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RESUMO

Supra-anfifilicos sdo moléculas com capacidade de auto-organizacdo em variadas estruturas
mantidas por interacbes ndo-covalentes e, por isso, muitas vezes sdo desenvolvidas
mimetizando sistemas bioldgicos. Inicialmente, este trabalho descreve o estudo comparativo de
dois acidos graxos homdlogos, acido estearico e acido oleico interagindo com o carboidrato
meglumina (AOMEG e AEMEG), formando supra-anfifilicos mantidos por interacfes
eletrostaticas, preparados em diferentes raz6es molares, 1:1, 1:1,5 e 1:2 do &cido graxo em
relacdo a meglumina, com diferentes proporcdes de solventes e com adi¢do de 60% de agua a
diferentes temperaturas, 65, 72 e 80°C. Um delineamento experimental foi realizado para
otimizar a sintese, usando como respostas a bioadesao in vitro, anisotropia em microscopio de
luz polarizada e temperatura de fusdo da dgua por DSC. Pelas superficies de resposta, sistemas
de AOMEG séo influenciados pela quantidade de solvente e pela razado molar, enquanto apenas
este Ultimo gera respostas diferentes para sistemas de AEMEG. Em seguida, nove sistemas de
cada &cido graxo nas proporcdes molares 1:1 e 1:2 foram sintetizados em auséncia de solvente,
contendo de 10 a 90% de agua adicionada a 65°C e estudados quanto aos tipos de agua,
bioadesividade e organizacdo estrutural, cujos resultados indicaram que em baixas
concentracdes de supra-anfifilicos (inferior a 30%) ndo é possivel a organizacdo dos sistemas,
visto que estes sdo mantidos por ligacGes de hidrogénio. Acima de 40% de supra-anfifilicos,
todos os sistemas apresentam bioadesividade superior a um material comercial, além da adicdo
crescente de agua alterar seu comportamento, partindo de agua ligada a agua livre, mudanca
notada em sistemas contendo acima de 50% de supra-anfifilico. Por esses resultados, sistemas
sintetizados com 50% de supra-anfifilico apresentam caracteristicas interessantes para
aplicacbes biomédicas. Por esse motivo, incorporou-se 0,1% do farmaco dexametasona nos
quatro sistemas de ambas propor¢des molares de acido oleico e &cido estedrico em relacdo a
meglumina, estudando a liberacdo do farmaco em pH 7,4 e 5,0, com o intuito de verificar a
responsividade dos sistemas ao pH. Os resultados indicaram baixa liberagdo do farmaco no
sistema de AEMEG (1,6% ap0s 24h) e quase nula para sistemas de AOMEG. De qualquer
forma e importante ressaltar que os sistemas a base de meglumina e &cidos graxos sdo exemplos
de aplicagdes dos conceitos da Quimica Supramolecular podendo ser usados como materiais
responsivos a estimulos.

Palavras-chave: Quimica supramolecular. Acidos graxos. Cristais liquidos. Planejamento
experimental. Forcas intermoleculares.



ABSTRACT

Supra-amphiphiles are molecules capable of self-assembling in various structures maintained
by non-covalent interactions and often are developed by mimicking biological systems. This
work describes the comparative study of two homologous fatty acids, stearic acid and oleic acid
interacting with the carbohydrate meglumine (AOMEG and AEMEG), forming supra-
amphiphiles maintained by electrostatic interactions, prepared in different molar ratios, 1:1,
1:1.5 and 1:2 of the fatty acid to meglumine, with different proportions of solvents followed by
the addition of 60% of water at different temperatures, 65, 72 and 80 °C. An experimental
design was performed to optimize the synthesis, using in vitro bioadhesion study, anisotropy
under a polarized light microscope and water melting temperature obtained by DSC. By the
response surfaces, the amount of solvent and the molar ratio influenced AOMEG systems,
whereas only the molar ratio generates different responses to AEMEG systems. Then, nine
systems of each fatty acid prepared in 1:1 and 1:2 molar ratios (fat acid-meglumine) were
synthesized in the absence of solvent, containing from 10 to 90% of water added at 65 °C and
studied according to water types, bioadhesiveness and structural organization. The results
indicated that in low concentrations of supra-amphiphiles (less than 30%) the systems did not
show organization, since these are maintained by hydrogen bonds. Above 40% of supra-
amphiphiles, all systems present high bioadhesiveness compared to a commercial material,
besides the increasing addition of water alter its behavior, starting from bound water to free
water, a change noticed in systems containing above 50% of supra-amphiphiles. These results
indicate that systems synthesized with 50% supra-amphiphiles present interesting properties for
biomedical applications. For this reason, 0.1% of the drug dexamethasone was incorporated in
the four systems of both molar proportions of oleic acid and stearic acid related to meglumine,
studying the release of the drug at pH 7.4 and 5.0, in order to verify the response of the systems
to pH. The results indicated low drug releasing in the AEMEG system (1.6% after 24h) and
almost no releasing for AOMEG systems. However, it is important to emphasize that the
systems based on meglumine and fatty acids are examples of Supramolecular Chemistry
concepts applications and can be used as materials stimuli responsive.

Key-words: Supramolecular chemistry. Fat acids. Liquid crystals. Experimental planning.
Intermolecular forces.
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1 INTRODUCAO

O uso dos conceitos de Quimica Supramolecular como estratégia intelectual no
desenvolvimento de sistemas nanoestruturados pode contribuir efetivamente para ajudar a
fechar a lacuna existente entre o desenvolvimento tecnoldgico e a modulacdo de interacGes
bioldgicas pois, em ambos 0s casos, se tem uma clara manifestacdo da quimica de interagdes
ndo covalentes. A Quimica Supramolecular ¢ definida como a “quimica além da molécula”
(LEHN, 2007) e engloba interacdes ndo-covalentes, tais como for¢as de van der Waals, efeito
hidrofébico, ligacdes de hidrogénio e interagfes eletrostaticas para a construcdo de
nanoestruturas por meio de uma rota de sintese conhecida como auto-organiza¢do (MENGER,
2002; NGUYEN et al., 2001).

Com base em agregados supramoleculares bioldgicos, a exemplo do &cido nucléico,
proteinas multiméricas e complexos de acido nucléico-proteina e virus promovem uma
variedade de superestruturas sollveis em escala mesoscopica, isto €, entre 10 e 1000 nm, que
Sse unem espontaneamente em meio aquoso por interagdes ndo-covalentes (KIMIZUKA, 2002),
possibilitando o desenvolvimento de supra-anfifilicos sintéticos para aplicacbes médicas.

Supra-anfifilicos sdo moléculas que apresentam uma parte hidrofébica e outra
hidrofilica ligadas por uma interacdo ndo-covalente. O crescente interesse pelos supra-
anfifilicos se concentram na auto-organizacdo controlada e na facil quebra-regeneracdo das
interacbes ndo-covalentes. Outro aspecto que desperta interesse em sua aplicacdo € que,l
dependendo da natureza dos blocos de construcdo e de suas forcas dirigiveis, 0s supra-
anfifilicos podem ser responsivos a estimulos como a irradiacéo, pH, oxidacéo ou reducgéo, por
exemplo (ZHANG; WANG, 2011).

Além disso, uma das maiores vantagens da sintese ndo-covalente é a auséncia dos longos
procedimentos sintéticos covalentes tediosos, permitindo a obtencdo de supra-anfifilicos de
diferentes topologias e funcdes, visto que sdo classificados de acordo com a forca dirigivel
envolvida (ZHANG; WANG, 2011), o que converge diretamente com 0s conceitos da Quimica
Verde, que prega o desenvolvimento de produtos e processos quimicos com a menor emissao
de substancias prejudiciais ao meio ambiente (ANASTAS & EGHBALLI, 2010; CLARK, 1999).

De qualquer modo, o desenvolvimento de arranjos supramoleculares requere forcgas
associativas apropriadas entre as moléculas auto-organizadas. Por exemplo, a forga dirigivel
das interacOes do tipo &cido-base entre o cido esteérico e di ou triaminas geram hidrogeéis
mantidos por uma organizacao supramolecular do sal orgénico. O gel obtido apresenta arranjo

lamelar do pacote tridimensional que é estabilizado por forcas de van der Waals, interacGes
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eletrostaticas, e ligagdes de hidrogénio (BASIT et al., 2008). Em outro trabalho deste grupo foi
reportada a formacdo de um hidrogel supramolecular usando acido litoc6lico em solugédo aquosa
contendo amina, na qual, variando o tipo de amina, foi possivel controlar a rede morfoldgica
do material (PAL et al., 2009).

Recentemente, nosso grupo desenvolveu sistemas poliméricos supramoleculares a partir
da reacdo acido-base dos farmacos flunixina e diclofenaco com a meglumina, cujos resultados
indicaram que a meglumina esta diretamente envolvida na polimerizacdo. Inicialmente,
interacdes eletrostaticas mantém o grupo carboxila do farmaco com o grupo amino da
meglumina, compondo supra-anfifilicos. Em seguida, os supra-anfifilicos se organizam em
nanoestruturas mantidas por ligages de hidrogénio entre os grupos hidroxila da meglumina
(CASSIMIRO et al., 2012, 2013).

A partir deste trabalho, o grupo iniciou os estudos voltados a interacdo de diferentes
acidos graxos com meglumina em presenca de agua, como os supra-anfifilicos desenvolvidos
pela combinagdo da meglumina com o 6leo de ricino maleinizado, mantidos por interacdes
ibnicas. A adicdo de agua gera cristais liquidos liotropicos, dependentes da concentracdo de
meglumina adicionada, capazes de se organizar na forma lamelar e reter &gua ligada ao sistema,
indicando a possibilidade de estudo desses sistemas como biomateriais pela manipulacéo das
proporgdes de porcdes hidrofilicas e hidrofébicas (FERREIRA et al., 2016).

Em outro trabalho, iniciou-se os estudos com dois acidos graxos homdlogos, acido
estearico e &cido oleico, ambos com dezoito carbonos na cadeia, diferenciando-se apenas por
uma dupla ligacéo no carbono nove do &cido oleico. Nesse sentido, obteve-se novamente supra-
anfifilicos com caracteristicas de um gel em sistemas diluidos de acido estearico (4% m/m de
supra-anfifilico-agua), cuja estrutura mais compacta permite uma estruturacdo lamelar pelo
alinhamento de grupos hidroxila em ligacGes de hidrogénio. Os sistemas de acido oleico, no
entanto, requerem adi¢cdo de maior concentracdo de supra-anfifilico (30% m/m) em relacdo ao
seu homologo (CASSIMIRO et al., 2018).

O uso de &cidos graxos saturados e insaturados vem sendo estudado com o objetivo de
aumentar a permeacao de farmacos na pele demonstrando que,1 quanto maior o comprimento
da cadeia do acido graxo (contendo de 9 a 10 &tomos de carbono), maior o efeito de permeacéo
dérmica ou transdérmica do farmaco (TANOJO et al., 1997). Por isso, neste trabalho, foram
estudadas variaveis de sintese (solubilizacdo em solvente e propor¢do molar dos reagentes e
temperatura), dos sistemas com a incorporacdo de diferentes por¢des de dgua (10 a 90% m/m)
em supra-anfifilicos compostos por acido estearico e acido oleico com meglumina. Os estudos

tiveram como base os resultados dos trabalhos anteriores, que indicaram a capacidade de
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conduzir a formacdo de sistemas com organizag@es estruturais diferentes. O sistema de &cido
estedrico produziu um material na forma de gel lamelar, enquanto, o sistema de acido oleico-
meglumina foi capaz de produzir géis liquido cristalinos de fase hexagonal.

Em seguida, apds a otimizacdo da sintese dos sistemas, buscou-se uma formulacéo
adequada para a incorporagdo de um farmaco modelo que pudesse atuar como um biomaterial
responsivo ao pH, a fim de liberar o farmaco em resposta a alteragdo da estrutura, tendo como

base as teorias da Quimica Supramolecular.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A linha do tempo da quimica supramolecular

O historico da Quimica Supramolecular teve inicio em julho de 1810, quando o quimico
britanico Sir Humphrey Davy enunciou que o gas cloro seria um corpo elementar que se
combina com o hidrogénio em acido muriatico. Ele propds o termo “cloro”, do grego “chloros”
traduzido como “verde”, “esverdeado”, “verde amarelado”, em alusdo a cor do gas. As
conclusbes de Sir Davy foram aceitas pela maioria (BALDWIN, 1927) e, desde entéo,
historicamente e industrialmente, os hidratos de clarato (Figura 1) representam uma classe
amplamente estudada. Como o préprio nome sugere, os claratos sao formados por moléculas
de agua com aberturas capazes de receber especies neutras (STEED; TURNER; WALLACE,
2007).

Figura 1 - Moléculas de agua formando redes de ligagdes de hidrogénio em estruturas de hidratos de
clarato formando (a) quadrados, (b) pentagonos e (c) hexagonos
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Fonte: Adaptado de ROTELLO, 2007.

Em marco de 1823, Faraday, ainda trabalhando com hidratos de cloro em tubo selado,
notou que uma matéria oleosa se dispersava quando o tubo era aberto, passando para a forma
liquida (BALDWIN, 1927). Faraday ainda reportou uma analise estrutural correspondendo a
férmula Ci2.10H20, mas percebeu que algo estava incoerente. Estudos posteriores indicaram
que a composicao se aproximava a Ci2.8H20. Desde entéo, a determinacéo da estrutura do gelo
e 0 desenvolvimento e compreensédo da natureza das ligagcdes de hidrogénio sugeriram que essas
substancias sdo compostas de clarato com uma estrutura tetraédrica de ligagdes de hidrogénio
entre moléculas de &gua, apresentando cavidades suficientes para comportar outras moléculas
(PAULING; MARSH, 1952).
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A historia dos compostos de grafite intercalados (CGI) inicia-se em 1841, quando
Schaffautl publicou um trabalho usando H2SO4 e CGI (INAGAKI, 1989). No entanto, os
primeiros estudos sistematicos desses compostos foram realizados a partir de 1930, pela
introducdo de técnicas de difracdo de raios X. Os CGI sdo formados pela insercdo de camadas
atdbmicas ou moleculares de espécies quimicas diferentes entre camadas de grafite, que atuam
como hospedeiros (Figura 2). Os compostos de intercalacdo ocorrem em estruturas altamente
anisotrépicas, nas quais as forcas de ligacdo intraplanares sdo elevadas quando comparadas com
as forcas de ligacdo interplanares, em que um grande numero de reagentes podem ser
intercalados, classificados como doadores ou aceitadores de elétrons (DRESSELHAUS;
DRESSELHAUS, 1981).

Figura 2 - Modelo para CsK mostrando o empilhamento de camadas de grafite e de potassio proposto
por Rudorff e Schulze em 1954

grafite

Fonte: Adaptado de DRESSELHAUS; DRESSELHAUS, 1981.

Ja os complexos de inclusdo comecaram a ser observados em alguns objetos da natureza,
devido a sua forma, constru¢do ¢ capacidade em agir como “caixas” para outros objetos
(MULLER, 2003). O primeiro composto molecular a ser apresentado na literatura foi a p-
benzoquinona, por Wohler, em 1844, que notou uma coloragdo diferente do obtido
normalmente (Herbstein, 2005). Continuando os estudos, ele mesmo, em 1849, durante o
desenvolvimento da estereoquimica, obteve o primeiro complexo de inclusdo preparando
complexos de hidroquinona, como hospedeiro, e acido sulfidrico, como héspede (MULLER,
2003), que compdem uma estrutura do tipo hdspede-hospedeiro (BHATNAGAR, 1963).
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Em 1891, Villiers e Hebd descreveram compostos de inclusdo denominados
ciclodextrinas (Figura 3), um grupo de carboidratos macrociclicos naturais compostos por
unidades de D-glucopiranose unidas por ligacdes a(1—4) formando um ciclo com formato de
um cone com uma cavidade interna (POPR et al., 2015), mantida por uma rede de ligagdes de
hidrogénio (STEED; TURNER; WALLACE, 2007), relativamente hidrofdbica, criando um
meio proprio para a encapsulacdo de uma grande gama de moléculas organicas e inorganicas.
Devido a essas caracteristicas, a industria farmacéutica tem utilizado as ciclodextrinas tanto

para a solubilizacdo quanto para a liberacdo de farmacos (POPR et al., 2015).

Figura 3 — Representacéo estrutural da a-ciclodextrina
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Fonte: Adaptado de ROTELLO, 2007.

Em 1893, o primeiro vencedor do Nobel de Quimica na area Inorganica, Alfred Werner,
revolucionou os estudos em Quimica de Coordenacdo com trabalhos voltados ao conceito do
arranjo espacial de elementos diferentes do carbono, que apresentavam habilidade de se ligarem
tridimensionalmente. Como professor de Quimica Orgéanica, Werner pode estudar compostos
de coordenagdo em que a aménia ou aminas organicas circundavam centros metélicos. Entéo,
postulou que cada elemento apresenta um nimero de coordenacdo fixo em um estado de
oxidacdo particular, a exemplo do que hoje conhecemos como [Co(NHz3)s]Clz, com numero de
coordenacdo 6 e estado de oxidacdo +3. Além disso, ao estudar complexos, especialmente
compostos por cobalto e platina, Werner percebeu que o nimero de coordenagdo mais frequente
para o0 cobalto era 6 e para o de platina, 4, permitindo a proposicdo de possiveis geometrias
espaciais, bem como identificar qual representava, na pratica, os complexos no espaco, a

exemplo da Figura 4, com nimero de coordenagdo 6. Para este Ultimo, hoje sabe-se que a
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geometria observada corresponde a octaédrica. Esse conhecimento permitiu ainda que Werner
investigasse metais de transicdo e identificasse diversos lantanidios e gases nobres em 1905
(CONSTABLE; HOUSECROFT, 2013).

Figura 4 - O nimero de isdbmeros esperados para as possiveis geometrias para um complexo com
namero de coordenagéo 6
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Fonte: Adaptado de CONSTABLE; HOUSECROFT, 2013.

Em 1894, através da sintese de glucose e manose a partir de arabinose e HCN, Fischer
introduziu a teoria da chave-fechadura da especificidade enzimatica, cujos grupos cataliticos
requerem precisdo da orientacdo para a acdo enzimatica, o substrato leva a uma mudanca
aprecidvel na relagdo tridimensional dos aminoacidos no sitio ativo e as alteragdes na estrutura
da proteina geradas pelo substrato, alinham os grupos cataliticos (Figura 5). Na Figura 5, as

linhas indicam cadeias proteicas contendo grupos cataliticos A e B e o grupo ligante C.
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Figura 5 - Esquema do mecanismo de encaixe induzido. (a) substrato e enzima dissociados. (b) substrato
com mudanca induzida para alinhamento de A e B. (c) adicdo de um grupo volumoso impede o
alinhamento. (d) a exclusdo de um grupo impede o alinhamento apropriado

Fonte: Adaptado de KOSHLAND. 1995.

No ramo da medicina cientifica, uma das teorias basicas, proposta no século XX, foi o
conceito de receptor. Receptores podem ser descritos como pequenas areas discretas localizadas
na membrana celular ou no interior da célula, com as quais as moléculas ou complexos
moleculares podem interagir. Paul Ehrlich, em 1905, foi um dos primeiros cientistas a propor
parte desse conceito, ao examinar as relacdes entre as toxinas e antitoxinas bacterianas e se
esforcar no combate a doengas infecciosas contemporaneas (PRULL, 2003).

Ainda em relagdo as interagdes ndo covalentes, apesar de em 1920, Latimer e Rodebush
sugerirem gue um par de elétrons livres numa molécula de agua era capaz de exercer forca
suficiente em um hidrogénio mantido por um par de elétrons em outra molécula de agua,
ligando-as, somente em 1937 o termo “Ubermolekiile” foi usado para descrever entidades
organizadas de espécies coordenativamente saturadas, a exemplo do dimero de &cido acético
(KRISCHE; LEHN, 2000).

Nesse contexto, em 1939, Pauling editou o livro “Nature of the Chemical Bond and the
Structure of Molecules and Crystals: An Introduction to Modern Structural Chemistry”, um

classico na historia da Quimica, por auxiliar o estudo de diversos fen6menos, seja na teoria ou
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na pratica. De acordo com Pauling, se a distancia entre dois atomos que interagem for menor
ou igual a soma dos raios atbmicos de van der Waals, é possivel afirmar que os atomos estdo
quimicamente ligados. A partir desse critério, foi possivel definir que as interacfes
intermoleculares ocorriam, a exemplo dos complexos de hidrogénio (OLIVEIRA; ARAUJO;
RAMOS, 2010).

Em 1940, Bengen descobriu por acaso que a ureia forma um clatrato cristalino com o
octanol. Desde entdo, os complexos de inclusdo com ureia sdo estudados devido as suas
propriedades fisico-quimicas interessantes. A temperatura ambiente, a ureia apresenta estrutura
tetragonal com extensas ligacdes de hidrogénio. Além disso, a ureia forma clatratos com
compostos organicos lineares contendo seis ou mais atomos de carbono, sob condi¢Ges normais.
Na estrutura convencional de compostos de inclusdo de ureia, as moléculas de ureia sdo ligadas

umas as outras por ligacdes de hidrogénio entre os &tomos de nitrogénio e oxigénio (Figura 6).

Figura 6 - (a) Esquema bidimensional de compostos de inclusdo, com um hospedeiro (linha) podendo
adotar diferentes orientacGes. (b) Definicdo de espécies hospedeiras em diferentes compostos de
inclusdo de ureia
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Fonte: Adaptado de HARRIS; THOMAS, 1990.
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As ligacdes de hidrogénio reapareceram com a descoberta de compostos cristalinos de
formula 3-quinol: 1 molécula M, a exemplo de SO,, MeOH ou HCI (Figura 7), por Palin e
Powell (1948) por difracédo de raios X, apresentando um componente estrutural de unidades de
quinol ligadas por hidrogénio para formar duas moléculas interpenetrantes independentes que,
unidas, envolvem pequenas moléculas M. Ligeiras alteracGes na forma gaiola de quinol, sem
alteracéo nas dimensdes das unidades de quinol ou dos grupos OH, que mantém os hexagonos
ligados porligac6es de hidrogénio, sdo feitas de modo que as cavidades podem acomodar as
diferentes moléculas M. Essas mudancas estruturais foram correlacionadas com as variagdes na
fraca birrefringéncia na série (PALIN, POWELL, 1948).

Figura 7 - Representacdo esquematica de uma molécula entre dois sistemas quinol:molécula

v

Fonte: Adaptado de PALIN; POWELL, 1948.
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Em 1949, Brown e Farthing reportaram o isolamento de di-p-xileno a partir da pirolise
a 900°C de p-xileno, cuja estrutura é formada por anéis benzeno paralelos (Figura 8), que
exibem repulsdo m-n resultando na distor¢ao do anel aromatico nas conformagdes “barco” ou
“cadeira”. Como resultado, eles promovem modelos para o estudo da tensdo molecular e sua

relacdo com reatividade (DYSON; JOHNSON; MARTIN, 1998).

Figura 8 — Frmula estrutural de [2,2]paraciclofano

Fonte: Adaptado de DYSON; JOHNSON; MARTIN, 1998.
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Poucas moléculas cativam tanto os cientistas como o0 DNA, cuja estrutura foi descoberta
em 1953, por James Watson e Francis Crick, que a descreveram como duas fitas de acido
desoxirribonucleico emaranhadas, permitindo a compreensdo do dano e reparo, replicacdo e
heranca de material genético, além da diversidade e evolucdo das espécies. Eles propuseram
que as duas cadeias eram mantidas por bases pdricas e pirimidicas, unidas em pares porligaces
de hidrogénio (DENNIS; CAMPBELL, 2003).

Nessa linha biologica, em 1953, Perutz e colaboradores estudaram a estrutura da
hemoglobina, que, em 1962 Ihe conferiu o prémio Nobel em Fisiologia ou Medicina dividido
com outro bidlogo. A hemoglobina apresenta uma estrutura fisica Gnica, composta por quatro
proteinas globulares que rodeiam um grupo heme contendo ferro, o que o torna eficiente tanto
no transporte de oxigénio como no de gas carb6nico (STEENSMA; SHAMPO; KYLE, 2015).

Entre 1955 e 1956, o grupo de Hodgkin refinou o conhecimento acerca da estrutura da
vitamina B12 (Figura 9) (HODGKIN et al., 1956). Este composto apresenta grande significado
para a bioquimica, j& que sua arquitetura molecular é complexa e ndo havia sido encontrada em
produtos naturais anteriormente. Além disso, abriu portas para a sintese organica de produtos

naturais de baixa massa molecular.

Figura 9 — Férmula estrutural da vitamina B1»
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Fonte: Adaptado de ESCHENMOSER; WINTNER, 2016.
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Em 1959, alguns anos apos o desenvolvimento de 18 paraciclofanos semelhantes aos
sintetizados em 1949, o grupo de Cram, com a descoberta da habilidade do tetracianoetileno
em formar complexos por transferéncia de carga com hidrocarbonetos aromaticos, reportaram
estruturas em que o anel benzénico ocupa um plano paralelo ao plano ocupado pelo
tetracianoetileno, como apresentado na Figura 10 (CRAM; BAUER, 1959).

Figura 10 - Proposta estrutural de complexo por transferéncia de carga de paraciclofano com
tetracianoetileno. R pode ser anel benzénico ou grupos metileno
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Fonte: Adaptado de CRAM; BAUER, 1959.

Depois dos estudos com ciclodextrinas em 1891, os ligantes macrociclicos so voltaram
a ser estudados mais de 100 anos depois. Estes sdo definidos como sistemas polidentados
contendo atomos doadores como parte do esqueleto de hidrocarbonetos ciclicos. Normalmente
eles apresentam pelo menos trés atomos doadores, com o anel macrociclico contendo no
minimo nove atomos. O ion de metal coordenado, ou ions, € mantido no interior do anel
macrociclico por ligacdes de coordenacdo. O principal impulso de muitos estudos tem sido
investigar as propriedades incomuns frequentemente associadas aos complexos de ligantes
ciclicos, como, em particular, seus aspectos espectrais, eletroquimicos e estruturais, cinéticos e
termodinamicos. A chave da reacdo de condensacdo da base de Schiff envolve simplesmente a
reacdo de uma amina com o aldeido para eliminar a agua e gerar uma imina. Esse nome foi
dado ap6s Hugo Schiff, relatar este tipo de reacdo em 1964. Quatro sistemas de importancia
fundamental podem ser identificados, trés dos quais utilizaram reagdo de condensacao da base
de Schiff de um aldeido e uma amina para compor uma imina (Figura 11) (REZAEIVALA,;
KEYPOUR, 2014).
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Figura 11 - Sistemas macrociclicos sintetizados pelos grupos de (a) Curtis, (b) Busch, (c) Jager e (d)
Pederson

Fonte: Adaptado de REZAEIVALA; KEYPOUR, 2014.

Em 1960, Pedersen voltou seus estudos para a Quimica de Coordenacédo, a fim de
estudar os efeitos de ligantes fenolicos bi e multidentados nas propriedades cataliticas do grupo
vanadil, VO. Durante a sintese do ligante multidentado bis[2-(o-hidroxifenoxi)etil]éter, um de
seus materiais de partida, o 1,2-di-hidroxibenzeno estava contaminado com aproximadamente
10% de catecol livre, mas sabendo da necessidade de purificacdo ao final da reacdo, ele o
utilizou. Apo6s a purificagdo, Pedersen obteve um produto lateral com rendimento de 0,4% na
forma de cristais brancos, que chamaram atencdo por serem brilhantes, de estrutura fibrosa e
aparente insolubilidade em solventes hidroxilados. Durante alguns testes, ele percebeu que a
adicdo de sais de sodio alteravam a solubilidade do material em metanol, descobrindo entdo um
novo composto, o éter coroa atualmente conhecido como dibenzo 18-coroa-6 (Figura 11d), o
qual permitia o encaixe do ion s6dio em seu interior por interacdes eletrostaticas (PEDERSEN,
1988).
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Em 1968, Park e Simmonds sintetizaram o primeiro receptor aniénico macrocilico na
forma de gaiolas macrobiciclicas contendo ions aménio (Figura 12), que poderiam se coordenar
com ions haleto através de interacOes eletrostaticas e ligacdes de hidrogénio. De acordo com
estudos por RMN e andlise cristalografica, os ions haleto sdo ligados a gaiola entre dois atomos
de nitrogénio protonados (BEER; GALE, 2001).

Figura 12 - Férmula estrutural do receptor aniénico obtido por Park e Simmonds, em que n =9 ou 10

Fonte: Adaptado de BEER; GALE, 2001.

No mesmo ano, Lehn e colaboradores prepararam o primeiro criptando (Figura 13),
podendo ser obtido a partir da reacdo de 2, 3 ou 5 moléculas de materiais de partida diferentes.
O interesse nesses sistemas se deve a possibilidade de formarem fortes complexos com uma
variedade de metais, ions metélicos e cations amoniacais. Com isso, eles poderiam ser aplicados
em separagdes isotdpicas, desintoxicacdo, transporte de cétions, aminas e sais de amonio
organicos, além de catalisarem algumas rea¢Ges organicas e bioquimicas, como compostos
fotoativos e na separacdo de uma variedade de ions (KRAKOWIAK; BRADSHAW, 1992).

Figura 13 - Formula estrutural do primeiro criptando sintetizado por Lehn e colaboladores
N N
o
L/

Fonte: Adaptado de KRAKOWIAK; BRADSHAW, 1992,
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As coroas e criptandos detém suas propriedades de ligagdo com ions metalicos devido
a varios graus de organizacdo dos grupos funcionais contendo oxigénio e nitrogénio. Nestes
hospedeiros, os pares de elétrons ndo compartilhados atraem cations durante a complexacdo. O
“spherand” (Figura 14), por outro lado, desenvolvido pelo grupo de Cram, comp®8e um sistema
ligante na forma de uma casca de oxigénio cuja cavidade poderia ser ocupada somente por
entidades esféricas, tais como atomos individuais ou ions monoatémicos, mas ndo por partes

de hospedeiros ou solventes.

Figura 14 - Formula estrutural do “spherand” ciclohexametafenileno demonstrando a estrutura
octaédrica organizada

Fonte: Adaptada de CRAM et al., 1979.

A exemplo do ciclohexametafenileno (Figura 14), é possivel observar uma estrutura
contendo atomos de oxigénio de seis grupos metoxilo em um arranjo octaédrico perfeito, a
partir de suas ligacGes com os grupos arila nas seis posi¢des convergentes (CRAM et al., 1979).

De acordo com Lehn, ap6s 150 anos da sintese da ureia por Wohler em 1828, a quimica
molecular havia desenvolvido um vasto arranjo de métodos para a obtencdo de estruturas
moleculares complexas, levando ao estabelecimento da quimica molecular que utiliza ligacdes
covalentes. Por isso, 0 mesmo deveria acontecer para as for¢as ndo covalentes, introduzindo o
termo “Quimica Supramolecular” definida como “a quimica além da molécula”, cujas
estruturas de alta complexidade sdo resultado da associacdo de duas ou mais espécies quimicas

mantidas por interagdes intermoleculares (LEHN, 1995).
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Depois da sintese acidental do éter coroa por Pedersen, uma vez que eles apresentam
fortes interacGes com cations metalicos e ions aménio, com comportamentos caracteristicos,
muitos estudos acerca de suas habilidades de complexacdo, catalise, transporte de cation
metalico e analises de cations metélicos vinham sendo reportados. Como o anel da coroa atua
como um hidréfilo, alguns compostos coroa com substituintes lipofilicos também foram
sintetizados, os quais apresentavam propriedades interessantes como agentes de superficie nao
ibnicos. Porém, como 0s anéis em coroa consistem em um ndmero limitado de unidades
oxietileno e ndo possuem grupo hidroxila, a hidrofilicidade deste tipo de surfactante era
considerado baixo quando comparado a surfactantes ndo idnicos convencionais. Por isso, Gokel
e colaboradores, em 1979, reportaram a sintese do “Lariat” éter, que apresenta uma cadeia de
oxietileno em um “brago” lateral, em que a estrutura (Figura 15) ndo s6 apresenta um aumento
da hidrofilicidade, como a habilidade de complexacdo pela introdu¢do do grupo oligo-
(oxietileno) (IKEDA; EMURA; OKAHARA, 1984).

Figura 15 - Formula estrutural de “Lariat” éter com “braco” lateral de oligo-(oxietileno)
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Fonte: Adaptado de IKEDA; EMURA; OKAHARA, 1984.

Em 1981, Weber e Votgle, em continuidade com os estudos voltados aos éteres cora,
apresentaram os “podands”, coroas de cadeia aberta, além de proporem nomenclaturas para
essa classe de compostos (WEBER; VOGTLE, 1981).

Entdo, em 1987, o prémio Nobel de Quimica foi dividido por Donald J. Cram, Jean-
Marie Lehn e Charles J. Pedersen devido ao desenvolvimento e uso de moléculas com
interacOes especificas e de alta seletividade (NOBELPRIZE.ORG, 2014a).

Quase 10 anos depois, em 1996, Robert F. Curl Jr, Harold W. Kroto e Richard E.
Smalley o prémio Nobel de Quimica Ihes foi concedido em virtude da descoberta dos fulerenos
(Figura 16), uma estrutura ciclica contendo 60 atomos de carbono, conhecida como Ceo
(GOROFF, 1996) (NOBELPRIZE.ORG, 2014b).


https://www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/1987/
https://www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/1987/
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Figura 16 - Formula estrutural do fulereno Ceo

Fonte: Adaptado de SANTOS et al., 2010.

Ja em 2003, Peter Agre e Roderick MacKinnon receberam o prémio Nobel de Quimica
pelos estudos sobre os canais em membranas celulares, como a descoberta de canais de agua
por Agre e pelos estudos estruturais e mecanicos de canais de ions por MacKinnon
(NOBELPRIZE.ORG, 2014C).

No ano seguinte, Stoddart desenvolveu a primeira molécula sintética conhecida como
n6 Borromeu, uma arquitetura de coordenacdo contendo 18 componentes pela formagéo de 12
ligagOes imina e 30 ligacOes dativa, associadas com a coordenacdo de trés macrociclos, na
forma de trés anéis, em que quando um se quebra, os outros também se desfazem. Essa estrutura
foi obtida pelo uso da Quimica de Coordenacdo, Supramolecular e Covalente Dindmica, por

multiplos processos de auto-organizacao cooperativos (Figura 17) (CHICHAK et al., 2004).

Figura 17 - Diferentes representa¢des de nos de Borromeu

Fonte: Adaptado de CHICHAK et al., 2004.

2.2 Conceitos basicos da quimica supramolecular

Quando um substrato se liga a uma enzima, uma droga atinge seu alvo ou sinais se
propagam entre as células, sdo observadas interacdes extremamente seletivas entre as unidades
para o controle do processo (LEHN, 1993). Esses sistemas tem sido fonte de inspiragdo para os
quimicos supramoleculares (UHLENHEUER; PETKAU; BRUNSVELD, 2010), que se

concentram no estudo das caracteristicas basicas dessas interacGes. S&o inUmeras as
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quantidades de modelos de arranjos encontrados na natureza resultantes da auto-montagem de
unidades biomoleculares antes desorganizadas. Como exemplos, tem-se a auto-organizacao de
proteinas e RNA que formam o ribossomo, a rapida agregacdo-desagregacdo da actina e
filamentos microtubulares, bem como a possibilidade da auto-montagem dos fosfolipidios para
formar as membranas celulares (Figura 18). Os insetos, por exemplo, apresentam o
citoesqueleto com os trés maiores polimeros supramoleculares citoplasmaticos, 0s
microtubulos, filamentos intermediarios e filamentos actina. Ja a membrana plasmatica
apresenta proteinas transmembranosas, enquanto o ribossomo eucariético confere um agregado
altamente complexo com mais de 50 subunidades proteicas e inimeros RNAs. Além disso,
frequentemente a auto-montagem é utilizada em eventos de reconhecimento, caso da membrana
celular, uma barreira semipermeavel formada por uma bicamada lipidica, essencial para a
sobrevivéncia e funcionamento celular (PETKAU-MILROY; BRUNSVELD, 2013).

Figura 18 - Célula eucariética; Insetos: citoesqueleto com microtibulos, filamentos intermediarios e
filamentos actina; membrana plasmatica com proteinas transmembranosas; estruturas cristalina do
ribossomo eucariético

Fonte: Adaptado de PETKAU-MILROY; BRUNSVELD, 2013.

O estabelecimento da Quimica Supramolecular € recente (VICENS; VICENS, 2011),
mas apresentou grande avan¢o desde o prémio Nobel de Lehn, Cram e Pedersen em 1987, pelo
desenvolvimento de uma estrutura hdspede-hospedeiro mantida por interacdes ndo covalentes
(ARIGA et al., 2012). Entdo, o que seria a Quimica Supramolecular? Esta foi descrita como a
“Quimica além da molécula”, em que uma supramolécula ¢ formada por duas ou mais espéecies
mantidas por interacdes ndo-covalentes. Também podemos defini-la como a “quimica do
Lego®”, na qual cada peca de Lego® representa um bloco de construgao molecular e esses

blocos sdo mantidos por interacGes intermoleculares, de natureza reversivel para formar um
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agregado supramolecular (STEED; TURNER; WALLACE, 2007). A partir desse
conhecimento, esta foi considerada uma ciéncia basica com um conceito avancado para lidar
com complexos moleculares formados através de interagdes ndo-covalentes, tais como ligacao
de hidrogénio, coordenacdo metalica, interacdes hidrofobicas, forcas de van der Waals,
interagdes -7 e efeitos eletrostaticos (ARIGA et al., 2012).

Apesar de a inspiragdo inicial da Quimica Supramolecular advir da biologia, grande
parte das aplicacdes sdo observadas na Ciéncia dos Materiais. Isso porgque 0s conceitos da
Quimica Supramolecular permitiram o controle da organizacdo e propriedades dos materiais
sem precedentes (UHLENHEUER; PETKAU; BRUNSVELD, 2010), que se devem a
reversibilidade das interagGes ndo-covalentes, sua sensibilidade ao meio, adaptacdo e resposta
a estimulos (RYBTCHINSKI, 2011). Dentre essas propriedades, destacam-se:

- Facil preparagdo: Para a sintese ndo-covalente de materiais supramoleculares,
multiplas dessas interagdes podem atuar cooperativamente com grande especificidade. Essa
metodologia contrasta com a ideia do “uma ligagdo por etapa”, aplicada na maior parte das
sinteses covalentes. Por exemplo, a simples mistura de diferentes blocos de construcdo pré-
montados em solucdo a temperatura ambiente, promove a formacéo eficiente de materiais
supramoleculares. Este método é facil, de baixo custo e pouco poluente, considerando as
multiplas etapas da sintese covalente e 0s processos de purificacdo que aqui sdo dispensaveis
(LIU etal., 2013), que coincide com os principios da Quimica Verde (ANASTAS & EGHBALLI,
2010).

- Boa reversibilidade: Interagdes nao-covalentes sdo normalmente mais fracas e mais
dindmicas quando comparadas as ligagdes covalentes. Além disso, elas podem ser construidas
e destruidas facilmente sem a aplica¢do de muita energia. Isto resulta em boa reversibilidade
aos materiais supramoleculares, que podem ser facilmente reciclados e sdo capazes de se auto-
regenerarem ap0s um dano mecanico.

- Propriedade adaptativa: Esta relacionada as propriedades que podem responder a
estimulos externos pela mudanca na estrutura e de fungbes. Quando expostos a estimulos
externos, os materiais supramoleculares podem encontrar automaticamente seu estado mais
estavel com a menor energia livre, pelo ajuste das intera¢Ges ndo-covalentes para se adaptarem
ao meio.

- Alta ordenacdo em escala nanométrica: A missdo da Quimica Covalente estd na
construcdo de moléculas em escala atbmica, enquanto que o processamento do material bruto
promove um método para controlar a ordem macroscopica. Havia uma lacuna entre 0 mundo

microscopico e macroscopico antes da Quimica Supramolecular ser estabelecida. O controle
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racional da ordem molecular em escala nanométrica é crucial para a engenharia supramolecular
dos nanomateriais funcionais. Além disso, mesmo para 0s materiais macroscopicos, as
incorporacOes de nanoestruturas podem resultar em novas e importantes funcdes (LIU et al.
2013).

A Quimica Supramolecular pode ser dividida em duas grandes categorias, quimica do
hospede-hospedeiro e da auto-organizagdo. A diferenca entre essas duas areas é encontrada no
tamanho e formato. Se uma molécula é significativamente maior do que outra e pode aprisiona-
la, esta ¢ conhecida como “hospedeiro” enquanto a menor molécula ¢ conhecida como
“hospede”, podendo ser envelopada pelo hospedeiro (Figura 19). Donald Cram definiu o
hospedeiro como uma molécula orgéanica ou ion cujos sitios de ligacdo convergem em um
complexo, enquanto o hdspede pode ser qualquer molécula ou ion cujos sitios de ligacdo
divergem no complexo. Um sitio de ligacdo é a regido em que o hdspede e o hospedeiro de
tamanho, geometria e natureza quimica adequados interagem um com o outro. E possivel
verificar, por exemplo, na Figura 19a que o hospedeiro apresenta quatro sitios de ligagdo que
convergem em um bolso central de ligacdo para o hdspede. Complexos hdspedes-hospedeiros
incluem sistemas biologicos, como enzimas (hospedeiros) e seus substratos (hospedes). Na
Quimica de Coordenacdo € possivel encontrar complexos metal-ligante, em que grandes
ligantes (geralmente macrociclicos) atuando como hospedeiros de cations metélicos. Se o
hospedeiro apresenta uma cavidade molecular permanente, contendo sitios de ligacdo
especificos aos hospedeiros, atuara entdo como hospedeiro tanto em solugdo como no estado
solido. Por outro lado, a classe de inclusdo de compostos no estado solido sé exibe
comportamento de hdspede-hospedeiro como solido cristalino desde que o hdspede seja ligado
a uma cavidade formada por um buraco no empacotamento do hospedeiro (Figura 19b). Quando
ndo ha diferenca significativa no tamanho e nenhuma espécie atua como hospedeira da outra, a
interacdo ndo-covalente entre duas ou mais espécies ocorre por auto-organizacao, para a
producéo de um agregado com uma estrutura dependendo da informacéo contida nos blocos de
construcdo quimicos (Figura 19c) (STEED; TURNER; WALLACE, 2007).
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Figura 19 - O desenvolvimento de um sistema supramolecular a partir de blocos de construgéo (sitios
de ligacdo representados por circulos): (a) complexacdo hospede-hospedeiro; (b) inclusdo em grade; (c)
auto-organizacao de moléculas complementares
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Fonte: Adaptado de ROTELLO, 2007.

O desenvolvimento de novas arquiteturas supramoleculares de complexidade e
funcionalidade similar ao observado na natureza é o sonho de diversos cientistas. E evidente
que, inicialmente, os sistemas supramoleculares sintéticos eram pequenos e compostos por
blocos de construcéo relativamente simples, no entanto, o aumento do conhecimento acerca das
interagcOes intermoleculares culminou no controle da auto-organizacdo desses sistemas. Com
isso, a sintese de mdltiplas arquiteturas supramoleculares apresentando diversas formas,
composicdes e funcionalidades sdo reais em diferentes condicdes, seja em solvente organico ou
em estado solido. Esta afirmagdo € contraria aos sistemas bioldgicos (UHLENHEUER,;
PETKAU; BRUNSVELD, 2010), ja que é de conhecimento geral que a 4gua é considerada um
solvente universal, além de promover, mediar e regular diversos processos na natureza
(OSHOVSKY; REINHOUDT; VERBOOM, 2007) e, justamente por ser indispensavel nos
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processos bioldgicos, a maioria dessas auto-organiza¢Ges ocorrem em meio aquoso (LIM;
MOON; LEE, 2009).

Por isso, um dos objetivos da Quimica Supramolecular é criar receptores sintéticos que
exibam afinidade e seletividade aos ligantes em agua. Receptores naturais, como as enzimas e
anticorpos, apresentam complexacdo hospede-hospedeiro forte e seletiva por meio de de
multiplas intera¢cdes ndo-covalentes entre os grupos funcionais com seus pares de ligacéo. Esses
sistemas naturais inspiram o desenvolvimento racional de receptores sintéticos com o intuito de
compreender as forcas de ligacdo que contribuem para a formacdo de tais sistemas. Como a
maior parte dos receptores foram estudados em solventes organicos, o desafio dos cientistas
inclui a necessidade de o ligante ser soltvel em agua e depois requerer o controle da competicéo
entre o sistema e a agua (OSHOVSKY; REINHOUDT; VERBOOM, 2007).

A principal forca da auto-agregacdo em dagua da maior parte dos sistemas
supramoleculares, sejam eles naturais ou sintéticos, advém do efeito hidrofobico. Além disso,
as ligacGes de hidrogénio, interacGes ion-ion e ion-dipolo podem reforcar e direcionar as
interaces (UHLENHEUER; PETKAU; BRUNSVELD, 2010), atuando individualmente ou
em conjunto para a obtencdo de nanoestruturas auto-organizadas (LIM; MOON; LEE, 2009).

As ligagOes de hidrogénio se manifestam tanto em estado solido, como em solucéo, e é
possivel encontra-las nas bases nitrogenadas sugeridas por Crick e Watson na formacgdo do
DNA (Figura 20), permitindo o reconhecimento de outras moléculas biolégicas (ATWOOD;
STEED, 2004).

Figura 20 - LigacOes de hidrogénio entre as bases nitrogenadas adenina e timina e de guanina com
citosina compondo 0 DNA.
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Fonte: Adaptado de THIEMANN, 2003.
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As ureidopiridiminonas (UPy) sintéticas (Figura 21), por exemplo, mantidas por
ligacdes de hidrogénio mimetizam os pares de acido nucleico no DNA. Em solventes organicos,
esses sistemas apresentam constante dimerizacdo devido a natureza cooperativa das quatro
interacOes de hidrogénio. Essas interacfes, no entanto, sdo enfraquecidas por competicdo
quando o sistema é adicionado a meio apolar ou aquoso. De qualquer maneira, por se tratar de
um sistema sintético, € possivel ajustar as interagdes durante o seu desenvolvimento pela
introducdo de funcionalidades que podem tanto reforcar como desestabilizar o sistema
(ZAYED et al., 2010).

Figura 21 - Férmula estrutural da 2-butilureido-6-metil pirimidona
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Fonte: Adaptado de SIJBESMA, 1997.

Nesse sentido, Obert e colaboradores (OBERT et al., 2007), desenvolveram unidades
anfifilicas de bis-ureia capazes de se organizar tanto em solventes organicos como em agua
(Figura 22). A adicdo de cadeias alquilicas e do etilenoglicol aumentam a solubilidade das
espécies organicas em agua, protegendo ainda o grupo ureia. Em agua, o efeito hidrofébico
predomina pelo empacotamento lateral das bis-ureas aromaticas, além da interacdo por

empilhamento vertical através das ligacfes de hidrogénio.
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Figura 22 - (a) Unidade anfifilica bis-ureia e (b) Agregacdo das unidades em diferentes solventes
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Fonte: Adaptado de OBERT et al., 2007.

De acordo com essa ideia, a estratégia para construir agregados mantidos por ligacGes
de hidrogénio que superem a competicdo e a natureza dindmica do meio aquoso se baseia na
criacdo de uma protecdo formada pelo efeito hidrofdbico, fortalecendo ainda mais as ligacGes
e inibindo a exposicdo das unidades as moléculas de agua (ZAYED et al., 2010).

As propriedades dos materiais dependem tanto da natureza dos constituintes, como das
interacbes. E por isso que a Quimica Supramolecular apresenta impacto na Ciéncia dos
Materiais pela manipulacdo das forcas ndo-covalentes que mantém os constituintes unidos,
permitindo o controle da construgdo dos materiais. A primeira caracteristica dos materiais
supramoleculares é a dinamica, devido a reversibilidade das ligacBes e a espontaneidade
relacionada @ montagem/desmontagem em determinadas condi¢des. Além disso, devido a
possibilidade de troca dos constituintes, esses materiais sdo instruidos, combinatoriais e
dindmicos, permitindo a selecdo dos constituintes para a promogao de materiais adaptaveis
(Figura 23) (LEHN, 2000).
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Figura 23 - Caracteristicas basicas dos materiais supramoleculares
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Fonte: Adaptado de LEHN, 2000.

E inquestionavel a importancia da Quimica Molecular na criagdo de novos materiais,
mas a auto-organizagdo promove uma rota alternativa devido ao controle das estruturas durante
0 desenvolvimento e fabricagdo de materiais e agregados supramoleculares funcionais
(WANG; XU; ZHANG, 2009). A auto-montagem se baseia na organizacdo autbnoma dos
componentes, produzindo padrdes ou estruturas em uma dada escala. Em escala nanométrica,
ela reflete a informacao das moléculas individuais, tais como a forma, carga, polarizabilidade,
que determinam as interacOes atrativas ou repulsivas. Hoje em dia, essas caracteristicas
estruturais estdo bem estabelecidas e podem ser controladas para a introducao de propriedades
funcionais a uma gama de aplicacfes. Dentre elas, destacam-se nanomateriais implementados
na biomedicina, tecnologia da informagé&o e em ciéncias ambientais (BUSSERON et al., 2013).

Recentemente, as propriedades fisicas e quimicas dos nanomateriais tem chamado a
atencdo de cientistas para a criacdo de dispositivos capazes de interagir com sistemas
bioldgicos. Apesar de recente, a nanotecnologia ja impactou no campo da nanobiotecnologia
tanto em aplicacGes diagndsticas como terapéuticas, mais especificamente no carreamento de
farmacos. Isso se deve ao tamanho, alta capacidade de retencdo e carater reversivel para a
liberacdo controlada dos farmacos. Além disso, tanto biomoléculas como biopolimeros podem
ser usados no desenvolvimento de tais materiais a fim de conferir biocompatibilidade e
propriedades bioativas. Nos ultimos anos, quatro principais classes de biomoléculas,
englobando peptidios, lipidios, acidos nucléicos e aglcares tem sido estudados como blocos de
construcdo para a formacdo de nanoestruturas de alta complexidade e de possivel aplicagdo
como agentes terapéuticos (BUSSERON et al., 2013).
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2.2.1 Supra-anfifilicos

O conhecimento acerca da auto-organizacdo dos sistemas biologicos, em que agregados
de vérias moléculas apresentam func@es tdo interessantes quanto compostos moleculares, a
pesquisa por materiais formados por moléculas bioldgicas como proteinas, acido nucleico,
sacarideos e lipidios vem sendo desenvolvida. Desses exemplos, os lipidios apresentam as
estruturas mais simples e tem sido amplamente investigados, mas suas propriedades também
podem ser estendidas as moléculas andlogas, conhecidas como anfifilicos. Pode-se dizer que o
estudo da auto-organizacao de anfifilicos € precursora ao desenvolvimento da nanotecnologia
envolvendo avancadas funcdes inspiradas em sistemas bioquimicos (RAMANATHAN et al.,
2013).

O termo anfifilico foi introduzido por Hartley em 1936 e deriva da palavra grega
“amphi”, que significa “dos dois lados” e “philon”, que significa “amigo, apreciador”
(RAMANATHAN et al., 2013). Por isso, anfifilicos sdo moléculas que contém tanto a porcéo
hidrofilica quanto hidrofébica (lipofilica) e normalmente, essas por¢cdes sdo mantidas por
ligacOes covalentes. Em circunstancias apropriadas, os anfifilicos podem se auto-agregar em
solventes polares ou apolares para formarem organizacGes bem definidas, cuja maioria é
dirigida pela entropia. A estrutura molecular dos anfifilicos esta estritamente relacionada a
morfologia das auto-organizacdes subsequentes, assim como outras propriedades fisico-
quimicas, que Ihes conferem aplicacGes especificas (KANG et al., 2016).

Nos anfifilicos convencionais de cabeca/cauda(s), a parte lipofilica consiste geralmente
em uma cadeia de hidrocarboneto longa (saturada ou insaturada), enquanto a cabeca hidrofilica
pode ser idnica ou ndo-idnica. Os tensoativos ndo idnicos possuem unidades de poliéter ou poli-
hidroxila como o grupo hidrofilico. Uma grande variedade de surfactantes nao-iénicos
convencionais geralmente consistem em uma cadeia hidrofilica de poli(6xido de etileno),
denominado etoxilato, ligada a uma cadeia alquilica hidrofébica, normalmente utilizada em
aplicacbes de limpeza com agentes tensoativos anidnicos. Por exemplo, os alquil éteres de
polioxietileno, CnEm, sd0 tensoativos ndo-ibnicos constituidos por m unidades de oxietileno
hidrofilicas e uma cadeia alquilica com n grupos metileno (Figura 24a). Os tensoativos
anibnicos, amplamente utilizados como detergentes e sabdes de limpeza, consistem em grupos
cabeca carregados negativamente e contra-ions carregados positivamente (como ions sodio,
potassio ou aménio). Carboxilato, sulfato, sulfonato e fosfato sdo 0s grupos polares comumente
usados (Figura 24b). Os surfactantes catiébnicos consistem em grupos principais carregados

positivamente, tais como 0 amdnio quaternario e um ion haleto como contra-ion. O brometo de
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cetiltrimetilamonio (CTAB) e o bis(2-etilhexil)sulfosuccinato de sédio (AOT) sdo os anfifilicos
catidnicos mais utilizados (Figuras 24b e 24c). Finalmente, em anfifilicos zwitterionicos, os
grupos principais possuem uma carga positiva e negativa, como acontece, por exemplo, na
fosfatidilcolina de fosfolipidio na forma de vesicula (Figura 24d). Por exemplo, se 0s zwitterion
contém um carboxilato e um ion aménio protonado, ele pode se comportar como um anion (a
pH elevado) ou como cation (a pH baixo) assumindo, entdo, um carater anfotero. Algumas

moléculas anfifilicas tradicionais estdo apresentadas na Figura 24 (LOMBARDO et al., 2015).

Figura 24 - Exemplos de moléculas anfifilicas mais comuns (a) ndo i6nicas, (b) aninicas, (c) catibnicas
e (d) zwitterionicas
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Fonte: Adaptado de LOMBARDO et al., 2015.

Devido a sua anfifilicidade (ou atividade superficial), o grupo cabeca polar dos
anfifilicos interage com a agua, enquanto a cadeia lipofilica apolar ira migrar acima da interface
(seja no ar ou no liquido apolar). Como as moléculas anfifilicas apresentam capacidade de
reduzir a tensdo superficial, muitas vezes sdo chamadas de surfactantes (isto é, agentes

tensoativos). Por esta razdo, os anfifilicos desempenham um papel importante como
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emulsionantes, detergentes, dispersantes, agentes molhantes e espumantes em varias aplicacdes
(LOMBARDO et al., 2015), nos ramos farmacéutico, alimenticio, cosmético, catalise e sintese
controlada de materiais nanoestruturados. Como exemplos, tem-se a recuperacdo do o6leo,
dispersbes de herbicida, descoloragdo de tinta de papéis e filmes plasticos, filtracdo de
particulas ultrafinas, estabilizacdo de suspensdes de particulado e detergentes de limpeza. Além
dessas aplicagOes industriais, existem outras numerosas possibilidades de uso dos anfifilicos
em alta tecnologia. A partir de um ponto de vista fundamental, este campo mantém uma
importante fonte de inspiracdo para pesquisadores de diferentes areas cientificas
(RAMANATHAN et al., 2013).

Ao contrério dos anfifilicos convencionais, o campo dos supra-anfifilicos é formado por
interacbes ndo-covalentes e ligagbes covalentes dindmicas. Os supra-anfifilicos estabelecem
uma nova ponte entre a Ciéncia Coloidal e a Quimica Supramolecular, visto que enriquecem a
primeira, bem como possibilitam a auto-organizacdo e desagregacao controlada, permitindo a
obtengdo de materiais supramoleculares com arquiteturas e fungdes sob medida (KANG; LIU;
ZHANG, 2014).

Tanto para os anfifilicos convencionais como para os supra-anfifilicos, diferentes
topologias podem gerar diferentes propriedades fisico-quimicas e uma variedade de aplicacdes
(KANG; LIU; ZHANG, 2014). O método de preparo mais simples envolve a mistura de todos
os blocos de construgdo em agua ou outro solvente simultaneamente. Como as intera¢des ndo-
covalentes apresentam dinamicas rapidas, os supra-anfifilicos podem formar espontaneamente
e se auto-agregarem em pouco tempo (KANG et al., 2016). As vantagens dos supra-anfifilicos
incluem, portanto, a reducdo da sintese quimica, bem como possibilita a aquisicdo de
determinadas topologias especiais. Além disso, € possivel introduzir por¢Bes funcionais aos
sistemas, podendo torna-los sensiveis a estimulos externos. A principio, a preparacao dos supra-
anfifilicos pode ser considerada uma agregacdo primaria e esses supra-anfifilicos podem ser
usados como blocos de construcdo de agregados hierarquicos, podendo promover outras
possibilidades para uma modulacao de arquiteturas e funcdes (KANG; LIU; ZHANG, 2014).

A auto-organizacdo de biomoléculas, por exemplo, é consequéncia das interacdes nao-
covalentes especificas e locais, que incluemligac6es de hidrogénio, interacdes eletrostaticas e
hidrofdbicas. Desde que a natureza intrinseca da auto-organizacao € o ponto de partida para a
construcdo de estruturas altamente ordenadas a partir de blocos de constru¢gdo monoméricos, o
agregado final é estabilizado por diversas interacbes ndo covalentes relativamente fracas
espalhadas por todo o volume molecular (PETKAU-MILROY; BRUNSVELD, 2013). Apesar

da aparente fraqueza das forcas envolvidas na auto-organizacdo dos anfifilicos, o numero
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relevante dessas interacfes pode produzir um efeito geral que é forte o suficiente para manter
diferentes moléculas anfifilicas unidas, garantindo sua estabilidade em solucdo. Além disso,
esta suposta fraqueza das interacdes tornam a estrutura mais flexivel, permitindo que o sistema
resista a pequenas perturbacdes, preservando a reversibilidade da estrutura auto-montada. As
principais forcas ndo covalentes que atuam na auto-organizacao de anfifilicos sdo as ligacGes
de hidrogénio, os efeitos hidrofdbicos, a interacdo eletrostatica e as forgas de van der Waals. A
forca dessas interacdes, que sdo muito menos intensas do que as ligagbes covalentes (400 kJ
mol™), varia de menos de 5 kJ mol™ para forgas van der Waals até um maximo de 120 kJ mol-
! para aligacdo de hidrogénio (ou até 400 kJ mol™ para interagdes metal-ligante). Um resumo
dessas interacdes é apresentado na Tabela 1 (LOMBARDO et al., 2015).

Tabela 1 - Energias das principais interacfes ndo-covalentes envolvidas em anfifilicos auto-organizados

Forca de atragdo Energia (kJ mol™?)

fon-ion 200-300

fon-dipolo 50-220
Dipolo-dipolo 5-50
Ligacéo de hidrogénio 4-120
Cation-n 5-80
-1 0-50

van der Waals < 5kJ mol™, mas varia com a area superficial

Fonte: Adaptado de LOMBARDO et al., 2015.

A estabilidade em solucdo dos anfifilicos dentro dos agregados se deve tanto a
hidratacdo dos grupos cabeca hidrofilicos quanto a insercdo da(s) cauda(s) hidrofébica(s) no
solvente. A principio, ocorre um ganho entalpico na solvatacio devido a formagéo da ligagao
de hidrogénio, seguida do efeito hidrofébico, que é um ganho na entropia da agua pura
(LOMBARDO et al., 2015).

A ligacdo de hidrogénio é a interacdo ndo covalente mais importante no processo de
auto-organizacdo, devido a sua direcionalidade e forca (TOKSOZ; ACAR; GULER, 2010).
Além disso, as ligagdes de hidrogénio sdo essenciais em importantes fungdes nos sistemas
bioldgicos, pois sao fortes o suficiente para unir as biomoléculas, mas fracas o bastante para se
desfazerem, quando necessario, dentro das células vivas. Para isso, as biomoléculas,
apresentam aceitadores e doadores de ligacGes de hidrogénio dentro deles em virtude da
presenca de dipolos moleculares de &tomos de hidrogénio (H) ligados a a&tomos eletronegativos

(como oxigénio, nitrogénio ou fldor). Na &gua, os elétrons ndo ligados sdo os aceitadores de
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ligacOes de hidrogénio e os atomos de hidrogénio sdo os doadores de ligacdo de hidrogénio.
Conforme mostrado na Figura 25, a polaridade das moléculas de agua resulta na atracdo da
porcdo negativa (oxigénio) e das cargas parciais positivas (hidrogénio), e justamente essas
ligacOes de hidrogénio da adgua apresentam implicacGes importantes nas propriedades da dgua
e suas func@es relevantes em sistemas bioldgicos (LOMBARDO et al., 2015).

Figura 25 - Representacdo esquematica da polaridade das moléculas de agua e as ligagdes de hidrogénio
na gua

. .
o * Doador
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: Ligacéo de
H H hidrogénio
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8 QO

H' H H H

Fonte: Adaptado de LOMBARDO et al., 2015.

As forcas das ligaces de hidrogénio podem ser bem diferentes nos variados sistemas e
ndo precisam ser necessariamente correlacionadas com a acidez do doador de proton. Isso
depende do tipo de atomo eletronegativo ao qual o atomo de hidrogénio estd ligado e a
geometria que a ligacdo de hidrogénio adota na estrutura. Tipicamente, as forgas variam de 4 a
120 kJ mol, com uma vasta maioria abaixo de 60 kJ mol* (STEED; TURNER; WALLACE,
2007).

Juntamente com a ligacdo de hidrogénio, o efeito hidrofébico € a segunda forca de
direcdo principal da auto-organizacdo dos anfifilicos em diversas estruturas supramoleculares.
O efeito hidrofobico desempenha um papel importante em muitos sistemas, pois regula a
tendéncia das moléculas apolares em se auto-agregarem. Quando um composto hidrofobico é
inserido em &gua, observamos a ruptura da rede de ligacdes de hidrogénio, que favorece o
rearranjo das moléculas de 4gua em torno das moléculas apolares (LOMBARDO et al., 2015).
Esta situacdo é mais favoravel energeticamente porque as moléculas de dgua interagem com
elas mesmas ou com outros grupos ou moléculas polares, preferencialmente (STEED;
TURNER; WALLACE, 2007). Quando diferentes moléculas apolares sdo introduzidas em
agua, a ruptura da rede de ligacdes de hidrogénio entre as moléculas de agua favorece a criacéo

de cavidades maiores para acomodarem um agregado de moléculas apolares (soluto). Neste
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caso, as estruturas de moléculas de agua, que sdo distorcidas pela presenca do soluto, fardo
novas ligacdes de hidrogénio, induzindo assim a uma estrutura semelhante ao gelo em torno
das moléculas hidrofobicas (LOMBARDO et al., 2015).

As interagdes hidrofébicas apresentam um papel importante na Quimica
Supramolecular, a exemplo da ligacdo de moléculas organicas de ciclofanos (apresentam anéis
aromaticos ligados em ponte) e ciclodextrinas (oligossacarideos ciclicos quirais com cavidades
moleculares) em agua. Os efeitos hidrofébicos podem ser divididos em dois componentes
energéticos, chamados de efeito hidrofébico entalpico e efeito hidrofébico entropico (STEED;
TURNER; WALLACE, 2007).

As interagOes hidrofdbicas entalpicas ocorrem quando um hospede substitui a &gua em
uma cavidade. Isto ocorre quase imediatamente quando a dgua ndo interage fortemente com a
cavidade hidrofobica da molécula hospedeira e a energia do sistema € elevada. Uma vez que a
agua é substituida pelo hdspede, a energia diminui (Figura 26). Também ha um efeito entropico
nesse processo, no qual a agua antes organizada com a cavidade torna-se desordenada ao deixa-
la. Um aumento na entropia também favorece o processo (STEED; TURNER; WALLACE,
2007).

Figura 26 - A substituicdo das moléculas de agua da cavidade hidrofdbica é responsavel pelo efeito

hidrofébico entalpico
00? @ @

Fonte: Adaptado de ROTELLO, 2007.

As interagbes hidrofdbicas entropicas aparecem quando duas ou mais moléculas
organicas em solugdo aquosa se combinam criando um buraco na agua para formar um
complexo supramolecular (Figura 27). H& menos interrup¢do (um buraco na fase aquosa em
vez de furos multiplos) e, portanto, um ganho entropico, a medida que a energia livre total do
sistema ¢ abaixada (STEED; TURNER; WALLACE, 2007). Este processo corresponde a uma
atracdo mutua e efetiva entre as moléculas apolares na agua (interacéo hidrofébica), enquanto
que as estruturas agregadas mais favoraveis entropicamente sdo geradas para minimizar a
ruptura da estrutura da agua (LOMBARDO et al., 2015).
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Figura 27 -Duas moléculas organicas criando um buraco com uma fase aquosa, dando origem ao efeito
hidrofébico entrépico — um buraco é mais estavel do que dois

Fonte: Adaptado de ROTELLO, 2007.

Mais importante ainda é que Varias interagdes ndo-covalentes responsivas a estimulos
podem ser facilmente introduzidas em anfifilicos supramoleculares para a obtencdo de
nanomateriais. As caracteristicas relevantes incluem sensibilidade ao pH, potencial redox,
sensibilidade a enzima, foto-sensibilidade e multi-sensibilidade. A auto-organizacao de supra-
anfifilicos sensiveis ao estimulo pode ser uma alternativa para a construcdo de nanoveiculos
supramoleculares disponiveis, podendo satisfazer demandas nanomédicas (XU et al., 2014).
Nesse contexto, arquiteturas supramoleculares sintéticas em agua podem encontrar diversas
aplicacoes, desde a imagem até o diagnostico, do carreamento de farmaco até a engenharia
tecidual. As vantagens da organizacdo dos ligantes ndo-covalentes comparados a disposi¢éo
dos ligantes covalentemente ligados incluem a natureza responsiva dos processos de auto-
organizacdo, facilidade da sintese supramolecular e a possibilidade de incorporar um arranjo
multiplo de diferentes ligantes através da mistura dos blocos de construcdo (PETKAU-
MILROY; BRUNSVELD, 2013).

E importante ressaltar que a quantidade de moléculas anfifilicas influencia a morfologia
das estruturas auto-organizadas. Embora em concentragfes muito baixas, as moléculas serdo
dispersas aleatoriamente sem qualquer ordem, em concentracdes mais altas dos anfifilicos, as
nanoestruturas auto-organizadas, podem se organizar da mesma forma que os cristais liquidos
termotropicos. O principal pré-requisito para o aparecimento de fases liquido cristalinas é a
anisotropia. Enguanto nos cristais liquidos termotrépicos ndo é necessaria adicdo de solvente,
para os cristais liquidos liotropicos (LLC) formados por moléculas anfifilicas em solventes
seletivos, a anisotropia baseia-se principalmente nas diferentes propriedades de solubilidade
das diferentes extremidades dos anfifilicos e um sutil balanco das intera¢es intermoleculares.
As variadas classes de fases de cristais liquidos liotropicos dos sistemas surfactantes tém sido

amplamente investigadas em todas as concentracdes, enquanto os diferentes parametros de
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ordem de suas estruturas tém sido classificados por meio de padrdes de difracdo de raios X e

estudadas pelo deslocamento quimico em espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN).

2.2.2 Supra-anfifilicos formados por meglumina

A meglumina (Figura 28), (2R,3R,4R,5S)-6-metilaminoexano-1,2,3,4,5-pentol, mais
conhecida como N-metilglucamina, é um carboidrato derivado do sorbitol, no qual o grupo

hidroxila da posicéo 1 é substituido por um grupo metilamino.

Figura 28 - Férmula estrutural da meglumina

HO NH-CHj

Fonte: Autor.

A maior aplicabilidade da meglumina esta na formacdo de sais de acidos organicos
altamente sollveis em meio aquoso com o intuito de aumentar a solubilidade de farmacos,
através da formacao de supra-anfifilicos, como em farmacos anti-inflamatérios nao esteroidais
(BUUR et al., 2006) e complexos de antiménio (ROBERTS; MCMURRAY; RAINEY, 1998).
Recentemente, identificamos a formacdo de supra-anfifilicos a partir da reacdo acido-base dos
farmacos flunixina (Figura 29) e diclofenaco com meglumina, cujos resultados de
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) e espectroscopia de absor¢do na
regido do infravermelho (IVV) mostraram que a meglumina estd diretamente envolvida na
formacdo de um polimero supramolecular. Medidas de espalhamento de luz evidenciaram um
material de elevada massa molecular em torno de 290 + 88 MDa. A formagao desse material
supostamente compreende duas etapas. Primeiramente, ocorre a transferéncia do hidrogénio
acido entre o grupo carboxila e o grupo amino da meglumina gerando supra-anfifilicos
estabilizados por ligagdes eletrostaticas. Em um segundo momento, tais supra-anfifilicos se
auto-organizam em nanoestruturas com complexidade hierarquica crescente e que sao
possivelmente estabilizadas por ligagdes de hidrogénio provenientes da meglumina
(CASSIMIRO et al., 2012).
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Figura 29 - Férmula estrutural quimica de (a) meglumina, (b) flunixina e (c) ligagdo de hidrogénio do
aduto flunixina-meglumina
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Fonte: Adaptado de CASSIMIRO et al., 2012.

Os resultados obtidos nesse estudo inicial foram tdo promissores que encorajaram nosso
grupo a tentar estudar o papel da meglumina na formacéao de outros sistemas supramoleculares
utilizando um trigliceridio, o 6leo de ricino maleinizado, usado como espécie hidrofébica
durante a reagdo do tipo &cido-base com a meglumina. Esta reagdo gerou um produto amarelado
com aspecto de gel. Além disso, este material foi estudado com adicéo de diferentes por¢des de
agua, formando cristais liquidos (FERREIRA et al., 2016). Em seguida, estes materiais foram
comparados aos supra-anfifilicos compostos por acido ricinoléico maleinizado, o acido graxo
majoritario do Oleo de ricino, diretamente em contato com a meglumina. Os resultados
apresentaram formacao de supra-anfifilicos de aspecto semelhante a um gel viscoso, formando
cristais liquidos em fase hexagonal, lamelar e mistura dessas fases. Além disso, 0 estudo da
adicdo de diferentes porcbes de dgua demonstrou que ha um limite de interagcdo com o supra-
anfifilico proximo a 18%, tornando-os interessantes em aplicagbes como biomateriais
(KUROKAWA, 2014).
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2.2.3 Polimeros supramoleculares

Os materiais avancados, a exemplo dos polimeros sintéticos tiveram um grande impacto
em nossa vida (YAN et al., 2012) e tornaram-se indispensaveis nos Ultimos 50 anos. Sua ampla
gama de propriedades personalizaveis, altos niveis de processamento e baixo custo levaram ao
uso abundante de materiais poliméricos em aplicacdes que vdo desde sacos plasticos
descartaveis e embalagens de alimentos, até componentes complexos utilizados nas industrias
eletrbnica, automotiva e aeronautica. Invariavelmente, a exposicdo ao ataque ambiental
resultante de estresses quimicos, mecanicos, radiativos e térmicos faz com que os materiais
poliméricos se degradem ao longo do tempo, 0s quais, por serem mantidos por ligacbes
covalentes, impedem a reciclagem e promovem uma alteracdo indesejavel das propriedades dos
materiais sob estimulos externos (HART et al., 2013; YAN et al., 2012).

Devido a degradacgéo decorrentes de diversos fatores externos e a impossibilidade de
reciclagem, o campo da quimica supramolecular avancou para um nivel em que é possivel
selecionar blocos de construcdo que se auto-organizem em estruturas interessantes que vao
desde sistemas hdspede-hospedeiro simples baseados no reconhecimento molecular até
materiais supramoleculares funcionais altamente complexos. Como uma parte altamente ativa
e significativa da Quimica Supramolecular, os polimeros supramoleculares, que podem ser
definidos como sistemas poliméricos que se estendem para além da molécula e utilizam
interacbes ndo-covalentes para direcionar sua montagem, controlar suas conformagées e/ou
para definir seu comportamento, chamam cada vez mais a atencdo da comunidade cientifica. O
uso de interagBes ndo-covalentes unidirecionais (Figura 32) reversiveis e fortes entre
mondmeros supramoleculares pode ndo s6 alcancar algumas das propriedades importantes dos
polimeros convencionais (por exemplo, viscosidade), mas também realizar algumas
funcionalidades fascinantes que ndo sdo encontradas em polimeros convencionais, como
processamento, reciclagem, e auto-regeneracdo (HUANG; SCHERMAN, 2012).

Os sistemas vivos utilizam o conceito de polimero supramolecular extensivamente, a
exemplo do citoesqueleto celular em que longos filamentos de proteinas monoméricas
ordenadas formam e se despolimerizam dinamicamente para as funcdes celulares vitais. Uma
plataforma sintética de polimeros supramoleculares funcionais poderia ser uma fonte
extraordinaria de inovagdo com impacto em areas como energia, medicina ou sustentabilidade
ambiental. A partir da estrutura desenvolvida por Lehn, uma série de estruturas variando desde
sistemas hospedeiros simples baseados em reconhecimento molecular a complexos

supramoleculares auto-organizados, redes cristalinas e monocamadas foram sintetizados. Na
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quimica de polimeros, essas interagdes controladas tém sido usadas para criar materiais liquido
cristalinos e intrigantes arquiteturas em conjuntos de copolimeros em bloco (AIDA; MEIJER,;
STUPP, 2012).

Inicialmente, em 1878, Louis Henry prop0s a ideia de polimerizacdo molecular por
interagOes associativas, mas foi (FOUQUEY; LEHN; LEVELUT, 1990) que projetou e
sintetizou o primeiro polimero supramolecular linear mantido por liga¢@es de hidrogénio entre
moléculas pequenas. Mais recentemente, algumas estratégias foram desenvolvidas para criar
grandes e ordenados conjuntos de moléculas bidimensionais e outros objetos em nanoescala.

O interesse em polimeros supramoleculares ndo envolve apenas o desenvolvimento de
agregados moleculares unidimensionais, mas lhes atribuem funcdes. A Figura 30 apresenta
unidades moleculares formando arquiteturas supramoleculares com funcionalidades mecéanicas,
bioldgicas, oticas e eletrénicas (AIDA; MEWER; STUPP, 2012). As Figuras 30a e 30b
representam o monémero ureidopirimidinona capaz de formar quatro ligac6es de hidrogénio e
se agregar como um polimero em forma de uma espiral aleatéria. Ja as Figuras 30c e 30d
demonstram um anfifilico monomérico peptidico composto por trés dominios, uma sequéncia
formada por um sinal bioloégico, um dominio contendo aminoacidos com uma forte tendéncia
em formar B folha e uma cauda alquilica hidrofébica, compondo um agregado cilindrico
torcido. As Figuras 30e e 30f representam o fluoroforo oligo(fenileno vinileno), substituido por
grupos alquila, em que um dos terminais é capaz de formar quatro ligacfes de hidrogénio
compondo o polimero em fita torcida. Por fim, as Figuras 30g e 30h apresentam o monémero
hexabenzocoroneno que pode atuar como doador de elétron, substituido por cadeias de

feniltrietilenoglicol e dodecil, gerando um nanotubo com uma parede espessa.
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Figura 30 - Representagdo de mondmeros e seus polimeros supramoleculares, (a) ureidopirimidinona
em (b) espiral, (c) anfifilico peptidico (d) compondo um cilindro torcido, (e) fluoréforo originando (f)
fita torcida e (g) hexabenzocoroneno gerando (h) um nanotubo
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Fonte: Adaptado de AIDA; MEIJER; STUPP, 2012.

A par disso, os polimeros supramoleculares (Figura 31) possuem uma responsividade
térmica muito sensivel. Uma pequena alteracdo na temperatura pode levar a uma grande
variacdo na viscosidade, o que torna os polimeros supramoleculares muito mais faceis de
processar do que os polimeros convencionais. Além disso, a reversibilidade derivada das
interacbes nao-covalentes confere aos polimeros supramoleculares potencial para serem
reciclaveis e auto-regenerativos (LIU; WANG; ZHANG, 2012). A possibilidade de resposta
aos estimulos externos pode proporcionar uma variedade de aplicagdes potenciais em areas que
vao desde materiais inteligentes/adaptativos até energia e medicamentos ou voltados a
sustentabilidade. Definitivamente, ¢ uma area de grande interesse e desafio (HUANG;
SCHERMAN, 2012).
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Figura 31 - Polimeros supramoleculares sob uma nova ética dos materiais poliméricos e comparados
ao conceito macromolecular
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Fonte: Adaptado de BOSMAN et al., 2003.

Em geral, os polimeros supramoleculares sdo divididos em duas classes, os polimeros
supramoleculares de "cadeia principal” em que o esqueleto polimérico é construido a partir de
mondmeros de baixo peso molecular por ligacdo ndo-covalente e o polimero supramolecular de
“cadeia lateral”, em que o esqueleto polimérico ja foi construido por ligagfes covalentes (ou
ligacbes ndo-covalentes, ocasionalmente) e a "cadeia lateral™ é construida por grupos funcionais
que ndo sdo ligados covalentemente. As interagdes secundarias envolvidas na construcéo de
polimeros supramoleculares incluem ligacdo de hidrogénio, coordenacdo metal-ligante,
empilhamento 7-m, intera¢do iOnica, interacdo hdspede-hospedeiro, etc. Cada uma dessas
interacdes nao-covalentes possui uma forga de ligagdo e vantagens Unicas. A maior parte dos
polimeros supramoleculares emprega uma dessas interagdes ndo-covalentes, enquanto na
natureza, é possivel encontrar a combinacdo de multiplas interagfes ndo-covalentes de maneira
eficiente e que sustentam as estruturas tridimensionais e desenvolvem os processos biolégicos
(LIetal., 2012).
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2.3 Sistemas de liberagéao responsivos ao pH

A forma em que os farmacos sdo administrados tem chamado a atencdo nas Ultimas
décadas. Em geral, o farmaco é ministrado em uma dose alta, a qual precisa ser repetida apds
algumas horas ou dias depois. Além de ndo ser um método econémico, ainda pode resultar em
efeitos danosos ao organismo e € por isso que 0s métodos de controle de liberacdo, a exemplo
do uso de polimeros para liberacdo controlada tem ganhado visibilidade nas areas farmacéutica,
alimenticia, agricultura, cosmética e em produtos de uso doméstico. A liberacdo de farmaco
cobre uma extensa variedade de técnicas usadas para a liberagcdo de agentes terapéuticos no
corpo humano e as estruturas supramoleculares séo interessantes em virtude da sua habilidade
em solubilizar moléculas hidrofébicas em agua (ATWOOD; STEED, 2004).

A resposta a estimulos existe de forma onipresente na natureza. Por exemplo, 0s pepinos
do mar encolhem seus corpos e aumentam sua rigidez imediatamente apds se depararem com 0
perigo. As plantas carnivoras fecham suas folhas para capturar insetos quando seus pelos sdo
estimulados. No mundo bioldgico microscopico, a resposta aos estimulos externos desempenha
um papel essencial na manutencédo de fungdes normais e na realizacdo de atividades avancadas,
que geralmente sdo acompanhadas pela transformacéo estrutural de sistemas auto-organizados
em diferentes escalas desde o nivel molecular e celular até o nivel macroscopico (ZHANG,;
GAO, 2017).

A nivel molecular, algumas biomacromoléculas fundamentais (por exemplo, proteinas,
acido desoxirribonucleico (DNA) e acido ribonucleico (RNA), etc.) podem implementar
fungdes bioldgicas especificas por alteracdes estruturais induzidas por estimulos, chamadas
"transformacgdes supramoleculares”. Por exemplo, sob estimulo de algumas moléculas
reguladoras (como proétons e dioxido de carbono), a hemoglobina sofre mudancas estruturais
das subunidades através da regulacdo alostérica, onde o equilibrio entre duas conformacées
quaternarias com baixa e alta afinidade com o oxigénio é deslocado (ZHANG; GAO, 2017).

A nivel subcelular, as organelas sdo capazes de alterar suas conformagfes em resposta
a estimulos fisioldgicos, o que é critico para alcancar funcdes bioldgicas e manter a vitalidade
celular. Por exemplo, os microfilamentos podem mudar sua forma de ondulada para uma
morfologia fibrosa a fim de auxiliar o movimento das células; e os complexos de Golgi podem
modificar suas morfologias auto-organizadas (tubulos, vesiculas, cilindros ou esferas) para
executar funcbes, como pos-modificacdo e transporte de proteinas. A nivel celular, as

citomembranas podem alterar a curvatura interagindo com varias macromoléculas, como
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polimeros sintéticos e proteinas durante os processos celulares de exocitose e endocitose, etc
(ZHANG; GAO, 2017).

Inspirados nesses comportamentos bioldgicos de transformacdo responsivos a
estimulos, os sistemas supramoleculares artificiais foram fabricados gerando nanoestruturas
bem definidas, adaptaveis e funcionais através do controle de transformacdes estruturais em
auto-organizados a partir de estimulos externos. Estes sistemas sdo geralmente baseados em
materiais supramoleculares inteligentes, permitindo a incorporacdo de componentes, cujas
estruturas mantidas por interacdes ndo-covalentes podem ser moduladas por mudancas fisicas
ou quimicas, em resposta a variacdes de temperatura, pH, luz, redox e dioxido de carbono (CO3)
(ZHANG; GAO, 2017).

Entre os varios estimulos externos que controlam nanomateriais supramoleculares
inteligentes, o estimulo por pH representa uma abordagem facil e conveniente que fornece
controle especifico por perturbacdo de protons. No processo de ajuste, os acidos ou bases
prontamente disponiveis sdo usualmente utilizados e o pH da solu¢do pode ser medido
guantitativamente. Em geral, as principais estratégias para a construcdo de materiais
responsivos ao pH podem ser classificadas em duas categorias: a incorporacdo de grupos
ionizaveis nos materiais, tais como grupos amina ou carboxilicos, ou a introducgéo de ligacdes
ativas passiveis de quebra nos materiais, tais como ligacdes de base de Schiff e ligacdes de
hidrazona. Apds alteragdes de pH, espera-se que a protonacdo/desprotonacdo dos grupos
ionizaveis ou a formacao/decomposicdo das ligacdes covalentes tenham um efeito distinto nas
interacOes eletrostaticas, ligacdo de hidrogénio, interagdes hidrofobicas e composicdes
quimicas, etc. nos auto-organizados. Como resultado, a morfologia ou funcdes dos
nanomateriais auto-organizados podem ser controladas dinamicamente (ZHANG; GAO, 2017).

Para tanto, dentre as aplicacdes de materiais responsivos ao pH, destaca-se que o perfil
de pH dos tecidos patoldgicos, como na presenca de inflamacédo, infeccdo e cancer, é
significativamente diferente do tecido normal. O pH em locais sistémicos de infecg¢des, tumores
primarios e tumores metastatizados é menor do que o pH do tecido normal. Por exemplo, o pH
da regido cai de 7,4 em condi¢cBes normais até 6,5 apds 60 h depois do inicio da reacdo
inflamatoria. Este comportamento pode ser utilizado como informacao importante no preparo
de sistemas responsivos a estimulos, que podem explorar as propriedades bioquimicas do local
afetado (GANTA et al., 2008). Portanto, o pH €, em média, menor na massa tumoral do que em
tecido normal. Uma vez que os tumores proliferam muito rapidamente, a vascularizagéo do
tumor geralmente é insuficiente para fornecer nutrientes e oxigénio necessarios para a expansao

da populacédo de células tumorais. 1sso resulta em diferenca no ambiente metabdlico entre os
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varios tumores solidos e o tecido normal circundante. O oxigénio escasso no tumor leva a
hipoxia e provoca a producéo de acido latico e hidrolise da ATP em um ambiente deficiente em
energia, que contribui para um microambiente acido, encontrado em muitos tumores. A maioria
dos tumores solidos tem pH extracelular menor (< 6,5) do que os tecidos circundantes (pH 7,4).
O pH é compartimentado no tecido tumoral em um componente intracelular (pHi), que é similar
em tecido tumoral e normal, e um componente extracelular (pHe), que é relativamente acido
nos tumores. Isso da origem a uma diferenca de gradiente de pH da membrana celular entre o
tecido normal e o tecido tumoral, que pode ser explorada para a administracdo de medicamentos
ao tumor na forma de eletrélitos fracos com o pKa apropriado (CHEN et al., 2014).

Estudos de liberacdo de farmacos em diferentes valores de pH utilizando materiais
supramoleculares foram desenvolvidos, a exemplo do trabalho de Demuth e colaboradores
(2011), que estudaram nanoparticulas de silica como sistemas de liberagdo de rodamina 6G, em
pH 7,4 e 5,0. O grupo observou que no inicio, nos diferentes valores de pH, os sistemas liberam
o farmaco nas trés primeiras horas, seguida de uma diminuigdo apds 40h. Além disso, em pH
5,0, houve liberacdo de cerca de 3,0 ug a mais de farmaco do que em pH 7,4, podendo ser
atribuida a reducdo das interacOes eletrostaticas entre as moléculas de farmaco positivamente
carregadas e a superficie da silica, em pH 5,0. J4 em pH 7,4, a superficie das nanoparticulas é
bem mais negativa, observado por estudo de potencial zeta (DEMUTH et al., 2011).

O desenvolvimento de nanoparticulas supramoleculares pelo grupo de Hu (2011) a
partir do polietilenoimina (PEI) com ligacGes cruzadas a ciclodextrina, foram estudadas pelo
carreamento do farmaco doxorrubicina, usado na quimioterapia, e com DNA plasmidial e
avaliados pela diferenca de pH. O estudo de liberacdo do farmaco foi realizado em pH 7,4
(sanguineo), 5,0 (lisossomo) e 3,0 (situagdo extrema), cujos dados confirmaram liberacdo da
doxorrubicina pela dissociacdo do material dependente do pH, que demonstrou menor taxa de
liberacdo no pH sanguineo (15 + 0,7%) e maior liberacdo em pH 3,0 (52,9 + 1,4%) (HU et al.,
2011).

Em outro trabalho, desenvolvido por Duan e colaboradores (2013), foi estudado um
anfifilico supramolecular formado por um pilarareno soltvel e N-1-decilferrocenilmetilamina
hidrofébica em solucdo aquosa (Figura 32), cuja variacdo do pH altera a conformacdo do
sistema. Quando o pH é ajustado para 6,0, ndo € possivel encontrar vesiculas nas imagens,
demonstrando a desagregacdo das vesiculas supramoleculares neste pH. No entanto, ao
aumentar o pH para 7,0, as vesiculas sdo reformadas (DUAN et al., 2013).
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Figura 32 - llustracdo esquematica da formagao das vesiculas supramoleculares e a liberacéo de farmaco
controlada pelo pH
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Fonte: Adaptado de DUAN et al., 2013.

2.4 Planejamento experimental

Atualmente, é possivel obter uma grande quantidade de dados nos experimentos levados
a termo pelos cientistas, em virtude do avanco de técnicas e instrumentacgdo, sendo fundamental
a aplicacdo de ferramentas estatisticas, que visem explorar e entender esses dados e as
informacdes originadas do sistema estudado (PEREIRA-FILHO; POPPI; ARRUDA, 2002).

A principio, é necessario estudar quais variaveis ou fatores podem influenciar na
resposta desejada. Em seguida, é preciso verificar quais variaveis influenciam o sistema e
avaliar o procedimento experimental. E entdo, deve-se definir um planejamento para verificar
o efeito dessas diferentes variaveis no resultado, dentre eles, destacam-se os planejamentos
fatoriais dadas suas importancias na compreensao do comportamento do sistema (BRUNS;
SCARMINIO; BARROS-NETO, 2006; TEOFILO; FERREIRA, 2006). O planejamento
fatorial é uma ferramenta interessante devido a sua simplicidade e tem sido cada vez mais usado
por possibilitar a interpretacdo dos resultados a partir de pardmetros experimentais, além de
fornecer o efeito das interacdes entre as variaveis estudadas (COSTA et al., 2006).

No planejamento fatorial completo, as influéncias de todas as variaveis experimentais e
os efeitos de interagcdo na resposta sdo avaliados. Se a combinacédo de k fatores é estudada em
dois niveis, nivel alto e nivel baixo, o planejamento contera 2% experimentos. Esses niveis,
quando aplicados a fatores quantitativos, sdo nomeados pelos sinais + (mais) e — (menos). Ja

para variaveis qualitativas, o cientista pode escolher os niveis desejados. O problema deste
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planejamento é a grande quantidade de ensaios para cada fator estudado. Além disso, efeitos de
altas ordens, como k>4, sdo praticamente nao significativos e, por isso, ensaios estudando os
efeitos de interacdo sdo quase insignificantes. Decorrente disso, os planejamentos fatoriais
fracionarios, com 2?, em que k é o niimero de variaveis e b, o tamanho da fragio, promovem
a reducdo do namero de experimentos e geram as mesmas conclusées de um planejamento
fatorial completo (TEOFILO; FERREIRA, 2006).

Dentre as vantagens do planejamento fatorial, tem-se a reducdo do nimero de ensaios
sem prejuizo da informagao obtida, o estudo simultaneo de diversas varidveis, a determinagdo
da confiabilidade dos resultados, a pesquisa em etapas e a escolha das varidveis que influenciam
0 processo (CUNICO et al., 2008).

Por fim, nos casos em que as repeticbes auténticas apresentam inconvenientes, é
possivel incluir um experimento no centro do planejamento, um valor médio dos niveis de todas
as variaveis estudadas. Este é o planejamento fatorial com ponto central (nivel zero). As
vantagens desse método incluem a possibilidade de avaliar a significancia dos efeitos,
minimizar a possivel perda da relacdo ndo linear entre os intervalos, possibilidade de estimar
um modelo razoavel e verificar a falta de ajuste. A Gnica requisicao é que este método s6 pode
ser aplicado ao utilizar variaveis quantitativas (TEOFILO; FERREIRA, 2006).
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3 OBJETIVOS

3.10bjetivo Geral

Este trabalho teve como objetivos a obtengdo e o estudo do comportamento fisico-
quimico de supra-anfifilicos de fase liotrépica sintetizados a partir de meglumina e acidos

graxos homologos em meio aquoso.

3.2 Objetivos especificos

e Sintetizar supra-anfifilicos a base de meglumina tanto com o acido estearico como acido
oleico, aprofundando o conhecimento sobre a sintese e as caracteristicas fisico-
quimicas.

e Verificar a influéncia de diferentes variaveis como temperatura, quantidade de solvente
e razao molar de &cido graxo em relacdo a meglumina na obtencéo de supra-anfifilicos
relacionando-as com o tipo de organizacdo da molécula utilizando o delineamento
experimental.

e Estudar a organizacdo estrutural, capacidade de interacdo da agua e adesividade de
sistemas compostos pelos supra-anfifilicos a base de meglumina.

e Avaliar a capacidade do supra-anfifilico a base de meglumina atuar como sistema de

liberacdo de farmaco em pele.



69

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Reagentes

Acido oleico, acetato de etila e metanol foram adquiridos da Synth Produtos para Laboratorio
Ltda. Acido estearico e N-metilglucamina (meglumina) foram adquiridos pela Sigma Aldrich
Co. Acetato de dexametasona da Purifarma. Todos os reagentes foram usados da maneira como

recebidos. A agua utilizada nos experimentos foi a purificada em sistema MilliQ.

4.2 Estudos preliminares de preparacgao de supra-anfifilicos de acido oleico e acido

estearico com meglumina

4.2.1 Sintese de AOMEG
Os supra-anfifilicos usando quantidades equimolares (1:1) e de 1:2 de &cido oleico

(Figura 33) para meglumina.

Figura 33 — Formula estrutural do &cido oleico

T‘
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Fonte: Autor.

Cada 1g de meglumina, em 2,5 mL de agua e o equivalente molar de acido oleico foi
solubilizado em 1,5 mL de acetato de etila. A quantidade de solvente adicionada foi a minima
necessaria para a completa solubilizacdo de cada componente. Apoés a solubilizacéo, a solucdo
contendo meglumina foi gotejada sobre a solucdo de acido oleico e mantida sob agitacao
magnética. Posteriormente, a eliminacdo do solvente ocorreu por evaporagao espontanea e em
seguida, por fluxo de nitrogénio. Para a obtencdo de supra-anfifilicos sem solvente, misturou-

se 0s reagentes diretamente em almofariz, nas proporcdes descritas na Tabela 2.
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Tabela 2 - Sintese de amostras de acido oleico (AO) e meglumina para estudos preliminares

Supra-anfifilico = Massa Reagente /g Volume Solvente / mL

AOMEG11 1,46g AO -
1g meglumina -
AOMEG11-0,5S 1,469 AO 0,75 mL acetato de etila
1g meglumina 1,25 mL de &gua
AOMEG11-S 1,46g AO 1,50 mL acetato de etila
1g meglumina 2,50 mL de agua
AOMEG12 0,73g AO -
19 meglumina -
AOMEG12-0,5S 0,73g AO 0,75 mL acetato de etila
1g meglumina 1,25 mL de &gua
AOMEGI12-S 0,73g AO 1,50 mL acetato de etila
1g meglumina 2,50 mL de 4gua

Fonte: Autor.

4.2.2 Sintese de AEMEG

Pesou-se e solubilizou-se 1 g meglumina em 2,5 mL de metanol a quente e acido
estearico (Figura 34) de acordo com seu equivalente molar em 1,5 mL de acetato de etila a
quente. A primeira foi gotejada sobre a solucdo de &cido estedrico e mantida sob agitacdo
magnética por 2 minutos. A mistura foi congelada em freezer por 5 minutos e o excesso de
solvente organico foi desprezado. As amostras foram mantidas sob lenta evaporacdo em capela
de exaustdo (48 h). Apds esse periodo, as amostras foram mantidas sob fluxo de nitrogénio. A
sintese dos supra-anfifilicos sem solvente foi realizada pela mistura direta dos reagentes (Tabela
3). Foram sintetizados supra-anfifilicos em propor¢cdes molares de 1:1 e 1:2 de é&cido

estedrico:meglumina.

Figura 34 - Formula estrutural do acido esteérico
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Fonte: Autor.



Tabela 3 - Sintese de amostras de acido esteérico (AE) e meglumina para estudos preliminares

Supra-anfifilico

Massa Reagente / g

Volume Solvente / mL

AEMEGI11 1,459 AE -
1g meglumina -
AEMEGL11-0,5S 1,459 AE 0,75 mL acetato de etila
1g meglumina 1,25 mL de metanol
AEMEG11-S 1,459 AE 1,50 mL acetato de etila
1g meglumina 2,50 mL de metanol
AEMEGI12 0,72g AE -
19 meglumina -
AEMEG12-0,5S 0,729 AE 0,75 mL acetato de etila
1g meglumina 1,25 mL de metanol
AEMEG12-S 0,729 AE 1,50 mL acetato de etila

1g meglumina

2,50 mL de metanol

Fonte: Autor.

4.2.3 Diagramas de fase de AOMEG e AEMEG e 4gua
O estudo dos sistemas AOMEG/agua e AEMEG/agua por diagramas de fases é
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importante para determinar qual proporcdo é mais adequada para cada tipo de aplicagdo. A

adicdo de agua ocorreu a temperatura ambiente, seguida da homogeneiza¢do com bastdo de

vidro e entdo aqueceu-se a formulacéo a 65 °C por 5 minutos. As formulagdes preparadas estdo

especificadas nas Tabelas 4 e 5.

Tabela 4 - Composi¢do das misturas binarias de AOMEG e &gua

Nome dos sistemas

Componentes / % (m/m)

AOMEGI11S AOMEGIlL AOMEGI2S AOMEG12  Agua  ‘cidooleico-

meglumina
10% 10% 10% 10% 90 10
20% 20% 20% 20% 80 20
30% 30% 30% 30% 70 30
40% 40% 40% 40% 60 40
50% 50% 50% 50% 50 50
60% 60% 60% 60% 40 60
70% 70% 70% 70% 30 70
80% 80% 80% 80% 20 80
90% 90% 90% 90% 10 90

Fonte: Autor
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Tabela 5 - Composicdo das misturas binarias de AEMEG e &gua

Nome dos sistemas Componentes / % (m/m)
AEMEGI1S AEMEG1l AEMEGI2S AEMEGI2  Agua  / ‘cldoestearico-

meglumina
10% 10% 10% 10% 90 10
20% 20% 20% 20% 80 20
30% 30% 30% 30% 70 30
40% 40% 40% 40% 60 40
50% 50% 50% 50% 50 50
60% 60% 60% 60% 40 60
70% 70% 70% 70% 30 70
80% 80% 80% 80% 20 80
90% 90% 90% 90% 10 90

Fonte: Autor

4.2.4 Sintese dos sistemas de &cido oleico e &cido estearico a 80 °C

Todos os sistemas formados pelos supra-anfiilicos mencionados anteriormente foram
avaliados quanto a organizacéo estrutural por SAXS. Para isso, sintetizou-se formulac6es a 80
°C de acordo com o0 método empregado na sintese a 65 °C, totalizando 36 sistemas de AEMEG
e 36 sistemas de AOMEG.

4.2.5 Preparacdo de sistemas diluidos de &cido oleico-meglumina e de &cido estearico-
meglumina equimolares em auséncia de solventes organicos

Para avaliar o tamanho das particulas e seus respectivos potenciais zeta, sistemas
diluidos de AOMEG11 e AEMEG11 (Tabela 6) foram sintetizados.

Tabela 6 - Sistemas diluidos de AOMEG11 e AEMEG11 sem solvente, dispersos em &gua

% de AOMEGL11 (m/m) % de AEMEGL11 (m/m)

0,01491 0,01473
0,02985 0,02947
0,05973 0,05905
0,1195 0,1181
0,2393 0,2362
0,4789 0,4726
0,9573 0,9460

Fonte: Autor
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O supra-anfifilico e a &gua foram pesados e acondicionados em banho termostatico por
3 minutos, misturados com bastdo de vidro, mantidos novamente no banho por mais 2 minutos

e entdo, aguardou-se 1 semana para a estabilizacdo das amostras antes de proceder as analises.

4.3 Delineamento experimental

Com o intuito de avaliar a influéncia de alguns parametros, foi tragado um planejamento
fatorial completo, selecionando-se trés variaveis, razdo molar da mistura binaria acido graxo-
meglumina (v1), presenca de solvente (v2) e temperatura (v3) com a adi¢do de 60 % de agua,
que foram testadas em trés propor¢des molares, razdo equimolar (1:1), de 1:1,5 e de 1:2 da
mistura binéria &cido graxo-meglumina, em presenca ou auséncia de solvente, bem como a
metade de solvente usada para solubilizar a meglumina e o acido graxo, pela adi¢do de agua em

trés niveis de temperatura, cada uma, a 65, 72 e 80 °C (Tabela 7).

Tabela 7 - Visdo geral do experimento visando avaliar a influéncia da temperatura, solvente e razdo
molar nas formulacfes

Variaveis Niveis

Baixo Zero Alto
Temperatura (v1) 65 °C 72°C 80°C
Presenca de solvente (v2) Néo Metade do nivel alto Sim
Raz&o molar
AGMEG:agua (v3) 1:1 1:15 1:2

Fonte: Autor

No total foram testadas 3 varidveis em 3 niveis, obtendo-se um total de 3° = 27
experimentos. No entanto, ndo é possivel efetuar calculos com as variaveis nos niveis em escala
experimental, por isso, se faz necessario codificar as variaveis, adotando-se os numeros -1 e +1
para os niveis baixo e alto e 0 para os valores intermediarios de cada variavel, que pode ser
realizada a partir da Equacéo 1.

_ xo — PC

~ Maximo — Minimo
2

A partir do Equacdo 1 apresentada, pode-se elaborar a Tabela 8 contendo a configuracéo

(1)

Xc

das amostras que foram sintetizadas. Nessa tabela, a composicdo dos experimentos esta
representada com as codificagdes utilizadas nos calculos. A razdo molar foi estudada como a
primeira varidvel (v1), em que a razdo equimolar de &cido graxo em relacdo a meglumina foi

representada pelo nivel baixo (-1), 1:1,5 como nivel médio (0) e 1:2 como nivel alto (1). A
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variavel 2 (v2) se refere ao solvente, com auséncia, uso de metade e aplicagdo de minimo do
solvente para a solubilizacdo dos reagentes codificados em niveis baixo (-1), médio (0) e alto
(1), respectivamente. A temperatura, denominada variavel 3 (v3), apresenta como nivel baixo
(-1), médio (0) e alto (1), as temperaturas 65, 72 e 80°C.

Tabela 8 - Configuracdo dos 27 experimentos efetuados para avaliar os parametros temperatura,
solvente e razdo molar codificados em niveis (baixo, médio e alto) na formulagdo de acido oleico e &cido
estearico com meglumina em agua (60%)

Razéo molar Presenca de Temperatura
Nomenclatura geral* AGMEG:agua solvente (v2 (°C) (v3
(v1 codificada) codificada) codificada)

AGMEG11-65 -1 -1 -1
AGMEG11-72 -1 -1 0
AGMEG11-80 -1 -1 1
AGMEG11-0,55-65 -1 0 -1
AGMEG11-0,55-72 -1 0 0
AGMEG11-0,5S-80 -1 0 1
AGMEG11S-65 -1 1 -1
AGMEG11S-72 -1 1 0
AGMEG11S-80 -1 1 1
AGMEG11,5-65 0 -1 -1
AGMEG11,5-72 0 -1 0
AGMEG11,5-80 0 -1 1
AGMEG11,5-0,55-65 0 0 -1
AGMEG11,5-0,5S5-72 0 0 0
AGMEG11,5-0,5S-80 0 0 1
AGMEG11,5S-65 0 1 -1
AGMEG11,55-72 0 1 0
AGMEG11,5S-80 0 1 1
AGMEG12-65 1 -1 -1
AGMEG12-72 1 -1 0
AGMEG12-80 1 -1 1
AGMEG12-0,55-65 1 0 -1
AGMEG12-0,55-72 1 0 0
AGMEG12-0,5S-80 1 0 1
AGMEG12S-65 1 1 -1
AGMEG12S-72 1 1 0

AGMEG12S-80 1 1 1
*AG = Acido graxo, podendo ser &cido oleico (AO) ou &cido estearico (AE). Fonte: Autor.
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Todas as amostras foram avaliadas quanto a respostas relacionadas a bioadesividade,
pelas temperaturas onset de fusdo obtidas por DSC e quanto a organizacao estrutural obtida por
MLP e SAXS. Depois que os experimentos foram realizados, o0 proximo passo foi identificar
quais variaveis eram realmente importantes. O calculo dos efeitos é facilmente realizado em
softwares como o Microsoft Excel® ou em calculadoras eletronicas cientificas e, com o0s
experimentos descritos foi possivel calcular um modelo empirico com 7 coeficientes: 3
coeficientes lineares (b1, b2, b3), 3 coeficientes de interacdo de segunda ordem (b12, b13, b23)
e 1 de interacdo de terceira ordem (b123), em que os algarismos estao relacionados as variaveis
e o célculo foi feito pela multiplicacdo da variavel/variaveis com a resposta estudada.

Para identificar quais efeitos eram realmente importantes e quais deveriam ser
desconsiderados, calculou-se a porcentagem que cada quadrado dos efeitos exerce sobre a soma
dos quadrados dos mesmos (Equacao 2).

Efeito?
Y Efeito?

Entdo, sabendo-se quais varidveis sdo fundamentais, pode-se descartar as

)xlOO (2)

Porcentagem = (

negligenciaveis, ou seja, as que apresentaram porcentagens baixas (quase nulas). Com isso, a
partir da exclusdo das varidveis negligencidveis, um novo planejamento experimental foi
obtido, com novos calculos de efeitos e significancia dos efeitos dessas variaveis e das
interacdes entre elas foi verificada pela aplicacdo da anélise de variancia (ANOVA). Depois de
realizar a analise do modelo, foi necessério verificar se todos os coeficientes calculados eram
necessarios, chegando-se a um modelo com determinados erros, 0s quais podem ser exibidos
graficamente relacionando os coeficientes e seus erros criticos. Por fim, com o modelo proposto
é possivel visualizar a superficie de resposta gerada (PEREIRA-FILHO, 2015; PEREIRA-
FILHO; PEREIRA; LEMOS, 2009; BREITKREITZ; SOUZA,; POPPI, 2014; COSTA et al.,
2006; SILVA et al., 2008).

4.3.1 Preparacao de &cido oleico e meglumina (AOMEG) para delineamento fatorial

As amostras foram preparadas nas propor¢des molares de 1:1, 1:1,5 e de 1:2 de &cido
oleico:meglumina conforme apresentado na Tabela 9. As amostras contendo solvente foram
sintetizadas pela solubilizacdo do acido oleico em acetato de etila, enquanto a meglumina foi
solubilizada em agua. A solugdo contendo meglumina foi gotejada na solucdo de &cido oleico
e mantida sob agitagdo magnética. Posteriormente, o material foi cristalizado pela evaporagéo

espontanea dos solventes e entdo por fluxo de nitrogénio em placas de Petri.
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Para a obtencdo de supra-anfifilicos sem solvente, misturou-se os reagentes diretamente com

auxilio de almofariz e pistilo.

Tabela 9 — Comparacgéo dos supra-anfifilicos de acido oleico e meglumina para delineamento
experimental

Massa / g Volume / mL Massa/g  Volume/

Supra-anfifilico acido oleico acetato de etila meglumina mL agua

AOMEGI11 1,46 - 1,00 -
AOMEG11-0,5S 1,46 0,75 1,00 1,25
AOMEG11-S 1,46 1,50 1,00 2,50

AOMEGI11,5 1,46 - 1,50 -
AOMEG11,5-0,5S 1,46 0,75 1,50 1,25
AOMEG11,5-S 1,46 1,50 1,50 2,50

AOMEGI12 0,73 - 1,00 -
AOMEG12-0,5S 0,73 0,75 1,00 1,25
AOMEGI12S 0,73 1,50 1,00 2,50

Fonte: Autor.

4.3.2 Preparacdo de acido oleico-meglumina com 60% de agua em diferentes temperaturas
Ap0s pelo menos 48h do preparo de AOMEG, foi realizada a preparagdo dos sistemas
pela incorporacdo de 60% de agua em massa as amostras AOMEG11, AOMEG11-0,5S,
AOMEG11-S, AOMEG11,5, AOMEG11,5-0,5S, AOMEG11,5-S, AOMEG12, AOMEG12-
0,5S e AOMEG12-S. A 4gua foi pesada em balanca analitica, adicionada a temperatura
ambiente e homogeneizada com o auxilio de um bastdo de vidro, seguida do aquecimento por
5 minutos, e de uma nova homogeneizacao. As temperaturas variaram entre 65, 72 e 80°C, no

preparo de cada uma das amostras citadas, originando 27 sistemas (Tabela 10).



Tabela 10 - Sistemas formados por 40% de supra-anfifilico AOMEG com agua em diferentes

temperaturas
Amostra Supra-anfifilico  Agua Temperatura/ °C
AOMEGI11 40% 60% 65 72 80
AOMEG11-0,5S5 40% 60% 65 72 80
AOMEGI11-S 40% 60% 65 72 80
AOMEG11,5 40% 60% 65 72 80
AOMEG11,5-0,55 40% 60% 65 72 80
AOMEG11,5-S 40% 60% 65 72 80
AOMEG12 40% 60% 65 72 80
AOMEG12-0,5S 40% 60% 65 72 80
AOMEG12S 40% 60% 65 72 80

Fonte: Autor.

4.3.3 Preparacao de acido estearico e meglumina (AEMEG) para o delineamento

experimental

Em amostras contendo solvente, solubilizou-se meglumina em metanol a quente e o
equivalente molar de acido estearico em acetato de etila a quente. A primeira solucdo foi
gotejada sobre a solucdo de &cido estearico e mantida sob agitacdo magnética por 2 minutos.
As misturas foram acondicionadas em placas de Petri e mantidas em capela sob exaustdo por

48 horas. Apoés esse periodo, as amostras foram mantidas sob fluxo de nitrogénio por 4 horas

para a maxima remocéo do solvente.

A sintese dos supra-anfifilicos sem solvente foi realizada pela mistura direta dos reagentes em

almofariz. As massas utilizadas e o volume dos solventes estdo discriminados na Tabela 11.

Tabela 11 - Supra-anfifilicos de &cido estedrico e meglumina para delineamento experimental

. Massa / g Volume / mL Massa / ¢ Volume /
Supra-anfifilico acido oleico acetato de etila meglumina mL metanol
AEMEGI11 1,45 - 1,00 -
AEMEG11-0,5S 1,45 0,75 1,00 1,25
AEMEG11-S 1,45 1,50 1,00 2,50
AEMEG11,5 1,45 - 1,50 -
AEMEG11,5-0,5S 1,45 0,75 1,50 1,25
AEMEG11,5-S 1,45 1,50 1,50 2,50
AEMEG12 0,72 - 1,00 -
AEMEG12-0,5S 0,72 0,75 1,00 1,25
AEMEGI12S 0,72 1,50 1,00 2,50

Fonte: Autor.
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4.3.4 Preparacdo de sistemas de acido estearico-melgumina com 60% de &gua em diferentes
temperaturas

Ap0os pelo menos 48h do preparo de AEMEG, sistemas foram obtidos pela incorporagédo
de 60% de &gua em massa as amostras AEMEG11, AEMEG11-0,5S, AEMEGL11-S,
AEMEGI11,5 AEMEG11,5-0,5S, AEMEG11,5-S, AEMEG12, AEMEG12-0,5S e AEMEG12-
S. A4gua foi pesada em balanga analitica, adicionada a temperatura ambiente e homogeneizada
com o auxilio de um bastdo de vidro, seguida do aquecimento por 3 minutos, e de uma nova
homogeneizagdo. As temperaturas variaram entre 65, 72 e 80°C, no preparo de cada uma das
amostras citadas, originando 27 sistemas (Tabela 12).

Tabela 12 - Sistemas preparados com 40% de supra-anfifilico AEMEG com &gua em diferentes
temperaturas

Amostra Supra-anfifilico Agua Temperatura/°C
AEMEGI11 40% 60% 65 72 80
AEMEG11-0,5S 40% 60% 65 72 80
AEMEG11-S 40% 60% 65 72 80
AEMEG11,5 40% 60% 65 72 80
AEMEG11,5-0,5S 40% 60% 65 72 80
AEMEG11,5-S 40% 60% 65 72 80
AEMEG12 40% 60% 65 72 80
AEMEG12-0,5S 40% 60% 65 72 80
AEMEG12S 40% 60% 65 72 80

Fonte: Autor.

4.4 Aplicacéo de sistemas supra-anfifilicos como plataforma de liberacdo de farmaco

modelo

4.4.1 Sintese de AOMEG

Os supra-anfifilicos foram preparados em propor¢cdes molares variando de 1:1, pela
mistura de 1g de meglumina a 1,45 g de acido oléico (AOMEG11) e em 1:2 de acido
oleico:meglumina, tomando-se como base 1g de meglumina adicionada a 0,72 g de acido oleico

(AOMEG12) com auxilio de almofariz e pistilo e entdo armazenados em frascos plasticos.

4.4.2 Sintese de AEMEG
Foram sintetizados supra-anfifilicos de propor¢des molares 1:1 e 1:2 de acido estearico

para meglumina. Pesou-se 1 g de meglumina a 1,46 g de acido esteérico para a obtencdo de
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AEMEG11, e 1g de meglumina foi adicionado a 0,73 g de &cido estedrico para gerar
AEMEG12, homogeneizados em almofariz com auxilio de pistilo e armazenados em frascos

plasticos.

4.4.3 Obtencéo de sistemas de AOMEG e AEMEG em &agua

Cada supra-anfifilico foi pesado em tubos Falcon e adicionado de 10 a 90% de agua,
com intervalos de 10% de uma amostra a outra. A adicdo de agua ocorreu a temperatura
ambiente e entdo os tubos foram aquecidos a 65 °C por 3 minutos, seguida da homogeneizacéo
do sistema com bastéo de vidro e entdo retornou-se ao aquecimento por mais 5 minutos. Essas
amostras foram estudadas por DSC, Bioadesdo e MLP e as propor¢Ges de agua e supra-

anfifilicos adicionados estdo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 - Sistemas em duas razdes molares compostos por 10 a 90% de supra-anfifilico em relagdo a
agua, adicionada a 65°C

Amostra Supra-anfifilico/  Agua/ %
%
AOMEG11-10% AOMEG12-10% 10 90
AEMEG11-10%  AEMEG12-10%
AOMEG11-20% AOMEG12-20% 20 80
AEMEG11-20%  AEMEG12-20%
AOMEG11-30% AOMEG12-30% 30 70
AEMEG11-30% AEMEG12-30%
AOMEG11-40% AOMEG12-40% 40 60
AEMEG11-40% AEMEG12-40%
AOMEG11-50% AOMEG12-50% 50 50
AEMEG11-50%  AEMEG12-50%
AOMEG11-60% AOMEG12-60% 60 40
AEMEG11-60%  AEMEG12-60%
AOMEG11-70% AOMEG12-70% 70 30
AEMEG11-70%  AEMEG12-70%
AOMEG11-80% AOMEG12-80% 80 20
AEMEG11-80% AEMEG12-80%
AOMEG11-90% AOMEG12-90% 90 10

AEMEG11-90%

AEMEG12-90%

Fonte: Autor.
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4.4.4 Desenvolvimento de sistemas contendo 0,1% de dexametasona (DEX)

A partir dos sistemas AOMEG11, AOMEG12, AEMEG11 e AEMEG12 contendo 50%
de agua, foi adicionado 0,1% de dexametasona em massa a cada um dos sistemas. A 10g do
sistema, adicionou-se 0,01 g de farmaco, os quais foram denominados AOMEG11F,
AOMEGI12F, AEMEG11F e AEMEGI12F, respectivamente. A referida porcentagem de
farmaco em 0,1% é utilizada comercialmente (HIDA et al., 2008; FERREIRA-FILHO;
CORREIA; MASTROIANNI, 2010).

4.5 Caracterizacgao dos supra-anfifilicos

4.5.1 Determinacdo do didmetro médio e indice de polidispersividade (Pdl) das particulas
O diametro médio e o indice de polidispersividade das nanoparticulas foram
determinados através da técnica de espalhamento dindmico de luz em comprimento de onda

pré-determinado, a 25°C em um angulo de 90°. As medidas foram feitas em triplicata.

4.5.2 Determinacao do potencial zeta

As analises de potencial zeta foram realizadas em Analisador de particulas ZetaSizer
Nano-ZS, Malvern Instruments. A medicdo efetuada por este equipamento € baseada no efeito
Doppler, ou seja, na alteracdo da frequéncia sofrida pela luz dispersa por uma particula em
movimento. A contagem dos fotons permite a elaboracdo de um espectro de frequéncia a partir
do qual o potencial zeta das particulas pode ser calculado. As amostras diluidas em agua foram
analisadas em triplicata, com 5 determinacOes de potencial zeta para cada uma delas,
calculando-se os valores médios e desvios padroes (CSABA; KOPING-HOGGARD;
ALONSO, 2009).

4.5.3 Espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS)

As andlises de SAXS foram conduzidas na linha de luz DO2A-SAXS2 do Laboratério
Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), em Campinas - SP, com radiacdo de comprimento de onda
L = 1,488 A. Os sistemas na forma liquida ou gel foram injetados por seringa em um porta
amostra de 1 nm de espessura entre duas folhas de mica, enquanto as amostras solidas foram
acondicionadas em celas a temperatura ambiente. O tempo de exposi¢cdo das amostras, para
aquisicdo do sinal ao feixe variou de acordo com cada amostra. O espalhamento branco,
espalhamento de particulas existentes no sistema sem amostra, foi subtraido da intensidade total

da amostra. As intensidades de todas as amostras foram medidas em unidades relativas, mas
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para uma comparagdo quantitativa, as medidas foram normalizadas nas mesmas condigdes

experimentais.

4.5.4 Microscopia de Luz Polarizada (MLP)
As amostras preparadas foram dispostas em lamina de vidro, cobertas com laminula e

analisadas em microscopio sob luz polarizada (DM 2700M, Leica).

4.5.5 Avaliagdo da bioadesdo in vitro dos sistemas

A forca de bioadesdo entre a pele de orelha de porco e as formulagdes foi avaliada
utilizando um analisador de textura TA-XT plus no modo Hold until Time (HUT), localizado
no Laboratério de Farmacotécnica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP -
Araraquara. Orelhas frescas foram obtidas de porcos saudaveis de 6 meses de idade de um
abatedouro local e preparado para o teste como descrito por Dick e Scott (1992). As orelhas
foram lavadas com &gua (25 + 0,5 °C), sendo que as orelhas com ferimentos foram descartadas.
As peles integras foram removidas da cartilagem com um bisturi e uma camada de 400 um de
espessura do estrato corneo e epiderme foram separadas do tecido adiposo com um
dermatémetro. As peles preparadas foram congeladas a -20 °C e armazenadas nao mais do que
4 semanas.

No dia do experimento, a pele foi descongelada em solucéo fisioldgica salina, contendo
0,9 % de NaCl (m/V), a 25 + 0,5 °C por 30 min; entdo, seu pelo foi retirado com uma tesoura e
atachado na extremidade inferior da prova cilindrica (10 mm de diametro) com um elastico de
borracha. As formulagdes foram colocadas abaixo da prova e imersas em um banho de agua a
32+ 0,5 °C. O teste foi feito abaixando a prova a uma velocidade constante (1 mm/s) até que a
pele e as amostras entrassem em contato, como detectado pela forca de 2 mN. A pele e aamostra
foram mantidas em contato por 60 s e nenhuma forca foi aplicada durante este intervalo. Apos
60 s, a pele subiu (0,5 mm/s) até que o contato entre as superficies fosse quebrado. Durante o
experimento, uma curva forca-tempo foi gravada; a partir do trabalho de adesdo (TA) — a &rea
sob a curva forca-distancia durante a fase de afastamento — e a adesdo do pico (PA) foram

calculadas. Triplicatas foram analisadas a 32 + 0,5 °C.

4.5.6 Caracterizacao por Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)
As curvas DSC foram obtidas utilizando-se o calorimetro DSC1 STARe System da
METTLER TOLEDO sob atmosfera de nitrogénio (vazdo de 50 mL min), com razéo de

aquecimento e resfriamento de 10 °C min™. Amostras de 5,0 — 6,0 mg foram pesadas em
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cadinhos de aluminio e foi utilizado um cadinho de referéncia de aluminio, previamente pesado.
A amostra foi submetida a um resfriamento de 25°C a -80°C e, posteriormente, um aquecimento
de -80°C a 160°C.

4.5.7 Termogravimetria / Termogravimetria derivada (TG/DTG)

As curvas TG / DTG foram obtidas em um modulo de analise térmica simultanea SDT-
2960 do fabricante TA Instruments, em atmosfera dinamica de nitrogénio (vazdo de 100 mL
min't), com razdo de aquecimento de 10 °C min™, no intervalo de temperatura de 20 a 500°C,
utilizando-se massa em torno de 10 mg. Os cadinhos para a amostra e de referéncia foram de
alumina. O sistema foi calibrado com relagdo ao peso padrdo TGA e temperatura, utilizando-se

para tanto, padrdo de Indio metalico.

4.5.8 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Preparo de solucdo tamponante fosfato pH 7,4 para liberagdo de dexametasona em HPLC
Dissolveu-se 1,2 g de NaH2PO4 em aproximadamente 900 mL de agua deionizada em

béquer de 1000 mL e 5% em massa de Procetyl AWS® (alcool cetilico etoxilado 20 OE e

propoxilado 5 OP). Tratou-se com base ou &cido forte monovalente a 25°C até atingir pH 7,4.

Transferiu-se para baldo volumétrico de 1000 mL e completou-se com agua.

Preparo de Tampao Acetato pH 5,0 para Liberacdo de dexametasona em HPLC

Dissolveu-se 0,6 g de CH3COOH em aproximadamente 900 mL de 4gua deionizada em
béquer de 1000 mL e 5% em massa de Procetyl AWS® (alcool cetilico etoxilado 20 OE e
propoxilado 5 OP). Tratou-se com base ou acido forte monovalente a 25°C até atingir pH 5,0.

Transferiu-se para baldo volumétrico de 1000 mL e completou-se com agua.

4.5.9 Desenvolvimento do método e sua validacdo da metodologia analitica para quantificacdo
de dexametasona nos estudos de retencdo in vitro, utilizando cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC)

Para a validacdo dos métodos analiticos foram usados parametros analiticos propostos

por diretrizes do Comité Internacional de Harmonizagéo (ICH, 2005).
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4.5.9.1 Condigdes cromatograficas

A deteccdo da DEX foi feita por HPLC, o equipamento utilizado foi um HPLC 1220
Infinity DAD Agilent Technologies, usando o software LC Open Lab. As condicdes
experimentais foram: fase moével constituida por uma mistura de metanol e acetonitrila (1:1) e
agua (70/30, v/v), coluna C18 (Kinetex®) dimensdes 50 mm x 4,6 mm e 2,6 um de tamanho de
particula, vazdo 0,5 mL min™, volume de inje¢io 50 uL, deteccdo a 239 nm e 241 nm e
temperatura do forno de 25 °C. A validacdo da metodologia analitica foi realizada usando os
parametros: linearidade, precisdo intra-corrida e intermediéria, exatiddo, especificidade /
seletividade, limite de deteccdo e limite de quantificacdo, sugeridos pelos guias ICH (2005) e
ANVISA (BRASIL, 2003).

Linearidade

A construcdo da curva analitica foi realizada a partir de diluicBes da solucdo mae de
dexametasona 10 pg mL™, utilizando metanol como diluente. A linearidade foi obtida com o
calculo da regressao linear da curva analitica, obtendo-se a inclinacdo, y-intercepto e coeficiente
de determinacao (r?), em funcdo da concentracdo de dexametasona pela area do pico referente
ao farmaco. A construcéo de trés curvas analiticas, em diferentes dias, permitiu a avaliacdo da

linearidade.

4.5.9.2 Metodologia analitica para quantificacdo da dexametasona (DEX) nos estudos de
liberacdo in vitro, utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Foi construida uma curva analitica de DEX em tampao (fosfato de potassio monobasico
pH 7,4 ou acetato pH 5,0), adicionado de 5 % de alcool cetilico etoxilado 20 OE e propoxilado
5 OP (Procetyl AWS®). A partir da solucéo estoque de 1000 ug mL™* de dexametasona em
metanol, preparou-se uma solu¢do mae a 100 ug mL™ em tampéo fosfato. Foram preparadas
diluicBes correspondentes as concentragdes de 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0; 25,0 € 50,0 ug mL™* em
balGes volumétricos de 5 mL, coletando-se 25pL, 50 pL, 125 pL, 250 pL, 500 pL, 1250 pL e
2500 pL da solucdo mée e completados com o tampéao fosfato em triplicata. Foi preparada uma
curva com 7 pontos em triplicata nos trés primeiros dias. No quarto dia preparou-se 3 curvas e,
no dia em que foi iniciada a liberacdo, fez-se uma ultima curva. Todas as solugdes foram
filtradas em membranas de acetato de celulose (Millipore®) com poros de 0,22 um de diametro
e analisadas por HPLC. As condi¢des cromatogréaficas utilizadas sdo as mesmas descritas

anteriormente.
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4.5.10 Ensaio de liberagéo in vitro

A liberacdo de dexametasona das formulagcbes AEMEGL11F (pH 7,4), AEMEG12F (pH
50e 7,4), AOMEGL11F (pH 7,4) e AOMEG12F (pH 5,0 e 7,4) foi avaliada no equipamento
automatizado de permeacéo cutanea (Hanson Microette HANSON 0700-1251), contendo seis
células de Franz, de volume aproximado de 7 mL. A liberacdo do farmaco foi estudada usando-
se membrana de acetato de celulose (Sigma Aldrich: D9402), com solugéo receptora composta
por tampdo fosfato (pH 7,4) ou acetato (pH 5,0), contendo 0,5% de Procetyl AWS®.
Inicialmente, as membranas de acetato foram hidratadas em tampédo fosfato, e entdo
acondicionadas sob o porta amostra. As formulagfes foram pesadas compondo 300 mg de
AEMEG11F, 300 mg de AEMEG12F, 600 mg de AOMEG11F e 400 mg de AOMEG12F,
todas contendo 0,1% de dexametasona. Em seguida, as amostras foram transferidas ao copo
dosador com auxilio de espatula, o qual foi disposto sob a célula de difuséo de Franz.

Os experimentos foram conduzidos a 32,4°C e a solucdo receptora foi mantida em
contato as células sob agitacdo a 300 RPM. Aliquotas de 2 mL foram coletadas apds 30 minutos,
1,2,4,6,8,10, 12, 16 e 24 horas, filtradas em membrana 0,45 pm e analisadas por HPLC com
0 intuito de avaliar a cinética de liberacdo do farmaco. Antes de cada coleta, 0,8 mL foi
desprezado e, tanto o volume desprezado quanto o referente a coleta nos intervalos
mencionados foram repostos automaticamente.

A Equagdo 3 (USP, 2006) foi utilizada para calcular a quantidade real

liberada/permeada (Qreart) em determinado tempo:
Qreare = G + ) VG (3)
Em que, C: = concentragdo obtida referente ao tempo t; Vi = volume da solucdo

receptora (7 mL); C. = concentracdo da amostra coletada; V¢ = volume da amostra coletada +

limpeza.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudos preliminares de preparacado de supra-anfifilicos de acido oleico e acido

estearico com meglumina

A escolha dos acidos graxos utilizados se embasou em estudos anteriores do grupo,
cujos resultados demonstraram que sistemas formados por acido oleico, o qual apresenta uma
dupla ligacdo na cauda hidrofébica, em relacdo ao seu homdlogo acido estearico, possuem
comportamentos diferentes em &gua. Além disso, ambos formam supra-anfifilicos com a
meglumina, decorrente de uma reacao do tipo &cido-base entre o oxigénio acido do acido graxo

e a amina da meglumina (Figura 35).

Figura 35 - Reac¢do acido-base entre o grupo carboxilato-meglumina

Fonte: Autor.

De acordo com os estudos de (CASSIMIRO et al., 2012), a interagdo entre o0 grupo
carboxilato com o grupo amina da meglumina ocorrem via interacdo eletrostatica. Supra-
anfifilicos semelhantes aos obtidos neste trabalho vem sendo estudados nos ultimos anos, a
exemplo dos anfifilicos formados por surfactantes com extremidades carboxiladas interagindo
com grupamentos amina, formando uma estrutura helicoidal (ODA et al., 1999). Em outro
trabalho, foi mostrado que um copolimero composto por 6xido de polietileno e polimetacrilato
de sodio interagem com surfactantes catidnicos contendo grupos amina, mantidos por
interacOes eletrostaticas (ZHANG; WANG, 2011). Por isso, neste trabalho, propde-se a
interacdo eletrostéatica entre o grupo carboxila dos acidos graxos com o grupo amina da
meglumina, compondo o supra-anfifilico.

Inicialmente, como ndo haviam informagdes sobre as propriedades fisico-quimicas dos

sistemas &cido graxo-meglumina-agua, propds-se estudar o comportamento dos dois acidos
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graxos utilizando solvente para facilitar a reacéo entre eles e a meglumina. Para isso, adicionou-
se a menor quantidade de acetato de etila (1,5 mL) que fosse suficiente para solubilizar o acido
graxo (1,45g) e o menor volume de metanol (2,5 mL) ou &gua (2,5 mL) para solubilizar a
meglumina (1g). Além disso, a mistura de meglumina em metanol foi aquecida para auxiliar a
solubilizacdo. Assim, obteve-se os supra-anfifilicos de &cido oleico, AOMEG11-S e
AOMEGI12-S e de &cido estearico, AEMEG11-S e AEMEG12-S. Com o intuito de verificar a
possibilidade de sintetizar os mesmos supra-anfifilicos sem o uso de solventes, cada acido graxo
e meglumina nas duas proporc¢des molares foram homogeneizados em sua auséncia, gerando
AOMEG11, AOMEG12, AEMEG11 e AEMEGI12.

A fim de investigar se a metodologia de remocéo dos solventes adicionados aos supra-
anfifilicos foi adequada, curvas TG foram obtidas para todas as amostras que foram sintetizadas
com solvente. De acordo com os resultados da Figura 36, praticamente todas as amostras ndo
apresentarem evento abaixo de 100°C, por isso, todo o solvente foi removido ou parte esta
interagindo com o supra-anfifilico, com excecdo de AEMEG12-S. De todo modo, deu-se
continuidade com os procedimentos posteriores.

Figura 36 - Curvas TG dos supra-anfifilicos AOMEG e AEMEG em presenca de solvente
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Posteriormente, os supra-anfifilicos AEMEG e AOMEG, com e sem solvente, nas
proporcdes equimolares (1:1) e de 1:2 de &cido graxo-meglumina, constituiram sistemas pela
adicdo de 10 a 90% de agua, com intervalos de 10%, em banho termostatico a 65°C, para
facilitar a homogeneizacdo da agua incorporada, tomando-se cuidado para que a temperatura
fosse abaixo da degradacao do sistema (acima de 100°C).

Apos a estabilizacdo dos sistemas, por no minimo 48h, verificou-se por microscopia
Otica de luz polarizada a anisotropia ou isotropia dos sistemas, partindo-se do pressuposto de
que se as amostras apresentassem estrutura liquido cristalina, elas poderiam ser estudadas como
sistemas de liberacdo (FORMARIZ et al., 2005), que é um dos objetivos deste trabalho. Cristais
liquidos compGem uma fase intermediaria entre sélidos e liquidos, e, devido a mistura de
diferentes por¢des do supra-anfifilico em relacdo a agua, espera-se a formacdo de cristais
liquidos liotropicos, ou seja, constituidos pela adi¢do de solventes (FORMARIZ et al., 2005).
De acordo com os resultados (Figura 37), em concentra¢Ges acima de 70% de agua nas amostras
de &cido oleico e, portanto, em amostras contendo 30% ou menos de AOMEG, observa-se
campo escuro em luz polarizada. Por isso, presume-se que essas formulacdes se organizam na
forma de micelas, visto que sdo sistemas opticamente transparentes, de baixa viscosidade e
isotropicos. O mesmo resultado é obtido para as amostras AEMEG11S-10%, AEMEG12S-30%
e AEMEG12-30% ou mais diluidas e AEMEG11-20% e AEMEG11-10%. Ao aumentar a
quantidade de supra-anfifilico em relacdo a agua, é possivel que as micelas comecem a se
organizar, podendo formar mesofases liquido-cristalinas, organizando-se na forma hexagonal,
lamelar ou cubica (FORMARIZ et al., 2005).



Figura 37 - llustracdo dos sistemas binarios de AOMEG e AEMEG em diferentes propor¢des de agua,
10 a 90%, estudados por microscopia de luz polarizada
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Fonte: Autor.
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Os sistemas de &cido oleico e acido estearico apresentaram anisotropia em determinadas
misturas binarias, possivelmente se organizando na forma hexagonal, representada por estrias
(Figura 38). Nesta fase, o material apresenta alta viscosidade, transparéncia e aparéncia de um
gel (HYDE, 2001).

Figura 38 - (a) Fotomicrografia de AOMEG11S-50% (b) AEMEG11S-50% exemplificando os sistemas
anisotrdpicos apresentando estrias. () Representagdo de cristais liquidos de forma hexagonal

(©

Fonte: Autor e adaptado de FORMARIZ et al., 2005.

Para as formulacbes de AOMEG11S e AOMEG11, observa-se estrias nas amostras
contendo a partir de 40 e 30% de supra-anfifilico, respectivamente. Para AOMEG12S e
AOMEGI12, as estrias sdo encontradas entre 40-90% e de 40-80% de supra-anfifilico,
respectivamente. As amostras com o dobro de meglumina e baixa concentragdo de &gua, a
exemplo de AOMEG12-90%, apresentam anisotropia, no entanto, também € possivel observar
cristais de meglumina dispersos nos sistemas. O mesmo € observado para o acido estearico, o
qual apresenta estrias nas formulacées de AEMEG11S-20% a 80%, AEMEG11-30% a 80%,
AEMEG12S-40% a 80% e de AEMEG12-40% a 70% de supra-anfifiilicos.

Como os acidos graxos estudados apresentam uma cadeia carb6nica, com cabeca polar
e cauda apolar, com a adi¢éo de agua, € provavel que as caudas apolares se voltem para 0 meio
interno de modo a obter um estado em que a cauda fique o mais afastado das moléculas de agua,
compondo micelas. Conforme a quantidade de agua aumenta, é possivel que as estruturas se
alonguem, promovendo o empacotamento dos sistemas em fase hexagonal. Nesta fase, 0s
agregados se arranjam na forma de longos cilindros, formando estruturas bidimensionais
(Figura 38c) (FORMARIZ et al., 2005). No entanto, quando a quantidade de agua é grande, é
possivel que a estruturagdo se perca, formando micelas normais. Portanto, para confirmar o tipo
de organizacdo das mesofases, deve-se estuda-los por Espalhamento de raios X a baixo angulo
(SAXS).
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O uso do SAXS é interessante por permitir a avaliacao dos tipos de organizacao a nivel
microscopico, 0s quais podem ser identificados por razdes entre picos no eixo vetor de
espalhamento q, cujas razdes de picos em g1:02:qs = 1:V3:2 representam a forma hexagonal,
enquanto a forma lamelar apresenta picos localizados em posic¢des periddicas com relacdo entre
eles igual a g1:02:03:04 = 1:2:3:4 (HOLMQVIST; ALEXANDRIDIS; LINDMAN, 1997).

A seguir estdo apresentados os perfis de SAXS para AOMEG11l, AOMEG11S,
AOMEG12 e AOMEG12S contendo de 10, 50 e 90% de supra-anfifilico em agua (Figura 39),
com a intensidade de espalhamento I(g) em funcédo do vetor de espalhamento (q) e os resultados
obtidos por SAXS para todas as amostras AOMEG (Tabela 14), a fim de confirmar a

organizacgéo estrutural dos sistemas.

Figura 39 - Perfis de SAXS para AOMEG11S, AOMEG11, AOMEG12S e AOMEG12 contendo 10%,
50% e 90% de supra-anfifilico em agua
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Fonte: Autor.

O parametro de rede a (Equacao 4) representa a distancia do centro de um cilindro em

relacdo a outro, incluindo o didmetro total do cilindro e a espessura da camada de agua (WANG
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et al., 2006) (Figura 40), bem como a distancia entre planos que passam por dois cilindros
adjacentes d (Equacdo 5) (DE CAMPOS et al., 2012) foram calculados para as amostras que

apresentaram estrutura hexagonal (Tabela 14).

an
a = ﬁ (4_)
4100
Em que g100 = primeiro pico de difragéo
3
d= gcx (5)

Figura 40 - Representagdo esquematica do pardmetro o

Fonte: Adaptado de CAMPOS et al., 2012.
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Tabela 14 - Resultados obtidos por SAXS para sistemas de 10 a 90% de &cido oleico-meglumina
contendo &gua

AOMEG11S AOMEG11

Sistema Raz&0 q1/qn Estrutura  d/A /A Raz&0 q1/qn Estrutura  d/A oA
10% - Isotrdpico - - - Isotrdpico - -
20% - Isotrépico - - 1:V3:2:2,5:4 Hexagonal 85 98
30% 1:1,8:2,1 Hexagonal 81 93 1:43:2,1 Hexagonal 75 8,6
40% 1:1,7:2 Hexagonal 6,7 7,7 | 1:1,8:2,1:2,8:3,2 Hexagonal 59 68
50% 1:1,8:2,1:1,8:3,1  Hexagonal 59 6,8 1:N3:2: N7:3 Hexagonal 56 6,4
60% 1:1,8:2,8 Hexagonal 54 6,2 | 1:3:2:2,7:3,6:37  Hexagonal 49 57
70% 1:1,7:2:2,5:3,1 Hexagonal 50 57 1183261328831 Hexagonal 49 57

1:1,1:1,3:1,8:2:2,4

80% 2737 Hexagonal* 54 6,2 | 1:1,2:1,6:2:7:3  Hexagonal 4,6
90% 1:2:3 Lamelar 4,3 - 1:3,2 Estruturado - -
AOMEG12S AOMEG12

Sistema Raz&0 q1/qn Estrutura  d/A /A Raz40 q1/qn Estrutura  d/A oA
10% - Isotrdpico - - - Isotrdpico - -
20% - Isotrépico - - 1:1,6 Isotropico - -
30% 1:V3 Hexagonal 79 91 1:1,6 Isotrépico - -
40% 1:1,8:3,7 Estruturado - - 1:1,6:2 Hexagonal 6,9 8,0
50% 1:73:1,9:3 Hexagonal 6,4 74 1:33:2:2,7 Hexagonal 6,0 7,0
60% 1:1,8:2,1:2,8 Hexagonal 58 67 1:N3:2:2,7 Hexagonal 56 64
70% 1:1,8:2,8 Hexagonal 54 6,2 1:43:\7 Hexagonal 51 5,9
80% 1:V3:2:2,7 Hexagonal 50 58 1:2:2,7:3:3,6:3,7 Lamelar* 4,6 -
90% 1:\3:2 Hexagonal 4,7 5.3 1:1’1:1’15;1’6:1’8: Estruturado - -

1Ha mais de um tipo de estrutura. Fonte: Autor.

Todas as amostras contendo 10% de supra-anfifilico, além de AOMEG11S-20%,
AOMEG12S-20% e AOMEG12-20% e 30% apresentaram um pico largo, seguido por uma
cauda, o que é caracteristico de amorfas, a exemplo de estruturas micelares (FANUN, 2008).
Para os sistemas AOMEG11S e AOMEG12S, ambos contendo solvente, acredita-se que ocorra
formacéo de estruturas hexagonais a partir de 30% de supra-anfifilico em relacdo a agua (Figura
42). Para AOMEGL11S, a partir de 80% de supra-anfifilico, além de apresentar estrutura
hexagonal, também indica outro tipo de estrutura, mas que ndo foi encontrada nenhuma relacao
entre 0s picos. Ja o sistema AOMEG11S-90%, com pouco conteudo de agua, apresenta-se na
fase lamelar. AOMEG12S também apresenta uma excecao com 40% de supra-anfifilico, a qual
apresenta um tipo de estruturacdo, mas diferente de hexagonal ou lamelar, que sdo mais comuns
a esses tipos de sistemas.

Os resultados dos parametros de rede a indicam que, quanto maior a proporgao de supra-

anfifilico no sistema, maior a aproximacao dos cilindros, indicando uma compactacdo do
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sistema. Este resultado indica que o aumento da concentracéo de &gua leva ao intumescimento

do sistema, resultado semelhante ao obtido por (DE CAMPOS et al., 2012), que estudou um

tensoativo ndo i6nico nonilfenol etoxilado em agua.

A seguir estdo apresentados os dados de SAXS para os supra-anfifilicos de acido

estearico (Figura 41 e Tabela 15).

Figura 41 - Perfis de SAXS para AEMEG11S, AEMEG11, AEMEG12S e AEMEG12 contendo 10%,

50% e 90% de supra-anfifilico em dgua
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Fonte: Autor.

O parametro espacial d (Figura 42), representa a distancia entre duas lamelas adjacentes

e foi calculado a partir do primeiro pico de difracdo (q.), de acordo com a Equacao 6:

d= 2T )
q1



Figura 42 - Representacao esquematica da estrutura lamelar com o pardmetro espacial d

Fonte: Adaptado de CAMPOS et al., 2012.
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Tabela 15 - Resultados obtidos por SAXS para sistemas de 10 a 90% de acido estearico-meglumina em

agua
Sisterna AEMEG11S AEMEGI11
Raz&o qi1/gn Estrutura  d/A Raz&o q1/gn Estrutura  d/A
L, . 1:1,4:2,6:3:3,5:3,9:4,5:8,
0, - - -
10% Isotrépico 5111 Estruturado
20% 1:3:4:5:6:7 Lamelar 19 1:2:3,1:4,2:5,2:6,3:7,2 Lamelar 19
30% 1:43: V7 Lamelar 5,3 1:2’1:3’1:4’81:15’1:6’2:7’1: Lamelar 12
40% 1:1,9:2,1:4,9:5,8 Estruturado - 1:2:3:4:5:6:7 Lamelar 9,5
50% 1:2:3:4:5 Lamelar 7.6 111’3:1'4;2'42_:52'6:2’7:3: Lamelar* 5,9
60% 1:1,2:2,4:3,7:5 Lamelar 6,3 1:1,3:2,4:2,6:4:5,3 Lamelar 59
70% 1:1,3:2,7:4:5,3 Lamelar 5,4 1:1,5:3:4,5 Lamelar 5,2
80% | 1:14:2:22:29:4345  Lamelar* 4,8 1:1’3:1’52117’2:22:2’2:2'5: Lamelar* 5,0
90% | 1:1,4:2,3274:4554  Lamelar* 51 1:1’5:213’12:_3;’17:3’2:3'9: Lamelar* 6,6
AEMEG12S AEMEG12

Sistema Raz&o q1/gn Estrutura d Raz&o qi/gn Estrutura d

10% 1:1,5:4,1:10,6 Estruturado - 1:2,8:7,5 Estruturado -
20% 1:1,9:3,2:4,2:5,3:6,4 Lamelar 20 | 1:2:3,1:4,1:5,1:6,1:7,1:14 Lamelar 22
30% 1:2:3:4:5,3:6,4 Lamelar 15 1:2,1:3,1:4,1:5,1:6,1:10 Lamelar 17
40% 1,6:2,4:3,2:4:6,4 Lamelar 6,8 1:1'9:2'9:3’78%4’7:5’8:6'7: Lamelar 11
50% 1:2:3:4:5,1:6,1:7,1 Lamelar 10 1:2:3:4:6,2:7 Lamelar 10
60% 1:2:3:4,1:5,1:6,1 Lamelar 8,6 1:2:3:4:5,1:6,1 Lamelar 8,7
70% 1:1,5:2:2,4:2,9:4:4,8 Lamelar* 7.4 1:2:4:5 Lamelar 6,9
80% 1:1,4:2:2,8:5,5 Lamelar* 8,4 1:1,3:2,3:2,6:3,9:4,6 Lamelar* 54
90% 1:1,3:1,4:2,1:4,2 Lamelars 66 | 1200222253284 ) e 66

3,8

*Lamelar e outro tipo de estrutura. Fonte: Autor.
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Os sistemas AEMEG apresentam, a partir de 20% de formulacdo, organizagéo lamelar
com raz@es de picos periddicas com (1:02:03 = 1,2,3. O sistema AEMEG11S-40% apresentou
um tipo de estruturacdo, mas ndo foi determinada a razéo entre os picos, diferente de lamelar
ou hexagonal. Além disso, todas as amostras contendo acima de 80% de supra-anfifilico
apresentaram, além da organizacao lamelar, algum outro tipo de estruturagdo, visto que nao foi
possivel determinar todas as raz6es entre os picos. Zhu e colaboradores obtiveram resultados
semelhantes estudando o sistema composto por &cido estearico e trietanolamina em agua
sintetizados a 80°C, na forma de cristal liquido lamelar (ZHU et al., 2007).

Com relagdo ao parametro espacial d, o aumento da quantidade de supra-anfifilico leva
a diminuicdo da distancia entre lamelas. Esse resultado indica que a adi¢cdo de grandes
quantidades de &gua proporciona um maior intumescimento dos sistemas, resultado semelhante
aos sistemas formados por acido oleico. No caso de AEMEG11, comparando os sistemas
contendo 30 e 50% de supra-anfifilico, ocorre um aumento do parametro, provavelmente
porque o sistema contendo 40% de supra-anfifilico representa uma fase de transicdo de
mudanca de estrutura. Além disso, é importante ressaltar que o sistema AEMEG12-S apresenta
uma diminuicdo do parametro d até 50% de supra-anfifilico, sequida do aumento da distancia

interlamelar.

5.1.1 Tamanho da particula, polidispersividade e potencial zeta

Os sistemas diluidos de &cido estearico e de acido oléico foram estudados com relacdo
ao tamanho da particula, polidispersividade e carga de superficie. Essas analises sdo realizadas
em sistemas dispersos, ou seja, de material em agua. A proposta dessas medidas foi verificar se
era possivel compreender como ocorria o inicio da organizagdo microestrutural dos sistemas
em agua, mas essas medidas nao foram suficientes para inferir isso.

O estudo da polidispersividade demonstra a homogeneidade dos sistemas, ou seja,
compara a semelhanca dos tamanhos das particulas dispersas. Neste caso, quanto maior o indice
de polidispersividade, menos homogéneo o sistema. Além disso, 0 equipamento apresenta uma
limitacdo de medicdo ao indicede polidispersividade de 1000 e é por isso que sistemas mais
concentrados ndo podem ser estudados. Ja os resultados de potencial zeta sdo interessantes
quando abrangem valores de carga proximo de £ 30 mV, indicando estabilidade em solucao.

Para o acido estearico (Tabela 16), todos os sistemas estudados, mesmo os mais diluidos
apresentaram a formagcdo de particulas na escala de micrometros, mas néo houve regularidade

no aumento do tamanho com o aumento da concentracdo de supra-anfifilicos das solucdes.
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Além disso, de acordo com o indice de polidispersividade, foi possivel observar que a maior
parte dos sistemas mais diluidos sdo homogéneos, com excecdo de AE 0,25925%. As medidas
de potencial zeta apresentaram uma diminuicdo da carga do sistema contendo 0,0147% a
0,2362% de &cido estearico, ou seja, 0 sistema apresentou tendéncia em ficar mais negativo. As
duas amostras posteriores e mais concentradas, no entanto, foram negativas, mas a tendéncia
de apresentarem-se ainda menos negativas do que os sistemas mais diluidos ndo ocorreu,

provavelmente por serem amostras mais viscosas, dificultando a leitura delas pelo equipamento.

Tabela 16 - Medidas de tamanho, indice de polidispersividade (Pdl) e potencial zeta e respectivos
desvios padrdo (DP) dos sistemas de acido estearico diluidos

Amostra  Tamanho DP Pdl DP Potencial DP potencial

/nm tam. Pdl  zeta/mV zeta
AE 0,01473 6636 2835 0,836 0,284 -55,8 1,11
AE 0,02592 4042 226,1 1000 ~ -67,3 2,78
AE 0,05905 5566 1335 0,848 0,159 -76,4 3,96
AE 0,1181 9044 379,8 0,759 0,089 -86,4 3,77
AE 0,2362 ~* ~* ~* ~* -81,6 7,71
AE 0,4726 6931 1010 1000 ~* -24,1 2,99
AE 0,9460 4216 305,6 1000 ~* -11,3 1,79

*A leitura ndo foi possivel. Fonte: Autor.

Os resultados para os sistemas de acido oléico (Tabela 17) demonstraram a formagéo de
nanoparticulas em todos os sistemas, mas ndo houve uma linearidade no aumento do tamanho
das particulas com o aumento da concentracdo do supra-anfifilico. O indice de
polidispersividade apresentou-se crescente, ou seja, quanto mais supra-anfifilico incorporado
no sistema, maior a diferenca de tamanho, ja que as particulas aumentam com o aumento da
quantidade de tensoativo. Isto aponta para a possibilidade de desenvolver particulas com
tamanho dependente da concentracédo. Os resultados de potencial zeta apresentaram tendéncia
em diminuir a carga, pois quanto maior a quantidade de tensoativo, mais carga negativa exposta

para fora do sistema, tornando o potencial zeta mais negativo.
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Tabela 17 - Medidas de tamannho, indice de polidispersividade (Pdl) e potencial zeta e 0s respectivos
desvios padrdes (DP) dos sistemas de acido oléico diluidos

Amostra  Tamanho DP Pdl DP Potencial DP potencial

/ nm tam. Pdl zeta/ mV zeta
AO 0,01491 204 4,01 0,247 0,016 -41,3 3,45
AO 0,02985 162,9 0,9504 0,247 0,01 -50,7 3,44
AO 0,05973 188,2 2,023 0,27 0,023 -42,3 2,1
AO 0,1195 118,5 7,163 0,347 0,017 -51,1 1,5
AO 0,2393 1114 1,815 0,332 0,016 -61,4 1,35
AO 0,4789 129,5 1,582 0,459 0,029 -85,7 0,6
AO 0,9543 300,4 25,02 0425 0,013 -83,9 5,25

Fonte: Autor

Comparando-se o acido oléico com o acido estearico, conclui-se que, enquanto 0s
sistemas de &cido esteéarico formam microparticulas, os de acido oléico formam particulas ainda
menores, em escala nanomeétrica. Esta diferenca pode ser explicada pela presenca de uma torcao
na cadeia do acido oleico, diminuindo as interacGes entre cadeias e, consequentemente, 0
tamanho da particula formada. Por outro lado, os sistemas de acido estearico podem se
empacotar lateralmente, formando particulas maiores. Quanto aos resultados de indice de
polidispersividade, para o acido oléico os indices foram menores, ou seja, a homogeneidade
dos sistemas foram melhores do que para os sistemas de acido estearico, também possivel por
conta do empacotamento do acido oléico. Com relacdo aos resultados de potencial zeta, no
acido estedrico, o potencial zeta inicia menor que do &cido oléico, mas com 0 aumento da
concentracdo de supra-anfifilico, os potenciais zeta se equiparam em aproximadamente — 80

mV em ambos 0s acidos graxos estudados.

5.2 Planejamento experimental

De acordo com os resultados obtidos por MLP, todos os sistemas a partir de 40%
apresentam anisotropia, ou seja, comportam-se como cristais liquidos, com viscosidade alta e
ordenacao estrutural. Pelo SAXS, mesmo com amostras sintetizadas a 80°C, estas informacdes
foram confirmadas, indicando uma organizacéo ja a partir de 20%, na maior parte dos sistemas
de acido esteérico e contendo pelo menos 40% de &cido oleico. Por essa razdo, foi tracado um
planejamento fatorial completo, selecionando-se trés variaveis, temperatura (v1), presenca de

solvente (v2) e razdo molar da mistura binaria &cido graxo-meglumina:agua (v3) testadas em
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trés niveis, cada uma, a temperatura em 65 ,72 e 80 °C, a presenca ou auséncia de solvente,
além da adicdo parcial de solvente e a razdo equimolar, de 1:1,5 e de 1:2 da mistura binaria, ou
seja, adicdo do dobro de meglumina. No total, compondo 27 experimentos para cada acido
graxo, seguida da adicdo de 60% de agua, visto que de acordo com os resultados de MLP, ha
estruturacdo dos sistemas contendo pelo menos 40% de supra-anfifilico. Os sistemas foram
avaliados por DSC, MLP e Bioadesdo, de modo a selecionar amostras que apresentassem
caracteristicas apropriadas para sistemas de liberacao.

As curvas DSC de resfriamento e aquecimento para sistemas de AOMEG (Figura 47) e
AEMEG (Figura 48) estdo apresentadas de acordo com a variagdo da quantidade de solvente
adicionada e, para facilitar a comparagéo, foram agrupadas de acordo com a mesma proporc¢ao
molar e temperatura de sintese. Além disso, com o objetivo de verificar as interagdes do supra-
anfifilico com a agua nos sistemas, foi obtida uma curva de resfriamento e uma de aquecimento
da &gua destilada pura (Figura 43). Em geral, a &gua livre apresenta temperatura de cristalizacao
(Tc) abaixo de 0°C, devido ao efeito de supercongelamento, efeito influenciado pela razéo de
resfriamento. Quando aquecemos este sistema, a dgua apresenta temperatura onset de fusdo em
0°C. Ja a agua ligada congelavel apresenta Tc e Tf abaixo da Tc da agua livre, devido as
interacOes entre o supra-anfifilico e a agua, aléem de apresentar um pico alargado quando
comparado ao pico simétrico da agua livre. Por fim, a 4gua ligada ndo congelavel ndo apresenta
nenhum pico quando analisado por DSC (TANAKA, 2013).

Figura 43 - Curvas de resfriamento e aquecimento da agua destilada
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A curva de resfriamento da agua pura (Figura 43) apresenta um pico de cristalizacdo
fino, temperatura onset de cristalizagio em -20,1 °C, com variagao de entalpia de 307,6 Jg™. Ja
a partir da curva de aquecimento é possivel observar a temperatura onset de fusdo em 0,59°C.

A seguir estdo apresentadas as curvas de resfriamento, seguidas das de aquecimento dos

sistemas desenvolvidos com acido oleico durante o delineamento experimental (Figura 44).

Figura 44 - Curvas DSC de resfriamento e de aquecimento de sistemas de AOMEG contendo 40% de
acido oleico em &gua, variando temperatura, molaridade e solvente durante a sintese
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De acordo com as curvas DSC para os sistemas de AOMEG (Figura 45), pode-se inferir
mesmo visualmente, a semelhanca no inicio da cristalizacéo (Tc) e fusdo (Tf) da agua na maior
parte dos sistemas sintetizados a mesma temperatura e proporcdo molar de acido oleico em
relacdo a meglumina. De acordo com os resultados da Figura 47, é possivel observar que todos
0s sistemas estudados apresentaram nas curvas de resfriamento, Tc entre -20 e -25°C.

O estudo da absorcao de agua por materiais com aplicacGes bioldgicas é importante para
aplicacdes em pele, a exemplo de sistemas de liberacao de farmacos, por emitirem informacoes
das propriedades das por¢oes hidrofilicas dos materiais (TA INSTRUMENTS, s. n.). Por isso,
por comparagdo da Tc da agua pura, em sistemas de AOMEG contendo 60% de agua, todos
apresentaram Tc inferiores a primeira e, portanto, essa agua foi associada ao tipo ligada
congelavel, a qual deve interagir com as porcdes hidrofilicas do sistema, formando ligacdes de
hidrogénio com os grupos hidroxila da meglumina. Devido a esta interacdo, a agua demora a
ser removida do sistema e, portanto, cristaliza a uma temperatura menor. Resultados
semelhantes foram observados nas curvas de aquecimento, com inicio da fusdo da agua também
em temperatura onset menor do que -20°C, com picos assimétricos. Em seguida, a &gua evapora
e aparece como um segundo pico bastante assimeétrico, com temperatura de pico proxima a
100°C.

A seguir estdo apresentadas as curvas de resfriamento e de aquecimento dos sistemas

formados por acido estearico desenvolvidos durante o delineamento experimental.
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Figura 45 - Curvas DSC de resfriamento e de aquecimento de sistemas contendo 40% de acido estearico
em agua variando temperatura, molaridade e solvente durante a sintese
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Fonte: Autor.

A partir das curvas de resfriamento dos sistemas de acido esteédrico, com excecdo de
AEMEG11,5-80°C, com temperatura onset de cristalizacdo em -10,1°C, todas as outras

amostras apresentaram Tc entre -20 e -25°C, indicando que a &gua interage com 0S grupos
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hidroxila da meglumina ou com os grupos carboxilicos do &cido graxo dos sistemas, diminuindo
sua temperatura de cristalizacdo. Com relacdo as curvas de aquecimento, observa-se um evento
imediatamente antes do inicio da fusdo da &gua, atribuido a uma transicdo vitrea, definida como
uma transi¢do de um estado rigido para um estado “borrachoso”. Em seguida, ocorre a fusdo da
agua com inicio préoximo a -20°C nos sistemas, além de uma segunda transi¢cdo, a uma
temperatura proxima de 45°C, imediatamente antes da evaporacdo da agua. E importante
ressaltar que esta transicdo a 45°C ndo apareceu nos sistemas de acido oleico, demonstrando
ser caracteristico do acido estearico. Esta transicdo foi atribuida a uma transicao gel-sol, que
apresenta uma faixa de temperatura que varia de acordo com o material ou massa molecular.
Devido a complexidade das liga¢cGes no material, a faixa de temperatura da transicéo gel-sol é
mais ampla do que a de fusdo, enquanto o valor da entalpia de transicdo é pequena (I1IJIMA et
al., 2007). Nesses sistemas, é provavel que a interacdo entre os supra-anfifilicos com a
meglumina em &gua tenham gerado estruturas com ligacdes cruzadas, caracteristico de
polimeros supramoleculares, por exemplo. Essas ligacdes cruzadas se desfazem a 45°C em
materiais compostos por acido esteérico, liberando as moléculas de dgua de seus interiores e
aparecendo na forma deste evento no DSC. Em um estudo do comportamento térmico do acido
estedrico com diferentes tipos de amina, foi verificada a transicdo gel-sol durante o
aquecimento, com temperaturas variando de 45 a 55°C. Esse resultado foi observado pela
avaliacdo de repetidos ciclos de aquecimento e resfriamento apresentando comportamentos de
transicdo semelhantes, indicando a natureza termorreversivel de agregacdo do material como
um gel (BASIT et al.,, 2008). Além da mudanca estrutural provocada pela variacdo de
temperatura, esses sistemas formados &cido estearico podem responder a outros estimulos
externos, permitindo seu estudo como biomateriais responsivos.

Além disso, 0 estudo do comportamento da agua em sistemas obtidos por auto-
organizacdo € importante porque pode influenciar nas propriedades fisico-quimicas dos
materiais (HATAKEYAMA et al., 1988). Por isso, foi realizado o calculo das porcentagens de
agua ligada, ou seja, aquela que interage com o supra-anfifilico, apresentadas na Tabela 18 de
acordo com a Equacdo 9.

A quantidade de agua livre (WF, %) foi calculada a partir da entalpia de cristalizagdo da
agua (AHc) (J/g), a partir da entalpia de cristalizacdo obtida na curva da agua pura, utilizando-
se 0s mesmos parametros de analise (Equagéo 7).

_ 100xAH,

F= 3076 ™)
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Tabela 18 - Porcentagem de agua ligada em sistemas de &cido esteérico e acido oléico (genericamente
representados por AG, acido graxo) contendo 40% de supra-anfifilico

Amostrar ﬁtgga Iigad:fl (_%) Agya_ Iigad,a} (%)
Acido esteéarico Acido oléico

AGMEG11-65 44,60 59,19
AGMEG11-72 41,58 53,72
AGMEG11-80 48,49 60,86
AGMEG11-0,55-65 40,39 47,39
AGMEG11-0,55-72 35,07 45,28
AGMEG11-0,5S-80 44,84 45,57
AGMEG11S-65 48,49 48,56
AGMEG11S-72 46,72 44,59
AGMEG11S-80 50,97 41,01
AGMEG11,5-65 44,45 48,91
AGMEG11,5-72 44,49 48,66
AGMEG11,5-80 45,90 46,16
AGMEG11,5-0,5S-65 44,85 55,18
AGMEG11,5-0,5S-72 43,62 54,76
AGMEG11,5-0,5S-80 45,33 47,43
AGMEG11,5S-65 41,91 44,38
AGMEG11,5S-72 65,83 55,68
AGMEG11,5S-80 41,76 50,78
AGMEG12-65 47,66 52,53
AGMEG12-72 49,00 51,14
AGMEG12-80 44,91 52,15
AGMEG12-0,55-65 45,26 50,13
AGMEG12-0,55-72 49,49 47,88
AGMEG12-0,5S-80 51,62 48,20
AGMEG12S-65 49,03 50,61
AGMEG12S-72 48,66 49,29
AGMEG12S-80 43,76 50,89

*AG = 4cido graxo, podendo ser &cido oleico ou acido estearico. Fonte: Autor.

De acordo com os resultados obtidos pela equacéo que relaciona a entalpia da agua livre
(Equacado 8), € possivel obter os resultados de agua ligada em relacéo a quantidade total de agua
adicionada (60%), a fim de avaliar se houve interferéncia das variaveis de sintese estudadas.
Com relacdo aos sistemas de &cido esteérico foi possivel observar que os extremos foram
AEMEG11-0,5S-72, com 35,07 % de agua ligada e maximo em AEMEG11,5S-72, com
65,83% de agua ligada. As amostras restantes apresentaram de 40 a 50% de agua ligada e, em

geral, para uma mesma proporcdo molar e quantidade de solvente, ou seja, variando-se a
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temperatura de sintese, a maior parte dos sistemas apresentou porcentagens de agua ligada
semelhantes. Este é o segundo indicativo, além da semelhanca visual do inicio da cristalizacédo
e fusdo da agua, de que é possivel que os parametros estudados em diferentes niveis ndo
influenciam significativamente no produto final. Com relagéo aos extremos mencionados, pode
ser que algum outro tipo de fator, como a prépria homogeneizacéo do sistema, por ser realizada
manualmente, tenha sido mais efetiva em algumas sinteses e em outras, nem tanto.

Para as amostras de acido oleico, o extremo minimo foi de 41,01% de agua ligada para
AOMEG11S-80 e méaximo para AOMEG11-80, com 60,86% de agua ligada. Os outros
sistemas contém de 44 a 60% de agua ligada, com uma variacdo maior do que os sistemas
formados por éacido estearico. Novamente, é possivel que a homogeneizagdo manual tenha
facilitado parte dos sistemas com relacdo a difusdo da agua. Um outro resultado ainda mais
interessante em mencionar é que a presenca de solvente durante a sintese dos supra-anfifilico
ndo influencia na quantidade de agua ligada nos sistemas, visto que nao é possivel encontrar
um padrdo de aumento deste tipo de 4gua com a adi¢do crescente de solvente.

Entdo, a fim de avaliar se as variaveis de preparacao dos sistemas influenciavam na
quantidade de agua absorvida pelos supra-anfifilicos, ou seja, se apresentam valores extremos,
foi aplicado um teste estatistico (teste Grubbs, que avalia valores extremos em testes amostrais)
num nivel de significancia de 0,05. A hipdtese Ho indica que todas as amostras pertencem a
mesma populagdo, ou seja, independente de como os sistemas foram preparados, o
comportamento da dgua em relacdo ao supra-anfifilico € o mesmo. Ja a hipdtese H: indica
valores extremos, ou seja, a amostra apresenta interacdo do supra-anfifilico com a agua de
maneira diferente as outras. De acordo com o teste, dentre os sistemas de &cido esteérico
somente a amostra AEMEG12 sintetizada a 80°C com metade de solvente, cuja quantidade de
agua ligada foi de 65,83 % apresentou um valor discrepante aos outros sistemas. Além disso, a
média de agua incorporada nos sistemas foi de 46,24%, com um desvio padrdo de 5,292% e
coeficiente de variagdo de 11,4%.

O mesmo teste foi aplicado as amostras de &cido oleico, que ndo apresentaram valores
extremos no nivel de significancia de 0,05. A média de agua incorporada foi de 50,03% com
um desvio padrdo de 4,545% e coeficiente de variacdo de 9,1%, inferiores ao do &cido estearico.

Esses resultados reafirmam que independentemente das variaveis que foram utilizadas
na sintese, a incorporacao de agua é efetiva e que a interacdo entre ela e os supra-anfifilicos

independem das varidveis estudadas.
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Na Tabela 19 estdo apresentadas as temperaturas onset de fusdo dos 27 sistemas
estudados por DSC, com as variaveis v1, v2 e v3 representando a temperatura de sintese, a

presenca de solvente e a razdo molar de &cido graxo-meglumina, respectivamente.

Tabela 19 - Resultados de temperatura onset de fusdo obtida por DSC as 27 amostras realizados, com
ponto central em triplicata

Tonset fusdo / °C

Amostra* vl V2 v3 AEMEG AOMEG
AGMEG11-65 -1 -1 -1 -2,28 -5,59
AGMEG11-72 0 -1 -1 -3,19 -6,33
AGMEG11-80 1 -1 -1 -3,23 -7,44

AGMEG11-0,5S-65 -1 0 -1 -2,83 -4,74
AGMEG11-0,55-72 0 -1 -2,66 -4,88
AGMEG11-0,5S-80 1 0 -1 -3,61 -4,73
AGMEG11S-65 -1 1 -1 -2,81 -4,32
AGMEG11S-72 1 -1 -1,99 -3,83
AGMEG11S-80 1 1 -1 -3,55 -3,99
AGMEG11,5-65 -1 -1 0 -5,6 -6,21
AGMEG11,5-72 0 -1 0 -3,94 -5,93
AGMEG11,5-80 1 -1 0 -4,86 -5,77
AGMEG11,5-0,55-65 -1 0 0 -4,66 -7,67
AGMEG11,5-0,55-72 (1) 0 0 0 -4,09 -6,24
AGMEG11,5-0,55-72 (2) 0 0 0 -4,68 -6,06
AGMEG11,5-0,55-72 (3) 0 0 0 -5,16 -6,11
AGMEG11,5-0,5S-80 1 0 0 -5,11 -5,95
AGMEG11,5S-65 -1 1 0 -4,44 -6,37
AGMEG11,5S-72 0 1 0 -7,19 -7,28
AGMEG11,55-80 1 1 0 -5,05 -5,65
AGMEG12-65 -1 -1 1 -7,72 -8,08
AGMEG12-72 0 -1 1 -7,1 -8,52
AGMEG12-80 1 -1 1 -8,55 -4,74
AGMEG12-0,55-65 -1 0 1 -7,54 -1,7
AGMEG12-0,55-72 0 0 1 -8,1 -7,29
AGMEG12-0,5S-80 1 0 1 -8,59 -6,91
AGMEG12S-65 -1 1 1 -8,11 -7,94
AGMEG12S-72 0 1 1 -7,16 -7,9
AGMEG12S-80 1 1 1 -6,95 -7,42

*AG = 4cido graxo, podendo ser acido oleico ou &cido estearico. Fonte: Autor.
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A partir desses resultados (Tabela 19) é possivel realizar o calculo dos efeitos
individuais para cada variavel testada, denominadas principais (primeira ordem) e efeitos de
interacdo de segunda ordem de duas a duas variaveis, quando se busca avaliar se a interacao de
duas variaveis apresenta influéncia sobre os resultados estudados.

Na metodologia implementada, a partir do modelo obtido estudando-se como resposta
a temperatura onset de fusdo, o qual gera graficos que indicam se todos os coeficientes
calculados sdo necessarios e, caso algum ndo seja importante, gera-se outra matriz até que
nenhum coeficiente seja insignificante. Entdo, obtém-se uma equacdo, que permite a obtencéo
de gréficos de contorno e de superficie para avaliar quais variaveis e qual a influéncia delas na
resposta estudada durante a sintese dos sistemas (PEREIRA-FILHO, 2015). Tanto para 0s
sistemas de acido estearico como para os de acido oleico, as temperaturas de sintese nao
influenciaram na resposta de temperatura onset (Tonset) de fuséo.

Apos a analise do modelo é possivel observar a superficie da resposta gerada em uma
curva de superficie de resposta para as amostras de AEMEG (Figura 46) estudadas por DSC. E
possivel concluir que apresentaram influéncia na temperatura onset de fusdo apenas a razdo
molar do acido graxo em relagdo a meglumina, na qual quanto maior a propor¢do molar, ou
seja, quanto maior a quantidade de meglumina no sistema, menor a temperatura onset de fusao,
demonstrando um maior aprisionamento/interagdo da agua pela meglumina durante o
aquecimento do sistema. Este aprisionamento pode estar relacionado com as interacdes de
hidrogénio entre os grupos hidroxila da meglumina com a agua, dificultando sua saida quando
o0 sistema é aquecido. Além disso, o grafico de contorno demonstra que se forem preparados
sistemas variando de 1:1 a 1:1,25 de acido estedrico:meglumina, as temperaturas onset
aparecerao entre -4 e -2°C. Entre 1:1,25 e 1:1,67, as temperaturas onset estardo entre -6 e -4°C

e nas proporcdes de 1:1,67 a 1:2, entre -8 e -6°C.
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Figura 46 - Curva de superficie de resposta de AEMEG com respostas de temperatura onset de fuséo e
influéncia da razdo molar e presenca de solvente
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Fonte: Autor.

Para AOMEG, o gréfico de superficie (Figura 47) apresentou influéncia nos resultados
de Tonset de fusdo devido as variaveis razdo molar e a presenca ou auséncia de solvente. As
maiores Tonset foram observadas em presenca de solvente na propor¢do molar 1:1, entre -4 e -
5°C. Nessa mesma propor¢do molar, quando se diminui a quantidade de solvente, ocorre
diminuicdo da Tonset, variando entre -6 e -5°C. Partindo do ponto em presenca de solvente,
conforme se altera a proporcdo molar, € possivel observar que o aumento da quantidade de
meglumina leva a uma diminuicdo da Tonset de fusdo dos sistemas, com temperaturas entre -9
e -8 °C. Quando se aumenta a quantidade de meglumina, aumenta-se a possibilidade de elas
interagirem por ligagdes de hidrogénio entre elas ou com moléculas de 4&gua. Com isso, ocorre
a diminuigdo da temperatura de fusdo, ja que com o aumento das ligacGes, a quantidade de agua

interagindo com o sistema apresenta maior dificuldade para escapar do sistema e passar para o
estado liquido.
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Figura 47 - Curva de superficie de resposta de AOMEG com respostas de temperatura onset de fusdo
e influéncia da razdo molar e presenca de solvente

Fonte: Autor.

A segunda resposta avaliada foi o trabalho de adesdo estudado por bioades&o, realizado
para as 27 amostras de AEMEG e com as outras 27 amostras de AOMEG (Tabela 20), as quais
foram analisadas individualmente e aleatoriamente. Para cada um dos acidos graxos estudados,
a partir das 27 amostras, além do ponto central (amostra 14) analisado em triplicata, totalizando
29 amostras, foi composta uma matriz X de 29x10. Essa matriz € composta pelas variveis 1, 2
e 3, representando a temperatura, presenca de solvente e razdo molar, respectivamente. A matriz

Y é composta pelo trabalho de adesé@o de cada amostra, compondo a matriz 29x1.
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Tabela 20 - Trabalho de adesdo (N s) avaliado por bioadesdo em pele de porco para as 27 amostras de
AEMEG e AOMEG, com ponto central em triplicata

Trabalho de adesao / N.s

Amostra  v1*  v2* V3" TAFMEG  AOMEG

1 1 1 1 0,0813 0,0737
2 0 1 1 0,0713 0,0900
3 1 1 1 0,0760 0,0737
4 1 0 1 0,0917 0,111
5 0 0 1 0,0670 0,118
6 1 0 1 0,107 0,0753
7 1 1 1 0,248 0,0667
8 0 1 1 0,0720 0,0953
9 1 1 1 0,0737 0,116
10 1 1 0 0,140 0,0707
11 0 1 0 0,0533 0,0810
12 1 1 0 0,0470 0,0783
13 1 0 0 0,0503 0,105
14 (1) 0 0 0 0,0620 0,0810
14 (2) 0 0 0 0,0730 0,0810
14 (3) 0 0 0 0,0720 0,0730
15 1 0 0 0,0567 0,167
16 1 1 0 0,0573 0,155
17 0 1 0 0,0517 0,106
18 1 1 0 0,0613 0,104
19 1 1 1 0,0620 0,000
20 0 1 1 0,0710 0,000
21 1 1 1 0,0680 0,000
22 1 0 1 0,0437 0,000
23 0 0 1 0,0587 0,000
24 1 0 1 0,0510 0,000
25 1 1 1 0,0637 0,000
26 0 1 1 0,0863 0,000
27 1 1 1 0,0657 0,000

*v1 = temperatura/°C; v2 = quantidade de solvente; v3 = razdo molar &cido graxo-meglumina. Fonte:
Autor.

De acordo com 0 modelo, foi possivel determinar se alguma das variaveis ou a interacéo
de duas delas interferiam na resposta avaliada. Pelo modelo aplicado, para AEMEG nenhuma
das variaveis estudadas apresenta influéncia sobre o trabalho de adeséao estudado por bioadeséo.

Portanto, para as proximas etapas do trabalho foi proposta a sintese dos sistemas na auséncia
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de solvente e na menor temperatura utilizada, de 65°C, visto que isso colaborando com menos
gasto de energia e economia de solventes/reagentes, em acordo com 0s objetivos da Quimica
Verde.

Os resultados obtidos para AOMEG demonstram que a razdo molar interfere nas
respostas de trabalho de adesdo. De acordo com o grafico de superficie de AOMEG (Figura
48), é possivel observar que aumentando a quantidade de meglumina a partir da razdo molar de
1:1, ocorre aumento do trabalho de adesdo, o qual atinge um maximo entre 0,1 e 0,12 N s e
entdo, com o aumento da quantidade de meglumina, o trabalho decresce até atingir um trabalho
de forca nulo quando se tem amostras nas propor¢des 1:2. Visualmente AOMEG12 apresentou
uma viscosidade muito baixa e, por isso, ndo foi possivel avaliar o trabalho de forca dessas

amostras, atribuindo-lhes valor zero (0).

Figura 48 - Curva de superficie de resposta de AOMEG com respostas de trabalho de bioadesdo e
influéncia da razo molar e temperatura
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Fonte: Autor.

A ultima resposta estudada que compde o delineamento experimental € anisotropia ou
isotropia obtida por microscopia de luz polarizada. Todas as amostras de AEMEG apresentaram
anisotropia na forma de estrias. As amostras de AOMEG também apresentaram anisotropia na

forma de estrias. Em geral, as estrias representam o tipo de organizagdo hexagonal, no entanto
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s0 se pode confirmar isso por Espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS), cujos resultados
ja apresentados demonstraram que o acido estearico geralmente se organiza na forma lamelar,

enguanto os sistemas de acido oleico se estruturam na forma hexagonal.

5.3 Desenvolvimento de sistemas preparados na auséncia de solvente com adi¢cao de agua
a 65°C avaliados por Bioadesdo, DSC e MLP

Nesta etapa, supra-anfifilicos de &cido estearico e acido oleico foram sintetizados em
duas proporcbes molares, 1:1 e 1:2, de acido graxo-meglumina, pela mistura direta dos
reagentes. Depois da estabilizacdo das amostras, adicionou-se 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 e
90% de &gua, sob aquecimento a 65°C para facilitar a homogeneizacéo.

Os ensaios de bioadeséo dos sistemas em pele de orelha de porco estdo apresentados na
Tabela 21. A bioadesdo decorre de uma combinacdo de mecanismos que envolvem as
propriedades fisico-quimicas do material e da superficie bioldgica e interagcdes ndo-covalentes.
O trabalho de adesdo é obtido pela area sob a curva de destacamento do material com a
superficie bioldgica (CARVALHO et al., 2013; JONES; WOOFSON; BROWN, 1997).
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Tabela 21 - Ensaios de bioadeséo para sistemas de AEMEG11, AEMEG12, AOMEG11 e AOMEG12
com por¢oes de 10 a 90% de agua

Trabalho Desvio Trabalho Desvio
Amostra de adeséo / N Amostra de adesao / ~
padrédo padréo
Ns Ns
AEMEG11-10% 14,84 0,8000 AOMEG11-10% 0 0
AEMEG11-20% 60,41 1,780 AOMEG11-20% 2,400 0,2640
AEMEG11-30% 142,7 21,09 AOMEG11-30% 109,0 11,84
AEMEG11-40% 210,3 30,17 AOMEG11-40% 367,6 13,12
AEMEG11-50% 482,1 44,36 AOMEG11-50% 277,3 28,99
AEMEG11-60% 604,3 31,28 AOMEG11-60% 318,0 39,97
AEMEG11-70% 387,2 40,85 AOMEG11-70% 78,91 39,71
AEMEG11-80% 1075 82,81 AOMEG11-80% 80,26 21,13
AEMEG11-90% 35,47 22,13 AOMEG11-90% 1454 15,44
AEMEG12-10% 11,05 1,740 AOMEG12-10% 2,990 0,1800
AEMEG12-20% 38,19 2,060 AOMEG12-20% 2,690 0,1300
AEMEG12-30% 41,19 1,160 AOMEG12-30% 3,140 0,4600
AEMEG12-40% 183,7 22,37  AOMEG12-40% 6,750 3,190
AEMEG12-50% 307,1 7,790 AOMEG12-50% 139,7 22,77
AEMEG12-60% 505,2 51,27 AOMEG12-60% 209,0 36,75
AEMEG12-70% 345,7 21,62 AOMEG12-70% 74,31 14,22
AEMEG12-80% 191,0 25,70 AOMEG12-80% 36,12 2,270
AEMEG12-90% 50,92 2751 AOMEG12-90% 39,30 15,77

Fonte: Autor.

Com os resultados apresentados na Tabela 21, foi construido um gréfico relacionando
os trabalhos de adesdo em relagdo ao produto comercial Carbopol®, utilizado no ramo

farmacéutico devido a suas caracteristicas bioadesivas (Figura 49).
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Figura 49 - Comparacéo do trabalho de adeséo dos sistemas AEMEG e AOMEG variando de 10 a 90%
de 4gua comparado ao Carbopol® 5%
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Fonte: Autor.

As propriedades de bioadeséo dos sistemas foram comparadas com o Carbopol® 5%
que € descrito na literatura como um material amplamente aplicado devido as suas propriedades
bioadesivas. Os sistemas compostos por acido estearico apresentaram regularidade no aumento
da concentracdo de AEMEG em relacdo a quantidade de agua, promovendo o aumento do
trabalho de adesdo, seguida de uma diminuicéo gradual, com exce¢do de AEMEG11-80%, que
apresentou o maior trabalho de adesdo dos sistemas estudados. Os sistemas compostos por acido
esteérico preparados com 10 e 20% de &gua, por serem compostos praticamente por reagentes
solidos sdo de dificil homogeneizacdo, o que explicaria a anormalidade do resultado para
AEMEG11-80%.

As amostras contendo acido oleico apresentaram maior bioadesividade quando utilizou-
se proporcdes equimolares de &cido oleico:meglumina comparada ao dobro de meglumina
(Figura 52). Apesar de aumentar os grupamentos hidroxila com adi¢do de mais meglumina, a
ordenacdo destas em um arranjo estruturado é dificultado devido a dobra da cadeia hidrofobica
resultante da dupla ligacao presente no acido oleico.

Comparando os sistemas com o Carbopol®, tanto nas proporc¢des molares 1:1 como 1:2
de acido graxo:meglumina, tanto para acido oleico como para acido esterarico, é possivel
desenvolver sistemas com trabalho de adesdo equivalente e até superior ao sistema comercial,
a exemplo de AEMEG11-20%, AEMEG12-20% e AEMEG12-30% para acido estearico e
AOMEG11-70%, AOMEG11-80%, AOMEG12-70% e AOMEG12-90%. O material de
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referéncia comercial foi usado porque neste trabalho propds-se a aplicacdo dos sistemas no
ramo farmacéutico. No entanto, altos valores de trabalho de adesdo ndo indicam,
necessariamente, uma melhor liberacdo do farmaco, visto que so indica o trabalho necessario
para superar as forgas entre a amostra e a prova com a superficie biologica. Além disso é
necessario racionalizar se alguma amostra apresenta aspecto quebradico, caso dos sistemas
contendo 80% ou mais de AEMEG em relacdo a quantidade de agua.

Além da bioadesao, é possivel estudar o comportamento dos sistemas para aplicacdes
biomédicas de outra forma, em virtude do tipo de interacdo da dgua modificar-se bastante em
contato com alguma interface quando comparada com a gua pura, seja um material de origem
organica, como biomembranas e proteinas ou inorganica, a exemplo da argila e trocadores de
ions (GARTI, 2001).

A compreensdo da interacdo entre a dgua e tais interfaces é relevante no estudo de seus
problemas decorrentes em organismos vivos, como baixa adesdo, além da importancia que
pequenos volumes de dgua desempenham no meio que controla a estrutura e comportamento
proximo as membranas biologicas, a exemplo das microemulsdes que servem de modelo para
0 estudo da 4gua em espacos confinados. E importante ressaltar que o estudo da dgua em relacéo
a qualquer interface deve considerar os diferentes tipos de agua, variando desde a que mais
interage com o sistema, até o tipo livre, cujo comportamento se assemelha a agua pura (GARTI,
2001). Em uma das defini¢es, a diferenca dos tipos de agua baseia-se em pontos de fusdo e
pontos de congelamento, classificando-as como agua livre, com fusdo/congelamento em
temperatura préxima a de agua pura, agua interfacial (agua ligada congelavel) com
fusdo/congelamento em temperatura aproximadamente 10 °C inferior & da &gua livre e agua
ligada (agua ligada ndo congelavel) com pontos de fusdo/congelamento ainda mais inferiores
do que a da 4gua ligada. E evidente que essas temperaturas variam de acordo com a quantidade
e composicdo de agua no sistema estudado. Além disso, o termo agua “ligada” se refere a
interacdes do tipo dipolo-dipolo e ion-dipolo (SENATRA et al., 1988; TANAKA; HAY ASHI;
MORITA, 2013).

O comportamento da agua, considerando os tipos de agua, ligada ou ndo, em cada uma
das amostras foi estudado por DSC (Figuras 50, 51, 52 e 53).
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Figura 50 - Curvas de (a) resfriamento e de (b) aquecimento de sistemas AEMEG11 e AEMEG12
contendo de 10 a 90% de supra-anfifilico em relacdo a agua
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Fonte: Autor.

A principio, os sistemas foram resfriados a partir da temperatura ambiente até -80°C,
seguido do aquecimento até 130°C. Para AEMEG11-H,O contendo 90 e 80% de supra-
anfifilico ou seja, apenas 10 e 20% de &gua, ndo ha transicao de primeira ordem no resfriamento
nem no aquecimento. A partir do sistema AEMEG11-H,0 contendo 70% de supra-anfifilico e
30% de agua, ocorre a cristalizacdo da agua com temperatura onset menor do que -25°C,
indicando uma interacdo com o material. Acima de 40% de agua, é possivel verificar nas curvas
de resfriamento que as temperaturas onset de cristalizagdo tornam-se maiores, demonstrando

que a agua vai perdendo o carater de agua ligada para agua livre, ou seja, que apresenta uma
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mistura de ambos os tipos com a preponderancia de agua livre. Observacdes semelhantes foram
obtidas nas curvas de aquecimento.

Para sistemas de AEMEG12, a agua comeca a cristalizar logo em AEMEG12-H,0
contendo 80% de supra-anfifilico, e o restante das amostras apresentam comportamento
semelhante aos sistemas de AEMEG11, salvo AEMEG12-H,0O, com 10% de supra-anfifilico,
que apresentou temperatura onset de cristalizacdo de &gua livre, com temperatura bem acima
da amostra posterior, que continha 20% de supra-anfifilico. Assim como demonstrado
anteriormente, os sistemas de acido estedrico apresentam a transicdo gel-sol em

aproximadamente 45°C.

Figura 51 - Curvas de resfriamento e de aguecimento de sistemas AOMEG11 e AOMEG12 contendo
de 10 a 90% de supra-anfifilico em relagdo a agua
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Fonte: Autor.

A partir da Figura 51, é possivel observar o congelamento da 4gua mesmo nas suas
menores concentracdes adicionadas em AOMEG11, enquanto que AOMEG12 apresenta
congelamento da &gua a partir da adicdo de 40% ou porcentagem maior de agua de agua.
Durante o aquecimento, € possivel observar a fusdo da agua, mas ndo a transicao gel-sol
observada nas curvas do &cido esteérico. Além disso, 0 aumento gradual da quantidade de &dgua
leva ao aumento da temperatura onset de cristalizacdo, porque parte da 4gua adicionada interage
com o material e o restante se comporta como agua livre, apresentando Tonset de cristalizacédo
em temperaturas mais altas do que da gua ligada.

E possivel ainda realizar o estudo tanto no modo exotérmico, como no endotérmico e,
apesar de o modo exotérmico poder apresentar problemas de supercongelamento, este foi
escolhido para que informacOes sobre a microestrutura fossem obtidas, tomando-se as devidas

precaucdes com razBes de resfriamento e massa de amostra.
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Figura 52 - Representacdo dos tipos de &gua e suas respectivas quantidades nos sistemas de AEMEG11,
AEMEG12, AOMEG11 e AOMEG12 contendo de 10 a 90% de supra-anfifilico em relacdo a dgua
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Fonte: Autor.

Na Figura 52 estdo representados os graficos que relaciona as quantidades de agua livre,
ligada congelavel e ligada ndo congelavel, a qual ndo apresenta evento no DSC, indicando que,
para os sistemas de &cido estearico, conforme a quantidade de supra-anfifilico aumenta, a agua
diminui o carater de agua livre e comeca a apresentar maior proporcdo de agua ligada nédo
congelavel. O limiar deste comportamento é encerrado entre 60 e 70% de supra-anfifilico nos
sistemas, em que a agua passa a apresentar carater de ligada congelavel. Comparando os valores
de trabalho de adesdo, é possivel observar que tanto AEMEG11 como AEMEG12 contendo
entre 50 e 70% apresentam agua do tipo ligada congelavel e foram as que apresentaram 0s
maiores trabalhos de adesdo (Figura 49), indicando relagdo entre o tipo de &gua com a interacao
do sistema e a superficie bioldgica.

Os sistemas de acido oleico, por outro lado, apresentaram agua ligada do tipo congelavel
mantendo a mesma propor¢do em todas as amostras estudadas. Com relacao a diminuigédo da
quantidade de agua livre e aumento do tipo ligada ndo congelavel, os resultados sdo semelhantes

ao &cido estearico, também apresentando um limite entre 60 e 70% de supra-anfifilico.
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Comparando os tipos de agua com os trabalhos de adesdo, somente AOMEG11 apresentou
relacdo entre a presenca de agua ligada do tipo congelavel com os maiores trabalhos de adesao,
contendo de 40 a 60% de supra-anfifilico.

A relacdo inversamente proporcional entre a agua ligada ndo congelavel com a agua
livre conforme a proporc¢édo do supra-anfifilico em relacdo a agua é alterada pode ser devido a
saturacdo do filme formado por moléculas de 4gua sobre o supra-anfifilico, com o aumento da
proporcao de agua, além de que o excesso de moléculas de dgua (agua livre) altamente ativas é
acomodado pobremente no filme anfifilico, convertendo-se a 4gua livre (ZHANG et al., 2013).

A partir da Figura 55, se partirmos dos sistemas contendo 90% de supra-anfifilico e
aumentarmos o conteido de agua gradualmente, observa-se que a quantidade de agua ligada
congelavel aumenta até atingir um valor constante, que corresponde a uma razdo molar da
quantidade de agua total em relacdo ao supra-anfifilico (70% de supra-anfifilico). Neste ponto,
o supra-anfifilico esta totalmente ou praticamente hidratado e a partir dai, é possivel detectar
agua livre por DSC. Essa caracteristica € evidente nos sistemas de AEMEG12, com um maximo
de 1,7% de agua ligada congelavel e AOMEG11 apresentando um méaximo de 2% deste tipo de
agua (MITTAL & SHAH, 2002).

Para avaliar se 0 comportamento da agua € alterado apenas entre 60 e 70% de adicao de
supra-anfifilico, comparou-se a quantidade de &gua adicionada ao sistema em relacdo a agua
ligada ndo congelavel (Figura 53), visto que esta interage diretamente com o supra-anfifilico.
Esses graficos foram plotados em relacdo a propor¢do, em porcentagem, de agua, ou seja, um
sistema cujo eixo da ordenada contém 10% de agua, se refere ao sistema contendo 90% de
supra-anfifilico, de modo a evidenciar que a propor¢do de agua adicionada a cada sistema
interfere diretamente no tipo de agua.
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Figura 53 - Representa¢do da quantidade de &gua em massa em relacéo a quantidade de &gua adicionada
nos sistemas de AEMEG11, AEMEG12, AOMEG11 e AOMEG12 contendo 10 a 90% de &gua
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Fonte: Autor.

A partir da Figura 53 é possivel observar que a adi¢cdo de até 30% de agua em sistemas
de acido esteérico leva a formacéo da agua do tipo ligada ndo congelavel adicionada ao supra-
anfifilico. A partir da adicdo de 40% ou mais de agua, esta quantidade de &gua ligada ndo
congelavel permanece constante até cerca de 80% da proporcao de 4gua adicionada ao sistema
AEMEG11 e 70% de agua em AEMEG12, quando entdo comeca a diminuir sua quantidade.

Em relacdo aos sistemas de acido oleico, praticamente toda a agua adicionada aos
sistemas com proporcao de 10 a 40% de agua apresentaram a forma de agua ligada nédo
congelavel. Posteriormente, para AOMEG11, a quantidade de agua deste tipo apresentou-se
constante, diminuindo apenas com a adicdo de 70% de agua em proporcdo, enquanto
AOMEGI12 contendo 50% ainda apresenta grande parte de dgua ligada do tipo ndo congelavel.
A partir de 60% de agua adicionada ao AOMEG12, a quantidade de &dgua ndo congelavel

comeca a diminuir.
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Figura 54 - Comparacédo das variacOes de entalpia obtidas pelas curvas de resfriamento em relacdo as
curvas de aquecimento dos sistemas de AEMEG11, AEMEG12, AOMEG11 e AOMEG12 contendo 10
a 90% de agua
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Fonte: Autor.

Em relacdo a variacdo de entalpia de cristalizacdo e fusdo obtidas pelas curvas DSC
(Figura 54), é evidente em todos os sistemas que conforme se diminui a proporcao de agua, a
entalpia reduz proporcionalmente. Como os anfifilicos se agregam espontaneamente em meio
aquoso, 0s grupos cabeca hidratados formam uma interface polar/apolar criando uma barreira
entre a parte hidrofobica e a 4gua pura. Os fenbmenos de hidratacdo podem ser atribuidos a
capacidade de orientagdo da agua sobre os dipolos dos grupos cabeca dos anfifilicos, além de
ser tratada como um fendémeno de solvatacao, levando a processos desordenados, a exemplo do
aumento da flexibilidade dos grupos cabeca. Desta forma, a hidratagéo representa a criagdo de
uma interface polar/apolar entre a agua e as cadeias dos anfifilicos, levando a uma contribuicédo
tanto de interacbes inter como intramoleculares a entalpia do sistema (BINDER;
KOHLSTRUNK; HEERKLOTZ, 1999). Esse processo de hidratacdo promovido pela agua

pode explicar 0 aumento da entalpia pelo aumento gradual de dgua nos sistemas.
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Figura 55 - Comparacdo das temperaturas onset de congelamento e de fusdo dos sistemas de
AEMEG11, AEMEG12, AOMEG11 e AOMEG12 contendo 10 a 90% de &gua
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Fonte: Autor.

Da mesma forma que a entalpia, as temperaturas onset de cristalizagéo e fuséo (Figura
58) aparecem em temperaturas cada vez menores com 0 aumento da propor¢do de supra-
anfifilico, visto que se diminui a quantidade de agua disponivel para formar um nucleo de
cristal, seguido do seu crescimento, durante o processo de congelamento da agua. Além disso,
como o supra-anfifilico interage com a agua, quando se diminui a quantidade de agua, a
tendéncia ¢ que toda a agua adicionada esteja “presa” ao sistema, por estar interagindo com o
supra-anfifilico, tornando-a ainda mais dificil de cristalizar e fundir. Este tipo de agua,
inclusive, e classificada como agua ligada congelavel, cujas temperaturas de cristalizacdo e
fusdo sdo menores do que da agua livre (SENATRA et al., 1988; TANAKA; HAYASHI,
MORITA, 2013). Outra observagdo interessante é que AEMEG11-H,O, AEMEG12-H.0 e
AOMEG11-H,0 contendo 80, 70 e 80% de supra-anfifilico, respectivamente, apresentam
aumento de suas temperaturas de cristalizacdo em relacdo aos sistemas com menos supra-
anfifilico, anteriores a eles. Além disso, a adicdo de 70% ou mais de AOMEG12 nos sistemas

ndo gerou eventos de cristalizagdo nos sistemas. Como essas amostras permanecem no estado
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solido mesmo com a adicdo de &gua, é impossivel distribui-la homogeneamente, dificultando,
assim, sua interacdo com o supra-anfifilico. Desta forma, dependendo do local que a amostra
coletada para a analise por DSC tenha sido feita, ndo houve quantidade de agua suficiente para
cristalizar na razéo de resfriamento aplicada.

O estudo da anisotropia dos sistemas foi realizado em microscopio de luz polarizada
(Tabela 22).

Tabela 22 — Estudo da anisotropia dos sistemas de AEMEG11, AEMEG12, AOMEG11 e AOMEG12
contendo 10 a 90% de supra-anfifilico em relagéo a 4gua

Amostra AEMEG MLP Amostra AOMEG MLP
AEMEG11-10% 10% Campo escuro | AOMEG11-10% 10% Campo escuro
AEMEG11-20% 20% Campo escuro | AOMEG11-20% 20% Campo escuro
AEMEG11-30% 30% Campo escuro | AOMEG11-30% 30% Campo escuro
AEMEG11-40% 40% Estrias AOMEG11-40% 40% Estrias
AEMEG11-50% 50% Estrias AOMEG11-50% 50% Estrias
AEMEG11-60% 60% Estrias AOMEG11-60% 60% Estrias
AEMEG11-70% 70% Estrias AOMEG11-70% 70% Estrias
AEMEG11-80% 80% Estrias AOMEG11-80% 80% Estrias
AEMEG11-90% 90% Estrias AOMEG11-90% 90% Estrias
AEMEG12-10% 10% Campo escuro | AOMEG12-10% 10% Campo escuro
AEMEG12-20% 20% Campo escuro | AOMEG12-20% 20% Campo escuro
AEMEG12-30% 30% Campo escuro | AOMEG12-30% 30% Campo escuro
AEMEG12-40% 40% Estrias AOMEG12-40% 40% Estrias
AEMEG12-50% 50% Estrias AOMEG12-50% 50% Estrias
AEMEG12-60% 60% Estrias AOMEG12-60% 60% Estrias

Estrias + .
AEMEG12-70% 70% cristais AOMEG12-70% 70% Estrias
Estrias + Estrias +
AEMEG12-80% 80% . AOMEG12-80% 80% .
cristais cristais
AEMEG12-90%  90% EStast OMEG12-90%  90% Estrias +
cristais cristais

Fonte: Autor.

Todos os sistemas apresentaram anisotropia acima de 40% de supra-anfifilico. No
entanto, acima de 70% para as amostras compostas por AEMEG12 e acima de 80% para
amostras de AOMEGL12, foram observados cristais, possivelmente de meglumina que ndo se
misturaram e nem se solubilizaram ao sistema devido a baixa porcentagem de agua.

Em relacdo a possibilidade de aplicagao dos sistemas na forma de sistemas de liberagédo
de farmaco em pele, a partir dos resultados obtidos pelos ensaios de bioadesdo, estudos de

quantidade de agua ligada e resultados referentes a anisotropia dos sistemas, as respostas mais
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interessantes de bioadesividade, que facilitariam a interacdo do sistema e, portanto, da
formulacdo para a pele, € encontrada nas amostras intermediarias, ou seja, nas que contém entre
30 e 60 % de supra-anfifilicos. Além disso, as maiores propor¢des de agua ligada ao sistema
foram observadas nas amostras sintetizadas com 30 e 60 % de supra-anfifilicos, e, sabe-se que
a &gua auxilia na interacdo do sistema com a pele. De acordo com os resultados obtidos por
microscopia de luz polarizada, os sistemas com mais de 40 % de supra-anfifilico apresentaram
anisotropia na forma de estrias, sugerindo uma ordenacdo na forma hexagonal, tanto para 0s
derivados de &cido estearico como para os de acido oleico, mas levou a formacao de cristais
quando combinou-se alta concentracdo de meglumina (superior a 80% de supra-anfifilico) e
baixa quantidade de &gua. Nos ultimos anos, os sistemas liquido cristalinos liotrépicos
receberam atencdo devido ao excelente potencial de aplicacdo como carreadores de farmacos,
destacando as mesofases cubicas e hexagonais em virtude de suas habilidades em reter desde
farmacos até proteinas, peptidios e acidos nucleicos (GUO et al., 2010). Logo, a fim de verificar
a possibilidade de incorporacao de fa&rmacos nos sistemas estudados, foram realizados ensaios
de liberacdo com os sistemas que apresentem caracteristicas interessantes para a liberacdo de
dexametasona em pele, e entdo optou-se estudar os quatro sistemas compostos por 50% de
supra-anfifilico, sendo eles, AEMEG11-50%, AEMEG12-50%, AOMEG11-50% e
AOMEG12-50%, de modo a comparar o efeito do dobro de meglumina na liberagéo,

apresentados a sequir.

5.3.1 Avaliacdo estrutural de sistemas de acido oleico e de acido estearico com 50% de agua
contendo 0,1% de dexametasona

A dexametasona, 9-a-fluoro-11p,17,21-tridroxi-16a-metilpregna-1,4-dieno-3,20-diona
(Figura 56), apresenta formula molecular C22H29FOs e massa molecular de 392,45, na forma de
um pé cristalino proximo ao branco, quase insolGvel em &gua, mas facilmente sollvel em
etanol, acetona, dioxano e metanol, bem como € levemente solivel em cloroférmio e éter
(BERGAMINI, 2008).



Figura 56 - Formula estrutural da dexametasona

Fonte: Autor.
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A dexametasona € um glicocorticoide e apresenta propriedades glico e

mineralocorticoides, anti-inflamatorias e imunodepressoras (ARSAND, 2010).

Apos o preparo de formulagdes contendo 0,1% de dexametasona, estas foram avaliadas

por MLP e SAXS (Figura 57) para verificar se houve alteracdo do tipo de estrutura com a

incorporacdo do farmaco.

Figura 57 - Caracterizag&o por MLP e SAXS dos sistemas AOMEG11F, AOMEG12F, AEMEG11F e

AEMEG12F com 50% de agua, contendo 0,1 % de dexametasona
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A partir dos resultados de MLP (Figura 57), todas as amostras avaliadas contendo
dexametasona apresentaram estrias, que sao classificadas como estruturas hexagonais. Com o
intuito de confirmar os resultados obtidos por MLP, foi realizado o estudo por SAXS, que
geraram resultados mais precisos acerca da estrutura das formulagdes.

Os sistemas foram avaliados de acordo com a posic¢ao dos picos de Braggs (qz, 02, 03,-..),
calculando a razéo entre os picos gn obtidos em func¢éo do primeiro pico g1 (Figura 57). Esses
resultados estdo apresentados na Tabela 23, além dos calculos do parametro de rede a (Equagdo
1) e distancia d entre cilindros adjacentes (Equacgéo 4) para sistemas hexagonais, e 0 parametro

espacial d (Equacéo 6) para sistemas lamelares.

Tabela 23 - Razdo entre picos qn/gl e parametros de rede, espaciais e distancias entre cilindros para as
formulagdes AOMEG11F, AOMEG12F, AEMEG11F e AEMEG12F

FormulacGes Razéo q1/gn Estrutura d/A a/A
AOMEG11F 137 Hexagonal 5,5 6,3
AOMEG12F 1:1,1:1,1:1,5:1,6:1,8:1,9 Estruturado 4.4 5,0
AEMEGI11F 1:2:3:4:5 Lamelar 7,3 -
AEMEG12F 1:2:3,1:4,2 Lamelar 10 -

Fonte: Autor.

Comparando-se as estruturas dos sistemas sem o farmaco (Tabelas 14 e 15) e as
formulagdes (Tabela 23), observa-se que a formulagdo AOMEG12F tem a estrutura alterada,
visto que sem o farmaco apresenta forma hexagonal, enquanto na presenca de dexametasona,
ndo é possivel encontrar relagdo entre os picos para determina-la. J&4 AEMEG11F, por outro
lado, partia de um sistema lamelar com algum outro tipo de estrutura na auséncia do farmaco
e, em sua presenca, organiza-se totalmente na forma lamelar, ou seja, neste caso, a
dexametasona auxilia, de alguma forma, na organizacdo do sistema. AOMEGL1F e
AEMEGI12F mantiveram suas estruturas idénticas aos originais, antes da adi¢cdo do farmaco.

Em relacdo aos parametros de rede d e a distancia entre cilindros adjacentes, para
AOMEGL11F os valores em presenca e na auséncia de dexametasona foram semelhantes. Para
AOMEGI12F, a presenga do farmaco reduziu seus valores, mas como ndo foi possivel
determinar o tipo de estrutura, pode ser que este calculo usado para estruturas hexagonais ndo
esteja de acordo com o tipo de estrutura verdadeiro, ja que ndo pode se inferir uma relacdo entre
0s picos de Braggs.

O calculo do parametro espacial d de AEMEG11-50% para AEMEG11F aumentou de

5,9A para 7,3A, provavelmente em virtude de um melhor rearranjo do sistema que pode ter
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aprisionado o farmaco, aumentando seu tamanho. J& este parametro para AEMEG12-50%
permaneceu 0 mesmo na presenca e auséncia de dexametasona. Nesse caso, como ha um

excesso de meglumina, é provavel que o farmaco tenha se alocado entre elas.

5.3.2 Desenvolvimento e validagcdo do método para quantificacdo de dexametasona nos estudos
de liberacdo in vitro, utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

O objetivo da validacdo € verificar se 0 método é apropriado para uma determinada
finalidade, seja ela qualitativa, semi-qualitativa ou quantitativa de f&rmacos e outras substancias
presentes em produtos farmacéuticos. Desse modo, a partir de dados experimentais, a validacdo
torna-se uma garantia de que o método, quando devidamente executado, apresenta resultados
confiaveis. Para tanto, € necessario a avaliacdo de alguns parametros, como linearidade,
especificidade, precisdo, exatiddo, limite de deteccdo e limite de quantificagdo (BRASIL,
2003).

Linearidade
Na Tabela 24 estdo apresentados os valores das areas sob a curva, gerados na leitura das

solucdes de diferentes concentracdes. Para esses valores foram calculadas as curvas analiticas.
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Tabela 24 - Concentragdes das solugdes padréo de dexametasona usadas para a construcdo de curvas
analiticas e os respectivos valores da area sob a curva (ASC) obtida por HPLC no comprimento de onda
a24l nm,comn=3

[DEX]/pgmL?* | 0,500 1,00 2,50 5,00 10,0 25,0 50,0

ASC / mAU 110,687 216,1648 488,8681 997,8972 1981,663 5027,709 9740,601
DP 2,51194 4,614673 6,440844 6,953294 36,58082 66,69808 46,27434
CVI% 2,26941 2,134794 1,317502 0,696795 1,845965 1,32661 0,475067
ASC / mAU 99,8118 194,3245 499,2942 972,1246 1815,307 4783,401 9614,715
DP 2,106498 4,236984 13,92283 13,0551 179,4244 8253762 122,1965
CVI% 2,11047 2,180366 2,788503 1,342945 9,88397 1,725501 1,270932
ASC / mAU 91,16211 188,843 464,1991 937,1217 1834,87 4654,222 9231,744
DP 5,21577 5,815479 16,15263 17,33656 9,294527 61,25624 23,35537
CVI% 5,721423 3,079531 3,479678 1,849979 0,50655 1,316143 0,25299
ASC / mAU 89,60749 182,8472 456,5396 893,4424 1789,998 4524,879 9091,393
DP 5,029637 4,363039 12,48256 17,22721 16,70653 38,78323 72,85161
CVI% 5,612965 2,386167 2,734168 1,928184 0,933327 0,857111 0,801325
ASC / mAU 97,71916 190,0487 457,5939 912,9152 1830,215 4574,858 8882,228
DP 7,448678 6,108341 9,931415 16,7055 47,26042 103,8126 342,0169
CVI% 7,622536 3,214093 2,170356 1,829907 2,582234 2,269199 3,850575
ASC / mAU 97,83757 187,5734 467,5933 908,1573 1810,742 4627,637 9107,642
DP 8,264954 3,67726 9,859615 44,81794 34,21829 21,31303 30,01108
CVI% 8,447628 1,960438 2,108588 4,935041 1,889739 0,46056 0,329515
ASC / mAU 94,38677 176,7104 448,6254 903,0665 1746,167 4406,864 8708,423
DP 3,833316 12,4278 7,69494 16,78093 5,158708 48,99795 93,01123

CV /% 4,061285 7,032863 1,715226 1,858217 0,29543 1,111855 1,068061

[DEX] = concentracdo de dexametasona; ASC = &sea sobre a curva; DP = desvio padrdo; CV =
coeficiente de variagdo. Fonte: Autor.

A partir das 7 curvas obtidas nos 5 dias, com n = 3, é possivel obter suas respectivas

curvas de regressdo linear (Tabela 25). No eixo X encontra-se a concentragdo de dexametasona

em pug mL? e o eixo Y apresenta a area do pico em mV s,

Tabela 25 - Valores do intercepto no eixo Y, inclinagdo da curva de regressdo linear a partir das
diferentes concentracdes de dexametasona

Curva Interceptono  Inclinagdo da  Coeficiente de
eixo Y (area curva correlacéo r?
do pico mV s?)
Dia1l 1 195,3375 28,83849 0,999885
Dia 2 2 192,1573 -11,9723 0,999924
Dia 3 3 184,7851 4,623611 0,999989
4 181,8134 -8,82131 0,999993
5 178,0147 30,31308 0,999899
6 182,466 7,910947 0,999966
Dia5 7 174,1945 15,70842 0,999981

Fonte: Autor.
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Especificidade

De acordo com a literatura, a partir do estudo de sistemas estruturados de liberacdo de
dexametasona foi demonstrado que o meétodo aplicado neste trabalho é especifico para
determinar dexametasona e que o fairmaco dexametasona eluiu em aproximadamente 5 minutos.
Neste trabalho, utilizou-se uma coluna maior e, por isso, o tempo de retencdo do farmaco

também foi maior do que o encontrado na literatura (OYAFUSO, 2012).

Preciséo

A precisdo avalia quao proximos sdo os resultados obtidos em uma série de medidas
para uma mesma amostra e € verificada quanto a repetibilidade, precisdo intermediaria e
reprodutibilidade, sendo esta Ultima ndo aplicada no projeto.

A repetibilidade (precisao intra-corrida) se refere a concordancia entre os resultados em
um curto periodo de tempo obtidos pelo mesmo analista e mesma instrumentagdo. Para tanto,
sdo avaliadas no minimo 9 determinac@es, contemplando concentrac¢@es baixa, média e alta.

A precisdo intermediaria (precisdo inter-corridas) verifica a concordancia entre 0s
resultados obtidos no mesmo laboratorio em dias diferentes, podendo ser avaliado com analistas
ou equipamentos diferentes.

A preciséo pode ser expressa como o coeficiente de variagdo (CV%), segundo a Equacgéo

cvon = 22 100% (8)
= CcMD 0

Em que, DP é o desvio padrdo e CMD, a concentracdo média determinada. O valor méaximo
aceitavel do DPR é de até 5% (BRASIL, 2003).

Para o estudo da repetibilidade obteve-se os resultados que estdo apresentados na Tabela
26.

Tabela 26 - Resultados obtidos para o estudo da precisao por repetibilidade (n = 3)

[DEX]tesrica (ng.mL™) area DP DPR (%)
2,50 456,53 0,06390 2,918
10,0 1789,9 0,08553 0,9486
50,0 9091,3 0,37295 0,8039

DP = desvio padrdo; DPR = desvio padréo relativo. Fonte: Autor.
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De acordo com os resultados obtidos para 0 DPR, mesmo o valor de 2,918% ainda esta
dentro do permitido, j& que ndo ultrapassa 5%, demonstrando que o método é preciso.

Na Tabela 27 estdo apresentados os resultados para verificar a precisdo intermediéria.

Tabela 27 - Resultados obtidos para o estudo da precisdo intermediaria (n = 3)

[DEX]tesrica (ng.mL™) area DP DPR (%)
2,5 2,188 0,05637 2,57
10 9,018 0,3210 3,56
50 45,77 1,894 413

DP = desvio padréo; DPR = desvio padréo relativo. Fonte: Autor.

Assim como no estudo da repetibilidade, a precisdo intermediaria também apresenta
DPR abaixo de 5%, demonstrando a precisdo do método em acordo com a ANVISA.

Exatidao

A exatiddo de um método analitico descreve a proximidade entre os resultados obtidos
em relacdo a um valor de referéncia (BRASIL, 2003). A expresséo da exatiddo foi dada pela
porcentagem de recuperacao da concentracdo de dexametasona comparada com a concentragao
verdadeira dsse farmaco em cada uma das amostras. Foram avaliadas 3 concentracdes, baixa,
média e alta, com 5 replicatas, utilizando resultados obtidos em um mesmo dia. Os resultados
estdo apresentados na Tabela 28, com os respectivos DP e DPR.

Tabela 28 - Calculos de exatiddo para a validagdo do método de quantificacdo de dexametasona por
HPLC

[DEX]tesrica (ug.mL™)
2,50 10,0 50,0
Média 2,214 9,050 45,70
DP 12,30 27,25 264,4
DPR (%) 2,667 1,516 2,953
Recuperacao 88,57 90,50 91,40

DP = desvio padrdo; DPR = desvio padréo relativo. Fonte: Autor.

Os resultados de DPR estdo abaixo de 5%, demonstrando a precisdo do método de
acordo com o que preconiza a ANVISA. Além disso, 0 método mostrou-se exato ja que 0s

valores de recuperacdo permaneceram dentro da faixa de 80 e 110% (BRASIL, 2003).
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Limite de deteccéo (LD) e Limite de quantificacdo (LQ)

O limite de deteccdo € a menor quantidade de analito detectada numa amostra, de acordo
com as condi¢Oes experimentais estabelecidas. Sua estimativa pode ser feita com base na
relacdo de 3 vezes o ruido da linha base (ICH, 2005), determinada pela seguinte equacéo:

_ DPa x 3
- IC

Em que, DPa é o o desvio padrdo do intercepto com o eixo Y de, no minimo, 3 curvas de

LD

calibracdo construidas contendo concentracdes do farmaco préximas ao suposto limite de
deteccdo; IC é a inclinacdo da curva de calibrag&o.

O limite de quantificacdo é a menor quantidade de analito que pode ser determinada de
maneira precisa e exata, estabelecido a partir da analise de solu¢des contendo concentracdes
decrescentes do farmaco (ICH, 2005). Pode ser expresso pela equacao:

DPa x 10
LQ = T (10)

Em que, DPa é o o desvio padrdo do intercepto com o eixo Y de, no minimo, 3 curvas de
calibracdo construidas contendo concentra¢Ges do farmaco préximas ao suposto limite de
quantificacdo; IC € a inclinacdo da curva de calibracéo.

A partir da leitura das reas sob a curva das amostras de concentragdes 2,50, 10,0 e 50,0
ug mL? e das equagdes, o limite de detecciio ¢ de 0,04092 ug mL™ e o limite de quantificacéo
¢ de 0,1364 ng mL™?, consideravelmente abaixo da menor concentragio empregada na curva

analitica.

5.3.3 Metodologia analitica para quantificacdo de dexametasona nos estudos de liberagéo in
vitro, utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Nessa etapa do trabalho a ideia era verificar se 0s materiais desenvolvidos respondiam
a variacao do pH, estudando-os em pH neutro, 7,4 e pH acido, 5,0, este Gltimo proximo ao
ambiente de inflamagdes ou cancer. Apos o procedimento de validagcdo do método, procurou-
se quantificar o farmaco estudado utilizando HPLC. Comparando-se os valores de R, bem como
os coeficientes de variacdo das amostras dentre as diversas curvas de reta geradas, escolheu-se

a seguinte (Figura 58) para os célculos de liberacdo de dexametasona in vitro.
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Figura 58 - Curva analitica de dexametasona em tampéo fosfato de potassio 0,01 mol L* pH 7,4
contendo 0,5% Procetyl®
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Fonte: Autor.

O teste de liberacdo in vitro das formulacbes AEMEG11F, AEMEG12F, AOMEG11F
e AOMEG12F com 50% de agua contendo 0,1 % de dexametasona foi realizado (Figura 59), a
fim de verificar o comportamento de saida do farmaco do sistema matricial em pH 7,4. No
entanto, apenas as formulacGes de acido estearico liberaram o farmaco nesse pH. Por isso,
AEMEGI12F foi estudado tambem em pH 5. Da mesma maneira, AOMEG12F também foi

estudado em pH 5, porém, também néo exibiu liberacdo do farmaco estudado.

Figura 59 - Perfil de liberagdo in vitro de DEX incorporada nas formulacbes AEMEGI11F e
AEMEG12F contendo 0,1 % de dexametasona (n=6) em pH 7,4 e pH 5,0

161w AEMEG1IFpH 74 A
14| ® AEMEGI2FpH74
|| a AEMEGI12FpH 5,0 A
12}
I A
10}
S | A .
S o8t
o L A
< 06f
r A
04 n
02F .
L - °
0,0 A = = = & e °
r‘f 1 " 1 " 1 1 1 1 1 1 1 1

" " 1 " " 1 " " " " "
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo/h

Fonte: Autor.
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As formulacdes de acido estearico, AEMEG11F e AEMEG12F liberaram dexametasona
apos 10 e 24 horas, respectivamente, demonstrando o aprisionamento do farmaco na estrutura
do material, nas condicdes estudadas de pH 7,4 e temperatura 32,4°C. Por esse pH ser proximo
ao do sistema de &cido estearico, em se tratando de um sistema supramolecular, € provavel que
ele nédo tenha alterado sua conformacéo, ou seja, nesse pH as ligagdes cruzadas do material
foram mantidas, impedindo a liberacdo do farmaco. Por isso foi realizado o ensaio de liberacédo
da dexametasona em pH 5,0, proximo a condi¢des anormais da pele, como inflamacdo ou em
presenca de células cancerigenas. Neste caso, o sistema AEMEG12F apresentou liberagdo do
farmaco estudado logo nas primeiras 4h de estudo, bem como uma liberacdo crescente até o
intervalo de 24h, totalizando 1,6% de dexametasona liberada. A principio, essa porcentagem de
liberacdo de dexametasona pode parecer baixa, mas tudo depende do tipo de aplicagéo, ja que
um farmaco toxico, por exemplo, ndo pode ser prontamente liberado em dosagens altas. Além
disso, é possivel que outros farmacos apresentem comportamentos de liberacdo diferentes do
apresentado para a dexametasona.

E importante destacar que a variagdo no pH influencia na quantidade e tempo do
farmaco liberado, demonstrando que esses biomateriais podem ser tratados como ‘“‘smart
materials”, por responderem a um estimulo externo. De acordo com (GUO et al., 2010),
normalmente as mesofases clbica e hexagonal foram as mais estudadas nos ultimos anos como
sistemas de liberacdo de farmacos, no entanto, ao contrario desta afirmacéo, a liberacdo da
dexametasona a partir dos sistemas contendo acido oleico, organizados em forma hexagonal,
ndo foram capazes de liberar a dexametasona quando comparados ao sistema de acido esteérico,
de forma lamelar. Ainda segundo esse grupo mencionado, é evidente que 0 comportamento de
liberacdo esta relacionado com muitos outros aspectos, tais como as propriedades do farmaco,
quantidade inicial de agua, capacidade de entumecimento, retencdo do farmaco, interacdes
eletrostaticas entre o farmaco, entre outros.

O estudo da liberacdo da dexametasona das formulagdes homdologas de acido oléico ndo
liberaram o farmaco acima do limite de deteccdo, por isso, considera-se que ndo houve
liberacdo. Alguns modelos cinéticos para liberacdo foram testados, mas nenhum apresentou
resultados que representassem o perfil de liberacdo do farmaco adequadamente. Além disso,
sabe-se que a liberagdo do farmaco depende diretamente de suas intera¢cGes com o sistema, bem

como com o estimulo externo avaliado, facilitando ou ndo, sua liberag&o.
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6 CONCLUSAO

Supra-anfifilicos formados por dois &cidos graxos homélogos, acido oleico e acido
estearico, pela adicdo de meglumina sdo mantidos por interacdo eletrostatica entre o grupo
carboxilato do acido graxo com o grupamento amina da meglumina.

Os sistemas contendo no minimo 40% de supra-anfifilico apresentam anisotropia.
Quando os sistemas sdo avaliados por SAXS, é possivel verificar a possibilidade de organizacao
hexagonal para sistemas de &cido oleico, e para os sistemas de acido estearico, a partir de 20%
de supra-anfifilico, foi observada estrutura lamelar.

O planejamento experimental avaliou trés variaveis em trés niveis, quantidade de
solvente adicionado para a sintese do supra-anfifilico, a razdo molar de acido graxo-meglumina
(1:1, 1:1,5 e 1:2) e temperatura (65, 72 e 80°C) de adi¢do da 4gua, compondo sistemas de &cido
oleico e de acido estearico, comparando os resultados de DSC, MLP e Bioadeséo, a razdo molar
é a Unica resposta que influencia os resultados de DSC e Bioadesao para ambos 0s &cidos graxos
estudados.

Pelos resultados de DSC, também é possivel verificar diferengas de comportamento nas
curvas de aquecimento dos sistemas de acido oleico e &cido esteérico, por este Gltimo apresentar
uma transicdo gel-sol com temperatura onset de 45°C antes da evaporacdo da agua.

O estudo dos tipos de &gua demonstrou que a adicdo de proporcdes crescentes propde a
existéncia de agua ligada ndo-congelavel, agua ligada congelavel e agua livre, e, a partir de
40% de &gua, os sistemas atingem o limite de agua na forma ndo-congelavel.

A adicdo de 0,1% do farmaco dexametasona ndo alterou a organizacéo estrutural dos
sistemas contendo 50% de supra-anfifilico em agua, que mantiveram a forma hexagonal, em
AOMEGLI11F e lamelar para AEMEG12F. Foi também realizada a validacdo do método de
quantificacdo de dexametasona e 0s ensaios de liberacdo de dexametasona apresentaram
resultados positivos apenas para os sistemas de acido esteérico, com liberagao tanto em pH 7,4,
mas mais evidente em pH 5,0 para AEMEG12F.

O planejamento experimental foi importante para diminuir a quantidade de amostras
preparadas, mas com as maximas informacdes possiveis, de modo a avaliar as diferentes
respostas com diferentes variaveis, gerando economia dos reagentes de sintese. Os sistemas
foram estudados na area farmacéutica para verificar a possibilidade de atuarem como materiais
responsivos a estimulos externos, além de terem como base a auto-organizacdo, que converge

com as defini¢cdes da Quimica Supramolecular.
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