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RESUMO

Este trabalho contempla a sintese e caracterizagdo de hidrogéis baseados em polissacarideos
naturais Goma Xantana (GX) e Quitosana (QTS). Previamente a sintese dos hidrogéis, os
polissacarideos nativos foram quimicamente modificados com metacrilato de glicidila (GMA)
a fim de introduzir grupamentos vinilicos na estrutura da GX e QTS, visando viabilizar a reagao
de reticulagdo quimica com a N’N’-dimetilacrilamida (DMA), o que resulta na formagdo de
hidrogéis quimicos. A modifica¢do quimica foi caracterizada por andlise de espectroscopia de
absorbancia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). Para a sintese de
hidrogéis quimicos, utilizou-se diferentes proporgdes dos polissacarideos e do espagador DMA.
Apos a sintese dos hidrogéis, estudou-se o mecanismo de intumescimento em agua destilada,
selecionando-se assim as formulagdes GXA3, GXA4, GXAS, GXA6, QTSA3, QTSA4 ¢
QTSAS que apresentaram menor fragilidade e menor grau de reticulagdo para ensaios de
intumescimento em solugdes tampao 1,2 e 6,8, a fim de investigar se os materiais sintetizados
apresentaram comportamento pH-responsivo. Observou-se que os hidrogéis baseados em GX
com formulacdo GXA3 e GXA6 obtiveram maiores resultados de grau de intumescimento (GI)
em solugdo de pH 6,8 (aproximadamente 13 g g'le 15,3 g g!, respectivamente) que em pH 1,2
(GIde 10g g'e 13 gg!), devido a ionizagdo dos grupamentos carboxila (-COQO") presentes na
estrutura do polissacarideo. Os hidrogéis baseados em QTS apresentaram comportamento
inverso, obtendo maiores valores de GI em solugdo tampdo de pH 1,2 (3,44 g g! para QTSA4
e 3,49 g g'! para QTSAS) do que em pH 6,8 (2,98 g g!' e 2,80 g g!), j4 que apresenta
grupamentos amina (-NH») em sua estrutura. Desta forma foi possivel concluir que os hidrogéis
produzidos apresentaram potencial para serem utilizados dispositivos de liberacao de farmacos.
Em virtude dos melhores resultados obtidos, os hidrogéis baseados em GX seguiram para
ensaios de liberagdo controlada de vitamina B2 (VB12) em sistema gastrointestinal simulado.
Desta forma, os hidrogéis de formulagdo GXAS5 (50,0 mg de GXm e 0,20 mL de DMA) e GXA6
(50,0 mg de GXm e 0,25 mL de DMA) foram carregados com VBi> mediante intumescimento
em solug¢do na concentragdo de 100 ug mL™! e, uma vez secos, os ensaios de liberagdo foram
realizados por intumescimento em sistema tamponado nos pHs 1,2 e 6,8, com a determinagao
de VB2 liberada em intervalos de tempo definidos, até¢ um total de 10h. A partir dos ensaios,
observou-se que o hidrogel de formulacdo GXA6 apresentou caracteristicas favoraveis para a
aplicagdo como veiculo para liberacdo controlada de VBi2 no intestino, ja que obteve maior
porcentagem de liberagdo acumulativa em pH 6,8 (aproximadamente 17%) que em pH 1,2
(aproximadamente 13%) e uma liberagdo mais controlada em solugdo 6,8, de forma a liberar
menores quantidades do farmaco por intervalo de tempo.

Palavras-chave: hidrogel, goma xantana, quitosana, vitamina B12, liberag¢ao controlada.



ABSTRACT

This work contemplates the synthesis and characterization of hydrogels based on natural
polysaccharides Xanthan Gum XG) and Chitosan (CTS). Prior to the synthesis of the hydrogels,
the native polysaccharides were chemically modified with glycidyl methacrylate (GMA) to
introduce vinyl groups in the structure of the XG and CTS, to enable the chemical crosslinking
reaction with N'N'-dimethylacrylamide (DMA), which results in the formation of chemical
hydrogels. The chemical modification was characterized by analysis of absorbance
spectroscopy in the infrared region with Fourier transform (FTIR). For the synthesis of chemical
hydrogels, different proportions of polysaccharides and the DMA spacer were used. After the
synthesis of the hydrogels, the swelling mechanism in distilled water was studied, thus selecting
the formulations XGA3, XGA4, XGAS5, XGA6, CTSA3, CTSA4 and CTSAS, which showed
lower fragility and lower degree of crosslinking for swelling tests in 1.2 and 6.8 buffer solutions,
to investigate whether the synthesized materials showed pH-responsive behavior. It was
observed that the hydrogels based on XG with the formulation XGA3 and XGA6 obtained
higher results in the degree of swelling (SW) in a pH 6.8 solution (approximately 13 g g'! and
15.3 g g'!, respectively) than at pH 1.2 (SW of 10 g g! and 13 g g!), due to the ionization of
the carboxyl groups (-COO") present in the polysaccharide structure. The hydrogels based on
CTS showed the opposite behavior, obtaining higher SW values in a buffer solution of pH 1.2
(3.44 g g'! for CTSA4 and 3.49 g g! for CTSAS) than in pH 6.8 (2.98 g g and 2.80 g g!), as
it has amine groups (-NH>) in its structure. In this way, it was possible to conclude that the
hydrogels produced had the potential to be used as drug delivery devices. Due to the better
results obtained, the hydrogels based on XG followed the assays of controlled release of vitamin
Bi2 (VB12) in a simulated gastrointestinal system. Thus, the hydrogels of formulation XGAS
(50.0 mg of XGm and 0.20 mL of DMA) and XGAG6 (50.0 mg of XGm and 0.25 mL of DMA)
were loaded with VB, by swelling in solution at the concentration of 100 pg mL™! and, once
dry, the release tests were performed by swelling in a buffered system at pHs 1.2 and 6.8, with
the determination of VB2 released at defined time intervals, up to a total of 10 am From the
asays, it was observed that the hydrogel of formulation XGA6 presented favorable
characteristics for application as a vehicle for controlled release of VB in the intestine, since
it obtained a higher percentage of cumulative release at pH 6.8 (approximately 17%) than in
pH 1.2 (approximately 13%) and a more controlled release in solution 6.8, in order to release
smaller amounts of the drug per time interval.

Keywords: hydrogel, xanthan gum, chitosan, vitamin B12, controlled release.
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Hidrogel de GX contendo 80,0 mg de GXm e 0,060 mL de DMA
Hidrogel de GX contendo 80,0 mg de GXm e 0,080 mL de DMA
Hidrogel de GX contendo 80,0 mg de GXm e 0,100 mL de DMA
Hidrogel multipolimérico interpenetrante

Quitina

Quitosana

Quitosana modificada com metacrilato de glicidila

Hidrogel de QTS contendo 500,0 mg de QTSm e 0,300 mL de DMA
Hidrogel de QTS contendo 500,0 mg de QTSm e 0,500 mL de DMA
Hidrogel de QTS contendo 500,0 mg de QTSm e 0,700 mL de DMA
Hidrogel de QTS contendo 500,0 mg de QTSm e 1,500 mL de DMA
Hidrogel de QTS contendo 500,0 mg de QTSm e 2,000 mL de DMA
Hidrogel de QTS contendo 500,0 mg de QTSm e 2,500 mL de DMA
Hidrogel de QTS contendo 550,0 mg de QTSm e 0,350 mL de DMA
Hidrogel de QTS contendo 550,0 mg de QTSm e 0,550 mL de DMA



QTSB3 Hidrogel de QTS contendo 550,0 mg de QTSm e 0,770 mL de DMA
semi-IPN Hidrogel com redes poliméricas semi-interpenetrante

USP United States Pharmacopeia

VB2 Vitamina B12
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1 JUSTIFICATIVA

As avitaminoses, ou deficiéncia de vitaminas, podem ser decorrentes de uma dieta
desbalanceada ou a dificuldade de absor¢do do organismo. A vitamina Biz, por exemplo,
quando em quantidades insuficientes, pode gerar o desenvolvimento de anemia perniciosa ou a
deterioragdo do Sistema Nervoso Central (SARTI et al.,, 2013). Para uma possivel
suplementag¢do, a liberacdo da Vitamina B> no estdbmago ndo ¢ preferivel devido sua
instabilidade em pH 4cido (NATH & DOLUI, 2018). Desta forma, a sua liberagdo no intestino,
local de sua absorcao, se tornaria viavel com a utilizacdo de dispositivos inteligentes capazes
de responder a mudancas de estimulo externo, como o pH, direcionando assim a entrega do
farmaco no ambiente de interesse. A capacidade de alguns hidrogéis de responderem a
mudancas de pH viabiliza a sua aplicagdo como veiculo de liberacdo controlada de farmacos
no organismo, sendo assim um possivel material a ser empregado em processos de
suplementa¢do vitaminica (HANNA & SAAD, 2019).

O hidrogel ¢ uma rede tridimensional polimérica capaz de absorver agua ou fluidos
bioldgicos (HAJIKHANI et al., 2019). Em diversos estudos de sintese de hidrogéis foram
relatados o uso de polimeros de origem sintética ou natural como matéria-prima. A literatura
ainda demonstra que para os diversos hidrogéis, podem possuir uma estrutura quimica definida,
auséncia de patogenicidade, capacidade de responder a estimulos quimicos e fisicos,
propriedades mecanicas favoraveis a diversas aplicagdes e capacidade de degradacao
controlada, sendo assim, caracterizados como materiais inteligentes (AHMED, 2015;
NGUYEN & ALSBERG, 2014).

Dentre os polimeros utilizados para a sintese de hidrogéis, polissacarideos naturais sao
interessantes ja que possuem estrutura polimérica e hidrofilica. Outras caracteristicas que
chamam atencdo para esses biopolimeros sdo a sua abundancia natural, biocompatibilidade,
biodegradabilidade e auséncia de toxicidade. Hidrogéis com estas caracteristicas podem ser
aplicados em diversas areas como na biomedicina para a liberacdo de farmacos, engenharia de
tecidos, musculos artificiais e sensores e na area ambiental para o controle de poluentes,
absorcdo de residuos, tratamento de agua e efluentes, entre outros (BUENO et al., 2013;
GARNER & PARK, 2014; TANG et al., 2021).

Neste contexto, a goma xantana (GX), que ¢ um polissacarideo de carater anidnico soluvel

em agua, ¢ amplamente empregado na inddstria como espessante alimenticio e em formulagdes
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cosméticas (ZHANG & LING, 2021). A quitosana (QTS) é um polissacarideo de carater
catidnico, j& explorado na sintese de hidrogéis especialmente voltados para a biomedicina
(PELLA et al., 2018). Reconhecida a potencialidade destes polimeros, neste trabalho tem-se
como objetivo utilizar a GX e a QTS em associacdo ao agente espacador foram N’, N -dimetil-
acrilamida (DMA) como materiais para a sintese de hidrogéis pH-responsivos, cujas
caracteristicas fisico-quimicas lhes permitam serem aplicados em sistemas de liberagao

controlada de Vitamina Bi».
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 ESTADO DA ARTE

Hidrogéis podem ser definidos como uma rede polimérica reticulada formada pela
reacdo de um ou mais mondmeros € que possuem a capacidade de absorver e reter uma
quantidade significativa de agua ou fluidos bioldgicos em sua estrutura (AHMED, 2015). Estes
materiais ganharam destaque devido a capacidade de manipulagdo de algumas de suas
propriedades fisico-quimicas de acordo com sua formulagdo, permitindo assim comportarem-
se como materiais inteligentes, ja que uma pequena mudanga no ambiente em que se encontram
pode resultar em uma resposta significativa no comportamento de sua matriz polimérica
(POTAFEUX et al., 2020). Tal comportamento muitas vezes mostra-se reversivel, ja que, uma
vez retirado o estimulo externo, o hidrogel pode retornar ao estado inicial (AHMAD et al.,
2019). A presenca de grupos funcionais hidrofilicos na estrutura polimérica do hidrogel (por
exemplo -OH, -COOH) reflete em sua capacidade de intumescer em agua e fluidos biologicos
(DERAKHSHANKAH et al. 2022).

A capacidade de intumescimento pode ser alterada a partir da manipulagdo de alguns
parametros, como a natureza da reticulacdo da cadeia polimérica, a técnica de polimerizagao
utilizada e a insercao de grupos funcionais na matriz. Juntamente com a capacidade de absorg¢ao,
algumas destas manipulagdes na estrutura fornecem ao material a responsividade a estimulos
externos, como a mudanca de temperatura, pH, campo magnético e forca idnica do meio
(SHARMA et al., 2017). Tais caracteristicas dos hidrogéis lhes permitem serem aplicados em
diversas areas da ciéncia e da tecnologia, despertando assim enorme interesse no meio
cientifico. Desta forma, o estudo destes materiais tem crescido de forma acentuada ao longo
dos anos, especialmente a partir de 2000, tendo em vista que na base de dados “Web Of
Science”, um total de sessenta e cinco mil quatrocentos e seis (65.406) trabalhos podem ser
encontrados com o termo “Aydrogel” no titulo, resumo ou palavras-chave do autor utilizando o
operador booleano “or”, conforme consulta realizada em 22/03/2022, sendo o artigo mais
antigo encontrado datado ao ano de 1946. O nimero de publicacdes entre os anos de 1975 e

2021 na plataforma Web Of Science esta representado na Figura 1.
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Figura 1. Trabalhos publicados com palavra-chave "hydrogel" no titulo, resumo e palavras-chave do autor nos
anos de 1995 a 2021 na base de dados Web of Science.
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Fonte: a autora.

Polimeros naturais ou sintéticos podem ser empregados na sintese de hidrogéis. Porém,
biopolimeros se tornaram de maior interesse devido sua biocompatibilidade e atoxicidade,
sendo que os polissacarideos naturais t€ém ganhado destaque em estudos destinados a aplicagdes
bioldgicas e ambientais (AHMAD et al., 2019; JIANG et al., 2020).

Quando a mesma busca por artigos foi realizada associando-se os termos “hydrogel;
polysaccharide” utilizando o operador booleano “or” para busca no titulo, resumo ou palavras-
chave do autor, o numero total de trabalhos publicados identificados no “Web Of Science” foi
de mil seiscentos e trinta e sete (1.637), sendo o mais antigo datado ao ano de 1983, contudo
observando-se um aumento significativo no interesse em se produzir hidrogéis a base destes
biopolimeros a partir do ano de 2008 (conforme consulta realizada em 22/03/2022). A

quantidade de trabalhos publicados por ano esta representada na Figura 2.
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Figura 2. Trabalhos publicados com palavra-chave "hydrogel; polysaccharide" no titulo, resumo e palavras-
chave do autor nos anos de 1995 a 2021 na base de dados Web of Science.
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Fonte: a autora.

Para a sintese de hidrogéis pH-responsivos, utiliza-se polissacarideos que apresentam
grupos funcionais capazes de serem ionizaveis. Dentre estes grupamentos podemos citar a
carboxila (-COOH), a qual esta presente na estrutura da goma xantana (GX), um polissacarideo
atoxico e biocompativel, muito citado na literatura (ZHU et al. 2022) e que ¢ a base para a
sintese de hidrogéis neste presente trabalho.

Se tratando de hidrogéis a base de GX, utilizando como parametro de busca das
palavras-chave no titulo, resumo e palavras-chave do autor os termos “hydrogel; xanthan gum”
com operador booleano “or”’; foram encontrados duzentos e dezoito (218) trabalhos cientificos
na plataforma “Web of Science” a partir do ano de 1992, e de forma mais acentuada a partir do
ano de 2004, conforme consulta realizada em 22/03/2022.

Outro biopolimero que apresenta grupamento funcional ionizével ¢ a quitosana (QTS),
a qual mostra-se rica em grupamentos amina (-NHz) e cuja utilizacdo na sintese de hidrogéis
pH-responsivos ja € relatada na literatura (GAURI et al. 2022). Artigos que utilizam a QTS para
esta finalidade foram encontrados em abundancia, totalizando cinco mil trezentos e oitenta ¢
trés (5.383) publicagdes quando pesquisadas as palavras-chave “hydrogel; chitosan™ no titulo,
resumo e palavras-chave do autor utilizando o operador booleano “or” na base de dados “Web

Of Science”, sendo que os trabalhos comegaram a ser publicados a partir do ano de 1991, se
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tornando mais abundantes a partir do ano 2000, conforme consulta realizada em 24/02/2022. O
numero de trabalhos publicados por ano no intervalo de 1991 a 2021 estdo representados na

Figura 3.

Figura 3. Trabalhos publicados com as palavras-chave (A) "hydrogel; xanthan gum" e (B) "hydrogel; chitosan"
dos anos 1991 a 2021 nas bases de dados Web of Science.
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Fonte: a autora.
2.1.1 Classificagdo dos hidrogéis baseada em interagoes quimicas entre as cadeias

Os hidrogéis podem ser classificados dependendo da natureza das ligagdes cruzadas que
formam a rede tridimensional polimérica, podendo ser quimicos (ligagdes covalentes) ou fisicos
(interacdes intermoleculares, eletrostaticas e hidrofobicas e/ou ligacdes de hidrogénio), de

acordo com a apresentagdo esquematica da Figura 4.

Figura 4. Representagdo da estrutura de hidrogéis de reticulagao quimica (a) e fisica (b).

A B cadeia polimérica
( ) ( ) / (polissacarideos,
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ex.: C-C, NHC=0

( C-0-C’ poros

interagiao intermolecujr
ex.: C=0...NH2CO

COOH...NH2CO

OH---OH

cadeia polimérica
(polissacarideos, polimeros ¢ mondmeros)

Fonte: adaptado de YONEZAWA, U. G. (2016).
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Hidrogéis quimicos, também denominados de irreversiveis, sdo formados a partir da
ligacdo covalente entre os mondmeros e/ou polimeros que formam a rede tridimensional.
Podem ser sintetizados a partir de polimeros naturalmente hidrossoliiveis ou via modificagao
quimica de polimeros hidrofébicos com a insercdo de grupamentos hidrofilicos e posterior
reacdo de reticulacdo (AHMED, E. M., 2015). A capacidade absortiva dos hidrogéis quimicos
pode ser alterada dependendo do grau de reticulagdo (HOFFMAN, A. S., 2012). Estes materiais
ndo sdo homogéneos, ja que a densidade de cadeia pode se alterar na matriz polimérica
dependendo do grau de reticulagdo do hidrogel.

Também hd a presenga de polimeros ou mondmeros que ndo estdo reticulados na
estrutura do material. Em regides de maior densidade de cadeia, denominado clusters, a
capacidade de intumescimento do hidrogel é reduzida se comparada com regides de menor grau
de reticulacdo. A formagdo de clusters ao longo da matriz pode ocorrer devido a agregacdo de
cadeias hidrofobicas dos agentes de reticulagdo (HOFFMAN, A. S., 2012). As ligagdes
covalentes que formam a matriz polimérica do hidrogel podem consistir na polimerizagdo de
grupamentos vinilicos (-C=C) (PELLA et al., 2020), na formagdo de grupamentos amida (-
NHC=0) em reacdes de polimerizagdo de grupos amina (CHEN et al., 2004; KIM & PARK,
2016), em formagdo de ligagdes de grupamento éter (-C-O-C') (BARBUCCI et al., 2008;
TANG et al., 2021).

Hidrogéis fisicos sdo materiais em que a formacdo do gel ocorre a partir de interagdes
intermoleculares entre os mondmeros e/ou polimeros, sendo elas interagdes intermoleculares,
eletrostaticas e hidrofobicas e/ou ligagdes de hidrogénio (AHMED et al., 2015). Esta matriz
ndo ¢ homogénea, considerando que as interagdes podem gerar pontos de heterogeneidade e as
cadeias poliméricas podem gerar extremidades de cadeias livres. Considerando que a natureza
das interagdes para a formacao da cadeia polimérica ¢ inteiramente fisica, a formacgao deste tipo
de hidrogel pode ser reversivel, portanto, também sdo denominados hidrogéis reversiveis
(HOFFMAN, 2012; PAHRI, 2017). As interacdes que ocorrem no hidrogel fisico podem ser de
ligacdo de hidrogénio, por exemplo entre um grupamento carbonila e amida (-C=0O---NH2CO),
carboxila e amida (-COOH: - -NH>CO), hidroxilas (O-H:-- H-O) e hidroxilas e amida (O-H:--N-
C) (GONG et al. 2017; LI et al. 2022, LIU et al. 2020) ou intera¢des idnicas, com o uso de
cations e anions para a formagao do hidrogel por atra¢do eletrostatica ou pela formacdo de
complexos de coordenacdo (GETACHEW et al. 2018; LIU, et al. 2018)

Independente da formacao dos materiais, alguns hidrogéis podem ser danificados por se

tratar de materiais macios. A quebra de pontos de reticulagdo, em alguns casos, pode ser



22

recuperada em materiais self-healing, ou seja, que apresentam um processo de autocura. Este
processo pode ocorrer por caracteristicas intrinsecas do material com rede polimérica
reversivel, como a presen¢a de ligacdes covalentes dindmicas e interacdes fisicas. O mesmo
material autocurante pode conter uma mistura de tipos de reticulagdo, diversificando os
mecanismos envolvidos no processo de formacdo de novas ligacdes cruzadas (FAN et al.,
2019).

Os hidrogéis podem ainda ser classificados de acordo com outros critérios (Tabela 1),
além de fisicos e quimicos, como por exemplo em virtude da presenca de carga idnica e de um

possivel comportamento responsivo a estimulos externos.

Tabela 1. Possiveis classificagdes para os hidrogeéis.

Classificacido . = ‘5
¢ Subclassificacio Descricao
quanto a
) Quimico Ligacdes cruzadas formadas por ligagdes quimicas

Reticulagdo
Fisico Ligacdes cruzadas formadas por interagdes intermoleculares
Neutro Nao possui carga idnica
Ionico Possui carga, podendo ser anidnico ou catidénico

Carga i6nica . . . o .

Eletrolito anfotero Possui grupos acidos e basicos em sua estrutura

B Possui grupos anidnicos e catidnicos em cada unidade de
Zwitterionico .
repeti¢do

. ) Responde a estimulos de mudanga de pH, forga idnica e demais
Estimulos quimicos o
agentes quimicos

. o Responde a estimulos de enzimas, antigenos e farmacos
Estimulos bioquimicos

Responsividade bioquimicos

Responde a estimulos de mudanga de temperatura, luz, campo
Estimulos fisicos )
eletromagnético

Fonte: AHMAD et al. 2019; AHMED, E. M. 2015.

Se tratando dos materiais utilizados na sintese de hidrogéis, os mondmeros sdo
moléculas de baixo peso molecular capazes de sofrerem reacdes de polimerizacdo;
macromondmeros contudo, sdo capazes de atuar como uma unidade monomérica, possuindo
grupamentos passiveis de polimerizagio (MATYJASZEWSKI & MOLLER, 2012). Polimeros

sd0 macromoléculas formadas por unidades de repeticdo (mondmeros ou macromondmeros)
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ligados covalentemente por reacdes de polimerizagdo. Nos polimeros, as unidades
monoméricas podem ser iguais ou distintas (MURI, E. M. F., 2019). A escolha dos mondmeros,
macromondmeros ou polimeros a serem utilizados pode variar desde o uso de apenas uma
espécie hidrofilica (homopolimérico) ou duas ou mais espécies (copolimérico). O uso de dois
polimeros distintos na forma¢do de um hidrogel pode gerar dois produtos, dependendo dos
reagentes escolhidos: os hidrogéis multipoliméricos interpenetrantes (IPN), em que as
diferentes cadeias poliméricas estdo reticuladas entre si na matriz do hidrogel ou entdo um
hidrogel multipolimérico semi-interpenetrante (semi-IPN), em que apenas um polimero esta
reticulado e o outro se encontra disperso na matriz.

A técnica de polimerizacdo empregada na formacdo do hidrogel pode definir sua
aparéncia fisica, sendo uma matriz, um filme, nanoparticula, capsula ou microesfera. Também
podem ser divididos em materiais biodegradaveis ou nao-biodegradaveis (AHMED, 2015,
BATISTA et al., 2018, HOFFMAN, 2012).

As diferentes maneiras de sintetizar a matriz polimérica tridimensional, afetam
diretamente algumas propriedades que o material apresentard, como por exemplo, o grau de
reticulagdo e a capacidade de absor¢do ou intumescimento do hidrogel. A capacidade de
responder a estimulos externos também esta relacionada a sua composicdo quimica e forma

fisica (BATISTA et al., 2018).

2.1.2 Hidrogéis pH-responsivos

Como citado anteriormente, hidrogéis poliméricos baseados em polimeros iOnicos
podem conter em sua estrutura grupos funcionais passiveis de serem ionizados com a mudanga
de pH do meio em que se encontram. A responsividade ¢ caracterizada pelo grau de
intumescimento (GI) do material em solugdes de diferentes pHs, ou seja, um maior
intumescimento se refere a maior responsividade do material em determinada condicdo, neste
caso, de pH (AHMED, 2015; MEHRA et al. 2021).

Diferentes polissacarideos podem ser utilizados na sintese destes hidrogéis, devido a
presenca de grupamentos funcionais naturais ou quimicamente adicionados, passiveis de
sofrerem ionizagdo. Materiais biocompativeis que apresentem estas propriedades podem ser
utilizados de diversas maneiras na area farmacéutica, como na aplicagdo cutdnea ou subcutanea,

no encapsulamento de farmacos para administra¢do via oral e intravenosa; area biomédica,
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ambiental e na agricola. (AHMAD et al., 2019; JIANG et al., 2020; WELLS et al., 2019), como

pode ser observado na Tabela 2.

Tabela 2. Hidrogéis pH-responsivos baseados em polissacarideos: composi¢do e aplicacao relatada na literatura.

Composi¢ao do hidrogel Aplicagdo Referéncia
) liberagdo da proteina albumina sérica
Alginato LIMA, D. S. etal., 2018
bovina
Carboximetil celulose, liberagdo controlada do agroquimico 6-

GUO, T. etal., 2021
cistamina e dopamina benziladenina

liberagdo de farmaco fotossensibilizador
Goma arabica para terapia fotodindmica no tratamento VILSINSKI, B. H. et al., 2021

de cdancer gastrointestinal

adsorg¢do e sequestro de pigmentos PREETHA, B. K., VISHALAKSHI,

Goma karaya
cationicos B., 2020

liberagdo do farmaco anticancer
Pectina e zeina KAUSHIK, P. et al., 2020
Doxorubicina

) ) liberagdo de isoflavona, potencial
Polissacarideos de casca de

] aplicacdo na industria alimenticia e WANG, S. et al., 2020
soja
cosmética
Quitina, acido tanico ¢ ion MA, M., ZHONG, Y., JIANG, X.,
] curativo com propriedades antibacterianas
férrico 2020
Quitosana ¢ acido liberagdo do farmaco Cortex Moutan para
CHATTERIJEE, S. et al., 2020.
hialurénico tratamento de dermatite atopica

Fonte: a autora.

Alteragdes de pH do meio promovem a troca de protons em moléculas idnicas, podendo
criar ou desfazer interacdes intermoleculares e alterar a solubilidade ou outras propriedades
fisico-quimicas, tais como: velocidade de degradagdo, flexibilidade, adesdo, capacidade de se
tornar um material injetavel e alterar sua resisténcia mecanica. Materiais biocompativeis que
apresentem estas propriedades podem ser utilizados de diversas maneiras na area farmaceéutica,
como na aplica¢do cutanea ou subcutanea, no encapsulamento de farmacos para administragao
via oral e intravenosa (WELLS et al, 2019).

A presenca de grupos que respondem ao pH alteram o comportamento de

intumescimento do material devido a interagdes intermoleculares presentes na matriz
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polimérica tridimensional (Figura 5). Por exemplo, grupamentos carboxilicos (-COOH)
respondem ao aumento de pH com a desprotonacdo do acido, formando o anion carboxilato
(COO"). Assim, em pHs inferiores ao pKa, o grupamento se encontrard majoritariamente
protonado, o que forma uma maior quantidade de ligagdes de hidrogénio na matriz do hidrogel,
aproximando as cadeias poliméricas e dificultando o processo de intumescimento. Quando em
pHs superiores ao pKa, ocorrera a sua desprotonagdo, e com o aumento na quantidade de anions
na matriz polimérica do hidrogel, observa-se um efeito de repulsdo eletrostatica entre as
cadeias, facilitando assim o processo de intumescimento (Figura SA - DERAKHSHANKAH et
al. 2022; ZHU et al. 2022).

Para hidrogéis que possuem em sua matriz tridimensional polimérica grupamentos
amina (-NH>), o abaixamento do pH permitira a formagao de ion amonio (-NH3"). Assim em
pHs inferiores ao pKa do grupamento, o hidrogel se torna um material catidnico e a presenca
de cargas positivas na matriz polimérica causara uma repulsdo eletrostatica entre as cadeias do
hidrogel, afastando-as e, consequentemente, facilitando o intumescimento. Com o aumento do
pH da solugdo, ocorrerd a desprotonagdo dos ions amonio, diminuindo assim a repulsdo
eletrostatica e aumentando as ligacdes de hidrogénio na matriz. Com o aumento destas ligacdes
de hidrogénio, as cadeias poliméricas do hidrogel tendem a se aproximar, dificultando o

intumescimento (Figura 5B) (GAURI et al. 2022; PELLA et al, 2020).
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Figura 5. Comportamento de hidrogéis pH-responsivos contendo grupos (A) acido carboxilico -COOH ¢ (B)
amina -NHoa.

(A)

<>

Aumento de pH repulsdo
eletrostatica

ligagdes de

hidrogénio @
pH <pKa pH > pKa
Cadeias poliméricas aproximadas Cadeias poliméricas afastadas

(B)

repulsdo
eletrostatica

Aumento de pH

)

ligagdes de
@ hidrogénio
pH <pKa pH > pKa
Cadeias poliméricas afastadas Cadeias poliméricas aproximadas

Fonte: adaptado de Chen et al. (2018).

2.2 MECANISMOS DE INTUMESCIMENTO

A capacidade dos hidrogéis em absorver agua e assim intumescer fornece ao material
um aspecto vitreo quando seco ou desidratado e elastico quando intumescido (PEPPAS &
COLOMBO, 1997). A Figura 6, em que (A) apresenta o aspecto de um hidrogel a base de goma

xantana (50,0 mg de GXm e 0,150 mL de DMA) na sua forma seca e em (B) na sua forma
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intumescida. Como ja mencionado, a capacidade de intumescer ou absorver fluidos pode ser
alterada com estimulos externos devido a presenca de grupos funcionais na estrutura da matriz
polimérica, como por exemplo os grupamentos -NH», -COOH e -SO3H. Estes grupos podem
ser modificados fisica ou quimicamente de forma a melhorar ou moldar a resposta a estimulos

externos (JIANG et al., 2020).

Figura 6. Intumescimento de um hidrogel. Hidrogel de GX seco (A) e hidrogel apds 25 horas de intumescimento

(B).

Fonte: a autora.

O grau de intumescimento, ou simplesmente GI, ¢ a forma na qual se expressa a massa
de fluido absorvido pela matriz polimérica do hidrogel em um determinado intervalo de tempo,
em relagdo a massa do hidrogel seco (g g™!). A equagdo I é a equagdo utilizada para se determinar
o valor de GI, em que m; representa a massa do hidrogel intumescido em um determinado tempo
e my representa a massa inicial da amostra seca, ou a massa do hidrogel no inicio dos ensaios
de absor¢ao (PEPPAS & COLOMBO, 1997).

Gl = mfm—(’)"" D

Os mecanismos de absor¢do de fluidos por meio de uma rede polimérica podem ser
previstos utilizando modelos de difusdo Fickiana e ndo-Fickiano a partir da equacao modificada
da Lei da Poténcia (equagdo II), em que k ¢ representado por uma constante de

proporcionalidade e #n ¢ um expoente de difusdo. Os valores de m; e m« correspondem as massas
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de dgua ou fluido absorvidos pelo hidrogel em determinado tempo de ensaio, € no equilibrio de

intumescimento, respectivamente (PEPPAS & COLOMBO, 1997).

e (1D)

Moo

Materiais de diferentes formas fisicas, como por exemplo hidrogéis em filmes, discos,
cilindros ou esferas podem apresentar uma mudang¢a no mecanismo de transporte do fluido.
Para definir o mecanismo de transporte, através da Lei da Poténcia, podemos utilizar o valor do
expoente de difusdo (n) para caracterizar o modelo cinético como sendo governado,
predominantemente por difusdo fickiana, relaxagdo macromolecular, ou transporte anomalo. A
Tabela 3 apresenta uma relagao entre os valores tabelados do expoente de difusao para materiais

com geometria cilindrica (como os deselvolvidos neste presente trabalho), e seu respectivo

modelo de difusdo (PEPPAS & COLOMBO, 1997).

Tabela 3. Mecanismos de transporte para o modelo da Lei de Poténcia para materiais com geometria cilindrica.

Expoente de difusio (n) Mecanismo de Transporte
0,45 Difusdo Fickiana
0,45 < 72< 0,89 Transporte anomalo
0,89 Relaxacao macromolecular

Fonte: adaptado de LIMA-TENORIO et al., 2015.

A difusdo Fickiana € caracterizada por um intumescimento controlado pela difusdao. No
caso da relaxagdo macromolecular, a entrada do fluido ocorre pelo afastamento das cadeias
poliméricas do hidrogel, podendo ser denominado também como Transporte de Caso II. O
transporte andmalo pode ser caracterizado por um mecanismo em que a relaxagdo
macromolecular e a difusdo Fickiana ocorrem concomitantemente. Outro mecanismo existente
¢ o Super Caso II de Transporte, em que além da difusdo e da relaxagdo macromolecular, ocorre
também a erosdo das cadeias poliméricas do material (LIMA-TENORIO et al., 2015, PEPPAS
& COLOMBO, 1997).
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2.3 APLICACAO DE HIDROGEIS POLIMERICOS NA LIBERACAO
CONTROLADA DE FARMACOS

Hidrogéis sao materiais que, quando sintetizados a partir de materiais atoxicos e
biocompativeis, podem ser aplicados em sistemas de liberagdo controlada de farmacos, neste
contexto, hidrogéis pH-responsivos tem grande apelo. (LI et al. 2019).

O processo de liberagdo de fArmacos pode ocorrer basicamente de duas maneiras: a
liberagdo rdpida e a liberacdo controlada (Figura 7). A liberagdo rapida ocorre quase
instantaneamente, sendo que a maior porcentagem ocorre nos tempos iniciais. Este mecanismo
¢ efetivo para fAirmacos que necessitem de uma liberagdo rapida para sua agdo, sendo para
farmacos ministrados em doses Unicas que necessitem de uma a¢do instantanea no organismo.
A liberagdo controlada, por sua vez, permite que o farmaco seja liberado em pequenas
quantidades ao longo do tempo, diminuindo o niimero de doses que o paciente deve utilizar e
produzindo, portanto, uma resposta terapéutica melhor. A metodologia de liberacdo de farmaco
deve ser adequada de acordo com as necessidades da droga a ser utilizada. (HUANG &

BRAZEL, 2001; LI et al. 2019)

Figura 7. Modelo de liberagdo de farmacos: (A) liberagdo rapida e (B) liberagdo controlada.

(A) (B) Sistema de
liberagdo com
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=]
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o Qo H-H#A-----—-*F-—-f---—----t-f--——t—f-
(=] (=1
S N Q .
@) Liberagao rapida Q Faixa
sub-terapéutica
Tempo Tempo

Fonte: adaptado de HUAND & BRAZEL (2001) e LEE & YEO (2015).

Em se tratando de hidrogéis, visando a liberagdo controlada de farmacos, quando a
matriz polimérica se encontra em contato com um solvente termodinamicamente compativel,
ocorre o intumescimento com a liberacdo do fairmaco inserido nos poros do hidrogel, como
representado na Figura 8. A representagdo macroscopica deste fenomeno pode ser observada

pelo intumescimento do material (COLOMBO, 1993).
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Figura 8. Representag@o da liberagdo de farmaco a partir da matriz polimérica do hidrogel, como resultado do
seu processo de intumescimento.

Hidrogel seco PY Hidrogel intumescido

agua ou fluido

@ biologico
cadeia polimérica
(polissacarideos e
monoémeros) O
® ®
intumcscimcntoi

poros =

® farmaco liberacao do farmaco com o
processo de intumescimento

Fonte: a autora.

A cinética de libera¢do de farmacos ¢ governada pelos fendomenos do intumescimento
do hidrogel e da dissolug¢do do farmaco. Para esta finalidade de entrega do farmaco por via oral,
o material normalmente ¢ utilizado na forma seca, em que as cadeias poliméricas da rede
tridimensional estdo aproximadas, sem fluidos e contendo apenas o firmaco em sua matriz.
Assim, com a entrada do fluido, a droga contida nos poros do hidrogel ¢ liberada. Além de
poder apresentar propriedades biocompativeis, os hidrogéis sdo materiais que podem ter suas
propriedades manipuladas de acordo com a sua formulagao.

A altera¢do da densidade de ligagdes de reticulagdo que formam a matriz polimérica,
bem como da densidade de cadeias poliméricas pode implicar na alteracdo da capacidade de
absorcao de fluidos do material e, consequentemente, modificar a cinética de intumescimento
e de liberacao do farmaco. Outro fator que pode influenciar diretamente o local de entrega do
farmaco ¢ a capacidade de resposta a estimulos externos de um hidrogel, como por exemplo a
termo- e pH-responsividade do material. A presenca de grupos funcionais que podem ser

ionizaveis pode alterar a resposta de intumescimento do hidrogel, consequentemente afetando
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o perfil de liberagdo da molécula inserida nos poros da matriz (JIANG et al., 2020; LEE, 1985;
THEODORAKIS et al., 2021).

Diferentes polimeros podem ser utilizados na sintese de hidrogéis para liberagao
controlada de fairmacos. Adrover et al. (2019) sintetizaram hidrogéis baseados em goma gelana,
um polissacarideo natural, para a liberagdo de teofilina e cianocobalamina. O material
sintetizado apresentou pH-responsividade e foi efetivo ao liberar os firmacos modelos de modo
controlado, de forma que a mudanca da formulagdo do hidrogel levou a alteragdao do tempo de
liberagdo. Um material polimérico biocompativel e pH-responsivo foi sintetizado por Ghauri
et al. (2022) baseado em quitosana, alginato de sddio e polietileno glicol (PEG) para a liberagao
de ceftriaxona sddica, de forma que a liberagao ocorreu nos primeiros 30 minutos de ensaio em
solucao tampao 4cida, indicando que este material foi efetivo para a liberagao rapida no sistema
estomacal simulado.

Além da liberagdo via oral, hidrogéis podem atuar como veiculo de liberagdo de
farmacos in situ, como o material sintetizado por Luo et al. (2022), que foi capaz de liberar
diversos fArmacos através de uma pelicula de hidrogel que possui caracteristicas mucoadesivas
e anti-inflamatodrias no tratamento de abrasdo da cornea. Este material foi sintetizado utilizando
2-hidroxietil metacrilato, 2,2,-dietoxiacetofenona, trimetilolpropano trimetacrilato e
nanoparticulas de ZnO.

Nota-se que os materiais a serem empregados em drug delivery apresentam grande
variedade, podendo ser alterados quanto a sua formulacao, a resposta de estimulos externos, o
local de liberagcdo de farmaco e na variedade de materiais que podem liberar, podendo ser
atribuidas propriedades antibacterianas e anti-inflamatorias, conforme a necessidade de
aplicacao.

Para a liberagao de vitamina B2, hidrogéis pH-responsivos de diferentes formulagdes
estdo sendo estudados. Dentre as pesquisas realizadas, Ghorbanloo & Heidary (2017)
sintetizaram um material a base de 4cido poliacrilico e N,N -metileno-bis-acrilamida para a
liberagdo de vitamina Bi2 na presenca de acido folico. O hidrogel possui grupamentos -COOH,
que conferem propriedades pH-responsivas, de forma que apresentaram um GI
significativamente maior em pH 7,4, quando comparado aos ensaios em pH 1,1. O uso desta
formulagdo permitiu que os autores liberassem o farmaco em pH intestinal, sendo dependente
também, neste caso, da concentracao de acido folico utilizado na solugdo tampao.

Gucchait e colaboradores (2021) utilizaram materiais anfifilicos a base de tripeptideos

para sintetizar hidrogéis pH-responsiveis com grupamentos de acido carboxilico (-COOH) que
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possui um perfil de intumescimento que permite uma maior liberacdo da vitamina Bi> em pH
7,46.

Pérez-Salinas et al. (2016) sintetizaram hidrogéis baseados em 2-hidroxietil metacrilato
e etilenoglicol dimetacrilato com diferentes porosidades e avaliaram a quantidade de vitamina
B12 capaz de ser inserida em sua matriz polimérica, bem como a libera¢do desta em pH 7.4.
Semelhante aos outros materiais citados, também apresentou como grupamento pH-responsivo
o acido carboxilico, o que promove um maior intumescimento do hidrogel em pHs mais altos
em relacdo ao pKa do 4cido, devido a desprotonacdo (-COO7) dos grupos funcionais e

afastamento das cadeias poliméricas.

2.4 POLISSACARIDEOS

Polissacarideos sao os polimeros organicos mais abundantes obtidos via fontes naturais,
sendo quimicamente compostos por unidades monoméricas ou monossacaridicas associadas
por ligagdes glicosidicas. Por possuirem normalmente uma natureza hidrofilica, estes polimeros
podem formar solugdes viscosas ou gelificantes, recebendo por este motivo as denominagdes
de goma ou hidrocoldides. As propriedades fisico-quimicas dos polissacarideos mostram-se
dependentes de sua composicdo quimica natural, mas também de processos de extracdo e
processamento sofridos. (AHMAD et al., 2019; MOHAMMADINEJAD et al, 2020).

Os biomateriais estdo sendo propostos como alternativa a materiais de origem sintética,
J& que estes sdo provenientes de fontes renovaveis e possuem caracteristicas fisico-quimicas
favoraveis, como a sua solubilidade em meio aquoso, biocompatibilidade, auséncia de
toxicidade e capacidade de reten¢ao de 4gua. Estas propriedades permitem que as gomas sejam
aplicadas na induastria alimenticia como estabilizantes, gelificantes, emulsificantes e
modeladores de textura, formato e efeitos sensoriais dos alimentos. As gomas também possuem
capacidade de serem precursoras na sintese de materiais para o encapsulamento de diferentes
materiais e de produzir filmes ou géis, despertando também o interesse das industrias biomédica
e farmacologica como na liberag@o de farmacos, desenvolvimento de curativos e na engenharia
de tecidos.

A presenca de diferentes grupos funcionais confere aos polissacarideos diversas
propriedades fisico-quimicas, como a ja mencionada capacidade de formar filmes e géis fisicos
através das interagdes intermoleculares, tais como interagdes idnicas e ligacdes de hidrogénio.

Para a formagao de hidrogéis e filmes quimicos a partir de polissacarideos, porém, ¢ necessaria
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a modificagdo quimica da estrutura do biopolimero, como a inser¢ao de grupamentos vinilicos
passiveis de sofrerem uma reagdo de polimerizagido (MOHAMMADINEJAD et al., 2020).

As gomas podem ser classificadas de acordo com sua possivel aplicacdo, origem,
linearidade de cadeia e presenca de carga idnica. A estrutura quimica confere as gomas a
capacidade de diminuir a tensdo interfacial entre diferentes estruturas, resultando em uma
estabilidade por meio de interacdo estérica, eletrostatica e interagdes hidrofilicas (AHMAD et

al., 2019).

2.4.1 Goma Xantana

A goma xantana (GX) ¢ um biopolimero utilizado na industria devido as suas
propriedades de atoxicidade, biocompatibilidade e capacidade de crescimento celular. Bastante
utilizada na industria alimenticia, ¢ um componente estabilizante, emulsificante e espessante,
J& que possui alta viscosidade, boa estabilidade em diversos pHs, boa solubilidade em agua a
baixas e altas temperaturas, e resisténcia a degradacdo enzimdtica. Além da industria
alimenticia, a GX ¢ utilizada na medicina, farmacia, agricultura, biomedicina, tratamento de
efluentes e como inibidor de corrosao (BUENO et al., 2013; ELELLA et al., 2021; GUMUS et
al., 2010).

A GX ¢ produzida por bactérias gram-negativas denominadas Xanthomonas campestris,
que se associam a plantas, mais comumente cana de agucar ou milho. Estas bactérias utilizam
a glucose como principal fonte de carbono para a sintese aerdbica do polissacarideo. A estrutura
quimica da GX (Figura 9) pode ser descrita por uma glucana como cadeia principal, onde as
unidades de glucopiranose estdo unidas por ligacdes do tipo B-1,4. Ainda apresenta cadeias
laterais ligadas aos carbonos 3 da cadeia principal. Estas cadeias sao normalmente compostas
por duas unidades de [-1,4-manose e uma unidade de [-1,2-4cido glucurénico. Ambos os
residuos de B-1,4-manose podem ainda estar quimicamente modificados, de forma que o
residuo ligado diretamente a glucose da cadeia principal apresenta-se O-acetilada em carbono
6 e o residuo presente na extremidade da cadeia lateral encontra-se substituido por um
grupamento acetal de dcido pirtivico envolvendo os carbonos 4 e 6. A presenga de grupos acidos
na estrutura da GX confere a este biopolimero um carater aniénico com um valor de pKa

proximo a 4,5 (ELELLA et al., 2021; HAJIKHANI et al., 2019; PATEL et al., 2020).
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Figura 9. Estrutura Quimica da Goma Xantana.
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Fonte: adaptado de ELELLA et al., 2021.

Modificagdes quimicas podem ser realizadas na estrutura na GX de forma a alterar suas
propriedades e permitir que outras reagdes sejam possiveis. Por exemplo, a alquilacdo da GX
pode alterar propriedades como a morfologia, as propriedades térmicas e a diminui¢ao da
viscosidade devido a desacetilacdo do polissacarideo (SARA et al., 2020). A modifica¢ao
quimica com acrilamida e trimetilpropano triglicidil éter permitiu que hidrogéis fossem
sintetizados com uma melhor estabilidade térmica e uma estrutura mais porosa, capazes de seres
aplicados na remoc¢ao do corante violeta cristal (ZHENG et al., 2019).

As propriedades da GX permitem que o biopolimero seja empregado em diversas
aplicagdes, como a sintese de hidrogéis magnéticos com capacidade self-healing (SANOH et
al., 2021); substituindo lipideos em alimentos para diminuir a porcentagem lipidica e aumentar
estabilidade do colesterol durante o armazenamento de alimentos (RATHER et al., 2021); na
formacdo de emulsdes para o aumento da estabilidade e bioacessibilidade do flavondide
quercetina, um antioxidante natural (HUANG et al., 2021); e no clareamento de sucos de roma
em associagdo com outros polissacarideos, consequentemente diminuindo a quantidade de
antocianinas e¢ formacdo de turvagdo apdés o processo de pasteurizagdo e durante o
armazenamento (TURKYILMAZ , HAMZAOGLU & OZKAN, 2021).

Hidrogéis baseados em amido e GX foram sintetizados por Shalviri e colaboradores

(2010) para a liberacao de vitamina Bi. Os hidrogéis sintetizados apresentaram permeabilidade
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seletiva para farmacos de diferentes tamanhos e carga. Em farmacos de carga negativa, a
repulsdo eletrostatica entre a cadeia polimérica do hidrogel e a molécula do farmaco pode
dificultar a encapsulacdo do material, porém pode facilitar a liberag@o. Os hidrogéis com maior
quantidade de GX em sua composicdo apresentaram uma maior pH-responsividade,
intumescendo mais em pHs entre 4,0 e 8,0, sendo passivel de liberar o firmaco em ambiente

intestinal.

2.4.2 Quitosana

A quitosana (QTS) ¢ um polissacarideo obtido a partir da desacetilacdo do biopolimero
natural quitina (QT). A QT estd presente como um elemento estrutural no exoesqueleto de
diversos seres vivos, como crustaceos, insetos, fungos e leveduras, sendo um polissacarideo
natural abundante (KRITCHENKOV et al. 2021; YOUNES, RINAUDO, 2015). A maior fonte
de QT comercial sdo as cascas de caranguejo e de camarao, e sua extragdo ¢ realizada a partir
de um tratamento com solucao diluida de &cido cloridrico para a desmineralizagdo do material
seguida de um tratamento com solugdo diluida de hidroxido de sodio, a fim de eliminar
proteinas presentes na QT. Considerando se tratar de um material de origem natural, um
posterior tratamento de descoloragdo pode se tornar necessario, obtendo-se a QT na forma pura,
sem odores ou pigmentos (BEGUM et al., 2021; YOUNES, RINAUDO, 2015; ZARGAR,
ASGHARI & DASHTI, 2015). Cerca de 10'>— 10'* toneladas de QT sdo produzidas por ano a
partir de fontes marinhas. Quando extraida de crustdceos ou fungos, pode exibir maior
capacidade de elimina¢do de radicais livres e, associado ao seu carater biocompativel, atoxico,
bioabsortivel, além de possuir uma certa similaridade quimica com os glicosaminoglicanos,
(componentes do tecido conjuntivo), a QT pode ser empregada em diversos setores industriais,
produzindo materiais com diferentes caracteristicas e aplicagdes (CHENG et al., 2021 PAULA,
PAULA & FEITOSA, 2018).

A estrutura quimica da QT (Figura 10) é comparavel a estrutura da celulose, em que o
polimero ¢ formado por mondmeros de 3-N-acetil-D-glucosamina, podendo ser encontrada em
formas alomorficas distintas, o que altera a solubilidade do polissacarideo (JOSEPH et al.,

2021; SIGH R. et al., 2021; ZARGAR, ASGHARI & DASHTI, 2015).



Figura 10. Estrutura quimica da Quitina.
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A QTS ¢ um polimero obtido pela reacdo de desacetilagdo da QT (Figura 11). A

caracteristica que define se o biopolimero estudado se refere a QT ou a QTS ¢ o grau de

desacetilacdo (GD), ou seja, a quantidade de residuos de [3-1,4-D-glucosamina no

polissacarideo. Para a molécula de QTS, este valor pode variar entre 0 < GD < 0,5. Sua forma

desacetilada confere ao material caracteristicas quimicas distintas, como o aumento da

solubilidade do biopolimero em solugdes aquosas levemente acidas, alta porosidade, e uma

estrutura Unica, ja que o GD da QTS bem como suas propriedades fisico-quimicas podem variar

(HANNA, et al., 2020; JOSEPH et al., 2021, ZARGAR, ASGHARI & DASHTI, 2015).
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Figura 11. Obtengao da Quitosana.
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Fonte: adaptado de ZARGAR, ASCHARI & DASHTI, 2015.

O biopolimero QTS possui em sua estrutura residuos de 3-1,4-D-glucosamina (Figura
12), apresentando grupos funcionais reativos, como grupamentos amina em C2 e hidroxilas
livres em C3 e C6. Sendo um polissacarideo catidnico basico com pKa de aproximadamente
6,3, apresenta caracteristicas pH-responsivas, ¢ hidrofilico e apresenta capacidade de adsor¢ao
de agua. Os sitios reativos permitem que a QTS seja funcionalizada a partir de modificagdes
quimicas, como a fosforizacdo, alquilagcdo, carboximetilagdo e reacdes de polimerizagao
cruzada. As modificagdes quimicas podem alterar propriedades como a solubilidade e a
reatividade da QTS, aumentando sua diversidade de aplicagdes (AYCAN, D., ALEMDAR, N.,
2018; JOSEPH et al., 2021; ZHANG et al., 2020).
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Figura 12. Estrutura quimica da Quitosana.
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Fonte: adaptado de BEGUM et al., 2021.

A reagdo de desacetilagcdo da QT pode ser realizada tanto em meio 4cido como em meio
basico, porém a rota de sintese preferencial ¢ via meio basico com solu¢ao de hidréxido de
sodio (NaOH), ja que as ligagdes glicosidicas a(1—4) s@o suscetiveis a hidrélise acida. A
solubilidade do polimero pode ser caracterizada pela fragao de -N-acetil-D-glucosamina, bem
como a distribuicdo de grupos N-acetil na estrutura. Estas caracteristicas sdo alteradas
dependendo da rota de desacetilag@o escolhida; por exemplo, a temperatura, o tempo de reagao
e a concentracdo da solucdo de NaOH podem afetar no GD do produto (YOUNES &
RINAUDO, 2015). A QTS apresenta propriedades interessantes para aplicagdes tecnologicas,
como a capacidade de formar filmes, atuacdo como agente de floculagdo, alta viscosidade,
capacidade de formacao de sais com acidos organicos e inorganicos, auséncia de toxicidade e
propriedades biologicas como biocompatibilidade, biodegradabilidade, bioatividade,
mucoadesdo, atividade antimicrobiana, antitumoral, propriedade antidcida, hipolipemiante
(diminuicdo do colesterol), anticoagulante e possui ainda a capacidade de carrear diferentes
farmacos (BAGHER, et al., 2020; KHORASANI, KOUHFAR & SHOJAOSADATI, 2021;
ZARGAR, ASGHARI & DASHTI, 2015).

Estas propriedades da QTS permitem que o biopolimero seja aplicado em diversos
ramos da ciéncia e tecnologia, como por exemplo na quimica ambiental, para a adsor¢ao de
metais pesados como As, Cr, Pb, Cd, Hg, Cu e Zn em aguas naturais (BEGUM et al., 2021),
como floculante magnético para a remogdo e recuperagio de ions de Cu?" de dgua de esgotos
(SUN et al., 2021) e para a sintese de aerogel para a remog¢ao do corante téxtil Reactive Black

5 (EL-ZAWAHRY et al., 2021). Também pode ser aplicado na agroindistria como hidrogel
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para liberagdo controlada de pesticida organofosforado (BHULLAR et al., 2021), agroquimico
como alternativa sustentavel na protecao de colheitas (MALUIN & HUSSEIN, 2020) e como
bioestimulador para o crescimento de vegetais como fonte natural de nitrogénio (KURAPINA
et al., 2020). Na area da biotecnologia, a QTS pode ser utilizada para a deteccdao de proteinas
no diagndstico de cancer de mama (NASROLLAHPOUR et al., 2021), compostos combinados
com 0sso humano para o auxilio da regeneracdo 6ssea (KOWALCZYK etal., 2021) e na sintese
de hidrogéis termossensiveis para liberag@o local de senidazol, um fdrmaco para tratamento de
infecgdes vaginais (ARGENTA et al., 2021).

Para a liberacdo de vitamina Bi2, hd poucos estudos de hidrogéis baseados em QTS.
Pelld e colaboradores (2020) sintetizaram um microhidrogel baseado em QTS, em que a
vitamina Bi» foi encapsulada e submetida a testes de liberagdo em pH 1,2 e 7,4. O hidrogel
apresentou carga positiva em pHs acidos, ja que a QTS possui grupamentos amina com pKa de
aproximadamente 6,3. Esta carga positiva ¢ proveniente de grupamentos amina protonados (-
NH3"), que promovem a repulsdo eletrostatica das cadeias poliméricas e. consequentemente,
um maior intumescimento. A vitamina B> apresentou um perfil de liberacdo rapida nos dois
pHs testados, porém se tornando mais controlada em pH 7,4. Os autores sugeriram uma

interacdo entre o farmaco e a matriz do hidrogel, controlando a libera¢do neste pH.

2.4.3 Modifica¢do Quimica de polissacarideos com Metacrilato de Glicidila

O mecanismo de sintese de hidrogéis quimicos via reacdo de polimerizagdo via
radicalar, metodologia empregada neste trabalho, necessita da presenca de grupamentos
vinilicos na estrutura dos mondmeros utilizados. No caso da GX e QTS, para que as reagdes de
polimerizacdo entre as cadeias macromonoméricas ocorressem, os polissacarideos devem ser
previamente modificados mediante a insercdo de grupamentos metacriloil, a partir de uma
reacdo de adi¢cdo nucleofilica nas hidroxilas disponiveis, utilizando o reagente metacrilato de

glicidila, ou GMA (Figura 13).
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Figura 13. Estrutura quimica do metacrilato de glicidila (GMA).
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Fonte: adaptado de REIS et al. 2009

A reacdo de modificacdo pode acontecer a partir de duas rotas sintéticas, sendo uma
reacdo de transesterificacdo ou a abertura do anel epdéxido do GMA. O mecanismo de reagao
depende do pH do meio reacional, de tal forma que, em meio bésico as duas reagcdes ocorrem
simultaneamente, porém em pH 4cido, a reag@o via abertura do anel epdxido € favorecida (REIS
et al. 2009). A modificacdo via a abertura de anel epdxido gera os dois produtos ilustrados na
Figura 14, ou seja, 3-metacriloil-1-gliceril éter de polissacarideo (a) e 3-metacriloil-2-gliceril

éter de polissacarideo (b).

Figura 14. Produtos da reagdo de modificacdo do polissacarideo com GMA: 3-metacriloil-1-gliceril éter de
polissacarideo (a) e 3-metacriloil-2-gliceril éter de polissacarideo (b).
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Fonte: adaptado de REIS et al. 2009.
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O mecanismo de reagdo de modificagdo em meio acido, ilustrado na Figura 15, pode ser
descrito por uma reagdo de adicdo nucleofilica. O oxigénio do anel epoxido do GMA ¢
protonado, facilitando que as hidroxilas presentes nos mondémeros do polissacarideo realizem
um ataque nucleofilico em C1 (gerando como produto o 3-metacriloil-1-gliceril éter de
polissacarideo) ou C2 (3-metacriloil-2-gliceril éter de polissacarideo) do GMA, com a abertura

do anel epdxido (REIS et al. 2009).

Figura 15. Representacdo do mecanismo geral da reagdo de modificagdo quimica de um polissacarideo com GMA.
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Fonte: adaptado de REIS et al. 2009

A reagdo ndo ¢ estereoseletiva, de forma que ocorre a formagao dos dois produtos em
uma mistura racémica. Esta rea¢cdo ocorre facilmente nas condigdes descritas, com aquecimento
e uso de acido acético como catalisador, permitindo que os produtos da modificagdo possuam

um grupo vinilico necessario para posterior reagao de polimerizagdo via radicalar.
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2.5 FORMACAO DE HIDROGEIS POLIMERICOS BASEADOS EM
POLISSACARIDEOS

A sintese de hidrogéis ocorre a partir da reagdo de polimerizagdo envolvimento os
macromondmeros (polissacarideos modificados com GMA) e outros mondmeros espagadores
que podem estar presentes no meio reacional. Esta reagdo ocorre via mecanismo radicalar, de
forma que o iniciador persulfato (Figura 16) sofre clivagem com aquecimento do sistema a 60

°C, formando dois radicais sulfato que atuam como iniciador de polimerizagao.

Figura 16. Formagao de radicais livres por meio de clivagem do persulfato de potassio.
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Fonte: a autora.

Ap6s a clivagem do persulfato, a formagao do radical dard sequéncia a propagacgdo de
mais radicais, iniciando o ataque as duplas ligagdes de grupos vinilicos presentes, tanto nos
mondmeros espacadores (DMA, Figura 17), como nos polissacarideos modificados com GMA.
O mondmero espagador utilizado neste trabalho foi o N',N'-dimetil-acrilamida (DMA), o qual
ndo apresenta carga elétrica, mas apresenta em sua estrutura um grupamento vinilico passivel

de sofrer a reagao.

Figura 17. Estrutura do mondémero espagador N, N -dimetil-acrilamida ou DMA.

Fonte: adaptado de LIMA-TENORIO et al. (2015).
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Na formacao do hidrogel polimérico, as duplas ligacdes s@o polimerizadas formando
uma rede tridimensional, o que caracteriza a forma¢ao do material. Esta polimerizagdo origina
poros que sdo capazes de abrigar as moléculas de 4gua ou fluidos absorvidos pelo hidrogel. A
estrutura dos hidrogéis formados pela adi¢do de polissacarideos modificados com GMA e DMA

estd representada na Figura 18.

Figura 18. Representacdo esquematica da estrutura da matriz tridimensional polimérica de um hidrogel baseado
em polissacarideo e DMA.
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Fonte: a autora.
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3 DELIMITACAO DO PROBLEMA E HIPOTESES

Visando a criacdo de um dispositivo pH-responsivel, potencialmente atdxico e
biocompativel capaz de ser empregado em sistemas de liberacdo controlada de vitamina Bio,
foram desenvolvidas diferentes formulagdes de hidrogéis a base de goma xantana ou quitosana,
utilizando-se 0 DMA como mondmero espagador. A escolha por estes dois modelos de
polissacarideos se deu em virtude de seus diferentes grupos ionizéveis e potenciais
comportamentos pH responsivos. Para a libera¢do da vitamina B, em sistema gastrointestinal
simulado, ¢ necessario que se desenvolva uma formulag¢do cujo maior grau de intumescimento
se dé em solugdo intestinal simulada, ou seja, em pH 6,8.

Esta vitamina ¢ um cofator enzimatico essencial no metabolismo humano e esta presente
nas rotas metabolicas de sintese de proteinas, DNA, hemadcias e para auxiliar na formacao de
energia (ATP). E absorvida no intestino, sendo que sua deficiéncia pode gerar quadros de
anemia ou problemas neurolégicos. Desta forma, a caracterizacdo dos mecanismos de
intumescimento ¢ necessaria afim de se avaliar as potencialidades de cada material

desenvolvido para uma possivel liberagcdo controlada de farmaco.
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4 OBJETIVOS

4.1

4.2

OBJETIVO GERAL

Sintetizar e caracterizar hidrogéis baseados em goma xantana e quitosanal visando a

aplicagdo desses materiais na liberacao controlada, in vitro, de vitamina Bio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar a modificacdo quimica dos polissacarideos GX e QTS com metacrilato de
glicidila (GMA);

Sintetizar hidrogéis quimicos a partir dos polissacarideos modificados GX e QTS.
Caracterizar fisico-quimicamente os hidrogéis produzidos;

Estudar o mecanismo de transporte de d4gua nos hidrogéis sintetizados;

Avaliar se os hidrogéis sintetizados apresentam caracteristicas pH-responsivas;
Selecionar a formulagdo de hidrogel que apresente as melhores caracteristicas fisico-
quimicas para liberag@o controlada de Vitamina Biz;

Realizar ensaios de liberagcdo de Vitamina B, em sistema gastrointestinal simulado (in

Vitro).
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5 SINTESE E CARACTERIZACAO DE HIDROGEIS BASEADOS EM QUITOSANA
5.1 MATERIAL E METODOS
5.1.1 Material

o Reagentes: Quitosana de baixa massa molecular (Sigma-Aldrich), metacrilato de
glicidila 97 % (Sigma-Aldrich), N’N’-dimetilacrilamida 99% (Sigma-Aldrich), acido acético
glacial 99,7 % (Perquim), etanol 95% (Perquim), persulfato de potassio (Dindmica), hidréxido
de sédio (Dinamica), fosfato de potdssio monobdsico (Dindmica), acido cloridrico 37%
(Realtech), cloreto de so6dio (Neon).

o Equipamentos: agitador magnético, Liofilizador L202/Liotop. Espectrometro
Infravermelho FTIR (IRPrestige-21 com acessodrio de refletancia difusa, DRS-8000/Shimadzu),
Sistema Liquefator de Nitrogénio (StirLiN-1 Economy/Stirlin) — Equipamentos pertencentes

ao C-Labmu (UEPG)

5.1.2 Modificag¢do quimica da quitosana

A modificacao quimica da QTS foi realizada em 500 mL solugdo de acido acético glacial
0,4 mol L', utilizando 2,5 g de QTS e 3,0 mL de GMA (metodologia adaptada de Reis et al.,
2009). A solugdo foi aquecida a 70 °C e mantida sob agitagdo magnética por 24 h. A Quitosana
modificada (QTSm) foi entdo precipitada com a basificagdo da solucdo com hidréxido de
potassio até pH 10,0 e adicdo de etanol 95%. Em seguida, foi filtrada e seca a temperatura
ambiente.

Os polissacarideos nativo e modificado foram caracterizados quimicamente por analises
de Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), sendo a analise
realizada com pastilha de KBr, em transmitincia com resolugdo de 4 cm™!, sendo o intervalo da

analise entre 400 a 4000 cm™ com o acimulo de 64 scans.

5.1.3 Preparo e caracteriza¢do dos hidrogéis

Os hidrogéis foram preparados a partir de uma reagdo de polimerizagao/reticulagdo via
radicalar. Para tanto, o polissacarideo QTSm, foram utilizados nas propor¢des mostradas na
Tabela 4, juntamente com o agente espacador N, N -Dimetil acrilamida (DMA). Os hidrogéis

foram sintetizados num volume final de 5,0 mL e utilizou-se solucao de acido acético 0,4 mol
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L' como solvente. Apos a homogeneizag¢do da solugdo, 17,0 mg do iniciador persulfato de
potassio foram adicionados para iniciar a reacdo de reticulagdo. Os hidrogéis foram entdo secos

em estufa a ~50 °C.

Tabela 4. Formulagdes de hidrogéis a base de QTSm e DMA sintetizados.

Formulagao QTSm (mg) DMA (mL)
QTSA1 500,0 0,300
QTSA2 500,0 0,500
QTSA3 500,0 0,700
QTSA4 500,0 1,500
QTSAS 500,0 2,000
QTSA6 500,0 2,500
QTSBI 550,0 0,350
QTSB2 550,0 0,550
QTSB3 550,0 0,770

Fonte: a autora.

Para os resultados de GI, analises estatisticas foram realizadas a partir dos softwares
Microsoft® Excel para Mac v. 16.56 em que n = 3. Para andlise de resultados, foi utilizado o
valor de GI dos hidrogéis quando atingiram o equilibrio (massa constante) em ensaios com agua

destilada.

5.14 Preparo de fluido gastrointestinal simulado

O fluido gastrointestinal simulado foi preparado a partir de solugdes padrdes que
simulam pH e forca ionica, porém na auséncia de enzimas presentes no sistema. Para o preparo
das solugdes, utilizou-se a metodologia relatada na United States Pharmacopeia (USP) e
European Pharmacopeia (EP). Desta forma a solugdo géstrica simulada foi preparada a partir
de uma solug¢io tampdo pH 1,2 utilizando as concentragdes de 2,000 g L' de NaCle 2,917 g L
'de HCI, enquanto o fluido intestinal simulado foi preparado a partir de uma solugdo tampao

pH 6,8 utilizando 0,616 g L' de NaOH ¢ 6,800 g L' de KH,POa.
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5.1.5 Ensaios de intumescimento

Os ensaios de intumescimento em agua destilada foram realizados por gravimetria a
temperatura ambiente, onde o hidrogel seco teve sua massa aferida anteriormente ao ensaio.
Ap0s submerso em 4gua destilada, a massa adquirida foi determinada em intervalos de tempo
pré-definidos (15 a 20 minutos), tomando-se o cuidado de remover o excesso de agua
superficial, até ndo mais se observar alteragcdes de massa, momento em que se considerou como
estado de equilibrio. Com bases nos valores de massa calculou-se entdo o GI de acordo com a
equacao I.

A partir das informagdes de massa, foi possivel também calcular o mecanismo de
intumescimento através da equacdo II para cada formulagdo de hidrogel. Para este estudo de
mecanismo, utilizou-se a Lei da Poténcia, de forma que o célculo foi realizado considerando-
se apenas a por¢ao linear do perfil de intumescimento dos hidrogéis, ou seja, para o ajuste
matematico foram utilizados apenas os valores até¢ 60% do valor de GI no equilibrio.

Os ensaios de intumescimento em fluido gastrointestinal simulado foram realizados com
temperatura controlada de 37 °C em solugdo tampao de pH 1,2 e pH 6,8 durante 4h.

Os resultados foram analisados de acordo com o GI e 0 mecanismo de intumescimento
foi determinado utilizando 60% do valor do GI no equilibrio.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata, sendo calculado o desvio padrio
amostral com n=3. Analises estatisticas (teste F e teste T) foram realizadas a partir dos softwares
Microsoft® Excel para Mac v. 16.56, com n = 3. Para analise de resultados, foi utilizado o valor
de GI dos hidrogéis quando atingiram o equilibrio (massa constante) em ensaios com agua

destilada ou solu¢ao tampao de pH 1,2 ¢ 6,8.
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52 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2.1 Modifica¢do quimica da quitosana

A fim de promover a formagao de radicais a partir do polissacarideo QTS, realizou-se a
modificacdo quimica do polissacarideo utilizando o GMA, visando inserir grupamentos
vinilicos a estrutura nativa (prévia a reagdo de polimerizacdo) deste biopolimero e permitir a
sintese de um hidrogel quimico.

A modificacdo da QTS em meio acido ocorreu por abertura do anel epoxido do GMA,
podendo ser obtidos dois produtos, o 3-metacriloil-1-gliceril éter de QTS (a) e 3-metacriloil-2-
gliceril éter de QTS (b), segundo o mecanismo ilustrado no item 2.4.3 (apresentados na
introducao).

Para confirmar a modificagdo quimica da QTS, a analise de trasmitancia de FTIR dos

compostos GMA, QTS e QTSm foi realizada (Figura 19).

Figura 19. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier para as amostras GMA, QTS e QTSm;
em (B) observamos a ampliagdo do espectro na regido 2000-1200 cm,
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Fonte: a autora.
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Para o espectro do GMA, podemos observar bandas em 1168 ¢ 1296 cm™!, referentes as
ligagdes éster de sua estrutura e em 2949 cm! correspondente & CH de CHa. O anel epoxido
possui bandas caracteristicas em 813 e 908 cm™'. O grupamento vinilico (C=C) apresenta uma
banda em ~ 1640 cm™! e o grupamento carboxila (C=0) em ~ 1720 cm™!, sendo estas as bandas
de interesse para a confirma¢ao da reacdo de modifica¢do do polissacarideo.

E possivel observar que, nos espectros das amostras de QTS e QTSm h4 a presenca de
bandas caracteristicas de grupos funcionais presentes na estrutura do polissacarideo nao
modificado. Em ~3390 cm’!, pode-se observar uma banda referente aos grupos -OH dos
mondmeros de glucosamina, presentes em C3 e C6. No espectro da QTSm a banda de -OH se
encontra um pouco menos pronunciada, indicando que a reacdo de modificagdo pode ter
ocorrido nestas hidroxilas. Nas amostras também pode-se observar uma banda em ~1562 cm’!
referente a grupamentos -NH> caracteristicos da presenca do grupo amina em C2. As bandas
em ~1062 e 1122 cm’!, referentes a ligagdo C-O de acetal ¢ C-O-C referente as ligagdes
glicosidicas do polissacarideo. (PELLA, ef al. 2020; SHAO et al., 2011).

Para a confirmagao da reacdo de modifica¢dao, podemos notar o surgimento de bandas
no espectro da QTSm, referentes a adicdo da estrutura do GMA no polissacarideo. Assim
verificamos o aparecimento de uma banda pronunciada em 1726 cm™! referente ao grupo C=0
presente na estrutura do GMA. Outro indicativo da modifica¢do ¢ a alteracdo na banda de 1652
cm!, que esta associada a inser¢do de grupos vinilicos do GMA na estrutura da QTS. Em 1408,
héa o aparecimento da banda referente a grupamentos -COO". A auséncia de bandas em 813 e
908 cm™! no espectro de QTSm indica que a reagdo de modificagdo ocorreu por abertura do anel
epoxido do GMA. (PELLA, et al. 2020; SHAO et al., 2011).

Para a confirmagdo das andlises obtidas, um teste qualitativo foi realizado. Para tanto,
200 mg de QTSm e 0,5 mL de DMA foram acrescentados sob agitagdo em 4,5 mL de solug¢ao
acido acético 0,4 mol L!. Quando a temperatura de 60 °C foi atingida, 17 mg de persulfato de
potassio foram acrescentados para iniciar a reacdo de polimeriza¢do. A formacao do hidrogel
apresentado na Figura 20 comprova que a modificacdo da QTS com grupamentos vinilicos

ocorreu de forma eficiente.
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Figura 20. Aspecto macroscopico do hidrogel baseado em 200 mg de QTSm ¢ 0,5 mL. de DMA.

Fonte: a autora.

522 Sintese de hidrogéis baseados em QTSm

Os hidrogéis baseados em QTSm foram sintetizados de acordo com a Tabela 4,
utilizando-se dois niveis de QTSm, sendo os hidrogéis QTSA compostos por 500 mg e QTSB
por 550 mg de QTSm. O volume do espagador DMA também foi variado. Devido a solubilidade
da QTS, os hidrogéis foram sintetizados em solugdo de acido acético 0,4 mol L', Por se tratar
do uso de QTS de baixa massa molecular, a quantidade de polissacarideo utilizado para a sintese
do hidrogel foi maior quando comparados aos hidrogéis baseados em GX (50 e 55 mg). Com a
mesma formulacdo, ndo foi possivel a reticulacdo do polissacarideo e, consequentemente,
formag¢do de hidrogel. A formulagdo que capacitou a reticulacdo com a quantidade de DMA
testada foi de 500 mg de QTS.

Os primeiros hidrogéis sintetizados foram os de formulagdo QTSAT (0,30 mL DMA),
QTSA2 (0,50 mL DMA), QTSA3 (0,70 mL DMA), QTSB1 (0,35 mL DMA), QTSB2 (0,55
mL DMA) e QTSB3 (0,75 mL DMA). Inicialmente realizou-se os ensaios de intumescimento
em agia destilada dos hidrogéis de formulacio QTSA, o quais atingiram o equilibrio em
aproximadamente 30 h de ensaio. Os valores de GI no equilibrio e o perfil de intumescimento

para os hidrogéis de formulagdo QTSA estdo representados na Figura 21.
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Figura 21. Ensaios de intumescimento de hidrogéis de formulagdo QTSA1, QTSA2 e QTSA3 em agua destilada:
(A) valores de GI no equilibrio e (B) perfil de intumescimento.
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Fonte: a autora.

Os hidrogéis baseados em 500 mg QTSm, QTSAI, QTSA2 e QTSA3, apresentaram
uma diminui¢cdo gradual nos valores medidos de GI em resposta ao acréscimo do agente
espacador DMA. Uma vez que os hidrogéis aqui ja apresentam uma elevada quantidade de
polissacarideo na formulacdo, o uso de maiores quantidades do DMA provavelmente resultou
em um aumento da densidade de cadeia polimérica, dificultando assim a entrada de 4gua nos
poros da matriz, comprometendo assim o grau de intumescimento dos hidrogéis. Contudo, os
hidrogéis com menores quantidades de DMA, apresentaram uma maior fragilidade estrutural,
fragmentando-se ao longo dos experimentos e por consequentemente, aumentando o desvio
obtido nos ensaios, conforme mostram os elevados valores de desvio padrdo. Todos os
hidrogéis de formulagdo QTSA sintetizados nesta primeira etapa ndo apresentaram diferenga
significativa nos resultados de GI (conforme valores de teste T apresentados no ANEXO II).
Apesar de ndo haver diferenca entre os resultados de GI, observou-se que o aumento da
quantidade de DMA resultou na diminui¢do da fragilidade dos materiais sintetizados.

Para a andlise da significancia do parametro DMA, foi realizado um teste estatistico
ANOVA de fator nico no software Microsoft Excel® (Tabela 5), em que o teste F indica que
ndo ha diferenca estatistica para a quantidade de DMA no intervalo analisado, o que foi
corroborado pelos testes T, em que ndo ha diferenca significativa entre os hidrogéis de

formulacao QTSA.
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Tabela 5. Andlise estatistica ANOVA de fator unico para hidrogéis de formulagao QTSA1, QTSA2 e QTSA3.

ANOVA
Fonte de variagdo SO gl MO F valor P F critico
Entre grupos 286,700125 2 143,350063  2,03694025 0,21128242 5,14325285
Dentro de grupos  422,251156 6 70,3751926
Total 708,951281 8

Fonte: a autora.

Para os hidrogéis de formulagcdo QTSB, o hidrogel QTSB1 nao resultou em um hidrogel
estavel, contudo, as demais formulagdes foram efetivas e seguiram para ensaios de
intumescidos em 4agua, em triplicata visando a obten¢do dos valores de GI. Os hidrogéis de
formulagdo QTSB atingiram o equilibrio de intumescimento em aproximadamente 4 h, sendo
explicado pela densidade de cadeia dos hidrogéis sintetizados. Os hidrogéis de formulagao
QTSB possuem maior massa de polissacarideo acrescentada, resultando em maior quantidade
de ligagdes cruzadas na rede tridimensional polimérica, dificultando a entrada de 4gua nos poros
do hidrogel quando relacionados aos hidrogéis de formulagdo QTSA. Os valores de GI no

equilibrio e o perfil de intumescimento dos hidrogéis QTSB estdo representados na Figura 22.

Figura 22. Ensaios de intumescimento de hidrogéis de formulagdo QTSB2 e QTSB3 em agua destilada: (A)
valores de GI no equilibrio e (B) perfil de intumescimento.
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Fonte: a autora.

As formulagdes QTSB2 e QTSB3, por sua vez, apresentam uma maior massa de QTSm,
aumentando a densidade de cadeia. A QTS possui grupamentos amina que podem ser

protonados em valores de pH inferiores ao seu pKa (6,5) e desprotonados em valores de pH
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superiores. Quando desprotonados, podem estabelecer ligagdes de ponte de hidrogénio,
dificultando o afastamento das cadeias poliméricas e a entrada de agua. Em pH da 4gua
destilada (pH 5,5), os grupamentos amina estdo protonados, (-NH3"), fornecendo ao hidrogel
uma carga liquida positiva e aumentando a repulsdo eletrostatica entre as cadeias poliméricas,
afastando-as e permitindo maior entrada de adgua.

Apesar de os hidrogéis de formulagdo QTSB possuirem mais unidades monoméricas
passiveis de ionizacdo, a maior massa de QTSm utilizada aumenta a quantidade de ligagdes
cruzadas na matriz polimérica, dificultando a entrada de 4gua, o que justifica os valores de GI
inferiores aos observados para as formulagdes QTSA. Contudo, a formulagdo QTSB3, com
maior quantidade de DMA acrescentada, apresentou um discreto aumento em seu valor de GI,
o que pode ser justificado pelo maior afastamento das cadeias do polissacarideo, facilitando a
entrada de 4gua destilada na matriz do hidrogel. E possivel também considerar que, na estrutura
da QTS ainda podem ser encontradas algumas unidades de 3-1,4-acetil-D-glucosamina, que
podem contribuir minimamente para a aproximagao das cadeias poliméricas, ja que o oxigénio
presente no grupamento acetil ¢ capaz de realizar ligacdes de hidrogénio com o grupamento
amina.

Para a analise da significancia da alteracdo do pardmetro DMA, foi realizado um teste
estatistico ANOVA de fator unico (Tabela 6), em que o teste F indicou que a quantidade de
espagador acrescentada no hidrogel influencia significativamente na formulagdo do hidrogel e
seu GI. Para a andlise da diferenca significativa entre as formulagdes QTSB2 e QTSB3, também
foi realizado um teste T (anexo II), em que indica que as amostras sdo estatisticamente

diferentes.

Tabela 6. Andlise estatistica ANOVA de fator inico para hidrogéis de formulagdo QTSB1, QTSB2 ¢ QTSB3.

ANOVA
Fonte de variagdo SO gl MO F valor P F critico
Entre grupos 1,47714398 1 1,47714398 46,9768993  0,0023721  7,70864742
Dentro de grupos 0,1257762 4 0,03144405
Total 1,60292018 5

Fonte: a autora.

Com o perfil de intumescimento em 4gua destilada dos hidrogéis baseados em QTSm e

um ajuste para valores que se aproximam da linearidade, ¢ possivel calcular o expoente de
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difusdo dos hidrogéis de acordo com a Lei da Poténcia. Os resultados de valor de expoente de

difusdo e mecanismo de intumescimento estdo representados na Tabela 7.

Tabela 7. Mecanismo de Intumescimento de Hidrogéis baseados em QTSm.

Hidrogel Gl(ggh Expoente de Difusdo (n) Mecanismo

QTSA1 23,34 £ 8,78 0,37 Difusao Fickiana
QTSA2 13,67 + 6,46 0,27 Difusao Fickiana
QTSA3 11,14 £ 0,56 0,36 Difusao Fickiana
QTSB2 3,94+ 0,21 0,25 Difusao Fickiana
QTSB3 4,93 +0,14 0,34 Difusdo Fickiana

Fonte: a autora.

Para todos os hidrogéis sintetizados, 0 mecanismo de intumescimento se d4 via difusao
Fickiana, ja que ha uma grande quantidade de grupos capazes de realizar ligagdes de hidrogénio,
dificultando o afastamento das cadeias poliméricas e, consequentemente, a entrada de 4gua na
matriz polimérica.

Os hidrogéis de formulacio QTSA2 e QTSB2 possuem a mesma propor¢do de
polissacarideo e espagador DMA, em uma relacao 1:0,5, sendo possivel confirmar que o valor
de GI no equilibrio possui uma variacao significativa com o aumento da quantidade de QTSm
e DMA acrescentada. Este resultado confirma que a dificuldade da entrada de 4gua na matriz
do hidrogel se dé pelo aumento de grupamentos amina e da densidade de cadeia, ja que a massa
que forma o hidrogel de formulagcdo QTSB2 ¢ maior que a massa que forma o hidrogel QTSA2.

Ap0s a andlise preliminar dos hidrogéis, novas formulagdes foram sintetizadas de forma
a diminuir a fragilidade dos materiais, e a fim de obter diferengas mais significativas nos valores
de GI obtidos no equilibrio. Assim foram desenvolvidas as formula¢des QTSA4 (1,50 mL
DMA), QTSAS (2,0 mL DMA) e QTSAG6 (2,5 mL DMA) definidos na Tabela 4 (apresentada
em materiais ¢ métodos). A formulagdo QTSA6 ndo formou hidrogel quimico, devido ao
volume de solugdo de 4cido acético utilizada para o volume final de 5,00 mL ser insuficiente
para solubilizar a totalidade de QTSm acrescentada.

Foram entdo realizados os ensaios de intumescimento dos hidrogéis QTSA4 e QTSAS
em agua destilada, e os valores de GI observados no equilibrio estdo representados na Figura

23 abaixo.
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Figura 23. Valores de GI médio no equilibrio de intumescimento em agua destilada de hidrogéis baseados em
QTSm.
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Fonte: a autora.

Com o acréscimo da quantidade de espacador nas formulacdes, a matriz polimérica
formada se tornou menos fragil, diminuindo o desvio obtido nos ensaios. O acréscimo de uma
maior quantidade de DMA, contudo, aumentou a densidade de cadeia na matriz polimérica do
hidrogel, diminuindo significativamente o valor de GI no equilibrio. O mecanismo de reagdo
foi definido pelo ajuste da Lei da Poténcia e apresentado na Tabela 8 e todos os materiais
sintetizados apresentaram mecanismo de difusdo Fickiana. Os hidrogéis QTSA4 e QTSAS nao
apresentaram uma alteragao significativa no valor de GI, obtendo o mesmo valor de expoente
de difusdo, indicando que a contribui¢cdo da entrada de dgua destilada por difusdo foi a mesma.
Este resultado sugere que o aumento do volume de DMA utilizado na formulacdo dos hidrogéis
ndo altera significativamente os valores de GI médio ou o mecanismo de intumescimento para

volumes superiores a 1,50 mL de DMA (QTSA4).
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Tabela 8. Mecanismo de intumescimento para hidrogéis de formulagao QTSA.

Hidrogel Gl(ggh Expoente de Difusdo (n) Mecanismo

QTSAI1 23,34+ 8,78 0,37 Difusao Fickiana
QTSA2 13,67 + 6,46 0,27 Difusao Fickiana
QTSA3 11,14 £ 0,56 0,36 Difusao Fickiana
QTSA4 4,39+0,41 0,28 Difusao Fickiana
QTSAS 4,41 £0,76 0,28 Difusao Fickiana

Fonte: a autora.

Com os novos resultados de GI no equilibrio para as novas formulagdes, realizou-se um
segundo teste ANOVA de fator tnico (Tabela 9) para analisar a significancia do fator DMA
nos hidrogéis contendo 500 mg de QTSm. O teste F indica que, neste caso, a quantidade de

espagador acrescentada na sintese do material ¢ significativa, alterando o valor de resposta de

GIL.

Tabela 9. Andlise estatistica ANOVA de fator unico para hidrogéis de formulagao QTSA.

ANOVA
Fonte de variagdo SO gl MO F valor P F critico
Entre grupos 810,434588 4 202,608647 4,78136726  0,02043679  3,47804969
Dentro de grupos 423,746255 10 42,3746255
Total 1234,18084 14

Fonte: a autora.

A fim de comparar a diferenca significativa entre os hidrogéis, realizou-se um teste T
de Student para as amostras analisadas e observou-se que os hidrogéis de formulacao QTSA3
e QTSA4, QTSA3 e QTSAS sao diferentes entre si, porém os de formulagdo QTSA4 e QTSAS
ndo apresentam diferengas significativas. Estes resultados corroboram a hipotese de que o
aumento da quantidade de DMA para a formulacdo QTSAS ndo resultou em alteracdes nos
resultados dos ensaios de intumescimento.

Para os hidrogéis que apresentaram menor fragilidade e menor desvio padrao
experimental, estudou-se a cinética de intumescimento por meio do ajuste Weibull para os
ensaios realizados em agua destilada, e os resultados dos perfis de intumescimento estdo

apresentados na Figura 24.
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Figura 24. Perfil de intumescimento para os hidrogéis de formulagao QTSA3, QTS4 ¢ QTSAS com ajuste
Weibull.
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Fonte: a autora.

A partir do ajuste da fun¢do Weibull para os valores obtidos de GI durante o ensaio,
foi possivel encontrar as constantes de velocidade (k) e constante d, relacionada com a matriz

polimérica do hidrogel. Os valores de k e d estdo apresentados na Tabela 10 abaixo.

Tabela 10. Valores encontrados para as constantes k ¢ d obtidas a partir do ajuste da fungdo Weibull para os
hidrogéis de formulagdo QTS3, QTSA4 e QTSAS.

k (h7d) d R?
QTSA3 0,2849 0,5631 0,9869
QTSA4 0,6448 0,4741 0,9696
QTSAS 0,6883 0,4707 0,9756

Fonte: a autora.

Os resultados obtidos de k e d para os hidrogéis de formulagdo QTSA4 e QTSAS se
mostraram proximos, indicando que a mudancga na formulagdo ndo alterou o perfil de transporte
da agua destilada para a matriz do hidrogel. O hidrogel de formulacdo QTSA3, no entanto,

apresentou um menor valor de & quando comparados a outras amostras, indicando que a
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velocidade de intumescimento ¢ menor quando comparada com os demais hidrogéis, ou seja,
necessita de mais tempo de ensaio para atingir o equilibrio.

Estes valores estdo diretamente relacionados com a formulagdo dos hidrogéis, ja que,
em QTSA3 ha uma menor densidade de reticulacdo, o que facilita a entrada de d4gua na matriz
do material, resultando em maiores valores de GI e um maior tempo necessario para atingir o

equilibro.

5.23 pH-responsividade de hidrogéis baseados em QTSm

Visando analisar o cardter pH-responsivo dos hidrogéis baseados em QTS e uma
possivel utilizacdo destes materiais como veiculos para sistemas de liberagdo controlada de
farmacos, ensaios de intumescimento foram realizados em solugdes tampao pH 1,2 ¢ 6,8, a
temperatura controlada de 37 °C. Conforme ja mencionado anteriormente, os ensaios em pH
1,2 tem por objetivo simular o ambiente gastrico, enquanto o pH 6,8, o ambiente intestinal. Os
ensaios foram realizados somente com os hidrogéis de formulagdo QTSA4 e QTSAS por terem
sido estes os que apresentaram menor fragilidade nos ensaios de intumescimento em agua. Estes
ensaios foram realizados ao longo de um intervalo de 4 h, a fim de estudar o mecanismo de
liberagdo nos momentos iniciais do intumescimento, podendo assim serem ajustados por fung¢ao
Weibull e Peppas-Sahlin (1989). Os valores obtidos de GI no equilibrio para cada hidrogel, sao

apresentados na Figura 25.

Figura 25. Grau de Intumescimento de hidrogéis baseados em QTS apos 4h em solugao tampao pH 1,2 ¢ 6,8 a 37

°C.
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Fonte: a autora.
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Como jéa dito, os grupamentos -NH> da QTS podem estar carregados positivamente em
condi¢des de pH inferiores ao seu pKa (6,3). Assim, em pH 1,2 os polissacarideos na matriz
dos hidrogéis estardo carregados positivamente, resultando em repulsdo eletrostatica entre as
cargas positivas das cadeias poliméricas e o seu afastamento, o que facilita a entrada de fluidos
na matriz do material. Em pH 6,8 contudo, os grupamentos amina tendem a desprotonagdo em
sua maioria, o que deixaria o polissacarideo na matriz do hidrogel com carater neutro, ou
levemente positivo. O processo de desprotonagdo do grupo amina permite o estabelecimento
de ligagdes de hidrogénio que resultam na diminuicao das vacancias no material, dificultando
assim o intumescimento. A pequena diferenca entre o pH do sistema e o pKa do grupamento
amina, neste caso, pode ter impedido que todas as unidades se encontrassem desprotonadas,
consequentemente, diminuindo a pH-responsividade do material.

Conforme a Figura 25 nos mostra, o hidrogel QTSA4 apresentou caracteristicas pH-
responsivas, porém o hidrogel QTSAS ndo, provavelmente devido ao maior grau de reticulagao
das cadeias poliméricas, o que dificultaria a repulsdo eletrostatica entre as cadeias poliméricas
em solucdo pH 1,2, diminuindo assim a resposta a mudanca de pH.

O perfil de intumescimento com ajuste da funcdo Weibull para ambos os hidrogéis pode
ser observado na Figura 26, a seguir, contudo, para o estudo dos valores da constante de
velocidade £, utilizou-se apenas o hidrogel QTSA4, ja que somente ele apresentou pH-
responsividade. Os valores das constantes & e d obtidas a partir do ajuste da funcdo Weibull

estdo apresentados na Tabela 11.

Figura 26. Perfil de intumescimento de hidrogéis de formulacdo QTSA4 em solucdo tampado de H 1,2 ¢ 6,8, a
temperatura de 37 °C.
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Fonte: a autora.
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Tabela 11. Valores das constantes k e d para o intumescimento dos hidrogéis QTSA4 em solugdes tampao de pH
1,2e6,8.

pH k d R?
1,2 1,215 0,627 0,955
T A4 b b b b
QTS 6,8 1,432 0,609 0,960

Fonte: a autora.

Os valores de constante de velocidade, bem como o perfil de intumescimento do
hidrogel QTSA4 mostram que este atinge o equilibrio de intumescimento mais rapidamente em
solugdo tampao pH 6,8, ja que, nestas condi¢des, observa-se um menor valor de GI. Em pH 1,2,
o menor valor da constante de velocidade k estd de acordo com o fato do hidrogel atingir o
equilibrio em um intervalo de tempo maior.

Através da Lei da Poténcia, ajustou-se os valores obtidos de GI ao longo do
intumescimento em ambas as condi¢des de pH, e os valores de expoente de difusdo foram
estimados e correlacionados com mecanismo de intumescimento para as duas formulagoes,

considerando-se o formato cilindrico (Tabela 12).

Tabela 12. Mecanismo de intumescimento para hidrogéis QTSA4 ¢ QTSAS em solugdes tampao a 37 °C.

pH n k Mecanismo de Transporte
QTSA4 1,2 0,320 0,378 Difusdo Fickiana

6,8 0,492 0,327 Transporte andmalo
QTSAS 1,2 0,346 0,308 Difusao Fickiana

6,8 0,295 0,423 Difusdo Fickiana

Fonte: a autora.

Para os hidrogéis baseados em QTS, a diferenca no expoente de difusdo s6 resulta em
diferentes mecanismos de transporte para o hidrogel de formulacdo QTSA4, ja que o hidrogel
de formulacdo QTS5 ndo apresenta caracteristicas de pH-responsividade. O mecanismo de
transporte andmalo observado no ensaio de intumescimento em solu¢do de pH 6,8 pode ser
quantificado quanto as contribui¢des individuais de difusdo e relaxacdo macromolecular. Para
tal, realizou-se um ajuste de Peppas-Sahlin (1989) para a por¢do de crescimento linear dos
valores de GI, em que se obteve um resultado de ks de ordem zero e, para k., o valor da constante
de 0,208 h'! (R?2=0,971), indicando que houve maior contribui¢do da relaxagdo macromolecular
para o mecanismo de intumescimento.

Os hidrogéis baseados em QTS podem apresentar pH-responsividade de forma a intumescer

e obter maiores valores de GI em solugdo de pH 1,2, devido aos grupamentos amina (-NHz)
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presentes na estrutura quimica da QTS. Estas caracteristicas pH-responsivas permitem que
hidrogéis de QTS sejam utilizados como veiculos na liberacdo de farmacos no estdmago,
permitindo que haja uma maior liberacdo em neste meio. Dependendo da formulagdo, pode
liberar farmacos rapidamente neste meio, ou de forma controlada. Para esta aplicacdo, no
entanto, o hidrogel de formulacdo QTSAS se mostrou mais promissor, porém ajustes na
formulagdo podem ser consideradas, de forma a adequar o carater pH-responsivo dos materiais

sintetizados.

5.3 CONSIDERACOES FINAIS

A modificagdo quimica do polissacarideo foi necessaria para a sintese de hidrogéis
quimicamente reticulados. Os hidrogéis baseados em QTS apresentaram valores de GI baixos
devido ao grau de reticulagdo da cadeia polimérica, uma vez que todos apresentaram
mecanismo de transporte de difusdo Fickiana, o que implica uma dificuldade do afastamento
das cadeias poliméricas e, consequentemente, da entrada de dgua na matriz. Por possuir
grupamentos amina passiveis de ionizacdo, os hidrogéis podem apresentar carater pH-
responsivo, sendo o hidrogel de formulacdo QTSAS o que apresentou maior diferenga entre os
valores de GI em solucdo de pH 1,2 € 6,8, sendo o hidrogel que apresenta resultados promissores

na sintese de dispositivos de liberag@o controlada de farmacos no estdmago.

5.4 PERSPECTIVAS FUTURAS

A partir das formulagdes de hidrogéis baseados em QTS, novas formulagdes podem ser
estudadas a fim de promover melhores resultados de pH-responsividade em solu¢des de fluido
gastrointestinal simulado, para a aplicacdo em um farmaco modelo que possua absor¢do ou

acao no estdbmago, como a hidrocortisona, por exemplo.
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6 SINTESE E CARACTERIZACAO DE HIDROGEIS BASEADOS EM GOMA
XANTANA PARA A LIBERACAO CONTROLADA DE VITAMINA B12

6.1 MATERIAL E METODOS
6.1.1 Material

o Reagentes: Goma Xantana (Danisco-SP), metacrilato de glicidila 97% (Sigma-Aldrich),
N’ N’-dimetil-acrilamida 99% (Sigma-Aldrich), acido acético glacial 99,7% (Perquim), etanol
95% (Perquim), persulfato de potassio (Dinamica), hidréxido de so6dio (Dinamica), fosfato de
potassio monobasico (Dinamica), acido cloridrico 37%, cloreto de s6dio (Neon), Vitamina Bi»
98% (Sigma-Aldrich).

o Equipamentos: agitador magnético, Liofilizador L202/Liotop, Espectrofotometro UV-
Vis (Kasuaki, model 11592). Incubadora Shaker (SP-222/SPLABOR - Laboratério de pesquisa
LEQQA - UEPGQG). Espectrometro Infravermelho FTIR (IRPrestige-21 com acessoério de
refletincia difusa, DRS-8000/Shimadzu), Microscépio Eletronico de Varredura — Field
Emission Gun (Mira 3/Tescan), Sistema Liquefator de Nitrogénio (StirLiN-1 Economy/Stirlin)

— Equipamentos pertencentes ao C-Labmu (UEPG)

6.1.2 Modificag¢do quimica da goma xantana

A reacdo de modificacdo quimica da GX foi realizada seguindo a metodologia adaptada
de REIS et al. (2009). Para tanto, adicionou-se 5,0 g de GX e 5,0 mL de metacrilato de glicidila
(GMA) em 500 mL de agua destilada. A solugdo foi entdo aquecida a 60 °C, o pH do sistema
reacional ajustado com acido acético glacial para pH proximo a 3,5 e mantida sob agitacao
magnética e aquecimento durante 24 h. Apods a sintese, o produto foi precipitado utilizando
etanol 95% e posteriormente, seco a temperatura ambiente para a obtencdo da GX modificada
(GXm). Os polissacarideos nativo e modificado foram na sequéncia caracterizados por analises
de espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), com as
amostras na forma de pastilhas de KBr, no modo transmitincia, com resolugio de 4 cm™!, sendo

o intervalo da analise entre 400 a 4000 cm™ e com acimulo de 64 scans.
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6.1.3 Preparo e caracterizagdo dos hidrogéis

Os hidrogéis foram sintetizados por meio de reagdo de reticulacdo via radicalar. Para
tanto, diferentes formulagdes foram produzidas utilizando a GXm como macromondmero € a
N',N -dimetil-acrilamida (DMA) como agente espacador, conforme apresentado Tabela 13.
Para a sintese, apos a homogeinizacdo dos reagentes GX e DMA, aqueceu-se o sistema até a
temperatura de 60 °C, sob agitacdo magnética. Apds o aquecimento, adicionou-se 17,0 mg do
iniciador persulfato de potdssio ao meio reacional. Os hidrogéis foram sintetizados num volume
total de 5,0 mL, utilizando-se dgua destilada como solvente e formando um material cilindrico,
uma vez que foram polimerizados em béqueres. Apos a sintese, os hidrogéis foram secos em

estufa a temperatura média de 50 °C.

Tabela 13. Formulagdes de hidrogéis a base de GXm ¢ DMA sintetizados.

Formulagao GXm (mg) DMA (mL)
GXAl 50,0 0,030
GXA2 50,0 0,050
GXA3 50,0 0,070
GXA4 50,0 0,150
GXAS 50,0 0,200
GXA6 50,0 0,250
GXBI1 80,0 0,060
GXB2 80,0 0,080
GXB3 80,0 0,100

Fonte: a autora.

6.1.4 Preparo de fluido gastrointestinal simulado

O fluido gastrointestinal simulado foi preparado a partir de solugdes padrdes que
simulam pH e forca ionica, porém na auséncia de enzimas presentes no sistema. Para o preparo
das solugdes, utilizou-se a metodologia relatada na United States Pharmacopeia (USP) e
European Pharmacopeia (EP). Desta forma a solug¢do géstrica simulada foi preparada a partir

de uma solugdo tampdo pH 1,2 utilizando as concentragdes de 2,00 g L' de NaCl e 2,917 g L!
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de HCIl, enquanto o fluido intestinal simulado foi preparado a partir de uma solu¢do tampao pH

6,8 utilizando 0,616 g L' de NaOH € 6,800 g L' de KH,POs.

6.1.5 Ensaios de intumescimento

Os ensaios de intumescimento em agua destilada foram realizados por gravimetria a
temperatura ambiente, onde o hidrogel seco teve sua massa aferida anteriormente ao ensaio.
Ap0s submerso em 4gua destilada, a massa adquirida foi determinada em intervalos de tempo
pré-definidos (15 a 20 minutos), tomando-se o cuidado de remover o excesso de agua
superficial, até ndo mais se observar alteragdes de massa, momento em que se considerou como
estado de equilibrio. Com bases nos valores de massa calculou-se entdo o GI de acordo com a
equacao I, citada no item 2.2.

A partir das informagdes de massa, foi possivel também calcular o mecanismo de
intumescimento através da equagdo II (item 2.2) para cada formulagdo de hidrogel. Para este
estudo de mecanismo, utilizou-se a Lei da Poténcia, de forma que o célculo foi realizado
considerando-se apenas a por¢do linear do perfil de intumescimento dos hidrogéis, ou seja, para
o0 ajuste matematico foram utilizados apenas os valores at¢ 60% do valor de GI no equilibrio.

Os ensaios de intumescimento em fluido gastrointestinal simulado foram realizados com
temperatura controlada de 37 °C em solugdo tampao de pH 1,2 e pH 6,8. Também foram
realizados, afim de simular o perfil de intumescimento destes hidrogéis em condi¢des
observadas no sistema gastrointestinal real, realizou-se ensaios de intumescimento em solugao
tampao pH 1,2 (fluido gastrico simulado) por duas horas seguido por intumescimento em
solucao tampao pH 6,8 (fluido intestinal simulado) pelas proximas oito horas, sob temperatura
de 37 °C, conforme a metodologia adaptada descrita por Reis et al., 2022.

Os resultados foram analisados de acordo com o GI e 0 mecanismo de intumescimento
foi determinado utilizando 60% do valor do GI no equilibrio.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata, sendo calculado o desvio padrdo
amostral com n=3. Analises estatisticas (teste F e teste T) foram realizadas a partir dos softwares
Microsoft® Excel para Mac v. 16.56, com n = 3. Para andlise de resultados, foi utilizado o valor
de GI dos hidrogéis quando atingiram o equilibrio (massa constante) em ensaios com agua

destilada ou soluc¢ao tampao de pH 1,2 ¢ 6,8.
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6.1.6 Caracterizag¢do por Microscopia Eletronica de Varredura

Para as analises de imagem, apds o equilibrio, as amostras foram congeladas em
nitrogénio liquido, liofilizadas e, entdo, foi realizada a andlise de Microscopia eletronica de
varredura - Field Emission Gun. As amostras foram recobertas com ouro e a imagem foi obtida

nas condi¢des de tensdo 15 kV e 106 mA de corrente.

6.1.7 Ensaios de liberacdo de Vitamina B>

A vitamina B2 (VB12) foi carregada nos hidrogéis através do método de difusdo (Tan
et al.,, 2015). Para tanto, os hidrogéis secos, com massas aproximadas de 50 mg, foram
adicionados em um recipiente contendo 10 mL de solugdo 100 pg mL! de VB2 em 4gua
destilada, durante 72 h a temperatura ambiente. Posteriormente, os hidrogéis foram retirados
das solugdes e a massa da vitamina restante nas solu¢des (m;) foi determinada por
Espectrofotometria de absor¢do molecular na regido do UV-Visivel (UV-Vis) no comprimento
de onda de 361 nm.

Para estes ensaios foram construidas curvas de calibracdo em duas diferentes faixas de
concentra¢do (2 a 10 e 10 a 100 ug mL!), conforme apresentado na Figura 27 - 29. Os hidrogéis
foram entdo lavados com 10 mL de 4gua destilada para a retirada de possiveis tracos do fA&rmaco
que porventura tivessem ficado na superficie. Da mesma forma, a concentragdo da vitamina
nesta agua de lavagem foi determinada por UV-Vis, com auxilio das curvas analiticas de padrao
externo. A massa de farmaco encontrada foi entdo denominada m..

Figura 27. Curva-padrio de Vitamina Bi2 em 4gua destilada para as concentragdes de 10,0 a 100,0 pg mL! e 2,0
a10,0 pg mL",
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Fonte: a autora.
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Figura 28. Curva de padrio externo de Vitamina Bi2 em solugdo tampao de pH 1,2 para as concentragdes de 10,0
a100,0 ygmL"'e2,0a10,0 pg mL".
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Figura 29. Curva de padrio externo de Vitamina Bi2 em solugdo tampao de pH 6,8 para as concentragdes de 10,0

a100,0 pygmL'e2,0a10,0 ugmLL.
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A massa de VB2 encapsulada (ng de VB12 por g de hidrogel seco) foi determinada com

a equacao:

VB1,(ugypi2/mg_hidrogel) =

CoVo—(my+my)
m

(11T

onde Cy ¢ a concentragdo inicial de VBi2 na solugdo, ¥y o volume inicial, m; a massa de VB2

absorvida na matriz do hidrogel, m> a massa de VBi, obtida na 4gua de lavagem e m a massa

do hidrogel seco antes da absor¢do da vitamina.
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Para os ensaios de liberagdo do farmaco, os hidrogéis carregados e secos, contendo
VB2, foram entdo submersos em erlenmeyers contendo 15 mL de solugdo de fluido gastro (pH
1,2) ou intestinal simulado (pH 6,8) a 37 °C, mantendo-se o sistema em agita¢do. Em intervalos
de tempo determinados, aliquotas de 2 mL da solu¢@o foram retiradas e apos a determinagao da
concentragcdo de VB2 liberada (por UV-Vis) devolvidas ao sistema. Os experimentos foram
realizados em triplicata em um intervalo de tempo total de 10 horas. A liberacdo acumulativa

de vitamina B> para cada intervalo de tempo, foi entdo calculada de acordo com a equagdo IV.

> Ci+Cr

liberacioacumulativa(%) = X 100% Iv)

Em que C; e Crso as concentragdes de vitamina em diferentes tempos (ug mL™), e Cj,
¢ a concentragdo de VB2 carregada no hidrogel.
Para os ensaios de liberagao de farmaco, foram utilizadas curvas analiticas de padrao

externo da VB2 em pH 1,2 e pH 6,8.
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6.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.2.1 Modifica¢do quimica da Goma Xantana

Neste trabalho, os polissacarideos serdo denominados como nativos, sempre que se
encontrarem em suas formas comercialmente disponiveis.

A GX em sua forma nativa ndo apresenta reatividade para a formagdo de hidrogéis
quimicos sintetizados por reacdo de polimerizacdo radicalar. Portanto, o polissacarideo foi
funcionalizado com a inser¢do de grupamentos vinilicos do GMA, segundo mecanismo
apresentado no item 2.4.3.

Apo6s a modificagdo quimica, a GXm submetida a precipitacdo com etanol 95 % (1 : 3
v/v), a frio, sendo o polissacarideo entdo isolado por filtragdo. Visando confirmar a eficiéncia
do processo de modificagdo da goma, foram realizadas analises de caracterizacdo estrutural por
espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR) das amostras de GMA, GX e GXm (Figura
30).

Figura 30. Espectros na regido Infravermelho com Transformada de Fourier para as amostras GMA, GX e GXm;
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Fonte: a autora.
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O espectro de FTIR do GMA apresenta bandas correspondentes ao anel epoéxido em 813
€908 cm™'. Em 1168 € 1296 cm™!, ha bandas referentes as ligagdes éster (C-O-C). Em 1637 cm
! observa-se uma banda referente as ligagdes de grupamento vinilico (C=C) e em 1720 cm™!, ha
uma banda referente aos grupamentos carboxila (C=0) do GMA, sendo estas as bandas de
interesse para a confirmagdo da rea¢do de modificagdo do polissacarideo. Em 2949 c¢m™!
observa-se uma banda correspondente a CH de grupamento CHo.

Para os espectros da GX e GXm podemos observar uma série de sinais caracteristicos
de polissacarideos. As bandas em 2899 e 3390 cm! se referem respectivamente aos grupos CH
e OH, enquanto as bandas em 1053 e 1138 cm! se referem a ligagdo C-O de acetal (anel
piranosidico) e C-O-C da ligagao glicosidica (LUNGAN et al., 2014; REIS et al., 2022). Ja em
1417 e em 1616 cm! observamos duas bandas mais a carbonila de 4cido carboxilico (COO") e
em 1689 cm! referente a carbonila de éster (COOR). Quando pensamos na estrutura da goma
esses sinais podem ser atribuidos as unidades de 4cido glucurdnico, as unidades de glucose da
cadeia principal 6-O-acetiladas e ao grupamento acetal de acido piravico (LUNGAN et al.,
2014; PAWLICKA et al., 2019; SHAO et al., 2011).

Vale ainda ressaltar que as bandas correspondentes ao anel epdxido em 813 € 908 cm’!
ndo foram observadas nos espectros de GX e GXm, indicando assim que a reagdo de
modificacdo da goma com o GMA ocorreu por abertura do anel epoéxido, resultando no
surgimento dos derivados 3-metacriloil-1-gliceril éter de GX e 3-metacriloil-2-gliceril éter de
GX.

A modificacdo quimica entdo, da GX com GMA, insere na estrutura do polissacarideo
os grupamentos C=C e C=0, cujas bandas relativas em 1637 ¢ 1720 cm’!, respectivamente,
podem estar no espectro da fragdo GXm sobrepostas com as bandas de carbonila originalmente
presentes em 1616 € 1689 cm™!. Portanto, no intuito de se confirmar a presencga dos grupamentos
metacriloil na estrutura da goma, realizou-se uma analise de deconvolucdo centrada nestes

sinais nos espectros de FTIR das amostras de GX e GXm (Figura 31).
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Figura 31. Gréficos de deconvolugdo do espectro de FTIR para as amostras de GX e GXm no intervalo de 1515
a 1830 cm’l,
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Fonte: a autora.

A partir da razdo entre as amplitudes dos picos em aproximadamente 1630 e 1720 cm'!
para os espectros de ambas as amostras, ¢ possivel demonstrar que ocorreu uma alteracdo na
intensidade relativa entre as bandas para a amostra GXm em rela¢do a amostra GX, indicando
que realmente existe uma sobreposicdo com as bandas oriundas do GMA, podendo-se assim
confirmar que houve a modificacdo quimica da goma xantana. Os valores de amplitude dos

sinais sdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14. Valores de ntimero de onda e amplitude para os graficos de absor¢ao na regido do infravermelho para
as amostras de GX e GXm.

GX GXm
Numero de onda (cm™') Amplitude o Numero de onda (cm™') Amplitude o
1627,77 12,72 41,02 1632,47 8,68 43,94
1719,57 4,14 30,99 1724,22 3,59 27,88

Fonte: a autora.
*Qs valores foram obtidos com o ajuste entre absorbancia e absorbancia calculada com R? = 0,990 para GX e R? = 0,994 para GXm.

Com os valores obtidos na deconvoluc¢ao, foi possivel obter a razao entre as amplitudes
dos picos de absor¢do para GX e GXm. Para GX, Ais30/A1720 foi igual a 3,07 e para GX
Ai630/A1720 = 2,42. A diminui¢do da razdo entre os picos indica que houve a sobreposi¢ao dos
sinais de FTIR do GMA no espectro da GXm, indicando que a modificagdo foi efetiva, ja que
se trata de bandas referentes a C-O e C=C, grupamentos que foram inseridos na estrutura do
polissacarideo. Pudemos estimar que houve um grau de modifica¢do de aproximadamente 27%,

quando comparadas as razdes entre as amplitudes.
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Tendo em vista a mudanga sutil nas bandas citadas, a eficiéncia do processo de
modifica¢do quimica da estrutura do polissacarideo também foi confirmada mediante um teste
qualitativo de sintese de um hidrogel, utilizando-se 50,0 mg do macromondmero (GXm) e 50,0
pL de N’,N’-dimetil-acrilamida (DMA) que atua como agente espacador em 4,95 mL de 4gua
destilada e 17,0 mg de persulfato de potéssio (agente iniciador da polimerizacdo, baseado na
presenga dos grupamentos vinilicos possivelmente presentes na GXm). Uma segunda sintese
foi realizada utilizando 50,0 mg do macromonomero GX, 50,0 uL de N’,N’-dimetil-acrilamida
(DMA), 4,95 mL de 4gua destilada e 17,0 mg de persulfato de potassio e ndo houve formagao
de hidrogel. A Figura 32 apresenta o hidrogel obtido como resultado da reticulagdo da GXm e

da DMA, o que confirmou o sucesso na reacao de modificacdo da GX.

Figura 32. Aspecto macroscopico do hidrogel baseado em 50,0 mg de GXm e 50,0 uL de DMA.

Fonte: a autora.

6.2.2 SINTESE DE HIDROGEIS BASEADOS EM GXm

Os hidrogéis quimicos baseados em GXm foram sintetizados de acordo com a Tabela
13 (apresentada no item 5.1.3) e a metodologia de reagdo de polimerizacdo radicalar
(apresentada no item 2.5), utilizando-se dois niveis GXm, sendo os hidrogéis GXA compostos
por 50 mg e GXB por 80 mg de GXm. Outro fator de comparagdo foram os diferentes volumes
utilizados do espagador DMA. Assim, inicialmente foram entdo sintetizados os hidrogéis
GXAIl, GXA2, GXA3, GXBI1, GXB2 e GXB3. Os hidrogéis obtidos foram entdo submetidos
a ensaios de intumescimento em agua destilada e os resultados de GI foram obtidos de acordo

com a equacao I (item 2.2).
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Os hidrogé¢is de formulagdo GXA atingiram o equilibrio em aproximadamente 20 h de

ensaio e seus valores de GI no equilibrio e o perfil geral de intumescimento estdo representados

na Figura 33. Como estes hidrogéis diferem apenas na quantidade de DMA, a diferenca na rede

tridimensional ¢ determinada pela quantidade de espagadores existente na matriz polimérica do

hidrogel, podendo assim afetar o tamanho dos poros presentes no hidrogel e, consequentemente,

alterar o seu comportamento de intumescimento.

Figura 33. Ensaios de intumescimento dos hidrogéis de formulacdo GXA1, GXA2 ¢ GXA3 em agua destilada:
(A) grau de intumescimento médio no equilibrio e (B) perfil de intumescimento.
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Fonte: a autora.
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Quanto a GXm presente na estrutura do hidrogel, deve-se considerar que o

polissacarideo pode ser ionizado de acordo com o pH em que se encontra devido a presenca de
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grupamento carboxila (-COOH) do 4acido glucurdnico. Portanto, em pHs inferiores a 4,5 (pKa
da GX), os grupamentos carboxila e hidroxila se encontram majoritariamente protonados,
aumentando a interacdo por ligacdes de hidrogénio na estrutura do hidrogel e, em pHs
superiores a 4,5, os grupamentos se encontram desprotonados, de forma que o material
apresenta cargas negativas e, consequentemente, as ligacdes de hidrogénio sdo substituidas por
repulsdo eletrostatica.

Em 4gua destilada, (pH 5,5), os grupamentos carboxila se encontram desprotonados.
Podemos observar que o GXA3, que possui maior quantidade de DMA em sua formulagao,
possui 0 maior valor de GI no equilibrio (31,34 + 2,41 g g!), facilitando a entrada de dgua nos
poros do hidrogel. Nas formulagdes contendo menores quantidades de DMA, ha uma
diminuicdo no valor de GI. Todos os hidrogéis sintetizados nesta etapa apresentaram uma alta
fragilidade, se partindo com facilidade, e por consequéncia, resultando em possiveis desvios
nas analises gravimétricas dos ensaios de intumescimento e no calculo do GI.

Para a confirmagao de que o fator “quantidade do espacador DMA” ¢ significativo para
os resultados dos ensaios de intumescimento dos hidrogéis sintetizados, uma analise estatistica
ANOVA de fator unico foi realizada no software Microsoft Excel® (Tabela 15). Para estas
analises considerou-se os valores de GI obtidos nos experimentos de intumescimento realizados
em triplicata. No teste F, quando o valor F critico apresenta-se inferior ao valor F pudemos

afirmar que existe significancia na alteracao do fator observado.

Tabela 15. Analise estatistica ANOVA de fator unico para hidrogéis de formulagdo GXA1, GXA2 e GXA3.

ANOVA
Fonte de variagdo SO gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 415,3801504 2 207,690075 = 18,62323286 @ 0,00267056 = 5,14325285
Dentro de grupos  66,91321859 6 11,1522031

Total 482,293369 8

Fonte: a autora.

O resultado observado no teste ANOVA confirma que o fator DMA ¢ significante para
a variagdo do GI. Experimentalmente também foi observado que a variagcdo da quantidade de
agente espagador influencia na estabilidade do gel formado, sendo hidrogéis com formulag¢des

de menor quantidade de DMA mais frageis.
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Para uma analise da diferenca estatistica entre os hidrogéis de formulacdo GXA1, GXA2
e GXA3 realizou-se o teste T de Student, de forma que os valores de p-value obtidos definiram
os hidrogéis GXA1 e GXA2 como estatisticamente iguais. Os valores obtidos no teste T estdo
apresentados no anexo I.

Ja em relacdo aos hidrogéis contendo 80 mg de GXm, foi possivel observar que o
hidrogel de formulagdio GXB1 apresentou um menor GI no equilibrio (11,80 + 4,17 g g'! -
Figura 34), sendo esta a formulacdo que apresenta menor quantidade do espagador DMA,
diminuindo assim o espago entre as cadeias poliméricas e dificultando a entrada da 4gua
destilada nos poros do material. J4 os hidrogéis GXB2 e GXB3, com maiores quantidades de
DMA apresentaram uma inversdo no comportamento de intumescimento, em relacdo ao que
seria esperado e seus valores de GI no equilibrio indicam esse fendmeno (23,42 + 1,56 e 18,06
+ 1,47 g g’!, respectivamente). Como nos hidrogéis de formulagdo GXA, esperava-se que 0
aumento da quantidade de DMA na formulacdo aumentasse o espagamento entre as cadeias
poliméricas e, consequentemente, aumentasse o valor de GI encontrado, mas o inverso foi
observado, ou seja, com uma maior quantidade de GXm acrescentada juntamente com a DMA,
o grau de reticulacdao do hidrogel aumenta, dificultando o afastamento das cadeias poliméricas
para a entrada do fluido para o interior da matriz do material.

Utilizando como parametro os resultados de teste F, podemos observar que o valor de F
¢ superior ao valor de F critico, indicando que ha significancia na alteracdo do parametro DMA,
influenciando no valor de GI obtido. Para a analise da diferenca estatistica dos valores de GI
obtidos para os hidrogéis de formulagdo GXB, foi realizado o teste T de Student, em que as
formulagdes GXB1 e GXB3 apresentaram-se estatisticamente iguais (anexo I). Isto demonstra
que, entre as formulagdes testadas, a formulacdo com potencial de obten¢do de maior valor de

GI no equilibrio para hidrogéis utilizando 80 mg de GXm ¢ a formulacdo GXB?2.
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Figura 34. Ensaios de intumescimento dos hidrogéis de formulagdo GXB1, GXB2 ¢ GXB3 em agua destilada:
(A) grau de intumescimento médio no equilibrio e (B) perfil de intumescimento.
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Fonte: a autora.

Tabela 16. Analise estatistica ANOVA de fator inico para hidrogéis de formulacdo GXB1, GXB2 ¢ GXB3.

ANOVA
Fonte de variagdo SO gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 202,870911 2 101,435456  13,643779  0,00585609  5,14325285
Dentro de grupos 44,6073433 6 7,43455721
Total 247478254 8

Fonte: a autora.
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A partir dos resultados estatisticos, ¢ possivel afirmar que o hidrogel de formulagao
GXBI1 obteve seu GI relativo a uma estrutura com formacao de poros menores devido a menor
quantidade de DMA acrescentada. A formulagdo GXB3 também teve seu valor de GI
diminuido, porém devido ao aumento da densidade de reticulagdes na matriz do hidrogel, ja
que hd uma maior massa de DMA acrescentada, o que dificulta o espacamento das cadeias
poliméricas para o intumescimento.

A partir do perfil de intumescimento dos hidrogéis (Figura 33 e Figura 34), foi possivel
utilizar a por¢do de crescimento linear dos valores de GI (aproximadamente 60% do valor do
GI no equilibrio) para o célculo do mecanismo de intumescimento através de um ajuste a Lei
da Poténcia (equacdo II). Os resultados encontrados para o expoente de difusdo (n) indicam
diferentes mecanismos de intumescimento para as formulagdes estudadas, conforme

apresentado na Tabela 17.

Tabela 17. Mecanismo de intumescimento em agua destilada de hidrogéis baseados em GX.

Hidrogel Gl(ggh Expoente de Difusdo (n) Mecanismo
GXAl 20,45+ 3,03 0,48 Transporte andmalo
GXA2 15,00 +4,30 0,40 Difusdo Fickiana
GXA3 31,34 £ 2,41 0,52 Transporte andmalo
GXBI1 11,80 4,17 0,52 Transporte andmalo
GXB2 23,42 + 1,56 0,65 Transporte andmalo
GXB3 18,06 + 1,47 0,40 Difusdo Fickiana

Fonte: a autora.

Os hidrogéis de formulagdo GXA1 e GXA3 apresentaram um mecanismo de transporte
andmalo, em que hé contribui¢ao do intumescimento a partir da difusdo Fickiana e de relaxacao
macromolecular. Para o hidrogel GXA2, observou-se apenas o mecanismo de difusdo Fickiana.
Como os hidrogéis de formulagdo GXA1 e GXA2 sdo estatisticamente iguais, a diferenca no
mecanismo de transporte pode ser resultante dos desvios encontrados durante o experimento,
jé& que as formulagdes apresentaram certa fragilidade fisica para sua manipulagao.

J& os hidrogéis de formulagio GXB1 e GXB2 tiveram um mecanismo de
intumescimento caracterizado pelo transporte andmalo. Uma maior quantidade de GXm
acrescentada no material em relacdo aos hidrogéis de formulagdo GXA aumenta a contribui¢ao

da relaxacdo macromolecular no hidrogel devido ao aumento da quantidade de cargas negativas
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na matriz polimérica do material. O hidrogel GXB3, por sua vez, apresenta uma maior
quantidade de espagador em relacdo aos outros materiais, podendo distanciar as cargas
negativas presentes no material e, consequentemente, reduzir a contribuicdo da repulsao
eletrostatica que facilita o afastamento das cadeias, resultando em um mecanismo de difusao
Fickiana, justificando um menor valor de GI em relacdo ao hidrogel GXB?2.

Apds a andlise dos resultados, foi realizada a sintese de hidrogéis com trés novas
formulagdes. Os hidrogéis foram sintetizados por meio de reagdo de reticulacdo via radicalar.
Para tanto, diferentes formulagdes foram produzidas utilizando a GXm como macromondmero
e a N',N'-dimetil-acrilamida (DMA) como agente espagador, conforme apresentado na Tabela
13 (GXA4 (0,15 mL DMA), GXAS5 (0,20 mL DMA) e GXA6 (0,25 mL DMA)). Para a sintese,
apos a homogeinizagdo dos reagentes GX e DMA, aqueceu-se o sistema até a temperatura de
60 °C, sob agitacdo magnética. Apds o aquecimento, adicionou-se 17,0 mg do iniciador
persulfato de potassio em meio reacional. Os hidrogéis foram sintetizados em volume total de
5,0 mL, utilizando-se agua destilada como solvente e formando um material cilindrico, uma
vez que foram polimerizados em béqueres. Apds a sintese, os hidrogéis foram secos em estufa
a temperatura média de 50 °C.

A massa de GXm acrescentada foi definida de acordo com a solubilidade do material
em agua destilada, e a DMA foi acrescentada de forma a diminuir a fragilidade dos hidrogéis
sintetizados. A formulagdo GXA foi escolhida como parametro para a sintese de novos
hidrogéis devido a menor massa de GXm acrescentada, o que diminui a viscosidade da solu¢ao
utilizada para a sintese do hidrogel, bem como a densidade das cadeias poliméricas. Com uma
maior quantidade de GXm na formulagdo, hd& um aumento das liga¢des cruzadas e,
consequentemente, uma diminui¢do no GI dos hidrogéis. Os resultados de ensaio de

intumescimento em agua destilada sdo apresentados na Figura 35.
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Figura 35. Valores obtidos de grau de intumescimento no equilibrio em agua destilada para os hidrogéis de

formulagdo GXA.
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Fonte: a autora.

Assim, os novos hidrogéis produzidos apresentaram um aspecto macroscopico mais
estavel em resposta ao aumento das quantidades do espacador DMA utilizados, sendo que,
quanto maior a quantidade de espacador acrescentado, menor a fragilidade observada do
material. Como mostra a Figura 35, estas novas formulagdes de hidrogéis apresentaram,
contudo, menores valores de GI, quando comparados aos hidrogéis GXA1l e GXA3. Estes
resultados podem ser atribuidos a uma maior reticulacdo da matriz polimérica que resulta em
uma menor resposta as interacdes eletrostaticas, consequentemente dificultando a absor¢do de
agua pelo material. A maior densidade de reticulagdo (grau de reticulagdo) também pode
dificultar o afastamento das cadeias poliméricas, refletindo nos valores encontrados de GI.

Tendo em vista que os hidrogéis de formulacio GXA3, GXA4, GXAS e GXA6
apresentaram, de modo geral, resultados promissores em questdo a menor fragilidade do
material e maiores valores de GI e foram estatisticamente diferentes (valores obtidos para o
teste T de Student estdo apresentados no anexo I), utilizou-se destas formulagdes para um
estudo aprofundado de seu mecanismo de intumescimento em agua destilada.

Para definir o valor do coeficiente de difusdo e, consequentemente, do mecanismo de

transporte, utilizou-se a linearizagdo da equacao da Lei da Poténcia para aproximadamente 60%
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do valor de GI no equilibrio. Os valores de GI em fun¢ao do tempo foram ajustados de acordo

com uma fun¢do Weibull de acordo com a equagao:

= (1 ek (V)

Onde que m; ¢ a massa do hidrogel em determinado tempo, m., a massa do hidrogel no
equilibrio, ¢ 0 tempo e k e d sdo constantes, sendo k a constante relacionada diretamente com a
velocidade de intumescimento em agua destilada.

Os valores encontrados para o coeficiente n e constante k£ da Lei da Poténcia e as

constantes k& e d do ajuste Weibull estdo representados na Tabela 18 abaixo.

Tabela 18. Valores obtidos através do ajuste da Lei da Poténcia e Ajuste Weibull para os hidrogéis de
formulagdo GXA3, GXA4, GXAS5 e GXA®.

Mecanismo de transporte Ajuste Weibull
n k  Mecanismo de Transporte k d R?
GXA3 0,52 1,16 Transporte andmalo 0,366 0,745 0,996
GXA4 041 1,36 Difusao Fickiana 0,329 0,660 0,969
GXA5 0,53 1,16 Transporte andmalo 0,958 0,762 0,998
GXA6 043 0,82 Difusao Fickiana 0,721 0,695 0,991

Fonte: a autora.
*Os coeficientes de difusdo () estdo associados a0 mecanismo de transporte considerando hidrogéis de formato cilindrico.

Podemos observar que o mecanismo de transporte da d4gua no hidrogel variou de acordo
com a formulacdo, sendo que os hidrogéis que apresentaram menor GI (GXA4 ¢ GXAO6)
apresentaram um mecanismo de intumescimento que prevaleceu a difusdo Fickiana. Para os
hidrogéis de maior GI (GXA3 e GXAS), o mecanismo de transporte foi o transporte andmalo,
indicando que, além da difusdo Fickiana, também hd a contribuicdo da relaxacdo
macromolecular no processo de intumescimento. O perfil de intumescimento dos hidrogéis
estdo representados na Figura 36.

Relacionando os valores obtidos da constante k£ do ajuste Weibull (Tabela 17) com o
perfil de intumescimento apresentado na Figura 36, podemos observar que os hidrogéis que
entraram em equilibrio em tempos menores obtiveram um maior valor da constante &, que ¢
relacionada a cinética da difusdo. O hidrogel de formulagio GXAS5 (k= 0,958 h¥, em que d é a
constante encontrada pelo ajuste Weibull) obteve o maior valor de k& e atingiu o equilibrio em

aproximadamente 3 h. J4 o hidrogel de formulagio GXA6 (k= 0,721 h'%), com um valor de &
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menor que o obtido para GXAS, atingiu o equilibrio em aproximadamente 5 h. As demais

formulagdes apresentaram valores proximos de £, atingindo o equilibrio em 15 h.

Figura 36. Perfil de intumescimento para os hidrogéis de formulagdo GXA3, GXA4, GXAS5 e GXA6 com ajuste
da fungao Weibull.
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Fonte: a autora.

Sabendo-se que o transporte andmalo possui contribui¢des significativas de difusdo
Fickiana e relaxacdo macromolecular para o transporte da agua, € necessario calcular a
contribuicdo de cada mecanismo para o mecanismo geral. Peppas e Sahlin (1989) descreveram
a equacao abaixo, que considera os valores da massa do hidrogel em determinado tempo (1),
a massa do hidrogel no equilibrio (m.,), 0 tempo (#) e as constantes de difusdo (ks) e relaxacao
(k), para o transporte andmalo, considerando valores até aproximadamente 60% do GI no

equilibrio.

"L = o t05 + kot (VI)
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A partir dos resultados obtidos das constantes de difusdo e relaxagdo macromolecular
pelo ajuste de Peppas-Sahlin (1989), ¢ possivel calcular a porcentagem da contribuicao da

difusdo Fickiana (F) para o mecanismo geral pela Equagao:

(VID)

e a porcentagem de relaxacdo macromolecular (R) é obtida pela equagdo R=1-F.
Considerando que apenas os hidrogéis de formulacio GXA3 e GXAS apresentaram um
mecanismo de transporte andmalo para o intumescimento em agua destilada, calculou-se as

constantes ky ¢ k-, ¢ 0s valores estdo representados na Tabela 19 abaixo:

Tabela 19. Valores das constantes de difusdo Fickiana e relaxacdo macromolecular para os hidrogéis de
formulagdo GXA3 e GXAS em ensaios de intumescimento em agua destilada.

ka (h0) Ky (h) R?
GXA3 0,476 0,023 0,968
GXAS5 0,210 0,044 0,977

Fonte: a autora.

Com os valores das constantes kq € k- encontrados, ¢ possivel notar que o mecanismo de
transporte andmalo para os dois hidrogéis estudados apresentam uma maior contribui¢do da
difusdo Fickiana em relacdo a relaxacdo macromolecular. Com as constantes calculadas, foi
possivel obter os valores de F (contribui¢cdo da difusdo Fickiana) e R (contribui¢do da relaxacao
macromolecular) em determinados tempos e, assim, encontrar o perfil da contribui¢cdo dos
mecanismos para o mecanismo geral de intumescimento dos hidrogéis GXA3 e GXAS, sendo

este representado na Figura 37.
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Figura 37. Contribuigdo dos mecanismos de difusdo Fickiana e relaxagcdo macromolecular para o mecanismo geral
de transporte de agua para os hidrogéis GXA3 (A) e GXAS (B).
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Fonte: a autora.

Desta forma, podemos observar que o hidrogel de formulagdo GXA3 apresentou
inicialmente maior contribui¢cdo da difusdo Fickiana (aproximadamente 90% da contribui¢ao
para o mecanismo geral) e, com o passar do tempo, a contribui¢do diminuiu para
aproximadamente 80%. O aumento da contribui¢do da relaxacdo macromolecular refletiu nos
valores encontrados de GI no equilibrio, ja que o aumento deste mecanismo resulta no maior
afastamento das cadeias poliméricas, o que reflete na maior facilidade de entrada do fluido na
matriz polimérica.

J& o hidrogel de formulacdo GXAS apresentou menor valor de GI no equilibrio quando
comparado com o hidrogel GXA3. Estes valores podem ser justificados por uma baixa
contribui¢do da relaxa¢do macromolecular, j& que o transporte da d4gua para a matriz do hidrogel
¢ realizada prioritariamente por difusdo Fickiana (aproximadamente 90% da contribui¢do para
o mecanismo geral). O perfil de contribui¢do dos mecanismos refletiu os valores de constantes
encontrados, ja que, para GXA3, a razao entre os valores de k- encontrado em relagdo a kq ¢
superior quando comparados aos valores obtidos para o hidrogel GXAS.

Além da contribuicdo dos mecanismos de transporte, a absor¢ao de dgua destilada nos
hidrogéis ocorre também por meio dos poros presentes na matriz polimérica tridimensional do
material. Para confirmar a morfologia interna desses hidrogéis, apds o intumescimento destes
em agua destilada, foram congelados com nitrogénio liquido, liofilizados e submetidos a analise
de Microscopia eletronica de varredura por emissdo de campo (MEV-FEG). A Figura 38

permite observar a estrutura interna porosa dos hidrogéis GXA3, GXA4, GXAS e GXA6, que
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se assemelha a uma colmeia, confirmando que a reacao de reticulagdo do hidrogel forma uma
rede tridimensional polimérica, em que a agua ou fluido ¢ retido nas vacancias presentes no

material.

Figura 38. Imagens de microscopia eletronica de varredura para os hidrogéis GXA3 (A), GXA4 (B), GXAS, (C)
e GXAG6 (D) apds atingir o equilibrio de intumescimento em agua destilada.

20 pimi

Fonte: a autora.

6.2.3 pH-responsividade de hidrogéis baseados em GXm

A partir dos estudos de intumescimento em agua destilada, selecionou-se para os ensaios

de intumescimento em solugdes tampao pH 1,2 e 6,8, apenas os hidrogéis GXA3, GXA4,



85

GXAS5 e GXAG6, por se tratar das formulagdes ja apresentaram menor fragilidade ao manuseio,
mas principalmente por serem estas as formulagdes que apresentaram resultados estatisticos
satisfatorios. Os ensaios em solug@o tampao foram realizados em dois diferentes valores de pH
a fim de se avaliar a pH-responsividade dos materiais. Da mesma forma, visando analisar se
estes hidrogéis poderiam ser utilizados como veiculos para a liberagdo controlada de farmacos
os ensaios foram realizados em condicdes gastrointestinais simuladas com controle de
temperatura a 37 °C.

Os perfis de intumescimentos para os hidrogéis em solugdo tampao estdo representados
na Figura 39. Os resultados de GI em determinados tempos foram ajustados pela fungao

Weibull descrita na equagdo V.

Figura 39. Perfil de intumescimento em solugdes tampao de pH 1,2 e 6,8 para os hidrogéis GXA3 (A), GXA4
(B), GXAS (C) e GXA6 (D).
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Fonte: a autora.
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Conforme pode ser observado nos graficos de perfil de intumescimento, os hidrogéis
GX3 e GX6 foram os que apresentaram melhor pH-responsividade. Para o hidrogel GXA3 no
equilibrio, observou-se um valor de GI de aproximadamente 10 g g'em pH 1,2 ¢ 13 g g! em
pH 6,8, enquanto que para o hidrogel GXA6, observou-se um valor de GI proximo a 13 g g’!
empH 1,2 e 15 g g'! em pH 6,8. Desta forma, ambas as formulagdes atingiram maiores valores
de GI no pH 6,8.

Para os hidrogéis GXA4 e GXAS, ndo foi observado perfil pH-responsivo. Este fato
pode ser atribuido aos elevados valores de desvio padrio determinados ao longo do
experimento, especialmente em solucdo pH 1,2, como resultado de uma parcial degradacdo da
matriz dos hidrogéis neste pH, mas também pela quantidade do espagador DMA utilizada nas
duas formulacdes que, a depender de sua concentragdo e padrdo de polimerizagdo, podem ter
influenciado de forma a resistir ao efeito das ligagdes de hidrogénio (em pH 1,2) ou da repulsao
eletrostatica (pH 6,8) no processo de intumescimento dos hidrogéis.

O comportamento pH-responsivo esperado em hidrogéis a base de goma xantana, pode
ser explicado pela presencga dos grupamentos carboxila em sua estrutura, o que confere a esta
biopolimero um valor de pKa proximo a 4,5. Em solu¢ao tampao pH 1,2 entdo, os grupamentos
carboxila se encontram protonados, o que aumenta a interagdo intermolecular por ligagdes de
hidrogénio, permitindo uma aproximagdo das cadeias poliméricas. Esta aproximagdo afeta
diretamente o valor de GI encontrado, ja que o menor afastamento das cadeias poliméricas pode
diminuir o tamanho dos poros do hidrogel, dificultando a entrada do fluido na matriz do
hidrogel. J& em solu¢do tampdo de pH 6,8, os grupamentos carboxila se encontram
desprotonados e, consequentemente, ionizados na forma do carboxilato. Esta condi¢ao idnica
do polissacarideo resulta no aumento da repulsdo eletrostatica e no afastamento das cadeias
poliméricas, facilitando a entrada do fluido na matriz do hidrogel. Desta forma justifica-se os
melhores valores de GI observados pelos hidrogéis GXA3 e GXA6 no pH 6,8.

Nota-se ainda que a formulagdo GXA6, que contém maior quantidade de DMA,
apresentou também um maior valor de GI no equilibrio. Como a DMA atua como espagador da
rede tridimensional polimérica, o aumento em sua concentragdo tende também a causar um
aumento do tamanho dos poros obtidos nos hidrogéis, facilitando a entrada da agua para a
matriz.

Para os estudos do mecanismo de transporte utilizou-se da lei da poténcia para
aproximadamente 60% do valor de GI no equilibrio, e os valores para ensaios em pH 1,2 estdo

descritos na Tabela 20 e em pH 6,8 na Tabela 21.
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Tabela 20. Valores de GI no equilibrio e coeficiente de difusdo (n) para os hidrogéis GXA3, GXA4, GXAS e
GXA6 em solugdes tampdo de pH 1,2.

Mecanismo de

GI n k
transporte
GX3 10,005 £ 1,166 0,46 0,996 Transporte andmalo
GX4 11,938 £0,619 0,58 0,382 Transporte andmalo
GX5 20,863 + 0,009 0,42 1,099 Difusdo Fickiana
GX6 12,842 + 0,003 0,42 0,396 Difusdo Fickiana

Fonte: a autora.

Tabela 21. Valores de GI no equilibrio e coeficiente de difusdo (n) para os hidrogéis GXA3, GXA4, GXAS e
GXA6 em solugdes tampao de pH 6,8.

Mecanismo de

GI n k
transporte
GX3 12,984 + 0,480 0,52 1,002 Transporte andmalo
GX4 11,795 +£ 1,201 0,56 0,453 Transporte andmalo
GX5 15,816 + 2,464 0,68 0,794 Transporte andmalo
GX6 15,244 +£ 0,174 0,54 0,573 Transporte andmalo

Fonte: a autora.

Em solugdo tampao de pH 1,2, os hidrogéis GX3 e GX4 apresentaram mecanismo de
transporte anomalo e os hidrogéis GX5 e GX6 apresentaram mecanismo de difusdo Fickiana.
Em solugdo tampao de pH 6,8, todos os hidrogéis apresentaram um mecanismo de transporte
andmalo. Esta mudan¢a no mecanismo de intumescimento indica que hé interagdo entre a
matriz polimérica e o solvente utilizado no processo de intumescimento.

A partir da Equagdo, de Peppas-Sahlin (1989), foi possivel calcular os valores das
constantes kg € k- para o mecanismo de transporte andmalo dos hidrogéis de formulacdo GXA3
e GXA4 em solugdo tampdo de pH 1,2. Os valores de kssdo de 0,1069 h™° para o hidrogel de
formula¢do GXA3 € 0,2573 h'%> para GXA4 e de k-0,0815 h'! €0,2409 h'! para GXA3 e GXA4,
respectivamente. Com os valores das constantes de difusdo e relaxacdo, obteve-se o perfil de
contribui¢cdo dos mecanismos para o mecanismo geral em determinados tempos, em valores de

até aproximadamente 60% do valor de GI no equilibrio, e estdo ilustrados na Figura 40.
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Figura 40. Contribui¢do da difusao Fickiana e relaxa¢cdo macromolecular para o mecanismo de transporte anomalo
dos hidrogéis GXA3 (A) e GXA4 (B) em ensaios de intumescimento de solugio tampao de pH 1,2, a 37 °C.
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Fonte: a autora.

Assim, podemos notar que inicialmente a difusdo Fickiana possui maior contribui¢ao
para as duas formulagdes analisadas. Contudo com o decorrer do tempo, ha uma tendéncia da
inversdo do mecanismo, com uma maior contribuicdo da relaxagdo macromolecular. Esta
mudanga ocorre mais rapidamente no hidrogel que possui maior quantidade de espagador
DMA, o GXA4, uma vez que hd um maior afastamento entre os grupamentos carboxilicos (-
COOH), diminuindo assim a contribuicdo da ligacdo de hidrogénio e permitindo que ocorra a
relaxagdo das cadeias com maior facilmente.

No caso das formula¢des GXAS e GXA6, a difusdo se torna o principal contribuinte do
mecanismo, ja que o grau de reticulagdo das cadeias poliméricas ¢ maior, influenciando na
interagdo com o solvente e diminuindo a relaxacdo das cadeias poliméricas.

Para os ensaios de intumescimento em solucdo tampao de pH 6,8, todos os hidrogéis
apresentaram o mecanismo de transporte andmalo, devido a ionizagdo dos grupamentos
carboxilato. Para tanto, os valores da constante k. e ks foram calculados de acordo com o ajuste

de Peppas-Sahlin (1989) e apresentados na Tabela 22.

Tabela 22. Valores das constantes de difusdo Fickiana e relaxag@o para o mecanismo de transporte anomalo em
ensaios de intumescimento em solugdo tampao de pH 6,8 para os hidrogéis de formulagdo GXA3, GXA4, GXAS
e GXA6.

ka (05) K (h) R’
GXA3 0,115 0,092 0,965
GXA4 0,073 0,437 0,965
GXAS 0,018 0,305 0,984
GXA6 0,212 0,224 0,976

Fonte: a autora.
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Com os valores da constante de difusdo e relaxagdo, foi possivel analisar o perfil da
contribuicdo dos mecanismos para valores até aproximadamente 60% dos valores de GI no

equilibrio, apresentados na Figura 41.

Figura 41. Perfil de contribui¢éo para o mecanismo de transporte andmalo para os ensaios de intumescimento dos

hidrogéis de formulagdo GXA3 (A), GXA4 (B), GXAS (C) e GXA6 (D) em ensaios de intumescimento em solugao
tampao de pH 6,8 a 37 °C.
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Fonte: a autora.

Os hidrogéis de formulacdo GXAS e GXA6 apresentaram um mecanismo de difusdo
Fickiana em solu¢do de pH 1,2, porém em pH 6,8 houve uma mudanca no mecanismo de
transporte, sendo observado uma maior contribuicdo para a relaxagdo macromolecular em todo
processo de intumescimento para o hidrogel de formulacdo GXAS. Ja para o hidrogel de
formulagdo GXA6, o mecanismo de transporte se inicia com maior contribuicdo da difusdo e,
apos aproximadamente 40 minutos, hd a altera¢do para o mecanismo de relaxagao.

Uma vez caracterizado o perfil e o comportamento dos hidrogéis em resposta a duas
condigdes distintas de pH, um novo ensaio de pH-responsividade foi realizado. E sabido que
durante o processo de liberacdo de farmacos, ocorre o transito do dispositivo de transporte do

farmaco ao longo do sistema digestorio. Assim, a fim de simular o perfil de intumescimento
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destes hidrogéis em condi¢cdes de pH mais proximas ao que seria observado no sistema
gastrointestinal real, realizou-se ensaios de intumescimento em solu¢ao tampao pH 1,2 (fluido
gastrico simulado) por duas horas seguido por intumescimento em solugdo tampao pH 6,8
(fluido intestinal simulado) pelas proximas oito horas, sob temperatura de 37 °C, conforme a
metodologia adaptada descrita por Reis et al., 2022. Os perfis de intumescimento para os

hidrogéis GXA3, GXA4, GXAS5 e GXA6 podem ser observados na Figura 42.

Figura 42. Perfil de intumescimento para os hidrogéis de formulagao GXA3 (A), GXA4 (B), GXAS (C) e GXA6
(D) em sistema gastrointestinal simulado.
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Fonte: a autora.

Para os ensaios de liberagdo controlada de farmaco, espera-se que os hidrogéis sejam
capazes de intumescer em solug¢do tampao de pH 1,2 mas que continuem a intumescer quando
a matriz ¢ inserida na solu¢ao de pH 6,8. Normalmente espera-se que a maior taxa de liberagao
de fArmaco ocorra no intestino (pH 6,8), local entdo onde o hidrogel deveria apresentar maiores
valores de GI. No caso dos perfis observados na Figura 42, podemos notar que o hidrogel de
formulacdo GXA3 ndo obteve o perfil desejado, atingindo valores de GI proximos ao do
equilibrio j& nas primeiras 2 h de ensaio, sugerindo assim que o firmaco transportado poderia

ser liberado no estdbmago. Ja o perfil observado para os demais hidrogéis mostrou que o
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processo de intumescimento permaneceu crescente e atingiu o equilibrio apenas algumas horas
apos a alteragdo do pH para 6,8. Estes resultados demonstraram que os hidrogéis GXA4, GXAS
e GXAG6 poderiam ser interessantes e promissores veiculos para atuarem como carreadores de

VB2 visando sua liberagdo intestinal.

6.2.4 Liberacdo de vitamina B>

Baseado nos resultados dos ensaios de intumescimento em solugdes de sistema
gastrointestinal simulado, os hidrogéis de formulacdo GXAS e GXAG6 foram selecionados para
os ensaios de liberacdo da vitamina Bi2, uma vez que ambos apresentaram carater pH
responsivo e diferengas nos mecanismos de intumescimento em pH 1,2 e 6,8, que poderiam
influenciar no processo de liberagdo do fairmaco em sistema gastrointestinal simulado. Para
ambos os hidrogéis, o mecanismo de difusdo Fickiana em solucdo pH 1,2, bem como o menor
GI obtido, poderia resultar em baixa liberagdo de VB12 no meio gastrico, ja a mudanga para o
mecanismo de transporte anomalo poderia resultar em aumento da liberagdo do farmaco em pH
6,8, em virtude da contribui¢do da relaxa¢do das cadeias poliméricas nesta condi¢do, o que
permitiria que o fAirmaco fosse liberado da matriz com maior facilidade.

Para tanto, os hidrogéis uma vez secos e carregados com a VB12 (GXAS com 4,98 +
0,61 mg de VB2 por g de hidrogel seco e GXA6 com 3,10 + 0,97 mg g!) foram submetidos
aos ensaios de liberagdao em fluido gastrico (pH 1,2) e fluido intestinal (pH 6,8) simulados, sob
temperatura controlada em 37 °C, por 10 horas. As concentracdes de VB2 liberadas a cada
intervalo de tempo foram determinadas por analises de UV-Vis e calculadas por meio de curva
padrdo (Figura 28 e Figura 29). O comportamento de liberagcdo do farmaco para os hidrogéis

GXAS5 e GXA6, em ambos os pHs, ¢ apresentado na Figura 43, apds utilizacdo da equagdo IV.

Figura 43. Liberacdo acumulativa da vitamina Bi2 nas solugdes tampdes de pH 1,2 e 6,8 para os hidrogéis de
formulagdo GXAS (A) e GXA6 (B).

A) 70 (B) 50 N

~ 60 o _ . x ¥ * % X

S ) % )]( % ¥ ¥ ¥ x  x g 40 X i )

_250 ;J(f E _i;h LI LI

<40 i 8 & ® & & @ S3f = &

g % si * E s X

=4 [ = X

§30 3 £20 | my

520 F o S %

o =1 %S

S0 8 10 [y

= Ex WpH12  XpH68 = X mpH 12 xpH68
0 I 1 I I I 0 N X X . .

0 2 4 6 8 10 0 5 4 6 3 10

tempo (h) tempo(h)

Fonte: a autora.
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Para o hidrogel de formulacdo GXAS5 (Figura 40-A), podemos observar que houve uma
maior porcentagem de liberagdo da vitamina em solu¢do de pH 1,2, ao longo de todo o tempo
de ensaio, quando comparado com a liberagdo em pH 6,8. O perfil observado também sugere
que a liberacdo ocorreu de modo mais controlado em pH 6,8, ja que menores quantidades do
farmaco foram liberadas quando se compara cada intervalo de tempo estudado.

O hidrogel de formulagdo GXA®6, por sua vez, apresenta uma maior porcentagem de
liberagdo acumulativa em solugdo de pH 6,8, o que definiu diferentes perfis de liberagdo de
VB2 nos diferentes ensaios realizados. Em solug@o de pH 1,2, o processo de liberagdo atingiu
o equilibrio mais rapidamente, proximo a 1 hora, enquanto em pH 6,8 o equilibrio somente foi
atingido apds 5 horas. Além disso, no pH acido, observou-se uma menor porcentagem de
liberagdo do farmaco ao longo de todo o ensaio. O perfil de libera¢ao do hidrogel GXA6 o torna
mais interessante para aplicagdo como veiculo para liberacdo controlada de farmacos, ja que o
pH influencia diretamente na porcentagem de farmaco liberado e no tempo necessario para que
se atinja o equilibrio de liberacao.

Para a analise do mecanismo de liberagdo, as concentragcdes de VBi2 liberadas ao longo
do tempo de experimento foram analisadas de acordo com o ajuste de Peppas Sahlin (1989)
onde, novamente, consideram-se apenas os valores de concentragdo (Cy/Ceq) até cerca de 60%
dos valores observados no equilibrio (liberagdo maxima da VBi2). Para o hidrogel de

formulacdo GXAS, o perfil de liberagdo esta demonstrado na Figura 44 abaixo.

Figura 44. Perfil da liberag¢ao vitamina Bz (C/Ceq) em fluido gastrico (pH 1,2) e intestinal (pH 6,8) simulado,
para os hidrogéis GXAS ao longo de 10 horas de experimento, a 37 °C.
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Fonte: a autora.

O perfil de liberagdo confirma que ha uma liberagdo mais controlada no ensaio realizado

em solugdo tampao de pH 6,8, em que hé a liberagdo de menores porcentagens do farmaco ao
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longo do tempo. Em cerca de 15 minutos, por exemplo, no pH estomacal ja se observa a
liberagdo de aproximadamente 30% do total de fArmaco determinado no equilibrio. J4 no pH
6,8, no mesmo tempo, 20% deliberacdo da VBi»>. Para a liberacdo de 60% da vitamina, em pH
1,2 sdo necessarios 54 minutos, enquanto em pH 6,8 € necessario 1 hora e 15 minutos. A partir
deste perfil, ¢ possivel entdo prever a quantidade de fArmaco liberado em fun¢do do tempo em
solugdes de pH 1,2 e 6,8 neste hidrogel, como sendo de 5 e 8 h respectivamente.

Para o hidrogel de formulacdo GXA6, também foi observado um perfil de liberacao

controlada, apresentado na Figura 45.

Figura 45. Perfil da liberag¢do vitamina Biz (C/Ceq) em fluido gastrico (pH 1,2) e intestinal (pH 6,8) simulado,
para os hidrogéis GXA6 ao longo de 10 horas de experimento, a 37 °C.

10 [ u o " . 10 | £ x x
08 F ¥ 08 F
g | g i
50,6 % s 06 [
S [k i
04 F 04 %
0’2 H m pHI12 0’2 ;X X pH®6,8
" ajuste Peppas-Sahlin X ajuste Peppas-Sahlin
0’0“......................... 0,0 X~ P S R S S B
0 2 4 6 8 10 0 6 8 10
tempo (h) tempo (h)

Fonte: a autora.

Neste hidrogel, a VB2 foi liberada rapidamente em meio 4cido, atingindo o equilibrio
em aproximadamente 2 h de ensaio. Para a liberagdo em meio bésico, observou-se que o
equilibrio foi atingido aproximadamente em 8 h. Da mesma forma, podemos observar que, nos
15 minutos iniciais, o hidrogel GXAG6 liberou, em pH 1,2 cerca de 45% da concentracdo total
liberada no equilibrio, ja em solugdo pH 6,8, apenas 25% da concentragao total foi liberada no
mesmo intervalo de tempo. Isto demonstra que a liberagdo ocorreu mais lentamente, e
consequentemente, de forma mais controlada no meio em que se simula o pH intestinal.

A vitamina B, ou cobalamina (representada na Figura 46), possui dois grupamentos
ionizaveis com valores de pKa equivalentes a 1,84 ¢ 8,77, em que ha a presen¢a do Co" e um
grupo OH ligado ao fosforo que podem ser ionizados (National Center for Biotechnology
Information, 2022), sendo essencial para o metabolismo, como para a producdo de energia,

sintese proteica, de hemoglobinas e DNA e na digestao.
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Figura 46. Estrutura quimica da cobalamina.

HO

*R= CN (cianocobalamina); OH (hidroxicobalamina) ou CHs (metilcobalamina).

Fonte: adaptado de Paniz et al., 2005.

A VBi; atua como cofator para duas enzimas, a metionina-sintase que esta presente no
interior das células e ¢ responsavel pela metilacdo da homocisteina, ¢ a L-metilmalonil-CoA
mutase (fundamental para a obtencdo de energia no ciclo do acido citrico) e também para a
formagao do grupo heme da hemoblogina (DOWD etal., 1975; O’ LEARY & SAMMAN, 2010;
PANIZ etal., 2005; RAVIetal, 2020). A VBi12 € obtida principalmente por alimentagao baseada
em produtos de origem animal como carnes e derivados. Sua absor¢do ocorre de maneira
complexa no ileo terminal, ou seja, na ultima por¢do do intestino delgado, sendo dependente
do fator intrinseco, uma glicoproteina (AON et al, 2022). Em termos de suplementagdo, a
dosagem normalmente recomendada ¢ de 1000 pg por via intramuscular ou oral, podendo variar
em doses diarias, semanais ou mensais, dependendo da necessidade de cada paciente (Colditz,
G. A., 2018). Portanto, se tornaria interessante que a VBi2 fosse obtida, via suplementacao
mediante um sistema de liberacdo controlada, tendo como alvo o sistema intestinal (pH 6,8),
para ser absorvida de acordo com a disponibilidade de fator intrinseco naturalmente presente
no organismo.

Considerando os resultados obtidos de liberagdo acumulativa (Figura 33) e de Ci/Ceq
(Figura 44 e Figura 45), ¢ possivel afirmar que o hidrogel que apresenta maior viabilidade para
ser empregado em liberacdo controlada de VB2 em pH 6,8 ¢ a formulacio GXA6, em que uma

maior concentragdo do farmaco ¢ lentamente liberada no pH de interesse.
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A partir do ajuste de Peppas-Sahlin (1989), foi possivel definir o mecanismo de
liberacdo do farmaco, estando os valores das constantes de difusdo (ks) ¢ relaxacdo (k)

apresentados na Tabela 23.

Tabela 23. Valores da constante &z ¢ k- no mecanismo de liberacdo de VB2 encontradas pelo ajuste Peppas-
Sahlin.

pH 1.2 pH 6,8
Formulacio Mecanismo kg k- R? Mecanismo de ka4 kr R
$90 de transporte (h'*3) (h'!) transporte  (h*°) (h')
GXAS5 difusdo 14 g 0995 UAMSPOTC 510 6048 0,992
Fickiana andmalo
GXA6 difusdo ) gns o geg  TAMSPOTC 497 0010 0,998
Fickiana andmalo

Fonte: a autora.

Pode-se observar, a partir dos valores das constantes 4y € k-, que a liberag@o da vitamina
em pH 1,2 ocorreu pelo processo de difusdo Fickiana em ambos os hidrogéis, j4 que o
mecanismo de relaxagdo possui ordem zero. Este mecanismo permanece igual ao mecanismo
de intumescimento descrito para os ensaios em solu¢do tampao (Tabela 19), indicando que a
saida do farmaco da matriz do hidrogel ocorre concomitantemente com o processo de
intumescimento, sem a influéncia da relaxagdo macromolecular para a liberacdo da VBia.
Quando em pH 1,2, a matriz do hidrogel possui grupamentos -COOH protonados, o que resulta
em um hidrogel com carga elétrica neutra. A VB12, como citada anteriormente, possui dois
valores de pKa e se encontra neutra nesta condigdo. Isto corrobora os resultados de mecanismo
de liberagdo encontrados, em que a liberagdo ocorre por mecanismo de difusdo Fickiana.

Em solu¢do de pH 6,8, contudo, podemos observar uma queda significativa nos valores
de k-quando comparados com os valores encontrados para o mecanismo de intumescimento em
solugdo tampao de mesmo pH (Tabela 19). Estes valores sdo indicativos de que h4 a diminui¢ao
da contribui¢do do mecanismo de relaxagdo durante o processo de intumescimento e
consequente liberagdo do farmaco. Estes resultados podem afirmar que h4 uma interagdo entre
a molécula de VB2 e a matriz do hidrogel, o que dificulta a relaxacdo das cadeias poliméricas
e, consequentemente, retarda a liberagdo do farmaco. Em pH 6,8, o hidrogel apresenta cargas
negativas provenientes dos grupamentos -COO™ que se encontram desprotonados, € a VBi»
apresenta carga positiva, o que favorece a interagdo entre o firmaco e a matriz, levando a
diminui¢do da contribui¢do da relaxacdo macromolecular em relacdo aos ensaios de

intumescimento e, consequentemente, tornando a liberagdo controlada neste pH.
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Os resultados encontrados em relacdo aos valores de constante de difusdo e relaxacao
permitiram o célculo da contribui¢do dos mecanismos presentes no processo de liberagdo do

farmaco, e estdo apresentados na Figura 47.

Figura 47. Contribui¢do da difusdo Fickiana e relaxagdo macromolecular para o mecanismo de liberagdo de
farmaco em ensaios de solugdo tampao de pH 6,8 para os hidrogéis GXAS (A) e GXAG6 (B).
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Fonte: a autora.

No perfil de liberagdo, podemos observar uma mudanca em relagdo aos perfis de
intumescimento apresentados na Figura 41, onde para ambos os hidrogéis houve uma maior
contribuicdo da relaxagdo macromolecular. Quando hé a inser¢cdo da vitamina no hidrogel, a
interagdo i0nica que se estabelece entre a matriz e o farmaco diminui significativamente a
contribui¢do da relaxagdo macromolecular, permitindo que o intumescimento ocorra mais
lentamente e, consequentemente, o farmaco seja liberado de forma mais controlada.

A partir dos resultados encontrados sobre o carater pH-responsivo de hidrogéis baseados
em GX e dos ensaios de liberagdo em sistema gastrointestinal simulado, podemos concluir que
o hidrogel de formulagdo GXA6 se mostrou um dispositivo com carater interessante para a
liberagdo de VB12 em solucdo tampao de pH 6,8. Esta caracteristica gera um produto capaz de
suprir a demanda de suplementagdo da VB2, j& que a entrega do farmaco ocorrera em seu local
de maior absor¢do, o intestino. Para um material que libere diferentes concentracdes do
farmaco, pode-se realizar testes de absor¢do com solugdes de diferentes concentragdes iniciais,
podendo alterar a massa obtida em cada hidrogel e, consequentemente, a massa da vitamina
liberada durante o processo de suplementagdo. A quantidade de vitamina liberada pode
contribuir para a demanda para pacientes com diferentes condigdes, desde uma suplementacgao
para dietas com deficiéncia da vitamina até o tratamento de anemia perniciosa ou de sintomas

neurologicos causados pela deficiéncia da VBi2.
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6.3 CONSIDERACOES FINAIS

Para a formacao de hidrogéis quimicos, a GX foi modificada quimicamente com GMA, de
forma que os hidrogéis sintetizados com uma maior quantidade de espagador DMA foram mais
estaveis, apresentando menor fragilidade em sua manipulagao.

A GX apresenta grupos funcionais que podem ser carregados negativamente. Devido a
presengca destes grupamentos, os hidrogéis sintetizados apresentaram um perfil de
intumescimento distinto em solugdes tampdes de pH 1,2 e 6,8, sendo que apresentaram maiores
valores de GI em solu¢do de pH 6,8.

Para a liberagdo controlada de vitamina B> em pH intestinal, os hidrogéis de formulacao
GX6 se mostraram promissores, ja que apresentaram um perfil de intumescimento que promove
a liberagdo controlada em solu¢do de pH 6,8. Este perfil apresenta menor GI em solugdo tampao
de pH 1,2 nas primeiras duas horas de ensaio, sendo que, quando transferido para a solugao
tampao 6,8, o hidrogel permaneceu com o processo de intumescimento, obtendo maior GI ao
final do experimento. Quando encapsulados com VBi;, estes hidrogéis apresentaram
concentragdo de cerca de 3 pug g'. Em solugdo tampdo de pH 1,2, liberou uma menor
porcentagem do farmaco encapsulado e atingiu o equilibrio mais rapidamente quando
comparado com o ensaio em solucdo de pH 6,8, em que liberou uma maior porcentagem de
farmaco, de forma controlada. Esta formulagdo liberou 45% do fairmaco em pH 6,8 e cerca de
30% em pH 1,2, indicando que o sistema ¢ pH responsivo. Comparando o mecanismo de
intumescimento para o hidrogel em solug¢do tampao e o mecanismo da liberacdo do farmaco,
pudemos observar que a vitamina interagiu com a matriz polimérica, retardando a liberag¢ao na

solucao tampao.

6.4 PERSPECTIVAS FUTURAS

Os hidrogéis baseados em GX se mostraram promissores para a liberagao controlada de
VBi12. O material sintetizado é responsiveis a mudan¢a de pH, de forma que, em sistema
gastrointestinal simulado, o material intumesce mais em pH 6,8 que em pH 1,2, o que gera
materiais passiveis de serem utilizados para a liberagdo de farmacos em meio intestinal. Para
futuras formulagdes, a partir da formulagao GXAG6, ¢ possivel otimizar a quantidade de vitamina

absorvida na matriz polimérica e, posteriormente, liberar maior quantidade do farmaco.
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ANEXO A - RESULTADOS OBTIDOS PARA O TESTE T DE STUDENT PARA

HIDROGEIS BASEADOS EM GX
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Ensaios de intumescimento em dgua destilada - Hidrogéis baseados em GXA

n=3,a=0,05
Formulagdes analisadas Stat t p-value t critico
GXAl e GXA2 1,793313276 0,073690477 2,131846786
GXAle GXA3 -4,879158504 0,004082781 2,131846786
GXA2 e GXA3 -5,741124338 0,00524733 2,353363435
GXA3 e GXA4 15,98948412 0,001944295 2,91998558
GXA3 e GXAS 7,737172002 0,008148668 2,91998558
GXA3 e GXA6 10,80044016 0,000848933 2,353363435
GXA4 e GXAS -33,68632284 0,000440037 2,91998558
GXA4 e GXA6 -7,829939506 0,007961284 2,353363435
GXAS e GXA6 4,193836135 0,006881961 2,131846786

Ensaios de intumescimento em dgua destilada - Hidrogéis baseados em GXB

n=23,a=0,05
Formulagdes analisadas Stat t p-value t critico
GXBI1 e GXB2 -4,517256413 0,010140307 2,353363435
GXB1 e GXB3 -2,43215354 0,046575282 2,353363435
GXB2 e GXB3 4,193836135 0,006881961 2,131846786

Ensaios de intumescimento em tampao - Hidrogéis baseados em GXA

n=3,a=0,05
Formulagdes analisadas Stat t p-value t critico
GXA3 -3,3428899 0,09252307 6,313751515
GXA4 0,18070176 0,44309492 6,313751515
GXAS 6,79350781 0,04652093 6,313751515
GXA6 -19,518781 0,01629363 6,313751515
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ANEXO B - RESULTADOS OBTIDOS PARA O TESTE T DE STUDENT PARA
HIDROGEIS BASEADOS EM QTS

Ensaios de intumescimento em agua destilada - Hidrogéis baseados em QTSA

n=3, a=0,05
Formulagdes analisadas Stat t p-value t critico
QTSA1 e QTSA2 1,229657894 0,153233573 2,353363435
QTSA1 e QTSA3 1,779370077 0,108571494 2,91998558
QTSA2 e QTSA3 0,706042056 0,276662681 2,91998558
QTSA3 e QTSA4 16,71341553 3,75462E-05 16,71341553
QTSA3 e QTSAS 12,32568045 0,000124468 2,131846786
QTSA4 ¢ QTSAS -0,043326186 0,484081987 2,353363435

Ensaios de intumescimento em agua destilada - Hidrogéis baseados em QTSB

n=3,a=0,05
Formulagdes analisadas Stat t p-value t critico
QTSB2 e QTSB3 -6,853969603 0,00118605 2,131846786

Ensaios de intumescimento em tampao - Hidrogéis baseados em QTSA

n=3,a=0,05
Formulagdes analisadas Stat t p-value t critico
QTSA4 7,527308395 0,04204117 6,313751515
QTSAS 1,332680524 0,204907595 6,313751515
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ANEXO C - RESULTADOS OBTIDOS PARA O TESTE T DE STUDENT PARA
LIBERACAO DE VB12 EM HIDROGEIS GXA5 E GXA6

Ensaios de liberagcdo de VBi2 - Hidrogéis baseados em GX

n=3,a=0,05
Formulagdes analisadas Stat t p-value t critico
GXA5S -4,4345132 0,07059922 6,31375151

GXA6 -3,7708803 0,01632306 2.35336343




