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RESUMO

Beads poliméricos de hidrogel sdo uma classe de materiais bastante
empregados em biotecnologia, principalmente como carreadores de agentes bioativos
por meio de entrega e liberacdo controlada. Recentemente, sais organicos liquidos a
temperatura ambiente, também chamados de liquidos ibnicos (LIs), tém sido utilizados
como solventes na producao de beads de hidrogel em sistemas de liberagdo. Neste
trabalho, beads de hidrogel sensiveis ao pH foram produzidos a base de alginato,
utilizando liquidos iénicos (LIs) de forma inédita como agentes reticulantes. Dentre os
LIs testados, o LI Al [brometo de 1-(4-etdxi-1-butanossulfonato)-3-metilimidazol], o
qual é inédito e foi sintetizado, e o LI A2 (hidrogenossulfonato de trietilaménio)
resultaram na formacéo de beads através de interacdo com o alginato. O LI Al e os
beads formados foram caracterizados atraveés de Espectroscopias de infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR), de Raman e de Ressonéancia Magnética Nuclear
(RMN-H), Analise Termogravimétrica (TGA) e Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV). As bandas em 1730 e 1035 cm™ vistas no espectro de FTIR mostraram
interacdes ibnicas e forcas intermoleculares entre os grupos carboxilato do alginato e
os grupos funcionais dos LIs, os quais indicaram uma reticulacéo idnica na formacéao
da rede polimérica. Testes de variacao do grau de intumescimento demonstraram que
sob pH 6,0 e 7,4, os beads apresentam dissolucao total em poucos minutos, enquanto
gue sob pH 1,2, permanecem estaveis durante 7 horas. Os farmacos indometacina e
5-fluorouracil foram encapsulados nos beads, como visto através dos espectros de
infravermelho. A liberacdo dos farmacos a partir dos beads formados com o LI Al
atingiu aproximadamente 50% (m/m) em 7 horas, sob pH 1,2, enquanto que os beads
formados com o LI A2 demonstraram néo liberar os farmacos. O modelo cinético de
liberacdo de farmacos de Korsmeyer-Peppas aplicado nao foi o mais adequado para
a compreensdo do mecanismo de liberagcéo a partir dos beads, sendo necesséria a
aplicacao de outros modelos para este estudo. No geral, o presente trabalho sugeriu
a obtencédo de um biomaterial com potencial aplicacdo no carreamento de farmacos

utilizados em tratamentos com especificidade de pH.

Palavras-chave: Beads Poliméricos. Intumescimento. Liberacdo de Farmacos.

Fluorouracil. Indometacina.



ABSTRACT

Polymeric hydrogel beads are a class of materials widely used in biotechnology,
mainly as carriers of bioactive agents through controlled delivery and release.
Recently, liquid organic salts at room temperature, also called ionic liquids (ILs), have
been used as solvents in the production of hydrogel beads in delivery systems. In this
work, pH-sensitive hydrogel beads were produced based on alginate, using ILs in an
unprecedented way as crosslinking agents. Among the tested ILs, the IL Al [1-(4-
ethoxy-1-butylsulfonic)-3-methylimidazolium bromide], which is unprecedented and
was synthesized, and the IL A2 (triethylammonium hydrogen sulfate) resulted in the
formation of beads through interaction with alginate. The IL A1 and the beads formed
were characterized by Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), Raman and
Nuclear Magnetic Resonance (NMR-1H) spectroscopies, Thermogravimetric Analysis
(TGA) and Scanning Electron Microscopy (SEM). The bands at 1730 and 1035 cm™
seen in the FTIR spectrum showed ionic interactions and intermolecular forces
between the alginate carboxylate groups and the functional groups of the ILs, which
indicated an ionic crosslinking in the formation of the polymeric network. Tests of
variation in the degree of swelling showed that under pH 6.0 and 7.4, the beads show
total dissolution in a few minutes, while under pH 1.2, they remain stable for 7 hours.
The drugs indomethacin and 5-fluorouracil were encapsulated in the beads, as seen
through the UV-Vis spectra. The release of drugs from beads formed with IL Al
reached approximately 50% (w/w) in 7 hours, under pH 1.2, while beads formed with
IL A2 demonstrated not to release drugs. The Korsmeyer-Peppas drug release kinetic
model applied was not the most suitable for understanding the release mechanism
from beads, requiring the application of other models for this study. In general, the
present study suggested obtaining a biomaterial with potential application in carrying

drugs used in treatments with specificity of pH.

Keywords: Polymeric beads. Swelling. Drug release. Fluorouracil. Indometacin.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de biomateriais tem emergido no ramo da biotecnologia,
principalmente no que diz respeito a procura por substancias com o desempenho de
tratar ou substituir tecidos, 6rgaos ou fungées do corpo por meio de resposta bioldgica
(HELMUS; TWEDEN, 1995). Polimeros naturais e sintéticos sao alguns dos
compostos utilizados em combinacdes para a formacdo de biomateriais, atuando
como carreadores de farmacos, biomarcadores, reconstrutores de tecidos,
membranas, dentre outras aplicagdes (OREFICE; PEREIRA; MANSUR, 2006). Na
composicdo destes compostos, os polimeros devem apresentar propriedades
especificas que garantam a isencdo de resposta biologica adversa, sendo néo-

toxicos, biocompativeis e bioestaveis.

Uma classe de biomateriais poliméricos extensivamente utilizados em
aplicacdes biomédicas sdo os hidrogéis. Definidos como redes tridimensionais
hidrofilicas e poliméricas capazes de absorver grandes quantidades de agua,
assemelham-se ao tecido vivo mais do que qualquer outra classe de polimeros
sintéticos (ESAM et al., 2011). Dependendo do tipo de hidrogel, a quantidade de agua
presente na rede pode variar entre 10% a milhares de vezes o0 seu proprio peso
(LYONS et al., 2009). A sua rede polimérica é formada atraves de reticulacdo quimica
ou fisica, soluvel em agua, que conferem ao mesmo consisténcia, flexibilidade e

permeabilidade, expandindo seu emprego como um biomaterial.

Dependendo das caracteristicas do polimero que compde o hidrogel, 0 mesmo
pode responder com sensibilidade a variacbes das condicdes no ambiente. Sao os
chamados “hidrogéis inteligentes”. Tratam-se de sistemas que podem mudar suas
propriedades com a variacao das condicfes externas do meio, como pH, temperatura,
luz, etc (TAKAHASHI, 2014). Os principais usos destes sistemas sdo direcionados a
liberacdo controlada de farmacos em tratamentos de varios tipos de doencas, além

da formacéao de curativos de queimaduras e ferimentos.

Os hidrogéis direcionados as aplicacbes biomédicas geralmente sao
preparados na forma de peliculas, filmes, cipsulas ou esferas, de acordo com a
finalidade do biomaterial em questdo. As esferas poliméricas, ou também os

chamados beads poliméricos, sédo redes tridimensionais que se interligam de forma
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esférica, formando uma casca de hidrogel com lacunas ou espagos em seu interior,

0s quais podem acomodar particulas ou farmacos (SEIDL et al., 1967).

Os beads séo obtidos na forma de pequenas esferas semelhantes a pérolas,
podendo ser firmes ou gelatinosos, opacos ou translicidos, onde a textura obtida e o
seu tamanho médio variam de acordo com o método de preparacdo. HA muitos
trabalhos que envolvem a formacédo de hidrogéis na forma de beads poliméricos em
diversas aplicagdes. Samah Hamed Almurisi et al., por exemplo, formaram beads
poliméricos de hidrogel baseados em alginato e quitosana para o encapsulamento
do farmaco paracetamol, a fim de estudar a viabilidade do material como um
carreador. J& Djamel Tahtat et al., desenvolveram beads poliméricos de hidrogel
baseados em alginato para a absorcéo de ions Pb (chumbo) no pH gastrico a fim de
prevenir o envenenamento causado pela intoxicacdo na ingestdo de chumbo no
organismo. (ALMURISI, S.H. et al., 2020; TAHTAT, D. et al, 2017)

O alginato € um polissacarideo extraido de algas marrons (Phaeophyceae),
composto por cadeias lineares de acido a-L-gulurénico (G) e acido B-D-manurénico
(M) (PAWAR; EDGAR, 2012; CAVALLARO et al., 2013; KHAZAELI; PARDAKHTY;
HASSANZADEH, 2008). Trata-se de um biopolimero de baixa toxicidade, hidrofilo e
relativamente barato com capacidade de se ligar a ions multivalentes para formar
beads de hidrogel (ROWLEY; MADLAMBAYAN; MOONEY, 1999; COMPOSADA et
al., 2015). Varios estudos descrevem a preparacao de beads formados por reticulacéo
de alginato também com outros polimeros (WANG; WANG; HUANG, 2017; KAMOUN
et al., 2015). Facchi et al.,, por exemplo, preparou beads de hidrogel usando
gotejamento constante de uma solucéo de alginato em quitosana sob lenta agitacao
(FACCHI et al., 2018).

Recentemente, liquidos i6nicos (LIs) foram desenvolvidos para dissolver
biopolimeros de baixa solubilidade, oferecendo a possibilidade de compor hidrogéis e
beads de hidrogel em sua formacdo. Os LIs sdo sais organicos que apresentam
temperatura de fusdo abaixo de 100° C, contendo em sua estrutura cations e anions
volumosos, com carga deslocalizada. Destacados entre 0s solventes por serem
considerados “solventes verdes”, sdo capazes de solubilizar tanto compostos
organicos polares e apolares quanto compostos inorganicos e poliméricos (LEE et al.,

2009). Alguns biopolimeros como quitosana, celulose e DNA sdo utilizados em
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biomateriais juntamente com liquidos ib6nicos para produzir beads, filmes ou

membranas em diversas aplicacdes (LEE et al., 2010).

Em 2016, D. Sathya Seeli et al. prepararam beads de hidrogel de goma de guar
e alginato carregados com ibuprofeno, para avaliar a viabilidade do sistema como um
carreador de farmacos (SEELI et al., 2016). Ja em 2008, Ya-Ni Dai et al. estudaram a
liberacdo de nifedipina dos beads de hidrogel formados a partir de N-succinyl
quitosana e alginato (DAl et al., 2008). A utilizac@o de sistemas constituidos por beads
de hidrogel intumesciveis (que podem inchar-se ou aumentar de volume sem a ruptura
da estrutura) é de grande interesse para o0 desenvolvimento de biomateriais
direcionados a liberacdo de farmacos, devido a vantagens como a capacidade de
incorporacao de altas concentracdes de farmacos e producao que recorre a técnicas
convencionais, além de apresentarem perfis de liberacdo reprodutiveis (LOPES;

LOBO; COSTA, 2005; KIERYSA et al., 2016).

Ha também diversos estudos relacionados a aplicacdo de beads de alginato
em liberacédo de farmacos atraveés de sistemas sensiveis ao pH. Na cadeia molecular
do alginato, ha a presenca de grupos —COOQO", os quais protonam em pH baixo e
desprotonam em pH alto. Quando em estruturas reticuladas, essas cadeias se
dissociam em pH basico, desestruturando o hidrogel, o que é possivel perceber pela
perda de agua e pelas propriedades de intumescimento do material. Isto demonstra
gue este biomaterial pode ser estudado na composicdo de hidrogéis inteligentes
sensiveis ao pH. Zi-Chen Yin et al. produziram beads de alginato com agar carregados
com indometacina que demonstraram uma resposta sensivel ao pH quando expostos

a simulacdes de diferentes regides do sistema digestivo (YIN; WANG; WANG, 2018).

Diante do grande numero de trabalhos divulgados a respeito do estudo de
beads baseados em alginato como carreadores de farmacos, € perceptivel que estes
biomateriais sdo promissores no desenvolvimento de novos produtos na industria
biomédica. Tendo em vista que uma reticulacédo idnica entre as cadeias poliméricas
na formacao dos beads de alginato requer a presenca de compostos ibnicos para que
haja ligacdes cruzadas entre as cadeias do polissacarideo, tem-se que os liquidos
ibnicos podem ser direcionados a formacdo destes materiais devido as suas
propriedades. Suas cadeias anfifilicas constituidas de diversas combinacdes de

cétions e anions abrem portas para que os liquidos ibnicos possam ser utilizados como
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eletrolitos, ligantes, estabilizantes, e também como possiveis agentes reticulantes na
formacdo de diversos materiais, como tais beads de hidrogel, por exemplo
(HUDDLESTON et al., 2001).

Atualmente, ndo ha trabalhos divulgados a cerca da utilizacdo de liquidos
ibnicos como agentes reticulantes na formacdo de hidrogéis ou outros materiais.
Desta forma, o objetivo deste trabalho consiste no desenvolvimento inédito de beads
de hidrogel sensiveis ao pH baseados em alginato e reticulados com liquidos ibnicos
especificos. Diante do cenério atual da busca por novos biomateriais baseados em
biopolimeros, os beads aqui formados sdo direcionados ao encapsulamento dos
farmacos indometacina e 5-fluorouracil em sua rede polimérica, para avaliacdo das

suas propriedades e da sua viabilidade como um carreador de farmacos.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 HIDROGEIS

Os hidrogéis sao materiais poliméricos naturais ou sintéticos constituidos por
uma rede tridimensional que possui uma alta capacidade de reter ou absorver grandes
guantidades de 4gua em sua estrutura, podendo atingir milhares de vezes a massa
dos polimeros presentes no sistema (PEPPAS et al., 2000). A presenca de grupos
hidrofilicos como —OH, —CONH-, —CONH2— na estrutura polimérica explica a alta

capacidade de absorcao de agua, a qual ocorre por meio interacdes.

Dependendo do tipo das interacbes que formam a estrutura da sua rede
polimérica no processo da gelificacdo (processo de formacéo de gel), os hidrogéis
podem ser classificados em fisicos e quimicos. Nos hidrogéis fisicos, a rede polimérica
e formada por meio de interacdes ndo-covalentes, nas quais a reticulacdo pode
ocorrer através de ligacbes de hidrogénio, forcas eletrostaticas, complexacao,
interacdes hidrofébicas, dentre outros (KAMATH; PARK, 1993; RIBEIRO et al., 2014).
Hidrogéis que sao reticulados com ligagBes idnicas podem se dissolver com a
variacao de alguns fatores externos, como pH e temperatura. Ja no caso dos hidrogéis
guimicos, também chamados de permanentes, as cadeias poliméricas séo ligadas
covalentemente, o que as torna coesas, sendo dificilmente desfeitas com o
aguecimento ou com adicéo de solventes (PEPPAS; KHARE, 1993).

De acordo com o grau de reticulacdo entre as cadeias poliméricas do
hidrogel, podem ser gerados comportamentos elasticos e viscoelasticos (quando
apresentam simultaneamente elasticidade e viscosidade), proporcionando aos
mesmos uma estrutura rigida e/ou elastica. Gulrez et al. complementam que é
possivel modificar a estrutura quimica do hidrogel a partir do controle de sua
polaridade, das propriedades superficiais e mecanicas, além da modificacdo do meio
no qual o material esta inserido (GULREZ; AL-ASSAF; PHILLIPS, 2011).

Os hidrogéis podem ser formados a partir de biopolimeros e polimeros naturais
como colageno hidrolisado e extratos fracionados de algas marinhas, por exemplo.
Também é comum a utilizacdo de hidrogéis formados a partir de polimeros sintéticos,

como os hidrogéis de polivinilpirrolidona, obtidos por Fechine et al., e os hidrogéis
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formados pela mistura de poli(alilbiguanido-co-alilamina) e poli(acool vinilico), obtidos
por Lio et al. (FECHINE; BARROS; CATALANI, 2004; LIO; MINOURA; NAGURA,
1995). No quadro 1, sdo apresentados alguns exemplos de polimeros naturais e
sintéticos utilizados na formacao de hidrogéis.

Quadro 1 - Exemplos de polimeros naturais e sintéticos usados na formacgéo de hidrogéis.

Polimeros naturais Polimeros sintéticos
Quitosana Polimetacrilato de hidroxietila
Alginato Poli (N-(2-hidroxipropil) metacrilato)
Carboximetilcelulose Polivinilpirrolidona
Metilcelulose Poliacrilamida
Colageno Poliacetato de vinila
Gelatina Poli (N-isopropil-acrilamida)
Acido hialurénico Poli (4cido metacrilico)

Fonte: DAVIS; ANSETH (2002)

A forma e a flexibilidade dos hidrogéis contribuem para a sua extensa aplicacao
em biomedicina e biologia. Sao utilizados principalmente na administracdo de
farmacos que reduzem inflamacéo, além de serem aplicados na producéo de lentes
de contato, de tecidos regeneradores (scaffolds), de pomadas cicatrizantes, no
revestimento de medicamentos e em sistemas de liberacdo de farmacos, como
carreadores (AHMED et al., 2015). No caso destes sistemas de liberacéo, os hidrogéis
oferecem vantagens como acdo prolongada e efeitos colaterais reduzidos em

comparacao com a administracdo convencional de farmacos (SANDEEP; SL, 2012).

Hidrogéis “inteligentes” apresentam resposta a estimulos externos, inchando e
colapsando reversivelmente diante de alteracdes em condi¢des ambientais, tais como
temperatura, pH, forcas ibnicas, campo elétrico e magnético, luz, pressédo, dentre
outros (OLIVEIRA et al., 2014). Hidrogéis termossensiveis incham ou desincham
(intumescem ou desintumescem) com as mudancas de temperatura no fluido
envolvente, podendo detectar condicdes febris no organismo (GALAEV,
MATTIASSON, 2007). Ja a resposta ao pH é produzida a partir de polimeros que
possuem grupos idnicos livres, 0s quais em solucao aquosa podem sofrer interacoes,

ser protonados ou desprotonados, induzindo a alterac6es na rede do polimero. No
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organismo, por exemplo, estas alteracdes geram respostas em diferentes regides do
trato gastrointestinal, onde o pH passa de &cido (pH = 1,2), no estdbmago, a basico (pH
= 5,0 - 8,0) no intestino (COSTA, 2012). Alguns hidrogéis sdo sensiveis a variacdo
das forcas ibnicas, quando h& a presenca de sais no meio, podendo se contrair e
liberar um agente terapéutico com o aumento da concentragcédo de ions (MACHADO
et al., 2014).

2.2 PROCESSOS DE RETICULACAO POLIMERICA

Reticulacdo polimérica, ou crosslinking, € um processo que ocorre quando
cadeias poliméricas lineares ou ramificadas séo interligadas por ligacdes cruzadas
formando polimeros tridimensionais (STEVENS, 1999). Quanto maior o grau de
reticulacéo, mais rigida e consistente se torna a estrutura, o que demonstra que estas
ligacdes cruzadas conferem estabilidade a rede. H& diversos trabalhos relacionados
a formacéo de materiais baseados em redes poliméricas resultantes de processos de
reticulagdo. O exemplo mais comum é o do processo de vulcanizacao (figura 1), onde
cadeias de poli-isopreno (borracha natural) reagem com enxofre fazendo pontes
através de ligacdes covalentes para formar borracha no estado elastico, também
conhecida como borracha vulcanizada (MORTON, 1989; CAETANO, 2019).

Figura 1 - Reticulacdo do poli-isopreno no processo de vulcanizagao.

ke
H |
C—C—C—C—C—C—C=C—C—
HszéHHleHHHZ
\S\
5—S ?
— H
\__ S/ \S t=C—C—C—C—C—C—C=C—
+ 7 |_...HHH2|HH2H2HH
HQC S\ /S 8
A 5s—S -0
poli-isopreno enxofre

poli-isopreno reticulado
(cross-linked)

Fonte: Adaptado de CAETANO (2019)

A formacado de ligacbes cruzadas é um dos principais métodos utilizados
atualmente na preparacdo de hidrogéis. As reticulagbes sdo realizadas entre

polimeros hidrofilicos especificos de modo a conferir ao material propriedades fisico-
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guimicas com uma variadade de aplicagfes. Os materiais tridimensionais resultantes
séo altamente dependentes do tipo e do grau de reticulacéo para aplicacdes diversas.
Vagner R. Botaro et al., por exemplo, descreveram, em 2009, a sintese de hidrogéis
superabsorvente a base de acetato de celulose reticulados com dianidrido 3,3,4,4’
benzofenona para uso em sistemas de liberacdo controlada de medicamentos,
processos de tratamento de agua e de separacdo (BOTARO; SANTOS; OLIVEIRA,
20009).

Comumente, é possivel encontrar a formacado de hidrogéis reticulados através
de trés tipos de ligacdo entre as cadeias: reticulagao ionica, reticulagdo covalente e

reticulacao celular.

2.2.1 Reticulagéo ibnica

Consiste na combinacdo de solu¢des poliméricas com agentes reticulantes
ibnicos, como cations multivalentes, por exemplo, interligando as cadeias com um alto
grau de ordenacdo. As ligacbes cruzadas ocorrem por meio de interacfes
eletrostaticas entre as cadeias (SHANURA et al., 2019). Este tipo de reticulacéo
normalmente leva a formacéo de hidrogéis fisicos, podendo sofrer alteracdes em sua
estrutura com a mudanca das condi¢cées do meio. O Cloreto de célcio (CaCl2) € um

dos agentes mais frequentemente usados na reticulacao idnica de hidrogéis.

A formacdo de hidrogéis por este tipo de reticulagdo geralmente ocorre de
maneira rapida. Em alguns casos, pode ocorrer uma gelificacdo mal controlada
dependendo da taxa de reticulacéo, a qual influencia na uniformidade e na resisténcia
do hidrogel. Desta forma, muitas vezes sao utilizados compostos que interajam com
0 agente reticulante competindo com os polimeros, para que a gelificacdo seja
retardada e ocorra de maneira mais controlada (CROW; NELSON, 2006). A
temperatura também influencia na taxa de reticulacdo. Em temperaturas mais baixas,
por exemplo, a reatividade reticulante idnico pode ser reduzida e a reticulacédo ocorre
de maneira mais lenta, levando a uma estrutura com melhores propriedades
mecanicas (AUGST; KONG; MOONEY, 2006) de maneira mais lenta, levando a uma
estrutura com melhores propriedades mecanicas (AUGST; KONG; MOONEY, 2006).
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Dentre os trabalhos divulgados a cerca de hidrogéis formados por reticulagcao
ibnica em polimeros, encontra-se diversas aplicacdes. Recentemente, Hamza
Shehzad et al., sintetizou beads poliméricos de hidrogel a partir da reticulacéo ibnica
entre o biopolimero alginato funcionalizado e o CaClz, onde os cations Ca?
interagiram por forgas eletrostaticas com grupos carboxilato do alginato, conforme a
figura 2. Os grupos funcionais amina e amida presentes nas por¢gdes carbamato
criaram novos sites ativos também atuaram como ligantes quelantes, interagindo com
outros grupos na estrutura. O material formado foi direcionado a aplicagdo de
biossorcdo de ions Ag*?, a fim de recuperar ions metalicos da lixiviagdo em licores de
baixa ou moderada concentracdo (SHEHZAD et al., 2018).

Figura 2 - Reticulacdo idnica entre alginato funcionalizado e CaClz na formacé&o de hidrogéis.
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Fonte: Adaptado de SHEHZAD et al. (2018)

Devido a liberacdo de ions por dissolucdo no meio circundante através de
reacdes de troca com outros ions, os hidrogéis formados por reticulacdo idnica
apresentam estabilidade limitada em determinadas condicdes fisioldgicas. Fatores
biologicos podem influenciar na eficiéncia destes hidrogéis em aplicacées biomédicas.
Desta forma, a escolha do tipo de agente reticulante juntamente com o uso de

estabilizantes auxilia na eficacia da  aplicacéo do biomaterial.
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2.2.2 Reticulagéo covalente

Trata-se de um processo de reticulagdo que ocorre através da formacédo de
ligacdes covalentes entre as cadeias poliméricas, gerando hidrogéis estaveis e coesos
devido a forca e a estabilidade da ligacdo (PEPPAS; KHARE, 1993). A reticulacdo
covalente forma hidrogéis quimicos, os quais ndo sofrem alteracdes em sua estrutura
com mudancgas fisiologicas do meio. E necessaria uma reacio quimica ou um choque

mecanico para que a estrutura do hidrogel seja deformada.

A ligacdo covalente formada na reticulagdo pode ocorrer entre 0S grupos
funcionais terminais das cadeias poliméricas e do agente reticulante, ou também pode
ocorrer por meio de irradiacdo. A radiacdo ionizante transfere energia para os atomos
da cadeia, 0s quais passam para o estado excitado e decaem para 0 estado
fundamental, estimulando a quebra heterolitica ou homolitica de ligacbes e
favorecendo a formacao de radicais. Os radicais reagem no processo de formacao

das ligacdes cruzadas, formando ligacées covalentes (EVORA et al., 2002).

Em 2004, Kuen Yong Leea, Kamal H. Bouhadira, B. e David J. Mooney
formaram hidrogéis através da reticulacdo covalente entre o poli(aldeido guluronato)
e a poli(acrilamida-co-hidrazida), a qual atuou como agente reticulante na formacéo
da rede polimérica, a fim de produzir hidrogéis com um controle mais rigido sobre as
taxas de degradacdo e rigidez mecanica (LEE; BOUHADIR; MOONEY, 2004).
Conforme mostrado na figura 3, este processo de reticulacdo foi resultado da
substituicdo nucleofilica na carbonila dos grupos aldeido do poli(aldeido guluronato)
pelos grupos amida da poli(acrilamida-co-hidrazida), formando ligacdes covalentes

gue tornam os hidrogéis estaveis e resistentes.
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Figura 3 - Reticulacéo covalente entre poli(aldeido guluronato) e poli(acrilamida-co-hidrazida) na formagao de
hidrogéis.
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Fonte: Adaptado de LEE; BOUHADIR; MOONEY (2004).

Durante a migracdo de agua pela superficie de hidrogéis resultantes de
reticulacdo covalente, ndo ha a dissolucdo de ions no meio e 0s polimeros
permanecem estaveis em sua composicao. A incapacidade de dissociar faz com que
a estrutura do material seja mantida. Porém, os agentes de reticulacdo covalente
podem ser toxicos e gerar produtos na reacao de formacdo do hidrogel que devem
ser removidos do material (ZHAO et al., 2010). Diferentes tipos de moléculas utilizadas
como agentes reticulantes podem apresentar diferentes resultados nas propriedades
mecanicas e na taxa de intumescimento dos hidrogéis formados. O polietilenoglicol
funcionalizado com grupos amina, por exemplo, € um agente reticulante bastante
utilizado, o qual é caracteristico por conferir baixa elasticidade ao hidrogel a partir de
uma determinada massa molecular das cadeias interligadas (EISELT; LEE; MOONEY,
1999).

2.2.3 Reticulacéo celular

A imobilizacdo de células em redes poliméricas para a formacao de hidrogéis
vem sendo divulgada em trabalhos das areas biomédica e farmacéutica (LUTOLF et
al., 2003). Apesar de ser pouco citada, a reticulacdo celular € vista como uma
alternativa aos métodos de preparacdo de géis, devido a capacidade das células
contribuirem na formacao das ligacdes cruzadas. No processo, as cadeias poliméricas

sdo modificadas pelos ligantes das moléculas de adeséo celular (ou integrinas,
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moléculas responsaveis pela ligacdo entre as células ou entre células e a matriz
extracelular), formando a rede com as ligacdes cruzadas entre varias cadeias
celulares através de interacfes receptor-ligante, sem precisar da presenca de agentes
reticulantes (LEE et al., 2003; ECHALIER et al., 2019).

Funcionalizacdes realizadas em biopolimeros auxiliam na interacdo de grupos
funcionais especificos com integrinas de células. Jeanie L. Drury et al., por exemplo,
formou hidrogéis a partir da reticulac@o entre cadeias de alginato funcionalizado com
a sequéncia de peptideos RGD (Arginina-Glicina-Acido Aspartico), e integrinas osp1
de células embrionarias C2Ci2 de ratos, conforme a figura 4. O acoplamento dos
peptideos a cadeia de alginato resultou num material no qual as células C2C12 podem
ser aderidas, formando liga¢gdes diretas com o polimero (DRURY; BOONTHEEKUL;
MOONEY, 2005).

Figura 4 - InteracGes entre o alginato funcionalizado com uma sequéncia de peptideos RGD, e integrinas de
células embrionarias de ratos, na reticulagéo celular para formagéo de hidrogéis.
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Fonte: adaptado de DRURY; BOONTHEEKUL; MOONEY (2005).

Uma limitacdo neste processo sao as interacdes célula-célula que podem
ocorrer, formando uma agregacdo que resulta em estruturas nado uniformes nos

hidrogéis. Contudo, o tipo de célula imobilizada no sistema pode ser escolhida de
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acordo com as propriedades requeridas para o material, possibilitando a moldagem
do hidrogel. Essa abordagem representa meios promissores de entrega de células
especificas em tratamentos terapéuticos no corpo, além de fornecer um novo sistema
onde seja possivel simular as interagbes célula-ligante que ocorrem nos processos

biolégicos.

2.3  ALGINATO: PROPRIEDADES E FORMACAO DE HIDROGEIS

O alginato € um polissacarideo tipicamente extraido de algas marrons da classe
Phaeophyceae, incluindo as algas Laminariahyperborea, Macrocys-tispyrifera,
Laminariadigitata, Ascophyllumnodosum, Laminaria japonica, Ecloniamaxima,
Lessonianigrescens, Durvilleaantarctica e Sargassum por tratamento com solucbes
alcalinas aquosas (SMIDSROD; SKJAK-BRAK, 1990). Também pode ser obtido a
partir de biossintese bacteriana, por bactérias como Azotobacter e Pseudomonas
(DRAGET, 2000). Em sua estrutura, o alginato € constituido por copolimeros lineares
contendo blocos de acido a-L-gulurénico (G) e acido B-D-manurbnico (M), os quais
constroem a estrutura pela formacéo de blocos G-G, G-M e M-M, conforme a figura5
(CAVALLARO et al., 2013; KHAZAELI; PARDAKHTY; HASSANZADEH, 2008).
Alginatos extraidos de fontes diferentes variam na ordem de organizacéao dos blocos
e no comprimento de cada um deles (OSTGAARD et al., 1993).
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Figura 5 - Estrutura quimica do alginato. Blocos lineares do polimeros na construcdo M-M (A), G-G (B)e  M-G
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Fonte: Adaptado de OSTGAARD et al. (1993).

O alginato € um dos biopolimeros mais amplamente investigados devido a sua
biocompatibilidade, baixa toxicidade e biodegradabilidade. Suas aplicacdes englobam
principalmente a producfes de géis gracas ao processo de gelificacdo no qual as
cadeias do alginato participam de reticulacdo intermolecular na presenca de ions
multivalentes, como cations Ca?*, ou na presenca de outros agentes reticulantes
(CRISPIN; ULISSES; ADRIANA, 2008). Os hidrogéis de alginato podem ser
preparados por meio de ligacbes cruzadas e a sua similaridade estrutural com
matrizes extracelulares de tecidos vivos expande suas aplicacdes em cicatrizacdo de
feridas, administracdo de agentes bioativos, como farmacos e proteinas, além de
auxiliar no transplante de células (LEE, K. Y.; MOONEY, 2001). Pelo fato de poderem
ser administrados ou injetados no corpo por via oral, os hidrogéis de alginato

apresentam uma ampla utilizacdo na area farmacéutica.

Para formar os géis de alginato, solucdes contendo alginato sdo adicionadas a
solucdes contendo altas concentracdes de cations, formando interacdes eletrostaticas
entre os blocos por meio de reticulagéo ibnica. Zonas sao criadas no espago em que
as cadeias estado interligadas, como num modelo de “caixa de ovo” (figura 6),
acomodando os cétions em sua estrutura (GRANT, G. T. et al., 1973; LEE; MOONEY,
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2012; JUAREZ et al., 2014). Reticula¢des covalentes também podem ocorrer, como
no caso da preparacéo de hidrogéis de alginato com poli (etileno glicol) — diaminas,
através da formacéo de ligacbes covalente (EISELT; LEE; MOONEY, 1999). A rigidez
e a elasticidade dos géis formados dependem do tipo de cétion utilizado e do graude
reticulacdo proveniente da concentracdo tanto do alginato quanto dos cétions em
solugéo. Propriedades como namero atdmico, raio iénico, forca ibnica e afinidade
guimica em relacdo ao alginato também definem as principais caracteristicas do gel.

Figura 6 - LigagOes cruzadas entre cations Ca?* e cadeias de alginato, formando estrutura do tipo "caixa de ovo".

Fonte: Adaptado de JUAREZ et al. (2014).

Geralmente, os hidrogéis de alginato formados sédo nanoporosos (tamanho dos
poros ~5 nm), o que faz com que haja rapida difusdo de pequenas particulas atraves
de sua superficie (BOONTHEEKUL; KONG; MOONEY, 2005). Na industria
farmacéutica, estes hidrogéis podem desempenhar um papel significativo na liberacéo
controlada de farmacos, conforme ja é visto em diversos trabalhos divulgados, além
de serem usados como espessantes, agentes formadores e estabilizantes (LEE;
MOONEY, 2012).

Varios medicamentos ja foram estudados em relacdo a sua entrega controlada
a partir destes biomateriais, como o flurbiprofeno e o metatrexato, demonstrados na
figura 7. Como resultados, foi confirmado que quanto maior o grau de reticulacdo no
hidrogel, mais prolongada é a liberacdo. Segundo Maiti S et al., a liberacdo completa
de flurbiprofeno a partir de géis de alginato reticulados ocorreu em 1,5 h (MAITI et al.,

2009). J& na liberacdo do farmaco incorporado em esferas poliméricas (beads
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poliméricos) de alginato reticulado com ions calcio e acido adipico levou a uma
liberacdo prolongada devido ao aumento do numero de ligagbes cruzadas na
estrutura. O metotrexato foi rapidamente liberado por difuséo, por n&o interagir com o
alginato, enquanto a doxorrubicina, covalentemente ligada ao alginato, foi liberada por
hidrélise quimica (BOUHADIR; ALSBERG; MOONEY, 2001).

Figura 7 - Estruturas quimicas dos farmacos metotrexato e flurbiprofeno.
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Fonte: Adaptado de MAITI et al. (2009) e BOUHADIR; ALSBERG; MOONEY (2001).

2.4  LIQUIDOS IONICOS

Liquidos i6nicos (LIs) sdo compostos ibnicos que apresentam ponto de fusao
abaixo de 100 °C (WASSERSCHEID; WELTON, 2002). Sua estrutura é constituida
por cations organicos volumosos e nao simétricos, e anions organicos ou inorganicos
fracamente coordenados. O grande volume dos ions impede uma polarizacdo da
carga pela cadeia por impedimento estérico. Desta forma, a carga é dispersa ao longo
da cadeia, evitando o empacotamento da rede e diminuindo seu ponto de fusao.
Diferentemente dos ions de sais inorganicos, 0s quais sdo considerados espécies
esféricas, os ions volumosos dos Lls possuem uma forma mais complicada. A
disperséo da carga reduz a repulséo eletrostatica entre os ions organicos carregados
e lhes permite realizar também outros tipos de interacdes nao-covalentes (DEL
POPOLO; VOTH, 2004). Assim, os LIs sdo capazes de formar interacbes mais

diversificadas, em comparacédo aos sais inorganicos fundidos em altas temperaturas.

De acordo com a sua composicao, os LIs podem ser classificados em aproticos,
proéticos e zwitteribnicos, estes Ultimos carregam tanto a carga positiva quanto a carga
negativa na mesma estrutura (figura 8) (ARMAND et al., 2009). Além disso, ha
diversas combinacdes de cations e anions na formacao dos Lls (figura 9) que lhe

conferem a possibilidade de serem preparados com propriedades especificas
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desejaveis (EGOROVA; GORDEEV; ANANIKOV, 2017). E possivel otimizar e ajustar
propriedades como viscosidade, ponto de fusdo, solubilidade, densidade, dentre
outras, de acordo com a finalidade da aplicacdo do LI. Esta flexibilidade faz com que
haja uma ampla gama de aplicacdo destes compostos.

Figura 8 - Classificacéo dos liquidos ibnicos.
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Fonte: Adaptado de ARMAND et al. (2009).

Figura 9 - Exemplos de cétions e anions comumente utilizados na formac&o de Lls.

v Imidazol Piridina  Piperidina  Pirrolidina  Quinolinio Morfglfnio Fosfonio Amonio
4 = Z = quaternario  quaternario
s o, O O ] R, R R, R
E RN N S N N SN N R N
0 P s’ 3 37 N2 3 SN2
) R HC” R HC R | He' R R R? R R
Tetrafluoroborato Hexafluorofosfato  Metil sulfato Octil sulfato ~ Acessulfame Haletos
F (o] 2
%) P Fo, f.oF HsC g 0  HyCs g-o e |O\S’:\O G R
o - 12 C -3¢ 1708. 5~ N
g F F FII\F (o} 5 (o] b L
= (o]
oL Bis(triflucrometilsulfonil)amida Bis(triflucrometilyamida Dicianamida Trifluorometano sulfonato
(o] o S
Fgc\/‘é i ?’(CFJ Fﬁc\N’CF‘J N=C'N‘C=N _ g
P~ N=SG o =0
(o] (o] \
CF4

Fonte: Adaptado de EGOROVA; GORDEEV; ANANIKOV (2017).

Uma das caracteristicas mais importantes dos LIs € a existéncia de estruturas
de “gaiola” estaveis estabelecidas por interacfes entre as cadeias. Na fase liquida, os
ions do LI tendem a automontar-se através da formacéo de ligacdes de hidrogénio ou
de outros tipos de interacao entre si, levando a formacao de nano ou microestruturas
anfifilicas que alteram substancialmente as propriedades do sistema. Assim, os LIs
podem acomodar e segurar moléculas de substrato, por exemplo, nestas estruturas
(“gaiolas”) como um nanorreator, isolando as moléculas reagentes no meio e exibindo

efeito catalitico, de modo que pode acelerar as reacdes quimicas.
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Também conhecidos como “designer solvents”, os Lls podem ser utilizados
como “solventes verdes”, devido a sua baixa presséo de vapor (baixa volatilidade),
alta estabilidade térmica e sua capacidade de dissolver tanto compostos organicos
polares e apolares, quanto compostos inorganicos e poliméricos (WASSERSCHEID;
KEIM, 2000; LEE et al., 2009). Dependendo da combinacao de cations e anions, os
LIs formam microestruturas que podem acarretar misturas homogéneas e
heterogéneas com um soluto ou substrato dentro do mesmo sistema, o que € crucial

para a analise de fatores biolégicos em diferentes aplicacdes (KASHIN et al., 2016).

Atualmente, € possivel encontrar diversos estudos sobre a aplicacdo de
liguidos i6nicos na area farmacéutica, principalmente no que diz respeito a
solubilizacdo de medicamentos pouco soluveis. Muitos LIs podem ser utilizados como
solubilizantes na sintese de Ingredientes Farmacéuticos Ativos (APIs), atuando como
participantes complementares na sintese de drogas. Anexos a moléculas de farmacos
por meio de reagdes quimicas, os LIs podem auxiliar na biodisponibilidade e no
aprimoramento da eficacia do farmaco em aplicacdes biomédicas (BICA et al., 2010).
LIs ja foram testados em microemulsdes, agindo na substituicio de O6leo, agua,
aditivos ou surfactantes, além de exibirem atividade antimicrobiana, sendo utilizados
como conservantes de formulacdo (QIU; TEXTER, 2008; PERNAK;
SOBASZKIEWICZ; MIRSKA, 2003). Isto demonstra que estes compostos séo

promissores no crescente desenvolvimento de materiais biotecnoldgicos.

2.5 INTUMESCIMENTO E MECANISMOS DE LIBERACAO DE FARMACOS

O transporte de um solvente para o interior de um sistema polimérico causando
inchaco no mesmo € chamado de intumescimento. A forca elastica criada pela
expansédo da cadeia contrabalanca a forca osmotica da entrada do solvente, fazendo
com que a rede polimérica fique inchada sem modificar a sua estrutura (PEPPAS et
al., 1980). A capacidade de adsorcao de solutos nestes sistemas esta diretamente
ligada a sua capacidade de absorver e reter quantidades significativas de solvente,
como a agua, por exemplo. Desta forma, a difusdo de fluidos pela rede polimérica
permite que estes materiais possam ser utilizados como sistemas de liberacéo

controlada.
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A liberacédo de agentes bioativos a partir destes sistemas ocorre por meio de
difuséo, apresentando diversos comportamentos. Na presenca de fluidos biolégicos,
a rede hidrata e intumesce, possibilitando a difusdo das moléculas do farmaco, por
exemplo, para o meio externo (DANCKWERTS; FASSIHI, 1991). Reag¢fes quimicas
e enzimaticas ou mudancas nas condicdes do meio também podem ocorrer,
ocasionando a degradacdo das ligagcbes cruzadas da rede polimérica e,
consequentemente, a dissolugcdo do material (degradacdo do material). Neste caso,
tanto a difusdo como a degradacédo contribuem para a liberacdo do farmaco. A figura
10 ilustra a difusdo do farmaco por uma rede polimérica esférica através de

intumescimento e degradacéao.

Figura 10 - Rede polimérica esférica com moléculas de farmaco dispersas em seu interior (A); Rede intumescida
com agua (B); Dissolucéo e dispersao do farmaco pela rede intumescida (C); Liberagdo do farmaco no meio
causada pela degradacéo da rede polimérica (D).

A B

Fonte: A autora (2020).

A taxa de liberacdo do farmaco num meio é controlada pela taxa de difusdo da
agua no sistema, ou seja, pela taxa de intumescimento, a qual revela muito sobre o
sistema (COSTA; LOBO, 2001). Elevadas taxas de intumescimento ou absorcéo de
agua resultam em rapida e descontrolada liberacdo do farmaco, demonstrando
reducéo estrutural da rede polimérica, além de trazer consequéncias indesejaveis pro
material como a aceleracdo da degradacédo e do atague de microorganismos. Com

isso, 0 entendimento do mecanismo de difusdo e da cinética do intumescimento na
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rede, juntamente com o conhecimento dos fendmenos que influenciam na difusdo do
farmaco pelo sistema como o formato geométrico da rede polimérica e o meio em que
se encontra o sistema, ajudam a prever como ocorrerd a liberacdo do farmaco no
organismo.

Levando em consideracdo as propriedades fisicas do material, e que ha
interacdo entre o solvente e a rede polimérica, varios mecanismos de difusdo podem
ser observados. Segundo a primeira lei de Fick, o potencial termodinamico
responsavel pelo fendbmeno da difusdo é o gradiente de concentragdo. O fluxo de
difusdo ocorre na direcdo contraria ao do gradiente de concentracdo, ou seja, no
sentido das concentragbes altas para as concentracdes baixas (FRISH; STERN,
1983). Porém, fatores como o tipo de solvente ou possiveis interacbes na rede
polimérica por onde ocorre a difuséo, podem interferir na velocidade deste fluxo no
sistema. Desta forma, os mecanismos de difusdo e intumescimento vistos nos
sistemas poliméricos s&o classificados de acordo com as velocidades relativas de
difusdo do solvente e de relaxamento da rede em difusdo Fickiana (caso I) e difusao

nao-Fickiana (caso Il ou caso anémalo):

a) Difuséo Fickiana ou caso I: Segue o modelo das leis de Fick. Ocorre quando a
velocidade de difusdo do solvente para dentro da rede € muito menor que a velocidade
de relaxamento da cadeia polimérica, a qual representa a velocidade com a qual o
polimero reorganiza sua estrutura para acomodar as moléculas da agua, entrando
num estado de equilibrio (CARDOT, 1997). Na liberacéo, o farmaco ou o soluto se
dissolve na rede intumescida antes de atravessar o material para 0 meio externo,
sendo liberado devido a diferenca de concentracdo nos dois lados. Em 2015, por
exemplo, Jorge Gabriel dos Santos Batista produziu hidrogéis de quitosana, amido de
milho modificado e poli(N-vinil-2-pirrolidona), contendo diclofenaco soédico, onde
também foram realizados estudos a respeito do mecanismo de difusdo do farmaco
pela rede polimérica. Foi demonstrado que os hidrogéis contendo quitosana e poli(N-
vinil-2-pirrolidona) nas razdes de 30:70 e 70:30 apresentaram uma difusdo do tipo
Fickiana, ocorrendo a dissolucdo do farmaco na rede seguida do fluxo pelo gradiente
de concentracéo (BATISTA, J. G. S., 2015).

b) Difusdo nado-Fickiana (caso Il ou caso anémalo): Nao se enquadra no modelo

das leis de Fick. Ocorre quando a velocidade de difusdo do solvente é maior (caso Il)
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ou apresenta mesma magnitude (caso andmalo) que a velocidade de relaxamento
da rede polimérica, devido ao fato de as cadeias poliméricas, neste caso, ndo apresentarem
mobilidade suficiente para permitir uma acomodacédo rapida de agua no interior da rede
(SUJJA-AREEVATH et al., 1998). Na liberacdo de farmaco, esta mobilidade € definida de
acordo com a forma como as moléculas de soluto estdo distribuidas na estrutura, fazendo
surgir forcas de compressédo ou de tracdo entre as cadeias. O transporte das moléculas
também pode ser afetado pela presenca de microcavidades existentes na rede polimérica.
Fernanda Mansano Carbinatto, por exemplo, preparou em sua dissertacdo de mestrado pela
Universidade Estadual Paulista comprimidos a partir de uma mistura polimérica de pectina e
amilose, contendo nimesulida, onde foi analisado o mecanismo de difusdo do farmaco no
meio. Através de célculos realizados, foi demonstrada uma difusdo ndo-Fickiana com o fluxo
do farmaco do tipo anbmalo, sugerindo que a liberacdo da nimesulida ocorre com
velocidade de mesma magnitude em que a rede polimérica é relaxada (CARBINATTO, F. M.,
2010).

O perfil de intumescimento pode ser interpretado medindo o grau de
intumescimento da rede polimérica em funcéo do tempo, através do calculo do ganho
de massa de agua no material depois de um certo tempo. Matematicamente, é
possivel prever qual o mecanismo de difusédo do solvente pela rede e interpretar como
ocorre o mecanismo de dissolu¢cdo de um farmaco ou de um soluto no processo de
liberacdo, a qual pode ser descrita por varios modelos cinéticos como o de ordem
zero, de primeira ordem, de Korsmeyer-Peppas, Higuchi, Hixson-Crowell e Baker-
Lonsdale (COSTA; LOBO, 2001). O modelo de Korsmeyer-Peppas, em especial,
representa a dissolucdo do farmaco ou do soluto da rede com o tempo,
(KORSMEYER, R.W. et al., 1983) de acordo com a equacao 1:

Q= M=kt (1)
Meo
onde M; representa a quantidade de farmaco liberada apdés o tempo t, M- € a
guantidade total de farmaco liberado num tempo infinito, ou seja, a quantidade inicial
de farmaco, k é a constante cinética de proporcionalidade, a qual incorpora
caracteristicas da rede, e n é o expoente difusional, parametro que depende do
mecanismo de difusdo. Este modelo deve ser aplicado apenas entre os estagios
iniciais até os primeiros 60% de farmaco liberados. ApGs este estagio, a taxa de
intumescimento ndo varia mais com o tempo, ou seja, 0 material atinge o estado de

equilibrio.



42

A determinacéo dos valores de n e k pode ser feita através da linearizacao da
equacao 1, representada pela equacgéo 2. Plota-se a curva de In Q vs In t, da qual o

coeficiente angular € o valor do expoente difusional n, e o coeficiente linear é In k.
INQ=n.Int+ Ink (2)

As equacdes relatadas representam retas e a regresséo linear dos valores
obtidos para Q e t permite verificar se 0 modelo descreve bem a difusao do soluto pela
rede, analisando os valores do coeficiente de correlacdo R? da reta (CARBINATTO,
2010). O valor da constante cinética k representa um significado agrupado que inclui
propriedades geométricas do material, propriedades do soluto e interacdes rede
polimérica-soluto. J& o valor de n indica qual o tipo de mecanismo de difusdo do
farmaco pelo material e apresenta resultados diferentes de acordo com as formas
geométricas da rede polimérica. Para materiais esféricos como os beads poliméricos,
por exemplo, os mecanismos de difuséo sdo representados pela variacao dos valores
de n demonstrados na tabela 1 (SIEPMANN; PEPPAS, 2001).

Tabela 1 - Expoente difusional n do modelo de Korsmeyer-Peppas e mecanismos de difusdo.

Expoente n Mecanismo de difuséo

0,43 Difusao Fickiana

0,43 < n <0,85 | Difusdo nao-Fickiana (caso anémalo)

0,85 Difusédo nado-Fickiana (caso Il)
Fonte: SIEEPMANN; PEPPAS (2001).

A analise do coeficiente de difusdo (D) do farmaco pela rede polimérica indica
a facilidade ou a dificuldade que o farmaco tem para difundir para fora da rede
polimérica, demonstrando a mobilidade do farmaco no solvente. O valor de D pode
ser calculado através da equacdo 3 (KUNDAKCI; UZUM; KARADAG, 2008):

p=m (%) " 3)
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onde r € o raio do material polimérico de forma esférica, por onde o farmaco é
difundido com a entrada de agua, e k e n sdo, respectivamente, a constante cinética
de proporcionalidade e o expoente difusional, presentes nas equacdes 1 e 2.

Varios fatores podem influenciar na cinética com a qual ocorrera a difusédo de
um soluto por uma rede polimérica, como o tipo de farmaco, por exemplo, tamanho
da particula, solubilidade e quantidade incorporada. J& o coeficiente de difusdo do
farmaco pela rede polimérica pode ser influenciado por parametros como o grau de
reticulacdo das ligagcdes cruzadas na estrutura e o tamanho das zonas de
acomodacao do farmaco no material, os quais também influenciam a capacidade que
uma rede polimérica tem de intumescer (COSTA; LOBO, 2001). No geral, o grau de
intumescimento ou a taxa de absorcdo de agua na rede indica como ocorre a
difusdo de farmacos pela rede polimérica e a sua velocidade, demonstrando se a
liberacdo do soluto no meio externo é adequada ou ndo para a aplicagdo em

guestao.

2.6 BEADS POLIMERICOS E SUAS APLICACOES

Beads poliméricos séo redes tridimensionais interligadas de forma esférica por
meio de interacdes entre as cadeias polimeéricas, formando uma estrutura com lacunas
e cavidades em seu interior (SEIDL et al., 1967). Os beads séo obtidos na forma de
pequenas esferas semelhantes a pérolas, podendo ser firmes ou gelatinosos, opacos
ou translucidos. Peng Lin et al. divulgaram a sintese de beads firmes e opacos de
aproximadamente 2,5 mm de didametro, enquanto Djamel Tahtat et al., sintetizaram
beads gelatinosos com diametro aproximado de 2,0 mm, conforme a figura 11 (LIN et
al., 2017; TAHTAT et al., 2017). Contudo, a textura e o tamanho médio dos beads

varia de acordo com o método de preparacao.



44

Figura 11 - Beads firmes e opacos obtidos por Peng Lin et al. (LIN et al., 2017) (A); beads gelatinosos obtidos
por Djamel Tahtat et al.

3

Fonte: LIN et al. (2017) (A); TAHTAT et al. (2017) (B).

Geralmente, os beads sdo obtidos por meio da dispersédo ou do gotejamento
de uma solucao polimérica (fase 1) em outra solugéo (fase 2), com composicdo que
varia de acordo com o método de preparacdo. Quando as gotas ou a particulas
dispersas entram em contato com a fase 2, as ligagdes ocorrem no momento e a rede
polimérica é formada esfericamente. O tamanho dos beads obtidos tende a ser
aproximado ao tamanho das particulas dispersas ou das goticulas imergidas. No caso
da preparacdo por gotejamento, se 0 mesmo ocorrer em intervalos de tempo
diferentes ou de forma irregular, as goticulas serédo formadas com uma distribuicdo de
tamanhos diferentes (DOWDING; VINCENT, 2000). Na figura 12, é demonstrada uma
ilustracdo de como é realizada a preparacao de beads através do gotejamento da fase

1 na fase 2.
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Figura 12 - llustrac@o esquematica da preparagdo de beads poliméricos.

Fase 1

Fase 2

Fonte: Adaptado de LIN, P. et al. (2017)

A formacéao da estrutura dos beads poliméricos pode ocorrer tanto por meio de
interacdes idnicas ou covalentes, quanto por meio da sintese de polimeros, ou ainda
através de forcas intermoleculares na rede. A diferenca de polaridade em estruturas
guimicas de diferentes solventes numa emulsdo também permite a formacéao de
beads diante da interacdo entre os meios. O resultado sdo beads baseados em
hidrogéis ou materiais poliméricos diversos, onde o tipo de preparo e a composicao
do material definem caracteristicas como firmeza, textura, porosidade, etc. Dentre os
métodos de preparacdo, os mais comuns envolvem a formacdo de beads por

reticulacéo, por polimerizacéo e por inversao de fase.

2.6.1 Formacéao de beads por reticulacdo

Neste caso, 0s beads sédo formados por meio de reticulacdo ibnica ou
covalente, com a adicdo da fase 1 contendo uma solucédo polimérica, na fase 2,
contendo o agente reticulante. Quando a fase 1 entra em contato com a fase 2,
ligacbes cruzadas ocorrem entre as cadeias poliméricas instantaneamente nas

goticulas, formando as particulas poliméricas esféricas.

Este método € bastante utilizado na formacdo de beads de hidrogel de
biopolimeros, por exemplo. O gotejamento de uma solucédo de alginato de sédio e

uma solucao de cloreto de célcio, por exemplo, forma beads de hidrogel translicidos
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absorventes, através de reticulacdo ibnica, como descrito na secdo 2.2.1. (MA;
WANG, 2015). Dependendo do tipo de reticulacdo, os beads podem se deformar ou
desestruturar diante de alteracdes nas condi¢cdes do meio.

2.6.2 Formacéao de beads por polimerizacao

A formacdo de beads por meio de polimerizacdo pode ocorrer através de
precipitacdo ou suspensdo (DOWDING; VINCENT, 2000). No meétodo da
polimerizacdo por suspensao, por exemplo, o iniciador da reacéo é disperso na fase
1 (fase de dispersao) contendo os mondmeros, e depois inserido na fase 2 (fase
continua), geralmente contendo &gua, sob agitacdo. A solubilidade da fase
monomeérica em agua € baixa, formando particulas numa suspensdo, ou seja,
formando os beads. Estes beads séo representados, entdo, por uma casca polimérica
estavel formada esfericamente, muitas vezes por meio do mecanismo de formacgéao de
radicais livres. Mojtaba Abbasian et al. prepararam beads a partir da adicdo de uma
solucédo contendo perdxido de benzoila e os mondémeros estireno e divinilbenzeno
numa solugcdo aquosa, ou seja, na fase continua, para a producéo de resinas de troca
aniénica (ABBASIAN et al., 2011).

Em alguns casos, € necessaria a adicdo de pequenas quantidades de
estabilizantes para impedir a coalescéncia dos beads, que podem aglomerar no
momento da polimerizacdo. A velocidade do agitador utilizado e a fracdo volumétrica
da fase monomérica também podem interferir na uniformidade dos beads produzidos.
Se o iniciador da reacéao for insoltvel na solugdo monomeérica, ocorrera precipitacéo
no interior das goticulas, resultando em beads opacos e irregulares (DOWDING;
VINCENT, 2000).

2.6.3 Formacéao de beads por inversao de fase

A formacéao de beads pelo método da inverséo de fase é dada pela utilizacéo
de dois solventes diferentes na solugdo polimérica. Neste caso, os polimeros séo
solubilizados em um solvente (fase 1) e gotejados na fase 2 contendo um outro
solvente (o anti-solvente), no qual o polimero deve ser insolGvel ou apresentar baixa

solubilidade. Logo, é formada uma emulséo contendo as duas fases (LIN et al., 2017).
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Quando os polimeros entram em contato com a fase 2, as forcas de repulsédo
entre os dois solventes agem, fazendo com que as goticulas se transformem em redes
tridimensionais esféricas e fiquem suspensas na solucao. A estabilidade dos beads
suspensos geralmente é controlada pela adicdo de outros polimeros que regulam a
interacdo entre os meios. Os beads sintetizados por Peng Lin et al. consistiram no
gotejamento de uma solucéo de polieterssulfona funcionalizada e dissolvida em DMF,
num recipiente contendo agua, formando beads numa emulsdo. A diferenca de
solubilidade do polimero com os dois solventes culminou na suspensao dos beads.
Polivinilpirrolidona foi utilizado como estabilizante para controlar a dispersédo das
particulas (LIN et al., 2017).

2.6.4 Principais aplicacdes

Nos ultimos anos, beads poliméricos vem sendo utilizados para fornecer
materiais com propriedades desejaveis aplicados em diversas areas. Devido a sua
capacidade de encapsular particulas em seu interior, € possivel encontrar trabalhos
gue relatam beads aplicados como meios de separacdo em cromatografia, como
absorventes de metais pesados ou compostos poluentes, como encapsuladores de
agentes bioativos na entrega e liberacdo controlada para diferentes compostos
terapéuticos, como proteinas e farmacos, dentre outras aplicacdes. Dependendo do
meétodo de preparacdo e da sua composicdo, os beads podem ser moldados com
diferentes propriedades como alta ou baixa porosidade e sensibilidade a alteracbes

no meio, o que faz com que o seu campo de aplicacao seja amplo.

Beads poliméricos tém sido estudados como solucdo em protecdo ambiental
no tratamento de efluentes. Prasenjit Bhunia et al. prepararam beads de
poliacrilonitrila através do método de inversdo de fase para adsorcdo de metais
pesados como chumbo e cadmio, provenientes de rejeitos industriais ndo tratados. A
capacidade de adsorcao obtida foi de 145 mg/g para chumbo e 156 mg/g para cadmio.
Através de imagens de Microscopia Eletronica de Varredura, pode-se notar o aumento
no tamanho dos poros dos beads apo6s a adsor¢do dos metais conforme a figura 13,
o qual foi confirmado através do Analisador Brunauer — Emmett — Teller (BET)
(BHUNIA et al., 2018). Na mesma area de aplicacédo, Li Jin e Renbi Bai produziram

beads de hidrogel a partir de quitosana e poli(alcool vinilico) por meio de reticulagéo,
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para absor¢cdo de chumbo de solugbes aquosas. Verificou-se que os beads eram
fortemente dependentes do pH e exibiram uma capacidade maxima de absor¢éo a pH
4 e uma capacidade minima a pH 6,4 (JIN; BAI, 2002).

Figura 13 - Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura obtidas para beads de poliacrilonitrila com corte
transversal (A) e (B) e carregados com ions Pb*?(C) e ions Cd*? (D) apds adsorcao.

Na entrega e liberacéo de agentes bioativos, pode-se encontrar trabalhos como
o de Claudio Larosa et al., no qual realizaram a incorporacéo de enzimas Aspergillus
ficuum tannase em beads de alginato formados a partir de reticulacéo ibnica, com o
objetivo de preservar a atividade catalitica da enzima. Os beads foram obtidos com
forma gelatinosa e a sua morfologia ndo foi alterada apds a incorporagéo das enzimas,
conforme as imagens de microscopia Optica mostradas na figura 14. A analise térmica
permitiu avaliar a estrutura do material e revelou a presenca da enzima tannase
aprisionada nos beads carregados, o que foi confirmado por espectroscopia
vibracional (LAROSA et al., 2018). J4 em 2014, Chao Feng et al. também publicaram
a respeito da liberacdo de bioativos. Eles produziram beads a partir de alginato e
guitosana/carboximetilquitosana com doxorrubicina imobilizada na estrutura para
avaliacdo da viabilidade do sistema como veiculo para liberacdo controlada de
farmacos anti-cancer. A quantidade de doxorrubicina liberada ndo ultrapassou 3,8%,
devido ao excelente efeito protetor das multicamadas poliméricas formadas na
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estrutura dos beads (FENG et al., 2014).

Figura 14 - Beads de alginato (a) e beads de alginato carregados com enzima tannase (b).

Fonte: LAROSA et al. (2018).

Em algumas aplica¢des, compostos sao usados para melhorar as propriedades
dos beads poliméricos ou para auxiliar na sua formacédo, como os liquidos iénicos, por
exemplo. Jilei Wang et al. desenvolveram beads de hidrogel biodegradaveis baseados
em colageno e celulose por inversdo de fase, a partir da utilizacdo do liquido idnico
cloreto de 1-butil-3-metilimidazolio para auxiliar na solubilizacdo dos biopolimeros
(WANG et al., 2013). J& Min Hoo Kima et al. utilizaram o liquido iénico 1-etil-3-acetato
de metilimidazolio para solubilizar a celulose no sistema formado por beads de
hidrogel de celulose com a enzima lipase de Candida rugosa, atraves de inversao de
fase (KIM et al., 2012).

A sensibilidade e a mudanca no perfil de intumescimento de alguns beads
poliméricos diante de estimulos ou alteracdes nas condi¢cdes do meio, fazem com que
estes materiais respondam a mudancas fisiolégicas em tratamentos terapéuticos.
Geet P. Asnani, Jagan Bahekar e Chandrakant R. Kokare desenvolveram beads
sensiveis ao pH de alginato com borax a partir de plantas de Portulaca oleracea
para o encapsulamento de 5-fluorouracil, a fim de explorar a liberagdo do
medicamento e o potencial de direcionamento do material ao colon. Foi observado
gue a maior taxa de intumescimento e consequentemente de liberacdo do farmaco
foi na faixa de pH do cdélon (entre 5,0-6,0), enquanto no pH &acido de 1,2, o
intumescimento foi baixo, conforme a figura 15. Isto significa que a sensibilidade ao
pH do cdlon torna este material promissor para a liberacdo de farmaco nesta regiao
(ASNANI; BAHEKAR; KOKARE, 2018).
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Figura 15 - A direita, beads obtidos a partir de alginato com borax a partir de plantas de Portulaca oleracea; A
esquerda, variagdo da taxa de intumescimento dos beads com a mudanca do pH.
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Fonte: ASNANI; BAHEKAR; KOKARE (2018).

O estudo da resposta a alterac6es no campo magnético também é crescente.
Kenneth J. Widder et al. estudaram a liberacdo de adriamicina a partir de beads de
albumina com magnetita (FesOa), inserindo-0s no sistema arterial de ratos atravées de
um catéter. O material ficou retido em pequenas artérias gracas a presenca da
magnetita que apresentou resposta a magnetos extracorpéreos que foram ligados.
Apos 30 minutos de forca magnética aplicada, uma alta porcentagem dos beads ficou
retida no local alvo, onde pode ocorrer entdo a liberacdo da adriamicina, garantindo
gue os beads néo ficariam circulando pelo sistema (WIDDER; SENYEI; RANNEY,
1980).

Enfim, o amplo campo de aplicacdo dos beads os torna promissores no
crescimento e na evolugdo da biotecnologia, principalmente em relacdo ao
desenvolvimento de materiais que atendam as demandas da necessidade humana

biologica.

2.7 FARMACOS ENCAPSULADOS EM BEADS POLIMERICOS

E crescente o desenvolvimento de sistemas carreadores de farmacos visando
aprimorar ou intensificar o efeito do farmaco ou reduzir os efeitos colaterais através

de liberacdo controlada. Beads poliméricos de varias composicfes tém sido aplicados
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como sistemas de carreamento de farmacos, onde sao analisados fatores como a sua
capacidade de adsorcdo, a taxa de encapsulamento e a taxa de liberacdo em
diferentes meios. Muitos dos beads sintetizados apresentam propriedades como
biocompatibilidade e estabilidade que direcionam estes materiais aos estudos de

carreamento e liberagéo.

O encapsulamento de farmacos em beads poliméricos geralmente ocorre
através da dissolucao do farmaco na solucdo polimérica (fase 1), que depois é
adicionada a fase 2, seja por dispersdo de particulas ou por gotejamento (ARICA, B.
et al., 2002). O processo decorrente, como ja comentado no item 2.6, é o de
reticulacdo com a interacao entre as fases. O ideal é que a insercdo do farmaco no
sistema néo altere suas propriedades, ou ndo cause mudancas na estrutura da rede
polimérica. Ya-Ni Dai et al., por exemplo, sintetizaram beads de N-succinil-quitosana
e alginato carregados com nifedipina, que € um farmaco que atua na dilatacdo dos
vasos sanguineos, sendo indicado no controle da pressédo arterial. No trabalho, a
nifedipina foi adicionada na solugéo contendo a quitosana e foi dispersa sob agitacao.
Em seguida, a solucdo foi adicionada na fase 2 contendo CaCl> como agente
reticulante. No processo, as moléculas da nifedipina foram observadas encapsuladas
nos beads sem alterar a rede polimérica, o que foi confirmado através de
espectroscopia de absorcao na regiao de infravermelho e do Ultravioleta-visivel (DA
et al., 2008).

E possivel encontrar varias categorias de farmacos de diferentes acées
farmacoldgicas em sistemas de carreamento baseados em beads poliméricos, como
analgésicos, antiinflamatoérios, anti-neoplasicos, anti-hipertensivos, dentre outros.
Geralmente, os farmacos nos beads sdo direcionados a aplicacdo oral visando a
liberacdo controlada e seletiva (ALMURISI et al., 2020). Dependendo da area de
atuacao do farmaco no organismo, as propriedades dos beads podem ser moldadas

ou manipuladas de modo que o sistema libere o farmaco em condicfes especificas.

Antiinflamatérios comumente encapsulados em sistemas poliméricos sdo o
ibuprofeno, o diclofenaco e a indometacina. A indometacina, por exemplo, € um
farmaco antiinflamatério ndo esteroide, derivado do acido indol-acético. O seu
mecanismo de acdo abrange a inibicdo da enzima cicloxigenase, podendo inibir

também as enzimas fosfolipase A2 e fosfolipase C (RAMA et al., 2005). Desta forma,
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a indometacina apresenta efeito antipirético, reduzindo a dor e a febre. Na sua
estrutura quimica, vista na figura 16, é possivel notar a presenca de grupos funcionais
como éter, acido carboxilico e haleto orgéanico distribuidas numa cadeia aromatica, o
quais sdo responsaveis pelas intera¢cées no organismo. A indometacina € soltvel em
etanol, éter etilico e cloroférmio, apresentando baixa solubilidade em agua (da ordem
de 8 mg/L) (TSINMAN, K. et al., 2009).

Figura 16 - Estrutura quimica do farmaco anti-inflamatério indometacina.
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Fonte: RAMA et al. (2005).

No encapsulamento da indometacina em sistemas de beads poliméricos,
encontram-se trabalhos como o de H. Suryakusuma e H. W. Jun, no qual
encapsularam este farmaco em beads formados a partir de uma reticulagdo por
polimerizacdo, adicionando os mondmeros 2-hidroxietiimetacrilato e acrilamida na
fase 2 contendo o iniciador radicalar azobisisobutironitrila. A liberacdo da
indometacina através dos beads formados foi mais lenta do que o p6 da indometacina
administrado isoladamente, num meio contendo solucdo tampéo-fosfato de pH 6,5. A
liberacdo total pelo sistema durou cerca de 8 horas, com uma taxa de 4,5 mg/h
(SURYAKUSUMA; JUN, 1984).

Na categoria de anti-neoplasicos, tem-se que o 5-fluorouracil € um dos
farmacos mais empregados em estudos de carreamento e liberacdo de farmacos a
partir de beads poliméricos. O 5-fluorouracil € um importante anti-neoplasico
utilizado no tratamento de uma variedade de tumores como carcinomas, mamarios e
hepaticos. No organismo, age como um metabdlito, interferindo na sintese de DNA e
RNA através de alteracbes ou inibicdo de sintese proteica e de enzimas

responsaveis pela duplicagdo do DNA, como a thymidylate synthetase (GHOSHAL,;
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JACOB, 1997). Na sua estrutura quimica, conforme a figura 17, ha a presenca de
grupos amida e haleto organico com a presenca de flior, sendo considerado um
composto analogo da pirimidina. O 5-fluorouracil tem uma solubilidade em agua
guente de aproximadamente 12 mg/mL, sendo soluvel também dimetilsulféxido, DMF
e metanol, além de ser um farmaco que apresenta uma relativa fotossensibilidade,

sendo recomendavel a manipulagédo sem iluminagdo (REYNOLDS, 1996).

Figura 17 - Estrutura quimica do farmaco anti-neoplasico 5-fluorouracil.
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O b5-fluorouracil € um farmaco de alta toxicidade, que apresenta como
principais efeitos colaterais arteriosclerose coronariana, reagdes dermatologicas,
Ulcera gastro- intestinal e sangramento (BAYOMI; AL-BADR, 1989). Desta forma, o
seu encapsulamento em beads poliméricos visa, principalmente, a reducdo destes
efeitos através de liberacéo controlada. Merve Olukman et al., em 2012, estudaram a
liberacdo do 5-fluorouracil a partir de beads de alginato reticulados com CaClz, FeCls,
ZnClz e AICIs. Foi observado que em 2 horas, 50% do farmaco havia sido liberado do
sistema com FeCls a altas concentragdes, enquanto que em 6 horas, houve 90%, sob
pH 7,4. Sob pH acido, aproximadamente 70% do farmaco havia sido liberado em 6
horas, o que demonstra que € possivel controlar a liberacdo através da mudanca de
pH e da concentracdo do agente reticulante no sistema (OLUKMAN; SANH; SOLAK,
2012).

Sistemas de beads poliméricos tém demonstrado otimizar e aprimorar a
atuacao do farmaco em diversas especialidades, como citado em alguns trabalhos.
O estudo do encapsulamento e da liberacdo no sistema é importante para avaliar
sua Vviabilidade como um possivel carreador, considerando caracteristicas
importantes que possam conferir-lhe um controle de entrada e saida de farmaco da
rede. Desta forma, beads de hidrogel de alginato, assim como beads de hidrogel de
varios biopolimeros apresentam atributos favoraveis para serem empregados e

analisados no encapsulamento de farmacos como o 5-fluorouracil e a indometacina.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Desenvolver beads poliméricos de hidrogel sensiveis ao pH baseados em
alginato, utilizando liquidos ibnicos especificos de forma inédita como agentes
reticulantes, bem como estudar sua morfologia, suas propriedades fisico-quimicas e
avaliar sua eficiéncia na absorcao e liberacéo de farmacos, visando a formacgéo de um

biomaterial com potencial aplicagdo como um sistema carreador de farmacos.

3.2 ESPECIFICOS

o Preparar beads poliméricos a partir de alginato e liquidos ibnicos como

possiveis agentes reticulantes em diferentes concentragoes;

o Caracterizar os beads formados e analisar sua morfologia através de
espectroscopia vibracional na regido do infravermelho, espectroscopia Raman,

microscopia eletrénica de varredura e analise termogravimétrica;

o Realizar experimentos para avaliar o perfil de intumescimento do material e
sua sensibilidade ao pH;

o Realizar estudos experimentais do encapsulamento e da liberagcdo dos

farmacos indometacina e 5-fluorouracil em diferentes meios;

o Avaliar o encapsulamento e a liberacdo dos farmacos através da analise de

espectroscopia de absorcéo na regidao do UV-Vis.
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MATERIAIS E TECNICAS DE CARACTERIZACAO

MATERIAIS E REAGENTES

Neste item, estdo listados os materiais e reagentes utilizados e a sua

procedéncia:

Solventes: Etanol P.A. (Dinamica), acetona P.A. (Dinamica), dimetilformamida
— DMF (Dinamica), hexano (Cinetica), acetato de etila P.A. (Exodo Cientifica),

acetonitrila (Dinamica) e agua ultrapura (Millipore Corporation);

Biopolimero: Alginato de sodio de baixa viscosidade (MM: 198,05 g/mol,
Sigma Aldrich);

Liquidos ibnicos: brometo de 1-(4-etOxi-1-butanossulfonato)-3-metilimidazol
(A1, MM: 262,14 g/mol), hidrogenossulfato de trietilaménio (A2, MM: 199,13
g/mol), cloreto de 1-(1-propilsulfonato)-3-metilimidazol (A3, MM: 218,11 g/mol)
e metanossulfonato de 1-heptil-3-metilimidazol (A4, MM: 275,18 g/mol). Os
liguidos A2, A3 e A4 foram sintetizados e cedidos pelo Grupo de Liquidos
I6nicos e Metais (GLIM) do Departamento de Quimica e Biologia — DaQBi, da
Universidade Tecnolégica Federal do Parana, em colaboracdo com o
Laboratério de Terras Raras — BSTR, do Departamento de Quimica
Fundamental, através de metodologias ja aplicadas (GSCHWEND et al., 2018;
AMARASEKARA; OWEREH, 2009; CASSOL, 2006). O liquido idnico Al é
inédito e foi sintetizado neste trabalho a partir da metodologia criada pelo grupo
GLIM. A estrutura proposta para o liquido i6bnico Al juntamente com as

estruturas dos liquidos iénicos A2, A3 e A4 estdo ilustradas na figura 18;

Farmacos: 5-fluorouracil (MM: 130,07 g/mol, Sigma Aldrich) e indometacina
(MM: 357,77 g/mol, Sigma Aldrich).

Outros reagentes: 1-metil-imidazol (CsHsN2, Sigma Aldrich), 2-bromoetanol
(C2HsBrO, Sigma Aldrich), 1,4-butano sultona (CsHsO3sS, Sigma Aldrich),
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DMAP ou 4-dimetilaminopiridina (C7H10N2), fosfato monobasico de s6dio (NaH2POa4,
Vetec), fosfato dibasico de sodio (Na2HPOa4, Vetec), cloreto de sdédio (NaCl, Vetec) e

acido cloridrico (HCI, Dinamica).

Figura 18 - Estrutura proposta para o liquido idnico Al, juntamente com as estruturas dos liquidos ibnicos
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Fonte: GSCHWEND et al., 2018; AMARASEKARA; OWEREH, 2009; CASSOL (2006).

Todos os métodos de sintese e preparacdo dos materiais foram realizados no
Laboratério de Terras Raras BSTR — Malta/Giba do Departamento de Quimica

Fundamental da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

4.2 TECNICAS DE CARACTERIZACAO

4.2.1 Espectroscopia naregido do infravermelho (FT-IR)

Atécnica de espectroscopia vibracional de absorcéo naregido do infravermelho
foi empregada para caracterizar os grupos funcionais presentes na rede polimérica
dos beads formados, bem como estudar as interagcdes que ocorreram em sua
estrutura sem a presenca e com a presenca dos farmacos. Os espectros de absorgéo
na regiao do infravermelho dos beads formados foram obtidos através do método FT-

IR com acessério de UATR (Acessorio Universal de Amostragem com o brago de



57

pressdo), com as analises realizadas a temperatura ambiente. O equipamento
utilizado foi um espectrofotometro com transformada de Fourier da Perkin Elmer
(modelo: Spectrum 400, N° de série: 82287) na regido entre 4000 e 400 cm™. A
resolucdo espectral foi de 2 cm™ e 64 acumulacdes. Estas andlises foram realizadas
no Laboratério de Combustiveis (LAC) do Departamento de Engenharia Quimica da
UFPE.

4.2.2 Espectroscopia Raman

A caracterizacao qualitativa dos grupos funcionais presentes na rede polimérica
dos sistemas de beads formados a partir dos liquidos i6nicos e do alginato foi realizada
através da técnica de espectroscopia Raman. O equipamento utilizado foi o
espectrometro Ocean Optics, do modelo ERIAL QEB1284, com laser emitido a 750
nm e poténcia de 740 mW. Os espectros foram obtidos no Departamento de Quimica
Fundamental da UFPE. Os dados das analises foram coletados como deslocamentos
Raman na faixa de 3500-250 cm™. A espectroscopia Raman foi utilizada para a andlise
da estrutura dos sistemas através das bandas referentes a grupos funcionais e
ligacbes especificas entre moléculas que vibram diante do espalhamento da luz,
diferentemente da espectroscopia de infravermelho que detecta a vibracdo das
moléculas pela absorcao da radiacdo. Como os fendbmenos sao diferentes, as regras
de selecdo também séo diferentes, permitindo obter através dos espectros Raman

informacdes complementares na analise dos sistemas.

4.2.3 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN-1H)

A analise qualitativa da estrutura do LI Al sintetizado conforme o método
descrito no item 4.2.1., foi feita através da técnica de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN- 1H), a fim de confirmar a presenca dos hidrogénios em ligacdo a
partir da estrutura proposta para o LI. O equipamento utilizado foi o espectrdmetro
Agilent 300 MHz VNMRS 300, onde as analises foram realizadas em D20 (99%,
Aldrich), sob 27° C, no Departamento de Quimica Fundamental da UFPE. Os
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valores dos deslocamentos quimicos foram expressos em partes por milh&o (ppm).

4.2.4 Anélise Termogravimétrica (TGA)

As medidas de avaliacdo da estabilidade térmica foram determinadas via
andlise termogravimétrica a partir dos perfis das curvas de TGA e DTA obtidas em um
analisador termogravimétrico da Shimadzu, modelo TGA 60/60H utilizando porta
amostra de alumina, fluxo de 100 mL/min de N2 (atmosfera inerte), com taxa de
aquecimento de 10 °C/min até 600°C. As medidas foram realizadas no Laboratério de
Terras Raras — BRTR/Giba do Departamento de Quimica Fundamental da UFPE.

4.2.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia das amostras dos beads obtidos foi analisada por microscopia
eletrénica de varredura (MEV). Primeiramente, os beads foram liofilizados para
retirada de toda a agua presente em sua estrutura, e depois foram levados para
analise por MEV. As amostras foram previamente fixadas a um pedaco de fita adesiva
dupla face de carbono apoiada sobre um suporte metélico. As imagens de MEV foram
obtidas no Laboratoério de Terras Raras — BSTR/Lumi, do Departamento de Quimica
Fundamental da UFPE, usando um microscépio da TESCAN, modelo MIRA 3, com

voltagem de 10 kV.

4.2.6 Espectroscopia de absorcao UV-Vis

Os espectros de absorcao na regido do Ultravioleta-Visivel das amostras foram
obtidos para construcédo das curvas de calibracdo dos farmacos (figura 19) e para a
determinacao da concentracdo dos farmacos encapsulados nos sistemas e liberados
nos meios especificos. A analise foi realizada no Departamento de Quimica
Fundamental da UFPE. O equipamento utilizado para obtencdo dos espectros de
absorcao na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) foi o espectrofotémetro UV-Visivel

do modelo UV-2600 da empresa Shimadzu, operando na faixa de (1400-185 nm), com
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lampada de deutério (Dz) e halogénio tungsténio (WI). O software Scan Lambda 650
foi utilizado para fornecer os comandos operacionais do equipamento e projecao dos

resultados e as analises foram feitas na faixa de comprimento de onda de 800-250
nm.

Uma vez que os componentes da rede polimérica dos beads (alginato e os
liguidos ibnicos) ndo absorvem na mesma regido que os farmacos, foi possivel
identificar e determinar a absorbancia dos mesmos no comprimento de onda de
absorcdo maxima para a construcdo das curvas de calibracdo. Desta forma, foram
obtidas as respectivas equacfes das retas, que possibilitaram o calculo para

determinacdo da concentracdo dos farmacos nos testes de encapsulamento e
liberacao.

Figura 19 - Espectros de absor¢do no UV-Vis da indometacina (A) e do 5-fluorouracil (C); Curvas de
calibracéo contruidas para a indometacina (B) e o 5-fluorouracil (D).
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5 LiQUIDO IONICO A1

O liquido i6bnico Al (brometo de 1-(4-etdxi-1-butanossulfonato)-3-
metilimidazol) é inédito, sendo sintetizado e caracterizado neste trabalho para a
aplicacdo no desenvolvimento dos beads, ao passo que 0s outros liquidos ibnicos
A2 (hidrogenossulfato de trietilamonio), A3 (cloreto de 1-(1-propilsulfonato)-3-
metilimidazol) e A4 (metanossulfonato de 1-heptil-3-metilimidazol) foram cedidos pelo
Laboratorio GLIM (Grupo de Liquidos I6nicos e Metais) da Universidade Tecnolégica
Federal do Parana, conforme citado no item 4.1. Neste capitulo, € apresentado o
método experimental criado pelo grupo GLIM para a realizacdo da sintese do liquido
ibnico Al, o qual foi utilizado neste trabalho, juntamente com a analise morfologica da

sua estrutura quimica atraves da utilizacéo de técnicas de caracterizacao.

5.1 SINTESE DO LiQUIDO IONICO Al

A sintese do liquido i6nico Al foi realizada em duas etapas, conforme a
metodologia criada pelo grupo de pesquisa GLIM. A primeira etapa consistiu na
sintese do material de partida, conforme o esquema ilustrado na figura 20. Em um
baldo de fundo redondo equipado com um condensador de refluxo e um agitador
magneético, foram adicionados 50 mmol de 1-metil-imidazol e 50 mmol de 2-
bromoetanol. A mistura dos reagentes foi mantida sob agitacao a 80° C, durante 16 h.
Apés este tempo, foi adicionado acetato de etila com agitacdo para formacédo deuma
mistura de duas fases e separacdo do material de partida, o qual representa a fase
mais densa. Este procedimento foi realizado trés vezes e depois o material foi levado

para o rotaevaporador para retirar os restos de solvente presente.

Na segunda etapa da sintese, que resulta na formacdo do liquido i6nico
demonstrado no esquema da figura 21, 10 mmol do material de partida formado foram
adicionados a um baldo de fundo redondo, da mesma forma que na primeira etapa,
juntamente com 10 mmol de 1,4-butano sultona, 5 mL de acetonitrila e 0,10 g de
DMAP (usado como catalisador numa proporcao de 5% da massa utilizada do material
de partida). A mistura foi submetida a 80° C, sob agitacao, durante 16 h e, em seguida,

foi adicionado acetato de etila para formacdo de uma mistura de duas fases e
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separacdo do liquido ibnico sintetizado, o qual representa a fase mais densa na
mistura, com a adicdo e separacdo sendo realizada trés vezes como no caso da
sintese do material de partida. No final, o liquido ibnico foi obtido no baldo ap6s
remocéao dos restos de solvente no rotaevaporador.

Figura 20 - Esquema de sintese do ion do material de partida.
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Fonte: A autora (2020).

Figura 21 - Esquema de sintese do liquido i6nico A1, a partir do material do partida.
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Fonte: A autora (2020).

5.2 CARACTERIZACAO DO LiQUIDO IONICO A1 SINTETIZADO

O liquido i6nico (LI) Al sintetizado foi caracterizado através das analises de
espectroscopia na regido do infravermelho (FT-IR), de Raman e de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN 1H) a fim de permitir o estudo da sua estrutura e comprovar

a metodologia utilizada na sintese.

5.2.1 Espectroscopia naregido do infravermelho (FT-IR)

Através do espectro de infravermelho obtido para o LI A1, mostrado na figura
23, foi possivel analisar a estrutura do LI Al sintetizado conforme o item 4.2.1.
Analisando a estrutura proposta para o LI A1 demonstrada na figura 18, além da

estrutura proposta para sua possivel forma i6nica dissociada em agua (zwitterion)
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mostrada na figura 22, foi possivel atribuir as bandas obtidas no espectro aos grupos
funcionais presentes nas cadeias do LI. As bandas que aparecem em 1565 e 1635
cm sdo atribuidas aos grupos C=C e C=N de cadeias aromaticas, respectivamente,
presentes no grupo imidazol da estrutura do LI. Também referentes ao grupo imidazol,
as bandas em 3110, 3155 e 1250 cm™ sdo atribuidas aos estiramentos dos dois
grupos C-H e do grupo C-N, respectivamente, 0s quais sao, neste caso,
caracteristicos de cadeias aromaticas (PAVIA et al., 2010). As bandas presentes em
aproximadamente 720 cm- ! podem se referir a deformacdo angular de cadeias
alquilicas, que ocorrem em grupos (CHz)n para n > 3, ja que na cadeia do LI Al ha

uma sequéncia de 4 grupos metileno ao longo da estrutura.

Figura 22 - Estrutura proposta para o LI Al na sua forma idnica dissociada em meio aquoso.
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Fonte: A autora (2020).

As deformacgOes vibracionais de grupos S=0O e H2C-S em sulfoxidos, por
exemplo, geralmente sdo vistas no espectro como bandas que aparecem entre 1040
e 1200 cm?, conforme Johannes Kiefer, Juergen Fries e Alfred Leipertz (KIEFER, J.;
FRIES, J.; LEIPERTZ, A., 2007). Nota-se no espectro da figura 28, uma banda
evidente em 1160 cm™ e outra mais fraca em 1070 cm, as quais podem ser atribuidas
ao grupos S=0 e S-0, respectivamente. Também é possivel perceber a presenca de
uma banda forte que aparece em 1035 cm-?, provavelmente associada ao estiramento
da ligacéo alquil-éter C-O-C, que geralmente aparece nesta regido de numero de
onda. Desta forma, pode-se confirmar a presenca dos grupos funcionais presentes no

LI Al através das bandas presentes no espectro de infravermelho obtido.
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Figura 23 - Espectro de infravermelho do liquido idnico Al sintetizado.
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Fonte: A autora (2020).

5.2.2 Espectroscopia Raman

O espectro Raman foi obtido para o LI Al sintetizado neste trabalho,
conforme mostrado na figura 24, a fim de confirmar a presenca de grupos funcionais
especificos comentados no item 5.3.1. Analisando as bandas formadas, nota-se nos
deslocamentos Raman em 1033 e 1116 cm™ duas bandas intensas que podem ser
atribuidas ao estiramento dos grupos S=0, enquanto em 1600 cm™ aparece uma
banda referente as ligacdes de C=N/C=C do grupo imidazol presente na estrutura do
LI (LESTARD et al., 2012; LAMBERT, 1987). Outras bandas confirmam a estrutura
proposta para o LI Al, como a banda formada em 616 cm™ associada aoestiramento
da ligacdo C-S, e a banda em 996 cm™ que pode se referir aos grupos C-O-C,

conforme comprovado pelo espectro de infravermelho obtido (SMITH; DENT, 2005).
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Figura 24 - Espectro Raman obtido para o LI Al sintetizado.
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Fonte: A autora (2020).

5.2.3 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN 1H)

Como o LI Al foi sintetizado neste trabalho, foi realizada a analise de RMN-tH
para confirmar a sua estrutura diante dos protons dispostos na cadeia carbonica. Na
figura 25, é demonstrada a estrutura proposta para o LI Al dissociado com os

carbonos numerados:

Figura 25 - Estrutura proposta para o liquido idnico Al sintetizado, com a numera¢éo dos carbonos em azul.

Fonte: A autora (2020).
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A partir do espectro de RMN-'H em D20 obtido, conforme a figura 26 e as
ampliagfes nas figuras 27, 28 e 29, tem-se a presenca de varios sinais evidentes. Nos
deslocamentos quimicos de 3,96 e 8,8 ppm, sdo mostrados singletos que sao
referentes aos hidrogénios H(Ci) e H(Ca4), respectivamente, com o H(Cs) mais
desblindado por conta da influéncia dos dois atomos de nitrogénio ao redor. Os sinais
dos hidrogénios H(C2) e H(Cs) aparecem com deslocamento um pouco menor, sob a
influéncia de apenas um &atomo de nitrogénio, aparecendo como singletos muito
préximos, com deslocamentos de 7,57 e 7,52 ppm, respectivamente. Isto também foi
observado anteriormente por Talita Jordanna, em um trabalho realizado pelo grupo
BSTR em parceria com o grupo GLIM (RAMOS, 2018).

Os hidrogénios mais proximos do oxigénio referente ao grupo funcional éter,
H(Ces) € H(C7), aparecem como tripletos, com deslocamentos de 4,68 e 4,40 ppm,
respectivamente, sendo o H(Ce) mais desblindado. Ja o tripleto referente ao
hidrogénio mais proximo do grupo SOs aparece com deslocamento quimico de 2,90
ppm, caracteristico dos hidrogénios ligados ao grupo (—CH2-S-), conforme Paula
Yurkanis Bruice, acoplando apenas com os hidrogénios do carbono 9 (BRUICE et al.,
2004).

Figura 26 - Espectro de RMN-1H obtido para o liquido i6nico Al sintetizado.
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Figura 27 - Ampliagcao do espectro de RMN *H para a faixa de deslocamento quimico entre 7,4 e 9,2 ppm.
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Fonte: A autora (2020).

Figura 28 - Ampliacédo do espectro de RMN *H para a faixa de deslocamento quimico entre 3,4 e 5,0 ppm.
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Figura 29 - Ampliac&o do espectro de RMN *H para a faixa de deslocamento quimico entre 1,4 e 3,0 ppm.

Fonte: A autora (2020).

Os multipletos que aparecem com deslocamentos de 2,29 e 2,00 ppm sao
atribuidos aos hidrogénios H(Cs) e H(Co), respectivamente, ja que os dois acoplam
com os hidrogénios vizinhos e um com o outro, formando um sinal multipleto. O sinal
de H(Cs) apresenta um deslocamento um pouco maior por conta da influéncia do
oxigénio mais proximo da ligacdo. O hidrogénio H(Cs) aparece como um tripleto com
deslocamento quimico de 4,00 ppm, valor muito préximo ao obtido para o H(C1), o que

resultou numa sobreposicao de sinais.

Os tripletos que aparecem com deslocamentos de 3,60 e 3,40 ppm podem se
referir aos hidrogénios dos carbonos do bromoetanol, conforme Dahmen J. et al.,
proveniente da reacdo de formacdo do material de partida, o qual pode estar
aparecendo como restos de reagente usado em excesso na amostra obtida do LI
(DAHMEN, J. et al.,, 1983). Estes sinais também podem se referir a possiveis
impurezas presentes nos reagentes utilizados na primeira e na segunda etapas da
sintese do LI. Contudo, é evidente que foi possivel identificar os hidrogénios presentes
na estrutura do LI Al através dos sinais obtidos no espectro de RMN-1H,
demonstrando que esta andlise contribuiu para a confirmacdo da estrutura do LI

sintetizado.
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6 BEADS DE HIDROGEL A BASE DE ALGINATO E LIQUIDOS IONICOS

Este capitulo descreve o método de preparacdo dos beads de hidrogel
baseados em alginato e liquidos idnicos como agentes reticulantes, bem como a
analise da sua morfologia e estrutura através de testes de estabilidade e técnicas de
caracterizacdo. Também sao demonstrados estudos do perfil de intumescimento e
de sensibilidade ao pH feitos para os beads obtidos na preparacao, a fim de avaliar
sua viabilidade em meios que simulam regides especificas do sistema gastro-

intestinal.

6.1 METODO EXPERIMENTAL: PREPARACAO DOS BEADS

Primeiramente, foi preparada uma solucdo de 1 mL de alginato de sodio a 5%
(m/v) em agua ultrapura (fase 1), a qual foi mantida sob agitacdo durante 15 minutos
para retirada de bolhas. Em outro recipiente, foi preparada uma solucdo de 2 mL do
liquido i6nico Al a 25% (m/v) em agua ultrapura (fase 2). No processo de formacéo
dos beads, o liquido i6nico foi utilizado como possivel agente reticulante da rede
polimérica. A preparacéo dos beads foi realizada pelo gotejamento da fase 1 na fase
2 através de uma seringa plastica de 1 mL equipada com uma agulha de diametro 0.8
mm, a temperatura ambiente. A velocidade de gotejamento manual foi de
aproximadamente 0,0055 mL/s ou 1 gota a cada 4,5 s. Este procedimento foi repetido
para os liquidos i6nicos A2, A3 e A4. Os beads formados foram mantidos na mistura
por 5 h. Em seguida, os beads foram lavados com agua e foram secos a 40° C, a
vacuo, durante 12 h, através da adaptacdo da metodologia descrita por Qianmin Mab
e Qianming Wanga (MA; WANG, 2015). Os beads também foram preparados
utilizando solucdes de liquido i6nico a 50% e a 75% em agua, além de terem sido
usados puros, para avaliacdo da mudanca das suas propriedades com o aumento
da concentracdo dos liquidos. Todo o método de preparacdo dos beads foi ilustrado

na figura 30.
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Figura 30 - llustrac@o do método de preparo dos beads de hidrogel encapsulados comfarmacos.
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Fonte: A autora (2020).

6.2 ANALISE MORFOLOGICA DOS BEADS

Os procedimentos experimentais de preparacdo dos beads foram realizados
para os liquidos i6nicos Al, A2, A3 e A4. Os liquidos idnicos Al e A2 formaram beads
no processo de interacdo com as cadeias de alginato (podendo indicar uma
reticulacéo), no qual a rede polimérica esférica foi formada imediatamente ao entrar
em contato com a fase dos liquidos, tanto sem a presenca dos farmacos quanto com
a presenca dos mesmos. Ja o gotejamento da solucéo de alginato nos liquidos idnicos
A3 e A4 resultou em goticulas que se dissolveram imediatamente ao entrar em contato
com os liquidos iénicos, o que sera discutido em itens posteriores. Na figura 31, séo
demonstrados os beads formados pelos liquidos i6nicos Al (sistema beads/Al) e A2

(sistema beads/A2).
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Figura 31 - Beads formados a partir dos liquidos idnicos Al e A2 a 25%.
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Fonte: A autora (2020).

Os beads obtidos depois de secos apresentaram uma distribuicdo de
tamanho de aproximadamente 1,06 mm de didmetro, variando entre 0,62 mm e 1,50
mm, medidos com um paquimetro digital, conforme a figura 32. Antes de secos, 0s
beads foram obtidos com tamanho de diametro de aproximadamente 4 mm,

reduzindo em até 90% o seu tamanho ap0s a secagem a Vacuo.

Os beads formados nas concentracfes dos liquidos i6nicos Al e A2 a 25%,
50% e 75% apresentaram uma variacao na firmeza com a variacdo da concentracao,
a qual foi testada através de toque com uma espatula. A 25% de liquido ibnico, os
beads eram mais gelatinosos, com uma superficie suave, enquanto que a 50% e
75% era possivel notar os beads mais firmes e resistentes. Comparando o0s
resultados para as concentracdes de 50% e 75%, os beads foram obtidos com uma

firmeza e textura semelhante.

Porém, a 75%, os beads foram obtidos num formato esférico irregular,
diferentemente dos beads a 25% e 50% que foram obtidos como esferas perfeitas.
Isto pode ser explicado pela alta viscosidade da solucdo de liquido ibnico a altas
concentragfes, a qual pode interferir na interacdo entre as cadeias no momento do
contato com as goticulas, fazendo com que as mesmas interajam com mais
dificuldade. As figuras 33 e 34 demonstram os beads/A2 antes de serem secos a
vacuo, no momento da preparacdo, e os beads/Al secos formados em diferentes

concentragdes, respectivamente.
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Figura 32 — A esquerda, tamanho aproximado do diametro dos beads formados depois de secos; A direita,
diametro dos beads depois de secos medido com régua (a menor divisdo da escala de medida é de 1 mm).
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Fonte: A autora (2020).

Figura 33 — Beads/A2 formados antes de serem secos.

Fonte: A autora (2020).

Figura 34 - Da esquerda para a direita: beads/A1 com liquido idnico Al a 25%, 50% e 75%, depois de secos.

Fonte: A autora (2020).
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No encapsulamento dos farmacos, foram preparados apenas o0s beads dos
liquidos ibnicos Al e A2 com os liquidos idnicos a 50%, os quais demonstraram melhor
forma diante das concentragdes testadas. Os beads formados apresentaram mesma
distribuicdo de tamanho e mesma morfologia externa que os beads formados sem a

presenca do farmaco.

6.3 TESTE DE ESTABILIDADE EM SOLVENTES

Os sistemas beads/Al e beads/A2 com os liquidos idnicos a 50% foram
imersos em tubos de ensaio contendo os solventes etanol, acetona, DMF e hexano,
para testes de estabilidade e interacdo do material com o meio. Os sistemas foram
mantidos fechados por 28 dias, a temperatura ambiente. ApGs este tempo, foi
realizada uma analise visual da superficie e do tamanho dos beads nos quatro

sistemas.

Durante os 28 dias mantidos na presenca dos solventes, sob as condicdes
descritas, 0os beads com os dois liquidos ibnicos demonstraram ser estaveis aos
solventes etanol, acetona, DMF e hexano. Apés terem sido tirados dos sistemas, 0s
beads/A2 demonstraram ter intumescido e absorvido os solventes etanol e DMF,
enquanto os beads/Al demonstraram nao absorver nenhum dos solventes, o que foi
perceptivel pela diferenca de tamanho dos beads antes e apds o0 experimento, notada
visualmente. Porém, nenhum dos beads foi dissolvido ou degradado durante o periodo
dos 28 dias.

Na presenca de acetona e hexano, tanto os beads/Al quanto os beads/A2
nao apresentaram diferenca em sua morfologia externa, além de permanecerem
firmes e resistentes. Isto demonstra que solventes apolares de cadeia longa ndo séo
absorvidos pela rede, e que os beads apresentaram uma relativa estabilidade aos
solventes testados, dentre 0os quais tem-se solventes proticos e aproéticos, polares e
apolares. A figura 35 demonstra o sistema beads/Al, por exemplo, submetidos a

presenca dos solventes no inicio do experimento.
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Figura 35 - Beads/Al na presenca dos solventes etanol, acetona, DMF e hexano.

Fonte: A autora (2020).

6.4 CARACTERIZACAO DOS BEADS FORMADOS

Os sistemas beads/Al e beads/A2 formados foram caracterizados através
das técnicas de espectroscopia de infravermelho (FT-IR), de Raman, de Andlise
Termogravimétrica (TGA) e de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) para
permitir a analise morfologica dos sistemas obtidos e a compreenséo da configuracéo

da rede tridimensional polimérica formada nos materiais.

6.4.1 Espectroscopia naregido do infravermelho (FT-IR)

Para a analise da estrutura do sistema beads/Al através do espectro de
infravermelho, foram comparados os espectros obtidos do alginato de sédio e do LI
Al sintetizado como agente reticulante, conforme a figura 36. Primeiramente,
analisando o espectro do alginato de acordo com a sua estrutura mostrada na figura

37, tem-se a presenca de duas bandas fortes e evidentes em 1590 e 1410 cm
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referentes aos estiramentos assimétrico e simétrico dos grupos carboxilato (-COO"),

respectivamente, presentes em sua cadeia. Os estiramentos da ligagdo alquil-éter C-

O-C podem ser vistos através da banda que aparece em 1035 cm*, da mesma forma

gue no espectro obtido para o LI A1, demonstrado no item 5.2.1. A banda fraca vista

em 1085 cm™ se refere aos grupos C-OH presentes na estrutura do alginato (MA;
WANG, 2015).

Figura 36 - Espectro de infravermelho do sistema beads/A1l, juntamente com o alginato e o liquido idnico Al.

Intensidade normalizada (unid. arb.)

[———

—— Alginato
— A1
—— Bead/A1

v(-OH)
—— \A
= ™\ v(C-O-C
\ A \/]lul W/ : ( )
N W
¥ v(C=N/C=C) | pb | \\r"'l
v(-OH) VI
| A

1730 cm? vtCoo)

4000

T
3500

T T

T T T T T T T T T T
3000 2500 2000 1500 1000 500

NUmero de onda (cm™)

Fonte: A autora (2020).

Figura 37 - Estrutura do alginato de s6dio (Adaptado de SOUZA; PERALTA-ZAMORA; ZAWADZKI, 2008).
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Fonte: Adaptado de SOUZA; PERALTA-ZAMORA; ZAWADZKI (2008).
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Ao comparar-se o0s espectros do alginato, do LI A1 e do sistema beads/Al
proveniente da interagdo entre os dois, é possivel notar algumas bandas
caracteristicas geradas apoés o processo de formacgéo da rede tridimensional do bead.
Analisando o espectro do sistema beads/Al, nota-se a presenca de uma banda um
pouco larga em 1640 cm™ que pode ser atribuida ao deslocamento da banda referente
ao estiramento dos grupos carboxilato do alginato presente em 1590 cm™, juntamente
com a sobreposicédo das bandas referentes aos grupos C=N/C=C de aromaticos do LI
Al, j& que estes grupos absorvem no mesmo numero de onda da regido do
infravermelho. Isto indica possiveis interacdes com estes grupos. Houve a formacéao
de uma pequena banda em 1730 cm, que, conforme observado por Chao Feng et
al., pode ser referente a protonagdo dos grupos carboxilato do alginato formando
grupos de acido carboxilico ou a algum tipo de interacéo que estabiliza o carboxilato,
gerando bandas especificas entre 1700 e 1750 cm™ (FENG et al., 2014). Isto
demonstra que 0s grupos carboxilato presentes na cadeia do alginato podem ter
interagido ionicamente com o0 grupo imidazol positivo da cadeia do LI Al,

estabilizando-o e formando a banda em 1730 cm™1.

A banda referente aos grupos da ligacdo alquil-éter que aparece tanto no
espectro do alginato quanto no do LI, também aparece no espectro do sistema
beads/Al, confirmando que a formacdo da rede tridimensional ndo interferiu na
presenca deste grupo. Uma mudanca observada € o aumento da intensidade da
banda referente aos grupos —OH do alginato em 3300 cm™ no espectro do sistema
beads/Al. Isto pode ser atribuido a interaces como pontes de hidrogénio entre os
grupos —SOs presentes no LI e as hidroxilas presentes no alginato. Outra evidéncia, é
o deslocamento da banda dos grupos C-OH do alginato de 1085 cm para 1100 cm™*
no espectro do sistema beads/Al, que também demonstra possiveis interacbesentre

as hidroxilas e o LI.

Possivelmente, também podem ocorrer pontes de hidrogénio entre o oxigénio
do grupo alquil-éter presente no LI A1 e as hidroxilas do alginato, devido ao fato de
gue o LI A3 apresenta uma estrutura muito parecida com o LI A1l (com excec¢éo dos
grupos alquil-éter e dois grupos metileno, conforme a figura 18) mas nao formou
beads quando entrou em contato com o alginato que foi gotejado, conforme

comentado no item 6.2, ou seja, ndo houve reticulagéo neste caso.
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Como visto, o LI A4 também ndo formou beads, apesar de apresentar uma
estrutura muito parecida com os LIs Al e A3. Estes trés liquidos contém a presenca
do grupo SOs, mas a auséncia do oxigénio do grupo alquil-éter na estrutura dos
liguidos A3 e A4 faz com que nao haja formacdo de mais pontes de hidrogénio para
estabilizar a rede polimérica. Isto pode demonstrar que o LI A1 atua como um agente
reticulante na formacédo de beads de hidrogel com cadeias de alginato, através de
interacdes ibnicas com 0s grupos imidazol positivos e 0os grupos carboxilato, além de
realizar pontes de hidrogénio dos grupos —OH do alginato com os grupos SOs e,
principalmente, com o0s grupos C-O-C presentes em sua estrutura. Com estes
resultados, foi possivel propor a configuracdo para uma possivel reticulacdo ibnica
entre o LI Al e o alginato, como visto através da figura 38, representando uma atuagao

inédita para os liquidos iénicos.

Figura 38 - Configuracéo proposta para a reticulacéo idnica do LI A1 com o alginato de sddio disposto em blocos
G-G. As interacdes ibnicas sdo dadas em laranja e as pontes de hidrogénio em azul.

Fonte: A autora (2020).
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Na configuracdo proposta para a reticulagcéo idnica do LI A1 com o alginato de
sodio, as cadeias do alginato estdo dispostas com os blocos formados na ordem G-
G, conforme a estrutura B da figura 5, a qual foi a mais adequada para simular as
interacbes com o LI. Moléculas de agua ocupam o0s espacos entre as ligacdes
cruzadas, formando a rede tridimensional hidratada caracteristica de um hidrogel.
Além disso, a figura 38 mostra que sem a presenca dos grupos alquil-éter na estrutura
do LI, menos pontes de hidrogénio ocorrem para que haja a reticulacdo, o que pode
justificar o fato de os LIs A3 e A4 ndo reticularem com o alginato, como mencionado
anteriormente. As cargas negativas dos grupos S-O" e carboxilato séo estabilizadas
pela presenca de cations Na* provenientes do alginato e de cations H* presentes na
agua.

Em relacdo ao sistema beads/A2, o espectro de infravermelho obtido foi
comparado com os espectros do LI A2 utilizado e do alginato, conforme demonstrado
na figura 39. O LI A2 apresenta bandas caracteristicas referentes aos grupos de sal
de amonio e do hidrogenossulfato, os quais compdem o céation e o anion no LI, como
ja visto através da sua estrutura (figura 18). As duas bandas que aparecem naregiao
entre 2780-2670 cm™ representam os estiramentos da ligacdo NH* em cadeias
alifaticas, caracteristicos de sais de aménio quaternario (SHMUKLER, L.E. et al.,
2018; PAVIA et al., 2010). As bandas referentes aos grupos S=0 e S-O aparecem em
1165 e 1035 cm?, respectivamente, assim como LI A1 (com a banda do S-O um pouco
mais forte). Em 1470 cm, é possivel perceber bandas referentes a deformacéo

angular simétrica dos grupos —CHz presentes no LI A2.
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Figura 39 - Espectro de infravermelho do sistema beads/A2, juntamente com o alginato e o liquido idnico A2.
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Fonte: A autora (2020).

No espectro do sistema beads/A2, nota-se a presenca da banda dos grupos
alquil-éter C-O-C em 1030 cm?, proveniente do alginato, além da banda referente aos
grupos C-OH presentes na cadeia do alginato, que foi deslocada de 1085 cm para
1090 cm™. Apesar deste deslocamento ser baixo, 0 mesmo pode ser atribuido a
possiveis interacdes das hidroxilas do alginato com as cadeias do LI A2, assim como
no LI Al. As bandas referentes a deformacgéo dos grupos —CH: presentes no sal de
amonio aparecem fracas na formacgédo da rede polimérica em 1480 cm?, enquanto a
banda referente a deformacéo de grupos N-H no plano aparece mais forte devido a

sobreposicao das bandas do carboxilato que absorvem na mesma regiao.

Em 1740 cm™, houve a formacgdo de uma banda evidente no espectro do
sistema beads/A2 que pode ser atribuida a protonag¢do dos grupos carboxilato ou a
algum tipo de interacdo que estabiliza o carboxilato, assim como na estrutura do
sistema beads/Al analisada no espectro da figura 36. Isto pode indicar que os

grupos carboxilato interagiram ionicamente com o cation de sal de amoénio da
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estrutura do LI A2. A banda larga em 3320 cm™ pode ser referente a sobreposicdo
das bandas dos grupos —OH do alginato com o estiramento N-H do LI A2, podendo
indicar também interacbes com as cadeias do LI, como pontes de hidrogénio, devido
ao aumento da intensidade. Considerando estas atribuicdes, a configuracdo da
reticulacdo idnica entre o LI A2 e o alginato também foi proposta, conforme a figura
40.

Figura 40 - Configuragao proposta para a reticulacéo idnica do LI A2 com o alginato de sodio. As interagdes
ibnicas sdo dadas em laranja e as pontes de hidrogénio em azul.
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Fonte: A autora (2020).

Na configuracdo proposta para a reticulacéo idnica do LI A2 com o alginato de
sédio, as cadeias do alginato estéo dispostas com os blocos do alginato formados na
ordem G-G-M-M-G-G, mostrada na figura 40, conforme as simulacdes vistas pela
figura 5. Outras ordens de formacédo dos blocos M ou G do alginato ndo pareciam
adequadas por conta de possiveis repulsdes eletrostaticas que poderiam existir com
a proximidade de grupos negativos. Nesta disposi¢do das cadeias, 0s espacos entre
as ligacbes cruzadas acomodam as moléculas de agua, formando uma rede
tridimensional hidratada com cavidades. Assim como no sistema beads/Al, a

presenca de cétions Na* provenientes do alginato e de cétions H* presentes na agua
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estabilizam as cargas negativas provenientes de grupos hidrogenossulfato e

carboxilatos.

6.4.2 Espectroscopia Raman

Analisando o espectro Raman obtido para o sistema beads/Al (figura 41) em
comparacgdo com o alginato e o LI Al sintetizado, é possivel perceber mudancas nas
intensidades de bandas especificas apds a reticulagdo da rede polimérica. No
espectro do alginato, bandas que aparecem em 1300 e 1409 cm sdo associadas aos
estiramentos simétrico e assimétrico dos grupos carboxilato, respectivamente,
enquanto as bandas em 812 e 2939 cm! se referem aos estiramentos dos grupos C-
O-C e —OH presentes em sua estrutura glicosidica (SMITH; DENT, 2005). Conforme
0 espectro do sistema beads/Al, a banda referente ao estiramento dos grupos
carboxilato aparece em 1409 cm?, proveniente da estrutura do alginato, s6 que com
maior intensidade. Isto demonstra que pode ter havido interacdes ibnicas que
estabilizaram a carga dos grupos carboxilato diante da reticulagdo com o LI Al,
conforme ja visto através dos espectros de infravermelho. A banda em 1033 cm™

confirma a presenca dos grupos S=0 provenientes do LI Al na rede tridimensional.
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Figura 41 - Espectro Raman obtido para o sistema beads/Al, em comparagdo com o LI Al e o alginato.
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Através do espectro obtido para o sistema beads/A2, mostrado na figura 42,
foi possivel comparar as bandas do alginato e do LI A2 formadas com as bandas da
rede polimérica do material. O LI A2 apresenta bandas caracteristicas em 1457 cm™
referente a deformacéo de grupos NH* e em 1033 cm referente ao estiramento dos
grupos S=0, presentes na estrutura do LI (PAWLUKOJ'C et al., 2005). Em 1158 cm™*
também € possivel encontrar as bandas associadas ao estiramento das ligacdes C-N
presentes no cétion de sal de aménio do LI A2. No sistema beads/A2, as bandas
formadas em 1457 cm™ e 1043 cm™ confirmam a presenca dos grupos NH* e S=0
provenientes do LI. Em 812 cm™ e 2949 cm* nota-se a presenca de duas bandas que
podem ser atribuidas ao estiramento dos grupos C-O-C e as interacdes com 0S grupos

hidroxila provenientes do alginato, respectivamente.
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Figura 42 - Espectro Raman obtido para o sistema beads/A2, em comparag&o com o LI Al e oalginato.
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6.4.3 Analise Termogravimétrica (TGA)

Através da andlise termogravimétrica obtida a partir das curvas de TGA feitas
para os sistemas beads/Al e beads/A2 nas concentracdes de LI a 25%, 50% e 75%,
foi possivel conferir a degradacéo da estrutura da rede polimérica com o aquecimento
do material e comparar as estabilidades dos sistemas. Conforme a figura 43, onde foi
analisado o sistema beads/Al nas trés concentracoes, é possivel perceber entre 45°
C e 110° C uma perda de massa de aproximadamente 15%, a qual pode ser atribuida
a perda de 4gua da rede. A partir de 170° C, nota-se perda de massa em dois eventos:
um entre 180° C e 250° C e outro bem evidente entre 250° C e 340° C.

A degradacéo referente ao evento entre 250° C e 340° C pode ser atribuida a
guebra das cadeias carbbnicas alquilicas presentes no material e a quebra das
ligacdes O-H provenientes do alginato. Renan da Silva Fernandes et al., por exemplo,

obtiveram uma curva similar na andlise termogravimétrica para beads de alginato
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reticulados com CaClz, sob atmosfera inerte. Eles observaram um evento entre 30° e
150° C, o foi atribuido a perda de agua do sistema, e um outro evento entre 200° e
320° C atribuido a decomposicdo das cadeias carbdnicas provenientes do alginato
(FERNANDES, R. S. et al., 2017). Claudio Larosa et al. também obtiveram resultados
similares na andlise termogravimétrica de beads de alginato reticulados com CacClz,
sob atmosfera inerte. Foram observados eventos entre 175° e 300° C referentes a
decomposicdo da cadeia polimérica do alginato (FERNANDES, R. S. et al., 2017,
LAROSA, C. et al., 2018).

Ja a perda de massa presente entre 180° C e 250° C pode ser atribuida a
decomposicdo das cadeias na estrutura do LI Al, ja que é um evento ndo presente
nas curvas obtidas para os beads de alginato reticulados com CacCl2 produzidos por
Renan da Silva Fernandes et al. e Claudio Larosa et al. Porém, € necessaria a analise

termogravimétrica do LI Al separadamente para efeito de comparacéo.

A degradacdo do enxofre nas ligagbes com o carbono e com 0 Oxigénio
presentes no LI Al geralmente ocorrem entre 600-700° C, conforme Sandineni, P.,
Yaghoobnejad Asl, H. e Choudhury, A. Como a faixa de temperatura na analise de até
600° C, nao foi possivel obter o evento referente a esta degradacdo (SANDINENI;
YAGHOOBNEJAD-ASL; CHOUDHURY, 2016).

Comparando as curvas obtidas para o sistema nas diferentes concentracoes, é
demonstrado que ndo houve diferencas significativas de estabilidade térmica. O perfil
de degradacéo nas curvas foi similar, tendo uma pequena diferenca na composicéo
térmica da cadeia polimérica para o sistema com concentracéo de LI a 25%, com o
aparecimento de mais um evento entre 500 e 600° C. Contudo, para os demais
intervalos de temperatura dos eventos citados, as perdas de massa ocorreram de
forma semelhante para as trés concentracfes estudadas. No trabalho de Renan da
Silva Fernandes et al. também foram realizadas analises termogravimétricas dos
beads em diferentes concentracdes de CaClz, e foi demonstrado que ndo houve
diferenca de estabilidade entre os sistemas, com obtencdo de curvas semelhantes
para todos os casos (FERNANDES, R. S. et al., 2017).
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Figura 43 - Curvas de TGA do sistema beads/Al nas concentra¢des de liquido idnico a 25%, 50% e 75%.
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Fonte: A autora (2020).

Na andlise termogravimétrica do sistema beads/A2 nas trés concentragoes,
conforme a figura 44, € possivel notar um evento entre 35° e 200° C e outro entre 200°
e 300° C que, assim como nas curvas obtidas para o sistema beads/Al, podem ser
atribuidas a perda de agua e a quebra das cadeias carbdnicas provenientes do
alginato, respectivamente. Provavelmente, o intervalo de temperatura em que ha
decomposicédo das cadeias provenientes do LI A2 esta incluido nos dois eventos
sobrepostos nas curvas, o que pode ser investigado com a realizacdo de analise
termogravimétrica para o LI A2 separadamente. Da mesma forma que no sistema
beads/Al, o sistema beads/A2 apresenta ligagdes S-0, as quais degradam entre 600°
C e 700° C, que também ndo puderam ser notadas pelo limite de temperatura da
andalise que foi de 600° C (SANDINENI; YAGHOOBNEJAD-ASL; CHOUDHURY,
2016).

Ao comparar-se o sistema beads/A2 nas diferentes concentracdes, percebe-
se também que ndo houve uma diferenca acentuada de estabilidade. Neste caso, a

curva da concentracao de LI A2 a 75% apresentou um leve aumento de estabilidade
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no evento entre 200° e 300° C, demonstrando uma sutil resisténcia térmica maior
das ligacBes nesta regido. A curva referente a concentracdo de LI A2 a 50%
apresentou uma perda de massa relativamente menor em relacdo as outras curvas,

gue pode ser proveniente do fato de o sistema estar um pouco menos hidratado.

Figura 44 - Curvas de TGA do sistema beads/A2 nas concentrac@es de liquido idnico a 25%, 50% e 75%.
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Fonte: A autora (2020).

Com os resultados obtidos, foi observado que o aumento da concentracao de
LI na reticulacdo das cadeias com o alginato para a formacdo dos beads néo
interfere na estabilidade térmica dos mesmos de forma significativa. Testes com
diferentes concentracdes de alginato nos sistemas também podem ser feitos para
identificar se a variacdo da concentracdo de alginato interfere na sua estabilidade
térmica, uma vez que a variacdo na concentracdo do agente reticulante nao interfere

neste caso.
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6.4.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia dos beads obtidos a partir dos LIs A1 e A2 a 50% foi observada
por MEV, conforme as figuras 45 e 46, respectivamente. A partir das imagens obtidas
para o sistema beads/Al, é possivel perceber uma superficie externa densa e
rugosa, conforme a figura 45A. O corte transversal feito no centro do bead visto nas
figuras 45B e 45D demonstra a presenca de ranhuras e camadas que podem ter
sido formadas devido a secagem dos beads na preparacdo e devido a liofilizacéo,

gue causou desidratacao no material.

Figura 45 - Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) obtidas para o sistema beads/Al: bead (A),
aumento na superficie do bead (C) e corte transversal no centro do bead (B) e (D).
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A magnificacdo de 14,4 kx feita na imagem vista através da figura 45C,
demonstra uma superficie aspera com muitas rugas, apresentando pequenas pontas
visiveis, separadas por poros. Jagadeesen Supramaniam et al., em 2018, obteve
resultados semelhantes para as imagens de MEV obtidas de beads de alginato
reticulados com CaClz e carregados com nanoparticulas de celulose funcionalizada
com ferro (SUPRAMANIAM et al., 2017). Estes poros podem acomodar moléculas e
particulas de solutos em seu interior, permitindo o encapsulamento das mesmas para

diversas aplicacgoes.

Para o sistema beads/A2, é possivel perceber através da figura 46A um
encolhimento irregular causado pelo colapso parcial da rede tridimensional do bead
durante a desidratacéo na liofilizacdo. Na superficie do material nota-se a presenca
de pequenas depressdes que geram cavidades, conforme a figura 46B, as quais
permitem acomodar particulas em seu interior. Com um aumento na superficie do
bead visto atraves das figuras 46C e 46D, com magnificacfes acima de 5 kx, percebe-
se pequenos aglomerados com tamanho aproximado de 2 um, semelhantes a redes
tridimensionais agregadas. Isto pode ser resultado do processo de reticulacdo entre o
alginato e o liquido iénico A2 na formacao da rede polimérica. Observa¢cdes analogas
foram relatadas por Mingyong Zhou et al. também em 2018, o qual realizou imagens
de MEV para beads de alginato reticulados com CaClz e carregados com pectina e
lipoproteina de baixa densidade obtida da gema do ovo, obtendo aglomerados na
superficie dos beads com aproximadamente o mesmo tamanho dos obtidos pela
figura 46C (ZHOU et al., 2018).
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Figura 46 - Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) obtidas para o sistema beads/A2: bead (A) e
aumento na superficie do bead (C), (D) e (E).
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Fonte: A autora (2020).

Imagens de microscopia 6ptica também foram obtidas (figuras 47 e 48) para
comparacao com as imagens de MEV, onde se percebe que a superficie dos beads
de hidrogel é translicida, apresentando pequenos defeitos como bolhas e areas
achatadas. A formacao de bolhas pode ser explicada pela presenca de ar na agulha
e na solucao de alginato gotejada, a qual apresenta uma alta viscosidade. As imagens
de MEV confirmam as deformacdes presentes na superficie através das pequenas
cavidades mostradas. Na figura 47, sdo mostradas as imagens dos beads obtidos a
partir dos Lls A1 e A2 apds a secagem a vacuo (sem passar pelo processo de

liofilizacdo), os quais demonstram externamente mesma forma e aparéncia. J4 na
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figura 48, mostra-se as imagens dos beads intumescidos apds 2 minutos em agua.
Nota-se uma camada de hidratacdo formada ao redor da rede polimérica esférica que

demonstra a absor¢ao de agua pelo material.

Figura 47 - Imagens de microscopia ptica obtidas para os sistemas beads/Al (a esquerda) e beads/A2 (a
direita) apos a secagem a vacuo.

Fonte: A autora (2020).

Figura 48 - Imagens de microscopia 6ptica obtidas para os sistemas beads/Al (a esquerda) e beads/A2 (a
direita) intumescidos com agua apds 2 minutos.

Fonte: A autora (2020).
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6.5 GRAU DE INTUMESCIMENTO E SENSIBILIDADE AO PH

O perfil de intumescimento e a andlise da sensibilidade ao pH dos sistemas
beads/Al e beads/A2 obtidos € estudado neste item, através do estudo do seu
comportamento em solugdes com diferentes valores de pH e da variacdo do seu grau

de intumescimento com o tempo.

6.5.1 Método experimental: perfil de intumescimento

Para a avaliacdo do perfil de intumescimento, os beads foram mantidos em
sistemas com pHs que simulam diferentes regides do sistema gastro-intestinal (FENG

et al., 2014). Os sistemas foram preparados da seguinte forma:

e Sistema pH 1,2: Simula o pH do fluido gastrico. Solu¢cdo contendo 7 mL de HCI

concentrado e 2 g de NaCl em 1 L de agua ultrapura;

e Sistema pH 6,0: Simula o pH do fluido do duodeno. Solugdo tampéao-fosfato (PBS)
a pH 6,0, feita a partir da mistura de 87,7 mL de uma solu¢cdo de NaH2POsa 0,2 M
(solugéo A) com 12,3 mL de uma solugéo de Na:HPO4 a 0,2 M (solugéo B), diluidos
para 200 mL.

e Sistema pH 7,4: Simula o pH do fluido intestinal. Solugdo tampao-fosfato (PBS) a
pH 7,4, feita a partir da mistura de 19 mL da solucdo A com 81 mL da solucdo B,

diluidos para 200 mL.

O método gravimétrico convencional foi usado para medir o grau de
intumescimento (Sw) dos beads (YIN; WANG; WANG, 2018). Inicialmente, cinco
beads formados dos liquidos ibnicos nas concentracfes de 25% e 50% foram pesados
e imersos nas solucbdes de diferentes pHs citadas acima, a 37° C, sob agitacao,
durante 6 horas, conforme a ilustracdo na figura 49. Em intervalos de 5 minutos até
30 minutos e de 1 h até completar 6 h, os beads foram retirados dos sistemas, secos

num papel de filtro para retirar o excesso de agua e, em seguida, foram pesados para



91

analise do ganho de agua e inchaco na rede polimérica em funcdo do pH. Os

w
valores de Swforam calculados através da seguinte equacéo:

S, = W’W—OWO x 100 (4)
onde wie wp sdo a massa (mg) dos beads inchados retirados dos sistemas no tempo
t e a massa inicial dos beads secos antes de serem adicionados nos sistemas,
respectivamente. Cada experimento foi repetido 3 vezes e a média dos valores foi
utilizada. Foi tracada uma curva do grau de intumescimento versus tempo e um gréafico

do grau de intumescimento de acordo com o pH.

Figura 49 - llustracéo dos beads submersos em solugdes com diferentes valores de pH para analise do grau de
intumescimento.

Solugdo tampéo: pH 1,2 Solugio tampio: pH 6,0 Solugdo tampio: pH 7,4
Fluido gastrico Fluido do duodeno Fluido intestinal

Fonte: A autora (2020).

6.5.2 Avaliacdo do perfil de intumescimento e sensibilidade ao pH

Os sistemas beads/Al e beads/A2 com concentracdes de Lls a 25% e 50%
foram submetidos as solucdes de pH 1,2, 6,0 e 7,4 afim de permitir o estudo do grau
de intumescimento e a sensibilidade dos materiais em meios com pHs que simulam
regides do sistema gastro-intestinal. Os beads com concentracédo de LIs a 75% nao
foram estudados nestes testes pelo fato de ndo apresentarem forma esférica regular,
ou uma forma estrutural ndo otimizada. O objetivo foi estudar o quanto os beads

incham em diferentes concentracdes de LI, variando o pH.

Os beads/Al e A2 apresentaram estabilidades diferentes nas solu¢cdes com
diferentes pHs. Sob pH 1,2, os beads dos dois sistemas demonstraram ser estaveis,

mantendo sua estrutura e forma durante o experimento. Ja nas solucdes de pH 6,0 e
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7,4, os beads foram dissolvidos completamente antes dos 10 primeiros minutos. Isto
pode ser explicado pelo fato de que no meio &cido, a presenca dos grupos H*
estabiliza a estrutura do bead porque permite a formacao de pontes de hidrogénio
com os grupos carboxilato (-COO") provenientes do alginato na estrutura, protonando-
os e formando acidos carboxilicos em meio a reticulagdo. Ja& em pHs mais altos, como
6,0 e 7,4, vai haver a desprotonacdo destes grupos, causando uma repulsdo
eletrostatica entre os mesmos (-COO«—~0OO0C-). Isto leva a quebra das interacdes
entre as cadeias poliméricas dos beads, desestruturando-os. Desta forma, ndo foi
possivel analisar o grau do intumescimento dos materiais sob pH 6,0 e 7,4 durante 7
horas. Foram obtidos os resultados apenas para os primeiros minutos. Os testes do
grau de intumescimento durante 7 horas foram realizados apenas sob pH 1,2.

Para o sistema beads/Al, é visto que na concentracédo de 25% de LI, os beads
sofreram degradacdo mecéanica quando a solucao foi submetida a agitacao, apesar
de terem sido estaveis sob pH 1,2. O contato da barra magnética com os beads fez
com que eles se partissem em pedacos em questado de 5 minutos, impedindo de ser
realizada a analise do seu grau de intumescimento. Isto demonstra que neste sistema
a esta concentracao, os beads néo apresentam resisténcia suficiente para absorver
agua sob agitacdo. Ja na concentracdo de LI a 50%, os beads apresentaram
resisténcia, no que foi possivel estudar o seu comportamento. Os valores médios das
massas dos beads pesados em triplicata para cada tempo t (m;) até completar as 6
horas de experimento, juntamente com o valor da massa inicial dos beads secos antes
de serem inseridos nas solugdes (mo), foram usados para calcular o grau de
intumescimento Sy em porcentagem, a partir da equacéo 4 na pagina 73. Desta forma,
foi possivel obter a curva do grau de intumescimento pelo tempo para o sistema

beads/Al com LI a 50%, demonstrada na figura 50.
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Figura 50 - Grau de intumescimento para o sistema beads/Al com liquido idnico a 50%, sob pH 1,2.

35 - —e Beads/A1 a 50% |

Grau de intumescimento (%)
@
HH
HH

Tempo (h)

Fonte: A autora (2020).

Como visto pela curva obtida, o sistema beads/Al intumesceu apenas 1,33% até
atingir 1 hora na solucéo. Depois, o0 grau de intumescimento aumentou até a terceira
hora do experimento e permaneceu constante até completar as 6 horas, o que significa
gue sao necessarias apenas 3 horas para que o sistema entre em equilibrio. Neste
momento, a rede polimérica ndo intumesce mais, ou seja, a entrada de agua na rede
€ cessada demonstrando até qual nivel de inchaco o material pode atingir sem alterar
a sua estrutura.

Pode-se notar pela curva que no final do experimento, o sistema nao intumesceu
mais do que 17,33%, apresentando um grau de intumescimento relativamente baixo.
Materiais com baixo grau de intumescimento tendem a liberar substancias
encapsuladas em seu interior mais lentamente, tendo em vista que a entrada de agua

na rede é baixa e ocorre num periodo de tempo razoavel.

Os beads de alginato com agar reticulados com CaClz produzidos por Zi-Chen
Yin et al. em 2017 também atingiram o equilibrio de intumescimento em poucas horas,
guando analisada a variacdo do seu grau de intumescimento com o tempo. Na razao

de 15:10 de alginato e agar, por exemplo, os beads atingiram o equilibrio de
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intumescimento em aproximadamente 4 h, intumescendo até 36% até o equilibrio (YIN
et al., 2017).

Para o sistema beads/A2 nas concentragfes de liquidos ibnicos a 25% e 50%,
as massas médias m: e m, também foram usadas para calcular o grau de
intumescimento Sy em porcentagem, 0 que permitiu a construcéo da curva do grau de

intumescimento pelo tempo, conforme a figura 51.:

Figura 51 - Grau de intumescimento para o sistema beads/A2 com liquido idnico a 25% e 50%, sob pH1,2.
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Fonte: A autora (2020).

Os sistemas beads/A2 a 25% e a 50% atingiram o equilibrio de intumescimento
em 4 horas de experimento sob pH 1,2, onde o grau de intumescimento permaneceu
constante até completar 6 horas. Isto significa que foram necessarias 4 horas para
gue o sistema atingisse o equilibrio, demonstrando que o sistema beads/A2 intumesce
mais que o sistema beads/Al em pH &cido. Também € possivel notar que o sistema
beads/A2 a 25% intumesceu até 15,00% enquanto que o sistema beads/A2 a 50%

intumesceu até 23,25%, resultando num comportamento contrario ao esperado.

Com o aumento da concentracdo de LI como agente reticulante da rede, era

esperado que o grau de reticulagdo aumentasse, fazendo com que o material



95

intumescesse menos ou que entrasse menos agua pela rede. Sangamesh G. Kumbar
e Tejraj M. Aminabhavi, por exemplo, prepararam beads de Poly(vinyl alcohol)-
grafted-Poly(acrylamide) com alginato de sédio utilizando glutaraldeido como agente
reticulante nas concentracdes de 5%, 10% e 15% (v/v), e realizou experimentos para
medir o grau de intumescimento dos beads. Eles perceberam que na concentracao
de 5% de glutaraldeido, os beads apresentavam um intumescimento de 42,72%, na
de 10%, um intumescimento de 38,61%, enquanto que na concentracao de 15% de
glutaraldeido, o intumescimento foi de 35,14%, demonstrando que o aumento da
concentracdo do agente reticulante diminui o grau de intumescimento, ocasionando
uma menor absorcdo de agua na rede polimérica dos beads (KUMBAR S. G;
AMINABHAVI T. M., 2001).

Contudo, os resultados obtidos na figura 51 mostram que 0 sistema com
concentracdo maior de LI intumesceu mais, o0 que abre portas para a hipétese de que
o LI A2 no sistema beads/A2 esteja realizando interacbes com as moléculas de agua
presentes. Como a concentracdo de 50% de LI é maior, a possibilidade de interagdes
entre os grupos hidrogenossulfato e as moléculas de agua também € maior, fazendo
com que o material absorva mais agua a concentracdes mais altas de LI. Nas figuras
52 e 53, estas interacdes com a agua sdo demonstradas na configuracao proposta
para a reticulacéo ibnica do LI A2 com o alginato, para uma concentracao maior e para
uma concentracdo menor de LI, respectivamente. Desta forma, diante dos valores do
grau de intumescimento obtidos, estima-se que o sistema beads/A2 a 25% tende a
liberar moléculas encapsuladas mais lentamente que na concentracdo de 50%, devido

ao grau de intumescimento menor.
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Figura 52 - InteragBes entre os grupos hidrogenossulfonato protonados e as moléculas de dgua na configuracéo
da reticulac&o do LI A2 com o alginato, a altas concentragdes de LI. As interacdes idnicas sédo mostradas em
laranja e as pontes de hidrogénio em azul. As moléculas de agua séo representadas por circulosvermelhos.
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Fonte: A autora (2020).
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Figura 53 - Interagdes entre os grupos hidrogenossulfonato protonados e as moléculas de dgua na configuragao
da reticulacéo do LI A2 com o alginato, a baixas concentracdes de LI. As interagfes idnicas sdo mostradas em
laranja e as pontes de hidrogénio em azul. As moléculas de agua séo representadas por circulosvermelhos.

Fonte: A autora (2020).
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Como os beads apresentaram dissolucdo total sob pH 6,0 e 7,4 apds os 10
primeiros minutos, o grau de intumescimento dos sistemas beads/Al e A2 a 50% nos
5 primeiros minutos, sob pH 1,2, 6,0 e 7,4, foi plotado num gréfico a fim de comparar
0 quanto os sistemas intumescem variando o pH do meio. O grafico obtido é
demonstrado na figura 54.

Figura 54 - Grau de intumescimento dos sistemas beads/Al e A2 com liquidos ibnicos a 50% depois de 5
minutos, sob pH 1,2, 6,0 e 7,4.
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Fonte: A autora (2020).

A partir do gréafico obtido, nota-se que o sistema beads/A2 intumesce mais que
o sistema beads/Al, nos trés valores de pH testados, demonstrando que o sistema
beads/Al aparenta ser um pouco mais estavel que o sistema beads/A2, tendo em
vista que absorve menos agua diante de um intervalo de tempo medido. Sob pH 1,2,
tem-se que os beads intumescem muito pouco nos primeiros minutos, huma taxa
insignificativa, enquanto que sob pH 6,0 e 7,4, os beads intumescem completamente
até os 10 primeiros minutos, sendo completamente dissolvidos ap6s o
intumescimento. Merve Olukman, Oya Sanh e Ebru Kondolot Solak obtiveram
resultados similares no estudo de beads de alginato reticulados com cloreto de Al®*,
Ca?* e Zn?* no que diz respeito a variacdo do intumescimento com o pH do meio. Sob
pH 1,2, os beads apresentaram estabilidade, intumescendo gradativamente ao longo
de 24 h, enquanto que sob pH 6,8 e 7,4, os beads intumesceram completamente em

poucos minutos, resultando no seu rompimento e dissolucdo total logo no inicio do
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experimento. A protonacgéo e a desprotonacao dos grupos carboxilato do alginato na
estrutura do beads reticulados com os sais interferiu na variagdo de intumescimento
com o pH do sistema, assim como para os beads obtidos neste trabalho (OLUKMAN,
M.; SANH, O.; SOLAK, E. K., 2012).

Diante dos resultados obtidos para a sensibilidade ao pH dos sistemas
beads/Al e beads/A2, é consideravel que a liberacdo de farmacos encapsulados
nestes sistemas seria mais sustentada e lenta para meios com o pH acido e muito
rapida para pH neutro ou bésico, jA& que a liberacdo depende do grau de
intumescimento do sistema. Desta forma, este tipo de material poderia ser
direcionado ao encapsulamento de farmacos seletivos utilizados em tratamentos que

exigem especificidade de pH, resultando numa liberag&o controlada.
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7 ENCAPSULAMENTO E LIBERACAO DOS FARMACOS

Neste capitulo, sdo estudados o encapsulamento e a liberacdo dos farmacos
indometacina e 5-fluorouracil nos sistemas beads/Al e beads/A2 para a andlise da
eficiéncia dos mesmos diante da interacdo deste tipo de rede polimérica com farmacos
de diferentes aplicagcdes, como analgésicos, no caso da indometacina, e anti-

neoplasicos, no caso do 5-fluorouracil.

7.1 PERFIL DE ENCAPSULAMENTO

7.1.1 Método experimental: encapsulamento dos farmacos

Preparou-se uma solucéo de 1 mL de alginato de sédio a 5% (m/v) em agua,
contendo indometacina (INDO) numa proporcdo de 25% (m/m) da massa de alginato
utilizada (YIN; WANG; WANG, 2018). A solucao foi mantida sob agitacdo durante 30
minutos e em seguida foi gotejada nas solucdes de liquidos ibnicos, conforme o
procedimento descrito no item 6.1. Os beads com farmaco encapsulado foram lavados
trés vezes com agua para remocao de vestigios de farmaco em sua superficie, e 0s
mesmos foram secos a 40° C, a vacuo, durante 12 h. Este procedimento foi repetido

para o farmaco 5-fluorouracil (5-FLU).

Para a analise do perfil de encapsulamento dos farmacos, foram preparadas
solucbes de indometacina em etanol e 5-fluorouracil em agua em diferentes
concentracfes para a obtencdo das curvas de calibracdo dos mesmos, ja
demonstradas na figura 19. Gréaficos de absorbancia versus concentracdo puderam
ser construidos, 0 que permitiu obter uma equacdo da reta dessa relacdo. As
concentragcfes das solucdes dos farmacos utilizadas bem como o comprimento de
onda de absorcdo maxima no UV-Vis dos mesmos estdo dispostas na tabela 2
(SURYAKUSUMA; JUN, 1984; OLUKMAN; SANH; SOLAK, 2012).
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Tabela 2 - Concentrac¢des das solucdes dos farmacos utilizadas para obtencado das respectivas curvas de

calibragzo.
Farmacos
5-fluorouracil |Indometacina
A=266nm A =320 nm
6,91 11,00
Concentragdes 5,00 8,38
estabelecidas 3,07 5,59
(10° M) 1,23 4,47
0,69 2,80
0,50 1,12

Fonte: A autora (2020).

Para a realizacéo das analises, os beads formados dos liquidos ibnicos a 50%
encapsulados com indometacina foram pesados depois de secos e imergidos em 40
mL de uma solugéo contendo 20 mL de PBS (solugdo tampéo-fosfato) pH 7,4 e 20 mL
de etanol (para dissolucdo do farmaco que apresenta baixa solubilidade em agua),
gue ficou mantida sob agitacéo, a 37° C, até dissolucao total dos beads. Em seguida,
uma aliquota de 1,5 mL da solucé&o resultante foi retirada, diluida para 3 mL na cubeta
e levada para andlise de espectroscopia de absorcdo na regido do UV-Vis para
calcular a concentracdo de farmaco presente na solucdo, a partir das curvas de
calibracdo construidas para os farmacos, conforma a metodologia de Zi-Chen Yin,
Yan-Ling Wang e Kun Wang. Para os beads encapsulados com 5-fluorouracil, que
apresenta uma solubilidade em agua maior que a indometacina, a solucao utilizada
foi de 30 mL contendo PBS pH 7,4, com analise de aliquotas de 1 mL diluidas para 2
mL na cubeta, seguindo o mesmo procedimento. Os experimentos foram realizados
em triplicata (YIN; WANG; WANG, 2018).

Para avaliar o perfil de encapsulamento dos farmacos, foram calculados a
porcentagem de encapsulamento do farmaco (massa de farmaco encapsulado em
relacdo a massa dos beads) e a eficiéncia de encapsulamento nos beads, através das

equacbes 5 e 6:

Massa do farmaco calculada (mg)
Massa inicial dos beads (mg)

Encapsulamento do farmaco (%) = x 100 (5)
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Massa do farmaco calculada (mg)

 en 0/ ) =
Eficiéncia de encapsulamento (%) Massa do farmaco inicial usada (mg)

x 100 (6)

7.1.2 Caracterizacdo dos beads com farmacos

Os beads com os farmacos indometacina e 5-fluorouracil encapsulados foram
caracterizados através das técnicas de espectroscopia de absor¢do no infravermelho
(FT-IR) e na regido de UV-Vis, para andlise e célculo do encapsulamento na rede

polimérica.

7.1.2.1 Espectroscopia na regiao de infravermelho (FT-IR)
7.1.2.1.1 Indometacina

Através da analise da estrutura da indometacina vista nas figuras 16 e 55,
juntamente com a analise do seu espectro de infravermelho mostrado nas figuras 56
e 57, foi possivel conferir a sua presenca nos sistemas beads/Al e beads/A2. Pelo
espectro obtido para sua estrutura, percebe-se que as bandas caracteristicas vistas
em 1690 e 1715 cm se referem aos estiramentos dos grupos C=0 de grupos amida
e acido carboxilico, respectivamente. Em 750 cm?, nota-se a presenc¢a de uma banda
Unica formada referente ao grupo C-Cl, além do grupo de bandas presentes entre
1500 e 1400 cm?, atribuidos aos grupos aromaticos. A banda em 1220 cm™ é atribuida
ao grupo alquil-éter de aromaticos presente na estrutura da indometacina (LU; LI; LI,
2020).

Figura 55 - Estrutura quimica do farmaco anti-inflamatdrio indometacina.
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Fonte: RAMA et al. (2005).
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Figura 56 - Espectro de infravermelho obtido para o sistema beads/Al com e semindometacina.
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Segundo o0 espectro obtido para o sistema beads/Al carregado com
indometacina disposto na figura 56, € possivel notar um aumento de intensidade na
banda em 1740 cm, referente aos grupos carbonila que participam da interacéo do
bead, o qual pode ser proveniente da presenca dos grupos C=0O presentes no
farmaco. Ha4 também a presenca das bandas referentes aos grupos C-Cl e alquil-éter
de aromatico em 750 e 1220 cm?, respectivamente, que confirmam a presenca da
indometacina no sistema inserida através do encapsulamento. Outras bandas
presentes no espectro dos beads sem a indometacina demonstram que a estrutura da

rede polimérica nao foi alterada.

Analisando o espectro obtido para o sistema beads/A2 carregado com
indometacina disposto na figura 57, percebe-se que em 1700 cm™ houve uma
sobreposicao das bandas referentes aos grupos carbonila dos beads e do farmaco,

resultando numa banda larga em 1700 e 1580 cm™. Em 1470 cm™ nota-se a presenca
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das bandas provenientes da indometacina, referentes aos estiramentos dos grupos
aromaticos da sua estrutura, enquanto em 750 cm ha a presenca de uma banda
fraca atribuida aos grupos C-Cl da indometacina. As demais bandas caracteristicas
do sistema beads/A2 néo tiveram alteracdes. Isto demonstra que a indometacina
também foi encapsulada ao sistema beads/A2, assim como no sistema beads/Al, sem

mudar a estrutura da sua rede tridimensional.

Figura 57 - Espectro de infravermelho obtido para o sistema beads/A2 com e semindometacina.
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7.1.2.1.2 5-Fluorouracil

Os espectros de infravermelho obtidos para os sistemas beads/Al e beads/A2
carregados com 5-fluorouracil estédo dispostos nas figuras 59 e 60, respectivamente,
e permitiram a analise da estrutura da rede com o farmaco, mostrada nas figuras 17
e 58. No espectro do 5-fluorouracil, aparecem bandas em 3500 e 2850 cm™ referentes
ao estiramento dos grupos N-H, e uma banda um pouco larga entre 1200 e 1240 cm®

1 atribuida ao estiramento da ligacdo C-F presente na estrutura do farmaco
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(OLUKMAN; SANH; SOLAK, 2012). A ligacao dupla entre os carbonos CF=CH do anel
apresenta deformacéo vibracional fora do plano entre 790 e 760 cm™ e as bandas
referentes as ligacfes carbbnicas do anel geralmente aparecem entre 1500 e 1400
cm* (NIVETHAA, E. A. K. et al., 2014; BRUICE et al., 2004).

Figura 58 - Estrutura quimica do farmaco anti-neoplasico 5-fluorouracil.
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Fonte: GHOSHAL; JACOB (1997).

Figura 59 - Espectro de infravermelho obtido para o sistema beads/Al1 com e sem 5-fluorouracil.
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Analisando o espectro obtido para o sistema beads/Al carregado com 5-
fluorouracil na figura 59, é vista a presenca de duas bandas em 787 cm e uma banda

em 2930 cm que ndo apareceram no espectro do sistema beads/Al. Estas bandas



105

podem ser atribuidas ao grupo CF=CH presente no anel do farmaco e ao estiramento
dos grupos N-H, respectivamente, conforme comentado anteriormente. A banda em
1730 cm™ sofreu um aumento de intensidade que pode ser explicado pela presenca
de grupos C=0O do farmaco juntamente com os do sistema beads/Al, além de
representar possiveis interagdes das carbonilas do 5-fluorouracil com as cadeias da
rede polimérica do bead. Isto confirma a presenca do 5-fluorouracil no sistema
beads/Al. No fim, também é possivel notar a presenca das bandas caracteristicas do
sistema no espectro obtido mesmo apd6s o encapsulamento do farmaco.

Figura 60 - Espectro de infravermelho dos beads/A2 com e sem 5-fluorouracil.

—— 5-Fluorouracil
— Beads/A2
— Beads/A2+5-FLU

v(N-H)

I R
i —_ﬂwv___—\\\\AWJJ;/f—/M'ﬁJMMF#—WM lﬁ m/rxﬂ//ﬂmqﬂ

Intensidade normalizada (unid. arb.)
|
\

T
4000 3500

T T T T T 1
3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)
Fonte: A autora (2020).

Para o sistema beads/A2 carregado com 5-fluorouracil, foram observadas no
espectro mostrado na figura 60, duas bandas fracas em 865 e 845 cm™ que podem
ser atribuidas a deformacéo da ligacdo C=C presente na estrutura do farmaco. Entre
1400 e 1480 cm™ houve a formagdo de uma banda que ndo havia no espectro do
sistema beads/A2, a qual pode se referir ao estiramento das ligagdes carbbnicas no

anel do 5-fluorouracil, o que permite confirmar a presenca do mesmo encapsulado no
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sistema beads/A2. As bandas em 1030 cm™ e 3400 cm! referentes aos grupos alquil-

éter e hidroxilas, respectivamente, sdo umas das bandas que mostram que a rede
polimérica do sistema foi mantida.

7.1.2.2 Espectroscopia de absor¢cédo UV-Vis

Os sistemas beads/Al e beads/A2 com farmacos encapsulados foram
submetidos a uma solucao de PBS de pH 7,4, para que ocorresse a dissolucao total
da rede polimérica e todo o farmaco presente ficasse disperso na solucao. Assim, em
poucos minutos, os beads dissolveram e o farmaco foi disperso no meio. As aliquotas

dos sistemas foram levadas para analise de espectroscopia UV-Vis e diluidas na
cubeta para analise da absorbancia.

Através dos espectros obtidos, foi possivel identificar a presenca dos
farmacos através das suas bandas caracteristicas, além de permitir o céalculo do
encapsulamento nos materiais. A banda de absor¢cédo da indometacina apareceu em
320 nm, bem evidente, enquanto a banda do 5-fluorouracil apareceu em 266 nm, o
gue demonstra que os farmacos foram encapsulados nos materiais. Os espectros
para o encapsulamento da indometacina e do 5-fluorouracil nos sistemas beads/Al e

beads/A2 sdo demonstrados nas figuras 61 e 62, respectivamente.

Figura 61 - Espectros de absorcéo na regido do UV-Vis para os sistemas beads/Al (& esquerda) e beads/A2 (a
direita) com indometacina encapsulada.
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Figura 62 - Espectros de absorcéo na regido do UV-Vis para os sistemas beads/Al (a esquerda) e beads/A2 (a
direita) com 5-fluorouracil encapsulado.
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7.1.3 Encapsulamento e eficiéncia de encapsulamento

Pelos valores das absorbancias obtidas em triplicata pelos espectros das figuras 61 e
62 aplicadas nas curvas de calibracdo construidas conforme a figura 19, foram
calculados o encapsulamento e a eficiéncia de encapsulamento dos farmacos,
considerando a diluicao feita nas aliquotas. As concentracdes encontradas para a

indometacina e o 5-fluorouracil estdo dispostas na tabela 3.

Tabela 3 - Massas dos farmacos obtidas a partir das concentra¢des corrigidas apos a diluicdo e dos valores de
absorbéancia obtidos nos espectros.

Indometacina (MM = 357,77 g/mol)
Sistema | Absorbancia média | Concentragdo corrigida (10* M)
Beads/Al 0,7809 4,23
Beads/A2 0,6082 6,70
5-Fluorouracil (MM = 130,07 g/mol)
Beads/Al 0,6816 12,80
Beads/A2 0,1164 20,80

Fonte: A autora (2020).

Através dos valores das concentracdes encontrados, juntamente com a
massa molar (MM) de cada farmaco e o volume das solucdes utilizados no
experimento (40 mL para a indometacina e 30 mL para o 5-fluorouracil), obteve-se as

massas de 6,064 mg e 9,593 mg de indometacina encapsulada nos sistemas
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beads/Al e A2, respectivamente, e as massas de 5,007 mg e 8,118 mg de 5-
fluorouracil encapsulado nos sistemas beads/Al e A2, respectivamente. Desta
forma, a partir das massas dos beads pesados inicialmente, das massas dos
farmacos usadas na preparacdo dos beads e das massas encontradas pelo valor da
absorbancia, foi possivel calcular o encapsulamento e a eficiéncia de
encapsulamento dos farmacos para cada sistema, onde para isto foram utilizadas as
equacbes 5 e 6 descritas nas paginas 82 e 83, respectivamente. Os valores

encontrados estao dispostos nas tabelas 4 e 5.

Tabela 4 - Resultados do encapsulamento da indometacina nos sistemas beads/Al ebeads/A2.

INDOMETACINA

Sistema Encapsulamento (%) Eficiéncia de encapsulamento (%)
Beads/Al 13,77 48,48
Beads/A2 23,97 76,72

Fonte: A autora (2020).

Tabela 5 - Resultados do encapsulamento do 5-fluorouracil nos sistemas beads/Al ebeads/A2.

5-FLUOROURACIL

Sistema Encapsulamento (%) Eficiéncia de encapsulamento (%)
Beads/Al 8,95 40,08
Beads/A2 18,50 64,96

Fonte: A autora (2020).

De acordo com os resultados obtidos, é visto que a maior parte das
porcentagens de encapsulamento obtidas para o 5-fluorouracil foram mais baixas do
gue as obtidas para a indometacina, o que pode ser explicado pelo fato de que o 5-
fluorouracil € um farmaco fotossensivel, e possivelmente, parte da massa pode ter
sido degradada em algum momento da preparacdo ou da analise, apesar de todo o
procedimento ter sido feito no escuro e utilizando frascos de ambar. Na comparacéo
entre 0s sistemas, nota- se que tanto o encapsulamento quanto a eficiéncia de
encapsulamento foram maiores para o sistema beads/A2, com os dois farmacos, o
gue demonstra que os beads preparados com o LI A2 acomodam uma quantidade
maior de farmaco em seu interior, ou seja, apresentam uma area superficial maior em

suas cavidades.
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B. Arica et al. também analisaram e calcularam o encapsulamento de 5-
fluorouracil em beads de alginato reticulados com CacCl.. Para o encapsulamento, foi
encontrado um valor de 10,00%, enquanto que para a eficiéncia de encapsulamento
foi encontrado um valor de 11,40% de 5-fluorouracil no sistema, o que demonstra que
0 encapsulamento nos sistemas beads/Al e A2 apresentou resultados razoaveis. Ja
Zi-Chen Yin, Yan-Ling Wang e Kun Wang calcularam o encapsulamento da
indometacina em beads de alginato com agar reticulados com CacClz, obtendo os
valores de 17,91% e 71,62% para 0 encapsulamento e para a eficiéncia de
encapsulamento do farmaco, respectivamente. Isto demonstra que os resultados
foram similares, com valores médios préximos aos obtidos nos sistemas beads/Al e
A2 encapsulados com indometacina (ARICA; B., 2001; YIN et al., 2017).

7.2 PERFIL DE LIBERACAO

7.2.1 Método experimental: liberacdo

Os beads encapsulados com 5-fluorouracil foram inseridos numa solucéo de
40 mL de solucao tampéao de pH 1,2 a 37° C, sob agitacéo, durante 7 h, seguindo a
metodologia de D. Sathya Seelia et al. (SEELI, D. S. et al., 2016). Em intervalos de 40
minutos até completar 2 horas, e de 1 hora até completar 7 horas, foram retiradas
aliquotas de 10 pL, as quais foram diluidas para 2 mL e levadas para analise de
espectroscopia de absorcdo na regido UV-Vis para calculo da concentracdo do
farmaco liberado na solucdo, a partir das curvas de calibracdo construidas. Ja os
beads encapsulados com indometacina foram inseridos numa solucdo de 12 mL
contendo 2,4 mL da solucédo tampéao de pH 1,2 e 9,6 mL de etanol, para dissolucao
do farmaco, submetidos a 37° C, sob agitacao, durante 7 h. Neste caso, também foram
retiradas aliquotas de 50 uL para analise no equipamento e calculo da concentracéo
do farmaco liberado. No procedimento, as aliquotas foram retiradas, diluidas para 2
mL e analisadas em triplicata. O volume das aliquotas retiradas néo foi reposto ou
readicionado ao final da retirada de cada amostra devido ao fato de que o0 mesmo néo
ultrapassou o valor de 2% do volume total da solucé&o, o que né&o interfere muito na

concentracgéo final da solugéo, ja que é uma quantidade comumente perdida através
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da evaporacao da 4gua na solugdo durante o procedimento.

Foram construidas curvas da porcentagem de massa de farmaco liberada
(percentual da massa de farmaco dissolvida na solugcdo em relacao a massa inicial de
farmaco encapsulado) versus tempo para os dois farmacos, com uma faixa de tempo

de 0-7 h, as quais foram linearizadas para estudo do mecanismo de liberacao.

7.2.2 Liberacdo dos farmacos e estudo do mecanismo de liberagao

O estudo da liberacdo dos farmacos a partir dos sistemas beads/Al e
beads/A2 com os liquidos ibnicos a 50% foi realizado apenas para o pH 1,2, ja que
para valores de pH igual ou acima de 6,0, ocorre a dissolucéo total dos beads em
poucos minutos, conforme demonstrado no item 5.8. Desta forma, as aliquotas
retiradas do sistema nos intervalos de tempo descritos no item 6.5.2., foram levadas

para analise de espectroscopia de UV-Vis.

Para cada uma das aliquotas, foi possivel identificar as bandas da
indometacina e do 5-fluorouracil apenas para o sistema beads/Al, o que significa
gue os farmacos nao foram liberados do sistema beads/A2. Como o pH do sistema na
liberacdo € acido, podem ter ocorrido interacdes entre as cadeias da rede polimérica
do material decorrente da protonacdo de alguns grupos carboxilato, e
consequentemente, pode ter impedido a difusdo do farmaco para o meio externo.

Assim, nao foi possivel analisar a liberacéo dos farmacos pelo sistema beads/A2.

Pelos valores de absorbancia meédios obtidos, foram calculadas as
concentragcfes dos farmacos medidas em cada intervalo de tempo, considerando as
diluicdes feitas nas aliquotas, e, no fim, as massas dos farmacos liberadas no sistema.
Desta forma, foram obtidas as curvas de liberacdo dos farmacos para o sistema
beads/Al. A figura 63 demonstra a curva da liberacdo da indometacina pelo sistema
beads/Al.
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Figura 63 - Liberagdo da indometacina a partir do sistema beads/Al sob pH1,2.
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Fonte: A autora (2020).

Na liberacdo da indometacina, é possivel perceber uma alta massa sendo
liberada até os primeiros 40 minutos antes da liberacao atingir um perfil estavel, o que
indica a ocorréncia do “burst effect”, efeito de arrebentar ou ainda efeito de explosao
(HUANG; BRAZEL, 2001). Este efeito consiste num fendmeno no qual ocorrem altas
taxas de liberacao nos estagios iniciais, a partir de sistemas de liberacdo de farmacos,
resultando numa liberacéo rapida e imediata. Geralmente, sistemas que apresentam
um perfil de liberacdo com efeito explosdo séo utilizados em estratégias de
administracdo de farmacos em casos onde a liberacdo de farmaco rapida € desejada.
Farhana Yasmin, Xiongbiao Chen e B. Frank Eames observaram o burst effect ou
efeito explosédo na liberacdo de um modelo de proteina (BSA) a partir de beads de
alginato, onde a taxa de liberacao atingiu 35% nas primeiras medidas do experimento
(YASMIN; CHEN; EAMES, 2019).

Conforme a figura 63, o efeito explosao ocorreu com a liberacéo de 37,94% de
farmaco, seguido de um aumento brando, quase constante, na taxa de liberacéo até
atingir o final do experimento. A liberacdo da indometacina em 7 horas foi de 49,80%,
mantendo-se em valores proximos a este, o que significa que menos da metade do

farmaco foi liberado em 7 horas sob as condi¢des de pH acido. Mesmo assim, a partir
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dos primeiros 40 minutos, a liberagdo apresentou um perfil sustentado até o final das
sete horas do experimento. Para a analise da liberacéo de 100% da indometacina pelo
sistema beads/Al, deve ser feito um estudo de liberacdo durante varios dias, o que
resulta numa liberagcao lenta e controlada se o mesmo perfil for mantido durante o

tempo do experimento.

Zi-Chen Yin, Yan-Ling Wang e Kun Wang também observaram um perfil de
liberacdo sustentada iniciando antes da primeira hora até o final do experimento
para a liberacdo de indometacina a partir de beads de alginato e agar reticulados
com CaClz. Eles obtiveram uma liberacéo de aproximadamente 5% do farmaco em 1
hora de experimento, seguida de uma liberacdo sustentada mantida entre 5% e 6%
até o final do experimento com duracdo de 11 h, também sob pH acido (YIN et al.,
2017).

Comparando com os resultados obtidos para a variacdo do grau de
intumescimento com o tempo sob pH 1,2 do sistema beads/Al (figura 50), nota-se que
apesar do intumescimento ser baixo na primeira hora de experimento, boa parte da
indometacina foi liberada até completar 1 hora, apresentando leves aumentos até a
sexta hora de experimento. Isto leva a pensar que a difusdo da indometacina por este
sistema ocorre num intervalo pequeno de tempo, mesmo com baixas quantidades de
solvente absorvidas, o que depende da relacéo inicial da difusdo com o tempo,

descrita pelo tipo de mecanismo ocorrente.

A fim de estudar o mecanismo de liberacdo da indometacina pelo sistema
beads/Al, foi utilizado o modelo de Korsmeyer-Peppas, onde para o qual foi calculado
o valor de Q, conforme a equacdo 1 (KORSMEYER et al., 1983). Os valores das
massas calculadas pelas absorbancias para cada intervalo de tempo (M) juntamente
com o valor da massa inicial de farmaco usada na preparacédo dos beads, ou seja, a
massa quando ocorre 100% de liberacdo (M-) foram utilizados para o célculo de Q.
Em seguida, foi realizada a linearizacdo da curva de liberacdo a partir deste modelo
para a obtencdo dos parametros necessarios para a analise do mecanismo de

liberacao, tracando uma curva de InQ versus Int (figura 64), conforme a equacéo 2.
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Figura 64 - Linearizacao da curva de liberagéo da indometacina obtida a partir do modelo de Korsmeyer-Peppas
para o sistema beads/Al sob pH 1,2.
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Pela linearizacao da curva e considerando o diametro médio dos beads como
sendo 1,06 mm, foram obtidos os valores do coeficiente angular (n), do coeficiente
linear (Ink) e do coeficiente de correlacdo R2, a partir dos quais foi calculado o valor
do coeficiente de difusédo (D), conforme a equacao 3. Estes dados estédo dispostos na
tabela 6.

Tabela 6 - Dados obtidos a partir da linearizagdo do modelo de Korsmeyer-Peppas para o sistema beads/Al com
indometacina.

Liberacdo da indometacina pelo sistema beads/Al

n

Ink

k (s9)

R2

D (cm?/s)

0,1104

-0,924

0,3969

0,9565

7,19.1012

Fonte: A autora (2020).

O valor do coeficiente de correlacdo R2? obtido foi menor que 0,99, porque a
linearizacdo do modelo aplicado para este sistema nao foi muito adequada. Desta
forma, os valores dos parametros calculados podem nédo condizer com os valores

reais aos quais 0s mesmos correspondem. Mesmo assim, pode-se ter uma ideia



114

aproximada do seu significado para tentar entender a liberacdo do farmaco pelo

sistema.

Pela tabela 1, observa-se que para sistemas poliméricos esféricos, como o
caso dos beads obtidos, os mecanismos de difusdo do farmaco pela rede variam
com o valor de n. O menor valor de n descrito pelo modelo de Korsmeyer-Peppas €
igual a 0,43, que corresponde ao mecanismo da difuséo fickiana (KORSMEYER et
al., 1983). Para valores entre 0,43 e 0,85 ou igual a 0,85, sdo apresentados os
mecanismos de difusdo n&o-fickiana. Como o valor de n obtido para este sistema foi
de 0,1104, o mecanismo de difusdo ocorre através de um transporte anémalo que
ndo pode ser descrito por este modelo. Isto depende da forma como as moléculas do
farmaco estao distribuidas na estrutura, fazendo surgir forcas de compresséo ou de
tracdo entre as cadeias, 0 que faz com que a rede néo tenha a mobilidade esperada
para relaxar e difundir o farmaco comumente (SUJJA-AREEVATH et al., 1998).
Neste caso, outros modelos também podem ser testados a fim de investigar como

ocorre o mecanismo de liberacdo da indometacina pela rede polimérica dos beads.

O valor baixo obtido para o coeficiente de difusdo D pode estar relacionado
com as interacdes presentes entre o farmaco e a rede polimérica, que podem
interferir na velocidade de difusdo do farmaco pelo sistema. Isto, por sua vez, pode
afetar também os valores de n, que descrevem o tipo do mecanismo ocorrente no
sistema e a dependéncia da difusdo com o tempo. Merve Olukman, Oya Sanh e
Ebru Kondolot, por exemplo, obtiveram um valor de 55,1x10*2 cm?/s para o
coeficiente de difusdo do 5-fluorouracil pela rede polimérica de beads de alginato
reticulados com FeCls, valor ainda menor que o obtido para o sistema beads/Al
(OLUKMAN; SANH; SOLAK, 2012).

Para a liberacdo do 5-fluorouracil a partir do sistema beads/Al, foi obtida a
curva da liberacdo da massa de farmaco com o tempo, conforme mostrado na figura
65:
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Figura 65 - Liberagdo do 5-fluorouracil a partir do sistema beads/A1 sob pH1,2.
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Fonte: A autora (2020).

A liberacdo do 5-fluorouracil a partir do sistema beads/Al apresentou um
comportamento diferente da liberacdo da indometacina pelo mesmo sistema. No inicio
do experimento, foi atingida uma alta de liberacdo de 58,05% em apenas 1 hora,
indicando a ocorréncia do efeito explosdo neste estagio. Porém, entre 1 e 2 horas,
houve uma queda na liberacdo de 58,05% para 37,84%, sofrendo um aumento até
50,16%. Esta diminuicdo da massa do 5-fluorouracil presente no meio pode ser
proveniente de interacdes ou forcas intermoleculares no sistema estimuladas pelo pH
acido do experimento. Ja o aumento na liberacdo que volta a acontecer a partir da
segunda hora, pode ser resultante da diminuicdo do potencial quimico do farmaco
dentro do sistema, fazendo com que ele seja reabsorvido. Em seguida, € apresentado
um perfil de liberacéo estavel ou sustentada a partir da terceira hora, que, conforme a
curva da variacao do grau de intumescimento com o tempo sob pH 1,2 na figura 50, é
0 tempo em que o sistema atinge o equilibrio de intumescimento. No final das 7 horas

de experimento, a liberacéo atingiu 48,50%.

Um comportamento parecido foi observado por Chul Ho Park e Jonghwi Lee,
em 2010, os quais realizaram a liberacdo da enzima lisozima a partir de nanofibras de

poli(acido latico). Em seus resultados, foi observado um aumento crescente da taxa
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de liberacdo até 15,10% que foi seguido de uma diminuicdo até 14,00%, voltando a
aumentar e atingir um estado estével, o que foi explicado pela existéncia de interacdes
eletrostaticas entre a lisozima e o sistema polimérico utilizado como veiculo. As
interacdes ocorrentes diminuiram a taxa de difusdo da enzima pela rede polimérica, o

gue resultou numa liberacdo permanente apds um certo tempo (PARK; LEE, 2010).

Ja B. Arica et al. também observaram um perfil de liberag&o controlada a partir
da terceira hora de experimento para a liberagéo de 5-fluorouracil a partir de beads de
alginato reticulados com CaCl.. Eles obtiveram uma liberacdo de aproximadamente
87% do farmaco até a terceira hora, atingindo entdo uma liberacéo sustentada até o
final de 7 horas, no fim do experimento (ARICA; B., 2001; YIN et al., 2017).

O modelo de Korsmeyer-Peppas também foi aplicado para este sistema, onde
foram calculadas as massas M;, usando também o valor de M-, para calcular o valor
de Q (KORSMEYER et al., 1983). Porém, como é possivel notar através da figura 66,
a linearizacéo da curva pelo modelo nédo foi adequada, resultando num coeficiente de
correlacdo R? igual a -0,109. Isto faz com que néo seja possivel o estudo do
mecanismo de difusdo do 5-fluorouracil pelo material, ja que a liberacédo do farmaco
apresentou um comportamento diferente do obtido para a liberacdo da indometacina
pelo sistema beads/Al. Neste caso, outros modelos podem ser aplicados para tentar

estudar como ocorre o mecanismo de difusdo do 5-fluorouracil pela rede polimérica.
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Figura 66 - Linearizacao da curva de liberag&o do 5-fluorouracil obtida a partir do modelo de Korsmeyer-Peppas
para o sistema beads/Al sob pH 1,2.
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Fonte: A autora (2020).

Testes de liberacédo dos farmacos a partir dos sistemas beads/Al e beads/A2
em outras condicdbes como temperatura e pH do meio, ou ainda diferentes
concentracfes de LI ou alginato, podem ajudar a entender o0 mecanismo ocorrente na
liberacdo, diante de possiveis resultados diferentes que podem ser obtidos. Além
disso, outros experimentos de liberacdo dos farmacos devem ser realizados para o
sistema beads/A2 a fim de analisar o comportamento da liberacéo pelo sistema, o qual

nao foi possivel estudar por meio das condi¢Bes utilizadas neste trabalho.



118

8 CONCLUSOES

Os resultados das andlises realizadas para a caracterizacdo dos beads de
hidrogel indicaram importantes caracteristicas do material. Como os beads foram
obtidos apenas a partir dos LIs A1 e A2, ao passo que os LIs A3 e A4 n&o atuaram na
sua formacao, foi possivel atribuir explicacdes a respeito das interacdes existentes na
rede polimérica. Em relacdo a sua morfologia, conclui-se que a concentracéo de LI
utilizada na formacéo dos beads define o quéo gelatinosos ou firmes eles seréo, ja
gue os beads formados com concentracdo de LI a 50% demonstraram visivelmente
maior firmeza. Ja a presenca de cavidades e ranhuras porosas na estrutura dos beads
vistas pelas imagens de MEV obtidas, conferem ao material a possibilidade de

encapsular farmacos ou outros solutos.

Os espectros de infravermelho e Raman obtidos permitiram a analise dos
grupos funcionais e das interacdes existentes entre as cadeias poliméricas da rede
tridimensional dos beads, fazendo com que fosse possivel observar uma reticulacéo
ibnica na estrutura dos sistemas beads/Al e beads/A2. Isto conferiu a possibilidade
de propbr configuracbes para a reticulacdo da rede polimérica, permitindo
compreender as interacdes ibnicas e as pontes de hidrogénio presentes no material.
Ja a andlise de TGA permitiu entender que o sistema beads/Al ndo sofre aumento de
estabilidade térmica com o aumento da concentragéo do LI, enquanto que o sistema
beads/A2 apresentou aumento da estabilidade térmica até 50%, demonstrando
permanecer constante apos este valor. Apesar da diferenca de estabilidade obtida
entre os sistemas em diferentes concentracdes ser baixa, a variacdo da concentracéo
de LI demonstra um comportamento diferente do esperado, considerando que o LI
atua como agente reticulante. Analisar varia¢cdes na concentracdo de alginato na rede
também é pertinente para conferir sua influéncia no grau de reticulacdo e na

estabilidade do sistema.

Resultados obtidos no calculo do grau de intumescimento permitiram notar que
a repulsdo eletrostatica entre os grupos carboxilato da estrutura sob pH neutro ou
basico e a protonacdo dos mesmos sob pH acido fazem com gue os beads dissolvam
completamente em minutos sob pH 6,0 ou maior que 6,0 e se mantenham estaveis

sob pH 1,2 durante horas. Esta sensibilidade ao pH faz com que haja uma seletividade



119

sobre 0 meio no qual o material sera utilizado como carreador, como meios neutros
ou &cidos do sistema gastro-intestinal, por exemplo. Os valores do grau de
intumescimento também permitiram observar que a maior possibilidade de formacéo
de pontes de hidrogénio causada pelo aumento da concentragédo do LI permite uma
maior interacdo com as moléculas de agua, fazendo com que, neste caso, o grau de

intumescimento aumente com 0 aumento da concentragao.

Através dos dados obtidos pela espectroscopia de UV-Vis e pela
espectroscopia no infravermelho para o encapsulamento dos farmacos, conclui-se
gue tanto a indometacina quanto o 5-fluorouracil foram encapsulados nos sistemas
beads/Al e beads/A2, jA& que foi possivel observar bandas especificas de sua
estrutura nos espectros obtidos para os sistemas. Além disso, ndo houve formacéo
de bandas que mostrassem mudanca na estrutura da rede tridimensional polimérica,
garantindo que a rede foi mantida. A eficiéncia de encapsulamento calculada
demonstra que o sistema beads/A2 apresenta uma maior capacidade de absorver os
farmacos em seu interior. O sistema beads/A2 ndo demonstrou liberar os farmacos
encapsulados, enquanto o sistema beasd/Al liberou a indometacina e o 5-
fluorouracil sob pH 1,2. O burst effect ou efeito explosao ocorrente na liberacdo dos
farmacos pelo sistema demonstra que apesar de indicar um perigo farmacolégico
causado pela rapida liberacdo do farmaco para o meio, o sistema pode ser
direcionado a estratégias de administracdo de drogas em tratamentos de feridas, por
exemplo, onde é necessaria uma liberacao rapida para um alivio imediato, seguida
de uma liberacdo prolongada para promover uma cura gradual (SETTERSTORM, J.
A. et al., 1984). O modelo cinético de liberacdo de farmacos de Korsmeyer-Peppas
nao foi o adequado para analisar 0 mecanismo da taxa de liberacdo da indometacina
e do 5-fluorouracil a partir dos sistemas, sendo necessaria a aplicacdo de outros
modelos como os de Higuchi, Hixson-Crowell e Baker- Lonsdale, por exemplo
(COSTA; LOBO, 2001).

Enfim, os liquidos idnicos A1 e A2 sdo compostos promissores no que diz
respeito a processos de reticulacdo para formacédo de beads de hidrogel, os quais
podem ser direcionados a aplicacdes diversas no campo da biotecnologia. O
encapsulamento dos farmacos nos sistemas foi confirmado pelas técnicas de
caracterizacdo, o que faz com que estes materiais apresentem potencial aplicacao

como carreadores de farmacos, apesar de os resultados para os testes de liberagcéo
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precisarem ser otimizados e melhorados. No geral, este trabalho abre portas para
trabalhos futuros envolvendo a utilizacdo de liquidos ibnicos como agentes reticulante

e biopolimeros na formacao de materiais carreadores de farmacos.
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9 PERSPECTIVAS

o Estudar outras concentracdes de liquidos idnicos na formacao dos beads de
hidrogel de alginato para analisar o comportamento do material através da mudanca

na estabilidade e no grau de intumescimento.

o Realizar repeticdes nos testes de liberacao dos farmacos pelos sistemas sob

outras condi¢des e outras concentracdes de liquido iénico.

o Realizar os testes de liberacdo sob pH acido durante 30 dias para os sistemas
formados com liquidos ibnicos em concentragbes mais baixas, a fim de analisar

como ocorre a liberacao total do farmaco.

o Aplicar outros modelos cinéticos de liberacdo de farmacos para analisar o

mecanismo de liberacdo da indometacina e do 5-fluorouracil a partir dos sistemas.

o Realizar testes de citotoxicidade nos sistemas carregados com os farmacos,
alétm de testes in vivo em diferentes linhagens celulares para avaliar a

biocompatibilidade do material.
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