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RESUMO  

O diabetes mellitus é uma doença crônica não transmissível que afeta cerca de 463 

milhões de pessoas no mundo. A doença é classificada em diabetes mellitus tipo 1 (DMT1), 

diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) e diabetes gestacional, sendo o DMT2 o mais frequente na 

população, totalizando cerca de 90% dos casos. Dentre os medicamentos utilizados para o 

tratamento do DMT2 pode-se citar a liraglutida (LGT), utilizada para controlar a glicemia pelo 

aumento da secreção de insulina pelo pâncreas, sendo comercializado na forma de caneta para 

aplicação subcutânea. Por ser um peptídeo, o fármaco, na forma livre, não pode ser utilizado 

por via oral, devido à degradação no trato gastrointestinal. Uma das estratégias utilizadas para 

proteger e melhorar a biodisponibilidade oral de fármacos é o desenvolvimento de 

nanopartículas poliméricas (Nps). A quitosana (QS) é um polímero natural amplamente 

utilizado na obtenção de nanopartículas devido às suas características, como mucoadesão, 

biocompatibilidade e não toxicidade. Neste trabalho foram desenvolvidas Nps de QS contendo 

LGT, através do método de gelificação iônica utilizando o tripolifosfato de sódio (TPP) como 

agente reticulante, como alternativa para admnistração oral do fármaco. As Nps apresentaram 

diametro médio de 323,9±31,0 nm, indice de polidispersao de 0,453±0,025 e potencial zeta de 

+23,4±2,6 mV, bem como 24% de eficiência de encapsulação. A microscopia eletrônica 

mostrou a forma esférica das partículas, com algumas irregularidades e aglomerações, sendo 

característica das Nps de QS. As caracterizações físico-químicas (espectroscopia na região do 

infravermelho com transformada de Fourier, difração de raios x, análise termogravimétrica e 

calorimetria exploratória diferencial) mostraram a interação QS-TPP-LGT após a 

nanoencapsulação e a amorfização da LGT nas Nps. No estudo de estabilidade foi observado 

que as Nps armazenadas sob refrigeração apresentaram-se estáveis durante um período de 

aproximadamente 42 dias, principalmente perante a avaliação dos parâmetros diâmetro médio 

e teor de fármaco, já as Nps acondicionadas em temperatura ambiente permaneceram estáveis 

durante 30 dias. Os resultados obtidos no ensaio de liberação in vitro demonstraram que após 

102h cerca de 34,7% de LGT foi liberada através de processo anômalo, sendo parte por difusão 

e parte por erosão, sendo o modelo de Baker-Lonsdale o que mais se ajustou para a cinética de 

liberação. O ensaio de mucoadesão in vitro revelou a elevada capacidade mucoadesiva das Nps 

de QS, com o aumento de diâmetro médio e inversão de cargas, passando de positiva para 

negativa, após contato com diferentes soluções de mucina. Diante disso, é possível afirmar que 

o sistema nanoestruturado foi desenvolvido com êxito e apresenta resultados promissores para 

posteriores trabalhos, podendo ser uma alternativa para aplicação de fármacos por via oral.  

 

Palavras-chave: Diabetes mellitus. Liraglutida. Nanopartículas poliméricas. Sistema de 

liberação controlada. Sistemas mucoadesivos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

Diabetes mellitus is a chronic non-transmissible disease that affects about 463 million 

people worldwide. The disease is classified into type 1 diabetes mellitus (T1DM), type 2 

diabetes mellitus (T2DM), and gestational diabetes, with T2DM being the most frequent in the 

population, accounting for about 90% of cases. Among the drugs used for the treatment of 

T2DM is liraglutide (LGT), used to control blood glucose by increasing the secretion of insulin 

by the pancreas, and is marketed in the form of a pen for subcutaneous application. Because it 

is a peptide, the drug, in free form, cannot be used orally, due to degradation in the 

gastrointestinal tract. One of the strategies used to protect and improve the oral bioavailability 

of drugs is the development of polymeric nanoparticles (Nps). Chitosan (CS) is a natural 

polymer widely used to obtain nanoparticles due to its characteristics, such as mucoadhesion, 

biocompatibility and non-toxicity. In this work, CS Nps containing LGT were developed by 

ionic gelation method using sodium tripolyphosphate (TPP) as a cross-linking agent, as an 

alternative for oral administration of the drug. The Nps showed a mean diameter of 323.9 nm, 

polydispersity index of 0.453 and zeta potential of +23.4 mV, as well as 24% encapsulation 

efficiency. Electron microscopy showed the spherical shape of the particles, with some 

irregularities and agglomerations, being characteristic of CS Nps. The physicochemical 

characterizations (Fourier transform infrared spectroscopy, x-ray diffraction, 

thermogravimetric analysis and differential scanning calorimetry) showed the CS-TPP-LGT 

interaction after nanoencapsulation and the amorphization of LGT in the Nps. In the stability 

study, it was observed that the Nps stored under refrigeration were stable for approximately 42 

days, especially when evaluating the parameters mean diameter and drug content, while the 

Nps stored at room temperature remained stable for 30 days. The results obtained in the in vitro 

release assay showed that after 102h about 34,7% of LGT was released through an anomalous 

process, being part by diffusion and part by erosion, being the Baker-Lonsdale model the best 

fit for the release kinetics. The in vitro mucoadhesion assay revealed the high mucoadhesive 

capacity of CS Nps, with an increasing mean diameter and charge inversion from positive to 

negative, after contact with different mucin solutions. Therefore, it is possible to state that the 

nanostructured system was successfully developed and presents promising results for further 

work, which can be an alternative for oral drug application. 

 

Keywords: Controlled release system. Diabetes mellitus. Liraglutide. Mucoahesive systems. 

Polymeric nanoparticles.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

O diabetes é uma das enfermidades que mais acomete a população mundial, onde essa, 

juntamente com o câncer, doenças cardiovasculares e outras doenças crônicas não 

transmissíveis, são apontadas como responsáveis por mais de 70% das mortes no mundo, 

segundo estudo divulgado pela Organização Mundial de Saúde (WHO, sigla em inglês) no ano 

de 2019 (World Health Organization – WHOa, 2019). 

Segundo a Federação Internacional de Diabetes (IDF, sigla em inglês), o diabetes é uma 

doença metabólica crônica, caracterizada pela elevação dos níveis de glicose na corrente 

sanguínea, que com o passar do tempo pode promover sérios danos aos olhos, rins, nervos, 

vasos sanguíneos e ao coração. A doença é causada quando o pâncreas apresenta dificuldades 

na produção ou não faz uso adequado do hormônio insulina (RODBARD et al, 2007; PERRY, 

2011). A insulina é produzida pelo pâncreas para que a glicose dos alimentos ingeridos possa 

migrar da corrente sanguínea para as células, para ser transformada em energia, onde a má 

distribuição ou falta do hormônio acarreta uma alta quantidade de glicose no corpo 

(International Diabetes Federation – IDF, 2019).  

O diabetes pode ser classificado de três maneiras, sendo diabetes tipo 1, que ocorre em 

crianças e adolescentes; diabetes tipo 2, mais comum em adultos, representando cerca de 90% 

de casos de diabetes no mundo; e diabetes gestacional, ocorrente em mulheres durante a 

gravidez (WHOb, 2019). Para o tratamento do diabetes tipo 1 é indicado o uso de injeção direta 

de insulina nos tecidos subcutâneos do paciente. Para o diabetes tipo 2 o tratamento pode-se 

iniciar por um melhor hábito alimentar e exercícios físicos regulares, mas havendo agravamento 

do estado clínico o paciente poderá fazer uso de medicamentos para o controle ou reposição de 

insulina (Sociedade Brasileira de Diabetes - SDB, 2017). 

Levando-se em conta que parte dos tratamentos medicamentosos para hiperglicemia 

são injetáveis, nos últimos anos houve um aumento no número de pesquisas para o 

desenvolvimento de fármacos para o tratamento da doença via administração oral, seja por sua 

praticidade ou pela maior aceitação entre pacientes (ZHANG et al, 2013; YAN et al, 2020). 

Um dos medicamentos em estudo é a liraglutida (LGT), indicado para o tratamento de 

hiperglicemia, controle de peso e redução de doenças cardiovasculares (DRUCKER, 

DRITSELIS, KIRKPATRICK, 2010; FOOD AND DRUG ADMNISTRATION – FDA, 2010). 

A LGT é um medicamento injetável, sendo um análogo ao hormônio Glucagon-like-peptide-1 

(GLP-1), onde esse estimula a liberação da insulina pelas células β do pâncreas (DRUCKER, 

DRITSELIS, KIRKPATRICK, 2010; NEUMILLER et al, 2010; Perry, 2011).  
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Dentre as pesquisas para o desenvolvimento de medicamentos para administração oral, 

como a LGT, houve um grande progresso na elaboração de nanopartículas carreadoras de 

fármacos. A utilização dessa técnica permite a resolução de problemas enfrentados na 

administração de medicamentos, como por exemplo o melhoramento de absorção do fármaco 

pelas membranas do trato gastroinstestinal, impedimento da degradação devido a acidez do 

ambiente gástrico, prolongamento do tempo de permanência e controle da liberação no 

organismo (ZHANG et al, 2013; YAN et al, 2020). Existe uma grande variedade de sistemas 

nanoestruturados para o uso no setor farmacêutico, destacando os lipossomas, nanoemulsões, 

nanopartículas lipídicas solidas (NLS), nanopartículas poliméricas, dentre outros (SINGH, 

LILLARD, 2009; FRANCO, 2013; ZHANG et al., 2013).  

Para o preparo de nanopartículas poliméricas diversos polímeros podem ser utilizados, 

sejam eles sintéticos ou naturais. Dentre os materiais poliméricos naturais destaca-se a 

quitosana, apresentando grandes vantagens, por sua biocompatibilidade, mucoadesão, 

capacidade de proteção de fármacos da degradação no trato gastrointestinal, permeabilidade e 

principalmente por não apresentar toxicidade (BALDRICK, 2010; TAVARES, 2011). 

Uma das técnicas utilizadas para a obtenção das nanopartículas de quitosana é a 

geleificação ionotrópica, ou iônica, sendo um método simples, requerendo pouco tempo e 

possuindo boa eficiência (CALVO et al, 1997; WEI et al, 2020). O método consiste 

basicamente na interação dos grupamentos aminos da quitosana, apresentados em forma 

catiônica (NH3
+), com um composto que apresente grupos com carga negativa, como o 

tripolifosfato de sódio (TPP), ou um poliânion, como os alginatos (TAVARES, 2011; 

LACERDA et al, 2016; CHIESA et al, 2019). O uso de surfactantes biodegradáveis e atóxicos, 

como o Polisorbato 80, conhecido também como Tween 80, pode trazer benefícios para a 

formulação, como a diminuição do diâmetro médio e índice de polidispersão, ou ainda aumentar 

a solubilidade das nanopartículas contendo fármacos (ÇAKđR, ICYER, TORNUK, 2020; 

FAHMY et al, 2020). 

De encontro ao que foi descrito anteriormente, o objetivo desse trabalho foi a 

elaboração de nanopartículas de quitosana para atuarem como carreadoras de liraglutida, 

podendo ser uma alternativa no uso do medicamento por via oral. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 DIABETES 

Uma pessoa pode ser considerada portadora de diabetes quando apresenta valores de 

referência acima de 126 mg/dL (glicose/sangue), em jejum. Fora do jejum os valores de 

referência mudam para acima de 200 mg/dL, como mostra a tabela 1 (Sociedade Brasileira de 

Diabetes – SBD, 2019; American Diabetes Association – ADA, 2021). 

 

TABELA 1 –VALORES DIAGNÓSTICOS DOS EXAMES LABORATORIAIS PARA DIABETES, EM 

mg/dL. 

Teste  Normal Pré-diabetes  Diabetes 

Glicemia de jejum 

 

2h após 75 g de 

glicose 

 

Glicemia casual  

< 100 

 

< 140 

 

 

- 

100 – 125 

 

140 – 199 

 

 

- 

≥ 126 

 

≥ 200 

 

 

≥ 200, com 

sintomas de 

glicemia 

FONTE: Adaptado de American Diabetes Association (2019). 

 

Algumas instituições, como a American Diabetes Association (ADA, sigla em inglês) 

classifica a diabetes em três categorias gerais, sendo elas:  

- Diabetes tipo 1 (DMT1): Também conhecida como diabetes juvenil, pois ocorre com mais 

frequência em crianças e adolescentes, onde o pâncreas produz uma quantidade muito pequena 

ou nenhuma insulina, devido à destruição autoimune das células β, fazendo com que as pessoas 

necessitem fazer uso de injeções diárias de insulina para poderem regular os níveis de glicose 

no sangue. 

- Diabetes tipo 2 (DMT2): Mais comum em adultos, onde essa é responsável por cerca de 90% 

de todos os casos de diabetes no mundo. É caracterizado pela perda progressiva da produção de 

insulina, se tornando insuficiente para o organismo. O paciente pode encontrar tratamento em 

um estilo de vida mais saudável, com melhor alimentação e exercícios físicos regulares, mas 

com o passar do tempo poderá haver necessidade de medicamentos para o controle da glicose 

na corrente sanguínea. 
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- Diabetes gestacional (DMG): Diabetes ocorrente em mulheres durante a gravidez. 

Normalmente o diabetes desaparece após a gravidez, no entanto, tanto a mãe como os filhos 

apresentam maior propensão em desenvolver o diabetes tipo 2 (WHO, 2019; ADA, 2021). 

Segundo informações apresentadas no Atlas de Diabetes 2019, da IDF, em nível 

mundial existem cerca de 463,0 milhões de pessoas portadoras de diabetes, onde a China ocupa 

o primeiro lugar no ranking, seguida da Índia e Estados Unidos, como mostrado na figura 1. 

 

FIGURA 1 - PAÍSES COM MAIOR POPULAÇÃO PORTADORA DE DIABETES. 

 
FONTE: Adaptado de International Diabetes Federation – IDF (2019). 

 

O Brasil ocupa a quinta posição no ranking mundial de portadores de DMT2, em 

pessoas com idade entre 20 a 79 anos, totalizando cerca de 16,8 milhões de pessoas. Em relação 

ao DMT1, ocorrente em pessoas com idade entre 0 e 19 anos, o mesmo estudo demonstrou que 

o Brasil apresenta cerca de 95.800 pessoas portadoras da doença, ficando em terceiro lugar em 

nível mundial, atrás somente dos Estados Unidos e Índia (IDF, 2019).  Segundo um 

levantamento feito pelo Ministério da Saúde em 2018, cerca de 7,7% da população brasileira 

possuía diagnóstico de diabetes, mostrando um aumento de 40% quando comparado ao ano de 

2006, onde apresentava uma porcentagem de 5,5% da população (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2019).  

Após o diagnóstico correto da doença é preciso iniciar o tratamento adequado. Para o 

DMT1 indica-se o uso frequente de insulina, onde essa é injetada nos tecidos subcutâneos do 

paciente, normalmente nas áreas da barriga ou coxas (REICHELT et al, 2011). Para o DMT2 o 
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tratamento pode-se iniciar por um melhor hábito alimentar e exercícios físicos regulares, mas 

havendo agravamento da condição de diabetes o paciente pode precisar fazer uso de 

medicamentos para o controle ou reposição de insulina. (SBD, 2017). 

Os medicamentos antidiabéticos para o tratamento do DMT2, segundo as diretrizes da 

SDB 2019, são classificados em quatro categorias:  

 Os que aumentam a secreção de insulina, conhecidos como hipoglicemiantes. (Ex: 

Clorpropamida, Glibenclamida);  

 Os que não aumentam a secreção de insulina, conhecidos como anti-hiperglicemiantes. 

(Ex: Metformina, Pioglitazona) 

 Os que aumentam a secreção de insulina de forma dependente de glicose, além de 

promover a supressão do glucagon. (Ex: Exenatida, Liraglutida) 

 Os que promovem glicosúria, que não apresentam relação com a secreção de insulina. (Ex: 

Dapagliflozina, Empagliflozona). 

Para a escolha adequada do medicamento para o tratamento do DMT2 é necessário a 

avaliação de alguns parâmetros, como o estado do paciente em relação às suas comorbidades, 

os valores das glicemias em jejum e pós-prandial, peso e idade do paciente, possíveis interações 

com outros medicamentos utilizados pelo diabético, reações adversas e contraindicações, custo 

do medicamento e preferência do tipo de uso pelo paciente (SDB, 2019). 

 

 

2.2 LIRAGLUTIDA 

 

A liraglutida (LGT) é um medicamento injetável aprovado pela Food and Drugs 

Administration (FDA) em 2010, utilizado no tratamento do DMT2 e redução do risco de 

doenças cardiovasculares, sendo um análogo ao hormônio Glucagon-like-peptide-1 (GLP-1), 

possuindo 97% de semelhança em sua cadeia de aminoácidos, havendo na LGT uma 

substituição da lisina por uma arginina na posição 34 e adição de um ácido graxo C-16 (ácido 

palmítico) com um espaçador de ácido glutâmico no resíduo restante de lisina na posição 26 

(DRUCKER, DRITSELIS, KIRKPATRICK, 2010; NEUMILLER et al., 2010; PERRY, 2011). 

A figura 2 mostra uma representação das moléculas do GLP-1 e da LGT. O GLP-1 é um 

hormônio natural humano produzido pelas células L intestinais, que é liberado após a ingestão 

de alimentos, induzindo a secreção da insulina pelas células β do pâncreas.  (DRUCKER, 

DRITSELIS, KIRKPATRICK, 2010; LORENZ, EVERS, WAGNER, 2013). 
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FIGURA 2 - REPRESENTAÇÃO DAS ESTRUTURAS MOLECULARES DA LIRAGLUTIDA E GLP-1 

HUMANO. 

 

FONTE: O autor, via Biorender (2021). 

Quando há uma elevada taxa de glicose no sangue, ao ser aplicada, a LGT se liga ao 

hormônio GLP-1 do organismo humano, fazendo com que as células β do pâncreas liberem 

insulina, induzindo o fígado a absorver a glicose e armazenando em forma de glicogênio, 

baixando o nível de glicemia (PERRY, 2011).  Um dos maiores problemas ao tentar utilizar o 

hormônio GLP-1 natural como agente terapêutico é sua curta meia vida, de aproximadamente 

2 minutos, devido a uma rápida degradação pela enzima dipeptidil peptidase 4 (DPP-4).   

A adição do ácido palmítico e substituição dos aminoácidos nas moléculas de LGT faz 

com que haja um prolongamento na absorção do deposito subcutâneo e ainda há ligação com a 

albumina, tornando a LGT resistente a degradação pela DPP-4, fazendo com que a LGT 

apresente ação prolongada, com meia vida entre 11 e 15 horas, tornando sua liberação lenta no 

organismo e ainda que sua eliminação seja reduzida (DRUCKER, DRITSELIS, 

KIRKPATRICK, 2010; DRUGBANK, 2019; KNUDSEN, LAU, 2019). 

A LGT é conhecida por apresentar ação glicose-dependente, onde a secreção de 

insulina, pela ação do fármaco, só acontece quando há altas taxas de glicose no sangue, sendo 

essa característica muito importante, pois diminui o risco de hipoglicemia nos pacientes 

(JACOBSEN et al, 2015). 

Em 2014 a liraglutida foi aprovada pelo FDA para o tratamento de obesidade, no 

controle e diminuição de peso. Segundo estudo feito por Halawi e colaboradores (2019) 

evidenciou-se que o medicamento tem ação na região do hipotálamo e tronco cerebral, ativando 
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o receptor GLP-1Rs, promovendo a saciedade no individuo, fazendo com que haja a menor 

ingestão de alimentos e ainda diminuindo a velocidade de esvaziamento gástrico, induzindo à 

perda de peso. 

No ano de 2019 o medicamento foi aprovado pela FDA para o tratamento de DMT2 

em pacientes pediátricos a partir dos 10 anos de idade, sendo o primeiro medicamento não-

insulino liberado para uso pediátrico (FDA, 2019). 

No Brasil a LGT começou a ser comercializada pelo nome de Victoza (Liraglutida até 

1,8 mg), depois da aprovação pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária – ANVISA em 

2011, para o tratamento do DMT2. Em 2016 iniciou-se a venda do medicamento pelo nome de 

Saxenda (Liraglutida 3 mg), como auxiliar no controle de peso. Também em 2019 foi aprovado 

a LGT para o tratamento de DMT2 para crianças e adolescentes acima de 10 anos de idade 

(NOVO NORDISK, 2018; AGÊNCIA NACIONAL DE VIGILÂNCIA SANITÁRIA - 

ANVISA, 2019).  

O medicamento vendido pelo nome de Victoza é comercializado em forma de solução 

injetável de 6,0 mg.mL-1, em sistema de aplicação multidose, preenchido com 3 mL cada 

sistema. Alguns excipientes são utilizados na solução, sendo eles o fosfato de sódio dibásico 

di-hidratado, propilenoglicol, fenol, hidróxido de sódio e ácido clorídrico para ajuste de pH e 

água para injetáveis (NOVO NORDISK, 2018).    

 

 

2.3 NANOCIÊNCIAS E NANOTECNOLOGIA 

 

Apesar dos termos nanotecnologia e nanociências terem ganhado maior 

reconhecimento nas últimas décadas, desde a antiguidade a humanidade faz uso dessa 

tecnologia, sem nem mesmo saber (TOMA, 2009; NANO.GOV - National Nanotechnology 

Initiative, 2019). Pode-se citar como exemplo a taça de Lycurgus, confeccionada pelos romanos 

por volta do século 4 d.C., onde usou-se nanopartículas de ouro e cobre no vidro, permitindo 

que uma coloração verde apareça quando se ilumina do lado de fora e uma cor vermelha seja 

observada quando há iluminação no interior da taça (NANO.GOV - National Nanotechnology 

Initiative, 2019). Mas a ideia inicial de nanotecnologia se estabeleceu de fato no ano de 1959, 

quando o físico Richard P. Feynman, considerado o “pai” da nanotecnologia, ministrou uma 

palestra intitulada “There’s Plenty of Room at the Bottom”, ou em tradução livre para o 

português, “Há imenso espaço no fundo”, no encontro da Sociedade Americana de Física, onde 

ele elucidou as possibilidades de usar a tecnologia para a construção de nano-objetos, fazendo 
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isso átomo por átomo, molécula por molécula (TOMA, 2009; SCHULZ, 2018). O termo 

“nanotecnologia”, como conhecemos hoje, foi atribuído pelo professor Norio Taniguchi, em 

1974, para descrever materiais dentro das dimensões da escala nanométrica (ALVES, 2004; 

TOMA, 2009). 

Muitos outros acontecimentos contribuíram para o atual entendimento de nano, prefixo 

vindo do grego que significa anão, empregando o termo no sistema métrico se referindo ao 

nanômetro (nm), que se trata da bilionésima parte do metro, ou seja, 10-9 metros (ALVES, 

2004). 

A nanociência é o estudo dos princípios fundamentais de moléculas e estruturas e o 

conhecimento de técnicas para a aplicação da nanotecnologia, e tem um amplo campo de 

atuação, como a biologia, química, física, computação, farmácia, medicina, entre outros 

(ALVES, 2004). As estruturas formadas a partir das técnicas da nanociência são denominadas 

nanoestruturas ou nanopartículas, que apresentam características e propriedades físicas, 

químicas e até biológicas diferentes quando comparadas a micro e macroestruturas (ALVES, 

2004; DASARI; ZHONG-ZHEN; YIU-WING, 2016). Na indústria farmacêutica houve um 

grande crescimento nas pesquisas e desenvolvimento de sistemas de entrega (delivery systems) 

de fármacos, proteínas e DNA para a administração de medicamentos, possibilitando a 

resolução de problemas de aceitabilidade pelo organismo, prolongamento de ação e meia vida 

de fármacos, aumentando a segurança e comodidade de pacientes (SAHOO; 

LABHASETWAR, 2003). 

 

 

2.4 NANOPARTÍCULAS POLIMÉRICAS 

 

Incorporado à classe de nanocarreadores conhecidos como sistemas transportadores 

coloidais sólidos, temos as nanopartículas poliméricas, tendo origem natural, sintética ou 

semissintética. Sua aplicação farmacêutica irá depender de aspectos relacionados a 

biocompatibilidade, versatilidade estrutural, biodegradação e principalmente baixa ou nenhuma 

toxicidade ao organismo (TAVARES, 2011; RAMOS, 2018). O uso dessa categoria de 

nanopartículas exibem características vantajosas, como a administração por diferentes vias, 

facilidade de controle do tamanho da partícula e das características da superfície, adição de 

ligantes específicos à superfície, facilitando assim o direcionamento de fármacos a sítios ativos, 

podendo ser empregadas para o transporte de proteínas, peptídeos e ácidos nucléicos 

(MOHANRAJ; CHEN, 2007; TAVARES, 2011). 
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As nanopartículas poliméricas podem se apresentar como nanoesferas ou 

nanocápsulas. As nanoesferas normalmente apresentam tamanho entre 100 e 200 nm, possuindo 

uma matriz sólida, podendo o fármaco se encontrar adsorvido em sua superfície, ou ainda pode 

estar dissolvido, aprisionado ou ligado quimicamente. Já as nanocápsulas possuem dimensões 

entre 100 a 300 nm, onde os monômeros poliméricos se encontram como membranas, mantendo 

um núcleo de matriz líquida, e o fármaco pode se instalar tanto no núcleo como juntamente com 

a membrana polimérica, o que é dependente dos constituintes formadores da nanocápsula e 

também da afinidade do fármaco (LETCHFORD; BURT, 2007; FRANCO, 2013).      

Alguns dos polímeros aprovados pelo FDA são bastante estudados para administração 

em humanos, como o poli (ácido lático) (PLA), poli (ácido glicolático) (PLGA), poli (acril-

cianacrilato), gelatina e quitosana (BALDRICK, 2010; TAVARES, 2011). Essa classe de 

polímeros é mais utilizada para o desenvolvimento das nanopartículas por apresentarem maior 

estabilidade, maior grau de pureza e maior reprodutibilidade, quando comparados a outros 

polímeros (DALMOLIN, 2015).   

 

 

2.5 QUITOSANA 

 

A quitosana é um polissacarídeo hidrofílico linear semelhante à celulose, obtida a 

partir da reação de desacetilação parcial da quitina em meio alcalino, formado por monômeros 

de glucosamina (2-amino-2-desoxi-d-glucose) e N-acetilglucosamina (2-acetamida-2-desoxi-

d-glucose), que são unidas por ligações glicosídicas β(1-4) (TAVARES, 2011; LACERDA et 

al., 2016; CHIESA et al., 2019). A figura 3 mostra a representação da estrutura da quitosana, 

após a desacetilação ocorrida na molécula de quitina. 

FIGURA 3 - IMAGEM ILUSTRATIVA DAS ESTRUTURAS MOLECULARES DE QUITINA E 

QUITOSANA. 

 

FONTE: O autor, via Chemsketch® (2021). 
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A quitina pode ser extraída abundantemente de crustáceos, insetos e diferentes fungos. 

Para a obtenção da quitosana a partir da quitina é utilizado normalmente hidróxido de sódio 

(NaOH) concentrado, para a eliminação do grupo acetil, deixando apenas o grupamento amino, 

e para evitar algum tipo de reação indesejada, a desacetilação é realizada sob atmosfera de 

nitrogênio ou com adição de borohidreto de sódio. O grau de desacetilação da quitosana é de 

grande importância, pois determina a quantidade de grupamento amino com carga positiva, 

variando de 40 a 98%, podendo ainda promover modificações em suas propriedades químicas, 

físicas e biológicas, o que irá influenciar em fatores como solubilidade, viscosidade, capacidade 

de reticulação e grau de pureza, o que depende da fonte de quitina ou da forma de extração e 

preparação (TAVARES, 2011; LACERDA et al, 2016).  

Considerada uma base fraca, a quitosana apresenta pKa entre 5,9 e 6,7, podendo ser 

solúvel em soluções de ácidos fracos, como o ácido acético e ácido fórmico, e essa solubilidade 

só é possível devido à protonação dos grupos amino (NH2), passando a se apresentar como 

NH3
+, em solução com pH menor que 6,5 (TAVARES, 2011).    

Diversos derivados da quitosana podem ser obtidos a partir de modificações ou adições 

de grupos funcionais em sua estrutura, como por exemplo a trimetil quitosana (TMC), a 

carboximetil quitosana (CMCS) e a quitosana tiolada (AHMED et al, 2018). 

Tal polímero vem recebendo destaque por sua grande aplicação em diversas áreas, 

como na indústria alimentícia, agricultura, tratamento de águas residuais e principamente no 

campo farmacêutico e médico (BAO, LI, ZHANG, 2008).  Várias características favorecem o 

uso da quitosana, como baixo custo, baixa toxicidade, biocompatibilidade, biodegrabilidade, 

hidrofilicidade e atividade antimicrobriana. Ainda, por apresentar carga positiva ela é 

extremamente mucoadesiva, pois devido a elevada densidade de cargas em solução ácida, 

consegue estabelecer forte interação eletroestática com os grupamentos negativos presentes na 

mucina, o que a torna vantajosa quando se trata de desenvolvimento de nanopartículas, 

principalmente para administração oral, pois há um maior tempo de ação no organismo, 

ocorrendo a liberação do fármaco de forma controlada (TAVARES, 2011; BENDER et al, 

2012).  

 Outro motivo para o aumento no uso da quitosana em diferentes campos é devido à 

sua capacidade de formar géis, grânulos, filmes, fibras, membranas e partículas, podendo atuar 

como carreador de vários compostos bioativos, tanto hidrofílicos quanto hidrofóbicos, devido 

as suas propriedades anfifílicas (ESMAEILI, ASGARI, 2015).  

O desenvolvimento de sistemas nanoestruturados de quitosana, visando aplicações 

terapêuticas, pode ser planejado para diversos tipos de administração, como parenteral, nasal, 
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oftálmica e oral, através de diferentes técnicas, dentre elas a secagem por atomização (spray-

drying), emulsificação, coacervação/precipitação e geleificação ionotrópica. A escolha do 

método dependerá do tamanho de partícula desejada, estabilidade térmica e química do 

fármaco, reprodutibilidade e principalmente da toxicidade (TAVARES, 2011; CHIESA et al, 

2019). 

A geleificação ionotrópica, ou geleificação iônica, é uma técnica simples, requer pouco 

tempo, utiliza solventes não tóxicos e forma ligações eletroestáticas reversíveis, importante para 

evitar algum efeito indesejável. O método consiste na interação dos grupamentos amino da 

quitosana, no estado catiônico (NH3
+), com grupos negativos de moléculas como sulfato de 

sódio, tripolifosfato de sódio (TPP), ou poliânions, como ácido hialurônico, alginatos, sulfato 

de condroitina, dentre outros, levando a formação espontânea de nanopartículas (TAVARES, 

2011; LACERDA et al., 2016; CHIESA et al., 2019).  

A obtenção de nanopartículas de quitosana utilizando o TPP como reticulante 

apresenta algumas vantagens, como baixa toxicidade, baixo custo e não apresenta restrições de 

manuseio e armazenamento (AJUN et al, 2009). 

O uso da quitosana para obtenção de nanopartículas, por diferentes métodos, tem 

ganhado cada vez mais espaço para tentar superar as dificuldades enfrentadas por fármacos 

proteicos ou polipeptídicos, devido à grande degradação no trato gastrointestinal, como por 

exemplo nanopartículas de quitosana e TPP para encapsulamento de albumina sérica bovina 

(BSA) ou ainda nanopartículas de quitosana e alginato de sódio para encapsular liraglutida 

(LANG et al, 2020).  

 

 

2.6 GELEIFICAÇÃO IONOTRÓPICA 

 

Há alguns anos já se vem estudando métodos para preparação de nanopartículas que 

utilizem polímeros biodegradáveis, como quitosana, gelatina e alginato de sódio. Com isso, 

Calvo e coautores (1997) desenvolveram um método para desenvolvimento de nanopartículas 

por geleificação ionotrópica. O método de geleificação ionotrópica ou geleificação iônica 

consiste necessariamente da interação eletroestática entre um composto apresentando carga 

positiva, como a quitosana, e um composto aniônico ou polianiônico, apresentando carga 

negativa, como o tripolifosfato de sódio (TPP) ou o alginato de sódio, respectivamente. Na 

obtenção de nanopartículas de quitosana com o TPP, utilizando esse método, os grupamentos 

aminos da quitosana, na forma protonada (NH3
+), interagem com os grupos fosfatos carregados 
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negativamente, formando instantaneamente coacervados com tamanhos na faixa de nanômetros 

(MOHANRAJ, CHEN, 2006; AHMADI et al, 2018; LOYEAU et al, 2021).  

A técnica de geleificação ionotrópica apresenta diversas vantagens, como o uso de 

soluções aquosas, sem a necessidade da utilização de solventes tóxicos; controle no tamanho 

das partículas a serem obtidas, conforme a variação de parâmetros como concentração e pH do 

precursor; e ainda se pode encapsular uma grande variedade de compostos (MA et al, 2020). A 

variação do pH das soluções de TPP e quitosana influencia diretamente a formação das 

nanopartículas. O TPP varia sua ionização dependendo do pH, devido aos diferentes valores de 

pKa (0,9, 1,9, 5,3 e 7,7), com isso, o grau de ionização irá influenciar nos mecanismos de 

geleificação, devido as diferenças de capacidade de reticulação nos diferentes valores pKa 

(PATI, ADHIKARI, DHARA, 2011). 

 

 

 

2.7 MUCOADESÃO 

 

Houve um grande aumento nos estudos para a produção de fármacos a base de 

peptídeos e proteínas, devido a diversos fatores, como a alta potência e especificidade, mas boa 

parte dos medicamentos ainda é administrada por via subcutânea, devido à baixa estabilidade e 

biodisponibilidade. As pesquisas para desenvolvimento de alternativas para a entrega de 

fármacos por rotas mais amigáveis e aceitas por pacientes, como a administração oral, vem 

crescendo cada vez mais. Com isso, o desenvolvimento de sistemas nanoestruturados com 

propriedades mucoadesivas é muito importante para a administração oral, para o melhoramento 

da biodisponibilidade de fármacos, prolongamento do tempo de residência intestinal e aumento 

da adsorção (SURESH et al, 2013; CHENG et al, 2021). 

 O muco é uma barreira semipermeável presente na maioria das superfícies do corpo, 

principalmente nos epitélios, trabalhando como uma camada de defesa para a maioria dos 

patógenos. Sua composição básica é água (90 a 98%), sais (0,5 a 1,0%), proteínas (≈0,5%) e 

mucinas (0,2 a 5%) (WANG et al, 2020).  As mucinas são os principais componentes presentes 

no muco, que são uma família de proteínas altamente glicosadas (> 106 Da), que são sintetizadas 

por todas as células da mucosa e por algumas glândulas gástricas. A viscoelasticidade do muco 

varia em função de algumas propriedades da mucina, como por exemplo a repulsão 

eletroestática presente nessas proteínas, devido à alta carga superficial negativa em pH>2 

(COLLADO-GONZÁLEZ, ESPINOSA, GOYCOOLEA, 2019; WANG et al, 2021). Existem 



27 

 

diversas teorias que são utilizadas para explicar a interação da mucina com materiais que 

apresentam propriedades adesivas, como por exemplo a teoria eletrônica, que explica que a 

mucoadesão ocorre através da interação entre a carga negativa da mucina com materiais que 

possuem carga superficial positiva (ANDREWS, LAVERTY, JONES, 2009; CARVALHO et 

al, 2010). 

Quando se trata de formulações para a administração de medicamentos via oral a 

mucoadesividade é um fator bastante importante, pois sem a mucoadesão as formulações não 

conseguem resistir aos movimentos peristálticos, como também a lavagem por diversos tipos 

de fluidos corporais, como os ácidos do fluido gastrointestinal, resultando na perda dos sistemas 

contendo os medicamentos (WANG et al, 2020).  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Desenvolver, caracterizar e avaliar in vitro nanopartículas de quitosana/TPP para 

carreamento de liraglutida. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Obter nanopartículas de quitosana-TPP pelo método de geleificação ionotrópica. 

 Determinar a eficiência de encapsulação da liraglutida nas nanopartículas, pelo método 

de Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE). 

 Caracterizar as nanopartículas quanto às suas propriedades físico-químicas: diâmetro 

médio, índice de polidispersão, potencial zeta, interação fármaco-polímero (FT-IR, 

DRX, DSC/TG) e morfologia.  

 Avaliar a estabilidade físico-química das nanopartículas-liraglutida sob diferentes 

temperaturas de armazenamento. 

 Determinar o perfil de liberação da LGT, a cinética de liberação do sistema 

nanoestruturado. 

 Realizar ensaio de mucoadesão in vitro. 
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4 METODOLOGIA 

4.1 MATERIAIS 

Reagentes 

- Acetonitrila (Tedia®); 

- Ácido Acético – Grau HPLC (Vetec®); 

- Ácido Clorídrico (HCl) (Vetec®); 

- Água ultrapura (Sistema Milli-Q Gradiente Millipore®, 18,2 MΩ/cm); 

- Álcool etílico absoluto 99,8% (Tedia®); 

- Cloreto de Potássio (KCl) (Biotec®); 

- Cloreto de Sódio (NaCl) (Biotec®); 

- Fosfato de Sódio Bibásico Heptahidratado (Na2HPO4.7H2O) (Synth®); 

- Fosfato de Sódio Monobásico Anidro (NaH2PO4) (Vetec®); 

- Hidróxido de sódio (NaOH) (Biotec®); 

- Liraglutida Injeção 6mg/mL (Saxenda®); 

- Mucina Tipo II (Sigma-Aldrich®); 

- Quitosana com grau de 75-85 % de desacetilação, baixa massa molar (Sigma -Aldrich®); 

- Tripolifosfato de Sódio (TPP) 85% (Sigma-Aldrich®); 

- Tween 80 U.S.P - (Synth®). 

 

Equipamentos 

- Agitador magnético SP-10009/S (SPLabor®); 

- Analisador Termal Simultâneo STA 6000 (Perkin Elmer®); 

- Balança analítica M214A (Tecnal®); 

- Banho ultratermostatizado SL-152 (Solab®);  

- Células de difusão tipo Franz MIXdrive 6 (2Mag®); 

- Capela para exaustão de gases (Lucadema®); 

- Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência (CLAE) (Waters®) acoplado a um detector de 

arranjo de diodos (DAD) e coluna fase reversa C18 (250mm X 4,6mm) de tamanho de partícula 

5 μm (Xterra Waters®); 

- Difratômetro de raios X - D2 PHASER (Bruker®); 

- Equipamento para análise do potencial zeta - ZetaSizer ZS (Malvern®); 

- Equipamento para medida do espalhamento dinâmico da luz - Dynamic Light Scattering 

(Brookhaven 90 Plus®); 
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- Espectrômetro de Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR) Frontier 

(PerkinElmer®); 

- Filtros de seringa PTFE – (Filtrilo®); 

- Incubadora de bancada com agitação Orbital Q816M22 (Quimis®); 

- Liofilizador Enterprise I (Terroni®); 

- Membranas filtrantes (acetato de celulose 0,22 μm e PTFE 0,45 μm) (Millipore®); 

- Microscópio eletrônico de varredura com emissão de campo (MEV-FEG) – (MIRA3 LM, 

Tescan®);  

- Pipetas monocanal (Labmate®); 

- pHmetro portátil (Kasvi®); 

- Sistema de ultrapurificação de água (Milli-Q Gradiente Millipore®); 

- Ultracentrífuga refrigerada - Z36HK1 (Hermle®). 

  

 

 4.2 NANOPARTICULAS DE QUITOSANA 

Para o desenvolvimento de nanopartículas de quitosana com o TPP (Nps-QS-TPP) se 

utilizou a metodologia descrita por Calvo et al (1997), com pequenas modificações, 

principalmente na concentração de ácido acético, onde no método original se utilizou 1% (v/v) 

e nesse método se utilizou 2% (v/v). Inicialmente se preparou uma solução estoque de QS 0,5% 

(p/v) em solução de ácido acético (HAc) 2% (v/v), mantida sob agitação magnética durante 24 

horas e preparou-se também uma solução de TPP 0,5% (p/v) em água ultrapura. Após, ambas 

as soluções foram filtradas à vácuo, com posterior ajuste de pH igual a 4,0 para QS e igual a 

5,5 para o TPP. Para a obtenção das Nps, Tween 80 foi adicionado a uma solução de HAc 2%, 

com posterior acréscimo de solução estoque de QS 0,5%. Em seguida foi adicionada a solução 

de TPP, gota a gota, com velocidade de 1 mL.min-1 e sob agitação. Após a adição do TPP, 

manteve-se a suspensão em repouso por aproximadamente 45 minutos, onde em seguida as 

soluções foram acondicionadas em microtubos e levados à centrifugação (15500 rpm, 20°C e 

30 minutos). Posteriormente, o sobrenadante é retirado dos microtubos e armazenados para 

posterior análise e o gel precipitado é ressuspenso em 200μL de água ultrapura. Inicialmente 

foram obtidas apenas as Nps brancas (sem o fármaco), onde a partir do encontro de valores 

adequados para tamanho de partícula, IPD e Pζ é que foi adicionada a liraglutida (LGT). Para o 

preparo das Nps carregadas (Nps-QS-TPP-LGT) a metodologia foi semelhante, iniciando com 

a dissolução do Tween 80 em HAc 2%, seguido da adição da LGT na solução. Após, o 

procedimento segue como descrito anteriormente, com acréscimo da QS e, por fim, 
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gotejamento do TPP. Um esquema ilustrativo para a obtenção das Nps-QS-TPP-LGT é 

apresentado na figura 4. 

A LGT utilizada foi retirada da caneta de aplicação subcutânea da Saxenda®, na 

concentração de 0,6 mg.mL-1. 

 

FIGURA 4 – ESQUEMA ILUSTRATIVO DA PREPARAÇÃO DAS Nps-QS-TPP-LGT. 

 

FONTE: O Autor, via BioRender®, (2021). 

 

 

4.3 VALIDAÇÃO DA METODOLOGIA ANALÍTICA POR CROMATOGRAFIA 

LIQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA (CLAE)  

 

Os ensaios para a quantificação de LGT foram realizados em um cromatógrafo líquido 

modelo Alliance da Waters (e2695) utilizando um Detector de Arranjo de Diodos (DAD), de 

acordo com metodologia desenvolvida, considerando os parâmetros estabelecidos pela 

ANVISA (2003), ICH (2005) e INMETRO (2020), sob as condições cromatográficas 

apresentadas na tabela 2. 
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TABELA 2 – CONDIÇÕES CROMATOGRÁFICAS PARA A QUANTIFICAÇÃO DE LGT NAS Nps. 

Fase Móvel Fase 

estacionária 

Fluxo Volume 

de injeção 

Temperatur

a de coluna 

Comprimento 

de onda 

Tempo de 

corrida 

H2O*:ACN** 

(60:40 v/v) 

Coluna C18 

(250x4,6 mm) 

1,0 

mL/min 

20 µL 30°C 271 nm 6 min 

FONTE: O Autor (2021) 

*H2O acidificada com ácido fórmico 0,5%. 

**Acetonitrila 

 

Os parâmetros avaliados para a validação foram linearidade, seletividade, limite de 

detecção (LD), limite de quantificação (LQ), precisão e exatidão. 

 

 Linearidade 

A linearidade foi obtida através da construção de uma curva analítica a partir de 

concentrações de 5, 10, 20 ,30, 40, 50 e 60 µg.mL-1 de LGT, utilizando etanol como solvente, 

que foram analisadas em triplicata. Os valores da área sob a curva serviram para o cálculo da 

equação da reta e coeficiente de correlação (r) da curva analítica, para poder avaliar a qualidade 

da curva, onde o valor permitido para o r deve ser superior a 0,99.  

 

 Seletividade 

A seletividade é um parâmetro importante para verificar o analito na presença de 

outros componentes que possam estar presentes na formulação, por exemplo, impurezas, 

componentes da matriz ou produtos de degradação.  

Para avaliar o grau de interferência dos compostos utilizados na formulação de preparo 

das Nps na determinação da LGT, foram realizados testes com o sobrenadante obtido a partir 

do preparo das Nps brancas. A partir do cromatograma obtido foi possível a comparação com 

o cromatograma das Nps carregadas, analisando o tempo de retenção e picos dos compostos. 

Também para a análise de seletividade do método foi obtido o cromatograma de uma solução 

padrão de 30 µg.mL-1 de LGT, o qual foi comparado com o cromatograma obtido a partir do 

sobrenadante de Nps contendo LGT, avaliando os tempos de retenção, como também os 

espectros de UV-DAD do padrão e da amostra.  

 

 Limites de detecção (LD) e Quantificação (LQ) 

A definição de LD é dada como sendo a menor concentração da amostra sendo 

analisada que pode ser detectada, mas não necessariamente quantificada. Já o LQ é a menor 
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concentração da amostra que pode ser medida com precisão e exatidão aceitáveis, sob as 

condições experimentais estabelecidas (ICH,2005). 

Para se encontrar os valores de LD e LQ foram utilizadas as equações 1 e 2, a partir 

dos dados fornecidos pela curva analítica construída para a determinação da linearidade.  

LD= 𝜎/𝑏 x 3,3 (Eq.1)   LQ=  𝜎/b x 10 (Eq.2) 

Onde: 

σ= Desvio padrão médio do intercepto com o eixo y; 

b= Inclinação da curva analítica. 

 

 Precisão 

A precisão foi avaliada através de ensaios de repetibilidade (intra-corrida) e de 

precisão intermediária (inter-corrida), por meio de análise de concentrações conhecidas (10, 30 

e 50 µg.mL-1), que foram injetadas, em triplicata, durante três dias. Os resultados encontrados 

foram utilizados para calcular o desvio padrão relativo (DPR), utilizando a equação 3.    

 

DPR%= DP/CMD x 100   (Eq.3) 

Onde: 

DP= Desvio padrão; 

CMD= Concentração média determinada. 

  

 Exatidão 

A exatidão pode ser dita como sendo o grau de concordância entre resultados 

individuais encontrados em um determinado ensaio e um valor de referência apresentado como 

sendo verdadeiro. O ensaio realizado para avaliar a exatidão foi feito a partir das mesmas 

concentrações utilizadas na análise de precisão (10, 30 e 50 µg.mL-1), com três réplicas cada. 

Os resultados foram expressos pela relação entre a concentração média determinada através dos 

ensaios e a concentração teórica correspondente, na forma de porcentagem de recuperação, 

através da equação 4. 

 

%Recuperação= CME/ CT x 100   (Eq.4) 

Onde:  

CME= Concentração média experimental; 

CT= Concentração teórica. 
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4.4 CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA DAS NANOPARTÍCULAS 

 

4.4.1 Distribuição de tamanho, índice de polidispersão e potencial zeta 

 

O diâmetro médio e índice de polidispersão (IPD) das Nps foram determinados através 

da técnica espectroscópica de correlação de fótons, conhecida também como Dynamic Light 

Scattering (DLS), no equipamento Brookhaven 90 Plus. Para a análise, uma alíquota das Nps 

foi diluída em água ultrapura na proporção de 1:100 (v/v), em cubeta de poliestireno e as 

medidas foram realizadas com ângulo de espalhamento de 90º, à 25ºC e comprimento de onda 

do laser de 660 nm.  As leituras foram realizadas em triplicata, com corrida de um minuto cada. 

A média final e desvio padrão associados ao tamanho e IPD foram calculados a partir de análise 

de três amostras diferentes.  

O potencial zeta (Pζ) é determinado a partir da mobilidade eletroforética das 

nanopartículas em suspensão, para determinação de suas cargas superficiais. As amostras 

primeiramente foram diluídas em uma solução de KCl 1mM na proporção de 1:200 (v/v), 

depois colocadas em uma célula capilar (DTS 1070) e acondicionadas no equipamento 

ZetaSizer ZS, da Malvern, a 25ºC e sob o potencial de ±150 mV. As medidas foram realizadas 

em triplicata, com cálculo de média e desvio padrão. 

 

 

4.4.2 Determinação da eficiência de encapsulação  

 

A quantificação da LGT encapsulada nas Nps foi realizada através de análise indireta 

usando a metodologia por CLAE-DAD (Waters® Alliance), onde determinou-se a 

concentração do fármaco não associado às Nps, a partir das condições cromatográficas 

estabelecidas na validação, descrita no item 4.3. Após centrifugação das Nps, o sobrenadante 

foi recolhido e reservado, de onde foi retirada uma alíquota e diluída em etanol (1:2 v/v), com 

posterior filtração em membrana de poro 0,22 µm e injetada no sistema cromatográfico. A 

detecção foi realizada de acordo com a metodologia descrita na tabela 2. 

A concentração de LGT contida nas Nps foi calculada a partir da diferença entre a 

quantidade de fármaco adicionado inicialmente no processo de preparo e a quantidade de LGT 

livre presente no sobrenadante, após centrifugação, que não é incorporado nas Nps, a partir da 

seguinte equação: 
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%𝐸𝐸 =
LGT 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 − LGT 𝑙𝑖𝑣𝑟𝑒

LGT 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙  
 𝑋 100       (Eq. 5) 

 

Onde, LGT inicial é a quantidade do fármaco adicionada inicialmente à formulação (0,6 

mg) e LGT livre é a quantidade de fármaco não incorporado nas Nps, que foi quantificado pelo 

método analítico. Os valores de EE% foram expressos por média e desvio padrão.  

 

 

4.4.3 Espectroscopia na região do infravermelho com transformada de Fourier 

 

A análise espectroscópica na região do infravermelho com transformada de Fourier (FT-

IR) dos componentes das Nps (LGT livre, TPP, QS e mistura física formada por QS e TPP em 

pó na proporção 1:1), assim como também das Nps vazias e Nps carregadas, ambas liofilizadas, 

onde foram obtidos os espectros a partir da varredura na faixa de 650 a 4000 cm-1, por reflexão 

total atenuada (ATR), utilizando o espectrômetro FT-IR Frontier da PerkinElmer®.  

 

 

4.4.4 Difração de raios X  

 

As informações de cristalinidade dos materiais das Nps foram obtidas a partir do 

difratômetro D2 Phaser (Bruker®), utilizando radiação Kα do Cu (λ=1,5418 Å), onde as 

medidas foram realizadas em corrente de 10 mA e tensão de 30 kV. As amostras foram dispostas 

em um suporte de vidro e as medidas foram realizadas em ângulo aberto de 2θ, entre 7 e 50º, 

com velocidade de aquisição de 1º.min-1. 

A partir das medidas realizadas, foram obtidos os difratogramas referentes ao TPP, QS 

e mistura física (QS e TPP em pó), os quais foram comparados com os resultados das análises 

das Nps brancas e Nps carregadas com LGT, ambas liofilizadas.  

 

 

4.4.5 Análises térmicas 

 

Para os estudos do comportamento térmico foram realizadas as análises de 

termogravimetria (TG) e calorimetria exploratória diferencial (DSC) nas amostras (LGT, TPP, 

QS, mistura física, Nps brancas e Nps carregadas), utilizando o analisador térmico simultâneo 
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da PerkinElmer® (STA-6000). Cerca de 4mg das amostras foram dispostas em cadinho de 

platina sob atmosfera de N2, com vazão de 100 mL.min-1, em rampa de aquecimento controlado 

de 30 a 800 °C e velocidade de 10 °C.min-1. 

 

 

4.4.6 Análise Microscópica 

 

As características morfológicas da superfície das nanopartículas brancas e carregadas 

foram avaliadas em um microscópio eletrônico de varredura com emissão de campo (MEV-

FEG) com uma tensão de aceleração de 30 kV. Para esta análise, uma gota das dispersões das 

nanopartículas foi distribuída em um suporte metálico (stubs) e após a secagem as amostras 

foram metalizadas com ouro coloidal sob vácuo, para serem analisadas com ampliação entre 

18,5 a 43,7 mil vezes.  

 

 

4.5 AVALIAÇÃO DA ESTABILIDADE DAS NANOPARTÍCULAS  

 

Para avaliar a estabilidade das Nps em suspensão foram utilizados 3 lotes de 

formulações contendo LGT, os quais foram submetidos a diferentes condições de 

armazenamento: temperatura ambiente e sob refrigeração (≈8ºC) durante um período de 65 dias.  

A estabilidade das partículas foi avaliada a partir do monitoramento de certos 

parâmetros como teor de fármaco liberado, tamanho de partícula, IPD e Pζ ao longo do tempo 

em relação ao tempo inicial. O teor de fármaco liberado a partir das nanopartículas foi avaliado 

em um período de 7, 14, 30, 42 e 65 dias, pelo método de CLAE, a partir da leitura do 

sobrenadante após ultracentrifugação. 

Os resultados obtidos para cada condição de armazenamento foram analisados e 

comparados estatisticamente por ANOVA e pós-teste de Tukey para um intervalo de confiança 

de 95%.  
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4.6 ESTUDO DE LIBERAÇÃO IN VITRO 

 

4.6.1 Ensaio do perfil de liberação in vitro  

 

O ensaio de liberação in vitro foi realizado em triplicada utilizando sistema de células 

verticais de difusão do tipo Franz. Foi utilizada uma solução de tampão PBS (50mM, pH=7,4), 

que foi mantida sob constante agitação, com velocidade de 300 rpm, e em temperatura de 37ºC.  

Amostras contendo aproximadamente 95 µg de LGT encapsulada foram depositadas 

sobre membranas de nitrocelulose 0,45 μm e em tempos pré-determinados (0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8, 

12, 24, 48, 72, 96, 102h) uma alíquota do meio receptor (1 mL) foi coletada, e o volume foi 

reposto com meio fresco. As amostras coletadas foram filtradas por membrana 0,22 μm para 

subsequente análise por CLAE de acordo com o método descrito no item 4.3, com o intuito de 

quantificar a LGT liberada das Nps durante o estudo de liberação. A quantidade cumulativa da 

LGT liberada das Nps foi calculada de acordo com a seguinte equação: 

%Cumulativo = Qi/Q0 x 100   (Eq.6) 

 

Onde, Qi é a quantidade de LGT liberada no tempo (t), e Qo a quantidade inicial de 

LGT presente nas nanopartículas. 

Com os resultados obtidos foi construída uma curva de percentual cumulativo de LGT 

liberada em função do tempo.  

 

4.6.2 Cinética e mecanismo de liberação 

  

Para a determinação do mecanismo de liberação da LGT a partir das Nps-QS-TPP-

LGT, os dados obtidos a partir da liberação foram analisados pelo software KinetDS®, a partir 

de diferentes modelos matemáticos, sendo eles: Ordem zero, primeira ordem, segunda ordem, 

terceira ordem, modelo de Higuchi, modelo de Weibull, modelo de Hixson-Crowell e modelo 

de Baker-Lonsdale, além do cálculo do expoente n de liberação segundo o modelo de 

Korsmeyer-Peppas (RITGER; PEPPAS, 1987). As equações de cada modelo estão dispostas na 

tabela 3. 
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TABELA 3 - MODELOS E EQUAÇÕES PARA AS CINÉTICAS DE LIBERAÇÃO. 

MODELO EQUAÇÃO 

Ordem zero Qr = Q0 + kt 

Primeira ordem Qr = Q0ee
kt 

Segunda ordem 

Terceira ordem 

1/Qr = 1/Q0 + kt 

1/Qr2 = 1/Q0
2
 + kt 

Higuchi 

Weibull 

Hixson-Crowell 

Baker-Lonsdale 

Qr = K√t  

Qr.100 = 1-exp[-(t)b/a] 

Qr1/3 = Q0
1/3 + kt 

3/2[1-(1-Qr)2/3] – Qr = kt 

Korsmeyer-Peppas Qr = ktn 

FONTE: O autor (2021). 

Onde, Qr é a quantidade de LGT liberada no tempo t; Q0 é a quantidade inicial de 

LGT; t é o tempo de retirada das alíquotas; k é a constante de velocidade de liberação; b é 

parâmetro de forma; e n é expoente de liberação que indica o mecanismo que essa ocorre. 

 

 

4.7 ESTUDO DE MUCOADESÃO IN VITRO 

 

Foram preparadas soluções de mucina nas concentrações 100, 250 e 500 µL.mL-1 em 

tampão fosfato 0,02 mol.L-1 e pH= 6,8, onde, após a adição de 20µL de Nps em 1 mL das 

soluções de mucina, as amostras foram levadas para agitação em shaker, por 60 minutos, em 

70 rpm e 37°C. Os parâmetros diâmetro médio, Pζ e IPD foram avaliados antes e após o contato 

das Nps com diferentes concentrações de soluções de mucina, para avaliar a capacidade de 

interação entre as Nps e a mucina. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 NANOPARTICULAS DE QUITOSANA 

Para a obtenção das Nps-QS-TPP foi utilizado o método de geleificação iônica, 

desenvolvido por Calvo e colaboradores em 1997. A técnica basicamente consiste na formação 

das Nps a partir da interação entre os grupamentos aminos, na forma protonada, da QS e os 

grupos de carga negativa do TPP. Um esquema ilustrativo da formação de Nps-QS-TPP está 

demonstrado na figura 5.  

 

FIGURA 5 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA FORMAÇÃO DE Nps-QS-TPP, PELO MÉTODO DE 

GELEIFICAÇÃO IÔNICA. 

 
FONTE: O autor (2021). 

  

Quando o reticulante é adicionado gota a gota há formação de um núcleo primário, 

que é a fonte de agregação das cadeias poliméricas da QS, se formando uma pequena 

nanopartícula. Os sistemas formados nessa primeira etapa vão se agregando através das 

interações dos íons fosfatos, formando partículas maiores. A sequência de tal processo é o que 

determina o tamanho final das nanopartículas (BAKSI et al, 2018; ELIYAHU, AHARON, 

BIANCO-PELED, 2018; PAN et al, 2020) 

Para a obtenção das Nps-QS-TPP foram feitos alguns ajustes a partir de formulações 

utilizadas anteriormente por membros do grupo de pesquisa, até se obter resultados de diâmetro 

médio, IPD e Pζ adequados para administração oral, para então incorporar a LGT no processo. 

Os parâmetros avaliados foram concentração de QS, TPP e tensoativo, velocidade de agitação 

e tempo de repouso da suspensão. A tabela 4 mostra alguns resultados obtidos através das 

alterações feitas. 
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TABELA 4 - OTIMIZAÇÃO DOS PARÂMETROS PARA A OBTENÇÃO DAS Nps-QS-TPP. 

Concentração QS 

%(p/v) 

Concentração  

TPP %(p/v) 

Concentração 

Tween 80 %(p/v) 

Velocidade de 

agitação 

Tempo de 

repouso 

Diâmetro 

(nm) 

0,1 0,1 - 500 rpm 30 min 764,1 

0,1 0,1 0,25 500 rpm 30 min 697,6 

0,25 0,05 - 700 rpm 30 min 886,3 

0,25 0,05 0,32 150 rpm 30 min 521,1 

0,20 0,05 - 700 rpm 30 min 968,9 

0,20 0,05 - 150 rpm 30 min 494,3 

0,20 0,05 0,40 150 rpm 30 min 437,6 

0,20 0,05 0,45 150 rpm 45 min 267,5 

0,30 0,05 0,45 150 rpm 45 min 913,8 

0,30 0,04 0,80 150 rpm 45 min 992,3 

0,30 0,08 0,80 150 rpm 45 min 523,5 

FONTE: O autor (2021). 

Mesmo os componentes e o fármaco utilizados nas Nps apresentarem perfis 

hidrofílicos, o uso do surfactante é importante, pois a agregação entre as partículas é reduzida, 

levando a obtenção de nanopartículas com diâmetros médios e IPD menores, como pode ser 

observado na tabela anterior. Mas é necessário se fazer estudos preliminares, pois alguns 

estudos mostram que o tamanho médio das nanopartículas vai aumentando, conforme há 

aumento da concentração de Tween 80, podendo tal fenômeno estar relacionado ao aumento da 

viscosidade da água (ÇAKđR, ICYER, TORNUK, 2020). 

A razão massa:massa entre a QS e TPP é um fator de grande importância, pois 

determina, principalmente, o tamanho das partículas, onde ao se adicionar uma quantidade 

muito grande de TPP a suspensão de Nps se torna mais turva, formando partículas com 

tamanhos maiores e grandes agregados (RAMPINO et al, 2013; SIDDHARDHA et al, 2020). 

Outro fator que pode-se destacar é o tempo de repouso da solução, após a adição do TPP. Em 

outros trabalhos é normalmente observado que não há essa etapa no desenvolvimento das Nps, 

mas como demonstrado na tabela, ao se deixar a suspensão em repouso por 45 minutos, são 

obtidos os menores tamanhos de partículas. Rampino e colaboradores (2013) explicam em seu 

trabalho que acontece um rearranjo das cadeias poliméricas com o passar do tempo, buscando 

uma maior estabilidade e favorecendo a formação de partículas mais compactas. 

A formulação escolhida como sendo ponto de partida para o desenvolvimento das Nps-

QS-TPP possui concentrações de 0,20% (p/v) de QS, 0,05% (p/v) de TPP e 0,45% (p/v) de 
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Tween 80, ainda, os volumes das soluções de QS e TPP foram de 4 mL e 6,8 mL, 

respectivamente, que haviam sido definidos anteriormente em outros estudos no laboratório. 

Tal formulação resultou em Nps com diâmetro médio, IPD e Pζ iniciais adequados para 

administração oral, podendo assim ser incorporado a LGT e prosseguir com o desenvolvimento 

dos trabalhos.   

 

 

5.2 VALIDAÇÃO DA METODOLOGIA ANALÍTICA POR CROMATOGRAFIA 

LIQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA (CLAE) 

Vários autores utilizam diferentes métodos para avaliar e quantificar a LGT em 

diferentes matrizes, onde em muitos casos utilizam como fases móveis a água e acetonitrila 

acidificadas, com ácido trifluoracético ou ácido fórmico (DONG et al, 2018; UHL et al, 2020; 

CHENG et al, 2020). Parâmetros como tempo de corrida, fluxo de injeção, comprimento de 

onda utilizado para detecção e tempo de retenção também variam entre os trabalhos, ficando 

difícil de encontrar o método mais correto a seguir. Com isso, alguns testes foram realizados 

com a LGT, para determinar os melhores parâmetros para a análise e quantificação do fármaco. 

A partir dos resultados obtidos, foi avaliado que o melhor seria utilizar como fase móvel 

acetonitrila (ACN) e água ultrapura (H2O) acidificada com ácido fórmico 0,5% (v/v), na 

proporção 40:60 (v/v). O tempo de retenção da LGT observado foi por volta de 4,72 minutos, 

em fluxo de fase móvel estabelecido em 1 mL.min-1, então o tempo total de corrida foi definido 

como 6 minutos. O comprimento de onda escolhido para a detecção e quantificação da LGT 

por DAD foi de 271 nm, e a partir disso todas as análises seguintes foram realizadas nesse 

comprimento de onda. 

FIGURA 6 - CROMATOGRAMA OBTIDO EM 271 nm DE AMOSTRA PADRÃO DE LGT (30µg.mL-1) (A); 

ESPECTRO UV-DAD NO TEMPO DE RETENÇÃO 4,72 MINUTOS (B). 

 

FONTE: O autor (2021). 
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 Linearidade 

A linearidade é um parâmetro muito importante, com finalidade de avaliar a 

capacidade do método fornecer resultados diretamente proporcionais à concentração. Para se 

determinar a linearidade do método foi construída uma curva analítica com soluções padrão de 

LGT nas concentrações 5, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 µg.mL-1. Obtendo-se os dados do experimento 

de calibração (área do pico vs concentração) foi feito o ajuste de modelo linear pela aplicação 

do método de regressão linear, em nível de 95% de confiança. Os resultados obtidos estão 

expressos na tabela 5. 

TABELA 5 - DADOS DA ANÁLISE DE REGRESSÃO LINEAR NO NÍVEL DE 95% DE CONFIANÇA. 

 Regressão Falta de ajuste 

Equação (Faixa 

Linear) 
r Fobservado* Valor de p Ffaj** Valor de p 

y = 18925 + 

17058 x 

0,999 14194,00 0,000 0,78 0,582 

*Fcrítico(0,05; 1,19)=4,35; **Fcrítico(0,05; 5,14)=2,90 

 Ao se analisar a tabela anterior é possível afirmar que o modelo linear do método é 

adequado para se estabelecer a relação entre a área do pico cromatográfico e a concentração, 

onde o valor de Fregressão (14194,00) está muito acima do F tabelado para o nível de 95% de 

confiança (4,35), sendo altamente significativo (p = 0,000). Já o valor de Ffaj (0,78) se mostrou 

não ser significativo no mesmo nível de confiança. 

Na figura 7 pode-se observar a reta da regressão linear obtida a partir da curva de 

calibração da LGT, em nível de confiança de 95%. Também estão demonstrados os intervalos 

de confiança (IC) e intervalos de predição (IP) no mesmo nível de confiança. É possível 

verificar que a curva de calibração possui linearidade adequada dentro do método proposto, 

sendo definida a seguinte equação da reta: área = 18925 + 17058 x concentração de LGT 

(µg.mL-1), garantindo a confiabilidade no uso da equação para a quantificação do fármaco.  

Ainda é possível avaliar a qualidade da curva analítica a partir do valor do coeficiente 

de correlação r obtido, o qual foi de 0,999, dentro dos limites estabelecidos pela ANVISA 

(2003) e ICH (2005), precisando ser r > 0,99. A variabilidade dos dados experimentais que pode 

ser explicada pelo modelo linear é determinada pelo valor do coeficiente de determinação (R2), 

onde nesse estudo foi obtido um valor de R2 igual a 99,9%, o que sugere que somente 0,1% da 

variabilidade dos dados pode ser explicada pelos resíduos. 
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FIGURA 7 - RETA DE REGRESSÃO LINEAR, INTERVALOS DE PREDIÇÃO (IP) E INTERVALOS DE 

CONFIANÇA (IC) PARA A CURVA DE CALIBRAÇÃO DA LGT OBTIDA PELO MÉTODO DE CLAE-

DAD. 

 

FONTE: O autor (2021). 

 

 Seletividade 

A seletividade do método para detectar e quantificar a LGT foi determinada a partir da 

comparação entre os tempos de retenção e espectros UV-DAD de uma amostra padrão de LGT 

(30 µg.mL-1) e o sobrenadante de Nps-QS-TPP-LGT, ambos detectados em 271 nm. 

Como pode ser observado na figura 8C o cromatograma do padrão da LGT apresentou 

um único pico bem definido, com tempo de retenção de 4,71 minutos. Tal tempo de retenção 

foi considerado adequado, sendo que houve a separação da amostra em um tempo relativamente 

pequeno, permitindo ao método proposto utilizar pouco solvente e fazer análises em pouco 

tempo. Para o sobrenadante de Nps carregadas (8A) é possível observar um perfil semelhante 

em seu cromatograma, apresentando o mesmo tempo de retenção registrado para a amostra 

padrão, com a presença também de um único pico com grande definição.  
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FIGURA 8 - CROMATOGRAMA OBTIDO EM 271 NM (A) E ESPECTRO UV-DAD DO 

SOBRENADANTE DE Nps CARREGADAS (B);CROMATOGRAMA EM 271 nm (C) E ESPECTRO UV-

DAD DO PADRÃO DE LGT 30 µg.mL-1(D). 

 
FONTE: O autor (2021). 

Também foi analisada a capacidade do método em detectar a presença da LGT diante 

de outros compostos presentes na formulação das Nps, que possam ser interferentes no 

momento da análise. Foi realizada a comparação entre os cromatogramas obtidos de 

sobrenadantes de Nps carregadas e de Nps brancas, onde, como demonstrado na figura 9, não 

se observa nenhum pico no mesmo tempo de retenção da LGT (4,71 min) na análise do 

sobrenadante das Nps-QS-TPP. 

A partir dos resultados obtidos, é possível afirmar que o método proposto apresentou 

seletividade adequada para a análise de LGT nos sobrenadantes de Nps desenvolvidas. 

FIGURA 9 - CROMATOGRAMA OBTIDO A PARTIR DO SOBRENADANTE DE Nps BRANCAS (A) E 

SOBRENADANTE DE Nps CARREGADAS, INDICANDO A PRESENÇA DA LGT (B). 

 

FONTE: O autor (2021). 
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 Limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) 

Os limites de detecção e de quantificação foram estudados, a fim de avaliar se o 

método proposto poderia identificar a presença de baixas concentrações de LGT no 

sobrenadante das Nps. A partir dos dados obtidos na equação da reta e utilizando as equações 

1 e 2 do item 3.3 obteve-se 0,91 µg.mL-1 e 3,03 µg.mL-1 para LD e LQ, respectivamente. Os 

valores de LD e LQ estão relativamente próximos a concentrações encontradas na literatura, 

como o estudo realizado por Pedaprolu e colaboradores (2017) que encontraram LD e LQ com 

valores iguais a 0,64 µg.mL-1 e 1,94 µg.mL-1, respectivamente, utilizando um método 

cromatográfico semelhante. 

 

 Precisão 

O estudo da precisão do método é muito importante, pois representa os erros relativos 

as medidas, onde esses são representados como DPR%. A precisão do método foi verificada a 

partir da análise de repetibilidade (intra-corrida), no mesmo dia, e a precisão intermediaria 

(inter-corrida), durante três dias consecutivos. Os resultados das análises de precisão estão 

apresentados na tabela 6. 

TABELA 6 - RESULTADOS DE PRECISÃO INTRA E INTER-CORRIDA. 

PRECISÃO INTRA-CORRIDA 

Concentração teórica 

(µg.mL-1) 

Média da concentração medida 

(µg.mL-1) ± DP 

DPR (%) 

10 9,7 ± 0,2 2,02 

30 28,2 ± 0,4 1,33 

50 48,4 ± 0,5 0,97 

   

PRECISÃO INTER-CORRIDA 

Concentração 

teórica 

(µg.mL-1) 

1º dia (µg.mL-1) 

± DP 

2º dia (µg.mL-1) 

± DP 

3º dia (µg.mL-1) 

± DP 

DPR (%) 

10 9,8±0,4 9,4 ± 0,1 9,4 ± 0,5 3,49 

30 28,7±0,9 28,7 ± 0,5 28,2 ± 0,3 1,98 

50 49,3 ± 0,6 48,6 ± 0,7 48,2 ± 0,4’ 1,16 

FONTE: O autor (2021). 
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Como é possível observar todos os valores de DPR estão dentro do exigido pela 

literatura, como ANVISA (2003) e ICH (2005) que preconiza como limite máximo de 5%. O 

maior valor de DPR encontrado foi de 3,49%, correspondente a análise inter-corrida da amostra 

padrão de LGT na concentração de 10 µg.mL-1, mas ainda é considerado um valor apropriado 

(<5%). Portanto, considera-se que o método CLAE-DAD proposto apresenta precisão adequada 

para a análise de LGT em sobrenadantes das Nps desenvolvidas. 

  

 Exatidão 

Para a análise de exatidão do método cromatográfico foram realizados testes de 

recuperação por adição padrão em três diferentes concentrações, sendo 10, 30 e 50 µg.mL-1 

para o sobrenadante das Nps. Para o cálculo da porcentagem de recuperação foi utilizada a 

equação 4, presente no item 3.3, se obtendo os resultados dispostos na tabela 7.  

TABELA 7 - VALORES DE RECUPERAÇÃO POR ADIÇÃO PADRÃO. 

Concentração teórica 

(µg.mL-1) 

Porcentagem de recuperação 

(%) ± DP 

10 97,7 ± 0,4 

30 95,7 ± 0,9 

50 98,6 ± 0,6 

FONTE: O autor (2021). 

Como apresentado na tabela anterior, os valores obtidos de porcentagem de 

recuperação para todas as concentrações analisadas estão em conformidade com as normativas, 

sendo aceitos pela ANVISA (2003) e AOAC (2016) valores de 95 a 105% e 80 a 110%, 

respectivamente. Pode-se dizer então que o método proposto possui exatidão dentro dos 

parâmetros de aceitação.  

 

 

5.3 CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA 

5.3.1 Diâmetro médio, índice de polidispersão e potencial zeta 

Os primeiros e mais importantes fatores a serem analisados em sistemas 

nanoestruturados são o diâmetro médio, índice de polidispersão e potencial zeta, uma vez que 

esses parâmetros determinam a estabilidade física das nanoestruturas, como também a interação 

com a membrana biológica, penetração através das barreiras fisiológicas, permanência, 

potência e tempo de liberação do fármaco (MOHANRAJ, CHEN, 2006; WANG et al; 2020). 
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Na tabela 8 são apresentados diâmetro médio, IPD e Pζ dos sistemas nanoestruturados 

obtidos através da metodologia adotada.  

 

TABELA 8 - DIÂMETRO MÉDIO, IPD E POTENCIAL ZETA DAS Nps BRANCAS E Nps CARREGADAS, 

COM RESULTADOS EXPRESSOS COMO MÉDIA ± DESVIO PADRÃO (n=3). 

Formulação Diâmetro médio (nm) IPD Potencial Zeta (mV) 

Nps-QS-TPP 342,8±49,9 0,430±0,055 +19,8±1,2 

Nps-QS-TPP-LGT 323,9±31,0 0,453±0,025 +23,4±2,6 

FONTE: O autor (2021). 

Para administração oral é aconselhável que as Nps para carreamento de fármacos não 

ultrapassem o diâmetro médio de 500 nm, pois partículas com tamanhos maiores apresentam 

dificuldade de absorção epitelial, sendo mais indicado nanopartículas entre 300 e 350 nm, para 

uma boa permeabilidade (ENSIGN, CONE, HANES, 2012; HE et al, 2017). Com isso, é 

possível observar que os diâmetros médios obtidos, tanto para Nps brancas quanto para Nps 

carregadas, estão dentro das medidas adequadas. Vale ressaltar que a técnica de DLS mede o 

diâmetro hidrodinâmico, que leva em conta as camadas de hidratação que difundem junto com 

as partículas (NOMURA et al, 2013). 

As figuras 10 e 11, associadas a distribuição de tamanho de amostras representativas 

de Nps-QS-TPP e Nps-QS-TPP-LGT, onde no primeiro caso é apresentado um perfil bimodal, 

onde menos de 10% das partículas se encontram com tamanhos próximos à 50 nm e o restante 

(mais de 90%) está presente na faixa entre 200 e 350 nm. Já no segundo caso é observado um 

perfil unimodal, onde 100% das partículas se encontram com tamanho médio de 264,1 nm. 

Segundo Rampino e coautores (2013) o perfil bimodal apresentado nas Nps-QS-TPP é 

normalmente observado quando a medida é realizada imediatamente após o preparo das Nps, 

onde ao se manter a solução sob agitação por determinado tempo, a população de partículas 

menores irá se agregar, formando partículas maiores e mais homogêneas. 

Como demonstrado na tabela 8, as Nps carregadas possuem diâmetro médio levemente 

inferior, quando comparado com as Nps brancas. Diferentes autores obtiveram resultados 

semelhantes ao encapsularem outros tipos de peptídeos, como Soares e colaboradores (2017) e 

Torres-Rêgo e coautores (2019), sugerindo que essa característica está relacionada à 

competição natural entre os grupos fosfatos e os peptídeos pelos grupamentos catiônicos 

encontrados nas moléculas de QS, uma vez que a LGT apresenta valores de carga superficial 

de aproximadamente – 21 mV, induzindo a partículas menores. 
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FIGURA 10 - DISTRIBUIÇÃO DE TAMANHO DE UMA AMOSTRA REPRESENTATIVA DE Nps-QS-

TPP, COM DIÂMETRO MÉDIO DE 273,1 nm. 

 

FONTE: O autor (2021). 

 

 

FIGURA 11 - DISTRIBUIÇÃO DE TAMANHO DE UMA AMOSTRA REPRESENTATIVA DE Nps-QS-

TPP-LGT, COM DIÂMETRO MÉDIO DE 264,1 nm. 

 

FONTE: O autor (2021). 

A carga superficial das nanopartículas também é um fator importante e pode ser obtida 

através dos valores de Pζ. A mucina é a glicoproteína mais abundante do muco e apresenta 
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carga superficial negativa, o que leva a uma grande mucoadesão com partículas possuindo 

cargas positivas, sendo importante, por exemplo, para o aumento do tempo de permanência de 

nanopartículas no intestino delgado (CAO et al, 2019). A estabilidade do sistema coloidal 

também está relacionada com o valor de Pζ, onde quanto mais próximos a ±30,0 mV, maior 

será o indicativo de estabilidade, pois quanto maior as cargas superficiais, maior será a repulsão 

eletroestática entre as partículas, evitando aglomerações e aumentando a estabilidade (WEI et 

al, 2020). Como observado na tabela anterior as Nps-QS-TPP apresentam carga positiva 

próxima a 20 mV, enquanto as Nps-QS-TPP-LGT possuem o Pζ em torno de 23 mV, sugerindo 

que o fármaco não alterou significativamente as propriedades da superfície das Nps. Com isso, 

as medidas de Pζ realizadas demonstram valores aceitáveis para uma boa mucoadesão, como 

também para a estabilidade dos sistemas nanoestruturados. A figura 12 mostra o Pζ de uma 

amostra representativa de Nps-QS-TPP-LGT, com valor médio positivo igual a 21,9 mV. 

 

FIGURA 12 - POTENCIAL ZETA DE UMA AMOSTRA REPRESENTATIVA DE Nps-QS-TPP-LGT. 

 

FONTE: Software Zetasizer Nano. 

Estudos feitos com Nps-QS-TPP, como o de Çakır e colaboradores (2020) para 

encapsular timol, obtiveram partículas com tamanho médio variando entre 276 e 1034 nm, 

enquanto o Pζ variou entre 13,2 e 42,5 mV. Já o trabalho de Baksi e colaboradores (2018), 

mostra a obtenção de Nps-QS-TPP com diâmetro médio de 339,37 a 577,63 e IPD com valores 

entre 0,551 e 0,659, dependendo da razão QS:TPP. Os resultados encontrados também estão 

condizentes com o trabalho de Seyedebrahimi et al (2019), que obteve melhores resultados de 

tamanho médio entre 293,5 e 334,8 nm, IPD entre 0,440 e 0,420 e Pζ em 23,55 a 34,03 mV. 

Também, ao se analisar os resultados experimentais obtidos nesse trabalho é possível dizer que 

os valores de diâmetro médio, IPD e Pζ encontrados são relativamente vantajosos, quando 

comparados a resultados descritos por autores como Fahmy e colaboradores (2020), que em 
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seus estudos obtiveram nanopartículas com tamanho médio de 492,3 nm, IPD igual a 0,453 e 

valor de Pζ sendo 3,89 mV, ao se produzir as Nps-QS-TPP com polisorbato 80. 

 

 

5.3.2 Eficiência de Encapsulação 

Ao se desenvolver um sistema nanoestruturado é de grande importância a 

determinação do teor de fármaco incorporado às Nps, permitindo avaliar a eficácia do sistema 

de liberação. Uma técnica amplamente utilizada para tal finalidade é a ultracentrifugação, 

podendo separar o fármaco encapsulado nas Nps e permitindo a determinação da concentração 

do fármaco livre no sobrenadante, não associado às Nps. 

A quantificação de LGT incorporada às Nps-QS-TPP foi realizada pelo método 

CLAE-DAD de maneira indireta, como já descrito no item 4.4.2 da metodologia, avaliando o 

teor de fármaco livre no sobrenadante das Nps e utilizando a equação 5, sendo possível estimar 

a EE%, obtendo um valor de 24,0% ± 0,8. Tal encapsulação pode ser devido a LGT ter grande 

caráter hidrofílico, dificultando sua encapsulação, uma vez que é utilizado água como solvente. 

Trabalhos como o de Araújo e colaboradores (2014), produziram três diferentes nanoestruturas 

para carreamento da LGT, sendo elas nanopartículas lipídicas solidas, nanopartículas 

poliméricas utilizando PLGA e a base de silício poroso, onde obteve-se EE entre 57 a 85%, 

enquanto Wu e colaboradores (2016) desenvolveram micropartículas a base de PLGA, onde a 

eficiência de encapsulação variou de 47 a 78%.  

 

 

5.3.3 Espectroscopia na região do infravermelho com transformada de Fourier 

 

As análises por FTIR foram realizadas para obter informações relativas a grupos 

funcionais dos componentes das Nps, bem como verificar as interações entre os novos 

compostos formados e o fármaco encapsulado (DU et al, 2019; YOUSEFI et al, 2019). Na 

figura 13 estão dispostos os espectros relacionados aos compostos utilizados no preparo das 

Nps, como também da LGT e das Nps brancas e carregadas. 

 

 

 

 

 



51 

 

FIGURA 13 - ESPECTROS FT-IR DE a) QS, b) TPP, c) LGT, d) MISTURA FÍSICA, e) Nps BRANCAS E f) 

Nps CARREGADAS. 

 

FONTE: O autor (2021). 

Na figura 13a é apresentado o espectro da QS, onde pode-se observar um espectro 

bastante característico de polissacarídeos, apresentando uma banda larga em média de 3350 cm-

1, sendo referente à sobreposição dos estiramentos de ligações dos grupos –OH e –NH, uma 

banda bem pequena em 2924 cm-1 e uma banda em 2870 cm-1
, condizente com alongamento 

assimétrico de ligação C-H do CH2 e CH, respectivamente (VIMAL et al, 2013; MOEINI et al, 

2018; DU et al, 2019). Já as bandas aparentes em 1650 e 1570 cm-1, respectivamente, são 

atribuídas às vibrações da ligação C=O e à ligação N-H, grupos oriundos do resíduo de N-

acetilglucosamina, onde mesmo as bandas sendo de baixa intensidade confirmam a não 
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desacetilação total da QS (YOUSEFI et al, 2019). Em 1375 cm-1 é possível notar uma banda 

que diz respeito a deformação angular simétrica do CH3 (AZEVEDO et al, 2011). A 

absorbância registrada na região de 1150 cm-1 pode ser atribuída a vibração assimétrica da 

ligação glicosídica β 1-4 (C-O-C), enquanto as bandas em 1062 e 1026 cm-1 são 

correspondentes a tensão assimétrica das ligações C-O (VIMAL et al, 2013; LAZARIDOU et 

al, 2020; TA et al, 2021). Por fim, é observada uma pequena banda em 894 cm-1 podendo ser 

atribuída à desdobramento da ligação C-O-C do anel da QS (YOUSEFI et al, 2019).  

O espectro da amostra de TPP é apresentado na figura 13b, onde na região de 1210 

cm-1 é observada uma banda indicativa de vibrações das ligações do P=O, seguido de uma 

banda em 1131 cm-1 característica de alongamentos simétricos e assimétricos das ligações O–

P=O. Depois, em 1095 cm-1, pode-se observar a banda de absorbância atribuída as ligações do 

grupamento PO3, finalizando com uma banda intensa em 890 cm-1, indicando as vibrações 

assimétricas típicas das ligações P–O–P (DE CARVALHO et al, 2020; PAN et al, 2020; TA et 

al, 2021). 

Em relação ao espectro obtido para a LGT, apresentado na figura 13c, é possível 

observar uma banda intensa entre 3150 e 3520 cm-1, característica da sobreposição dos 

estiramentos das ligações N–H e O–H de peptídeos, seguido da banda em 2930 cm-1, referente 

à vibração das ligações C-H dos grupamentos CH3. As próximas bandas, na região de 1640 e 

1540 cm-1 dizem respeito às vibrações das ligações C=O de amida, banda de alongamento C-N 

da ligação da amida e ligação N-H, respectivamente. Em 1450 cm-1 encontra-se a banda de 

absorbância indicativa do desdobramento das ligações C–H (ISMAIL et al, 2019). 

O espectro seguinte, figura 13d, diz respeito a mistura física dos compostos utilizados 

para a obtenção das Nps (Qs e TPP), onde é possível perceber a sobreposição das bandas 

características de ambos os compostos, as quais já foram descritas anteriormente.  

É possível perceber nos espectros das Nps brancas e Nps carregadas (figuras 13e e 

13f) bandas semelhantes as encontradas no espectro da QS, sendo isso natural, uma vez que tal 

composto é o que está presente em maior proporção nas nanopartículas. Em torno de 3350 cm-

1 nota-se a banda característica da sobreposição dos estiramentos das ligações dos grupamentos 

O–H e N–H, seguido das bandas em 2925, 2867 (Nps brancas) e 2872 cm-1 (Nps carregadas) 

referentes às vibrações das ligações C–H, dos grupos CH2 e CH, respectivamente. As bandas 

em 1650 e 1570 cm-1 no espectro da QS, atribuídas às vibrações da ligação C=O e a ligação N-

H, sofrem leve deslocamento, com mudança para 1638 e 1537 cm-1 no espectro das Nps brancas 

e 1640 e 1539 cm-1 no espectro das Nps contendo LGT. Essas mudanças podem ser atribuídas 

à formação das ligações que ocorrem entre os grupos NH3
+ da QS e PO4

3- do TPP, no processo 
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de reticulação através das interações iônicas e ligações de hidrogênio. No espectro da mistura 

física a banda em torno de 1540 cm-1 possui baixa intensidade, indicativo da ausência das 

ligações que estão presentes nas nanopartículas, descritas anteriormente (MOEINI et al, 2018; 

DU et al, 2019; TA et al, 2021). A banda situada em torno de 1150 cm-1 condiz com a vibração 

das ligações P=O e a mostrada em 891 cm-1 pode ser atribuída às vibrações das ligações P–O–

P, ambas originárias do TPP (SEVERINO et al, 2014; WU et al, 2017). As demais bandas 

podem ser provenientes da QS principalmente, com pequenos deslocamentos no número de 

onda. 

 

5.3.4 Difração de raios X 

 

São apresentados na figura 14 os difratogramas obtidos para a QS, TPP, mistura física, 

Nps brancas e Nps carregadas com LGT. 

FIGURA 14 - DIFRATOGRAMAS DE RAIOS-X DE (a) QS, (b) TPP, (c) MISTURA FÍSICA, (d) Nps 

BRANCAS E (e) Nps CONTENDO LGT. 

 

FONTE: O autor (2021). 
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Na figura 14a é apresentado o difratograma referente a QS pura, onde é possível se 

observar dois picos largos característicos de polímeros semicristalinos, um de menor 

intensidade, localizado por volta de 9,7º que representa o cristal hidratado devido à interação 

do composto com moléculas de água, e outro de maior intensidade e menor largura em 19,7º, 

evidenciando a parte mais cristalina, onde o restante é demonstração da fase amorfa do 

polímero. O perfil cristalino da QS depende de certos parâmetros, como sua origem, grau de 

desacetilação e peso molecular (CHO et al, 2014; SAFARI, AZIZI, SADEGHI, 2015; JAVAID 

et al, 2018). Ao se analisar o difratograma obtido da amostra de TPP puro (14b) é possível 

observar picos bem intensos e pontiagudos, confirmando a estrutura com alta cristalinidade do 

composto (REBBOUH, MARTIN-EAUCLAIRE, LABARA-DJEBARI, 2020). 

O difratograma disposto na figura 14c, que diz respeito a mistura física da QS com 

TPP, exibe um perfil mesclado, com predominância da cristalinidade do TPP, mas com os picos 

menos pontiagudos, devido ao amorfismo encontrado na estrutura da QS. 

Por fim, são expostos os difratogramas obtidos das Nps brancas (14d) e Nps contendo 

LGT (14e), onde resultaram em padrões com enormes semelhanças entre si, podendo ser notado 

picos bem largos, característicos de materiais amorfos. Com os resultados da análise de DRX é 

possível confirmar as novas estruturas formadas através do método de geleificação iônica, a 

partir da interação entre o TPP e QS, reduzindo a capacidade das cadeias da QS de se 

reorganizarem e cristalizarem, devido à alta densidade de reticulação (DESHPANDE et al, 

2017; TOMAZ et al, 2018; LAZARIDOU et al, 2020). Para sistemas nanoestrurados 

designados à encapsulamento de fármacos a forma amorfa é mais vantajosa, pois há uma 

dissolução mais rápida, tendo como consequência uma maior absorção e maior 

biodisponibilidade in vivo, ainda a taxa de liberação do fármaco pode ser melhor controlada, 

devido ao relaxamento das cadeias poliméricas (TOMAZ et al, 2018; ANTÔNIO, 2020). 

 

 

5.3.5 Análises térmicas 

 

As análises térmicas podem ser utilizadas a fim de confirmar as naturezas amorfas e 

cristalinas dos compostos, preliminarmente avaliadas pelo DRX, através do estudo das 

temperaturas de fusão e transição vítrea, por exemplo. A figura 15 mostra as curvas de TG e 

DTG dos compostos base das Nps, como também da LGT, Nps brancas e carregadas. 
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FIGURA 15 - CURVAS DE TG DAS AMOSTRAS DE QS (A), TPP (B), LGT (C), MISTURA FÍSICA (D), 

Nps-QS-TPP (E) E Nps-QS-TPP-LGT (F). 

 

 

FONTE: O autor (2021). 

Ao se analisar a curva obtida para a amostra de QS, figura 15A, é possível notar dois 

eventos térmicos, onde o primeiro ocorre em 42,0°C e representa cerca de 8,9% de perda de 

massa, sendo referente a perda de água adsorvida nos grupos hidrofílicos do polímero, e o 

segundo evento em torno de 298,0°C, diz respeito ao processo de decomposição do 

polissacarídeo, com despolimerização das cadeias e desacetilação, correspondendo a perda de 
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48,2% da massa (MELO et al, 2020). O termograma referente ao TPP mostra um único evento, 

em torno de 118,8°C, com decréscimo da massa em cerca de 4,4%, característico da eliminação 

da umidade da amostra. Resultados semelhantes foram obtidos por Azevedo e colaboradores 

(2011), Moeini e coautores (2018), como também por Melo et al (2020). 

Ao se analisar o termograma obtido para a LGT é possível observar uma grande perda 

de massa (97,7%) em 72,8°C, referente a evaporação da fase aquosa do composto. Essa perda 

de massa tão significativa é devido ao fato do fármaco ser líquido e por ser utilizada pouca 

amostra para a análise. Resultados semelhantes podem ser observados ao se analisar diferentes 

peptídeos, como foi descrito por Hosseini e coautores (2018), onde foi obtido um grande 

decréscimo de massa (>90%) em uma amostra de peptídeo antioxidante, próximo a 84°C.   

O resultado da análise da mistura física, constituída por QS e TPP em pó, mostra 

eventos característicos das duas amostras. Um primeiro evento em 115,1°C e perda de massa 

de 6,4%, relacionado a evaporação da água, semelhante ao observado no termograma do TPP, 

e um segundo evento com perda de massa de 26,1% em torno de 294,3°C, devido a degradação 

da QS. Já ao verificar os termogramas das Nps-QS-TPP e Nps-QS-TPP-LGT se observa perfis 

semelhantes, com dois eventos térmicos, onde o primeiro ocorre próximo a 33°C, com perda 

de massa de 11,8% e 13,3%, para as Nps brancas e Nps carregadas, respectivamente, devido à 

perda de umidade das amostras. O segundo evento observado é em 252,4°C para Nps-QS-TPP 

e 256,5°C para Nps-QS-TPP-LGT, com perda de 37,1% e 39,0%, respectivamente, que ocorre 

devido a degradação da QS. Segundo Moeini e coautores (2018) e Valderrama e colaboradores 

(2020) o decréscimo da temperatura da degradação das Nps, em comparação com a QS, é 

devido a perda de cristalinidade do polímero, após a formação das ligações com o TPP, onde 

ocorre alterações na estrutura e enfraquecimento das interações intra e intermolecular do 

polímero. Com a encapsulação da LGT se pode afirmar que houve um aumento da estabilidade 

térmica do fármaco, uma vez que não é possível constatar nenhuma evidência dos eventos 

presentes no termograma da LGT livre. 

As curvas de DSC das amostras de QS, TPP, LGT, mistura física, Nps-QS-TPP e Nps-

QS-TPP-LGT estão representadas na figura 16.  
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FIGURA 16 - CURVAS DE DSC DAS AMOSTRAS DE QS (A), TPP (B), MISTURA FÍSICA (C), LGT (D), 

Nps-QS-TPP (E) E Nps-QS-TPP-LGT (F). 

 

FONTE: O autor (2021). 

Os eventos demonstrados nas curvas de DSC reforçam alguns resultados observados 

nos termogramas apresentados na figura 15. Para a amostra de QS são demonstrados dois 

eventos, o primeiro sendo endotérmico e acontece por volta de 48,5°C, devido a perda da 

umidade na superfície da amostra, e o segundo evento, dessa vez exotérmico, ocorrente em 

301,8°C mostrando a degradação do polímero. Para o TPP, diferente do TG, são observados 

dois eventos endotérmicos, o primeiro pico encontrado por volta de 112,0°C é relativo a perda 

de água, e o segundo evento pode ser notado entre 215 a 285°C, podendo ser atribuído a 

mudança de fase cristalina, pois nenhuma perda de massa é notada no termograma da amostra 

(AZEVEDO et al, 2011). 

Já para a curva obtida da mistura física (QS e TPP) são evidenciados dois eventos 

térmicos, onde o primeiro em 112,8°C é atribuído a perda de umidade das amostras. Já o 

segundo evento (286,6°C) é exotérmico e está condizente com a temperatura de degradação da 

QS (AZEVEDO et al, 2011).  
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Na curva de DSC da LGT é possível visualizar um evento endotérmico próximo a 

59,7°C, devido a perda da grande quantidade de solução aquosa da amostra, com perda da maior 

parte de sua massa (97,7%), como demonstrado no termograma, e ainda outro evento, dessa 

vez exotérmico, pode ser notado em torno de 375,6°C, podendo ser atribuído a degradação do 

peptídeo (ISMAIL et al, 2019). 

Observando as curvas obtidas para as Nps brancas e carregadas são constatados os 

mesmos eventos térmicos presenciados nos termogramas, um evento endotérmico em 48,8°C 

para Nps-QS-TPP e 49,3°C para Nps-QS-TPP-LGT, devido a remoção das moléculas de água, 

e outro evento, dessa vez exotérmico, evidenciando a degradação das ligações glicosídicas da 

QS, próximo a 290°C para as duas amostras. Algumas diferenças podem ser notadas quando os 

resultados das curvas de DSC e TG das Nps são comparadas com as curvas da mistura física, 

evidenciando mais uma vez a formação de uma nova estrutura, com diferentes características 

termais.    

 

 

5.3.6 Análise microscópica  

 

A microscopia eletrônica de varredura com emissão de campo (MEV-FEG) é 

amplamente utilizada para a verificação detalhada da morfologia e diâmetro médio das Nps. As 

micrografias obtidas para as Nps-QS-TPP e Nps-QS-TPP-LGT estão apresentadas na figura 17. 

FIGURA 17 - MICROGRAFIAS OBTIDAS DAS Nps-QS-TPP (A-B) E Nps-QS-TPP-LGT (C-D). 

   

A                                                              B 
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Observa-se que as nanopartículas formam grandes aglomerados, devido as ligações de 

hidrogênio intra e intermoleculares entre as cadeias da QS, causadas pela desidratação ocorrida 

durante o processo de secagem das amostras (VALDERRAMA et al, 2020). As partículas 

apresentam forma esférica, com algumas irregularidades, estando de acordo com resultados de 

trabalhos como o de Thirumalaikumar e colaboradores (2021) e de Pan e coautores (2020), que 

obtiveram partículas com morfologia semelhante. 

Valderrama e colaboradores (2020) desenvolveram Nps de QS para encapsular ácido 

indolacético e, ao obterem as micrografias das Nps brancas e carregadas, puderam observar que 

as partículas da amostra carregada com o fármaco eram menos aglomeradas, quando 

comparadas com as Nps brancas. Os autores relataram que tal fato é devido as ligações de 

hidrogênio que ocorreram entre o fármaco e as cadeias das moléculas de QS, diminuindo as 

interações entre as Nps e, consequentemente, evitando aglomerações. O mesmo pode ser 

observado nas micrografias das Nps-QS-TPP-LGT, onde pode-se notar que as partículas estão 

menos aglomeradas do que as Nps-QS-TPP. O mesmo efeito observado no trabalho de 

Valderrama e coautores (2020) pode ter acontecido, uma vez que a LGT apresenta vários sítios 

propensos a fazer novas ligações de hidrogênio com a molécula de QS, podendo também ser 

esse o motivo das Nps carregadas apresentarem diâmetro médio menor, quando comparado 

com as Nps brancas, fato também evidenciado ao se medir o diâmetro médio pela técnica DLS.  

 

 

C                                                              D 
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5.4 AVALIAÇÃO DA ESTABILIDADE DAS NANOPARTÍCULAS  

Ao se desenvolver sistemas nanoestruturados para carreamento de fármacos é 

indispensável o acompanhamento dos principais parâmetros (diâmetro médio, IPD e Pζ) a longo 

prazo, visando estudar a estabilidade química e física das Nps, ou seja, se os sistemas obtidos 

apresentam a capacidade de manterem as mesmas características por um período determinado 

de tempo. É possível ocorrer a agregação das partículas no meio, liberação do fármaco ou ainda 

a degradação dos constituintes da formulação, durante o tempo de armazenamento (ZATTA, 

2011). 

Deste modo, foi realizado o estudo da estabilidade físico-química das Nps-QS-TPP-

LGT, através do monitoramento do diâmetro médio, IPD, Pζ e teor do fármaco liberado, 

armazenadas em temperatura ambiente e refrigeradas (≈ 8°C), durante o período de 65 dias.  

Os valores de diâmetro médio avaliados durante o período de armazenamento estão 

apresentados na figura 18, onde observa-se que ambas as amostras mantiveram tamanho médio 

adequado para administração oral (<500 nm) pelo período de 40 dias. O aumento de diâmetro 

médio das Nps pode estar relacionado a diversos fatores, como agregação das partículas, 

levando a um rearranjo da estrutura, interação de cadeias de QS livre com a rede de partículas 

ou ainda ao intumescimento das partículas, devido ao TPP, que gera aproximação de moléculas 

de água (RAMPINO et al, 2013). A partir de 55 dias as Nps que foram armazenadas em 

temperatura ambiente se desintegraram, não sendo mais possível fazer o acompanhamento das 

mesmas (representada pelo asterisco nas imagens), o que mostra que as amostras 

acondicionadas sob refrigeração conseguem manter maior estabilidade, estando de acordo com 

a literatura, como os resultados obtidos por Anter e co-autores (2019). Resultados semelhantes 

foram encontrados por Fan e colaboradoes (2012), que observaram estabilidade de tamanho em 

um período de 20 dias, em temperatura ambiente, e os autores sugerem que a suspensão de Nps 

armazenada nessas condições se comporta como um sistema metaestável, pois sofrem 

agregação e desintegração espontânea em condições brandas e em curto período de tempo. 
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FIGURA 18 - DIÂMETRO MÉDIO DAS Nps-QS-TPP-LGT ± DP, SOB DIFERENTES CONDIÇÕES DE 

ARMAZENAMENTO (n=3). 

 
a,b Letras iguais significam igualdade estatística e letras diferentes desigualdade estatística (ANOVA de uma via 

com pós-teste de Tukey e α < 0,05). 

 

Em relação ao IPD (figura 19) é possível notar que ambas as amostras sofreram 

oscilações em seus valores no decorrer dos dias, sendo mais perceptível nas amostras 

acondicionadas em temperatura ambiente. Já as amostras refrigeradas mantiveram os valores 

de IPD abaixo de 0,5 durante um período de 21 dias, bem próximos do valor registrado 

inicialmente.   

FIGURA 19 - ÍNDICE DE POLIDISPERSÃO DAS Nps-QS-TPP-LGT ±DP, SOB DIFERENTES 

CONDIÇÕES DE ARMAZENAMENTO (n=3). 

 
a,b Letras iguais significam igualdade estatística e letras diferentes desigualdade estatística (ANOVA de uma via 

com pós-teste de Tukey e α < 0,05). 
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Na figura 20 estão dispostos os resultados obtidos a partir da análise do Pζ durante o 

período de armazenamento das amostras. Durante 30 dias os valores de Pζ apresentaram 

oscilações, com ambas as amostras chegando a valores de aproximadamente 17,5 mV, sendo 

ainda consideravelmente estável, onde a partir desse período o Pζ diminui para valores 

inferiores a 10 mV. Rampino e colaboradores (2013) sugerem que a oscilação observada nos 

primeiros 30 dias é devido a rearranjos que acontecem nas Nps, entre as moléculas de QS e 

TPP, acarretando em mudanças dos valores, conforme acontecem as ligações entre as 

moléculas. Tais rearranjos também podem ser os responsáveis pelas mudanças nos valores de 

IPD e diâmetro médio.  

 

FIGURA 20 - POTENCIAL ZETA DAS Nps-QS-TPP-LGT ±DP, SOB DIFERENTES CONDIÇÕES DE 

ARMAZENAMENTO (n=3). 

 
a,b Letras iguais significam igualdade estatística e letras diferentes desigualdade estatística (ANOVA de uma via 

com pós-teste de Tukey e α < 0,05). 

 

Por fim, o teor de LGT encapsulado nas Nps durante o período de armazenamento foi 

verificado utilizando o método por CLAE, sendo apresentados os resultados na figura 21. Pode-

se notar que durante o período avaliado houve um pequeno decréscimo no teor de fármaco, em 

relação ao tempo inicial, em ambas as condições de armazenamento, principalmente nos 

primeiros 7 dias, sendo mais aparente nas Nps armazenadas em temperatura ambiente. 
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FIGURA 21 - TEOR DE FÁRMACO DAS Nps-QS-TPP-LGT ±DP, SOB DIFERENTES CONDIÇÕES DE 

ARMAZENAMENTO (n=3). 

 
a,b Letras iguais significam igualdade estatística e letras diferentes desigualdade estatística (ANOVA de uma via 

com pós-teste de Tukey e α < 0,05). 

 

Com base no estudo dos principais parâmetros e pelos dados obtidos, pode-se inferir 

que as Nps avaliadas apresentaram relativa estabilidade, em ambas as condições de 

armazenamento, durante um período máximo de 30 dias. As Nps acondicionas sob refrigeração 

apresentaram maios estabilidade, quando comparadas com as armazenadas em temperatura 

ambiente, por um período maior de tempo (aproximadamente 42 dias), avaliando 

principalmente os parâmetros diâmetro médio e teor de fármaco.  Mesmo com o decréscimo do 

Pζ, não foi observado macroscopicamente a agregação ou floculação das Nps refrigeradas, em 

contrapartida, foi possível verificar a presença de aglomerados brancos nos recipientes que 

armazenavam as Nps em temperatura ambiente, após 45 dias, sendo possível sinal da 

desintegração das partículas. 

 

 

5.5 ESTUDO DE LIBERAÇÃO IN VITRO 

5.5.1 Ensaio do perfil de liberação in vitro  

O perfil de liberação a partir de sistemas poliméricos nanoestruturados depende de 

diversos fatores, como por exemplo a natureza, biodegradabilidade, peso molecular e 

concentração dos componentes, como também características físico-químicas (diâmetro médio, 

Pζ, solubilidade, dentre outros), concentração do fármaco e mecanismos de liberação do sistema 

farmacêutico (MORA-HUERTAS, FESSI, ELAISSARI, 2010). 
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A QS apresenta característica de hidrogel, podendo absorver água, inchar e formar 

uma camada de gel que controla a liberação das moléculas enclausuradas em sua matriz 

polimérica. A liberação de fármacos a partir de Nps de QS pode ocorrer a partir de três 

mecanismos diferentes, sendo eles a dessorção da superfície das partículas, difusão a partir da 

matriz polimérica e, por fim, a erosão por degradação da matriz polimérica (TORRES-RÊGO 

et al, 2019).  

O sistema de células do tipo Franz já foi utilizado em diversos trabalhos para liberação 

de fármacos, descrito por diferentes autores como Balzus e coautores (2016), Buhecha e 

colaboradores (2019), ou ainda por El Ela e colaboradores (2021). A utilização de membranas 

de nitrocelulose ou de outros materiais sintéticos é permitida pelo FDA e descrita a utilização 

dessas por autores como Rigon e colaboradores (2019) e também por Urzedo e coautores 

(2020).   

O perfil de liberação da LGT a partir das Nps-QS-TPP-LGT avaliado no estudo de 

liberação encontra-se representado na figura 22. 

FIGURA 22 -  PORCENTAGEM DE LIBERAÇÃO CUMULATIVA IN VITRO DA LGT A PARTIR DAS 

Nps-QS-TPP-LGT EM TAMPÃO PBS (50mM) EM 102h (n=3). 

 

Como demonstrado na figura 22, durante as primeiras 24h houve a maior taxa de 

liberação do fármaco, cerca de 25,5%, e no restante do período de estudo aconteceu a liberação 

de apenas 9,2%, totalizando 34,7% de LGT liberada em um período de 102h. 

A liberação controlada do fármaco a partir das Nps-QS-TPP-LGT pode ser explicada 

de diferentes maneiras, podendo ser devido ao “efeito barreira” proporcionado pela QS, 

limitando a liberação da LGT (ELGADIR et al, 2015; ANTÔNIO, 2020); pela diminuição do 

inchaço da QS na presença de solução com pH mais elevado, diminuindo o tamanho das Nps 
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(BINESH, FARHADIAN, MOHAMMADZADEH, 2021); ou ainda pela interação eletrostática 

formada entre as moléculas de QS e LGT, dificultando a liberação do fármaco para a solução 

de PBS (ANAND, et al, 2021). 

Resultados semelhantes podem ser encontrados na literatura, ao se avaliar a liberação 

de diferentes compostos a partir de Nps de QS, como o trabalho de Hosseini e colaboradores 

(2018), que observaram uma rápida liberação de um tipo de peptídeo oxidante das Nps nas 

primeiras 12h (entre 19 e 58%, dependendo da concentração do composto), com posterior 

redução na liberação após 24h. Resultado semelhante foi relatado por Hu e coautores (2013) 

para a liberação de (-)-Epigalocatequina-3-galato (EGCG) a partir de Nps de QS, com cerca de 

23-40% de composto liberado em 12h e diminuição na taxa de liberação a partir de 24h. Ambos 

os trabalhos relatam perfil de liberação bastante semelhante com o apresentado na figura 22, e 

os autores sugerem que no primeiro período (>24h) os compostos encapsulados passam para o 

meio receptor através do processo de difusão e no período acima de 24h ocorre inchaço e 

degradação das Nps, havendo a liberação do restante dos compostos encapsulados. 

 

5.5.2 Cinética e mecanismo de liberação 

A fim de determinar a cinética de liberação da LGT a partir das Nps, os dados obtidos 

no estudo anterior foram avaliados matematicamente através do software KinetDS®, utilizando 

como critério de seleção o valor do coeficiente de correlação (r), com o intuito de verificar qual 

modelo cinético que melhor se ajustou ao mecanismo de liberação do fármaco. Os modelos 

matemáticos utilizados e os valores de r correspondentes estão dispostos na tabela 9. 

TABELA 9 - ANÁLISE CINÉTICA DE LIBERAÇÃO DA LGT A PARTIR DE Nps-QS-TPP-LGT EM 

TAMPÃO PBS (50 MM, PH=7,4). 

MODELO r 

Ordem zero 0,7519 

Primeira ordem 0,4267 

Segunda ordem 

Terceira ordem 

0,1452 

0,0791 

Higuchi 

Weibull 

Hixson-Crowell 

Baker-Lonsdale 

0,8403  

0,8989 

0,5538 

0,9231 

Korsmeyer-Peppas 0,8836 

FONTE: O autor, via KinetDS® (2021). 
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Segundo os resultados encontrados para a cinética de liberação, o modelo que mais se 

ajustou foi o de Baker-Lonsdale, com valor de r sendo superior aos demais modelos (0,9231). 

O modelo cinético de Baker-Lonsdale é derivado do modelo de Higuchi, e é normalmente 

aplicado para matrizes esféricas e descreve casos de liberação de compostos por difusão 

(ZIRAK, JAHROMI, SALAHINEJAD, 2019). Tal resultado confirma a afirmação apresentada 

nos trabalhos de Hosseini e colaboradores (2018) e Hu e coautores (2013), que descrevem a 

maior parte da liberação sendo a partir de difusão. Como a liberação não acontece em sua 

totalidade por meio de tal mecanismo, o valor do coeficiente de correlação do modelo de Baker-

Lonsdale é de apenas 0,9231, o que também confirma a existência de outro mecanismo de 

liberação presente. Outro indicativo para confirmação dos resultados observados no estudo da 

cinética é o fato das Nps apresentarem forma esférica, com algumas irregularidades e 

aglomerações, que pode ser comprovado pelas micrografias do item 5.3.6, estando de acordo 

com o modelo cinético. 

Outro modelo aplicado para a cinética de liberação foi o de Korsmeyer-Peppas, sendo 

utilizado para se calcular o valor do expoente n, que indica o mecanismo que ocorre a liberação. 

Quando o valor de n é ≤0,45 o mecanismo de liberação é do tipo Fickiano, sendo governado 

pela difusão do fármaco através das paredes poliméricas; quando o expoente apresenta valores 

de n  ≥ 0,85 é dito que o processo de liberação ocorre por mecanismo não Fickiano, a partir da 

erosão da matriz, devido ao relaxamento das cadeias poliméricas; e quando o valor de 0,45< n 

< 0,85 é um indicativo da combinação dos dois processos, difusão e erosão, também chamado 

de processo anômalo (ÖZTÜRK, AYGÜL, SENEL, 2019; HASSANZADEH et al, 2021). A 

partir da análise cinética realizada foi encontrado um valor de n=0,559, indicando e 

confirmando que o mecanismo de liberação da LGT a partir das Nps ocorreu por um processo 

anômalo, sendo parte por difusão e parte por erosão. 

 

5.6 ESTUDO DE MUCOADESÃO IN VITRO 

 

Devido a carga superficial positiva encontrada nas Nps-QS-TPP-LGT, foi realizado o 

ensaio de mucoadesão in vitro, a fim de avaliar qualitativamente as propriedades mucoadesivas 

nas Nps frente às soluções com diferentes concentrações de mucina tipo II. Os resultados do 

estudo estão dispostos na tabela 10. 
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TABELA 10 - DIÂMETRO MÉDIO, ÍNDICE DE POLIDISPERÃO E POTENCIAL ZETA DOS SISTEMAS 

NANOESTRUTURADOS ANTES E APÓS O CONTATO COM DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE 

MUCINA. 

Concentração da 

mucina 

Diâmetro médio 

 ± DP (nm) 

Índice de 

polidispersão ± DP 

Potencial Zeta ± DP 

(mV) 

Antes do contato 350,5 ± 28,6 0,447 ± 0,004 + 21,2 ± 1,7 

100 μg.mL-1 1603,5 ± 13,2 0,830 ± 0,037 - 22,8 ± 5,2 

250 μg.mL-1 2591,5 ± 17,9 0,816 ± 0,019 - 20,1 ± 1,9 

500 μg.mL-1 2669,2 ± 22,1 0,904 ± 0,033 - 19,2 ± 1,3 

FONTE: O autor (2021). 

Analisando-se o conjunto de dados obtidos no estudo de mucoadesão é possível 

afirmar que houve uma grande adesão da mucina nas Nps, após o período de contato, devido a 

interação eletrostática entre as cargas opostas do material nanoestruturado e a proteína. O 

aumento do diâmetro médio se deve a aglomeração de moléculas de mucina e de Nps, pela 

interação das cargas opostas, sendo essa interação concentração-dependente, resultando em 

uma heterogeneidade no meio, sendo comprovado pelo aumento do IPD. A inversão das cargas 

também sugere a interação das Nps com a mucina. Esses dados demonstram as propriedades 

mucoadesivas das Nps, um importante requisito para a administração oral. 

 

 

 

 

 

6 CONCLUSÃO 

 

Com os resultados obtidos pode-se dizer que as nanopartículas foram desenvolvidas 

com êxito pelo método de geleificação iônica, sendo uma técnica simples, rápida e reprodutível, 

onde a eficiência de encapsulação registrada nas Nps-QS-TPP-LGT estava dentro do previsto. 

Os resultados encontrados nas análises de caracterização físico-química mostraram que as Nps 

apresentaram adequado diâmetro médio, IPD e Pζ para futura administração oral. Os espectros 

de raios X e FT-IR, como também os resultados das análises térmicas, revelaram a formação 

de uma nova estrutura, ocorrendo a amorfização do fármaco encapsulado. As micrografias 

revelaram a forma esférica com irregularidades das Nps, apresentando diversos pontos de 

aglomerações de partículas. No estudo de estabilidade das Nps armazenadas sob diferentes 

condições foi constatado que as Nps armazenadas sob refrigeração apresentaram maior 

estabilidade, quando comparadas com as Nps acondicionadas em temperatura ambiente. Os 
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resultados obtidos no ensaio de liberação in vitro demonstraram uma liberação lenta de LGT 

no período de 102h, indicando que o processo de encapsulação foi capaz de prolongar a 

liberação do fármaco. O estudo cinético determinou que o modelo de Baker-Lonsdale foi o que 

mais se ajustou, ainda, com o cálculo do expoente de liberação “n” foi possível predizer que o 

processo de liberação ocorreu por processo anômalo. O ensaio de mucoadesão in vitro 

evidenciou a grande capacidade mucoadesiva das Nps de QS, devido a presença de cargas 

positivas.  

Diante do conjunto de resultados apresentados, pode-se afirmar que as Nps 

desenvolvidas apresentaram características físico-químicas e estruturais promissoras para 

posteriores trabalhos, podendo ser uma alternativa para aplicação de fármacos por admnistração 

oral.
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