se mostraram reprodutiveis, tendo uma diminuicao
nos valores de diametro e de potencial zeta. Foi visto também que apos 24
horas a manana se desprende da superficie da particula. Com o resultado de
gue a manana se desprende da superficie da particula apdés 24 horas, sugere-
se a criacdo de um kit para que a formulacdo seja feita na hora de sua
utilizagdo. Tratando-se da viscosidade, observa-se uma diminuicdo da mesma
apos 5 dias, sugerindo que tenha ocorrido uma reestruturacdo da disperséo
coloidal.

A metodologia 2B foi feita para que se pudesse provar que O0S
revestimentos abaixo da concentracdo de 0,125 pg manana / mg quitosana
ocorrem, mas foi visto que o comportamento das nanoparticulas € similar em
concentragbes menores que esta, ndo ocorrendo 0s revestimentos, muito
provavelmente pelo fato de que as interacdes de hidrogénio entre a agua e a
manana sdo mais fortes do que as interacdes eletrostaticas dos grupamentos
fosfato da manana com a quitosana que reveste a superficie das particulas.
Também é possivel concluir que a quantidade de grupamentos fosfato
presentes na manana nao sejam suficientes para manter a estabilidade da
particula.

Neste trabalho também é possivel observar que as metodologias
utilizadas (potencial zeta e diametro) ndo possuem sensibilidade suficiente para
identificar uma diferenga nas nanoparticulas das diferentes amostras, sendo
gue se considerado o desvio padrédo de algumas amostras, os valores sdo
iguais, nao sendo possivel identificar se os revestimentos realmente ocorreram,
se ocorreu a formacéo de agregados de manana, agregados de particulas ou
agregados formados por quitosana que se desprendeu da superficie da

particula. Com a anadlise dos resultados s6 é possivel dizer que o agregado
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formado possui potencial zeta igual a zero, ndo sendo possivel dizer qual € o
agregado formado.

Com isso, uma das perspectivas deste trabalho seria a utilizacdo das
metodologias propostas por HADDADI (2014) para a utilizacdo de um polimero
com terminacdes acido carboxilico a fim de melhorar a forca de ligacéo entre a
manana e a quitosana presente na superficie da particula. Outra perspectiva
seria a utilizagdo da metodologia proposta por ASTHANA (2014) para que a
propor¢cdo N/P (mols de grupamentos amina da quitosana por grupamentos
fosfato do manana) fosse mantida em 1:1 para a obtencdo da completa
complexacdo. Outras perspectivas seriam a verificagdo dos agregados
formados através da quantificacdo da manana e testes de aglutinacao frente a

concanavalina A e captacédo e reconhecimento de captacdo em macrofagos.
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6. ANEXOS
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Figura 13: Comportamento das nanoparticulas frente as diferentes
concentracfes de manana por estratégia de interacdes eletrostaticas. Valores

referentes aos diametros versus concentra¢do das LNC Quit"Man™ obtidos.
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Figura 14: Comportamento das nanoparticulas frente as diferentes
concentracfes de manana por estratégia de interacfes eletrostaticas. Valores
referentes & mobilidade eletroforética versus concentragdo das LNC Quit"Man

pela metodologia 1.
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Figura 15: Comportamento das nanoparticulas frente as diferentes

concentracBfes de manana por estratégia de interacOes eletrostaticas pela
metodologia 2. Valores referentes aos diametros versus concentracdo das
LNC Quit"Man obtidos.
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Figura 16: Comportamento das nanoparticulas frente as diferentes
concentracbes de manana por estratégia de interacdes eletrostaticas pela
metodologia 2. Valores referentes as mobilidades eletroforéticas versus

concentragdo das LNC Quit"Man obtidos.
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Figura 17: Comportamento das nanoparticulas frente as diferentes
concentracbes de manana por estratégia de interacdes eletrostaticas pela
metodologia 2. Valores referentes a viscosidade versus concentracdo das LNC"
Quit"Man obtidos.
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Figura 18: Viscosidade das solugbes de manana nas diferentes

concentracdes utilizadas para os revestimentos das LNC Quit".



67

350 +
®Tempo O hora MTempo 24 horas
300 +
250 +
£
c
=200 +
S50 | © Y
@
D100 T
50 +
O T T T T T T T T T T T 1
o o5 1 15 2 25 3 35 4 45 5,5
Concentracdo de Manana (ug/mL)

Figura 19: Comportamento das nanoparticulas frente as diferentes
concentracfes de manana por estratégia de interacdes eletrostaticas. Valores
comparativos dos didmetros versus concentracdo das LNC Quit'Man nos
tempos de zero hora e 24 horas.
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Figura 20: Comportamento das nanoparticulas frente as diferentes
concentracfes de manana por estratégia de interacfes eletrostaticas. Valores
comparativos das mobilidades eletroforética versus concentragdo das LNC’
Quit"Man nos tempos de zero hora e 24 horas.



68

3,5 +
¢ Tempo Odia B Tempo 5 dias
3 -+
? 3 *
w25 +
o
a
E L,
()
o
a
g 1,5 +
2 T T i & i
?
s 17
0,5 +
0 T T T T T T T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5 5,5 6
Concentragdo de Manana (ug/mL)

Figura 21: Comportamento das nanoparticulas frente as diferentes
concentracfes de manana por estratégia de interacdes eletrostaticas. Valores
comparativos da viscosidade versus concentracdo das LNC Quit'Man nos
tempos de 0 (zero) dia e 5 dias.
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Figura 22: Comportamento das nanoparticulas frente as diferentes
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LNC Quit"Man™ obtidos.
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Figura 23: Comportamento das nanoparticulas frente as diferentes
concentracfes de manana por estratégia de interacdes eletrostaticas. Valores
referentes & mobilidade eletroforética versus concentragdo das LNC Quit'Man
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Figura 27: Comportamento das nanoparticulas frente as diferentes
concentracfes de manana por estratégia de interacdes eletrostaticas. Valores
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Figura 28: Comportamento das nanoparticulas frente as diferentes
concentracbes de manana por estratégia de interacfes eletrostaticas. Valores
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Figura 30: Comportamento das nanoparticulas frente as diferentes
concentracfes de manana por estratégia de interacdes eletrostaticas. Valores
comparativos dos diametros versus concentracdo das LNC Quit'Man através
da metodologia 2B. Valores representativos das reacdes: A, B e C nas cores
azul, vermelho e verde respectivamente.
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Figura 31: Comportamento das nanoparticulas frente as diferentes
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Figura 32: Perfis de correlacdo das LNCQuit'Man nas diferentes
concentragfes de manana utilizando-se a metodologia 2. Valores referentes as
concentracdes de: a) 0,5 pg/mL; b) 1,5 ug/mL; c) 3,0 ug/mL; d) 4,5 pg/mL; 6,0

png/mL. Cada grafico mostra as trés réplicas sobrepostas.
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Figura 33: Perfis de correlagdo das LNCQuit'Man nas diferentes

concentracbes de manana utilizando-se a metodologia 2 apos 24 horas de

reacdo. Valores referentes as concentracdes de: a) 0,5 pg/mL; b) 1,5 pg/mL; c)

3,0 ug/mL; d) 4,5 pg/mL; 6,0 pg/mL. Cada grafico mostra as trés réplicas

sobrepostas.
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