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RESUMO


Galactomananas são polissacarídeos de reserva constituídos de uma cadeia principal de D-manopiranose ligadas glicosidicamente β(1→4), com substituições em O-6 por unidades simples de α-D-galactopiranose. A galactomanana da Fava Danta (Dimorphandra gardneriana) (FD) tem razão manose/galactose de 1,99 e massa molar de pico 7,0x106 g/mol. Vários tipos de modificações têm sido propostos desde o aumento da hidrofilicidade à adição de caráter hidrofóbico. O objetivo deste trabalho foi modificar a FD por reação com anidrido propiônico (FDPr), a fim de obter derivados capazes de formar nanopartículas auto-organizadas (NP). As NPs foram produzidas pelo método da diálise. A modificação da galactomanana foi confirmada pelo espectro de infravermelho e de ressonância magnética nuclear. Partículas com diâmetros entre 31 a 68 nm foram obtidas numa mesma concentração para diferentes derivados e o potencial zeta variou de – 29,0 a – 20 mV.
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INTRODUÇÃO


Galactomananas são polissacarídeos extraídos de sementes de leguminosas e de algumas fontes microbiológicas, como fungos(1) e liquens(2). Estruturalmente, as galactomananas apresentam uma cadeia principal formada por unidades β-(1→4)-D-manose (M) com ramificações de α-(1→6)-D-galactopiranose (G)(3) (Fig. 1).

As atividades biológicas dos polissacarídeos dependem de sua estrutura molecular, como sua composição monossacarídica, a ligação glicosídica da cadeia principal, grau de substituição, grau e tipo de ramificação e a conformação da cadeia principal (4).
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Fig. 1 - Estrutura química parcial das galactomananas, manose (M) e galactose (G).

Desde o início de 1980 a investigação de polímeros anfifílicos tem sido uma área de pesquisa em expansão levando a um crescente número de publicações anuais(5), devido as suas propriedades e potencial de utilização no setor farmacêutico, bioquímico e para aplicações médicas(6). 
A reação de acilação tem sido eficiente na introdução de grupos funcionais (Fig. 2). No caso específico de polissacarídeos, a modificação hidrofóbica tem sido utilizada como uma forma alternativa para melhorar sistemas bifásicos de polímeros, que são amplamente utilizados na obtenção de nanoesferas e/ou micropartículas utilizadas como sistemas de liberação controlada de farmacos(7). A presença de grupos hidrofóbicos vinculados à cadeia de polissacarídeo pode levar à formação de grandes agregados, que podem mudar as propriedades físico-químicas em solução como viscosidade, tensão superficial e solubilidade(6).
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Fig. 2 - Mecanismo da reação de acilação de uma manose da cadeia principal de uma galactomanana com anidrido acético.

 Em contato com meio aquoso, polímeros anfifílicos formam espontaneamente diferentes sistemas como micelas, nanopartículas, microesferas, lipossomas e hidrogéis por associações intra ou intermoleculares entre as porções hidrofóbicas, principalmente para minimizar a energia livre interfacial(8,9). 

Essas micelas têm características únicas, que dependem do grupo hidrofóbico adicionado, da razão de grupos hidrofílicos/hidrofóbicos, como as características reológicas, pequeno raio hidrodinâmico (menores que 1 µm) com estrutura núcleo-concha e estabilidade termodinâmica(9). Essas estruturas, em escala nano, têm recebido muita atenção devido as suas aplicações em diversas áreas, como a da ciência de coloides, da eletrônica, da tecnologia ambiental, de biotecnologia e da engenharia biomédica(10). 

As nanopartículas, formadas por auto-organização, são geralmente formadas por um núcleo hidrofóbico e um invólucro hidrofílico. Essa natureza anfifílica faz-se com que essas estruturas sejam um promissor carreador de fármacos hidrofóbicos(11). Acredita-se que esse sistema é vantajoso, uma vez que o núcleo hidrofóbico é um sítio para incorporação do fármaco e que a superfície hidrofílica pode ser usada para evitar ataques biológicos, como os de macrófagos e de proteínas plasmáticas. A estabilidade termodinâmica e o tamanho reduzido tornam essas nanopartículas veículos eficazes para a circulação prolongada na corrente sanguínea e para o direcionamento a tumores sólidos(10).
MATERIAIS E MÉTODOS

Materiais

 XE "3.1. MATERIAIS" 

A galactomanana da fava danta foi isolada por método descrito por CUNHA et al. (2009)(12) A água deionizada utilizada para os experimentos apresentava resistividade de 18 MΩ.cm, obtida de deionizador com resina de troca iônica (ELGA, modelo PURELAB Classic). A membrana de diálise foi obtida da Sigma-Aldrich com limite de massa molar de aproximadamente 12400 g/mol.

Reação de Acilação


Os derivados hidrofóbicos da galactomanana foram obtidos segundo o método descrito por MOTOZATO et al. (1986)(13) com modificações. A galactomanana (1,0 g, 6x10-3 mol de unidades glicosídicas) foi suspendida em 100 mL de formamida para todas as razões durante 24 horas a 50°C. Após este período adicionou-se diferentes quantidade de piridina e anidrido propiônico de modo a obtermos as razões molares de goma:piridina:anidrido propiônico, sumarizadas na Tab. 1. A mistura reacional foi deixada por 24 horas à 50°C e ao final do processo foi precipitada em água destilada. A galactomanana modificada (FDPr) obtida foi, então, liofilizada. 
Tabela 1 – Dados experimentais da reação de acilação da galactomanana.

	Amostra
	Volume Anidrido Acético (mL)
	Volume Piridina (mL)
	Razão molar goma:piridina:anidrido

(G/P/A)

	FDPr1:3:12
	9,6
	1,5
	1:3:12

	FDPr1:6:12
	9,6
	3,0
	1:6:12

	FDPr1:3:15
	12,0
	1,5
	1:3:15



Nanopartículas auto-organizadas de Galactomanana Hidrofóbica


Soluções de FDPr foram preparadas pela dissolução de 2 mg do polissacarídeo em 20 mL de dimetilsulfóxido e depois dialisadas contra água destilada com volume fixo de água (4,0 L) por três dias e acompanhado por condutância. O volume de líquido dentro da membrana de diálise foi medido ao final da reação para determinação da concentração final das nanopartículas.


Caracterização das partículas 


O diâmetro hidrodinâmico, a distribuição de tamanho das nanopartículas e potencial zeta foram determinados a 25°C utilizando o equipamento Nano Zetasizer da Malvern modelo ZEN 3500, com feixe de luz vermelha contínua e comprimento de onda de 633 nm. O modelo matemático de análise foi por número em triplicata. A análise estatística foi feita através do programa PRISM. O programa compara as variações de tamanho das repetições como também as variações de uma razão para outra. O resultado é obtido por valores menores ou maiores que P. Quando a análise indica P<0,05 os valores são significativos e quando P>0,05 os valores não são significativos. No caso do resultado ser significativo, o programa mostra que pode ser pouco significativo (*P<0,05), significativo (**P<0,05) e muito significativo (***P<0,05).
RESULTADOS E DISCUSSÃO


A presença de grupos éster nos derivados foi identificada por espectrocospia na região do infravermelho indicados pela nova absorção em 1740 cm-1, atribuída ao estiramento [image: image3.png]


 e a diminuição da intensidade da absorção em 3400 cm-1, atribuída ao estiramento da ligação [image: image5.png]


. Observa-se o aumento na intensidade das absorções em 1360 e 810 cm-1 atribuídas a deformação dos grupos [image: image7.png]CH,



 e [image: image9.png]CH,



, como, também, o desdobramento do sinal na região de 2900 cm-1, atribuído ao estiramento de grupo [image: image11.png]


, em duas absorções nos derivados, devido a presença dos grupos [image: image13.png]CH,



 e [image: image15.png]CH,



(10).
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Nanopartículas dos derivados hidrofóbicos foram sintetizadas pelo método de diálise, as partículas obtidas apresentaram um perfil unimodal para todos os derivados (Fig. 3).

Fig. 3 - Perfil de distribuição de tamanho para as nanopartículas via auto-organização de galactomananas modificadas.


A Tab. 2 apresenta os valores de diâmetro, potencial zeta e índice de polidispersividade das nanopartículas obtidas para os derivados hidrofóbicos da galactomanana. Observa-se que o aumento da razão de piridina como de anidirdo propiônico leva a uma diminuição do tamanho das nanopartículas, o potencial zeta torna-se menos negativo e um aumento do índice de polidispersividade.
Tab 2 – Dados para as nanopartículas via auto-organização para os derivados hidrofóbicos dagalactomanana,

	
	d (nm)
	Pζ (mV)
	IPd

	
	***P<0,05
	**P<0,05
	**P<0,05

	FDPr1:3:12
	68±3
	-29,0±0,6
	0,15±0,02

	FDPr1:6:12
	31±7
	-20±3
	0,19±0,07

	FDPr1:3:15
	38,0±0,5
	-20±2
	0,28±0,04



A formação das nanopartículas durante a diálise é baseada na lenta troca do solvente dimetilsulfóxido pela água, portanto o tamanho das nanopartículas é estabelecido pelo volume de solvente que é eliminado pelo núcleo hidrofóbico da nanopartícula durante o processo de formação, que depende das forças hidrofóbicas presente no derivado e de suas interações com o solvente dimetilsulfóxido e com a água(14). O aumento da hidrofobicidade do polissacarídeo deve aumentar a resistência a tranferência de massa, diminuindo o processo de difusão tornando as partículas maiores(15). O aumento das partículas não foi observado ao aumentarmos os reagentes da reação de acilação. 
CONCLUSÕES


A formação de nanopartículas via auto-organização mostrou-se uma rota eficiente para derivados hidrofóbicos da galactomanana. A modificação das condições reacionais modifica o comportamento de obtenção das nanopartículas, neste trabalho o aumento da hidrofobicidade, devido ao aumento de piridina ou de anidrido propiônico, diminuiu o tamanho das partículas, evidenciando que este não é o único fator que influência na formação de nanopartículas pelo processo de diálise. 
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NANOPARTICLES GALACTOMANNAN OF FAVA DANTA (Dimorphandra gardneriana) MODIFIED WITH PROPINIC ANHYDRIDE
ABSTRACT

Galactomannans are polysaccharides consisting reservation of a main chain of D-mannopyranose glycosidically linked β (1 → 4) with substitutions at O-6 by single units of α-D-galactopyranose. The galactomannan of Danta Fava (Dimorphandra gardneriana) (FD) ratio is mannose / galactose of 1.99 and molar mass peak of 7.0x106 g / mol. Various kinds of modifications have been proposed since the increased hydrophilicity to addition of hydrophobic character. The objective of this study was to modify the FD by reaction with propionic anhydride (FDPr) in order to obtain derivatives capable of forming self-assembled nanoparticles (NP). NPs were synthesized by the method of dialysis solutions FDPr in dimethylsulfoxide, with different degrees of modification and dialyzed against distilled water. The modification of the galactomannan was confirmed by infrared spectrum and nuclear magnetic resonance. Particles with diameters between 31 and 68 nm were obtained in the same concentration for various derivatives and zeta potential ranging from - 29.0 to - 20 mV.
Key-words: galactomannan, nanoparticles, self-assembled.
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