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Resumo

A interface entre nanomateriais e a pele compreende uma série de interacdes nao-
covalentes dindmicas entre as superficies do sistema nanoestruturado e bioldgica.
A modulacdo de respostas biologicas, tais como permeacdo e retencdo de
farmacos na pele, € dependente dessas interacdes. O estrato corneo € uma
interface bioldgica complexa e considerado a principal barreira limitante a absorcao
percutanea de farmacos, dificultando a terapia localizada. O modo que o sistema
de liberacao interage com essa barreira culminara na sua eficacia ou ndo. Portanto,
torna-se necessério o desenvolvimento de novas estratégias que sejam capazes
de modular a interacdo do sistema de liberacdo com o estrato corneo visando-se o
controle da permeacéo do farmaco em camadas especificas da pele.

O objetivo foi avaliar a viabilidade da modulacdo da permeacdo de farmacos e
particulas nanoestruturadas através da pele por meio do uso de diferentes géis
liquido-cristalinos. Estes materiais sdo produzidos pela simples manipulacdo de
forcas ndo-covalentes entre fases oleosa e hidrofilica dirigidas pelos principios da
Quimica Supramolecular e a Nanoarquiteténica.

Particularmente, este trabalho contempla o estudo da aplicacdo de géis liquido-
cristalinos liotropicos para permeacdo e liberacdo de farmacos/particulas
nanoestruturadas no estrato cérneo produzidos a partir de adutos supra-anfifilicos
derivados de acidos graxos analogos de cadeia longa (componente hidrofobico) e
meglumina (componente hidrofilico). Além de solubilizacdo eficaz e liberagéo
controlada de farmacos e particulas nanoestruturadas, a formulacdo proposta visa
oferecer vantagens Unicas pois 0s acidos graxos precursores possuem distintas
fungbes no processo de interacdo com a pele: &cido estearico, atuando como um
agente oclusivo e favorecendo a concentracdo em camadas superficiais da pele, e
0 acido oleico como um promotor de permeacéo. A resposta de permeacao cutanea
sera avaliada utilizando-se fluoresceina como marcadora e modelo orgéanico, ao
passo que nanoparticulas de prata como modelos de nanoestruturas.

As formulacdes foram feitas utilizando diagrama binario de agua e tensoativo. A
microscopia de luz polarizada demonstra que ambos supra-anfifilicos em agua séo
capazes de se organizar em arranjo liquido-cristalino de mesofase hexagonal. Os
estudos de DSC mostram diferencas no comportamento estrutural dos anélogos, o
MGAE mostrou possuir transicdo vitrea e transicdo gel-sol, que séo
comportamentos tipicos de polimeros. O MGAO, por sua vez, ndo apresentou

nenhum tipo de transicdo. A percentual de agua na formulacdo demonstrou que a



formulag&do tem um méaximo de agua ligada e, para o sistema MGAE, a quantia de
agua afeta as interacdes supramoleculares do arranjo polimero. O estudo de
bioadesdo mostrou que as formulagdes tem um maximo de bioadesividade em
funcdo do percentual de agua na formulagéo. Deste estudo preliminar foi escolhido
as formulagcdes com 50% de agua e 50% de supra-anfifilico para prosseguir com
os testes de incorporacao. A sintese da AgNP foi dada por duas metodologias: um
padrao pela literatura e uma utilizando meglumina como redutora, porém a MEG
reduz muito rapidamente a prata para prata coloidal, levando a agregacdo. A
incorporacdo de Fluoresceina se deu em duas concentragdes 0,1% e 1%. Os
estudos de Microscopia e DSC ndo mostram alteracdes das formulacdes quando
incorporadas na concentracdo de 0,1% e com AgNP, entretanto, com 1% a
microscopia demostrou as lamelas da matriz mais compactas e nas curvas de DSC
mostrou uma reducéo total do percentual de agua livre. Os estudos de reologia de
fluxo mostram que os géis tem comportamento plastico e tixotrépico, enquanto que
a reologia oscilatéria mostram que 0s géis se mantem integros na aplicacao de uma
forca e, adicionalmente, esse estudo realizado com aguecimento mostrou a
transicdo gel-sol do MGAE faz o modulo de armazenamento prevalecer, tendo

assim uma desestruturacdo do gel em temperatura elevada.



Abstract

The interface between nanomaterials and skin comprises a series of dynamic non-
covalent interactions between the surfaces of nanostructured and biological system.
The modulation of biological responses, such as permeation and retention of drugs
in the skin, is dependent on these interactions. The stratum corneum is a complex
biological interface and it is considered the main barrier limiting the percutaneous
absorption of drugs, being the principal difficult for localized therapy. The way the
drug delivery system interacts with this barrier will culminate in its effectiveness or
not. Therefore, it is necessary to develop new strategies that are capable of
modulating the interaction of the drug delivery system with the stratum corneum
aiming at controlling the permeation of the drug in specific layers of the skin.

In this project, our objective is to evaluate the feasibility of modulating the
permeation of drugs and nanostructured particles through the skin through the use
of different liquid-crystalline gels. Liquids-crystal systems are functional
supramolecular arrays which exhibit an intermediate ordering state between the
order of a crystalline state and the disordered state of the isotropic liquid. These
materials are produced by the manipulation of non-covalent forces between oily and
hydrophilic phases driven by the principles of Supramolecular Chemistry and
Nanoarquitetonics.

Particularly, this work contemplates the study of the application of liotropic liquid-
crystalline gels for permeation and controlled release of drugs / nanostructured
particles in the stratum corneum produced from supra-amphiphilic adducts derived
from long-chain analogous fatty acids (hydrophobic phase) and meglumine
(Hydrophilic phase), whose synthesis has been studied in our research group. In
addition to effective solubilization and controlled release of drugs and
nanostructured particles, the formulation proposed in this work aims to offer unique
advantages because the fatty acids precursors have different functions in the
process of interaction with the skin: stearic acid, acting an occlusive agent and
favoring the concentration in Surface layers of the skin, and oleic acid as a
permeation promoter. The cutaneous permeation response will be evaluated using

fluorescein as a drug model and silver nanoparticles as nanostructures models.
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1 INTRODUCAO

1.1 Pele: uma barreira complexa a permeacéo de farmacos e
nanoestruturas
A pele é uma barreira fisica cuja funcéo principal € isolar patégenos externos do

tecido do hospedeiro, e quando ha falhas nesse processo resulta no processo infeccioso.
O objetivo final da epiderme € a producdo de um revestimento relativamente impermeavel
e coeso, 0 estrato corneo (OYAFUSO et al., 2015). A administragdo de compostos na pele
€ extremamente atrativa, ndo apenas pela possibilidade do seu direcionamento para
doencas cutédneas (administragdo topica), localizando o tratamento e evitando efeito
primeira passagem; aumentando a biodisponibilidade e oferecendo uma via de
administracdo segura ao paciente. Entretanto, o processo de permeacdo cutanea é
dificultado justamente devido a funcéo barreira deste tecido, exercida principalmente pelo
estrato corneo. Dessa forma, diversas técnicas quimicas e fisicas sdo exploradas e
combinadas de modo a vencer a funcao barreira do estrato corneo. Estas estratégias tém
como finalidade o controle da permeacdao de niveis de farmacos adequados ao tratamento
topico/transdérmico (VOGT et al., 2016).

Duas camadas de tecido compde a pele: a epiderme e a derme. Dependendo do
local de acdo do farmaco é importante direciona-lo e reté-lo na camada especifica ou, no
caso de transdérmicos, alcancar o nivel sistémico. O estrato corneo forma a porcdo mais
externa da epiderme e é composto por um arranjo coeso de lipideos que formam uma
barreira ao transporte de moléculas e sistemas coloidais (GUY et al., 2000). Algumas
estratégias utilizam promotores quimicos de permeacéo cutanea, como o acido oleico e
tensoativos, para promover momentanea desorganizacao dessa barreira para penetracao
do sistema. O processo de permeacao € influenciado pela espessura do estrato cérneo e
a vascularizacéo da regido. Em condi¢des patoldgicas esse processo pode estar alterado.
Quadros como feridas, em que a integridade do tecido esta comprometida, ou
inflamacdes, onde ocorre edemas; pode levar a alteracdo nos niveis de absorcao de ativo
(GONZALEZ et al., 2016).

Apesar do grande conhecimento acumulado sobre a estrutura e caracteristicas
fisico-quimicas da pele, ainda ha uma grande dificuldade de se entender melhor o
processo de permeacado e de como modula-lo (GUPTA et al., 2019). Sistemas biologicos
apresentam uma arquitetura e hierarquia complexa com ocorréncia de eventos quimicos
e fisicos de carater dinamico (HASSAN et al., 2018). Nesse sentido, € necessario utilizar
de novas ferramentas que auxiliam no design racional de novos sistemas de liberacdo que

tenham sua eficacia e seguranca melhorada.
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1.2 Nano-bio interface: influéncia da interface sistema de liberacéo/pele na
permeacao cutanea
A nano-bio interface compreende as dindmicas fisico-quimicas, interacfes

cinéticas e trocas termodinamicas entre superficies de nanomateriais e as superficies de
componentes biologicos (por exemplo, proteinas, membranas, fosfolipidios, DNA, fluidos
biologicos) (WEBBER et al., 2016). Para esse campo evoluir, devemos entender as forcas
dindmicas e componentes moleculares que moldam estas interagdes. O entendimento de
tais interacbes e o conhecimento de como manipuld-las por meio do controle das
propriedades do sistema, possibilitara uma maior compreensao sobre a hano-bio interface
(relacdo entre propriedades do sistema de liberacdo e resposta biologica desejada)
(LEHN, 2007).

O conhecimento dos tipos de arranjos hierarquicos e interacdes moleculares é de
fundamental importancia para o desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos
gue mimetizem o sistema bioldgico, possibilitando a criagdo de novas estratégias visando-
se a adaptabilidade com o sitio alvo. O grau de associacdo molecular entre farmaco e
sistema de liberacdo esta diretamente relacionado com a for¢ca e direcionalidade das

ligacbes ndo-covalentes (WEBBER et al., 2016).

O resultado final da resposta biolégica € a consequéncia da ativa interacdo da
superficie do sistema de liberagdo com o estrato cérneo. Para isso, espera-se que
controlando as propriedades do sistema e tendo um conhecimento profundo sobre sua

dindmica, seja possivel entender mais afundo fenébmenos de interface (NEL et al., 2009).

A Figura 1 ilustra como é feito o design racional. Os materiais escolhidos possuem
uma funcdo especifica dentro da resposta bioldgica que se almeja obter. Como as
moléculas possuem caracteristicas estruturais e fisico-quimicas diferentes, o seu
processo de self-assembly pode ocorrer de forma diferente, impactando as respostas
finais (AONO; ARIGA, 2016).
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Figura 1 - llustragdo de como se d& o design racional para o sistema de liberagéo
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Fonte: Autor

1.3 Quimica Supramolecular e Nanoarquiteténica como bases para o design
racional de sistemas de liberacdo topico/transdérmico
A Quimica Supramolecular — também conhecida como a quimica além da molécula

—€ um campo que estuda as interacfes nao-covalentes ndo somente de compostos
isolados, mas como de sistemas, que se organizam como um todo. As intera¢cdes néo-
covalentes entre moléculas ddo origem a processos de reconhecimento e auto-
estruturacao (self-asssembly) moleculares (LEHN, 1993). A maioria das interacdes ndo-
covalentes sdo relativamente fracas e tém a capacidade de se romper e formar novamente
com facilidade, assim sendo, muitos sistemas supramoleculares estdo sob controle
termodindmico.  Tradicionalmente, a Quimica Supramolecular tem focado
predominantemente pela via do equilibrio quimico. No entanto, mais recentemente, 0s
processos de self-assembly também tém sido avaliados pelo ponto de vista da cinética,
logo, resultado do processo da organizacdo pode ser orientado pela via de sintese e
manipulando variaveis de sintese é possivel ter sistemas com diferentes propriedades
(HAINO, 2012). Dentro deste novo campo se desenvolve uma area que enfoca no design

racional destas interacdes: a nanoarquiteténica (ARIGA et al., 2016).

A nanoarquitetdnica refere-se a tecnologia que permite organizar unidades
estruturais em nanoescala, que sdo normalmente um grupo de atomos ou moléculas numa
configuragéo pretendida. Além disso, ela é classificada em dois tdpicos: "nano criacao" e
"nano organizac¢ao”. "nano Criagdo" € a sintese de um novo material que néo existe na
Natureza, como os supra anfifilicos utilizados nesse trabalho. A “nano organizagéo”

permite a conexdo entre a tecnologia e sua aplicabilidade, por exemplo, géis liquido-
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cristalinos como carreadores de farmacos. A aplicacdo desta técnica visa entender e usar
as funcoes finais para quais os materiais sédo delineados. As tecnologias para atingir esse
objetivo envolvem a manipulacéo de atomos e moléculas individuais através de interacdes
fisicas, reagBes quimicas, campos aplicados ou self-assembly (AONO; ARIGA, 2016;
ARIGA et al., 2015).

Vale salientar que o conhecimento da Quimica Supramolecular vem sendo utilizado
pelo grupo na construcdo de arranjos funcionais, na finalidade de modular as interacdes
com meio biolégico (WEBBER et al., 2016). Neste projeto, o enfoque esta na permeacao
cutdnea e dinamicidade das forgas supramoleculares na interface pele/ sistema de
liberacao.

Por que usar a Quimica Supramolecular e Nanoarquitetbnica como bases para o
design racional de sistemas de liberacdo topico/transdérmico? A resposta é que em
conjunto essas duas areas de pesquisa oferecem um framework bésico para o controle
de propriedades dos sistemas de liberacdo. Enquanto a Quimica Supramolecular
fundamenta os principios que governam as forcas ndo-covalentes responsaveis pela
estruturacdo do sistema, a Nanoarquitetdnica organiza este conhecimento em torno do
conceito de (multi)funcionalidade (TAMMELIN et al., 2015). Assim, o design racional foca-
se na producao de estruturas com propriedades controladas por meio da manipulacéo de
interacBes supramoleculares. Estas propriedades sdo importantes para que o sistema
exerca as suas funcbes pretendidas na nano-bio interface e, consequentemente,

promovam a resposta biolégica almejada (NEL et al., 2009).

1.4 Supra-anfifilicos baseados em meglumina como estratégia na
permeacado de farmacos e sistemas nanoparticulados
Os estudos em sistemas supramoleculares tiveram inicio com um problema que

surgiu na industria. Um farmaco estava precipitando na linha de producéo de injetaveis, e
foi descoberto que era devido a complexacdo do farmaco, que possui um grupamento
carboxilico, com a meglumina, um excipiente utilizado no veiculo. Esse trabalho deu
origem a tese de mestrado do Douglas Lopes Cassimiro e se verificou que havia a
formacéao de um polimero supramolecular entre Meglumina-farmaco (CASSIMIRO et al.,
2012). Continuando os estudos em sistemas supramoleculares, no doutorado dele foi
estudado a formagdo de uma molécula anfifilica cuja parte polar era composta pela
meglumina e a cauda por acidos graxos, o acido estearico e oleico (CASSIMIRO et al.,
2018).
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Nesta tese foi explorado os acidos graxos analogos - estearico (saturado, 18
carbonos) e oleico (1 insaturacao, 18 carbonos) - foram utilizados no desenvolvimento de
moléculas supra-anfifilicos que se auto-organizam, na presenca de agua, em géis

liquidos-cristalinos de mesofases lamelar ou hexagonal.

Cristais liquidos sdo materiais unicos por combinar a ordem molecular de solidos e
propriedades dinamicas do estado liquido. Devido a sua natureza dindmica — com
propriedades fisicas anisotrOpicas e comportamento reolégico de liquidos — muitos
estudos demonstram sua aplicagdo como materiais estimulos-responsivos, que o0s tornam
promissores e aplicaveis (MCLAUGHLIN; ABBOTT; GUYMON, 2018).

Sistemas liquidos-cristalinos vém demonstrando bons resultados na literatura como
um sistema liberacédo controlada; sdo capazes de comportar tanto farmacos hidrofilicos
quanto lipofilicos e apresentam elevada estabilidade fisico-quimica. Esse projeto visa
estudar, além de propriedades fisico-quimicas especificas do sistema, a vetorizacdo do

tratamento através de estudos da modulacdo da permeacao (CARVALHO et al., 2013).

Os acidos graxos sdo capazes de formar adutos com a megluminas supra-
anfifilicos. Estes sistemas serdo os objetos de estudo do projeto de pesquisa. O aduto
formado pelo acido estearico e acido oleico serdo denominados por MGAE e MGAO,
respectivamente. O intuito agora é se aproximar da resposta biolégica em funcédo dos

componentes da formulacdo. A Figura 2 ilustra a estrutura do supra-anfifilico

O &cido esteérico € conhecido como um agente oclusivo ao passo que o oleico
como promotor de permeacdo (GUPTA et al., 2019). Espera-se que tais caracteristicas
sejam mantidas quando o sistema o gel é formado, carregando as caracteristicas
intrinsecas dos building-blocks ao sistema de liberagcdo. Espera-se que estas

caracteristicas sejam conservadas no sistema de liberacé&o.

Figura 2 - llustra¢@o molecular do supra-anfifilico

Fonte: Autor

Nesta proposta de pesquisa sera trabalhado 2 agentes: um inorganico
(nanoparticulas de prata) e outro organico (fluoresceina). A fluoresceina foi utilizada como
marcador fluorescente. A escolha da fluoresceina pondera-se na similaridade estrutural

com o anti-inflamatdrios ndo-esteroidais (estrutura planar, logP e massa molecular). Este
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marcador fluorescente é facilmente quantificado por microscopia de fluorescéncia e
espectrofotometria e permite uma avaliacdo precisa do potencial do sistema na liberacao
de farmacos (SJOBACK; NYGREN; KUBISTA, 1995).

Além disso, a incorporacdo de nanoparticulas de prata como modelo de agente
inorganico. Os géis foram utilizados como estratégia para atuarem como agentes de
retencdo/permeacdo cutanea. Embora dentro do escopo deste projeto ndo contemple
ensaios antimicrobianos, vale mencionar que estas particulas sdo comumente
empregadas como agentes microbicida, demonstrando um amplo espectro de acao,
mesmo em bactérias multirresistentes (TAK et al., 2015).

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Pele e permeacédo: promissora via nao-invasiva
A pele, como mencionado, ndo € uma somente uma barreira a patégenos e a agressdes

externas, mas também é uma via atrativa para administragdo de farmacos pois apresenta grande
superficie e facil acessibilidade (VOGT et al., 2016).

Sua vantagem em relag&o as demais vias de administracdo tradicionais s&o: comparado a
via oral, evita passagem pelo trato gastrointestinal e, consequentemente, os pH extremos do
estomago e intestino, acao de enzimas, e metabolizacdo pré-sistémica; em comparacado a via
intravenosa, caso haja efeito colaterais ha facil remogcédo e ndo € invasiva; ou comparado as
mucosas, nao ha depuracao dos fluidos-biolégicos. Porém, mediante a tantas vantagens, a forma
farmacéutica aplicada a pele deve ser minuciosamente delineada para sua efetiva acao atraves
do estrato corneo (KIM et al., 2018).

O estrato cérneo tem aproximadamente 15-20 um de espessura e sua composi¢ao celular
é feita condcitos, rico em queratina e, através do processo de descamacdo, mantém renovacao
constante das camadas inferiores. As juncgdes intercelulares séo preenchidas por uma matriz
lipidica. Por isso, somente moléculas pequenas ou relativamente lipossollveis conseguem realizar
a permeacao transcutédnea. Logo abaixo ao estrato corneo se encontra a epiderme, derme e 0
tecido subcutaneo, que podem ser o local de acéo ou barreira adicionais a passagem do farmaco
(JIA et al., 2018; SUNDER, 2019).

A epiderme é um epitélio escamoso estratificado, composto por queratindcitos suprabasais
e basais diferenciados. Os queratindcitos na camada basal do estrato proliferam através da mitose
e as células-filhas deslocam-se para cima (parte externa), alterando a forma e sua composicao a
medida que passam por multiplos estagios de diferenciagéo celular para eventualmente se tornar
anucleadas, ou seja, se tornar parte do estrato corneo (MOORE et al., 2018). Durante esse
processo, 0s queratindcitos se tornardo altamente organizados, formando juncdes celulares

(desmossomos) entre si e secretando proteinas de queratina e lipidios que contribuem para a
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formacdo de uma matriz extracelular e proporcionam resisténcia mecanica a pele. Os
gueratindcitos do estrato corneo sdo eventualmente eliminados da superficie, levando a
descamacdo. A epiderme nao contém vasos sanguineos e as células das camadas mais
profundas sdo nutridas pela difusdo dos capilares sanguineos que se estendem para as camadas
superiores da derme (TAKEO; LEE; ITO, 2015). A Figura 3 retrata a estrutura da pele.

Figura 3 - Estrutura da pele
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Fonte: Autor (adaptado de: https://www.123rf.com/photo_38581477_stock-vector-skin-structure.html)

Para transposigdo do estrato cérneo é utilizado metodologias ativas e passivas no intuito
de aumentar a permeacédo de moléculas. A transposi¢do por metodologias ativas utiliza de fontes
de energia externa, como: iontoforese, sonoforese, microagulhas e eletroporagédo. Apesar de
mostrar boa resposta, técnicas ativas exigem equipamento e mao-de-obra especializada para sua
aplicacdo, o que encarece e dificulta acesso a tais terapias (CHIN et al., 2019; GUY et al., 2000;
VOGT et al., 2016).

A transposicao por metodologia passiva, por sua vez, utiliza promotores quimicos de
permeacdao e liquidos idnicos, se baseia na desorganiza¢cdo momentanea do estrato corneo para
aumento da permeabilidade cutanea (GUPTA et al., 2019). Mais de 350 substancias demostram
atuar como promotores de permeacdo via diferentes mecanismos, essas moléculas incluem:
acidos graxos e alcoois graxos, alcoois e glicéis, terpenos, sulfoxidos, laurocapram, pirrolidonas,
tensoativos, ureia, entre outros. Estudos tem tentado relacionar a identidade quimica de molécula
com seu mecanismo de agédo (LUNDBORG et al., 2018).

Varios mecanismos de acdo tém sido propostos para 0os promotores quimicos de
permeacao, tais como: i) alteragéo da solubilidade do farmaco no sistema de liberacao, ii) alteracéo
da permeabilidade do estrato coérneo, iii) a perturbacéo da organizacéo lipidica da barreira cutanea
(GUPTA et al., 2019; LUNDBORG et al., 2018; MAIONE-SILVA et al., 2019).



23

Destaca-se também que o foliculo capilar pode atuar como uma via facilitadora para a
permeacao. A formulacdo pode ter acesso direto a derme utilizando o foliculo piloso como uma
via facilitadora, permeando diretamente pelo foliculo (LADEMANN et al., 2015).

Apesar de haver modelos matematicos com algoritmos complexos que simulem a
efetividade de promotores de permeacao, este processo ainda € complexo pois envolve multiplas
variaveis como: espessura do estrato cérneo, concentracdo de farmaco na matriz, reologia da
formulacdo, lipofilia do farmaco, dentre outros fatores que estdo além da propria formulacdo de
permeacao (LUNDBORG et al., 2018).

Hoje, o meio mais utilizado para se avaliar a permeabilidade da pele sdo por ensaios in
vitro / ex vivo. A permeabilidade é comumente avaliada usando células de difusdo, como as células
de Franz, consistindo de uma pele excisada (humana ou animal) separando o sistema de liberacéo
(doador) e uma célula com solucgédo receptora (OYAFUSO et al., 2015). Porém existem limitacdes,
os experimentos com células de difusdo sdo no entanto caros e demorados, e existem paises,
como europeus, que proibem o uso de pele animal para testes farmacéuticos (SEO; KIM; KIM,
2017a).

Para interpretacéo dos dados de permeabilidade deve-se estar atento se o sistema doador
ndo pode atuar imprevisivelmente, alterando a permeabilidade da pele, levando a viés de erro. Um
efeito que perturba a estrutura da barreira cutdnea € exposi¢do prolongada a agua e aos co-
solventes. Isso pode explicar a grande variabilidade na permeabilidade da pele, relatada na
literatura para um mesmo composto em diversas condi¢gfes. Portanto, esse experimento deve ser
planejado e analisado minuciosamente (SIMON et al., 2016; UCHIDA et al., 2015).

A permeacdo também pode ser alterada devido a condigfes fisiologicas e patolégicas.
Como exemplo de condigcdo patologica temos os quadros de inflamag&o. Durante o processo
inflamatorio h& o recrutamento de macréfagos para local da inflamacéo e edema. Esse processo
ocorre gracgas a vasodilatacdo local e aumento da expresséo de fatores de crescimento vascular,
isso leva a maior irrigagdo sanguinea do local lesado (BOATENG et al., 2008; GONZALEZ et al.,
2016). Logo, a permeacao de farmacos pode se dar de modo diferenciado de uma pele saudavel.
Quanto a condigéo fisiologica podemos citar o envelhecimento, processo natural o qual a pele tem
perda de elastinas e menor integridade estrutural, isso leva a uma pele menos elastica e que perde
mais umidade. Também ha menos fatores de crescimento, que reduz a circulacdo local. Todos
esses fatores podem se relacionar com permeacao mais ou menos efetiva (MAIONE-SILVA et al.,
2019; ZOUBOULIS et al., 2019).

A permeabilidade também se relaciona com fatores biologicos relacionados
intrinsecamente ao tecido como: espessura — quao mais espessa for a camada tecidual, maior
sera o caminho que o farmaco tera de permear e isso dificulta sua passagem (MARWAH et al.,
2016); tipo de tecido — mucosas e epitélios tem morfologias celulares distintas o que pode facilitar
ou dificultar permeacéo do farmaco; o qudo sanguineamente irrigado é o tecido e quanto maior a

circulacdo sanguinea pode ser util para uma terapia com foco sistémico (HONARI, 2017);
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integridade do tecido — que em caso de feridas, o tecido lesado esta exposto e inflamado, e o
edema formado pode alterar caracteristicas de permeabilidade de membrana (KIM et al., 2018); e
até mesmo ao préprio fendtipo do individuo — mostram que homens e mulheres tem diferencas no
epitélio (DRAELOS, 2018).

Além das classes de agentes de permeacdo, existem moléculas que promovem a acao
oposta, 0s agentes oclusivos. Os agentes oclusivos tem como principal funcéo reter moleculas em
niveis mais superficiais do estrato cérneo. Estudos demonstram que moléculas com elevado
tamanho de cadeia, como acidos graxos saturados com mais de 14 carbonos, ou compostos
ionizados tendem a ter baixa permeabilidade. Isso é importante para algumas terapias tépicas,
onde o foco é a superficie cutanea e ndo se deseja niveis sistémicos de farmacos (COOPER,
1984; LESMES et al., 2009).

Na area de sistemas de liberacdo sempre ha novos formulagdes sendo propostas como
uma forma de melhorar a terapia. Dentre alguns sistemas de liberagdo, podemos chamar
destaques para alguns que estdo em voga na literatura:

Lipossomas é uma vesicula esférica que tem pelo menos uma bicamada lipidica. Tém sido
bastante explorados dentro da &area farmacéutica por possuir um nucleo polar e uma camada
apolar, que permite associar farmacos de diferentes polaridades. Além disso, é possivel realizar
modificagbes em sua superficie (funcionalizacdo), como por exemplo com anticorpos, para
melhorar a vetorizacdo. Os lipossomas sdo compostos, na maioria das vezes, por fosfolipidios, ou
multiplos lipidios. Devido a ser um sistema biomimético, que simula uma membrana biol6gica, os
estudos na literatura mostram uma boa biocompatibilidade e, devido a seu tamanho nanométrico,
facilidade em permear por membranas biologicas. Também demostra uma liberacdo controlada,
aumentando a eficicia da terapia (KAPOOR et al., 2018; MEZEI, 2017).

As microemulsBes sdo misturas translucidas liquidas e isotrépicas termodinamicamente
estaveis entre 6leo, agua e tensoativo, e frequentemente em combina¢cdo com um co-tensoativo.
Em contraste com as emulsdes comuns, as microemulsées ndo requerem as condi¢des de alto
cisalhamento geralmente usadas na formacdo de emulsdes comuns, explicado pela entropia
favorecida na formacgéo do sistema. Assim como os lipossomas, também tem sua vantagem devido
ao tamanho e presenca de uma fase polar e apolar e demonstram bons resultados em aplicacdes
topicas (KALE; DEORE, 2017; YUTANI et al., 2016).

Cristais-liquidos (CLs) é um estado da matéria que tem propriedades intermediarias entre
os liquidos e sdlidos. Por exemplo, um cristal liquido pode fluir como um liquido, mas suas
moléculas podem ser orientadas de maneira cristalina. Existem muitos tipos diferentes de fases
de cristal liquido, que podem ser distinguidas por suas diferentes propriedades Opticas. O que
determina suas propriedades e classificacao é diretamente relacionadas a orientacéo das lamelas
em diferentes direcdes. As lamelas possuem um arranjo ordenado, derivado de um arranjo
hierarquico das micelas. Cristais-liquidos, em especiais os liotrépicos tém sido exploradas para

terapias topicas por apresentar liberagédo sustentada (CARVALHO et al., 2013; OTTE et al., 2017).
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Nanoparticulas poliméricas sdo consideradas um sistema coloidal, sendo uma disperséo
nanoparticulada com diametros variando de 1-1000 nm. S&o sistemas usualmente formado por
interacdes eletrostéticas entre cadeias poliméricas catidnicas e anidnicas. Estes sistemas nédo sédo
usualmente aplicados a pele, devido a carga de superficie da nanoparticula, ela tem uma baixa
permeabilidade. Exceto no caso do cancer de pele, pela caracteristica anibnica do tumor interagir
bem com nanoparticulas catidnicas (AMOABEDINY et al., 2018, MOHAMMED et al., 2017).

Filmes podem ser referidos como uma camada fina e flexivel de polimero com ou sem um
plastificante. Eles ganharam destaque na literatura pela sua facil aplicabilidade e acéo localizada.
Eles sé@o especialmente visados em sistemas dérmicos pela sua maleabilidade em se adaptar a
regido aplicada e atuar como uma protecado fisica, favorecendo processo de reparo celular.
Também deve-se destacar os filmes & base de biopolimeros, como a celulose bacteriana, que vem
trazendo inovacbes a éarea medicinal e mostrando maior efetividade frente aos filmes
convencionais (KARKI et al., 2016; MANDAL; CHAKRABARTY, 2018; PICHETH et al., 2017).

Por fim, nanoparticulas magnéticas, sdo responsivas a orientagdo magnética,
possibilitando assim uma vetorizagdo do farmaco em sinergia a uma forga externa (campo
magnético) e, em alguns casos, ser utilizada como imageamento (ARRUEBO et al., 2007;
DOBSON, 2006).

2.2 Quimica Supramolecular e a construcao de novos sistemas de liberacao.
A Quimica Supramolecular € a area da Quimica que se baseia nos conceitos das

ligacdes ndo-covalentes para entendimento e sintese de estruturas quimicas. As ligaces
ndo-covalente sdo de carater fraco e incluem ligacdo de hidrogénio, coordenacdo de
metal, forcas hidrofébicas, forcas de van der Waals, interacbes pi-pi e efeitos
eletrostaticos. Devido a fragilidade dessa ligacdo, qualquer alteracdo no equilibrio
termodinamico do sistema pode levar quebra/formacéo/alteracdo dela e alterar todo o
arranjo (MATTIA; OTTO, 2015).

O estudo de interacbes nado-covalentes é crucial para entender muitos processos
biolégicos que dependem dessas forcas para estruturar e funcionar (OGI et al., 2014).
Adicionalmente, ela proporcionou um grande avango na area de sintese de materiais,
tanto para sistemas mimetizando superficies bioldégicas quanto para polimeros, que
dependem das interagbes n&o-covalentes para uma determinada conformacédo/ arranjo
(LIU; WANG; ZHANG, 2012). A Figura 4 ilustra algumas dessas ligagoes.
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Figura 4 - Exemplificacdo de ligag6es supramoleculares.
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Dentre os importantes conceitos que a Quimica Supramolecular pode avancar
incluem self-assembly molecular, dobramento molecular, reconhecimento molecular,
interacdo entre molécula hospede-hospedeira, nanoarquitetdnica e a Quimica covalente
dindmica (LEHN, 2007).

A primeira ligacdo nao-covalente postulada foi proposta por Johannes Diderik van
der Waals em 1873. Em 1894 Hermann Emil Fischer, com sua proposta de interacdo da
enzima com substrato pelo modelo “chave-fechadura” ganhou o nobel. A partir de entao,
esse campo de conhecimento comecou a evoluir e ganhar mais for¢a e reconhecimento.
Com a progressao do conhecimento, Latimer e Rodebush em 1920 propuseram a ligagéo
de hidrogénio (CLARK; LIGHTFOOT, 2016).

Gracas a esse conhecimento foi possivel propor a estrutura tridimensional das
proteinas, e outros processos bioldgicos, incluindo a elucidagéo fita de DNA em dupla

hélice por Wattson e Cricket.

E o conhecimento se expandiu, ap0s alguns anos, a area de sintese de materiais,
até a importante descoberta de Charles J. Pedersen em 1960 sintetizando um composto
ciclico por ligacdes supramoleculares. Até finalmente em 1987 que Jean-Marie Lehn
ganham o Nobel em Quimica com sua proposta de sintese de compostos em que
moléculas atuam especificamente em sitios por meio de ligagdes supramoleculares, ou
seja, ter controle sobre a arquitetura do sistema unicamente por delineamento das forgas
nao-covalente (LEHN, 1988). Esse avanco foi tdo importante que Lehn é considerado

como “pai” da Quimica Supramolecular.

A partir de entdo, o desenvolvimento foi expandindo em diversas areas e
alavancando a nanotecnologia, possibilitando desenvolvimento de micelas, emulsdes,
compostos de coordenacgdo, entre outros. No campo da biologia, também houve avangos
significativos como os estudos de computacdo que preveem a interacdo de farmaco e
receptor, desenvolvimento de membranas biomiméticas, projecdo da estrutura de
proteinas, dentre outras (WEBBER et al., 2016).
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No escopo de design e controle das forgas supramoleculares, deve-se entender
melhor a termodinamica deste sistema. Como a energia da ligacdo supramolecular é
fraca, o sistema nao requer energia de ativacédo para sua formacéo. Por isso, a estrutura
supramolecular € fragil e pode ser facilmente afetada por fatores externos como
temperatura e meio de solvatacdo. A Alta temperatura ndo favorece 0s arranjos
supramoleculares, com o aumento da vibracdo molecular se ha o rompimento das ligacdes
supramoleculares, exemplo claro disso séo as transicoes de estado e de fase que correm
nos materiais. O meio, por sua vez, também desempenha papel fundamental. Solventes
proticos ou aproticos podem alterar totalmente a conformac¢do de uma molécula pelas
interacOes e ionizacdes. Além disso, a adicdo de sais e outras moléculas também podem
afetar o equilibro do meio, levando a novos arranjos (CERNY; HOBZA, 2007; HAINO,
2019; MATTIA; OTTO, 2015).

Dentre os conceitos que a Quimica Supramolecular desenvolveu, um dos mais
importantes foi a concepcado do processo de self-assembly (auto-organizacéo). O self-
assembly € um processo espontaneo nas quais as moléculas se organizacdo na
conformacao entropicamente mais favoravel. Isso leva a formagédo de grandes estruturas,
tais como micelas, membranas, cristais-liquidos, entre outros. Esse arranjo pode ser
intermolecular ou intramolecular, como efeito orto em moléculas organicas (FONG et al.,
2016; RAI; PRADIP, 2017).

Uma area que tem ganhado enfoque dentro da Quimica Supramolecular é a
nanoarquitetbnica, que se baseia no delineamento de building blocks para criagédo de
arranjos funcionais. Os building-blocks tém caracteristicas estruturais e funcionais
especificas e sao utilizados como unidades para construir arranjos hierarquicos funcionais
maiores (AONO; ARIGA, 2016).

2.3 Supra-anfifilicos X tensoativos convencionais
Os tensoativos sdo compostos que possuem um carater anfifilico e sdo definidos

pela capacidade de alterar as propriedades superficiais e interfaciais de um liquido. Além
disso, tendem a formar agregados (micelas) em baixas concentragcbes em agua. Os
tensoativos possuem propriedades que os tornam adequados para uma ampla gama de
aplicagfes industriais envolvendo: detergéncia, emulsificacdo, lubrificacdo, formacéo de
espuma, molhabilidade, solubilizagéo e dispersao de fase (RAI; PRADIP, 2017).

A grande maioria desses compostos sao derivados de petroleo e tem uma taxa

lenta de biodegradacao que, combinada com seu uso extensivo, 0s torna persistentes no
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ambiente aquatico, prolongando seus efeitos tdéxicos, como alquilbenzeno sulfonado, um

dos os principais constituintes do detergente comercial (PALMER; HATLEY, 2018).

A preocupacao ambiental tem impulsionado uma busca crescente por tensoativos
de origem naturais, como produtos de sistemas metabdlicos vegetais e microbianos, ou
obtidos sinteticamente por meio de reagentes naturais. Parte do interesse esta na grande
oferta de matéria-prima renovavel utilizada na sua elaboracdo. Outras caracteristicas
atraentes derivam de sua rapida biodegradacao e baixa toxicidade em animais e humanos
(OTZEN, 2017)

Moléculas anfifilicas apresentam parte poli-hidroxilada, geralmente derivada de
acucares. A cadeia carbOnica € derivada de compostos graxos como acidos, ésteres,
alcoois e triacilglicerdis obtidos de oOleos e gorduras (MILLER; AKSENENKO;
FAINERMAN, 2017; OTZEN, 2017).

Em concentragdes muito baixas, o tensoativo tende a ficar na interface do sistema,
com a cabeca hidrofilica voltada para dentro do solvente aquoso e a cauda voltada para
fora da solucdo. Quando se aumenta a concentracdo, por ja haver muito tensoativo na
interface ocorre o agrupamento e empacotamento no meio solvente e ha estruturacdo das
micelas ou vesiculas, que seria um agregado com as cabecas hidrofilicas ficam voltadas
para o meio aquoso enguanto que as caudas formam um nucleo hidrofobico (se o solvente
fosse apolar ocorreria formacéo de micelas invertidas, que é um nicleo polar com a cauda
apolar voltada para o meio). Conforme se aumenta ainda mais a concentracdo de
tensoativo na solugcdo ha uma alteracdo no empacotamento das micelas que levara a
formacdo dos cristais liquidos (AMOABEDINY et al., 2018; OTZEN, 2017)

Para sintetizar novas moléculas, geralmente € impregnado um método de sintese
covalente, que requer um volume elevado de solventes organicos e varias etapas de
purificacdo. Para superar esse problema, utilizamos um novo caminho de sintese: a
Quimica Supramolecular (LEHN, 2007).

A Quimica Supramolecular propde o uso de ligacbes ndo-covalente para
delineamento de novas estruturas. A sintese supramolecular reduz as etapas tomadas
para obter um novo composto e permite trabalhar com um grande niimero de moléculas.

Uma propriedade interessante da meglumina, um agucar natural, € se ligar a acidos
organicos por interagéo eletrostatica formando adutos supramoleculares que promovem o
aumento da solubilidade desses acidos em meio aquoso. De posse desse conhecimento,

vamos utiliza-lo como precursor de uma nova classe de compostos: supra-anfifilico, um
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aduto formado por interacdes eletrostaticas de meglumina e um acido carboxilico
(CASSIMIRO et al., 2012). A esquematizacao esta representada na Figura 5.

Figura 5 - llustracdo da ligacao supramolecular entre grupamento carboxila e meglumina
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Fonte: Autor

A formacé&o de um aduto supramolecular, por outro lado, envolve uma reacéo acido-
base entre um acido graxo e meglumina sem a formacao de subprodutos. Este método,
para além de reduzir a necessidade de passos de purificacdo, tornando-o bastante
simples, rapido e barato (FERREIRA et al., 2016).

2.4 Fluoresceina e Nanoparticulas de prata: Aplicacdes
As nanoparticulas de prata (AgNP) tém ganhado cada vez mais espaco na literatura

como uma das particulas metalicas mais exploradas. Isso se deve a sua grande
versatilidade que pode ser aplicada tanto na area biomédica, que atrai uma gama
exploracdes no campo terapéutico, quanto em areas tecnolégicas como: meio ambiente,
sanitizantes, catalisadores, cosmética, dentre outros (PRABHU; POULOSE, 2012).

Nas ultimas décadas, a medicina tem explorado nanoparticulas de metais nobres
como uma nova abordagem terapéutica, em especial a prata. Do ponto de vista
tecnoldgico, ela chama a atencdo pelo baixo custo, reprodutibilidade e facilidade em
obtencdo (MITTAL; CHISTI; BANERJEE, 2013). Ha aplicacdes em diversas areas,
chamando atencdo a atividade antimicrobiana intrinseca e pode ser explorada nos
campos fisico-quimicos como um material com propriedades eletrbnicas, magnéticas,
cataliticas e dpticas. Além disso, as nanoparticulas de prata podem ter diversos tamanhos,
formas e revestimentos diferentes; tendo cada um propriedades especificas (TAK et al.,
2015).

A sintese de nanoparticulas de prata é explorada por diversas vias. Os métodos
mais comuns para a sintese sdo pela nucleagdo de particulas dentro de uma solucéo.
Essa nucleacdo ocorre quando um complexo de ions de prata, geralmente AgNO3s ou
AgClOg4, é reduzido a prata coloidal (Ag® na presenca de um agente redutor. Quando a
concentragdo de ions metalicos dissolvidos aumenta o suficiente, eles se aglomeram para

formar uma superficie estavel — a nanoparticula. Esta superficie recém-formada é
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energeticamente desfavoravel quando o cluster é pequeno. Por isso, o cluster cresce até
certo ponto, conhecido como raio critico, torna-se energeticamente favoravel. Este ndcleo
permanece entdo em solucdo e cresce a medida que mais atomos de prata se difundem
pela solucédo e se ligam a superficie. Quando a concentracéo dissolvida de prata atdmica
diminui o suficiente, para-se essa agregacao de atomos ao cluster (BASTUS et al., 2014;
PRABHU; POULOSE, 2012).

Este processo de crescimento pode ser estabilizado por outras moléculas que se
liguem a sua superficie. Os agentes estabilizadores diminuem e, eventualmente, impede
o crescimento da particula, podendo assim controlar seu processo de formacgéo. Com isso
€ possivel obter particulas de tamanhos, formas e revestimentos especificos, levando a
propriedades de superficie particulares. Os revestimentos de AgNP mais comuns séo
citrato trissodico e polivinilpirrolidona (PVP) (WEI et al., 2015). A Figura 6 ilustra como se
da a formacédo da particula de prata.

Figura 6 - Esquematizac@o de como se dé sintese da prata.
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Ha diversas metodologias propostas para sintese de AgNP. Diversos agentes
redutores e métodos fisicos de reducdo sdo propostos, tais como: acucares redutores,
reducdo por citrato, reducdo via borohidreto de sédio, a reacdo do espelho de prata, o
processo de poliol e crescimento mediado pela luz. Cada metodologia, ou uma
combinacao sinérgica entre mais de um metodo, oferecera diferentes graus de controle
sobre a distribuicdo de tamanho, coberturas e arranjos geométricos das nanoparticulas
(TRAN; LE, 2013).

Dentre essas diversas vias de sintese, as vias por agucares redutores e citrato sao
muito exploradas na literatura. A via do citrato usualmente utiliza, para reducdo, como sal
de partida o nitrato de prata ou perclorato de prata para prata coloidal utilizando citrato. A

sintese costuma ocorrer em temperaturas elevadas (aproximadamente 100°C) para maior
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monodispersividade. O citrato atua tanto como agente redutor quanto como revestimento
para as AgNP. Esta via € comumente utilizada pela boa uniformidade de tamanho e forma
(BASTUS et al, 2014). O método por acucares envolve a utlizacdo de um
monossacarideo para atuar como agente redutor, devido a seu grupamento carboxila. A
sintese depende da concentracdo de acucar redutor no meio (MESHRAM et al., 2013).
Neste projeto foi explorado a meglumina como agente redutora, que pode atuar devido a

seu grupamento amina secundaria.

No escopo da aplicabilidade, a 4rea medicinal e biotecnoldégica sdo as mais tem
desenvolvido produtos e sido pesquisadas. Isso se deve ao tamanho reduzidos das AgNP
e suas caracteristicas fisico-quimica — como formato. revestimento e responsividade a
estimulos externos — terem sido exploradas como novas terapias (BURDUSEL et al., 2018;
WEI et al., 2015).

Na area da Medicina Humana, as AgNP séo exploradas no combate ao cancer. As
AgNP tém mostrado que pode atuar como agente anticancerigeno e no imageamento. No
caso de um sistema carreador, € possivel fazer uma adequada vetorizacdo devido a sua
responsividade a luz ultravioleta (que gera excitacdo da particula e eventual rompimento
da AgNP) e ao campo magnético. Ja ela como um agente terapéutico, € capaz de
internalizar-se nas células cancerigenas e pela via de liberacdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) levar a morte celular. Além disso ela evita a bomba de efluxo, mecanismo
de resisténcia comum do cancer (DURAN; NAKAZATO; SEABRA, 2016).

As nanoparticulas de prata sdo amplamente exploradas como um agente
antimicrobiano. Elas mostram um amplo espectro de acado, tanto em bactérias gram-
positivas quanto gram-negativas quanto em fungos. Além disso, também mostra eficacia
em bactérias resistentes a amplo-espectro e a biofilmes bacterianos, que sdo formas de
resisténcia bacterianas. Isso foi um avanco para medicina, pois permite uma nova terapia
a um custo de producéo baixo. O mecanismo de acédo, apesar de ndo elucidado totalmente
por que atua por mais de uma via, sugere a geracgao de radicais livres intracelular levando
ao estresse oxidativo (via ROS) e a ligacao a proteinas plasmaticas e de membrana que
culmina na destruicdo celular. Estudos demonstram a acdo em espécies resistentes por
evitar a bomba de efluxo (DURAN; NAKAZATO; SEABRA, 2016; PRABHU; POULOSE,
2012).

Esta acdo ampla em bactérias levou ao interesse de sua aplicacdo em novas

tecnoldgicas, como sanitizantes. O uso em sanitizantes € explorado e justificado pela acédo

em biofilmes e bactérias resistentes a amplo-espectro. E comum em materiais
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hospitalares, como cateteres e sondas, haver colonizacao de bactérias e serem de dificil
remocao, que sanitizantes comuns ndo conseguem remover. Solugées com AgNP tem
mostrado eficacia nestes casos. Também tem sido desenvolvido novos materiais com
AgNP incorporadas a eles, cuja intencdo é dificultar a colonizacdo de biofilmes. Sua
aplicacéo tecnoldgica estende-se a matérias e produtos cotidianos como: revestimentos
de embalagens alimenticias, desinfetantes, desodorantes, sabdes, detergentes, dentre
outros (TRAN; LE, 2013).

Porém, mediantes a tantas vantagens, também se ha uma preocupac¢do com o0 uso
abusivo e o descarte inapropriado em meio ambiente das AgNP, em especial nos rios.
Esse descarte leva a uma destruicdo do ambiente microbiano aquatico e a exposicéo de
espécies naturais a prata. Ainda se necessita de dados mais profundos sobre a toxidade
ambiental, mas deve-se chamar atenc&o a geracao de radicais livres em organismo vivos
e desequilibrio da fauna (YU; YIN; LIU, 2013).

No ambito de sua toxicidade humana, os estudos da literatura apontam que ha uma
relacdo dose-dependente. As células, como ja mencionado, sdo afetas pela geracéo
estresse oxidativo e ocorre um maior tropismo a células reprodutoras. Porém, os estudos
mostrados sofram realizados em modelos in-vitro, logo se necessita de mais dados sobre

essa exposicdo do organismo (ASHARANI et al., 2008).

7

A fluoresceina é uma molécula organica (formula estrutural na Figura 7),
comumente usada como marcador e como corante. Seu pé € de cor alaranjada/
avermelhada e possui solubilidade em agua e etanol. Tem um méaximo de absorcéo a 494
nm e maximo de emissdo de 512 nm (em agua). Sua coloracdo em agua, em pH 6, é
esverdeada. Mesmo em concentracfes de nanogramas € facilmente detectado por
espectroscopia de fluorescéncia (ACERBI et al., 2014).

Figura 7 - Fluoresceina. A esquerda sua estrutura molecular, no centro em solugéo aquosa sob luz
ultravioleta e a direita seu espectro de absor¢céo e emissao

—— Emission
----- Excitation

Fonte: Autor

Este marcador é um fluor6foro comumente utilizado em microscopias e como

marcadora biolégica e em corantes. A fluoresceina possibilitou um grande avanco a
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imunologia, gragas a conjugacao dela as proteinas e anticorpos, possibilitou o avanco de
biomarcadores e, consequente, de diagnésticos (DEAN; QIN; PALMER, 2012).

Esta molécula também tem sua aplicacdo na area medicinal. Ela € uma ferramenta
de diagndstico no campo da oftalmologia. Um colirio contendo fluoresceina é utilizado no
diagndstico de abrasdes da cOrnea, Ulceras da cornea e infecgbes corneas. Uma solucéo
intravenosa de fluoresceina também € utilizada para angiografias no diagndstico de

doencas vasculares (PATEL et al., 2013).

Ja ha estudos na literatura que utilizam ela como um marcador de permeagéo por
barreiras bioldgicas, estudos que visdo barreiras biolégicas como: Utero (PARR; PARR,
1986), cornea (SRINIVAS et al.,, 2018), retina (PATEL et al., 2013), barreira
hematoencefalica (HAWKINS; EGLETON, 2006), dentre outros.

Além da quantificagdo por métodos analiticos, um estudo interessante viabilizado
pela escolha de um marcador é um corte histolégico no tecido e a visualizagdo no
microscopio de fluorescéncia. E possivel a rastreabilidade do marcador e observar seu
tropismo (DEAN; QIN; PALMER, 2012; HAWKINS; EGLETON, 2006).

A fluoresceina tem sua absor¢céo e emissdo molar dependente do pH, estudos em
literatura j& relatam essa dependéncia. Por isso é importante tamponar a solucao do
sistema para que nado haja erro analitico (MARTIN; LINDQVIST, 1975). Ela foi escolhida
frente a outras moléculas justamente pelo foco do trabalho estar em observar a permeacéo

cutanea e nao a eficacia como um farmaco.

3 OBJETIVOS E PRINCIPAIS RESULTADOS ESPERADOS
O objetivo é a sintese de supra-anfifilicos entre meglumina e dois acidos graxos —

acido oleico e estearico — e entender como as diferencas entre as cadeias afetam a
estruturacao do sistema de liberacdo. Avaliou-se como géis supramoleculares produzidos
a partir de building blocks com propriedades biofisicoquimicas diferentes (agente oclusivo
X agente promotor de permeacédo) se comportam fisico-quimicamente pelo estudo de um

agente inorganico (nanoparticula de prata) e um agente organico (fluoresceina).

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Sistema de Liberacdo em estudo
O sistema conta com 4 building blocks, ou seja, componentes com funcdes

especificas na formulagéo (Tabela 1).



Tabela 1 - Componentes trabalhados e suas respectivas funcdes

Componentes

Funcao

MGAE

MGAO

Fluoresceina

Nanoparticula de
prata

Supra-anfifilico que se espera ter a agdo oclusiva,
mantendo elevados niveis de farmaco retido na
superficie do estrato cérneo (Aungst, 1989).

Supra-anfifilico cuja acédo esta relacionada como a
promoc¢do da permeacdo cutdnea e atingir niveis
mais profundos da epiderme (GUPTA et al., 2019)
Molécula fluorescente que simulara o farmaco e
sera avaliado permeacdo através da pele, assim
como interacdo com sistema de liberacao;

Sistema nanoparticulado no qual espera-se,
permeabilidade e acao bactericida.

4.2 Design do Estudo
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Para esquematizacdo do tema proposto nesse trabalho a Figura 8 ilustra a

sequéncia do estudo.

Figura 8 - Esquematizacdo do estudo

Como modular a permeagdo com pele?

J

Estudo da nano-bio interface

!

Design racional do sistema de liberagdo

2 géis distintos
(mistura binaria de supra-anfifilico e dgua)

-
MG-AE MG-AO
Acido estearico Acido oleico
Agente Oclusivo Promotor de permeagdo

| |
|

Como moléculas com caracteristicas distintas influenciam
no arranjo tridimensional do sistema e no processo de
interagdo com a pele?
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Cue agentes usar para estudar o processo de permeagio
e interagdo com matriz?

anoparticula
> Marcadores fluorescente
De prata

e
Fluoresceina

Fonte: Autor

4.3 Planejamento e sintese dos supra-anfifilicos
A sintese supramolecular foi empregada para a producéo de todos os materiais que

desenvolvidos neste projeto. Os procedimentos sintéticos foram conduzidos variando-se
a identidade do acido graxo precursor. A estequiometria MEG/acido graxo sera de 1:1. O
processo de sintese consiste no gotejamento controlado de uma solu¢do metandlica de
MEG sobre uma solucdo de acido graxo em acetato de etila. A mistura reacional € mantida
sob agitacdo em temperatura de 70 °C por alguns minutos e ao final é disposta em Placas

de Petri e secas em capela.

4.4 Microscopia de luz polarizada
Para obtencao das formulacdes, foram feitas misturas binarias entre agua e supra-

anfifilico. As formulagcdes foram colocadas sobre lamina de vidro, cobertas com laminula
e analisadas em microscépio sob luz polarizada. Foi avaliado a homogeneidade dos
sistemas, verificando-se a presenca de area de anisotropia, indicativa da presenca de
cristais liquidos. O intuito foi analisar a formacéo e o tipo de mesofases, ja que se trata de

sistemas liotropicos.

4.5 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)
A andlise por DSC foi realizada num equipamento Mettler DSC 1 (Mettler Toledo,

Gieben, Suica). O instrumento foi calibrado com indio e zinco. A analise foi realizada sob
uma atmosfera de nitrogénio (50 mL mint). Um cadinho de aluminio (40 pL) foi usado para
portar amostra e como referéncia. As curvas DSC foram registadas a razdo de
aquecimento de 10 °C mint. A faixa de andlise foi de -80 °C a 130 °C. Os dados
calorimétricos se mostram importantes pois podem demonstrar como 0S agentes

influenciam no comportamento termodinamico da matriz (CHADHA; BHANDARI, 2014).
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4.6 Estudos de bioadeséo
A forca bioadesdo pode ser mensurada entre diversas superficies biolégicas, no

caso foi utilizada a pele de orelha de porco para simular o estrato corneo humano. As
amostras foram avaliadas por TA-XT plus texture analyser (Stable Micro Systems, Surrey,
Inglaterra) em Hold Until Time (HUT) mode. Orelhas de porcos frescas foram obtidas a
partir de porcos saudaveis e manipuladas para o ensaio tal como descrito por Dick e Scott
(1992). As orelhas foram lavadas com agua (25 + 0,5 ° C), a pele intacta foi removida a
partir de cartilagem com auxilio de um bisturi e uma camada de 400 pm de espessura de
estrato corneo e epiderme foram removidas do tecido gordo com um dermatométro. As
peles foram congeladas em -20 ° C e ndo armazenadas por mais de 4 semanas (Urban et
al., 2013).

4.7 Conclusdes preliminares e escolha do sistema para incorporacao.
A partir dos dados coletados, foram elegidas duas formulaces para prosseguir 0s

estudos de incorporacdo das moléculas organicas e inorganicas.

4.8 Sintese e caracterizacdo das nanoparticulas de prata.

4.8.1 Sintese
A sintese em meio aquoso foram feitas utilizando duas vias: a) Utilizando acido

tanico como controle (BASTUS et al., 2014), e b) Utilizando meglumina como agente
redutor. A sintese por Bastus consiste em um meio aquoso contendo citrato e &cido tanico,
em manto de aquecimento e sistema de refluxo. Quando o baldo comeca a suar é
adicionado o nitrato de prata, apos isso, é centrifugado e retirado o sobrenadante. A
sintese com meglumina também foi utilizado um sistema de aquecimento em refluxo, se
testou por 2 vias: uma com a meglumina e acido graxo na solucdo aquosa, e depois
adicionado o nitrato de prata e outra com a solu¢cdo aquosa com o nitrato de prata e
titulando meglumina sobre a solucdo — ambas vias mostraram agregacdo. A

caracterizacao destes sistemas também foi contemplada.

As analises foram realizadas em Analisador de particulas ZetaSizer Nano-ZS,
Malvern Instruments. O didmetro médio e o indice de polidispersidade das nanoparticulas
foram determinados através da técnica de espalhamento dinadmico de luz (DLS) (LIANG
et al., 2019). As analises de potencial zeta foi efetuada baseada no efeito de Doppler, ou
seja, na alteracao da frequéncia sofrida pela luz dispersa por uma particula em movimento
e determinado o potencial de superficie. Para a realizacdo das medidas do potencial zeta,
as amostras foram diluidas em agua purificada (LIU; WANG; ZHANG, 2012)



37

4.9 Incorporacéao e Caracteristica macroscopica do sistema.
Foram incorporado fluoresceina em duas concentracdes 0,1% e 1%, ao passo que

a AgNP foi incorporada na concentragdo de 10mM. Foi realizado uma analise visual de
cada formulag&o.

4.10 Microscopia de luz polarizada — com e sem Marcador/ NP
A microscopia foi realizada como descrito no item 4.4. O intuito da analise é

observar diferenca da estruturacao antes e depois da incorporacdo dos agentes organico

e inorganico.

4.11 Microscopia de luz polarizada - Hot stage
A microscopia foi realizada sob taxa de aquecimento constante de 1 °C.min-1 e o

resfriamento ndo teve taxa de resfriamento controlada. As imagens foram registradas em

camera do préprio microscopio,

4.12 Microscopia de fluorescéncia
A microscopia de fluorescéncia foi realizada em microscopia com luz na regiao do

ultravioleta. Como a fluoresceina tem 6tima sensibilidade, ndo foi possivel realizar na
concentracdo de 1% e 0,1% pois extrapolava o que era possivel visualizar. Foi utilizado a

concentracéo 0,01% para analise da estrutura.

4.13 Analises reoldgicas
Como o intuito é a aplicacao tépica do sistema, a aplicacdo de uma forca para

realizar a espalhabilidade na aplicagcdo pode levar a alteragbes importantes na matriz,
podendo favorecer o processo de liberacdo dos agentes. Para isso, a reologia foi utilizada
como ferramenta para obtencdo do comportamento visco-elastico e entendimento de

parametros estruturais e fisico-quimico perante a uma forca orientada.

4.13.1 Andlise reolodgica continua
Foram obtidos reogramas dos sistemas selecionados empregando redmetro no

modo fluency (flow), e de acordo com a consisténcia de cada formulacéo, utilizou-se
geometria placa/placa, as temperaturas de 25 e 37 °C. A taxa de cisalhamento a ser utilizar

para a curva ascendente sera de 0 a 100 s-! e para a curva descendente, de 100 a0 s *
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durante 120 segundos cada (DE KRETSER; BOGER; SCALES, 2003; FARJAMI;
MADADLOU, 2019).

4.13.2 Andlise reoldgica oscilatéria
A analise oscilatéria foi empregada com redmetro utilizando geometria cone/placa,

conforme a consisténcia de cada formulacao, sendo realizadas em temperaturas de 5, 25
e 37 °C. Para a realizacao do teste de varredura de tensdo, utilizarou-se o rebmetro no
modo amplitude sweep, podendo assim determinar a regido viscoelastica. A faixa de
tensdo de cisalhamento de 0 a 50 Pa e frequéncia de 1 rad/s. Posteriormente, com a
determinacao da tensdo de 10 Pa da regido viscoelastica, utilizando o redmetro no modo
frequency sweep para a realizacdo do teste de varredura de frequéncia, para a
determinacao do médulo elastico (G’) e mddulo viscoso (G”). A faixa de frequéncia sera
de 0 a 10 Hz, a tensdo de 10 Pa (DE KRETSER; BOGER; SCALES, 2003; FARJAMI;
MADADLQU, 2019).

4.14 Planejamento de experimentos, analise e interpretacdo dos dados
Os resultados foram analisados em triplicata e comparados estatisticamente

utilizando andlise de variancia. Para comparacdes individuais foi realizado o teste post-

hoc de Tukey's. *p<0,05 e **p<0,01 foram usados como critério de significancia.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Planejamento e sintese dos supra-anfifilicos.
O trabalho se iniciou, como citado na introducdo, com o delineamento racional dos

materiais, para quer as propriedades desejadas sejam transpostas para o sistema de liberagéo
final. As unidades constituintes do supra-anfifilico, os building-blocks, foram pensados em fungéo
de sua resposta biolégica — a permeacdo (RUMELHART, 2017).

A interacdo entre acidos organicos e aminas € bem conhecida e descrita em literatura. Ha
formacgéo do par ibnico unido por interacao eletrostatica. A partir desse conhecimento se delineou
os adutos de meglumina com acidos graxos (CASSIMIRO et al., 2012). A sintese inicialmente foi
estudada variando parametros para maior entendimento do sistema:

. Fatores intrinsecos a molécula;

. Fatores intrinsecos ao meio;

. Parametros do processo de sintese (como temperatura, agitacao, estequiometria).
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A proporcao estequiométrica entre os reagentes (Meglumina - 4cido graxo) mostrou, em
estudos do grupo, que o aumento da proporcdo de meglumina afeta consideravelmente a
estruturacdo do sistema liquido-cristalino.

O fator intrinseco a molécula esté relacionado ao tipo de molécula usada para formacgéo
do supra-anfifilico e, que por ora, se variou a cadeia de acido graxo para se analisar o
comportamento do sistema. As diferencas sdo mostradas e explicadas no decorrer dos testes.

O meio reacional pode interferir na sintese, como alguns sistemas da literatura mostram
(AMOABEDINY et al., 2018). Optou-se por utilizar solventes organicos para solubilizar bem a
meglumina, que foi solubilizada em metanol, e os acidos graxos, solubilizados em acetato, para
se garantir cinética da sintese, que as moléculas estardo solvatadas. A Figura 9 e 10 mostram
como se procedeu a sintese descrita ha metodologia.

Figura 9 - Esquematizacéo da sintese do supra-anfifilico

7 70°C
MEG ey Acido graxo mmmssssm) Supra-anfifilico

Agitagdo cte
Em

Acetato de etila
metanol

Fonte: Autor

Figura 10 - llustracdo de como é dada a sintese dos supra-anfifilicos
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Os materiais finais obtidos foram um p6 branco para o acido estearico-megluina (MGAE) e
um gel male&vel para o acido oleico-meglumina (MGAO). Destaca-se a diferenca macroscopica ja
existente entre os materiais, ocasionado provavelmente pela tor¢do na cadeia do acido oleico. Foi
realizado uma curva termogravimétrica (TG) como controle e se observou que ndo houve residuos

de solvente orgéanico na sintese.

5.2 Obtencéo dos géis liquido-cristalinos
Os sistemas foram obtidos em varias propor¢des de agua/ supra-anfifilico, de 10% até 90%

(m/m), para se observar como 0 excesso ou escassez de agua influencia na estrutura
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supramolecular dos cristais-liquidos e como isso afeta suas propriedades fisico-quimicas. A
mistura foi feita por agitacdo manual. O nome de cada formulacdo foi dado em funcédo da
porcentagem de supra-anfifilico no sistema: MGAE 1 sendo 10% supra-anfifilico e 90% &gua;
MGAE 2 sendo 20% de supra-anfifilico e 80% agua; assim por diante, e esta demonstrado na
Tabela 2.

As diferentes proporcdes jA demonstraram diferencas macroscépicas, ao passo que o
MGAE 2 ja é um gel maleavel, sendo somente a MGAE 1 liquida; o sistema com acido oleico
somente apresenta essa propriedade a partir da formulacao 4. Isso demonstra que a tor¢do na
cadeia altera as propriedades de fluxo do sistema de liberacao, a tor¢ao leva a predominancia do
comportamento liquido.

O sistema MGAE possui uma caracteristica peculiar: transi¢cdo gel-sol, o que ndo ocorre
no sistema MGAO por isso se estudou a microscopia de luz polarizada em diferentes situagdes:
0 sistema no seu preparo e o sistema aguecido e em seguida resfriado. A finalidade é ver a
termoreversibilidade dos géis. A transigdo de fase estd também esta explorada nos estudos de
DSC (ARAFA; EL-KASED; ELMAZAR, 2018).

A Figura 11 mostra as imagens obtidas pela MLP. A amostra 1 do sistema MGAE e a
amostra 1 e 2 do sistema MGAO apresentaram campo escuro. As demais amostras apresentaram
a formacgéo de estrias, indicando a formacdo de um sistema de mesofase hexagonal, que é a
organizacao do sistema em cilindros (MAKAI et al., 2003).

O sistema MGAE possui um elevado grau de estruturacdo, em uma concentragéo de supra-
anfifilico menor que o0 MGAO, ele é capaz de se organizar em uma estrutura em cristal-liquido.
Isso é devido a sua maior lipofilicidade, pois a cadeia saturada possui maior entropia no meio
agquoso, o que favorece as cadeias se organizarem lado-a-lado para reduzir a energia livre do
meio, estruturando-se em uma micela, e consequente um cristal-liquido, em menor concentracao.
(LIANG et al., 2019).

Quanto as mudancas em relacdo a temperatura, pode-se observar a termoreversibilidade
do sistema MGAE, enquanto que o sistema MGAO nédo apresenta mudancas em sua estrutura.
Isso tem uma importancia muito grande do ponto de vista da farmacotécnico. Pode-se trabalhar o
sistema MGAE em uma temperatura alta, seja para incorporar uma molécula num sistema com
menor organizacdo; ou para liberacdo apés desestruturamento, que pode alterar as taxas de
liberacdo do farmaco (CHILKOTI et al., 2002; SAHOO et al., 2013).

Tabela 2 - Propor¢éo de agua e supra-anfifilico nas formulagdes

Formulagao Porcentagem Porcentagem de
de agua supra-anfifiico
MGAE e MGAO 1 10% 90%
MGAE e MGAO 2 20% 80%
MGAE e MGAO 3 30% 70%

MGAE e MGAO 4 40% 60%




MGAE e MGAO 5

50%

50%

MGAE e MGAO 6

60%

40%

MGAE e MGAO 7

70%

30%

MGAE e MGAO 8

80%

20%

MGAE e MGAO 9

90%

10%
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Figura 11 - Microscopia de luz polarizada demonstrando as mesofases obtidas

Sem aquecimento

Fonte: Autor

42



43

5.3 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)
A analise térmica tem como objetivo o estudo de uma propriedade em funcdo da

temperatura. O DSC é o estudo do fluxo de calor de uma amostra em funcdo da temperatura,
através de aquecimentos, resfriamentos ou isotermas. Com o fornecimento de calor para a
amostra, isso favorece o acontecimento de eventos endo ou exotérmicos, elucidando as transicoes
gue ocorrem no material (CHADHA; BHANDARI, 2014).

O trabalho trata do estudo das estruturacdes dos géis e o DSC faz um papel-chave para
entendimento desses sistemas, mas para isso precisamos definir quais os tipos de agua que se
pode estar presente e que serdo estudadas. Quando se trata dos tipos de 4gua no sistema ha 3
tipos: agua livre, agua adsorvida (interfacial) e agua ligante (PING et al., 2001; TALIK; HUBICKA,
2018).

- A 4gua livre é a agua dispersante na substancia coloidal. E a 4gua mais facilmente
retirada e se apresenta menos ligada ao sistema, sendo importante para parte hidrofilica do
sistema de liberacédo, pois ela esta disponivel para fazer interacdes e solvatar moléculas (PING
et al., 2001; TALIK; HUBICKA, 2018).

- A agua interfacial fica parcialmente presa a superficie de macromoléculas coloidais,
ocorre adsor¢ao da molécula por ligagcdes de hidrogénio e forcas de van der waals. Ela é retiravel
do sistema, porém mais dificilmente que a agua livre (PING et al., 2001; TALIK; HUBICKA, 2018)

- A 4gua ligada é presa na estrutura do sistema, tendo uma orientagdo bem definida e é a
que esta ligada intimamente a parte polar do sistema. E importante destacar que essa agua n&o
apresenta eventos no DSC, por estar tdo ligada ao sistema ela nao é congelavel (PING et al.,
2001; TALIK; HUBICKA, 2018). Portanto, os eventos analisados serdo referentes a agua livre ou
interfacial e pela diferenca entalpica deste evento com o total esperado para o sistema é possivel
se determinar sua quantia.

Foi iniciado inicialmente uma curva com os materiais puros, para se observar a fusdo de
cada um, demonstrado na Figura 12. Pode-se notar que houve a formacdo do aduto
supramolecular pelo deslocamento da fusdo do material no acido estearico e a auséncia de
eventos no acido oleico (CASSIMIRO et al., 2012)



As curvas dos sistemas 1 a 9 foram obtidas e estdo demonstradas na Figura 13. As
informagdes quantitativas de interesse estdo na Tabela 3: para o sistema MGAE s&o analisadas
a quantia de agua e a temperatura de transicdo gel-sol e vitrea, para o sistema MGAO ¢ analisado

Figura 12 - Curva DSC para os precursores e os supra-anfifilicos
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a quantia de 4gua somente.

Figura 13 - Curvas DSC para os géis obtidos. MGAE demonstrando transi¢éo vitrea, fusdo da 4gua e

transicdo gel-sol ao passo que o MGAO s6 demonstra fusédo da agua.
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A tabela 2 mostra transi¢cdes que serdo analisadas.
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Tabela 3 - Dados quantitativos obtidos por DSC

Sistema Temp. T onset da Entalpia/ Quantia de Temp. de
transicao fusdo da quantia de agua agua livre transicao
vitrea agua (°C) (J.g) gel-sol

MGAE 1 -24,41 -0,78 206,505 61,64 % 41,48

MGAE 2 -25,63 -1,31 173,384 51,76 % 43,88

MGAE 3 -27,38 -2,44 132,86 39,66 % 49,02

MGAE 4 -27,02 -2,78 83,184 24,83 % 50,21

MGAE 5 -27,78 -4,25 43,605 13,02 % 50,88

MGAE 6 -27,94 -7,63 17,96 5,36 % 52,11

MGAE 7 -28,52 -17,28 12,234 3,65 % 56,47

MGAE 8 -28,38 -25,71 4,732 1,41 % 56,62

Sistema T onset da fusdo Entalpia/ quantia Quantia de Quantia de

da agua (°C) de dgua (J.g?) agua livre agua ligada

MGAO 1 -1,11 237,951 71,03 % 28,97 %

MGAO 2 -2,12 128,84 38,46 % 61,54 %

MGAO 3 -2,73 78,05 23,30% 76,70 %

MGAO 4 -3,78 56,616 16,90 % 83,10 %

MGAO 5 -13,55 16,75 5,00 % 95,00 %

MGAO 6 -29,77 12,78 3,81 % 96,19 %

MGAO 7 -29,06 11,094 3,31% 96,69 %

MGAO 8 -36,63 5,004 1,49 % 98,51 %

MGAO 9 -31,85 2,063 0,62 % 99,38 %

Pode-se observar no sistema MGAE puro ndo apresenta transicao vitrea. Isso se deve que
somente na presenca de 4gua o sistema € capaz de realizar a transicdo de estado vitreo para
borrachoso. Essa mudanca se deve a um afrouxamento das cadeias do polimero, com a 4gua que
permite um movimento de deslizamento entre as cadeias de supra-anfifilico e como resultado
observa-se a transigéo vitrea. Quanto mais diluido o sistema maior a temperatura da transicao
(mais proxima de zero graus), sugerindo que a presenca de agua facilita a transi¢éo, ou seja, o
deslocamento entre as cadeias (NEMILOV, 2018).

O pico analisado para célculo da quantia de agua livre do sistema foi o de fuséo. O pico de
congelamento, quando a agua absorve calor para formar o reticulo cristalino (evento endotérmico),
podendo ocorrer isso das moléculas vizinhas, ocasionando uma entalpia de um valor menor que
ocorrido de fato. Por isso opta-se por utilizar a fusdo. Além disso, a transi¢do vitrea é somente
visivel no aquecimento. A formula demonstra como foi realizado o célculo (NEMILOV, 2018;
TOURNIER, 2012).

% dgua na formulagio * entalpia de fusao normalizada

% agua livre = - - -~
entalpia normalizada da agua pura

A temperatura de transigdo gel-sol aumenta com a diminuicdo de &gua do sistema,

indicando que o sistema mais disperso tem o afrouxamento das ligagGes, que atuam como uma
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rede integralizada para manter o sistema polimérico unido no estado gel, para a solugéo coloidal,
gue € o estado sol. Quanto maior a quantia de agua no sistema, mais fracas se dao as forcas
supramoleculares gue mantem o sistema coeso no estado gel, o estado mais rigido, por isso se
tem um deslocamento para temperaturas menores (TOURNIER, 2012).

Para o calculo de quantia de agua no sistema se adotou a agua com um AHf = 335 mJ/mg
(medido em laboratério). Os sistemas de 6 a 8 apresentaram a agua intimamente ligada a ao
supra-anfifilico, sendo, portanto, interfacial e ligada (DANDURAND et al., 2015).

No sistema MGAO como ndo ocorre transicdo vitrea nem gel-sol, isso se deve as
caracteristicas intrinsecas do sistema. Enquanto que o MGAE se comporta como um polimero, o
MGAO € um gel (JEONG,; KIM; BAE, 2012).

5.4 Bioadeséo
As curvas DSC para os sistemas visaram estudar o tipo de 4gua ligada e como esse tipo

de agua pode influenciar na bioadesividade com o estrato corneo. A Figura 14 ilustra os valores
medidos. As amostras 1 e 2 ndo apresentaram valores de bioadesé&o significativos, por isso foram
descartadas.

Figura 14 - Forca bioadesiva dos géis
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A forca de bioadesédo é a forca de destaque da amostra, enquanto que o trabalho de
bioadesdo é a area sobre a curva. Priorizou-se por usar a trabalho, pois ela é a quantidade de
forca em uma unidade normalizada em funcéo do tempo necessario para se destacar a sonda da
amostra. O trabalho de bioadesé&o sofre algumas interferéncias, como por exemplo, se a amostra
for muito pegajosa e ao invés de um pico bem definido ird aparecer um alargado (OSHIRO JUNIOR
et al., 2015). Pode-se notar uma correlacdo entre o percentual de agua ligada — obtida no estudo
de DSC - e a biosedao, quanto maior a quantia de agua ligada, maior é a capacidade bioadesiva
da formulacdo. Espera-se fazer futuramente um estudo estatistico de correlagdo para validar essa
hipotese.
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5.5 Conclusdes preliminares e escolha do sistema para incorporacao.
Com base nos estudos demonstrados até agora, optou-se por prosseguir o estudo com as

formulacdes MGAE 5 e MGAO 5. Elas apresentam alta bioadesdo e a estrutura homologa. A
mesma concentracdo de supra-anfifilico permitird a propria comparacao entre os sistemas de
liberacdo e espera o entendimento das propriedades fisico-quimicas destacadas na interagcdo com

0 marcador e nanopatrticula.

5.6 Sintese das nanoparticulas de prata (AgNP)
A sintese foi desenvolvida por 2 metodologias: um padréo, j4 descrita na literatura, que

serd usada como grupo controle, e outra que esta sendo desenvolvida por uma via inovadora,
utilizando a meglumina como agente redutor.

A sintese padr&o foi segundo a metodologia de Bastis (BASTUS et al., 2014). Em um
baldo om 100 mL de &gua destilada, foi adicionado citrato de sdédio (5mM) e acido tanico
(0,025mM), o sistema foi colocado em uma manta de aquecimento e acoplado a um condensador
em refluxo, quando o baldo comegou a suar, foi adicionado a prata (424,6 mg para uma
concentracao final de 25mM). A solucéo foi retirada do aquecimento logo em seguida. Para
purificacdo, foi realizada a centrifugacdo e retirado o sobrenadante. As particulas foram
redispersadas em agua deionizada, a analise do tamanho foi realizada em DLS (dinamic light
scattering) e se verificou um tamanho de 12,4 nm.

Além dessa metodologia, a que envolve a meglumina como agente redutor estd sendo
trabalhada, foi testada algumas concentra¢des de meglumina em meio aquoso e logo em seguida
adicionado o nitrato de prata (como na metodologia acima). Porém o resultado € insatisfatorio, a
meglumina reduz muito rapidamente a prata, o que leva a um fenbmeno de nucleacdo e
crescimento muito rapido da partida, obtendo assim uma macroparticula (TAK et al., 2015).

Para tentar contornar este problema com a meglumina reduzindo rapido demais, foi testado
com titulometria de uma solucdo de meglumina sobre uma solugéo de nitrato de prata e o resultado
aparenta estar melhor, houve diminuicdo da agregacdo, porém espera-se obter uma particula na
faixa de 10-20 nm como a descrita na literatura. A literatura aponta também que polimeros em
solugdo ajudam a controlar o crescimento das particulas, por isso também esta sendo testado com
os supra-anfifilicos no meio, porém até agora nao se obteve resultado satisfatério. Como a
meglumina é um agente redutor muito forte, essa nucleacao acontece de forma muito abrupta,
levando a um crescimento exacerbado da particula. A Figura 15 ilustra o precitado obtido pelo

método da literatura e o nucleado testado pela redugdo com meglumina.
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Figura 15 - llustracdo do obtido das sinteses de nanopaticula de prata, a esquerda o grupo controle
(precipitado por centrifugacéo) e a direita com meglumina como redutora

-
-

Fonte: Autor

5.7 Incorporacéo e Caracteristica macroscopica do sistema.
O teste de incorporacdo foi feito em diversas contracdes para se observar como a

fluoresceina, que € um marcador solivel em &agua, responderia a diversas concentragfes do
sistema. Adicionalmente, foi testada uma concentragdo maior de marcador para se observar como
0 sistema respondia, visto que a taxa de liberagédo de farmaco € alterada pela concentragdo do
mesmo em uma forma farmacéutica.

A quantia de 0,1% (m/m) foi delineada esperando-se observar o marcador em uma
concentracdo baixa na matriz (AL-LAWATI; BINKHATHLAN; LAVASANIFAR, 2019). Além disso,
a técnica de fluorescéncia, na qual se propde utilizar como método analitico, € uma técnica
extremamente sensivel, capaz de detectar nanogramas de composto, por isso se precisa trabalhar
numa faixa menor para nao ocorrer extrapolagdo do maximo de quantificado, ou seja, se manter
na faixa de trabalho linear na curva de calibracdo (RIBANI et al., 2004). Pode-se notar uma
diferenca acentuada de cor de 0,1% para 1%, isso sera explorado tanto na MLP quanto no DSC,
e que revelou uma alteracdo estrutural importante do sistema.

Para a incorporacao das nanoparticulas, foi estudado os artigos da literatura para ver quais
as concentracdes inibitérias minimas (MIC) para nanoparticulas de prata de tamanho na faixa de
10-20 nm (o tamanho afeta a MIC). Foi visto em 10 mM € capaz de inibir cepas de E. Coli e
Staphylococcus Aureus, bactérias da microbiota e responsavel por diversas doengas como em
feridas. Logo se estipulou 50 mM de prata para o sistema de liberacao, a prata incorporada esta
dispersa na fase aquosa antes de ser incorporado o supra-anfifilico ao sistema (BURDUSEL et
al., 2018; TAK et al., 2015). A mistura foi feita por espatulagdo. A Figura 16 mostra os sistemas

obtidos com fluoresceina.
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Figura 16 - llustracdo de cada formulacéo contendo o marcador. A esquerda, o sistema MGAE das formulacdes 2 a 5
e no MGAO de 1 a 5, todas com 0,1% de fluoresceina; a direita, em 0,1% e 1 % de fluoresceina.

Concentragdo crescente de supra-

anfifilico

Fonte: Autor

5.8 Microscopia de luz polarizada — com e sem Marcador/ NP
O marcador foi incorporado em 2 concentragéo: 0,1% e 1% (m/m) no sistema. Observou-

se ambos mantiveram a mesofase hexagonal e que o marcador esta totalmente disperso no
sistema, pois ndo ha visualizagédo de cristais de marcador. A Figura 17 demonstra as imagens

obtidas pela microscopia.

Figura 17 - Imagens da microscopia de luz polarizada do sistema sem incorporar ativos, com a
nanoparticula de prata e com a fluoresceina nas concentracdes de 0,1% e 1%

| 1% de Fluo

Nanoparticula de prata
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1% de Fluo

Fonte: Autor

A diferencga visualizada foi que as estrias de ambos o0s sistemas aparentaram estar mais
condensadas, como se tivesse ocorrido um maior empacotamento devido a maior concentracao
de fluoresceina no sistema de liberacdo. Essa diferenga serd melhor explorada e explicada com
as curvas DSC.

A adicdo das AgNP ao sistema ndo causou nenhuma alteracdo estrutural a ele. As AgNP
tém carater hidrofilico, logo espera-se uma maior afinidade pela por¢éo hidrofilica do sistema.
Além disso, o tamanho nanométrico e a baixa concentracdo no sistema contribuem para poucas
mudangas estruturais. Como visto no marcador, a contragdo e dependente de mudangas
estruturais importante, no caso da AgNP é mais do que suficiente a concentracdo atual (KIM et
al., 2015).

5.9 Microscopia de luz polarizada - Hot stage
Ambos sistemas de liberacdo apresentam mesofases hexagonais, porém o sistema MGAE

tem a particularidade da transicdo-sol. Para uma andlise mais minuciosa desse fendmeno foi
utilizado o hot stage, que consiste no aquecimento acoplado ao microscépio de luz polarizada e
possibilita visualizar e analisar 0 que acontece com a organizacdo do cristal-liquido
especificamente apds a transi¢éo de fase (Diogo e Moura Ramos, 2014). A amostra foi aquecida
de 25 °C a 50°C em taxa constante de 1 °C.min! e resfriado sem controlar a taxa de resfriamento.

A Figura 18 ilustra as imagens obtidas pela microscopia
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Figura 18 - Imagens de microscopia de luz polarizada acoplada a hot stage, ilustrando a transicéo de fase
do MGAE e o gel MGAO

Resfriamento

MGAO

.4

Fonte: Autor

Como pode-se observar na Figura 18, o sistema a temperatura de 25°C se apresenta com
estrias bem definidas, caracterizando a mesofase hexagonal. Em 45°C as estrias comecam a se
desfazer e aos poucos comegam a aparecer cruzes de malta, essa transi¢éo lentamente até 50°C.
O resfriamento ndo é possivel ser feito a taxa controlada. Observou-se que o sistema volta a
reestruturar em mesofase hexagonal, as estrias aparecem do mesmo modo como antes do
aquecimento. A estruturacdo do MGAE € dependente da temperatura, isso € importante pois pode
se pensar em diversas aplicabilidades em funcéo disso, como liberacdo em funcéo da transicao.
O sistema MGAO néo apresentou nenhuma alteracdo (JEONG; KIM; BAE, 2012; OWENS et al.,
2016).

A microscopia demonstra o comportamento do gel termoreversivel do smartgel. Esse
comportamento termoresponsivo serd explorado na liberagédo e permeacéo. Os testes serdo feitos
em temperaturas anterior e posterior a transicdo gel-sol para verificar se ha mudanga nas taxas
de liberacdo (GIULBUDAGIAN et al., 2016; NEGRINI; MEZZENGA, 2011). A Figura 19 ilustra
macroscopicamente esse sistema incorporado, notando a mudanca de cor quando o material se

liquefaz, essa diferenca ainda seré explorada.
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Figura 19: Caracteristica macroscopica do polimero MGAE incorporado com fluoresceina antes (esquerda)
e depois (direita) da transicéo gel-sol

Fonte: Autor
5.10 Microscopia de fluorescéncia

Tendo em vista todo potencial do marcador fluorescente, foi realizado a microscopia de
fluorescéncia para analisar como a fluoresceina se dispde na matriz, se ela tem uma maior
afinidade pelos bolsdes lipofilicos ou pelos bolsdes hidrofilicos (MAIONE-SILVA et al., 2019;
RABINOW, 2004).

Foi realizado este teste em 3 concentracdes: 1%; 0,1% e 0,01%. As duas concentracdes
mais altas ndo foram passiveis de uma boa visualizagdo, isso ocorre devido a altissima
sensibilidade da fluoresceina, que em presenca da excitacdo emite muita luz, ofuscando o
visualizador. Na concentracdo de 0,01% é possivel ver as estrias do sistema, sugerindo que a
fluoresceina permanece nas partes hidrofilica. Isso é estipulado pelo marcador, ou seja, a cor
verde, estar intensa fora das lamelas, que sédo a porcéo lipofilica do sistema. (YAN et al., 2017). A
figura 20 mostra a imagem obtida.

Além disso, a microscopia sera usada numa etapa posterior do trabalho, apds a permeacao
se pretende fazer um corte histolégico na pele e fazer uma leitura de fluorescéncia, para se
observar como a passagem do marcador estd se dando pela pele (CANCEL; TARBELL; BEN-
JEBRIA, 2004).
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Figura 20 - Imagens de fluorescéncia do MGAO (esquerda) e do MGAE (direita), ambos em concentracéo
0,01% (m/m)

| MGAE 0,01%

MGAO 0,01%

Fonte: Autor

5.11 Calorimetria exploratéria diferencial - DSC
O sistema MGAE tem duas transi¢cdes de fundamental importancia a ser analisada: a

transigao vitrea e a transicao gel-sol. A transicao vitrea compreende o gel ir do estado rigido para
um estado onde as ligacdes supramoleculares estdo mais relaxadas (estados borrachoso), sendo
este um comportamento tipico de materiais poliméricos. A transi¢do gel-sol € uma transigdo de
fase do material do estado gel para o estado sol, um estado menos organizado e com maior fluidez
(ARAFA; EL-KASED; ELMAZAR, 2018; SAHOO et al., 2013; TOURNIER, 2012).

No sistema MGAO como nédo ocorre henhum tipo de transicdo de fase, isso se deve as
caracteristicas intrinsecas do sistema. Enquanto que o MGAE é um sistema com caracteristicas
poliméricas, 0 MGAO apresenta um comportamento tipico de um gel. A Figura 21 ilustra as curvas

obtidas nos experimentos.
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Figura 21: Curvas DSC obtidas demonstrando o marcador puro, o sistema de liberag&o e incorporacéo
com 0,1% e 1% de fluoresceina e nanoparticulas de prata.
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A incorporagao de marcador na concentragéo de 1% demonstrou um resultado peculiar. O
evento de congelamento e fusdo da dgua néo apareceu. Isso leva a crer que a fluoresceina em
uma maior concentragdo leva a estruturar totalmente a agua no sistema. Este fendmeno é
observado em ambos sistemas, pois uma fragdo muito pequena de agua que chega a fundir. Isso
também pode ser visto na microscopia pelo arranjo mais denso das lamelas. A concentracdo de
marcador alterou as propriedades fisico-quimica do sistema, levando a um novo arranjo
supramolecular onde a 4gua esta totalmente ordenada e presa ao gel (KIM et al., 2015).

A incorporacgdo das nanoparticulas de prata teve pouca influéncia no sistema de liberagéo.
Pode-se notar que tanto a quantia de agua livre de ambos sistemas e nem as transicdes de fase
tiveram alteracdo expressiva na temperatura em qual ocorrem. Isso sugere que o gel consegue
comportar tais moléculas sem demais alteracdes estruturais, fator que pode ser atribuido a
hidrofilia, tamanho e concentragdo das particulas, que levam ela a ter tropismo pela fase aquosa
do sistema, permitindo-as compor-se na fase aquosa sem alteragfes estruturais no cristal-liquido
(MATTIA; OTTO, 2015).
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5.12 Reologia

5.12.1 Analise reoldgica continua
A reologia € a técnica de escolha quando se busca valores quantitativos para descrever a

resisténcia ao fluxo (viscosidade). Essa técnica € amplamente utilizada para sistemas de
liberacdo, em especial sistemas de uso tépico, pois fornece parametros importantes de
estruturagdo e caracteristicas fisico-quimicas do mesmo. Tais pardmetros podem ajudar a predizer
e o melhor entendimento da liberacdo e permeacao de farmacos (ZHANG et al., 2008).

Para os sistemas foi utilizado um dispositivo de placas paralelas com didmetro igual a 20
mm e espacamento entre as placas de 1000 um foi utilizado. A temperatura foi mantida constante,
a 25 + 0,5 °C com o auxilio de um dispositivo “Peltier”. Todas as amostras foram mantidas em
repouso por 3 minutos antes de iniciar as medidas. As propriedades reoldgicas destes sistemas
foram avaliadas por ensaios de escoamento e solicitacdes oscilatorias (CHAN et al., 2017).

Para a caracterizacao de géis supramoleculares dois experimentos reolégicos comuns sdo
geralmente realizados: (1) a resposta linear do médulo (G’ e G”) a uma pequena amplitude fixa de
“stress”, variando a frequéncia e (2) o comportamento n&o linear do médulo a uma frequéncia fixa,
variando-se a tensdo de cisalhamento. Nas medidas reoldgicas se obtém os parametros do
modulo de armazenamento (G’) e mdédulo de perda (G”) em uma faixa de frequéncia ampla
(incluindo baixas frequéncias) dentro da regido viscoeléstica linear. A forga mecénica do gel é
relacionada as magnitudes absolutas dos mddulos e a razdo G'/G” (DE KRETSER; BOGER;
SCALES, 2003; FAN; LIU; WANG, 2016).

A relacdo entre a taxa de deformacéo e a tenséo de cisalhamento prediz o comportamento
de fluxo de amostra. A viscosidade pode aumentar, diminuir ou se manter constante durante a
aplicacdo de forca e pode haver uma forga inicial para amostra comecar a fluir. Tais parametros
sdo importantes para aplicagdo, como o espalhamento da amostra, e para liberagéo, que tende a
sair de uma matriz que esta menos organizada (KIM; MASON, 2017; ZHANG et al., 2008). A Figura
22 ilustra os tipos de comportamentos que podem ser observados a partir de uma reologia de

fluxo.

Figura 22: llustracéo do ensaio reologico de fluxo.
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O ensaio de fluxo foi feito em 2 temperaturas, 25°C, que simula a temperatura ambiente e
37°C que simula a tempera corporal. Estipulou-se essas 2 temperaturas pensando na aplicacao
biolégica e se o sistema néo poderia ter alguma variacdo que pudesse ser interessante. A Figura
23 ilustra os resultados obtidos por reologia.

Figura 23 - Curvas de reologia de fluxo, indicando na imagem quais as curvas de ida e volta.
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Fonte: Autor

No sistema MGAO, pode-se observar que em ambas as temperaturas exibe o
comportamento plastico e tixotropia. E necessaria uma forca inicial para ocorrer o escoamento, e
em seguida a viscosidade cai exponencialmente. Na curva de volta, que é o relaxamento, pode-
se notar que ela ocorre abaixo da ida, caracterizando como um material tixotropico, pois demora
um tempo finito para alcancar uma viscosidade de equilibrio quando ocorre uma mudanca
instantanea no ritmo do cisalhamento (CARVALHO et al., 2013; KIM; MASON, 2017).

O MGAE também é material plastico e tixotropico e 0 mesmo dito ao MGAO vale a ele.
Porém, nota-se que ele necessita de menos tensdo para o cisalhamento, isso sugere que o

sistema MGAO é mais ordenado pois demora mais a ruptura do sistema (LUCERO et al., 2016).
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5.12.2 Analise reoldgica oscilatoria

Nas medidas de reologia oscilatoria, uma torcdo sinoidal é aplicada a uma amostra e a
resposta mecanica é entdo medida em funcdo da frequéncia oscilatéria ou em funcdo da
temperatura. Em um solido puro a maior resposta torcional é observada quanto maior for a forca
aplicada por unidade de area. Assim, nestes sistemas a energia aplicada é usada para garantir a
recuperacgao instantanea do proéprio sistema ao final do “stress” (for¢ca por unidade de area — Pa)
aplicado. Ao contrario, em um liquido Newtoniano a energia aplicada ndo € armazenada, mas sim
dissipada como calor no processo de escoamento. Os materiais viscoelasticos possuem
caracteristicas intermediarias aos sélidos e liquidos (HELGESON, 2016).

Na analise oscilatéria, o modulo de armazenamento ou elastico é representado por G’, um
modulo G’ elevado refere-se a um sistema altamente estruturado e com predominancia do
comportamento elastico (tendéncia a sélido hookeano). A componente G” se refere ao modulo de
perda, que é a energia dissipada ao aplicar uma tensao (refere-se a tendéncia da amostra em se
comportar como um fluido newtoniano).

As preparacdes semi-solidas, como no caso de géis e emulsdes, tem um caréater
intermediario, assim os valores obtidos de G’ e G” podem ser utilizados para se predizer o
comportamento dos sistemas de liberagcdo (BARNES; GENTLE, 2011). A Figura 24 mostra as

curvas obtidas para ambos sistemas.

Figura 24 - Ensaio de reologia oscilatéria
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Fonte: Autor

A varredura de frequéncia demonstra que em ambos 0s materiais ha caracteristicas mais
elasticas do que viscosas, devido aos valores de G” serem inferiores aos de G’. Isso é algo
desejavel a aplicagbes de uso topico, em especial na pele, pois facilitaria a aplicacdo e
espalhamento da formulac@o. Além disso, corrobora com o comportamento tipico de um gel
(G’>G”) e para indicar que é um sistema altamente estruturado (BARNES; GENTLE, 2011; DE
KRETSER; BOGER; SCALES, 2003).

Outro fator é a relacdo G’/G” aumenta proporcionalmente a frequéncia, o que também
indica estruturagdo do sistema. Ocorre uma tendéncia na estruturagdo maior do sistema com o
aumento da frequéncia, € possivel que ao aplicar uma for¢ca sobre o material, como por exemplo,
0 ato de espalhamento de uma formulacdo na pele, compense esse efeito da diluicdo, garantindo
gue a formulacdo permaneca entdo no local de acéo e evite ser rapidamente escoada (CHAN et
al., 2017; FAN; LIU; WANG, 2016).

Além disso, foi realizada um ensaio em fungéo da temperatura, justamente para monitorar
a transigao gel-sol do sistema MGAE e o comportamento do MGAO. A Figura 25 mostra as curvas

obtidas
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Figura 25 - Ensaio de reologia oscilatéria em funcao da temperatura.
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Fonte: Autor

E possivel observar que o MGAE tem a transicdo gel-sol em aproximadamente 48°C, o
gue condiz com os resultados obtidos de microscopia hot stage e DSC, ao passo que o MGAO
ndo muda seu comportamento em fungcdo da temperatura. Nota-se que a componente G” cai
expressivamente, devido a transicdo ao estado sol, nesse momento o “gap” entre os 2 mdédulos
se torna grande e ocorre a desestruturacdo do sistema de liberacdo. Em ambas as curvas o
modulo predominante foi o G’, sugerindo o comportamento de armazenamento, ou seja, 0

comportamento elastico do sistema é dominante (CARVALHO et al., 2013; KIM; MASON, 2017).

6 Conclusodes:
Os resultados mostram que o tipo de &cido graxo utilizado como precursor afeta

diretamente estrutura supramolecular e as caracteristicas fisico-quimicas do sistema de liberacao.
Observou-se que ambos materiais sdo capazes de se estruturar em um cristal-liquido em meio
aquoso de mesofase hexoganal, além disso, o sistema MGAE forma estrias numa concentracao
menor que o MGAO, mostrando que saturacao favorece a organizacao das lamelas. O estudo de
DSC mostrou que os analogos tem comportamento bem distinto, ao passo que o MGAE tem o
comportamento de um polimero — por ocorrer transi¢cao vitrea e transicdo gel-sol — o sistema
MGAO nao apresenta nenhum evento além da fusao da agua. Isso demonstra como a tor¢ao na
cadeia do acido insaturado altera as propriedades quimicas. A transicdo de fase ocorre por

rompimento de ligacdes de hidrogénio, como ela ndo ocorre isso sugere que a tor¢cao dificultando
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arranjo lado-a-lado das cadeias do tensoativo. Também foi analisado o percentual de agua ligada
em cada formulacdo. Além disso, no DSC foi observado que a concentracdo de agua afeta as
transicbes de fase, quanto mais agua, menor € a temperatura de transicdo, indicando maior
facilidade de romper as ligagdes de hidrogénio. O estudo de bioadesdo mostrou que as amostras
sdo altamente bioadesivas (comparado com valores de literatura) e que o0 maximo de bioadesao
ocorre na formulacdo nas formulacbes MGAO 4 e MGAE 5 e que pode estar relacionado com o
percentual de 4gua ligada. A partir desses estudos, foram propostas as formulacdes para MGAO
5 e MGAE 5 para continuacéo dos estudos de incorporagfes dos agentes organicos e inorganicos.

No escopo de sintese das nanoparticulas de prata, a sintese segundo metodologia da
literatura se mostrou reprodutivel. A sintese que proposta utilizando meglumina como agente
redutor mostrou agragacéao, isso ocorre pela meglumina reduzir muito rapido e fortemente a prata
para prata coloidal.

A incorporagéo da fluoresceina se deu em 2 concentragfes: 0,1% e 1%. A incorporagdo
de prata foi em 10 mM. Os estudos de microscopia de luz polarizada ndo mostram alteragbes na
matriz na concentragdo de 0,1% de fluoresceina e com a AgNP, porém em 1% de marcador as
estrias aparentam estar bem mais proximas umas das outras. No estudo de DSC, a concentragéo
0,1% de fluoresceina e a AgNP também ndo fizeram nenhuma modificagdo na matriz,
demonstrado pela quantia de agua livre que néao foi alterado na incorporacao de ambos. Porém,
na concentracao de 1% a fluoresceina mostrou uma elevada estruturacao da agua na formulacao,
reduzindo o percentual de agua livre. Isso sugere que a fluoresceina em alta concentracdo faz a
agua pertencer a estrutura do material, fazendo assim uma nova estrutura, que tem pouca agua
de solvatagéo (agua livre).

O resultado é promissor no sentindo de propor um avanco aos sistemas de liberacdo de
farmacos, entendendo como um arranjo hierarquico, caracteristico de sistemas nanoestrututados
e liquido-cristalinos, afetam nas propriedades fisico-quimicas e sua consequente resposta com o

organismo.
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