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Resumo

Microesferas de quitosana foram produzidas, e as vitaminas acido retindico
(A) e a-tocoferol (E) foram ancoradas na superficie do biopolimero. As
quantidades imobilizadas foram 19,3 £ 0,5 e 13,4 £ 0,4 mg de acido
retindico e de a-tocoferol por grama de microesferas, respectivamente. As
interagbes foram acompanhadas por calorimetria, cujas entalpias entre as
vitaminas e as microesferas foram exotérmicas: -18,59 + 0,34 e -15,17 %
0,50 kJ mol™, para o &cido retindico e para o a-tocoferol, respectivamente. A
determinacdo das energias de Gibbs mostrou que os ancoramentos em
ambos os casos foram espontaneos, além de entropicamente favoraveis. As
microesferas modificadas com tocoferol foram aplicadas em um sistema de
liberacdo controlada em um complexo gastrointestinal mimetizado.
Quantidades baixas de tocoferol foram liberadas em pH 1,2, enquanto a
liberacdo cresceu com o aumento de pH, alcancando a estabilidade em pH
7,4. Microesferas modificadas com a-tocoferol e retinil palmitato foram
usadas para fortificar trés dos principais cremes hidratantes do mercado
brasileiro. As microesferas de quitosana modificadas com a-tocoferol e com
retinil palmitato liberaram essas vitaminas mais lentamente do que os
cremes fortificados com a-tocoferol e retinil palmitato puros.
Palavras-chave: Quitosana; Sistemas de Liberacdo Controlada; acido

retindico; tocoferol; biopolimero.
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Abstract

Chitosan microspheres were developed and retinoic (A) acid and a-
tocopherol (E) vitamins were anchored onto chitosan microspheres. The
immobilized amounts of retinoic acid and a-tocopherol, respectively, were
19.3 + 0.5 and 13.4 £ 0.4 mg per gram of chitosan microspheres. The
interactions in solid/liquid interface were calorimetrically followed and gave
exothermic values: -18.59 + 0.34 and -15.17 + 0.50 kJ mol™, for retinoic acid
and tocopherol, respectively. Both Gibbs energy values were negative.
Adsorption processes were accompanied by an increase in the system’s
entropy. The microspheres modified with a-tocopherol were applied in a-
tocopherol controlled release in a simulated gastrointestinal system. Low
amounts of tocopherol were released at pH 1.2, whereas the release
increased with heightening pH value, reaching the controlled release stability
in pH 7.4. Microspheres modified with a-tocopherol and retinyl palmitate
were spiked in 3 distinct commercial moisturizing creams. Chitosan
microspheres modified with a-tocopherol and retinyl palmitate released
those vitamins slower than each cream spiked with pure a-tocopherol and

retinyl palmitate.

Keywords: Chitosan; Controlled Release System; retinoic acid; tocopherol;

biopolymer.
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Introducao

Ao longo dos séculos, apesar das tecnologias associadas a
fabricacdo e inovacdo virem sofrendo constantes melhorias, a funcao
precipua de um produto cosmético permanece praticamente inalterada,
tendo como finalidade tratar a pele de maneira a prevenir a sua deterioragao
e reestabelecer o seu equilibrio fisiologico quando este for passivel de uma
alteracao.’

Por esta razédo, a cosmetologia e seu enfoque estético vém ganhando
notoriedade, tornando o uso de cosméticos ndao apenas uma frivolidade
humana, mas também uma premissa médica.

A pele, maior 6rgao do corpo humano e um dos mais complexos,
exerce uma funcgao principal de protecdao e revestimento, e sempre foi o
principal alvo de retardamento do envelhecimento, desde a Grécia antiga,
com o uso de oleos para banho, passando pela Europa medieval com a
popularizagdo de pinturas faciais.?

Além de proteger o corpo contra agressdes do meio ambiente e
fungcdes sensoriais (calor, frio, pressdo, dor, tato), a pele também
desempenha papel na regulagdo térmica, defesa organica e controle do
fluxo sanguineo. Constituem seus anexos os pélos, as unhas e o cabelo. O
cosmético deve exercer funcbes de limpeza, correcdo, protecao e
embelezamento da pele e anexos, revertendo os efeitos do foto-

envelhecimento.?
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O termo cosmético limita-se aos produtos com acao superficial, sem
possuirem carater terapéutico ou penetrarem na estrutura celular, ou ainda,
sem agao sinergética com o sistema circulatorio. Quando um produto passa
a agir em profundidade sobre a pele e anexos, este deixa de ser
considerado um cosmético e passa a ser visto como um medicamento, de
dominio médico.

Em linhas gerais, com o aumento da expectativa de vida da
populagdo humana, bem como da renda per capita média mundial, o
interesse comercial por produtos cosméticos mais eficientes e eficazes
figura este segmento como um dos mais importantes as economias dos

principais paises do mundo.*

1.1 — Mercado de cosméticos

Segundo dados da Associacdo Brasileira da Industria de Higiene
Pessoal, Perfumaria e Cosmeéticos (ABIHPEC), o setor apresentou um
crescimento expressivo nos ultimos 15 anos, com um faturamento Ex-
Factory (saido da fabrica, sem impostos sobre vendas) em 2010 de R$ 27,3
bilhdes, equivalente a 5,4% do PIB. Esse montante, conforme a Figura 1, é
12,6% maior que o do ano anterior, que fechou com um valor de R$ 24,4

bilhdes.*
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® RS Bilhdes W USS Bilhdes

1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2003 2010
Fonte: ABIHPEC

Figura 1. Faturamento da industria brasileira de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos (HPPC).4

A parcela de exportagdo de produtos de HPPC cresceu 17,8% em
2010, alcangando US$ 693 milhdes, comparando-se com o valor de US$
588 milhdes em 2009. A América do Sul tem sido o principal mercado
importador para os produtos do setor de HPPC. Entretanto, a balanga
comercial indica que o Brasil tem aumentado também suas importagdes,
totalizando US$ 696 milhdes em 2010 contra US$ 456 milhdes em 2009, um
aumento de 52,6%.

De maneira geral, nos ultimos 15 anos, o setor apresentou
crescimento médio maior que o restante da industria brasileira, que foi de
2,3%. Em termos de infraestrutura, existem no pais 1659 empresas atuando
no mercado de higiene pessoal, perfumaria e cosméticos, sendo 14 delas
empresas de grande porte.*

Em relacdo ao mercado mundial de HPPC, o Brasil ocupa a terceira
posicdo, conforme a Tabela 1. E o primeiro mercado em desodorante,

produtos infantis e perfumaria; segundo mercado em produtos para higiene
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oral, protecao solar, masculinos, cabelos e banho; terceiro em produtos

cosmeéticos; quarto em pele e quinto em depilatorios.

Tabela 1. Mercado Mundial de Produtos HPPC.?

2010
p H'g"?"e Pessoall,. US$ BilhGes Crescimento % Participagcdo %
erfumaria e Cosméticos (preco ao
consumidor)

Mundo 374,3 7,0
| Estados Unidos 59,8 1.7 16,0
2 Japdo 43,8 6,8 11,7
3 Brasil 37,4 30,1 10,0
4 China 23,6 10,8 6,3
5 Alemanha 17,7 -2,0 4,7
6 Franca 15,9 -3,8 4,2
7 Reino Unido 15,3 3.4 4,1
8 RUssia 12,5 15,0 3.3
9  Idlia 12,0 -4,5 3.2
10 Espanha 10,4 -5.3 2.8

Top Ten 248,3 6,3 66,3

©2011 Euromonitor International

Dentre os varios fatores responsaveis pelo crescimento do setor,
destacam-se o0 aumento da participacdo da mulher brasileira no mercado de
trabalho, a introducdo de novos produtos voltados as necessidades do
mercado e 0 aumento da expectativa de vida, o que contribui para o intento
em se conservar um fenétipo juvenil.®

E possivel destacar outras tendéncias percebidas nas estratégias
empresariais do setor. Uma delas € relativa a lideranca dos produtos de
beleza e maquiagem, em especial os dermocosméticos. Segundo dados do
Euromonitor — instituto internacional que audita o mercado de higiene
pessoal em mais de 120 paises —, os cuidados com a pele apresentaram

crescimento de 40% entre 2002 e 2007.°
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Essa tendéncia tem estimulado empresas a incorporarem novos
ingredientes ativos, por exemplo, com agbes anti-envelhecimento, anti-
sinais, ou hidratantes, visando ao aumento da elasticidade e firmeza da
pele, dentre outros efeitos. Os investimentos vao desde o desenvolvimento
de novas proteinas, aminoacidos com fungdes especificas, como também
os veiculos de aplicagdo desses produtos.®

Outra tendéncia importante € o recente interesse de empresas em
inovacgéao por produtos que utilizem ingredientes naturais, pressionadas pela
preocupagao ambiental e ecologica dos consumidores. Algumas empresas
ja adotam o conceito de quimica verde no desenvolvimento de seus
produtos, ao utilizar matérias-primas renovaveis, reduzir o numero de
estagios no processo de produgdo, evitar a formacdo de residuos e
economizar agua.’

Ainda segundo o Euromonitor, a projegéao € que, no Brasil, até 2013,
0 consumo per capita de produtos de higiene pessoal, perfumaria e
cosméticos atinja US$ 178,00. O dultimo dado divulgado apontava um
consumo per capita brasileiro de US$ 146,60 em 2009. O valor previsto
para 2013 é trés vezes maior que a média mundial e o maior entre os
BRICS (conjunto de paises formado por Brasil, Russia, india, China e Africa
do Sul).°

Para 2011, as expectativas do setor brasileiro de HPPC séo que as
industrias faturardo R$ 31,12 bilhdes de reais, mantendo um crescimento de

13,2%, comparado a 2010.*
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1.2 — Cremes Faciais

Como dito anteriormente, dentre os varios tipos de cosméticos, os
cremes para a pele tém uma importancia significativa nesse mercado
crescente. Entre os principais compostos presentes nesses
dermocosméticos estdo as vitaminas.’

De acordo com informagdes da Sociedade Brasileira de Cirurgia
Dermatoldgica (SBCD), a pele envelhece por dois mecanismos distintos: um
intrinseco e outro extrinseco. O envelhecimento intrinseco € decorrente da
passagem do tempo, portanto um envelhecimento cronolégico. Ja o
extrinseco, que deixa sinais mais marcantes na pele, é resultado de fatores
ambientais, como a exposi¢cao solar e o cigarro, que, por possuirem efeito
cumulativo, podem desencadear cancer de pele. Segundo a SBCD,” a
protecao desde a infancia reduz significativamente os riscos de melanomas.

A atencédo especial a esta fase da vida justifica-se pelo fato que cerca
de 80% de toda radiagédo solar que um ser humano recebe durante a vida
concentra-se nos primeiros 18 anos de idade.’

A medida que a pele vai envelhecendo, torna-se mais fina e perde
elasticidade. A firmeza da pele é funcdo das acbes da elastina e do
colageno, que se tornam mais fracos por causa de fatores fisico-quimicos
(e.g: gravidade, meio ambiente), impulsionando a pele para baixo.?

O rejuvenescimento facial consiste em restaurar uma aparéncia mais
jovem, revertendo os danos solares e o aspecto envelhecido da pele. Como

primeira barreira do organismo ao meio externo, as células da pele
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produzem uma secrecdo natural, denominada manto hidrolipidico, que
promove sua adequada hidratagdo. Tal hidratacdo a protege de
ressecamentos, irritacoes, envelhecimento precoce e até mesmo infecgdes,
pois algumas substancias presentes combatem bactérias infecciosas.®

Muitas substancias ja comprovaram suas eficacias na pratica, como o
acido glicdlico, a vitamina A (retinol) e seus analogos (e.g: acido retindico,
retinaldeido e ésteres do retinol), que rejuvenescem; o acido hialurénico e a
uréia, que hidratam; os 4&cidos ascorbico (vitamina C) e cafeico,
antioxidantes redutores de radicais livres, e despigmentantes como a
hidroquinona.*

A nanotecnologia vem possibilitando o aumento de eficiéncia dos
cosméticos faciais, pois, ao reduzir as particulas que contém os ativos,
estas elevam sua capacidade de penetragdo, podendo chegar até a derme,
agindo de maneira mais eficaz.*

No caso das vitaminas, estas s&o micronutrientes naturais,
essenciais a sobrevivéncia, que o corpo humano nao produz. Além de suas
fungdes especificas, certas vitaminas sdo uteis na prevengdo, na forma de
farmacos ou produtos cosméticos.® As vitaminas mais importantes sao as A,
B, C, D, E e K, assim como o acido folico.

Estudos in vitro determinaram que muitas vitaminas possuem forte
acao antioxidante e podem atuar em processos de reparo e crescimento da
pele, como mostrado na Tabela 2."° Por essa raz&o, os possiveis beneficios
cutaneos das vitaminas em suplementos orais e formulagdes tépicas tém

sido amplamente investigados.
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Tabela 2. Vitaminas e suas fungdes no foto-envelhecimento.

Funcbes

Vitamina A

Carotendides Possiveis agentes preventores da destruicdo do colageno

Retindides

pela radiagao UV

Aumentam o crescimento dos fibroblastos e a produgcdo de

colageno em ensaios clinicos

Aumentam a espessura da epiderme, reduzindo a aparéncia
de rugas finas. Reduzem os niveis da Matriz
Metaloproteinase (MMP), enzima proteolitica que catalisa a

degradacgao de colageno e elastina em ensaios clinicos

Apresentam efeito quimiopreventivo no cancer de pele,

reduzindo efeitos carcinogénicos nas células

Vitamina C

Aumenta a estabilidade e diminui a sensibilidade do

colageno ao calor

Estimula a producédo de colageno em ensaios clinicos e in

vitro

Teoricamente capaz de proteger a pele de danos induzidos
pela radiagdo UV devido as suas propriedades

antioxidantes

Vitamina E

Age como antioxidante quando aplicado antes da exposi¢céo

ao sol

Demonstrada in vitro a capacidade de regular a

desagregacao de colageno e elastina

Vitamina B;

Aumenta a produgéo de colageno em ensaios in vitro

Reduz a hiperpigmentacao da pele em ensaios clinicos

Vitamina D

Em ensaios in vivo (ratos), demonstrou proteger a pele do

enrugamento fotoinduzido e do espessamento da epiderme

Vitamina K

Reduz as manifestacdes vasculares do fotoenvelhecimento
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1.3 — Vitamina A

A vitamina A (retinol, tretinoina ou axeroftol) é talvez a vitamina mais
importante a satde humana. E uma vitamina lipossoltivel e ocorre sob duas
formas principais na natureza — o retinol, propriamente dito, o qual se
encontra apenas em fontes animais; e certos carotendides (pré-vitaminas),
os quais provém apenas de fontes vegetais."’

O retinol é transformado no corpo humano em acido retindico, que é
a forma bioativa. Este existe em duas formas principais: all-trans-retinoic
acid (ATRA, o mais importante) e 9-cis-retinoic acid (9-cis RA). Todos
esses analogos do retinol, juntamente com o retinaldeido e os retinil
ésteres, compdem a classe dos retindides. Os retindides podem ser
encontrados no figado, gema de ovo, manteiga e triacilglicerideos de
peixes."

Os carotendides sao os compostos que dao a varios frutos e vegetais
a sua cor amarela ou laranja. O carotendide mais abundante e conhecido é
o B-caroteno. O B-caroteno € um precursor da vitamina A ou “provitamina
A”, porque a sua atividade como vitamina A ocorre apenas apos a sua
conversao para retinol no interior do corpo com subsequente transformacao
em acido retindico.

Uma molécula de B-caroteno pode ser clivada por uma enzima
intestinal especifica em duas moléculas de vitamina A. Alimentos ricos em

B-caroteno incluem as cenouras, os vegetais de folhas verde escuro e
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amarelas (e.g: espinafre e brdcolis), abdboras e meldes. A Figura 2 ilustra o

retinol e o B-caroteno.

Figura 2. a) (2E,4E,6E,8E)-3,7-Dimetil- 9-(2,6,6-trimetilciclohex-1-enil)nona- 2,4,6,8-tetraen-1-ol
(retinol) e b) 1,1'-(3,7,12,16-Tetrametil-1,3,5,7,9,11,13,15,17-octadecanonaeno-1,18-diil)bis[2,6,6-
trimetilciclohexeno] (B-caroteno).

Uma evidente fungao da vitamina A é como um grande composto das
proteinas (chamadas rodopsinas) nos olhos que reagem a luz e tornam a
visdo possivel. A maior parte das fungdes dessa vitamina, todavia, é
realizada por seus receptores, que sao fatores de transcricdo da familia de
receptores nucleares. Por estes receptores, o acido retinéico pode afetar
quase todas as fungbes na célula humana. Sabendo isso, é simples
entender porque a vitamina A deve ser consumida em quantidades

normais.!’
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Figura 3. Estrutura do acido retindico.

Estudos mais recentes demonstram a importancia da vitamina A para
uso topico. Keller e Fenske atestam a eficacia do uso topico de cremes a
base de retindides e ingestdo de carotendides como redutores do foto-
envelhecimento e dano a pele, bem como manifestacbes cutdneas como
psoriase, cancer de pele, acne, estria, e doengas do sistema imunoldgico
como o lupus.?

No que concerne a estabilidade, por possuir uma estrutura altamente
insaturada, a vitamina A é sensivel a oxidacio pelo ar. A perda de atividade
€ catalisada pelo calor e pela exposigcao a luz.

A oxidagdo dos O6leos e gorduras pode destruir as vitaminas
lipossoluveis, incluindo a vitamina A (retindides). No caso do B-caroteno,
este € uma das vitaminas mais estaveis em vegetais, cujas perdas por
fervura sdo inferiores a 25%."" Contudo, como a conversdo dessa espécie
quimica da-se em um ambiente enddgeno, sua finalidade para uso tdpico
fica descartada.

Ainda segundo Keller e Fenske,'® a presenca de antioxidantes, tais
como a vitamina E contribui para uma sinergia entre as duas vitaminas, pois

esta protege a vitamina A da degradacgéo.
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1.4 — Vitamina E

Vitamina E € um termo utilizado para uma série de compostos
lipossoluveis que inclui tocoferdis e tocotriendis. Das diversas formas da
vitamina E, as mais abundantes sdo o y-tocoferol e o d-a-tocoferol (forma
biologicamente ativa). Essas espécies estdo presentes nos 6leos vegetais,
castanhas, alguns tipos de carne e margarina. Possuem o carater de
interromper a produgdo de radicais livres no metabolismo de lipideos,

atuando como antioxidantes."® A Figura 4 exemplifica o a-tocoferol.

Figura 4. Estrutura do (2R)-2,5,7,8-tetrametil-2-[(4R,8R)-(4,8,12-trimetiltridecil)]-6-cromanol (a-
tocoferol).

A vitamina E foi proposta como tratamento a uma série de
manifestacdes cutaneas, incluindo melasmas (manchas escuras na pele),
sindrome da unha amarela, dermatites atépicas e controle da cicatrizagéo.™
A razao é o fato dela desempenhar um papel importante na desagregacao
de colageno da pele.

Quando fibroblastos de individuos mais idosos foram incubados com
a-tocoferol, os niveis de transcricio da MMP, que s&o normalmente
elevados em pessoas mais velhas, foram significativamente reduzidos e

nenhuma mudanga no tecido foi observada. Segundo os autores desse
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estudo'®, como qualquer composto, a vitamina E somente exercera seus
efeitos fotoprotetores nos tecidos quando presente em concentragoes
adequadas.

A radiagdo UV reduz significantemente os niveis cutdneos de
vitamina E. Estudos in vivo demonstram que aplicagdes topicas de vitamina
E em cremes sao eficientes na protecdo contra os efeitos da radiacdo UV.
Interessantemente, o efeito protetor da vitamina E é percebido quando
aplicado antes ou depois da exposi¢do a radiacdo UV."°

A aplicacdo de acetato de d-a-tocoferol apds exposicdo a luz UV
diminuiu eritemas, edemas e a sensibilidade da pele de ratos.' A vitamina
E contribui para a defesa antioxidante da pele, absorvendo luz UV na regido
do espectro solar que é responsavel pela maior parte dos efeitos biolégicos
deletérios do sol."*'®

Relativo a estabilidade dessa vitamina, a luz, oxigénio e o calor, além
de mas condigdes de armazenagem e processamento de alimentos,
diminuem o conteudo de vitamina E destes. Em alguns alimentos, o teor
reduz em até 50% apenas apds duas semanas de armazenamento a
temperatura ambiente. O processo de fritura destréi, em grande parte, a
vitamina E presente nos éleos.”

Apesar da eficacia do acido retindico e do a-tocoferol, existem
algumas limitagbes em seus usos em cosmeéticos, tais como a baixa
solubilidade em fase aquosa; instabilidade na presenga de luz e oxigénio, o
que leva a degradagdes rapidas das vitaminas, sem o devido

aproveitamento da pele; ou ainda hiperconcentragdes locais.’®'” No caso
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especifico do acido retindico, ha a ocorréncia de reacdes locais como
irritacdes da pele, eritemas, xerose e escamagao leve.™

Dessa maneira, microesferas de quitosana podem ser uma
alternativa viavel para uma liberacdo controlada de acido retindico e a-
tocoferol tanto na pele, quanto no trato gastrointestinal, no caso da vitamina
E, minimizando a irritacdo produzida quando da aplicacio topica, resultado
da liberagdo prolongada, o que confere mais estabilidade as moléculas,'®®
ou maximizando a absor¢ao da vitamina E por via oral, ndo aproveitada na
alimentacgao.

Nas férmulas manipuladas que prescrevem para os pacientes, os
dermatologistas costumam indicar de 1% a 3% de vitamina A; de 10% a
15% de C; e de 3% a 5% de E. Nos cremes, vendidos livremente nas lojas,
essas substancias aparecem em menor quantidade — se a concentragao
fosse maior, seriam classificados como medicamentos e precisariam de
receita. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) determina um
limite maximo para vitaminas em cosmeéticos (0 da A € de 1%, da C, 10%; e
para vitamina E, que quase nao possui efeitos colaterais, é Iivre).2°'22

A perda de farmacos e micronutrientes resultante das aplicagdes de
cremes e formulagbes farmacéuticas tem sido bastante estudada, e
propostas para diminuir tais perdas baseiam-se principalmente em suportes
para essas substancias.

Para prevenir esses problemas, essas vitaminas podem ser

imobilizadas em matrizes poliméricas biocompativeis, como por exemplo,

microesferas de quitosana, a fim de reduzir suas degradagdes pelo calor e
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luz. Essas macromoléculas constituem um grupo de materiais de
especificidade quimica conhecido na literatura por sistemas de liberagao
controlada (SLC).%

Além dos efeitos cosméticos, a vitamina E é essencial a saude, e a
sua deficiéncia no organismo humano pode causar diversos males. O a-
tocoferol inibe a peroxidacdo lipidica e a formacdo de radicais livres,
auxiliando contra os danos celulares e doengas cardiovasculares. E
conhecido que doses de vitamina E regeneram tecidos e aumentam a
resisténcia imunoldgica humana. A falta de vitamina E na alimentagao pode
causar esterilidade tanto ao homem como a mulher.?*

No tocante a ingestdo de vitamina E, muitos estudos investigam a
sua importancia na alimentagcdo, bem como a relacdo entre a quantidade
ingerida e a perda por excre¢cdo nédo aproveitada deste micronutriente. Por
exemplo, Oliveira et al. relatam que, em estudos dos niveis de
micronutrientes no plasma sanguineo de adolescentes, todos do grupo
apresentaram consumo de vitamina E inadequado (40% de inadequacéo),

quando comparado aos valores de referéncia,?>?

0 que pode levar a
anemias e problemas de pele.

As quantidades diarias recomendadas de vitamina E na dieta
humana foram primeiramente propostas por Evans e Bishop em 1922, ao
correlacionar os sintomas de sua deficiéncia com a atividade bioldgica de
animais, relacionando-a a neuropatia, miopatia e morte fetal.?’

Até 1980, a ingestdo diaria recomendada (IDR) para vitamina E era

expressa em Ul (Unidade Internacional); a partir de entdo, o termo tocoferol

André Luiz Ferreira dos Santos



Tese de doutorado — Estudo das Interagées das Vitaminas A e E em Microesferas de Quitosana 17

equivalente (TE) passou a ser utilizado para indicar a IDR, onde 1,0 mg de
a—tocoferol equivale a 1 TE. Dessa maneira, como todas as formas da
vitamina E apresentam atividades bioldgicas, seus valores passam a ser
expressos em tocoferol equivalente, definidos como: a—tocoferol, 1,0 mg:1
TE; B—tocoferol, 1,0 mg:0,5 TE; y—tocoferol, 1,0 mg:0,1 TE; d—-tocoferol, 1,0
mg:0,03 TE; a-tocotrienol, 1,0 mg:0,3 TE e B-tocotrienol, 1,0 mg:0,05
TE.13’25

Uma vez que os serem humanos sdo incapazes de realizar a
biossintese da vitamina E, a IDR deste micronutriente € de 10 mg de a—
tocoferol para adultos.?®

O estbmago, embora nao seja o sitio primario de absorgcdo de um
nutriente, configura-se como o primeiro local onde uma formulagao
administrada oralmente pode liberar suas substancias bioativas.

Para compostos altamente soluveis em pH gastrico, a completa
dissolugdo pode ocorrer no estdbmago. Para esses compostos, o
esvaziamento gastrico pode perfeitamente limitar a subsequente taxa de
absorgao do intestino delgado.?®

Para compostos neutros, parcialmente soluveis, como o a-tocoferol, a
dissolugéo sera lenta na regidao gastrica e, em muitos casos, ndo sera
completa antes da substancia chegar aos primeiros sitios absorventes no
intestino delgado. A dissolugdao incompleta desses componentes no trato
gastrointestinal pode restringir severamente sua bioviabilidade oral. Isso
pode resultar em uma supersaturagao da substancia ao se deslocar do pH

estomacal para o pH do intestino delgado, mais alto.?® Precipitagdes podem
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ocorrer, embora esse processo seja dificultado pelos componentes da bile,
que promove a formac&o de sais, 0 que mantém tais espécies soltveis.*

A concentragdo de determinada substancia (e.g: farmaco ou
micronutriente) na parede intestinal, C,, (g dm™), ¢ um dos dois principais
determinantes da taxa de captacdo e transporte através da membrana
celular do epitélio intestinal. O outro fator € a permeabilidade da substancia.

Dependendo do mecanismo de transporte, o fluxo da espécie
quimica pela mucosa intestinal, J (g cm s'1), pode ser descrito pelas
seguintes equagoes:

Para o transporte passivo:

J=C.P,

Eq. (1)
Para o transporte mediado por carreadores:
J — Jmax Cw
C +K,,
Eq. (2)

Onde, P, (dm® s’ cm?) é o coeficiente de permeabilidade da
membrana, Jmax (@ cm? s7) é o fluxo maximo da substancia através da
membrana, e Ky é a constante Michaelis-Menten.

Pelo fato do intestino delgado ser o sitio principal de absorgéo para a
grande maioria dos compostos, a concentragcdo nessa regido € a mais

importante para o calculo do fluxo.?
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Um dos grandes problemas da ingestdo de farmacos e sua grande
quantidade de perda, € que cerca de 90% de todo farmaco ingerido é
eliminado nas excre¢gdes humanas. Assim, os sistemas de liberacdo
controlada tornam-se uteis para tentar gerar doses ideais durante um

periodo mais longo de tempo.*

1.5 — Sistemas de liberagao controlada

Sistemas de liberagédo controlada (SLC) correspondem a dispositivos
projetados para alvos especificos em organismos. A tecnologia de liberagao
controlada de farmacos e outras substancias bioativas representa uma das
fronteiras da ciéncia, a qual pode contribuir muito para o avanco do
conforto, da estética e da satide humana.*'

Sistemas de liberacdo controlada possuem inumeras vantagens em
comparagao aos sistemas convencionais. Nas formas de administragao
tradicionais (oral, tépica, subcutdnea ou nebulizagdo) a concentragdo da
droga na corrente sanguinea apresenta um aumento, atinge um pico
maximo e entdo declina.®'3?

Considerando que cada espécie quimica possui uma atividade no
organismo na qual, acima de determinada concentragdo maxima esta torna-
se téxica e, abaixo de um nivel minimo ela n&do exerce agédo alguma, os
niveis plasmaticos sdo dependentes das doses dessas espécies. Quando
um produto contém uma dosagem proxima a dosagem toxica, tal fator torna-

se de extrema importancia.®'?
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Portanto, um SLC tem como finalidade manter a concentragao do
farmaco entre os niveis maximo e minimo por um periodo prolongado, com

uma unica aplicagdo. A Figura 5 compara a eficacia de um farmaco liberado

via SLC com os sistemas convencionais.>?

Terapéutica

!

Dose 2 Dose 3 Dose 4

Concentragdo

—— Controlada
Dose 1 Convencional

Tempo

Figura 5. Perfis de liberagdo de drogas em fungédo do tempo (com adaptag.ées).32

Como observado na Figura 5, as rotas convencionais de

administragdo de farmacos ndo seguem o perfil farmacocinético ideal,
representado pela curva Controlada, o que reduz seus efeitos. O ideal para
essas substancias é que elas permanegam sob concentragdes nao criticas
It 33,34

por um periodo prolongado de tempo.

Para proceder a imobilizacdo dessas substancias, as matrizes de
suporte sdo comumente poliméricas, na forma de nano ou microparticulas.
As espécies quimicas podem ser incorporadas por dois métodos:® i)

durante a sintese da particula e ii) pela adsor¢ao da espécie quimica (e.qg:
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vitaminas, farmacos) apos a formagdo da microparticula, por meio da

imersao do polimero em uma solucéo do adsorbato.

SLC tém sido estudados ha mais de 30 anos e apresentam as
seguintes vantagens:**

i. Maior eficacia terapéutica, com liberacdo progressiva e controlada do
farmaco, a partir da degradagéao da matriz;

ii. Diminuigéo significativa da toxicidade e maior tempo de permanéncia na
circulacao;

iii. Natureza e composicdo variadas dos veiculos, sem que se verifique
predominio de mecanismos de instabilidade e decomposicdo do
farmaco (bio-inativagdo prematura);

iv. Administracdo segura (sem reagdes inflamatérias locais) e conveniente
(menor numero de doses);

v. Direcionamento a alvos especificos, sem imobilizac&o irreversivel das
espécies bioativas;

vi. Tanto substancias hidrofilicas quanto lipofilicas podem ser incorporadas;

Como mostrado na Figura 6, a espécie quimica (e.g: vitamina) sera
liberada ao longo do tempo pela difusdo através da matriz polimérica (a),
pela degradagdo da estrutura da macromolécula (erosdo) (c), ou pela
combinagdo de ambos os mecanismos (b). A liberagdo continua da
substancia pode potencialmente levar a um perfil farmacocinético perto do

cenario ideal visualizado na Figura 5.
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Liberacao

LCERIEINIE

1
Degradacao

Difusao ,
do polimero

Degradacao
enzimatica

Erosao do Erosdao da
nucleo superficie

(a) (b) (©

Figura 6. Possiveis mecanismos de liberagdo controlada em matrizes poliméricas. (a) liberagao a
partir da superficie; (b) liberagdo da superficie e do nucleo; (c) liberagdo apenas pelo nucleo.

Muitos estudos tém apresentado cinéticas de liberagdo de vitaminas
e farmacos a partir de matrizes poliméricas regidas por esses mecanismos

de liberacdo.*3%¢ De maneira geral, a cinética do processo ¢ dependente

André Luiz Ferreira dos Santos



Tese de doutorado — Estudo das Interagées das Vitaminas A e E em Microesferas de Quitosana 23

de trés fatores majoritarios: o tipo de polimero; a morfologia do polimero e
excipientes no sistema. A quantidade de material adsorvido depende tanto
da estrutura quimica do adsorbato (vitamina) quanto do adsorvente
(polimero), bem como das condigdes reacionais.

A determinacdo de isotermas de adsorg¢ao possibilita a obtencédo de
informacodes vitais sobre a melhor formulagdo possivel, 0 numero de mols
adsorvidos na superficie e 0 numero de sitios de ligagdo do adsorvente.

Na literatura, essas novas estratégias para a veiculagdo envolvem
aplicagdes importantes da ciéncia de coldides, sob a forma de emulsoes,
micro e nanogeis, lipossomas, micro e nanoparticulas biodegradaveis, micro
e nanocapsulas.®’

Klee e colaboradores desenvolveram um estudo acerca do efeito
sobre o pH da pele apdés a liberagcdo controlada de determinadas
substancias, como o retinol. O material de suporte utilizado foi um
copolimero a base de metacrilato. Os autores mostram que os testes de
estabilidade aplicados ao retinol livre e as microcapsulas contendo o
ingrediente s&o significativamente diferentes, pois o retinol encapsulado

manteve-se estavel por até 12 semanas, conforme a Figura 7.
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120+

m 0 'samana
12 samanas

Quantidade rstativa de retingd recupsrado [

Retinol livre Retinol encapsulado

Figura 7. Estabilidade do retinol na forma livre e encapsulada (com adaptac;c”)es).40

1.,* a cinética da liberagdo controlada de

De acordo com Kumari et a
farmacos a partir de nanoparticulas pode ser descrita por uma fungéo bi-

exponencial.

C=Ae ™ + Be " Eq. (3)

Onde C é a concentragcdo do medicamento que permanece na
nanoparticula em um tempo t, A e B sdo constantes caracteristicas do
sistema (A é relativa ao controle por difusdo e B ao controle por erosdo do
sistema), a. e § sdo constantes obtidas empiricamente a partir do gréafico que
contém os dados.*?

Como ja relatado, a aplicagao de farmacos e outras substancias
sobre a pele é uma atividade antiga, que ocorre sob variadas formas, tanto
para efeito topico como para efeito sistémico. Os avancos nesta area dizem

respeito aos niveis dos excipientes das preparagdes farmacéuticas, a
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inércia dos proprios excipientes e a capacidade de conterem veiculos
promotores de permeacgao.

Para entendimento dos processos de difusdo de farmacos e outras
substancias através da pele, os modelos in vitro de permeacgao, sejam com
peles artificiais (membranas), ou com peles animal e humana, tém
contribuido bastante.*®

Apesar de apenas ser possivel compreender parte dos fenbmenos
que se passam in vivo, os modelos in vitro tém sido ferramentas uteis na
previsdo da difusdo de compostos, sobretudo de moléculas lipofilicas de
baixa massa molar.*

Na grande maioria dos estudos, os fendmenos de permeagédo séo
reduzidos a um processo de difusdo governado pelas Leis de Fick.
Geralmente sdo utilizadas células constituidas de um material inerte como o
vidro, ago inoxidavel ou teflon, bem como todos os componentes do sistema

que podem ligar a célula a vérios instrumentos de analise.’

1.6 — Suportes para a liberagao controlada

Materiais poliméricos, naturais ou sintéticos, sdo as principais
macromoléculas  estudadas pelas  ciéncias  farmacéuticas no
desenvolvimento de novos sistemas de liberagdo de farmacos. Os
polimeros mais usados na liberacdo controlada de farmacos estao listados

na Tabela 3.
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Tabela 3. Polimeros usados em sistemas de liberacédo de farmacos.*'

Classificacdo

Polimero

Polimeros naturais

Polimeros a base de proteinas

Polissacarideos

Polimeros sintéticos
Biodegradaveis
Poliéster

Polianidrido

Poliamidas
Polimeros fosforosos

Qutros

Né&o biodegradaveis
Derivados de celulose

Silicones

Polimeros Acrilicos

Outros

Colageno, albumina, gelatina
Agarose, alginato, carragenina, acido

hialurdnico, dextran, quitosana,
ciclodextrinas

Poli(acido lactico), poli(acido glicélico),
poli(hidroxibutirato), poli(e-caprolactona),
poli(acido p-malico), poli(dioxanonas)

Poli(acido sebacico), poli(acido adipico),
poli(acido terftalico) e varios copolimeros

Poli(imino carbonatos), poliaminoacidos
Polifosfatos, polifosfonatos, polifosfazenos

Poli(ciano acrilatos), poliuretanos, éster
poliorto, Polidihidropirans, poliacetais

Carboximetil celulose, etilcelulose,
celulose acetato, celulose acetato
propionato, hidroxipropil metilcelulose

Polidimetilsiloxano, silica coloidal

Polimetracrilatos, poli{imetiimetacrilato),
poli hidro(etilmetacrilato)

Polivinilpirrolidona, etilvinilacetato,
poloxameros, poloxaminas

26

A utilizagcdo de materiais poliméricos como suporte para farmacos esta

crescendo rapidamente, principalmente em areas como engenharia de

tecidos, implante de dispositivos médicos e 6rgaos artificiais, proteses,

oftalmologia, odontologia, reparo dsseo, dentre outras.*?
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Devido as suas diversas aplicacbes e funcionalidades, especialmente
em terapias de liberagao controlada de farmacos, os polimeros estdo entre

os excipientes mais utilizados para a obtengdo de formas farmacéuticas.*

Sistemas poliméricos de liberacdo de farmacos sio largamente
utilizados e ndo s6 permitem uma liberacéo lenta e gradual do ingrediente
ativo, como também podem possibilitar o direcionamento a alvos

especificos do organismo, como sitios de inflamagao ou tumores.

Polimeros biologicamente degradaveis incluem® a quitosana, a qual é
classificada como polissacarideo®’ possuidor de uma estrutura muito similar
a da celulose, com cadeia linear, e grupos amino primarios que rendem
propriedades especiais, que a faz muito util em aplicacdes farmacéuticas e
se destaca por possuir facilidade para a formacdo de gel, além de ser

hidrofilica, biodegradavel, biocompativel e bactericida.*>**

Comparada a muitos outros polimeros naturais, a quitosana possui uma
densidade de carga positiva, resultado da quaternizagdo de seus grupos
amino, além de ser muco-adesiva. Consequentemente, em razdo dessas
caracteristicas favoraveis, além de seu baixo custo,*’ pode ser utilizada
extensivamente em aplicacbes de sistemas de liberagdo controlada de

farmacos e outras substancias.
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1.7 — Quitosana como suporte

Como apresentado, dentre as classes de materiais candidatos a
utilizacdo como suporte para liberacdo controlada estdo os biopolimeros,
que além de biodegradaveis sdo também biocompativeis. Os
polissacarideos, como uma classe de macromoléculas naturais, possuem
alta compatibilidade biolégica, e sdo em geral derivados de produtos
agricolas ou de crustaceos.

Celulose e amido sao exemplos de biopolimeros antigos, enquanto
que a quitina e a quitosana sdo exemplos de biopolimeros cujos estudos e
aplicacbes sdo mais recentes devidos principalmente aos seus baixos-
custos.*®

A quitina é o segundo biopolimero mais abundante na natureza,
sendo sintetizada por um grande numero de organismos vivos, apenas atras
da celulose.*” Este material natural é o componente principal do
exoesqueleto dos artrépodes, presente também nas paredes celulares de
algumas espécies de fungos e leveduras®.

Alguns derivados da quitina podem ser obtidos por meio de
processos simples, como a quitosana, por exemplo. Este € o principal
derivado da quitina e consiste em um amino polissacarideo biodegradavel,
hidrofilico, n&o téxico e biocompativel, obtido pelo processo de
desacetilagdo da quitina, via tratamento alcalino ou hidrélise enzimatica.*® A

Figura 8 compara as estruturas da quitina e da quitosana com a da celulose.
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Figura 8. Estruturas da celulose, quitina e quitosana.
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Comparada com a celulose, a quitosana diferencia-se nos grupos
funcionais. Enquanto a celulose apresenta grupos hidroxila (-OH) na
estrutura, na quitosana alguns desses grupos sao substituidos por grupos
amino (—NH). Isso possibilita sua dissolugdo em meio acido diluido,
formando um polimero catiénico com a protonagdo do grupo amino, o que
Ihe confere propriedades diferenciadas, como inércia no trato
gastrointestinal de mamiferos, por exemplo. Além dos grupos amino, a
quitosana e a quitina também possuem grupos hidroxil, que influenciam em
sua solubilidade e reatividade.

A principal vantagem da utilizagdo da quitosana reside em sua
disponibilidade abundante na natureza, através da transformacao da quitina,
facilmente encontrada como subproduto da industria pesqueira.

Além disso, suas propriedades quimicas fazem que a quitosana seja
empregada em diversas areas da ciéncia e tecnologia, como em sistemas

%152 catalise, liberagao

de pré-concentragao,*® adsorcdo de contaminantes,
controlada de drogas e cosméticos.>**>*® A Figura 9 apresenta os sitios
reativos da quitina (g>p) e quitosana (p>q) e alguns derivados desses

biopolimeros.

André Luiz Ferreira dos Santos



Tese de doutorado — Estudo das Interagées das Vitaminas A e E em Microesferas de Quitosana 31

OH OH
o 0 o 0
HO O . HO 0 ~.
NH NH

OH \/\//\\/// OH
~—0 o Quitosana entrecruzada —5 o
H O o o
NH;" -
Sais de quitosana NH=CHR
Base de Schiff
OCH,CH,S0; \ /
” OH
OH
OH 0
0 i O -
NH;" - Q
Sulfoetil quitosana Ho i > | o o NHR

0 HN N-Aquitl quitosana

q
OCH,COOH >:°
~—0 o /‘/ Qwﬁa?mq@w&&a OH
H O~ o0 )
NHCH,COOH A H AN
NHCH,COOH

N.O-Carboximetil quitosana

OCH,CH,CN OCH,CH(OH)R

NHCOCH; NHCOCH;

Cianoetil quitina Hidroxialquil quirin-a
OCH,COOH

0
o
H ~.
’ NHCOCH; - NHCOCH;
Alcali-quitina OCH.R Carboximetil quitina
H O ~

NHCOCH;
Alquil quitina

Figura 9. Sitios reativos da quitina e quitosana (OH, NH e C=0) e alguns exemplos de derivados.
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A quitosana tem sido estudada como um biomaterial de potencial
aplicagdo nas areas médica, farmacéutica e de materiais. Mi e
colaboradores realizaram estudos sobre a aplicacdo de quitosana na
liberagdo controlada de farmacos.** Prado e colaboradores estudaram o
desempenho da quitosana na adsorcgdo de corantes.>?

A quitosana encontra aplicagado nos produtos para pele, principalmente
por causa da sua capacidade de formar camadas protetoras transparentes,
capazes de reter a umidade sem causar reagdes alérgicas. A quitosana
apresenta-se ainda como uma matriz apropriada para outros ingredientes
ativos em cosméticos, como as vitaminas. O carater hidrofilico e hidrofébico
deste biopolimero o torna um potente estabilizador de emulsées.*’

A quitosana na forma de esferas foi estudada como suporte a liberagao
de vitaminas C e D por via oral.>>*® No trabalho desenvolvido por Alishahi et
al.,*® a vitamina C foi imobilizada em nanoparticulas de quitosana, onde os
autores avaliaram a vida util do suporte vitamina-quitosana, além de
compararem sua liberagdo controlada in vitro (sistema gastrointestinal
mimetizado) e in vivo (truta).55 A liberagcdo foi rapida em pH intestinal
simulado (tamp&o de fosfato 0,1 mol dm™, pH 7,4), enquanto que em pH
gastrico, esta foi mais lenta (HCI 0,1 mol dm™, pH 1,0). A Figura 10 mostra o
perfil de liberagdo da vitamina no organismo dos peixes, que apresentou a

mesma tendéncia dos ensaios in vitro.
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Portanto, torna-se interessante avaliar a capacidade da quitosana

servir de suporte a liberagdo controlada de vitaminas essenciais a saude,

como a A e a E.

A afinidade bioldgica que este material apresenta,

associada ao fato de que ainda ndo ha um mercado estruturado para o

completo aproveitamento da matéria-prima da qual este biopolimero deriva,

pode criar um cenario oportuno para o campo da pesquisa e

desenvolvimento.
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2.0 — Objetivos
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2 — Objetivos Gerais

Esta tese teve como objetivo principal investigar a viabilidade técnico-
cientifica de potenciais veiculos de liberacdo controlada, baseados em
microesferas de quitosana. As substancias bioativas escolhidas para
imobilizagdo na matriz polimérica foram as vitaminas A (na forma de retindides)
e E (na forma de a-tocoferol), em virtude de suas respectivas relevancias para
o balango vitaminico. As estratégias escolhidas para conducdo do estudo
consistiram na aplicacdo das microesferas enriquecidas com vitamina E na
liberacdo controlada em sistema gastrointestinal simulado, bem como a
avaliagao das permeacdes cutaneas destes micronutrientes e suas respectivas
biodisponibilidades, em ensaios envolvendo dermocosméticos fortificados com
e sem as vitaminas A e E ancoradas nas microesferas. Nao se obijetivou
desenvolver uma formulagdo oral envolvendo microesferas de quitosana e
alguma forma da vitamina A em fungao do B-caroteno possuir um baixo indice

de perda, ndo se enquadrando no delineamento do problema.
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2.1 - Objetivos Especificos

Dentro dos objetivos gerais deste trabalho, uma metodologia de estudo
foi delineada. Esta procurou estabelecer parametros significativos que
pudessem confirmar a eficiéncia e a eficacia do material desenvolvido na
incorporacao e posterior liberacdo das vitaminas no sitio desejado. Para tal,
métodos de desenvolvimento e técnicas analiticas foram empregados para
caracterizar as microesferas de quitosana sintetizadas por um processo
inovador e de baixo custo, desenvolvido no laboratério. Buscou-se avaliar,
por exemplo, caracteristicas morfolégicas, dimensionais e regioquimicas que
pudessem auxiliar na compreensdo microscopica dos fendmenos
observados.

Em sequéncia, aspectos relativos a capacidade de ancoramento das
vitaminas sobre a matriz polimérica, bem como a natureza das interagdes
foram investigados por meio de estudos de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), titulacdo calorimétrica e espectroscopia na regido de
infravermelho médio (FTIR). O conjunto de resultados para algumas das
variaveis obtidas, em comparacao com a literatura, possibilitou inferéncias
que contribuissem ao estado da arte sobre o assunto.

A realizacdo de estudos de liberacdo controlada da vitamina E,
imobilizada em quitosana, em ambiente gastrointestinal mimetizado, assim
como as liberagdes controladas (in vitro) das vitaminas A e E, por meio de

aplicacbes topicas de cremes enriquecidos com o-tocoferol e retinil
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palmitato,’ objetivaram a determinacédo e interpretacdo de caracteristicas
relativas apenas a primeira etapa do processo farmacocinético das
substancias (que consiste na absorgao, distribuicdo, biotransformagao e
excreg¢ao), ao quantificar suas biodisponibilidades ao longo do tempo, apds a
introducdo do biopolimero no meio difusor. Partindo-se desta premissa,
estabeleceu-se como critérios relevantes quantificar a porcentagem de
vitamina E liberada pelas microesferas que estaria disponivel no trato
gastrointestinal, as quantidades permeadas através da pele em um
determinado intervalo de tempo, bem como propor um modelo cinético que
se adequasse a difusdo das vitaminas A e E a partir das formulagdes

preparadas.

! Para fins desta tese, a etapa de liberagdo controlada de vitamina A foi realizada sob a forma do retinéide
retinil palmitato. As razdes sdo descritas na se¢do Procedimentos.
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3.0 — Experimental
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3 — Procedimentos Experimentais

3.1 — Materiais e reagentes

Quitosana (M =120000gmol™") foi obtida da Genix Industria

Farmacéutica. a-tocoferol (M = 430,71 g mol’"), acido retindico (M = 300,44
g mol'") e retinil palmitato (M = 524,86 g mol") foram obtidos da empresa
Sigma. Demais reagentes como acido acético, hidroxido de sddio,
glutaraldeido, etanol, acetona, metanol, acetonitrila, cloreto de sdédio e
fosfato de sédio foram obtidos em grau analitico (P.A.) da empresa Vetec, e
utilizados como recebidos. Para os ensaios de liberacdo controlada, foram
utilizadas trés das principais marcas de cremes hidratantes do mercado
nacional.

Deve-se destacar que no decurso dos estudos desta tese, foram
levantadas informacgdes sobre a utilizacdo topica das vitaminas A e E. Pelo
fato da literatura internacional ndo fazer nenhuma objecao legal a ensaios
topicos envolvendo essas espécies quimicas, os experimentos preliminares
envolveram vitaminas A e E em suas formas ativas, acido retindico e a-
tocoferol, respectivamente.

Entretanto, apesar da agéncia americana que regula essas
substancias (FDA) nao fazer qualquer proibicdo ao seu uso em cosméticos,
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) segue diretivas

européias,”” que liberam o uso sem restricdes para o o-tocoferol, mas
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proibem o uso de vitamina A em cosméticos na forma de acido retindico,
por risco de efeitos teratogénicos.”® Desta forma, para os ensaios de
liberagao topica, utilizou-se vitamina A na forma de retinil palmitato (Figura
11), um éster do acido retindico, o qual é liberado pela Anvisa e FDA e
utilizado em diversas formulacbes comerciais, além de se fazer presente em

na literatura em estudos relativos a liberacdes dérmicas de vitamina A.*°

O
XY XY XY 0

Figura 11. Estrutura do retinil palmitato.

3.2 - Sintese das microesferas de quitosana

A preparacédo das microesferas de quitosana foi realizada conforme
adaptacbes do método proposto por Rorrer e Hsien, que consiste na
formagdo de microparticulas de quitosana gotejadas sobre uma solugéo
coagulante, com posterior reticulagdo com glutaraldeido.® O sistema de

gotejamento utilizado foi uma adaptagdo do sistema proposto por Dias e

2

colaboradores,* cuja ideia inicial e protogénese deve-se ao trabalho de

/. 48

Prado et a no esforco de desenvolver um sistema de baixo custo para

preparacdo das microesferas. O sistema de gotejamento (Figura 12) foi
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construido utilizando-se partes de uma caneta esferografica (tubo externo,
tubo da carga e tampa) e uma agulha de insulina (0,45 mm &; 13 mm).

A adaptacdo dos componentes do sistema de gotejamento para
formar um sistema em fluxo para maior velocidade de obtencdo de
microesferas foi desenvolvida por Prado et al.*®

Uma solugéo de quitosana 10% (m/v) foi preparada em acido acético
10% (v/v) e, com o auxilio de uma bomba peristaltica acoplada a um
compressor de ar (Schulz, modelo MSL 10ML/175), foi gotejada sob um
fluxo de 5 cm® min” sobre uma solugdo coagulante de hidroxido de sodio
12% (m/v) mantida sob leve agitagdo, como mostra a Figura 12. O uso do
compressor foi necessario para expulsar a gota da solugdo de quitosana da
ponta da seringa. Em seguida, as microesferas gelificadas foram

enxaguadas com agua deionizada até pH 7,0.

(=N

b

LTTTTTTT T

Figura 12. Esquema do sistema de obtengdo das microesferas contendo: solugédo de quitosana (a);
bomba peristaltica (b); compressor de ar (c); siste4rg1a de gotejamento (d); solugdo de coagulagéo
(e).
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Depois de neutralizadas, as microesferas gelificadas foram
reticuladas em uma solugdo 25% (m/v) de glutaraldeido, sem agitagao por
duas horas, para que alguns dos grupos amino presentes na quitosana
ficassem interligados pelos grupos aldeido da solugéo reticulante.
Posteriormente, as microesferas reticuladas foram filtradas e lavadas com
agua deionizada em excesso, para retirar qualquer residuo de glutaraldeido
nao reagido. Por fim, as microesferas foram imersas em acetona por 24 h,
para facilitar a extragdo de agua, e depois secas a temperatura ambiente

por 48 h.#83

3.2.1 — Microscopia optica das microesferas de quitosana

As imagens de microscopia 6ptica das microesferas de quitosana e
dos pares microesferas-vitaminas foram obtidas em um microscépio
trinocular, acoplado com uma camera fotografica Vision Plus L2000C. A
distribuicdo do tamanho médio das microesferas foi determinada a partir

desta analise.

3.3 — Interagbes das vitaminas com as microesferas de quitosana

As interagdes das microesferas com as vitaminas foram realizadas
em batelada, por meio de uma suspensado de 100 mg de microesferas em
0,05 dm® de uma solugédo etandlica de 2,0 g dm™ de &cido retindico ou a-
tocoferol. A mistura reacional foi mantida por 24 h em temperatura

ambiente. Apds esse periodo, as microesferas foram isoladas, secas sob
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vacuo e a quantidade adsorvida foi determinada no sobrenadante, pela

diferenca entre a quantidade do sobrenadante e a solucéo inicial.

3.3.1 — Quantificagdo das vitaminas adsorvidas

A estimativa da quantidade de a-tocoferol adsorvida pelas
microesferas foi determinada em um sistema de cromatografia liquida
HPLC-UV 920 (Varian). Para quantificagdo do a-tocoferol foi utilizada uma
coluna analitica Pursuit 5 C4g (didmetro de particula: 5 pm; dimensdes da
coluna, 250 mm x 4,6 mm, Varian). O comprimento de onda de detecgéo foi
de 229 nm. A temperatura da coluna foi ajustada em 30°C. A fase movel
consistiu em uma mistura de metanol/acetonitrila (75:25, v/v), a um fluxo de
1,0 cm® min™'. A fase movel foi filtrada através de uma membrana de filtro de
0,2 ym de tamanho de poro (PEAD, Millipore) e desgaseificada por
ultrassom apds misturados os solventes, sem posterior ajuste de pH.

A estimativa da quantidade de acido retindico adsorvida pelas
microesferas foi também determinada injecao de aliquota de 100 yL em um
sistema de cromatografia liquida HPLC-UV 920 (Varian). Para quantificacao
do acido foi utilizada uma coluna analitica Pursuit 5 Cqg (didmetro de
particula: 5 ym, 250 mm x4,6 mm, Varian). O comprimento de onda de
deteccao foi de 222 nm. A temperatura da coluna foi ajustada em 30 °C. A
fase movel consistiu em uma mistura de metanol/hexano (75:25, v/v), a um
fluxo de 0,6 cm® min™. A fase movel foi filtrada sobre uma membrana de
filtro de 0,2 um de tamanho de poro (PEAD, Millipore) e desgaseificada por

ultrassom depois de misturados os solventes.

André Luiz Ferreira dos Santos



Tese de doutorado — Estudo das Interagées das Vitaminas A e E em Microesferas de Quitosana 44

A etapa de identificacdo foi feita por comparagao dos tempos de
retencao dos padrbes comerciais de a—tocoferol e acido retindico.

Os processos de quantificagdo de a-tocoferol e acido retindico
presentes no sobrenadante foram realizados por meio de curvas de
calibracdo externa obtidas para cada padrdo comercial das vitaminas. As
curvas de calibracdo foram montadas a partir da relacdo da area do pico de

cada padrao versus a sua concentragao.

3.4 — Espectroscopia de infravermelho

A escolha da espectroscopia na regido de infravermelho para
caracterizagdes de biomateriais justifica-se por ser um método amplamente

difundido e citado por varios autores,***

além de possibilitar o calculo do
grau de desacetilagdo médio da quitosana.®® Para esta andlise, preparou-se
uma pastilha de brometo de potassio (KBr) com 1,0 mg de microesferas de
quitosana, previamente secas a 60 °C e pressao reduzida por 12 horas. O

espectro foi analisado na regigo de 4000 a 400 cm™ em um equipamento de

infravermelho com transformada de Fourier (Bomem MB Series).

3.4.1 — Interagbes das microesferas-vitaminas por FTIR

Para o estudo da interacdo por meio da espectroscopia nho
infravermelho, 100 mg de microesferas de quitosana foram suspensas em

0,05 dm® de uma solugdo etandlica 2,0 g dm™ de &cido retindico ou a-
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tocoferol. A mistura reacional foi mantida por 24 h em temperatura
ambiente, e o etanol foi removido sob vacuo a 50°C, durante 3 h. Os
espectros de infravermelho das microesferas em contato com as vitaminas
foram obtidos em um espectrofotdmetro JASCO 4100, com resolucéo de 4
cm™ e acumulagéo de 250 varreduras, nas condigdes ja descritas no inicio

desta secao.

3.5 - Termoquimica das interagées entre as microesferas e as

vitaminas

A calorimetria € uma técnica capaz de detectar as trocas de energia
de processos quimicos, fisicos e biolégicos com o ambiente. Esta técnica é
baseada nos efeitos térmicos liberados e/ou adsorvidos por um dado
sistema, que sao proporcionais a quantidade de matéria envolvida.

Na titulacdo calorimétrica, o procedimento experimental consiste na
adicdo de volumes de solugao titulante, previamente termostatizada, ao
titulado, sempre sob agitacdo conveniente. O efeito térmico total de
interacdo é entdo determinado pelo somatério dos efeitos térmicos obtidos
durante a titulagdo. A cada adicdo, um efeito térmico (2Q) é registrado pelo
sistema de detecg¢ao do instrumento, que transforma num sinal eletrénico do
equipamento de acordo com um grafico de AT versus tempo.

Os parametros termodinamicos das interacdes entre as vitaminas e
as microesferas foram determinados por meio da titulacdo calorimétrica em

um calorimetro adiabatico PAR 6755. Em um ensaio tipico, 500 mg de
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microesferas foram suspensas em 0,1 dm® de agua, equilibradas em 25 +
0,002 °C (controle termostatico), e tituladas com uma solugdo etandlica 2,0
g dm™ de &cido retindico ou a-tocoferol. A partir deste ensaio obteve-se a
variavel denominada calor de titulagdo (Qq).

Porém, para determinar o calor correto de interagdo € necessario
realizar um ciclo termodinamico para evitar a soma de valores de calor de
diluicdo (Qgi) e/ou suspensao das esferas (Qso). Assim, para se conhecer o
calor da interagdo das microesferas com as vitaminas, trés analises
calorimétricas distintas foram realizadas:

(a) titulagdo da suspenséao das microesferas com o solvente (Qsoy);

(b) titulagdo da vitamina com o solvente (Qgiy);

(c) titulacdo da solucdo das microesferas solvatadas com as

vitaminas diluidas no solvente (Qqiy).

L ~ A
Os valores das variagdes de calor de solvatagao ( Qsol) e calor de

diluicao (AQd”) foram determinados pelo calorimetro no processo de quebra
de ampola (Figura 13), no qual a quitosana, ou a vitamina, é colocada em
um recipiente que é aberto na solugao de interesse durante agitagdo, onde
€ determinada a quantidade de calor relacionada a solvatagao (etanol) da
quitosana e a diluicdo das vitaminas por meio de sucessivas quebras de

ampola.
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quebra de
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L=
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{isopor) termoquimicos
dewar reator ampola com

material sélido

Figura 13. Calorimetro PAAR 6755 com sistema de quebra de ampola.

Ja a quitosana suspensa em etanol foi titulada pela solugao de
vitamina diluida em etanol, de acordo com o esquema da Figura 14, a fim

de se calcular a variavel (Qqig).

capilar

seringa com
reagente

agitador r

&

r_/_
-\

/ \ isolamento térmico aqltlésrir%?jo 3iem‘|1§lgsos
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Figura 14. Calorimetro PAAR 6755 com sistema de titulacéo.
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3.6 — Sistemas de liberagao controlada

3.6.1 — Liberagéao de a-tocoferol em fluido gastrointestinal mimetizado

As microesferas de quitosana (500 mg) modificadas com a-tocoferol
foram eluidas com fluidos gastrointestinais (Gl) simulados, baseados nas
seguintes solugdes: HCI, 0,04 mol dm, pH 1,2; tampao de fosfato, 0,06 mol
dm?, pH 6,8; e tampao de fosfato, 0,13 mol dm™, pH 7,4. Em todas as
solugdes descritas foi adicionada uma solugdo de NaCl (0,9%, m/m), para
reproduzir as condi¢des isotdnicas dos fluidos corporais.®

As solugdes foram utilizadas em sequéncia, com as microesferas em
imersao. As solugcdes em pH 1,2 e pH 6,8 durante 2 h cada; a solugao em
pH 7,4 até o final do experimento (12 h). Apds o teste de liberacado, a
vitamina residual foi completamente removida da amostra por meio da
extracdo com 10 cm® de metanol, a fim de determinar a quantidade total de
vitamina liberada e extraida a partir do conteudo inicial desta nas
microesferas.

As quantidades de a-tocoferol liberadas pelas microesferas nas
faixas de pH citadas foram determinadas retirando-se aliquotas de 100 uL
em triplicata, com posterior injecdo em um sistema de cromatografia liquida
HPLC-UV 920 (Varian). Para quantificagao do a-tocoferol foi utilizada uma
coluna analitica Pursuit 5 Cg (didmetro de particula: 5 ym, 250 mm x 4,6
mm, Varian). O comprimento de onda de detec¢do foi de 229 nm. A
temperatura da coluna foi ajustada em 30°C. A fase movel consistiu em uma

mistura de metanol/acetonitrila (75:25, v/v), a um fluxo de 1,0 cm® min™. A
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fase moével foi filtrada sobre uma membrana de filtro de 0,2 ym de tamanho
de poro (PEAD, Millipore) e desgaseificada por ultrassom apds misturados
os solventes, sem ajuste de pH.

A etapa de identificacdo foi feita por comparagao dos tempos de
retencao do padrao comercial de a—tocoferol. As curvas de calibragao foram
montadas por meio da relagdo da area do pico de cada padrao versus a sua

concentracao.

3.6.2 — Liberagbes controladas de a-tocoferol e retinil palmitato em cremes

hidratantes

Para os ensaios de liberagdo controlada via administracdo topica,
foram escolhidas trés marcas de cremes hidratantes comerciais do mercado
nacional. Para isso, os cremes foram fortificados com 1% (m:m) de a-
tocoferol ou retinil palmitato, ou com microesferas contendo a mesma
proporgao dessas vitaminas. As homogeneizagdes com as vitaminas e com
as microesferas modificadas foram realizadas em agitadores mecéanicos. De
acordo com os fabricantes, as amostras apresentam as seguintes

composicoes (ipsis litteris):

Cremel-D
Agua, oleo mineral, glicerina, cetearet - 6, alcool estearilico, propileno
glicol, carbébmero, fenoxietanol, estearato de (glicerila, perfume,

metilparabeno, hidroxido de potassio, propilparabeno, farnesol, EDTA
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dissédico, laurato de glicerila, alfa-isometil ionona, butilfenilmetilpropional,

citronelol, limoneno, linalol.

Cremell-M

Agua, hidroxietil, uréia, parafina liquida, propileno glicol, estearato de
glicerila, acido estearico, PEG-2 estearato, octenilsuccinato de aluminio,
poliacrilato de sodio, perfume, o6leo de améndoa doce, trietanolamina,

extrato de Aloebarbadenis, metilparabeno, triclosan, propilparabeno.

Cremelll-J

Agua, 6leo mineral, glicerina, carbdmero, cetearet-6, alcool
estearilico, fragrancia, metilparabeno, etilparabeno, propilparabeno,
butilparabeno, isobutilparabeno, citrato de soédio, hidroxido de sédio,

monooleato de glicerila e esqualano.

3.6.2.1 — Preparagdo das membranas para liberagdo controlada em cremes

Nos experimentos realizados para determinagdo das cinéticas de
permeabilidade cutaneas, foram utilizadas peles de orelhas de porcos
domeésticos adultos (Sus domesticus) (Matadouro - Aguas Lindas, GO), em
funcdo da menor densidade dos foliculos pilosos nesta area, que é
desprovida de pelos.

As peles (24 h post mortem) foram mantidas congeladas a -20°C e

descongeladas a temperatura ambiente no momento do experimento. Com
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auxilio de um bisturi, a parte externa da pele foi removida da cartilagem da
orelha e com o auxilio de uma pinga retiraram-se restos de vasos
sanguineos e tecidos, para uma melhor homogeneidade na espessura da
pele. A espessura média das membranas foi estabelecida em 2,0 mm e a
area da membrana foi de 2,0 cm? As peles de orelha de porco foram
mantidas imersas em tampé&o de fosfato, pH 7,4 (0 mesmo da pele humana)
por 24 h. As Figuras 15 a 18 mostram a sequéncia de preparo.

As orelhas foram removidas da face do porco (Figura 15):

Figura 15. Corte da orelha do porco da sua face.

A orelha do porco, da qual foram removidas as membranas para o
estudo de difusdo das vitaminas, pode ser observada em maior detalhe na

Figura 16.
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Figura 16. Imagem da orelha de porco.

A membrana foi removida da orelha de porco com o auxilio de um

bisturi, conforme Figura 17.

Figura 17. Imagem da remog&o da membrana da orelha de porco.
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Uma vez removidas, as membranas (Figura 18) foram aplicadas nas

células de difusdo Franz-type:

Figura 18. Imagem da membrana usada para os experimentos de difus&o.

3.6.2.2 — Permeacgéao em células de difusdo Franz-type

Os estudos de permeacdao das vitaminas e das vitaminas
imobilizadas em microesferas de quitosana foram realizados retirando-se
aliquotas em triplicata de uma célula de difusdo Franz-type de 25 cm® de
volume total, que continha os trés cremes fortificados a 37 °C. Células de
difusdo Franz-type sao aparatos relativamente conhecidos em estudos de
difusdo e tém sido amplamente utilizadas quando se pretende investigar a
permeacao de determinada substancia. Esta célula deve permitir a agitagao

eficaz do fluido receptor (normalmente por meio de agitagdo magnética), o
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controle da temperatura e um volume tdo reduzido quanto possivel. A sua
estrutura corresponde ao esquema que esta representado na Figura 19.

A partir dos dados obtidos, apds quantificagcdo da substancia na porta
coletora da célula, em determinados intervalos de tempo, € possivel obter o

perfil cinético de permeacéao da substancia.

Creme j

Camara —— \

doadora I,
Membrana
Difusora -+
-~~~ Porta coletora
Banho { \f-"
P - |
termico | x,_f_-]_-_L-_i- . ™
"'\l\_.. - > F -

i - rj

U = ca tora da difusi

! 4——Camara receptora da difusao
Jaquetade —p #=—r—Barra de agitagio

temperatura S~

Figura 19. Célula de difusdo Franz-type.

Em um ensaio tipico, 10 cm® do creme foram colocados na camara
de doadora. A célula de difusdo Franz-type foi mantida a 37 °C, e 12 cm® de
tampao fosfato 0,05 mol dm™ em pH 7,4 foram usados como solugdo
receptora. Aliquotas de 50 uL foram recolhidas em triplicata em intervalo de
tempo de aproximadamente 10 min até o final do experimento (360 min),
com posterior injecdo em um sistema de cromatografia liquida HPLC-UV

920 (Varian).
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Para quantificagdo do a-tocoferol foi utilizada uma coluna analitica
Pursuit 5 Cqg (didmetro de particula: 5 ym, 250 mm x 4,6 mm, Varian). O
comprimento de onda de deteccao foi de 229 nm. A temperatura da coluna
foi ajustada em 30°C. A fase movel consistiu em uma mistura de
metanol/acetonitrila (75:25, v/v), a um fluxo de 1,0 cm® min™. A fase mével
foi filtrada sobre uma membrana de filtro de 0,2 um de tamanho de poro
(PEAD, Millipore) e desgaseificada por ultrassom apds misturados os
solventes, sem ajuste de pH.

Para quantificacdo do retinil palmitato, o equipamento empregado foi
0 mesmo ja descrito, com modificagdes relativas ao comprimento de onda
de deteccao, que foi de 326 nm. A temperatura da coluna foi ajustada em 30
°C. A fase movel consistiu em uma mistura de metanol/hexano (70:30, v/v),
a um fluxo de 0,6 cm® min™". A fase movel foi filtrada sobre uma membrana
de filtro de 0,2 um de tamanho de poro (PEAD, Millipore) e desgaseificada
por ultrassom depois de misturados os solventes.

A etapa de identificacao foi feita por comparagdao dos tempos de
retencao dos padrdes comerciais de a—tocoferol e retinil palmitato.

O processo de quantificacdo de a-tocoferol e retinil palmitato
presentes nas amostras foi realizado por meio de curvas de calibragao
externa obtidas para cada padrao comercial das vitaminas. As curvas de
calibracdo foram montadas por meio da relagdo da area do pico de cada

padrio versus a sua concentragao.
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4 — Resultados e Discussao

4.1 — Caracterizagées

4.1.1 — Sintese das microesferas de quitosana

A solucado de quitosana 10% (m/v), preparada com 10% (v/v) de
acido aceético, apresentou uma alta viscosidade e coloragao castanha
escura. Com auséncia de um fluxo de ar pelo sistema de gotejamento
construido, Figura 20, a solugdo de quitosana, ao chegar a ponta da agulha
formava gotas com aproximadamente 3,0 mm de didmetro. Assim, para
produzir um diametro de gota de aproximadamente 1,0 mm encontrou-se

como um fluxo de ar ideal 5,0 cm?® min™.48

Figura 20. Imagem do gotejador construido.

Ao entrar em contato com a solugéo de hidroxido de sddio, a gota de

solugdo de quitosana gelificou-se em alguns segundos. Estas esferas
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gelificadas foram mantidas na solu¢gdo coagulante por 12 h, para assegurar

sua completa formagao e a total neutralizacdo do &cido.”’
4.1.2 — Espectroscopia de infravermelho das microesferas de quitosana

O espectro de FTIR da quitosana (Figura 21) apresenta algumas
bandas tipicas, as quais sdo: uma banda larga caracteristica entre 3500 e
2900 cm™' relacionada ao modos de vibragao vNH,; vO-H e a agua
adsorvida; um pico e um ombro em 2915 e 2879 cm™", respectivamente, os
quais estdo relacionados aos estiramentos simétrico e assimétrico da
ligagdo vC-H (sp’); uma banda intensa em 1655 cm™, relacionada tanto ao
estiramento da ligagdo (vC=0), presente em grupos acetoamido
remanescentes da estrutura da quitina, como ao estiramento de uma
ligacdo imina (RN=CR;) da reacdo de reticulacdo. Os picos situados em
1411, 1319 e 1263 cm™ s&o relacionados as vibragdes 8CH, CHabaianco,
CHtorgso. Os picos de 1144, 1067, 1024 e 898 sdo relacionados as
vibragdes vC-C, vC-OH, vC-NH2, v(-C-O-C-)anel giicosidico € OS piCOs em 664 e
634 s&o relacionados ao modo NHapajango dos estiramentos de NH> de 1700

a 1300 cm™".5%%°
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SCH, CH2zpaiango, CHztorggo, VC-C, vC-NH2z2, NHzbaianco
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Figura 21. Espectro de FTIR da quitosana pura.
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A formacgao da ligacdo imina pode ser mais bem compreendida na

Figura 22. Esta ocorre como resultado da modificagdo de alguns grupos

amino da quitosana durante a reacdo de reticulagdo, de acordo com a

literatura canénica.®®

—Z

OH

OH

OH

NH,

NH,

NH,

OH

Figura 22. Reacéo de formacéo da ligagédo imina e bloqueio de grupos amino reativos na quitosana.

A partir dos espectros de FTIR da quitosana, o grau de desacetilagao

do material péde ser determinado. Este dado €& muito importante para
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entender corretamente as interacdes da quitosana, visto que ele permite
determinar a porcentagem de grupos amino reativos.

O caélculo do grau de desacetilagcdo da quitosana é baseado no
método da relacdo das absorbancias em 1655 cm™, relacionada aos
estiramentos da amida; e 3450 cm™, relacionado os estiramentos O-H, que
permanecem praticamente constantes tanto na quitina quanto na quitosana.
Assim, o grau de desacetilagcdo da quitosana pbéde ser determinado pela

Equagao 4:%%°

GD =100 —| =342 100
1,33 Eq. (4)

Onde, A1es5 € Assas0 representam os valores de absorbancia em 1655
e 3450 cm™, respectivamente. O coeficiente 1,33 € um ndmero empirico de
referéncia, obtido da razdo Aisess/As450 para uma quitina completamente
acetilada (GD = 0%).%° As intensidades de absorgdo no IR foram inseridas
na Equacgao 4, o que forneceu o valor de GD médio de 79,04%, em boa

concordancia com a literatura.®'

4.1.3 — Microscopia Optica das microesferas de quitosana.

A Figura 23 mostra uma imagem tipica de microscopia Optica das
microesferas de quitosana e a distribuicdo gaussiana do diametro médio

das particulas. Na imagem, é possivel visualizar uma morfologia globular do
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material, com tamanho de particula com didmetro médio de 128 + 18 ym. A
microesfera adquire esta forma em fungdo do impacto da gota sobre a

superficie da solugdo coagulante.
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Figura 23. (a) Imagem de microscopia o6ptica e (b) distribuicdo do tamanho médio das microesferas
de quitosana.

André Luiz Ferreira dos Santos



Tese de doutorado — Estudo das Interagées das Vitaminas A e E em Microesferas de Quitosana 63

4.2. — Interagobes das vitaminas com as microesferas de quitosana

4.2.1 — Estudos de FTIR

Os espectros de FTIR das microesferas, das vitaminas e das
microesferas-vitaminas estdo dispostos na Figura 24. As principais
atribuicées nos espectros estdo relacionadas a grupos da quitosana, Figura
24 (a), tais como: uma banda larga entre 3400 e 3200 cm™, associada aos
modos de estiramentos O-H e N-H; dois picos em 2950 e 2870 cm'1,
associados aos estiramentos simétricos e assimétricos das ligagdes C-H do
carbono sp3; uma banda intensa em 1655 cm'1, relacionada ao estiramento
da ligacdo C=0 presente no grupo amida da quitina e ao estiramento de
uma ligacao imina (RN=CR;) da reagao de reticulacao; um pico em 1562
cm”, que esta associado a uma ligacdo etilénica (C=C); um pico em 1420
cm™, atribuido a uma deformagdo angular do grupo NHy; um ombro em
1220 cm'1, relacionado modo de estiramento C-OH; e vibragdes entre 1153-
890 cm™, relativas a estrutura polissacaridica da quitosana.

O espectro do tocoferol puro, Figura 24 (d), mostra seus modos de
vibragao caracteristicos: uma banda larga de baixa intensidade em 3500
cm”, relacionada ao estiramento O-H, picos em 3000 cm™ e 2900 cm™,
atribuidos aos estiramentos assimétrico e simétrico da ligacdo C-H sp?, e a
regido entre 1500 e 1100 cm'1, caracteristica do anel substituido.

Para o caso do espectro do acido retindico, Figura 24 (e), os
principais modos de vibragao observados correspondem a estiramentos C-H

olefinicos (acima de 3000 cm™), alifaticos (2800-2990 cm™'), C=C (etilénicos)
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(1460 cm™) e C=0 (1750 cm™), além de uma banda larga de baixa

intensidade em 3500 cm'1, relacionada ao estiramento O-H do acido.
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Figura 24. Espectros de infravermelho das microesferas de quitosana (a), quitosana-tocoferol (b), quitosana-acido retinéico (c), tocoferol (d), acido retindico (e).
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Figura 25. Secao correspondente dos espectros contendo as bandas de interagdo entre quitosana e
acido retindico [acido retindico (A), quitosana (B) e quitosana-acido retindico (C)].

Apos a interacdo entre a quitosana e o acido retindico, Figura 24 (c) e
Figura 25 (c), é possivel observar o deslocamento do pico N-H em 1417 cm’
' para 1458 cm™. Este fato sugere a formagao de ion amodnio pela interagao
entre os grupos OH do acido retinéico e NH, da quitosana®®. Também ¢é
possivel observar nessa interacdo que o pico em 1220 cm™ da vibragdo da
ligacdo C-OH no espectro do acido retindico foi deslocado para 1155 cm’’
devido a interacdo com quitosana, o que corrobora a idéia da formacao de
um aduto de Lewis, entre a hidroxila do acido e o grupo amina do

biopolimero, como proposto na Figura 26.
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Figura 26. Esquema da interagdo entre acido retindico e microesferas de quitosana.
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Ja a interacdo do a-tocoferol com a quitosana pode ser observada
em detalhe na Figura 27. Um pico marcado é o pico deslocado do tocoferol
de 1210 para 1225 cm™, relacionado ao aumento da forca da interagdo C-O
do C-O-H do a-tocoferol, o que representa uma diminuigdo na energia da
ligacdo O-H fendlica do a-tocoferol. Ao contrario da natureza da ligagao
entre a quitosana e o acido retindico, onde o grupo carboxila estabiliza a
formagdo de um par acido-base, o hidrogénio do grupo fenol ndo é
transferido totalmente para o grupo amino, ainda que ele seja 0 mais acido
da molécula. Isso significa que o a-tocoferol deve se ligar as aminas da

quitosana por ligagdes de hidrogénio, como representado na Figura 28.
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Figura 27. Ampliagdo do espectro de FTIR, mostrando a quitosana (a), a interagdo microesferas de
quitosana-a-tocoferol (b) e o espectro de a-tocoferol (c).
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Figura 28. Representagido esquematica da interagdo das microesferas de quitosana com a-tocoferol.
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4.2.2 — Quantificagdo de a-tocoferol e acido retindico ancorados nas

microesferas de quitosana

As quantidades de a-tocoferol e acido retindico ancorados nas
microesferas apdés 24 h reacionais foram determinadas por HPLC, e os

cromatogramas das corridas estao dispostos na Figura 29.
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Figura 29. Cromatogramas do a-tocoferol (A) e acido retindico (B).

Os resultados obtidos indicaram que 19,3 + 0,5 e 13,4 £ 0,4 mg de
acido retindico e a-tocoferol foram ancorados em um grama de microesferas
de quitosana. Esses valores corroboram o que foi postulado nas
interpretacbes dos espectros de FTIR, que a interacdo entre as
microesferas de quitosana (pK; = 6,5) e o acido retindico é mais forte do
que com o a-tocoferol, o que justifica a diferenga na quantidade de vitamina

adsorvida.
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4.2.3 — Microscopias das interagdes microesferas-vitaminas.

Imagens de microscopia Optica foram obtidas para observar possiveis
alteragdes na estrutura apds a interacdo das microesferas com as
vitaminas. Porém, a Figura 30 mostra claramente que as microesferas
continuaram homogéneas e nao sofreram alteragao no didametro médio das

particulas.

Figura 30. Imagem de microscopio 6tico das microesferas de quitosana ap6s o ancoramento com a-
tocoferol.

Em um estudo anterior a este trabalho, foram realizadas medidas de
area superficial dos materiais desenvolvidos, aplicando-se a equacao de
BET as isotermas de adsorcao de Ny, o que forneceu os valores de 4,2;
14,1 € 9,6 m? g'1 para a quitosana pura, as microesferas de quitosana sem

reticulacdo e as microesferas reticuladas, respectivamente.®® Esse fato
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evidencia que a transformacdo da quitosana de pd em microesferas
aumenta significativamente a area superficial do material, por meio de uma
organizacdo morfolégica do biopolimero, o que confere uma maior
qualidade adsorvente as microesferas, quando comparadas com o material
de partida.

Por outro lado, a reticulagdo causa uma redugao da area superficial
por causa da introducdo da estrutura do glutaraldeido entre as cadeias
poliméricas lineares da quitosana, o que além de reduzir a area superficial,
diminui a capacidade de incorporagdao das vitaminas no nucleo das
microesferas. Esse fato sustenta a hipotese de adsorcdo das vitaminas

apenas sobre a superficie do material.

4.2.4 — Interagbes termodinamicas das microesferas-vitaminas.

As interacbes das microesferas com cada uma das vitaminas em
meio aquoso foi acompanhada por isotermas de sorgao, por meio das quais
o numero de mols adsorvidos (Ny) por grama de material solido foi obtido.
Este valor foi calculado a partir do numero inicial de mols de vitaminas (n;), e
do numero de mols em condi¢ao de equilibrio (ns) para uma dada massa de

adsorvente (m), em gramas, de acordo com a Equacéo 5:

m Eq. (5)
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Os dados experimentais foram, entdo, aplicados a equagéo geral

para o modelo modificado de Langmuir:

Cs _CS+ 1
Nf Ns Ns.K

Eq. (6)

Onde Cs é a concentragdo da solugao de vitamina em equilibrio (mol
dm?), Ny é a quantidade de vitamina adsorvida na quitosana (mol g™') e Ns é
a quantidade maxima de vitamina adsorvida por grama de microesferas
(mol g™, respectivamente, e K é a constante de equilibrio (g mol™ dm™).

Todos os estudos de interacdo foram baseados tomando-se as
formas linearizadas das isotermas de sorcéo, pois, a partir da construcao de
um grafico de C¢/N; como uma funcéo de Cs.*

O ciclo termodindmico completo, e a reagdo quimica global das

interagdes vitaminas-microesferas pode ser resumido a seguir:

Microesferas de quitosana + etanol —> [Microesferas de quitosana]( ) (a) Qso
e

Vitaminas + etanol —> Vitaminas ) (b) Quir

Vitaminas_, + [Microesferas de quitosana{ t)—> [Vitaminas...Microesferas de quitosana% t)(C) Qiit
e e

i i itamil Vitaminas"Microesferas de quitosana
Microesferas de quitosana + Vitaminas ) [Vitami i qui {et) (d) Quot

O que resulta na Equacao 7:
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thot — ZQﬁt + AQSOI - AQdil Eq. (7)

Sendo Qe O efeito térmico resultante de todas as interagdes
termodinamicas; Qg 0 efeito térmico da titulagdo entre as microesferas de
quitosana suspensas em etanol com as vitaminas diluidas em etanol; Qso/ 0
efeito térmico da suspensdo das microesferas de quitosana em etanol, e
Qg 0 efeito térmico da diluicao das vitaminas em etanol.

Desta forma, € possivel calcular o calor de interacdo entre as
vitaminas e as microesferas de quitosana na interface sélido/liquido. Pode-
se observar que existe um excesso de vitaminas no processo de diluicao.
Por essa razédo, a titulagcdo Qg € realizada até a obtengdo dos mesmos
dados obtidos em Qgj, isto €, o processo é realizado até que o valor de

cada calculo individual seja: O, -0, =0, minimizando qualquer efeito

térmico gerado pelo excesso de vitaminas.

Como as quebras de ampola com a quitosana no solvente (Qso))

possuiram efeito térmico préximo a zero, a Equacgao 7 pode ser reduzida a:

Z:Qtot — ZQtit o AQa’il Eq. (8)

Os resultados obtidos nos estudos calorimétricos das interagdes de
acido retindico e de a-tocoferol com as microesferas de quitosana, aplicados
a Eq. 8 estéo dispostos na Figura 31. Estes dados evidenciam e corroboram
as interpretacbes dos espectros de FTIR, em consonadncia as medidas
anteriores de area superficial e as quantidades de cada substancia
adsorvida, que apontam para uma interacdo termodindmica mais favoravel

entre a quitosana e a vitamina A.
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Figura 31. Valores de calor liberado pela interagdo do acido retinéico (m) e a-tocoferol (o) com as
microesferas de quitosana.

A partir dos dados de efeito térmico das interagbes vitaminas-
microesferas, foi possivel obter os parametros termoquimicos dos
processos, por meio da relagdo entre os dados obtidos na adsorcao e os
dados de calorimetria. Para isso, os resultados calorimétricos sao aplicados

a equacao modificada de Langmuir (Equacgéo 9)

X 1 X
= +
SAH (K-DA_H A H Eq. (9)

mono mono

em que 2X é a soma das fracbes molares de vitamina em solugao apods a

adsorcdo, Z4AH é a integral da entalpia de adsorcdo (J g7), AmonoH € a
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entalpia de adsorcdo para formagcdo da monocamada, e K é constante de

equilibrio.

A entalpia integral (4,H) é calculada pelo quociente entre o efeito
térmico integral resultante (em joule, J), e a massa (g) do adsorvente

utilizado no processo, de acordo com a Equagao 10:

> O
AH = o Eq. (10)
Aplicando os valores da entalpia integral (4,H) a forma linear da
equagao modificada de Langmuir, € possivel obter o valor de entalpia
envolvida na formagdo da monocamada por unidade de massa do
adsorvente, AmonoH, por meio da determinagéo do coeficiente angular de um
grafico 2X/AH versus 2X.
A partir dos valores de AnonoH © da quantidade de substancia, em

mols, adsorvida na microesfera (Ns), determinados em um trabalho

anterior,?® a entalpia da reagdo pode ser obtida pela expresséo:

AWZOI’IOH
AH = —Ns Eq. (11)

A energia de Gibbs pode ser obtida aplicando-se os dados da

constante de equilibrio presente na Tabela 4 a Equagéo 12:

AG’=—-RTInK Eq. (12)
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em que R é a constante universal de gases (8,314 J K'mol") e T é
a temperatura em Kelvin.
A variagao de entropia é calculada a partir da equacao fundamental

da termodinamica:

AG:AH_TAS Eq. (13)

Na impossibilidade de realizacdo de estudos espectroscépicos e
termodindmicos que caracterizassem a natureza da interagdo entre as
microesferas de quitosana e a vitamina A, sob a forma de retinil palmitato,
levantaram-se dados na literatura que corroborassem sua aplicacdo nos
testes de liberacdo controlada. Entretanto, pardmetros especificos como
entalpia e entropia, tratando-se exclusivamente de retinil palmitato
imobilizado em quitosana, ndo foram encontrados. Porém, investigacoes
relativas a interacdo deste farmaco com outros tipos de matrizes, como
fosfatidilcolina®” e fulerenos® podem auxiliar a tragar paralelos entre os
dados termodinamicos obtidos para o acido retindico e seu respectivo éster.

Os valores de energia de Gibbs, entropia e entalpia para as
interagbes vitaminas-matrizes estdo dispostos na Tabela 4, bem como as
quantidades de farmacos impregnados nas microesferas objetos deste

estudo.
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Tabela 4. Constante de equilibrio, K e fungdes de estado, 4H, AG e A4S para as interagdes do acido
retindico e tocoferol com as microesferas de quitosana.

Variavel Termodinamica
Substancia AH/kJ mol” AG/kJ mol™ A8/J mol" K K/ g mol ™ dm” Nsgmg g™
Acido retinéico 18,59 + 0,34 10,36 £ 0,72 +19+2 654 + 4.6 19,3+ 0,5
a-Tocoferol -15,17 £ 0,50 -9,42 + 0,75 +26 + 2 447 + 5,1 13,4+ 0,4
-13,80 £ 0,79° -10,60 + 0,85° -10,74 + 2,552 70 + 2,0°
Retinil palmitato 17,56 + 0,5
-32,47 +0,78" -16,70 + 0,88° -52,88 + 2,58° 850 + 6,0°

#Valores obtidos da ref. 68 (complexo vitamina-fulereno C-[60]).
®Valores obtidos da ref. 68 (complexo vitamina-fulereno C-[70]).

Os resultados mostram valores muito coerentes entre as variaveis
termodinamicas para as interagbes das microesferas com o acido retindico
e o tocoferol. As reagbes provaram ser espontaneas, entalpica e
entropicamente favoraveis, apresentando energias da ordem de ligagdes
secundarias, como interagdes fracas e ligagdes de hidrogénio, como fora
proposto anteriormente. O fato das energias envolvidas na fisiosorgao das
moléculas a superficie da quitosana serem relativamente baixas é de suma
importancia para um dos objetivos deste trabalho, pois espera-se que o
farmaco seja labil o suficiente para que ocorra a liberagao in vivo.

A comparacédo dos resultados com os valores da literatura referentes
ao retinil palmitato suscitam que o ancoramento deste também atinja um
estado energético mais baixo. Observa-se que para o caso do complexo
envolvendo fulereno C-[60], os valores de energia de Gibbs e entalpia sdo
proximos aos apresentados neste estudo para o acido retindico, assim
como a constante de formagdo do complexo. Contudo, para o caso do

sistema envolvendo o fulereno C-[70], esses valores sdo ligeiramente
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superiores. Os autores do referido artigo68 creditam as diferencas
energéticas entre os dois sistemas as estequiometrias de complexagéo,
dentre outros aspectos. A razdo estequiométrica para o par retinil palmitato-
C[60] encontrada no estudo foi de 1:2, enquanto que o sistema vitamina-
C[70] teve sua razao estequiométrica determinada em 1:1. Outra
caracteristica relatada no trabalho € o pico de transferéncia de carga
observado nos espectros de absorgcdo para o complexo éster-C-[60] foi em
703 nm, ao passo que o pico utilizado para verificar possiveis variagdes na
intensidade de absorcao do fulereno C-[70] foi em 532 nm. Uma vez que a
natureza do mecanismo de transferéncia de carga entre os fulerenos e o
retinil palmitato (doador ©) tende a ser a mesma, é possivel associar que o
pico observado em menor comprimento de onda (L) representa, portanto, o
sistema com a maior frequéncia de ligagdo, ou seja, 0 mais
energeticamente estavel (C-[70]), e consequentemente aquele com a maior
constante de formagao, como referenciado na Tabela 4.

Em uma primeira analise, poder-se-ia postular que a adsorcéo das
vitaminas mostrassem valores negativos de variagdo de entropia. De
maneira geral, os processos adsortivos sdo acompanhados por um
decréscimo nos valores de entropia, pois ha redug&o dos graus de liberdade
do adsorbato. Contudo, a interpretacdo da teoria geral € valida para o
sistema adsorvente-adsorbato. Em um sistema em solucdo, ha de se
considerar que a perturbagéo nas vizinhangas do sistema (solvente) diminui
o gradiente de potencial quimico (u), o que gera um ganho de entropia

global (Sson>Sads). As diferencas dos valores de entropia encontrados neste
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trabalho, para o acido retindico, com relagcao aqueles apresentados para o
retinil palmitato da literatura,®® nao refutam o exposto, pois as complexagdes
entre o éster da vitamina A e os fulerenos ndo se ddo em meio etandlico e
os autores nao investigaram a liberacdo a partir da matriz para poderem
observar possiveis efeitos sobre as vizinhangas do sistema.

Em termos de espontaneidade, os dados da Tabela 4 demonstram
que a interacdo da quitosana com o acido retindico foi mais efetiva do que
com o tocoferol, o que, novamente, ratifica as inferéncias obtidas das
analises térmicas, conjuntamente com o modelo proposto por FTIR. Reitera-
se que tais silogismos s&o explicados pela energia de interagdo do grupo
carboxila do acido retindico com os grupos amino da quitosana, que € maior
do que a energia de interagdo da quitosana com o grupo fendlico do

tocoferol, como mostrados nas Figura 26 e Figura 28, na secao 4.2.1.

4.3 — Sistemas de liberagao controlada
4.3.1 — Liberagéo do tocoferol em fluido gastrointestinal mimetizado

Ha um consenso geral de que em adultos humanos saudaveis, o pH
estomacal em jejum esta na faixa entre 1-3. Apos a ingestéo de alimentos,
o pH normalmente sobe, em decorréncia de efeitos tamponantes das
substancias presentes na dieta normal do individuo. Por outro lado, sob
continua secregao de suco gastrico, os valores de pH tendem a retornar ao

seu estado basal apos um certo periodo de tempo.®4°°

André Luiz Ferreira dos Santos



Tese de doutorado — Estudo das Interagées das Vitaminas A e E em Microesferas de Quitosana

81

Os valores de pH no duodeno em jejum tendem a um nivel mais

préximo do neutro (6 — 6,5).64%° Do mesmo modo, o potencial hidrogenidnico

no ileo terminal (intestino) parece permanecer estavel em torno de pH 7,4.7

Portanto, ha de se supor que a liberacdo de tocoferol das microesferas de

quitosana deve seguir um protocolo através desses distintos valores de pH,

como mostra a Figura 32. A cinética de liberacdo demonstra que o perfil da

curva, com liberacdo acentuada em ambiente intestinal simulado, condiz

com estudos presentes na literatura.

Quantidade liberada de c-tocoferol/ %

55,71
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Figura 32. Perfis de liberagéo gastrointestinal de a-tocoferol livre (A) e ancorado em quitosana (B),

erro baseado no SD, n=3, T = 37°C.
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Nao se verifica uma liberacdo imediata, ou burst effect, no perfil da
curva de liberagcado controlada do tocoferol a partir da matriz de quitosana.
Isto reforca a ideia de que ndo ha quantidade significativa de moléculas
fisiossorvidas a superficie do material, o que valida a metodologia de
impregnagao da vitamina as microesferas, bem como a eficacia do sistema
de liberacdo em si.

A quantificagdo de a-tocoferol liberado foi feita retirando-se aliquotas
a cada 15 min, com posterior analise por HPLC, cujos resultados

encontram-se dispostos na Figura 33.
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Figura 33. Cromatograma do tocoferol e ampliagdo com diversas concentragdes.
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A liberacdo de a-tocoferol das microesferas de quitosana € consistente
com os processos de digestdo e absorgao que ocorrem primeiramente no
estbmago e no duodeno, e posteriormente na parte proximal do intestino
delgado, cujos valores de liberagdao sustentam a hipotese da aplicagao
desse material no balango nutricional.®®

Deve ser destacado que nem todo a-tocoferol foi eliminado, e durante
12 h, apenas 50% da vitamina foi liberada, comprovando que a imobilizagao
em microesferas de quitosana gera uma acéo de liberagdo controlada do
tocoferol. Dessa maneira, as microesferas de quitosana satisfazem algumas
das premissas iniciais deste trabalho, que consistiam em comprovar sua
utilizagdo no suprimento vitaminico por via oral, sem os efeitos
inconvenientes de doses supra e hipoterapicas. Tais resultados auxiliam o
desenvolvimento de uma nova ciéncia interdisciplinar, e possibilitam uma

nova alternativa as pessoas com deficiéncias em vitamina E.

4.3.2 — Liberagbes controladas em cremes hidratantes

As trés marcas de creme hidratante (10 g) foram fortificadas com 1%
em massa de a-tocoferol ou retinil palmitato. Como relatado na secao
Experimental, o composto acido retindico foi substituido por retinil palmitato
para seguir as normas da ANVISA e FDA. Assim, foi necessario determinar
a quantidade maxima de retinil palmitato ancorado em microesferas de

quitosana, para posterior quantificacdo da massa de vitamina liberada.
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As quantificacdes foram feitas por HPLC com detector de UV-Vis, nas
condigbes ja descritas na secdo Experimental. A massa encontrada de
retinil palmitato adsorvida por grama de microesferas foi de 17,56 mg.
Assim, aproximadamente 500 mg de microesferas com as vitaminas
imobilizadas, foram adicionados em 10 g dos cremes. Todos 0s cremes
foram homogeneizados por meio de um agitador mecanico.

As liberagdes das vitaminas livres e ancoradas em microesferas de
quitosana foram realizadas através do método de difusdo, utilizando-se
células Franz-type. Na auséncia do equipamento, células de difusdo Franz-

type foram desenvolvidas no proprio laboratério, conforme a Figura 34.
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Figura 34. Esquema de células Franz-type e célula montada no laboratério. O sistema de difusdo em

si (A), visdo do encaixe do sistema de difusdo no banho térmico (B), visdo do banho térmico contendo

o sistema de difusdo (C), adaptagédo para o agitador magnético ndo sofrer danos por estar imerso na
agua do banho térmico (D), visdo superior do banho térmico (E).
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As concentragdes de a-tocoferol e de retinil palmitato livres e
imobilizados em microesferas de quitosana foram quantificadas por meio de
analises de HPLC com detector de UV. Os espectros acumulados em
funcéo do tempo das aliquotas liberadas de tocoferol podem ser observados
na Figura 35, para o a-tocoferol livre e/ou imobilizado; e na Figura 36, para

o retinil palmitato livre e imobilizado.

Absorbancia

rnm

Figura 35. Espectros de absorgdo molecular (em fungéo do tempo) na regido UV da difusdo do a-
tocoferol em cremes (A) e espectro da difusdo do a-tocoferol ancorado em microesferas de quitosana
(B) das aliquotas retiradas das células Franz-type.
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Figura 36. Espectros de absor¢do molecular (em fungao do tempo) na regido UV da difus&o do retinil
palmitato em cremes (A) e espectro da difus&o do retinil palmitato ancorado em microesferas de
quitosana (B) das aliquotas retiradas das células Franz-type.

A Figura 35 mostra que algo das microesferas também € liberado em
tempos maiores de difusdo, haja vista absor¢des 270 nm, nao presentes na
liberacdo de a-tocoferol livre no creme. Poder-se-ia creditar este efeito a
alguma espécie de reagao do tocoferol com componentes da pele de porco,
0 que levaria a degradacgdes parciais da vitamina, haja vista que esta possui
elevada atividade antioxidante. Porém, nao foi possivel determinar com
exatidao o que foi liberado pelas microesferas.

A partir da quantificagdo dos dados de liberacdo obtidos pela célula de
difusdo Franz-type, as quantidades permeadas através da membrana, Q (ng
cm™), de tocoferol livre e imobilizado puderam ser determinadas, conforme

a Figura 37.
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Figura 37. Quantidades permeadas, através da membrana, do a-tocoferol livre (m) e a-tocoferol
ancorado em microesferas de quitosana (e) nos trés cremes distintos.

Os dados da Figura 37 mostram claramente que o tocoferol na forma
livre é difundido mais rapidamente através da pele, com grande liberagao
em um intervalo de 60 min, enquanto que, ancorado nas microesferas, o
processo de difusao foi mais lento. Tal caracteristica demonstra o efeito do
tocoferol em doses pequenas e constantes, confirmando a habilidade de
liberacdo controlada desses materiais em cremes hidratantes, como ja

relatado na literatura.
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Figura 38. Quantidades permeadas, através da membrana, do retinil palmitato livre (m) e retinil
palmitato ancorado em microesferas de quitosana (e) nos trés cremes distintos.

A Figura 38 também mostra que o retinil palmitato é liberado
rapidamente na forma livre, ao passo que, na forma imobilizada em
microesferas, apresenta também uma liberagao controlada.

Esses resultados confirmam que as imobilizagdes tanto de tocoferol
como de retinil palmitato, tornam as microesferas de quitosana uteis para
serem usadas em cremes hidratantes, visto que os testes realizados
consistiram na fortificacdo de trés cremes hidratantes distintos e os
resultados apresentaram um comportamento similar.

Outro ponto a se ressaltar em favor da hipétese de um ancoramento

efetivo é o fato de ndo se verificar uma liberacdo imediata, ou burst effect,
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logo no inicio das liberagdes, o que indica que o gradiente das

concentragdes das vitaminas talvez seja fungao do tempo.

4.3.2 — Determinag&o de um modelo cinético das difusées nos cremes

A etapa de liberagdo da substancia ativa a partir de sistemas de
matrizes hidrofilicas resulta de uma interacao complexa.
Consequentemente, a abordagem matematica que abrange todos estes
mecanismos nem sempre pode ser determinada empiricamente. Para isso,
procura-se fazer desde correlagdes empiricas e semi-empiricas simples e
facilmente aplicaveis, até algoritmos mais robustos, nos quais se
consideram o tamanho e a forma geométrica das matrizes poliméricas, além
dos processos de dissolugao, difusdo e os mecanismos de erosao.

Apesar da complexidade dos fendmenos envolvidos na liberagao de
farmacos a partir de sistemas matriciais hidrofilicos, alguns modelos bem
conhecidos sao usados extensivamente para analisar a liberagdo da
substancia ativa a partir destes sistemas. O primeiro modelo,” designado
por cinética de ordem zero baseia-se na liberagcao lenta da substancia ativa
a partir de formas farmacéuticas que nao se desagregam, desde que suas
areas nao se modifiques e que condi¢des de equilibrio ndo sejam atinjidas.
As formas farmacéuticas que seguem este perfil liberam a mesma
quantidade de farmaco por unidade de tempo, seguindo uma tendéncia

linear.
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Este modelo pode ser matematicamente descrito pela seguinte

expressao:

Eq. (14)

&=k0t+b
0

o0

Na qual Q; representa a quantidade absoluta (podendo ser expressa
em mol, g, %, ou outras formas de concentragdo) de um farmaco liberada
no tempo t e Q. a quantidade total de farmaco liberado num tempo infinito, a
qual devera corresponder a quantidade total de farmaco incorporado ao
sistema polimérico em t = 0; ko € a constante cinética e b é a quantidade
inicial de farmaco na solugdo. Muitas vezes, esta quantidade inicial do
farmaco resulta de uma liberacdo imediata (“burst effect’) motivada seja
pela liberagao do farmaco existente a superficie do sistema matricial ou por
alteragdes que se verificam na estrutura deste, com conseqtiente liberagao
imediata da droga, seguida de liberagao mais lenta.

O modelo denominado de cinética de primeira ordem aplica-se a
sistemas que contenham farmacos hidrossoluveis em matrizes porosas,
liberando o farmaco de forma proporcional a quantidade remanescente na
matriz, de tal modo que a quantidade de substancia liberada por unidade de

tempo diminui e sua representacdo matematica esta disposta na Equacao

1 5.73,76

InQ, =-ki+InQ, Eq. (15)
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Outro modelo proposto baseia-se na equagdo de Higuchi,73
frequentemente utilizada para descrever a velocidade de liberagao
controlada do farmaco a partir de um sistema matricial. A equagao de
Higuchi expressa como fragdo de massa liberada (ou concentragao)

assume a forma:

Q
==k Nt +b
Q +

o0

Eq. (16)

Onde ky corresponde a constante de liberagao de Higuchi, que reflete
as caracteristicas do desenho da formulagdo. A equacdo 15 permite
descrever o mecanismo de liberagdo de farmacos como um processo de
difusdo baseado na segunda Lei de Fick (Equacdo 16), sendo este

dependente da raiz quadrada do tempo.

oc_ o[, ac
ot oOx| ox Eq. (17)

Onde o fluxo (DZ—C) varia com o tempo t, através de uma
X

determinada distancia x.

Porém, o uso da equacédo de Higuchi em sistemas que intumescem
pode tornar-se insuficiente, pois sistemas deste tipo podem ser erodiveis,
devendo-se atender ao atributo do relaxamento das cadeias poliméricas

para o transporte do farmaco. Desta forma, a equacgao de Higuchi apresenta
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fortes limitacdes na interpretacdo dos mecanismos de liberagcdo controlada.
No entanto, € mais realista que o modelo de ordem zero, por poder ser
aplicado com maior exatiddo a matrizes unidimensionais pouco soluveis,
que nao apresentem capacidade de intumescimento, como por exemplo, a
quitosana.

Outros modelos matematicos bem detalhados na literatura, como os

74,75 74,76

de Korsmeyer-Peppas, ou ainda Peppas e Sahlin, levam em
consideracao assuncgdes quanto a um mecanismo misto, onde além do
processo de difusdo Fickiana, ha também entumescimento e erosao da
matriz polimérica. Uma vez que, durante os ensaios, as microesferas de
quitosana reticulada demonstraram que, para os intervalos de tempo
trabalhados nesta tese, ndo houve destruigao significativa da matriz, o teste
para verificacdo das cinéticas de permeabilidade cutdneas utilizando tais
modelos foi descartado, restando somente os modelos de ordem zero
(prescinde da concentracdo do farmaco), primeira ordem (depende da
concentracdo da substancia), e Higuchi (assume que os processos de
difusdo seguem a Lei de Fick).

Portanto, na tentativa de propor um modelo cinético da difusao,

obteve-se da plotagem dos dados presentes na Figura 37 e Figura 38 as

equagdes de regressao para os trés modelos elencados.
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Figura 39. Modelos de regressao da cinética de permeabilidade cutanea para a vitamina A (retinil
palmitato).
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Figura 40. Modelos de regressao da cinética de permeabilidade cutédnea para a vitamina E
(tocoferol).
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Observa-se que, para ambas as vitaminas, o modelo que mais se
adequou foi aquele onde se aplicou a equagao de Higuchi, ainda que, para
o caso do retinil palmitato, a diferenga no coeficiente linear tenha sido
pequena comparando-se com a cinética de ordem zero. Tal fato pode ser
explicado pela magnitude dos erros associados aos dados da vitamina A.
Contudo, a liberagdo da vitamina nao foi completa, o que sustenta a
hipétese de que o processo de difusdo seja dependente da concentragéo,
reiterando a probabilidade da equacdo de Higuchi ser mais adequada.
Ressalta-se que os erros dos dados sao relativamente grandes para se

dizer efetivamente qual € de fato o perfil cinético do processo.
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5.0 — Conclusoes
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5 — Conclusoes

O sistema de desenvolvimento de microesferas funcionou com sucesso,
produzindo microesferas de quitosana homogéneas em torno de 100 pm.

Os ancoramentos de acido retindico e tocoferol nas microesferas
também foram exitosos, o que pdde ser comprovado por espectroscopia de
infravermelho e pelos ensaios termodinadmicos. Os dados calorimétricos
comprovaram que as interacbes de acido retindico e tocoferol com as
microesferas de quitosana foram espontaneas, além de entalpica e
entropicamente favoraveis.

As microesferas de quitosana modificadas com tocoferol mostraram que
podem ser aplicadas em formulagdes orais para pessoas com deficiéncia de
vitamina E. Os resultados apresentados nesta tese confirmam que o tocoferol
foi liberado em pequenas quantidades na regido estomacal mimetizada e em
maiores quantidades na regiao intestinal mimetizada, conforme o esperado.

Os resultados dos testes de liberacdo dérmica indicaram que a
possibilidade das microesferas de quitosana modificadas com tocoferol e retinil
palmitato serem utilizadas em formulagbes cosméticas. Cremes fortificados
com as microesferas de quitosana apresentaram uma difusdo lenta e
permanente do tocoferol e do retinil palmitato, comprovando que as
microesferas de quitosana também podem ser usadas em sistemas de
liberagdo controlada em cremes hidratantes.

Portanto, os resultados contidos nesta tese estabelecem o estudo da

interacdo quimica de vitaminas com biopolimeros como um importante campo
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de sucesso para a industria de cosmeéticos, possibilitando o desenvolvimento

de novos materiais de alta especificidade quimica.

Perspectivas de trabalhos futuros

Nesta tese, procurou-se investigar aspectos fisico-quimicos e
farmacocinéticos relativos a sintese de microesferas de quitosana impregnadas
com vitaminas A e E e suas respectivas liberagcdes controladas. Contudo, a
amplitude do tema permite ainda que mais estudos sejam feitos, dando
continuidade e agregando, ou refutando, hipoteses levantadas neste trabalho.
Os ensaios farmacocinéticos, por exemplo, envolveram apenas a
biodisponibilidade dos farmacos liberados pela matriz polimérica. O trabalho
pode ser expandido com metodologias que possibilitem compreender melhor
0s mecanismos de absor¢cao e biotransformagao, bem como os sitios de acéo
das substancias (in vivo). Para demonstrar a viabilidade comercial do material
desenvolvido, fazem-se necessarios ensaios de citoxicidade, analises de
reologia e estabilidade oxidativa da formulagdo oral e dos cremes. Estudos
espectroscopicos e termodindmicos também necessitam ser realizados para
elucidar completamente o tipo de interacdo entre o retinil palmitato e as
microesferas de quitosana, que por questdes técnicas ndo pode ser avaliada
neste trabalho. Modificagdes no preparo ou na estrutura das moléculas de

quitosana também ampliariam o espectro de aplicagdes.
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Chitosan microspheres were prepared and vitamin E (a-tocopherol) was anchored onto the polymer. The
amount of a-tocopherol entrapped onto a gram of the microspheres based system was 13.4 + 0.4 mg. The
microspheres modified with a-tocopherol were applied to vitamin E controlled release in a simulated
gastrointestinal system. Characterizations were carried out by optical microscopy, FTIR and HPLC-UV
techniques. For chitosan microspheres based system there was a 4.10% release, while for pure o-
tocopherol the release was 25.53%. The percentage of a-tocopherol released at pH 6.8 was 13.10% for
chitosan microspheres and 60.00% for free a-tocopherol. At pH 7.4, a-tocopherol release reached 51.30%
and 92.88% for chitosan microspheres and pure a-tocopherol, respectively. a-tocopherol immobilized
onto chitosan presented three distinct landings at each studied pH, whereas pure a-tocopherol pre-
sented only two established solubilization regions, one at pH 1.2, while between pH 6.8 and 7.4 it did not
present any difference, establishing after 3.5 h. Thus, the immobilization of a-tocopherol onto chitosan
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microspheres figures it as an efficient controlled release system.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Drugs and micronutrients losses, as a result of the application
of creams and pharmaceutical formulations, have been extensively
studied, and many propositions to diminish these losses are mainly
based on supports for those chemicals. In order to prevent this
problem, vitamins can be immobilized on biocompatible polymeric
matrices, such as chitosan microspheres, reducing their degrada-
tion. These macromolecules form a group of materials with special
chemistry, known as controlled release systems (CRS) [1].

Besides its cosmetics effects, vitamin E (mainly formed by toco-
pherols and tocotrienols) is essential to health, and its deficiency
within human body can cause many illnesses. Among its major
compounds, a-tocopherol is the most biologically active form of
vitamin E, since it has the property to inhibit lipid peroxidation and
free radicals formation, preventing cell damages and cardiovascular
diseases. It is known that specific doses of vitamin E can regenerate
tissues and improve immunological resistance in humans.

Regarding nutrient absorption, although the stomach may not
be the main absorption site of it, the organ plays an important role

* Corresponding author. Tel.: +55 61 31073898; fax: +55 61 31073900.
E-mail address: agscrixus@gmail.com (A.G.S. Prado).

0927-7765/$ - see front matter © 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.colsurfb.2012.02.036

as the first site where an oral administered formulation may release
its bioactive substances. Concerning highly soluble compounds in
gastric pH, complete dissolution may occur into this organ. For
these compounds, gastric emptying can limit the small intestine
absorption rates [2].

For partially neutral compounds, such as a-tocopherol, dissolu-
tion will slowly occur into gastric region and, in many cases, it will
not be complete before the drug reaches the small intestine. Incom-
plete dissolution of these substances into gastrointestinal tract can
severely restrict their oral bioavailability. This can result in a super-
saturation, while the drug moves from a lower gastric pH to a higher
small intestine pH [2].

Recommended daily intakes (RDI) for vitamin E in human diet
were at first proposed in 1922 [3] and the lack of tocopherol in
diet has also been raised as a cause for sterility in both male and
female rats [3]. Since human beings are unable to perform vita-
min E biosynthesis, its RDI is 10.0 mg of a-tocopherol for adults
in Brazilian regulation, which follows recommended World Health
Organization (WHO) values [4].

Regarding vitamin E ingestion, many studies have been con-
ducted in order to investigate its importance in human feeding,
as well as the relation between the ingestion and the loss of
that micronutrient by excretion. For instance, it is reported that
studying the levels of micronutrients in teenagers’ blood plasma,
inadequate intakes of vitamin E (40% of the group) were registered,
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when compared to reference levels. This feature can lead to blood
dysfunctions and skin problems [5,6].

One of the main problems related to micronutrients and drugs
ingestion is the great loss rate, since 90% of the ingested substance
is eliminated through human excretions. Thus, CRS have become
useful in developing ideal systems that can make doses last a longer
period of time [7].

A controlled release system is designed to maintain drug lev-
els between its maximum and minimum for an extended period of
time with a single application. Biodegradable polymers are among
the main group of materials studied for CRS [8]. These polymers
include chitosan, a polysaccharide with a very similar structure to
cellulose, with linear chain and primary amine groups that give
chitosan special properties for applications in health and pharma-
ceuticals sciences [9,10].

Considering its use into health area as a low toxicity polymer
for CRS, chitosan has attracted major attention, since it shows
favorable features, besides its low cost, such as hydrophilicity, bio-
compatibility, biodegradability, and muco-adhesivity [11-14].

Chitosan microspheres have been studied as a support to
vitamins C and D oral release [15,16]. Vitamin C has been immo-
bilized onto chitosan nanoparticles, and an evaluation of the
vitamin-chitosan based system life-span was made, as well as a
comparison between the controlled releases in vitro (mimicked
gastrointestinal fluids) and in vivo (rainbow trout, Oncorhynchus
mykiss) systems [15]. It is related a faster release at intestinal sim-
ulated pH (phosphate buffer 0.1 molL~!, pH 7.4), while at gastric
pH (HCl 0.1 mol L-1) the release was slower. The vitamin release
profile into the fish’s organism presented also the same tendency
of the in vitro tests [15].

This work spreads the applications of an original study [17]
about the use of chitosan microspheres as a support to controlled
release of vitamins. The purpose of this study was to investigate
whether the matrix a-tocopherol-chitosan could function as a
friendly reservoir of vitamin E, providing a slow release and a con-
stant concentration of the drug into human body.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

Chitosan was obtained from Genix Pharmaceutical Industry
(Brazil) and a-tocopherol was obtained from Sigma. The reagents
such as acetic acid, sodium hydroxide, methanol, ethanol and glu-
taraldehyde were obtained from Vetec and used as received.

2.2. Preparation of chitosan microspheres

Chitosan microspheres were prepared according to an original
previous method published elsewhere [18]. Chitosan 10% (w/v) in
ethanol was dissolved in a 5% (v/v) acetic acid/ethanol solution at
room temperature. The solution was homogenized for 2 h and after,
dripped in a coagulant solution of sodium hydroxide 10% (w/v) kept
under stirring. Then, the microspheres were washed with deion-
ized water until reaching pH 7.0. Once neutralized, the gelled beads
were crosslinked in a 25% glutaraldehyde ethanolic solution for
2 h, without stirring. After that, microspheres were filtered, washed
with deionized water and then with acetone and dried [18].

2.3. Characterization of chitosan microspheres

Chitosan was characterized by FTIR spectroscopy in a spec-
trophotometer JASCO 4100 by accumulating 250 scans with
resolution of 4cm~1 [19].

The sample surface images were morphologically observed and
measured by a trinocular optical microscope coupled to a Vision

Plus L2000C camera. From these images the particle size distribu-
tion of chitosan microsphres was calculated [20].

The chitosan and microspheres surface areas were determined
by adsorption-desorption isotherms, employing a Quantachrome
Nova 2200 analyzer and have been previously well detailed [17].

2.4. Interaction between vitamins and chitosan microspheres

The microspheres interactions with the vitamins were pro-
moted in triplicate by suspending 100 mg of microspheres in a
2.0gdm™3 ethanolic solution of a-tocopherol. The reaction mix-
ture was maintained without stirring for 24 h at room temperature
and the ethanol was removed by vacuum line at 50 °C during 3 h.

The amount of vitamin adsorbed onto microspheres was deter-
mined in a HPLC-UV 920 equipment. The column was a Pursuit
5Cyg (particle diameter: 5 wm, 250 mm x 4.6 mm, Varian). Detec-
tion wavelength was 229 nm. Column temperature was adjusted
to 30°C. Mobile phase was a methanol/acetonitrile mixture (75:25,
v/v), at a 1.0cm3 min~! flux. Mobile phase was filtered over a
0.2 wm size pore membrane (Millipore) and degassed by ultrasound
after mixing the solvents.

2.5. Release experiments

To perform the drug delivery trials, 3.0g of chitosan micro-
spheres modified with a-tocopherol were eluted with 500 cm3
of simulated gastrointestinal (GI) fluids, based on the following
solutions: HCl, 0.04moldm—3, pH 1.2, made isotonic with NaCl;
phosphate buffer, pH 6.8, 0.13 mol dm~3, made isotonic with NaCl;
and phosphate buffer, pH 7.4, 0.13 moldm~3, isotonic. These solu-
tions were used in sequence: the solution at pH 1.2 and that at pH
6.8 for 2 h each; and then the 7.4 pH solution was used until the end
of experiment. Following the release tests, the sample was com-
pletely depleted of drug by extracting it with 10.0 cm3 of methanol,
in order to determine the initial drug content in the microspheres,
as the sum of released and extracted amounts [21,22].

The a-tocopherol amounts released from the microspheres at
each simulated pH region were determined by collecting samples
and performing liquid chromatography analyses in a HPLC-UV 920
system, under the conditions already described in Section 2.4.

3. Results and discussion
3.1. Chitosan microspheres

Chitosan biopolymers differ from pendant groups attached to
the common backbone structure, as represented in Fig. 1. The
degree of deacetylation (DD) is a distinguishable feature, which
can be followed by infrared spectroscopy [23,24]. The DD can be
obtained by Eq. (1), through the absorbance ratio between 1655 and
3450 cm~! wavenumbers of the infrared spectra shown in Fig. 1.

= A1655/A3450
DD = 100 — (mxloo 1)

By applying this equation, the DD found was 81.20%, confirming
the presence of free amino groups in chitosan, which are capable
to form adducts with a-tocopherol molecule [23].

This deacetylation data are very important in order to correctly
understand the interaction between a-tocopherol and biopolymers
with distinct deacetilation degrees, such as chitosan, due to the fact
these polysaccharides only present changes in the acetyl and amino
functional groups on their surfaces.

Fig. 1 displays FTIR spectra of chitosan microspheres, vitamin E,
and chitosan-vitamin interactions. The main features in the spec-
tra are related to chitosan groups such as: a broad band between
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Fig. 1. Infrared spectra of chitosan microspheres (a), chitosan microspheres-a-
tocopherol (b), and, a-tocopherol (c).

3400 and 3200 cm™!, associated to O—H and N—H stretches; two
peaks at 2950 and 2870cm™!, related to symmetrical and asym-
metrical stretches of sp> C—H bonds; an intense band at 1655 cm™?,
related to C=0 deformation mode of the acetoamide group, origi-
nated by an imine (N=C) bond of the crosslinking reaction; a peak
at 1562 cm~!, due to an ethylenic bond (C=C); a peak at 1420 cm™~!,
due to aN—H angular deformation; a shoulder at 1220 cm~1, related
to C—OH stretch; and polysaccharides vibrations between 1153 and
890cm™! [23].
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The formation of an imine bond can be better depicted in Fig. 2
which occurs as a result of the modification of some amino groups
in chitosan during the crosslinking reaction according to literature
[26].

The tocopherol spectrum, Fig. 1(c), shows its characteristic
vibration modes: a low intensity broad band at 3500 cm~!, related
to O—H stretch; peaks at 3000 cm~! and 2900 cm~1, related to sym-
metrical and asymmetrical stretches of sp> C—H bonds; and the
region between 1500 and 1100 cm~?, a feature of the substituted
ring.

3.2. a-Tocopherol interaction with chitosan microspheres

In spectrum b of Fig. 1, which is related to a-tocopherol
anchored onto chitosan, it can be observed the presence of the
shoulder at 1222 cm™!, as better shown in Fig. 3(b). This peak must
be related to a hydrogen bond interaction between the groups OH
of a-tocopherol and NH; of chitosan, which is schematically rep-
resented in Fig. 4. In the detail of Fig. 3(b), the marked peak is
a dislocated tocopherol peak at 1210 ate 1225cm™!, related to a
strengthening in the interaction involving the C—O group of the
a-tocopherol C—0—H bond, which represents a decrease in energy
bond of the O—H phenolic group in a-tocopherol. This means that
the vitamin must be bound to amino groups present in chitosan
by hydrogen bonds, as represented in Fig. 4 and more detailed
elsewhere [17].

A typical optical image of the chitosan microspheres modified
with a-tocopherol can be seen in Fig. 5. This image reveals that the
average particle size of particle single bead is homogeneous and
globular. The equipment allows the determination of the spheres’
medium diameter, which is 128 + 18 wm. The particle size distri-
bution pattern of the microspheres is shown in Fig. 6.

OH
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OH OH
ON\/\\O
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d H
N
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H Hi
o o
(6}
NH,

OH

OH

Fig. 2. Imine bond formation during crosslinking reaction.
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Fig. 3. The zoom of FTIR region of chitosan (a), presenting the effects in structure
caused by interaction between chitosan-a-tocopherol (b), and a-tocopherol spectra

(c).

The amount of a-tocopherol anchored on the microspheres after
24 hofreaction was determined by HPLC, and the result is displayed
in Fig. 7.

The result obtained indicates that 13.4 + 0.4 mg of a-tocopherol
were adsorbed per one gram of chitosan microspheres. As expected,
this value corroborates with FTIR spectra data, showing an effec-
tive adsorption of the drug onto the polymer. Although heating for
ethanol removal (50 °C) could denature vitamin E activity, interpre-
tations from FTIR combined with the results from HPLC-UV appear
no significant changes in tocopherol structure.

3.3. Invitro a-tocopherol release

The general consensus in healthy adult humans is that pH range
in the stomach is 1-3. After meal intake, pH in the stomach gen-
erally rises due to dietary contents buffering effects. On the other
hand, under continuous secretion of gastric acid, pH value trends
back down to baseline over a period of several hours [25,27]. pH
values in the duodenum in fasted state tend to reach neutral pH
(pH 6-6.5) [25,27], whilst in the distal ileum (intestine) pH values
appear to remain stable at about pH 7.5 [28]. Therefore, tocopherol

NH,

(Chitosan Microsphere)

Hj
(Tocopherol)

Fig. 5. Optical microscopy image of the chitosan microspheres modified with a-
tocopherol.
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Fig. 6. Particle size distribution curve for chitosan microspheres.
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Fig. 4. Schematically representation of the interaction between chitosan microspheres and a-tocopherol.



12 A.G.S. Prado et al. / Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 96 (2012) 8-13

201

154

104

mAU

0 I I5 I 1|0 I 1l5 I 2|0
Retention Time/min

Fig. 7. HPLC-UV a-tocopherol chromatogram.

release from chitosan microspheres must be a process through
these distinct pH values.

The released tocopherol amount was quantified in an HPLC
analyzer by obtaining aliquots at each 15 min, whose profiles are
displayed in Fig. 8.

Fig. 9 shows that pure tocopherol presented low solubilization
at pH 1.2, with a smooth landing. Above this pH value, solubiliza-
tion increased up to 3.5 h at pH 6.8 reaching 92.88%. The designed
CRS based on immobilizing tocopherol onto chitosan microspheres
presented 3 distinct established regions. One at pH 1.2, reaching
maximum at 1.75 h with 4.00% of release; other at pH 6.8 reach-
ing maximum at 3.75 h with 12.80% of release and the last one at
pH 7.4, reaching maximum at 12 h with 51.30% of release. These
graphs corroborate the success of the designed CRS on delivering
the vitamin at a lower rate.

a-Tocopherol release from chitosan microspheres is consistent
with digestion and absorption processes, which occur primarily in
the stomach and duodenum, with major release at the proximal
part of the small intestine. In vitro experiments followed this trend,
reassuring the material’s ability to sustain nutritional balance [27].

It must be noticed that not all a-tocopherol was desorbed, and
during 12 h, only 51.30% of the vitamin was released, proving that
immobilizing vitamin E onto the chitosan matrix may lead to a
controlled release into human body.
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Fig. 8. Tocopherol release chromatogram and amplifications in different concen-
trations.
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Fig. 9. In vitro gastrointestinal release profiles for a-tocopherol solubilization (A)
and for a-tocopherol anchored onto chitosan microspheres (B); error bar is based
onSD, n=3.

4. Conclusion

The chitosan microspheres modified with tocopherol showed
they can be used in oral formulations for people with vitamin E
deficiency. The simulated modeling study performed in this work
revealed small amounts of a-tocopherol released into stomach
region and larger amounts released within the mimicked intesti-
nal area, as expected and in accordance to literature. Therefore,
the modified chitosan microspheres positively answered to some
initial assumptions of this work, which consisted in making this
material viable for vitamin oral supply, avoiding the side effects
of hypo and supratherapeutical doses. The results reinforce the
development of a new multidisciplinary science, and offer a new
alternative to people with deficiency in vitamin E.
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Abstract Chitosan is a biodegradable natural polymer
with great potential for pharmaceutical applications due to
its biocompatibility, high charge density, and non-toxicity.
In this study, chitosan microspheres were successfully
prepared by an adapted method of coagulation/dispersion.
The degree of deacetylation of chitosan powder was
obtained by NMR 'H and FTIR techniques. Chitosan
powder and chitosan microspheres were characterized by
BET surface area and scanning electron microscopy
(SEM). The interactions among the chitosan microspheres
and the vitamins A and E were characterized by FTIR. In
order to evaluate the ability of interaction of vitamin A and
vitamin E with the chitosan microspheres, the thermody-
namic parameters were followed by calorimetric titration.
Different experimental approaches were applied, such as
adsorption isotherms, kinetics and thermodynamics studies.
The obtained results showed that the interactions of
chitosan microspheres with the vitamins were spontaneous,
enthalpically and entropically favorable, indicating that the
chitosan microspheres can be used with success in the
controlled release of these vitamins.

Keywords Calorimetry - Chitosan - Vitamins

Introduction

The beauty industry represents a major share in the global
market, which has a large growth in recent years. The
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biggest market for cosmetics is the U.S. with 15.6% of the
market followed by Japan with 10.1% and Brazil with
8.6% of the world. The Brazilian toiletry, perfumery, and
cosmetics are an important industrial area corresponding to
5.4% of Brazilian GDP. Sales of cosmetics industry have
grown exponentially in Brazil, reaching a turnover of 11.9
billion U.S. dollars in 2008, as shown in Fig. 1 [1]. Cos-
metics also have an essential role in Brazilian trade bal-
ance. Brazil exported 160.6 million dollars and imported
120.6 million in personal care products and beauty,
reaching a surplus of 40 million in 2007. Among the var-
ious types of cosmetics, skin creams have an important part
of this growing market. Vitamins are among the main
compounds used to develop cosmetics.

Vitamins are essential compounds for many functions
of the human organism. The most important are vitamins
A, B, C, D, E, and K, as well as folic acid. Besides their
specific functions, certain vitamins are useful for pre-
vention, being used as drugs or cosmetic products [2].
Vitamin A (also called retinol) has been shown to
improve depigmentation of photodamaged skin [3].
Vitamin E contributes to the antioxidant defense of the
skin, absorbing UV-light in the solar spectrum region that
is responsible for most of the deleterious biologic effects
of the sun [4, 5]. Despite the efficacy of retinoic acid and
tocopherol, there are some limitations in their uses in
cosmetics, such as low water solubility, instability in the
presence of light and oxygen, and the occurrence of
reactions of local irritation such as erythema, xerosis, and
mild scaling [6, 7]. To avoid this problem, these vitamins
can be immobilized in chitosan microspheres in order to
reduce its degradation by the heat and light. Then, the
chitosan microspheres can be a viable alternative channel
for retinoic acid and tocopherol in the skin to minimize
irritation produced when used topically, because of their

@ Springer
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Pyrolysis of industrial fatty wastes (soybean soapstock, beef tallow, and poultry industry waste) was car-
ried out in the absence of catalysts. In all cases, organic mixtures of hydrocarbons and oxygenated com-
pounds were obtained. These mixtures were distilled and diesel-like fractions were isolated and
characterized by GC-FID, GC-MS and FT-IR, showing the formation of olefins, paraffins, and some oxygen-

ated compounds such as carboxylic acids and esters. The main physical-chemical properties of those iso-
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lated diesel-like fuels (density, viscosity, distillation curve, carbon residue, copper corrosion test, cetane
index, cold finger plugging point, acid index and heating value) were determined using ASTM standard
methods and matched the Brazilian specification for diesel fuel.

© 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Since the Industrial Revolution in the 19th century, the world
energy resources are being based mostly upon fossil fuels, at first
coal and lately petroleum and natural gas. Those fossil fuels have
some disadvantages such as: (i) they are concentrated in few and
problematic regions of the world; (ii) showed sporadic shortages
and are in an imminent risk of running out; and (iii) are associated
to pollutant gases (aromatic compounds, CO,, NO,, and SO,) emis-
sions into the atmosphere (Crabbe et al., 2001) which are assigned
to greenhouse and global warming effect.

For these reasons, the search for alternative fuels has been
accelerated in the last decades, being one possibility the use of bio-
mass (Muniyappa et al., 1996). For instance, in Brazil during 1970
and 1980 decades, due to the oil shortage, a national program
based on alcohol fuel obtained from sugar cane was established
in order to completely replace gasoline or to produce ethanol/gas-
oline blends (Goldemberg et al., 2004). At that time another na-
tional program was started in order to substitute diesel fuel by
triglyceride derivatives but unfortunately this one was not imple-
mented. However, this program was recently revived and all Bra-
zilian diesel fuel is now blended with fatty acid methyl or ethyl
esters (Pousa et al., 2007).

The use of industrial residues derived from oils and fats (bio-
mass) to produce renewable biofuels has remarkable economical
and environmental appeals. One important thing is the possibility
of using low-cost feedstocks that could increase the economical
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feasibility of biofuels, which is still in question. There is an increas-
ing pressure from society, media and governments over the indus-
trial sector to adopt procedures that minimize the industrial
residues either by reusing or recycling them, resulting in energetic
and environmental benefits. In other words, the use of fatty acid-
based biomass from agro-industries to obtain energy could be a di-
rect or indirect form of improving energetic balance, reducing non-
renewable energy resources consumption, and reducing residues
as well as improving the sustainability of the agribusiness.

The main route to produce biofuels from fatty materials is the
alcoholysis or transesterification of triacylglycerides using a
mono-alcohol, usually methanol, to form traditional biodiesel
using base (Haas et al., 2004; Zhou et al., 2003), acid (Di Serio
et al., 2005), thermal (Polavka et al., 2005), enzymatic (Xu et al.,
2003), heterogeneous (Abreu et al., 2005; Macedo et al., 2006; Sup-
pes et al., 2004; Tesser et al., 2005) or two-phase (Neto et al., 2007)
catalysis. Although this route is commonly practiced, it has some
important drawbacks, and the main one is the necessity of high-
quality raw material in order to guarantee high reaction yields
and the purity of biodiesel required to match its specification. In-
deed, most technologies available in the market require edible fats
and oils or pretreatment, which compromise the profitability of the
process.

Thus, the search for alternative processes able to use low qual-
ity feedstocks become important in order to improve the biofuels
industry. Indeed, different technologies have been reported in the
last years such as esterification/hydro-esterification (Brito et al.,
2008), hydrocracking (Gusmao et al., 1989) and pyrolysis (Arvani-
toyannis et al., 2007; Demirbas and Dincer, 2008; Huber and Cor-
ma, 2007; Maher et al., 2008; Tian et al., 2008). The cracking or
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OILS AND FATS BASED BIOFUELS: TECHNOLOGICAL CHALENDGES. Periodically, during petroleum shortage, fatty
acids and their derivatives have been used as alternative fuels to those derived from petroleum. Different approaches have been

proposed, including the use of neat fats and oils or their derivatives. Indeed, the utilization of biodiesel produced by alcoholysis of

triacilglycerides or esterification of fatty acids, or hydrocarbons obtained from cracking of fatty materials were studied and used in
several countries. Increasing concerns about energy security and climate changes have lead several countries, including Brazil, to start
up biofuels programs. Different technologies are currently being developed in order to produce biofuels with economical feasibility.
In this work are discussed alternative fatty raw-materials and processing technologies that are currently being studied in order to

produce fuels suitable to sustainable substitute diesel fuel.
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INTRODUCAO

A crise do petrdleo que se instaurou nas ultimas décadas, aliada
ao aumento da demanda por combustiveis e a crescente preocupacio
com o meio ambiente, preconizou a busca por fontes alternativas de
energia no Brasil e no mundo.'? As pesquisas tém se concentrado no
desenvolvimento de novos insumos bésicos, de cardter renovdvel,
para a produgdo de combustiveis que possam substituir os derivados
de petréleo, o que coloca a biomassa em um papel de destaque, em
razdo da sua natureza renovavel, ampla disponibilidade, biodegra-
dabilidade e baixo custo.?

Além do desenvolvimento cientifico e tecnolégico, uma questio
que permeia a utilizacdo de biomassa para produzir combustivel &
o dilema entre a seguranca alimentar e energética. Se, por um lado,
Brasil e Estados Unidos incentivam a produgdo dos biocombustiveis
chamados de primeira geragdo, tais como dlcool e biodiesel, por outro
lado diversos paises e organismos internacionais mostram a preocu-
pacdo no aumento da crise mundial dos alimentos, argumentando
que ela foi agravada pelo deslocamento das dreas tradicionalmente
utilizadas para o cultivo de alimentos para a produ¢ao de insumos
destinados a industria dos biocombustiveis.

No atual estado da arte € provavel que em muitos paises ocorra o
deslocamento das dreas destinadas a producio de alimentos para que
se possa produzir biocombustiveis, mas no Brasil hd vdrias opgdes
vidveis para que ndo haja tal problema. Por exemplo, pastagens ja
abandonadas pela agropecudria no Centro-oeste ou dreas degradadas
da Amazonia poderiam servir, respectivamente, de terras para o plan-
tio de cana-de-actcar e palmdceas oleaginosas destinadas a produgao
dos biocombustiveis, sem prejudicar a produgdo de alimentos. Vale
ressaltar, ainda, que o Brasil detém tecnologia altamente eficiente para
a producdo de etanol a partir da cana-de-agticar. Segundo estimativa
do IBGE, em 2008 todo o complexo da cana-de-acticar ocupou
apenas 13,35% da érea utilizada para agricultura no Brasil,* sendo
suficiente para produzir o agicar para abastecer 0 nosso consumo
interno e exportagdo e suprir a nossa demanda crescente por etanol
combustivel.

Em suma, a realidade brasileira garante alguma tranquilidade
no que diz respeito a disponibilidade de areas para o cultivo de
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matérias-primas dos biocombustiveis para abastecer o mercado
local, mas a maioria dos paises apresenta problemas potenciais de
impacto na produg¢@o de alimentos. Esta conjuntura torna imperativo o
desenvolvimento de novas tecnologias e a busca por matérias-primas
alternativas no sentido de melhorar a producio energética e o poten-
cial econdmico em relacdo ao biodiesel ou ao dlcool, dentro de um
modelo sustentdvel e capaz de suprir a demanda por alimentos. Ha
um esfor¢co mundial neste sentido que é compartilhado pelo Brasil
porque, apesar de ndo haver aparente risco de seguranca alimentar, o
avanco tecnoldgico poderd permitir ao nosso pais se firmar como um
dos lideres mundiais na producio de biocombustiveis sem prejudicar
a nossa producio de alimentos.

No que diz respeito as matérias-primas para a producio dos bio-
combustiveis de primeira geragdo (biodiesel e dlcool), uma primeira
idéia foi utilizar residuos domésticos e agroindustriais de baixo valor
agregado. As primeiras rotas alternativas a serem exploradas no Brasil,
e que jd estdo em funcionamento comercial, foram o uso de 6leos
residuais de frituras® e a esterificacdo de dcidos graxos,® que permitem
aprodugdo de biodiesel utilizando passivos ambientais de residéncias
ou restaurantes e das industrias de processamento de 6leos e gorduras.
Menos adiantadas, existem também diversas pesquisas para obtencio
de dlcool a partir de residuos celulésicos, principalmente utilizando
bagacos e palhas oriundos do setor agroindustrial. Mais recentemente,
diversos estudos tém reportado, na midia e literatura especializada,
o potencial de fontes oleaginosas ndo usuais, ndo raro consorciando
oleaginosas perenes, como a macatiba e o pinhao-manso, com pro-
ducdo de gado e grios, ou, ainda, o desenvolvimento de biorreatores
para a producdo de 6leos a partir de algas.

As rotas de obten¢@o dos chamados biocombustiveis de segunda
geragdo, tais como a producdo de hidrocarbonetos a partir de ma-
teriais graxos, também té€m sido investigadas. Os processos alter-
nativos mais discutidos atualmente no Brasil sdo o craqueamento,
o hidrocraqueamento (H-Bio) e o eletrocraqueamento. Estas rotas
tém a vantagem de permitir o uso de insumos residuais de baixa
pureza e baixo custo.

Neste trabalho pretende-se abordar questdes relacionadas as
tecnologias que estdo sendo estudadas no sentido de produzir com-
bustiveis alternativos passiveis de serem utilizados como substitutos
ao diesel fossil utilizando como matérias-primas dcidos graxos e
seus derivados.
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Abstract

Historically, during petroleum shortage, vegetable oils and their derivatives have been proposed as alternatives to petroleum diesel
fuel. Since 1930, different approaches have been proposed by Brazilian’s universities and research institutes, including the use of neat
vegetable oils (pure or in blends) or their derivatives, such as hydrocarbons obtained by thermal-catalytic cracking and fatty acids’
methyl or ethyl esters (nowadays known as “biodiesel”’) produced by alcoholysis. Recently, the external dependence on imported diesel
fuel and the present petroleum crisis have increased the discussion in Brazil in the sense of starting to use alternatives to diesel fuel,

biodiesel being the main alternative for a large petroleum diesel substitution program.

© 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Brief history of usage of oils and fats as fuel in Brazil

The first record of the use of vegetable oils as liquid fuels
in internal combustion engines is from 1900 when Rudolf
Diesel used peanut oil (Shay, 1993). However, because of
its low cost and easy availability, petroleum became the
dominant energy source and petroleum diesel was then
developed as the primary fuel for diesel engines. None-
theless, petroleum and its derivatives fuels have periodi-
cally been through short supply and, consequently, the
search for alternative energy sources has emerged (Parente,
2003; Schuchardt et al., 1998; Zanin et. al., 2000). Thus, in
the 1930s and 1940s, neat vegetable oils were used in diesel
engines under an emergency situation (Ma and Hanna,
1999). At that time, the pyrolysis of different triglycerides
was also used for liquid fuel supply in different countries.
For example, hydrocarbons were produced in China by a
tung oil pyrolysis batch system and used as liquid fuels
(Chang and Wan, 1947). Another approach proposed at
this time was the use of fatty acids’ ethyl or methyl esters,
obtained by transesterification or alcoholysis of vegetable
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oils (Chavanne, 1937, 1942) or esterification of fatty acids
combined with transesterification of triglycerides (Keim,
1945). Furthermore, the petroleum international crises in
the 1970s and 1990s, as well as an increasing concern about
the depletion of the world’s non-renewable resources and
environmental awareness, provided new enthusiasm in the
search for renewable fuel sources (Hill, 2000; Parente,
2003; Schuchardt et al., 2001).

In Brazil, this history was not different. During the 1940
decade occurred our first attempts of energy exploitation
from oils and fats in internal combustion engines. Indeed,
there are reports of many studies about the use of neat
vegetable oils, such as babassu, coconut, castor seed and
cotton seed (for instance, see Borges, 1944), or hydro-
carbons produced by their thermal-catalytic cracking (Otto,
1945). It is worth mentioning that during the Second World
War the exportation of cottonseed oil, which was the main
vegetable oil produced in Brazil at that time, was forbidden
in order to force a drop in its price and, thus, to make
possible its use as fuel in trains (Chemical & Metallurgical
Engineering, 1943), which is probably the first govern-
mental program concerning the use of biofuels.

Afterwards, in response to the petroleum shortage
during the decades of 1970 and 1980, Brazil’s Federal
Government created in the 1980s a program called



