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RESUMO

7

A auto-montagem € a organizagao dos blocos de construgcdo que compdem um
sistema, em estruturas hierarquicamente ordenadas, sem qualquer tipo de influéncia
externa. As forcas que governam esse processo de auto-montagem das moléculas
sdo as interacbes ndo covalentes, tais como interacbes de van der Waals,
eletrostatica, hidrofébica, ligacdo de hidrogénio, dentre outras. A inspiracdo para o
surgimento de materiais com base nessas interacdes veio da natureza e dos sistemas
bioldgicos, que ocorrem naturalmente, tais como o DNA. A natureza reversivel das
interacbes ndo covalentes assegura que os blocos de construcdo que constituem o
sistema podem se romper e se recombinar de acordo com as caracteristicas do meio
externo. Essa propriedade faz desses sistemas capazes de responder aos mais
variados estimulos, tais como variacdes de temperatura, pH, solvente, radiacéo, etc.
A reacdo de um acido organico com a meglumina, um aminocarboidrato, leva a
formacao de um par ibnico denominado genericamente de carboxilato-meglumina.Os
objetivos nesse estudo, além da sintese de sistemas supra-anfifilicos foi ainda avaliar
esses sistemas em fase aquosa e correlacionar as propriedades com uma potencial
aplicacdo no ambito farmacéutico. Nesse trabalho, &cido oleico e meglumina foram
utilizados como os blocos de construcdo de um sistema anfifilico supramolecular.
Inicialmente o par ibnico entre &cido oleico e meglumina se formava, gerando o par
oleato-meglumina e esse anfifilico se mantinha em fase aquosa através de interacdes
hidrofobicas e ligagcéo de hidrogénio. Foi sintetizado dois tipos de sistemas, sendo um
em propor¢des equimolares e outro em excesso de meglumina. Sistemas contendo
diferentes concentracfes de agua foram sintetizados, a partir dos adutos precursores
e a caracterizacdo desses sistemas foi realizada por microscopia de luz polarizada
(MLP), espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS) e microscopia eletronica de
varredura no modo ambiental (ESEM). Os resultados mostraram que 0S supra-
anfifilicos, sintetizados em propor¢des equimolares ou ndo, puderam se organizar em
sistemas micelares ou cristais liquidos hexagonais, de acordo com a quantidade de
agua. O estado da &gua presente nesses anfifilicos foi avaliado por calorimetria
exploratéria diferencial (DSC) e foi observado que os supra-anfifilicos sintetizados a
partir de sistemas em excesso de meglumina conseguiram reter mais a agua em sua
estrutura. A avaliacdo da citotoxicidade desses sistemas foi realizada em células SV-
80, o que mostrou que eles poderiam reduzir a viabilidade celular, de um modo dose-
dependente. A capacidade bioadesiva desses supra-anfifilicos foi também avaliada,
in vitro, em um analisado TAXT plus no modo Hold Until Time e demonstrou que 0s
sistemas possuiam propriedades bioadesivas superiores ao gel de Carbopol 5%,
usado em formulagdes farmacéuticas. Por fim, um farmaco modelo foi incorporado em
alguns sistemas e a organizacao estrutural apés a incorporacao foi avaliada por MLP
e SAXS, o que permitiu observar que o arranjo liquido-cristalino observado
inicialmente foi mantido, evidenciando assim que ndo houve mudanca estrutural
nesses sistemas com a adi¢do do farmaco.

Palavras-chave: interacdes intermoleculares; oleato-meglumina; supra-anfifilicos;
cristais liquidos; estado da agua.



ABSTRACT

Self-assembly is the organization of building blocks in a system, in hierarchically-
ordered structures without any external influence. The driving forces on molecular self-
assembly are non-covalent interactions, such as van der Waals, electrostatics,
hydrophobic, hydrogen bonding, amongst others. The inspiration for the emergent
materials based on these interactions come from nature and naturally occurring
biological systems such as DNA. The reversible nature of the non-covalent interactions
ensures that the building blocks in a system can be broken and reunited according to
the external environment. This property makes them capable of responding to different
stimuli, such as variations in temperature, pH, solvent, radiation, etc. The reaction of
an organic acid with meglumine, an aminocarbohydrate, leads to the formation of an
ionic pair generally called carboxylate-meglumine. The aim of this work, besides the
synthesis of the supra-amphiphiles, was to evaluate these systems in aqueous phase,
and correlate the properties with potential application of them in the pharmaceutical
field. In this work, oleic acid and meglumine were used as the building blocks for the
synthesis of a supramolecular amphiphilic system. Initially, the ionic pair between oleic
acid and meglumine was formed, generating oleate-meglumine. That amphiphilic was
maintained in aqueous phase through hydrophobic interactions and hydrogen bonds.
Two systems were synthesized, one in equimolar conditions and another in excess of
meglumine. Systems with different water concentrations were synthesized from the
precursor adducts, and the characterization was performed by polarized light
microscopy (PLM), small angle X-ray scattering (SAXS) and scanning electron
microscopy in the environmental mode (ESEM). The results showed that the supra-
amphiphiles, either synthesized in equimolar conditions or not, were structured in
micellar systems or hexagonal liquid crystals, according to the amount of water. The
state of the water present in these amphiphiles was evaluated by differential scanning
calorimetry (DSC), and it was observed that supra-amphiphiles synthesized from
systems in non-equimolar conditions were able to retain a larger amount of water in
their structure. The evaluation of the cytotoxicity of these systems was performed for
SV-80 cells, which showed that the adducts could reduce cell viability in a dose-
dependent manner. The in vitro bioadhesion of the supra-amphiphiles was also
evaluated in a TAXT plus test in the Hold Until Time mode. It demonstrated that the
systems presented superior bioadhesive properties compared to carbopol gel 5% used
in pharmaceutical formulations. Finally, a model drug was incorporated in some
systems, and the structural organization was re-evaluated by PLM and SAXS, which
demonstrated that no structural change was observed in these systems with the drug
incorporation

Keywords: intermolecular interactions; oleate-meglumine; supra-amphiphiles; liquid
crystals; water behavior.
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APRESENTACAO

Nos ultimos anos, a quimica supramolecular tem crescido e se tornado uma
area de grande interesse, pelo respaldo no desenvolvimento das interfaces da
biologia, quimica e fisica, estabelecendo assim a ciéncia e tecnologia supramolecular
como um amplo dominio multidisciplinar, o que gerou um campo feértil para a
criatividade de cientistas ao redor do mundo (LEHN, 2002).

A quimica supramolecular ou como foi bem descrita por Lehn como a “quimica
além da molécula”, introduz a ideia de desenvolver entidades quimicas altamente
complexas que interagem entre si através de interacdes néo covalentes (LEHN, 2002).
A compreensdo dessas interagdes entre os blocos de constru¢cdo moleculares é a
base para o entendimento da auto-montagem em um sistema (HIRST et al., 2008).

A auto-montagem representa a organizacdo espontanea dos blocos de
construgdo em estruturas ordenadas, sem a necessidade de qualquer influéncia
externa. Durante o processo de auto-montagem, as moléculas se organizam guiadas
por interacdes intermoleculares tais como interacdes de van der Waals, hidrofébicas,
ligagbes de hidrogénio, entre outras. O arranjo dos sistemas através dessas
interacOes permite que a montagem seja revertida com a alteracédo de parametros do
sistema. Assim, o processo € reversivel e pode ocorrer somente sob condi¢cdes
definidas. Qualquer alteracdo destas condicBes faz com que o sistema retorne ao
estado inicial de organizacado (TAMHANE, 2007).

Na natureza, muitos sistemas sao mantidos através dos processos de auto-
montagem e auto-organizacdo. O sistema supramolecular mais marcante talvez seja
o acido desoxirribonucleico (DNA), cuja arquitetura em dupla hélice depende da
cooperacao de varias ligacdes de hidrogénio. Devido a reversibilidade das ligacbes
de hidrogénio a dupla hélice pode ser desfeita e novamente constituida durante o
processo de divisdo celular (MANNA, 2013). Nesse sentido, é possivel obter
estruturas supramoleculares desejaveis que se auto-montam por meio da
manipulagéo dos blocos de construgéo iniciais e do controle das condigdes de sintese.
A estrutura final do sistema depende assim da natureza e extensédo dos blocos de
construcdo e das interagOes intermoleculares presentes (TAMHANE, 2007).

Com base na quimica supramolecular, uma classe de materiais, 0s “soft

materials”, tem atraido grande atengdo como uma classe de materiais



“transformaveis”, devido a sua flexibilidade e mobilidade moderadas, 0 que permite
qgue eles rapidamente alterem as suas propriedades dependendo das condi¢cdes do
meio. Alguns exemplos incluem coloides, polimeros, cristais liquidos, géis e emulsbes
(YU et al., 2013).

Os cristais liquidos sdo materiais soft, dinamicos e funcionais, que possuem
tanto ordenacdo quanto mobilidade em niveis molecular, supramolecular e
macroscopico (BISOY; KUMAR, 2011). Os sistemas que formam cristais liquidos pela
adicdo de solventes sdo denominados cristais liquidos liotropicos. As mesofases
liotrépicas contém pelo menos dois componentes quimicos: a molécula orgéanica e o
solvente. A porgdo organica deve exibir alguma complexidade quimica, ou de outra
forma o solvente ird simplesmente dissolver a molécula, formando um sistema sem
estrutura e provavelmente ndao um cristal liquido (HYDE, 2001).

Os exemplos mais simples sdo o das moléculas anfifilicas. A adicdo de um
solvente, como por exemplo a agua, ira seletivamente hidratar a porcéo hidrofilica de
cada molécula, evitando as regides hidrofobicas. Essa relacdo entre o solvente e a
molécula organica é o que orienta as moléculas a se auto-montarem, minimizando
assim a exposicao das porc¢des hidrofébicas a agua (HYDE, 2001).

O acido oleico (18:1 9¢) € o mais comum dos acidos graxos Cis-monoenoicos e
€ encontrado na maioria dos lipideos de origem animal e vegetal, além de ser o acido
graxo majoritario do 6leo de oliva (70 — 75%) e muitos outros tais como 6leo de
macadamia, améndoas e aveld (GUNSTONE; HARWOOD; DIJKSTRA, 2007). E
ainda amplamente utilizado como aditivo nas industrias alimenticias ou como
lubrificante na indastria quimica (SALIMON; SALIH, 2009).

Aplicacbes do acido oleico na area farmacéutica também podem ser
observadas, visto que este € um excipiente utilizado em varias formulacées, atuando
como tensoativo e emulsificante. A monoleina, um monoglicerideo de acido oleico é
um dos agentes formadores de cristal liquido mais utilizado, empregados em sistemas
de liberacdo de farmacos, quando em agua, devido as suas caracteristicas como
transicdo de fase dependente da temperatura, textura gelatinosa e baixa toxicidade
(LOPES et al., 2006; LEE; KELLAWAY, 2000).

Propriedades bioadesivas de sistemas contendo monoleina e agua em fases
liquido-cristalinas cubicas e lamelares foram também reportadas na literatura (LEE;
KELLAWAY, 2000). Apesar de ser bem estabelecido que os cristais liquidos possam

ser facilmente preparados, sua real aplicagdo em cosmética e farmacia ainda é



limitada, tendo em vista as altas concentracdes de tensoativos exigidas (COMELLES,;
SANCHES-LEAL; GONZALES, 2005).

O interesse no estudo de acidos organicos como base para o desenvolvimento
de sistemas anfifilicos iniciou recentemente, quando nosso grupo de pesquisa
verificou a formag&o de um polimero entre adutos flunixina-meglumina e diclofenaco-
meglumina, o qual era mantido por interacdes nédo covalentes. Os resultados das
analises espectroscopicas evidenciaram que a meglumina estava diretamente
envolvida na polimerizacédo (CASSIMIRO et al., 2012).

A meglumina, também conhecida como N-metilglucamina, € um
aminocarboidrato obtido a partir da glicose e metilamina (GALLAS et al., 2002), de
estrutura analoga ao do sorbitol, cuja aplicabilidade comercial ocorre principalmente
em formulacdes farmacéuticas visando o aumento da solubilidade de ativos em meio
aquoso.

Em sucessdo a esse, outro estudo envolvendo meglumina e 6leo de ricino
modificado, deu origem a sistemas supra-anfifilicos que foram capazes de se
estruturar em mesofases liquido-cristalinas lamelares em fase aquosa. Esses
sistemas apresentaram propriedades bioadesivas de acordo com a quantidade de
meglumina e o estado da &gua no sistema. Os resultados permitiram aos autores
concluirem que tais materiais tem um potencial consideravel para aplicacdes
biomédicas, uma vez que a agua desenvolve um papel importante nas interacdes
biointerfaciais (FERREIRA et al., 2016).

A estrutura da agua liquida e sua interagdo com as superficies da membrana
apresenta-se como um objeto ativo de interesse de pesquisadores, o que sem davidas
interfere positivamente nos esforcos futuros a serem destinados em areas como
desenvolvimento e liberacdo de farmacos (LOFTSON; BREWSTER, 2008). Diante
disso, avaliar a dispersdo desses sistemas supra-anfifiicos em agua, com vistas a

uma potencial aplicacéo bioldgica, parece ao nosso ver, bastante promissora.
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1 INTRODUCAO

1.1 Introducédo a quimica supramolecular

Algumas das moléculas bastante familiares tais como metano (CHa4) e diéxido
de carbono (CO2) sdo compostas por atomos que sdo mantidos unidos por interacdes
quimicas denominadas ligagbes covalentes. Enquanto a quimica molecular
concentra-se na formacgéo e quebra de ligacdes covalentes para a sintese de novas
moléculas, a quimica supramolecular tem seu foco nas interacfes ndo-covalentes,
mais fracas, tais como as forcas eletrostaticas, ligacfes de hidrogénio, interacdes
-1, forcas de van der Waals ou efeitos hidrofébicos. Essas interacfes néo
covalentes, quando consideradas de forma independente s&o fracas, mas em
conjunto podem resultar em sistemas ou complexos bastante estaveis (GALE, 2000;
MANNA, 2013).

A existéncia de forcas intermoleculares foi inicialmente postulada por van der
Waals em 1983. Mais tarde, em 1984, Fischer introduziu as bases filoséficas da
quimica supramolecular sugerindo o mecanismo “chave-fechadura” para interacdes
entre enzima e substrato, que é o principio fundamental do reconhecimento molecular
da quimica hdspede-hospedeiro. No inicio do século passado as ligacbes nao
covalentes foram concebidas em maiores detalhes, sendo as ligagdes de hidrogénio
descritas entdo em 1920, por Latimer e Rodebush. Tais descobertas possibilitaram
um melhor entendimento acerca da estrutura de proteinas e outros processos
bioldgicos. Um exemplo foi a elucidacdo da estrutura de dupla hélice do DNA que
ocorreu quando perceberam que existia duas fitas de nucleotideos conectadas
através de ligacdes de hidrogénio. O uso das ligacdes nao covalentes € essencial na
replicacdo, ja que elas possibilitam que as fitas sejam separadas e utilizadas como
um modelo para a nova dupla fita de DNA (MANNA, 2013).

A quimica supramolecular, bem descrita por Lehn como a “quimica além da
molécula”, se baseia no reconhecimento molecular e em estruturas auto-montadas
altamente ordenadas formadas por meio de interagcdes ndao covalentes Em 1987,
Cram, Lehn e Pedersen receberam o Prémio Nobel em Quimica devido ao

“‘desenvolvimento e uso de moléculas com interagdes estrutura-especifica de alta
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seletividade”. A partir de entdo, a importancia da quimica supramolecular foi bem
estabelecida (HUANG; ANSLYN, 2015).

Desde entdo, essa vertente vem crescendo gradualmente gracas ao trabalho
de diversos pesquisadores em auto-montagem (KATO; FRECHET, 1995;
WHITESIDES; GRZYBOWSKI, 2002), reconhecimento molecular (GALE, 2000) e
quimica covalente dindmica (ROWAN et al., 2002). O desenvolvimento simultaneo da
nanotecnologia teve também uma grande influéncia nessa area, sendo os blocos de
construcdo derivados de nanoparticulas (TAYLOR et al., 2013), dendrimeros (SCOTT
et al., 2005), fulerenos (TEGOS et al., 2005), entre outros, envolvidos nas estratégias
de sintese (MANNA, 2013).

Alguns conceitos basicos desempenham um importante papel no entendimento
e desenvolvimento de novos sistemas tendo como base a quimica supramolecular. O
reconhecimento molecular, por exemplo, é a ligacdo seletiva a um substrato em
particular a uma molécula receptora através de interacdes ndo covalentes. Algumas
ligacbes como as ligacdes de hidrogénio e as de coordenacdo metal-ligante sdo
direcionais, o que permite que informagdes sejam “programadas” nas subunidades
moleculares fazendo com que possam se auto-montar em estruturas
supramoleculares com potenciais aplicacbes. A auto-montagem é, portanto, um
processo que quando combinado com as modificacBes tradicionais da quimica
sintética covalente, permite a concepcdo de novas moléculas que anteriormente nao
poderiam ser concebidas (HUANG; ANSLYN, 2015; LEHN, 2007).

1.2 Conceitos basicos da quimica supramolecular

1.2.1 Reconhecimento molecular

O reconhecimento molecular € a ligacdo especifica de uma molécula
hospedeira a uma molécula héspede complementar, formando um complexo
hospede-hospedeiro. No reconhecimento molecular, as moléculas sé&o capazes de se
identificar através de interacdes ndo-covalentes e em adicdo a essas interagdes, 0
solvente também pode desempenhar um papel indireto na interacdo molecular em
solucdo (MANNA, 2013).

Indmeros receptores moleculares capazes de se ligarem seletivamente a

substratos especificos, através de ligacbes nao covalentes, tém sido desenvolvidos
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de modo a executar o reconhecimento molecular com base na informag&o molecular
armazenada nas espeécies que interagem entre si (LEHN, 2007). Um importante
exemplo de reconhecimento molecular € o antibiético vancomicina, que se liga
seletivamente com os peptideos nas células bacterianas através de cinco ligacées de
hidrogénio (Figura 1). A vancomicina € letal a essas bactérias e uma vez ligada a
esses peptideos compromete a integridade da parede celular das mesmas (MANNA,

2013).

Figura 1 — Modelo proposto para interacdo da vancomicina com peptideos. As linhas pontilhadas
indicam as ligagBes de hidrogénio.

Fonte: Adaptado de Kannan et al. (1988).

Harada e colaboradores (2011) ainda demonstraram que materiais soft sao
diferenciados através de reconhecimento molecular, 0 que permite a associagao
macroscopica das estruturas. No trabalho desses autores, um pedaco do gel de beta-
ciclodextrina, B-CD (um gel hospedeiro) foi colocado em contato com um pedaco do

gel de derivado adamantino, Ad (um gel héspede) em agua, o gel B-CD se aderiu
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firmemente ao Ad a fim de formar o gel combinado (Figura 2). Quando pedacos do gel
B-CD e Ad foram misturados e agitados em meio aquoso, os géis 3-CD e Ad se ligaram
entre si formando um agregado. Uma avaliacdo mais profunda do agregado permitiu
aos autores observar que pedagos de gel B-CD estdo em contato somente com o gel
Ad e vice-versa. Assim, pares de gel 3-CD/ 3-CD e Ad/Ad ndo se mantém unidos entre
si. Além disso, em experimentos controle observaram que pedacos do gel tido como
o branco néo se ligam entre si ou formam agregados com os géis -CD ou Ad. Essas
observacdes, na opinido dos autores, ressaltam a importancia do reconhecimento
molecular, que desempenha um papel importante ndo s6 a nivel molecular, mas

também no nivel macroscopico.

Figura 2 - Auto-montagem macroscoépica entre os géis hospedeiros CD e héspedes. Um gel B-CD (em
vermelho) é colocado em contato com o gel Ad (em verde) e o reconhecimento molecular é responséavel
pela unido dos dois géis. Por ultimo, pedacos dos géis foram misturados e agitados em agua resultando
num agregado.

> - agua

- - o * \ \.
CD-ae Ad-gel agitacao /
B-CD-gel o3 gitag g-CD-geVAd-gel /

Fonte: Adaptado de Harada et al. (2011).



32

1.2.2 Auto-montagem molecular

A auto-montagem molecular € um processo no qual as moléculas ou parte
delas formam agregados ordenados, estaveis, de modo espontaneo. A auto-
montagem molecular € uma combinacéo de caracteristicas tais como agregacao de
atomos estruturalmente bem definidos, formacdo de moléculas bem definidas de
alguma complexidade estrutural, formacdo de agregados maiores, definidos e
estaveis dessas moléculas através de interacbes ndo covalentes, tais como ligacéao
de hidrogénio, interacdes de van der Waals e interacGes hidrofébicas. A ideia central
agui é compreender e controlar essas intera¢cdes ndo covalentes entre as moléculas,
a fim de entender e superar a entropia intrinseca desfavoravel envolvida na
manutencdo de muitas moléculas unidas em um Unico agregado (WHITESIDES;
MATIAS; SETO, 1991).

A auto-montagem molecular é a base para a formacao de sistemas em diversas
areas, tais como a quimica, a biologia e a ciéncia dos materiais e sistemas como 0s
coloidais e sistemas liquidos cristalinos sdo exemplos de sistemas que se
desenvolvem a partir da auto-montagem molecular.

A auto-montagem €& cientificamente interessante e tecnologicamente
importante devido a diversas razdes. Uma esté relacionada a importancia da vida, ja
que as células contém uma gama de estruturas complexas tais como membranas
lipidicas, agregados proteicos, acidos nucleicos e muitos outros que se formam por
auto-montagem (WHITESIDES; GRZYBOWSKI, 2002).

Talvez a estrutura de auto-montagem molecular mais conhecida em sistemas
biologicos seja 0 DNA, um sistema que ocorre na natureza e que existe na forma de
dupla hélice. As duas fitas individuais sdo mantidas unidas por um numero de ligacdes
de hidrogénio das bases purinas e pirimidinas a fim de manter a estrutura de dupla
hélice (Figura 3a). A base guanina (G) forma ligacdes de hidrogénio triplas com a
citosina (C) e a adenina (A) forma ligagdes de hidrogénio duplas com a base timina
(T). A base guanina interage seletivamente com a citosina porque o complexo G-C é
muito mais estavel que o complexo G-T, o qual formaria somente uma ligacdo de
hidrogénio (Figura 3b). Do mesmo modo, a base adenina forma complexos
exclusivamente com a timina ja que a adenina néo formaria ligagdes de hidrogénio
com a citosina (MANNA, 2013).
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Figura 3 - Bases nitrogenadas complementares na estrutura de hélice do DNA (A) e bases pareadas

através de ligagBes de hidrogénio (B).
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Fonte: Adaptado de Manna (2013).

Os conceitos de auto-montagem originalmente vieram do estudo dos processos
moleculares. O sucesso da auto-montagem em um sistema molecular é determinado
por cinco caracteristicas do sistema (Figura 4). Os componentes; as interacdes; a
reversibilidade, ja que para a auto-montagem gerar estruturas ordenadas a
associacdo dever ser ou reversivel ou permitir que 0s componentes ajustem suas
posi¢coes dentro do agregado uma vez que ele for formado; o meio, pois 0 processo
de auto-montagem das moléculas é normalmente conduzido em solucdo ou em uma
interface a fim de possibilitar as condi¢des requeridas pelos componentes do sistema;
e a flexibilidade, uma vez que para a auto-montagem acontecer, as moléculas devem
ser moveis. No design de tais sistemas, o primeiro desafio é assegurar a mobilidade

dos componentes, a medida que vdo se tornando maiores que as moléculas
(WHITESIDES; GRZYBOWSKI, 2002).
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Figura 4 - Caracteristicas essenciais para a auto-montagem. (A) A agregacao ocorre quando ha uma
atracdo e um equilibrio de separacéo entre os componentes. O equilibrio de separacdo geralmente
representa o balango entre a atracéo e a repulséo; (B) Agregacao irreversivel; (C) Componentes que
podem equilibrar ou ajustar suas posi¢cdes quando em contato, podem formar cristais ordenados se a
forma ordenada for a de menor energia; (D) Exemplo de auto-montagem de uma proteina, uma

nanoestrutura assimétrica e cataliticamente ativa.
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Fonte: Adaptado de Whitesides; Grzybowski (2002).

1.3 Nanoarquitetébnica em agregados supramoleculares dinamicos

A fim de estabelecer uma metodologia para controle da construcao de materiais
e a fisica e a quimica relacionada a eles em escala nano, Aono e co-autores
propuseram uma transicdo do termo nanotecnologia para nanoarquiteténica (AONO;
BANDO; ARIGA, 2012).
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O conceito de nanoarquitetdnica € novo e foi definido por Aono, no ano 2000,
durante um simpadsio e a ideia principal se baseia na formac¢édo de materiais funcionais
de maneira dindmica pela harmonizacéo de diversos fatores, incluindo a manipulacéo
e o controle ao nivel atdmico/molecular, nano fabricacdo e auto-organizacdo. A
aplicabilidade da nanoarquitetbnica é ampla e pode ser encontrada na literatura
recente nas areas de agregados supramoleculares (RAMATHAN et al.,, 2014),
nanomateriais funcionais (MAURIN-PASTUREL et al.,, 2014), catalises (KUMAR;
JOSEPH; PHANI, 2007), baterias (GOODENOUGH; KIM, 2010) e nas ciéncias e
tecnologia (bio) médicas (ARIGA et al., 2016; HOWORKA, 2013).

Devido a flexibilidade e reversibilidade, os agregados supramoleculares
dindmicos sdo geralmente vantajosos comparados aos materiais sintetizados por
ligacdes covalentes. A fim de garantir propriedades de auto-reparacdo, os designs
supramoleculares ndo covalentes sdo vantajosos, ja que a ligacao reversivel permite
um ajuste dinamico da adesédo e da capacidade de auto-reparacao. Tal abordagem
pode ser aplicada a muitos materiais importantes dentre eles géis e materiais para
revestimento de superficies (ARIGA et al., 2016).

Sistemas responsivos a estimulos tém recebido também muita atencéo
liderando as principais pesquisas na area de agregados supramoleculares dinamicos,
como por exemplo cristais liquidos colestéricos responsivos a luz (EELKEMA, 2011).
Esses agregados supramoleculares dinamicos podem ser excelentes carreadores de
moléculas tais como farmacos. Callan e colaboradores (SWAMINATHAN et al., 2014)
sintetizaram um sistema anfifilico a partir de cadeias hidrofilicas decilicas e
hidrofobicas oligo (etilenoglicol). O anfifilico resultante se agregava em nanoparticulas
capazes de aprisionar moléculas pequenas em seu nucleo hidrofébico. Nesse caso
as nanoparticulas foram capazes de acomodar tanto doadores quanto aceptores e
mesmo quando estes encontravam-se aprisionados em nanoparticulas carreadoras
diferentes, a troca de hospedeiros entre os carreados ainda ocorria de maneira
eficiente (ARIGA et al., 2016). Os resultados obtidos sugeriram que a troca de carga
da nanoparticula pode ocorrer mesmo depois da internalizagdo, o que pode fazer
desses sistemas uteis para a liberacdo independente ou complementar de farmacos
até as células.

A auto-montagem de supra-anfifilicos envolvendo lipideos ou proteinas
mimetizam a estrutura dos sistemas bioldgicos, destacando assim a necessidade

fundamental de um entendimento fisico da auto-montagem do anfifilico, a fim de
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compreender 0S mecanismos complexos que operam na natureza. O design
multifuncional de nanoestruturas pelo conceito da nanoarquitetdnica utiliza esse
simples processo de montagem. Microestruturas auto-montadas de um tensoativo ndo
idnico, tetraglicerol laurileter, (C12Ga4), biocompativeis e biodegradaveis em um meio
aquoso foram sintetizadas e a caracterizacdo espectroscopica mostrou uma forte
evidéncia da auto-montagem de estruturas tais como micelas normais, cristal liquido
hexagonal e micelas reversas estaveis até pelo menos 100 °C, demonstrando a 6tima
estabilidade térmica dessas mesofases auto-montadas. O formato e tamanho dessas
micelas foram avaliados e permaneceram aparentemente inalterados em um amplo
intervalo de concentracdes, até 20% (SHRESTHA et al., 2015).

Aono e colaboradores (2012) criaram o termo nanoarquitetdnica para expressar
uma inovacdo na nanotecnologia. Ele engloba a tecnologia que permite o arranjo
estrutural das unidades em nanoescala, seja um grupo de atomos, moléculas ou
componentes funcionais em uma configuragdo que cria uma nova funcionalidade
através de interacbes mutuas entre essas unidades. A nanoarquitetdnica é
classificada em duas abordagens hierarquicas de desenvolvimento de materiais, a
nano criacdo, que esté relacionado a constru¢do de materiais inexistentes na natureza
e a hano organizagao, que esté relacionada a tecnologia envolvida na funcionalidade

do material.

1.4 Aplicacdes envolvendo a quimica supramolecular

Os principios da quimica supramolecular vém sendo aplicados como base para
o desenvolvimento de novos materiais (AMABILINO; SMITH; STEED, 2017). Além
disso, a maioria das abordagens em nanotecnologia mais recentes sdo baseadas em
quimica supramolecular (MATTIA; OTTO, 2015; ZHANG et al., 2016).

a) catdlise supramolecular

Assim como a natureza foi a principal inspiracdo no desenvolvimento da
guimica supramolecular, com a catélise néao foi diferente, ja que as enzimas tem sido

0S prototipos naturais para o delineamento dos catalisadores supramoleculares
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(Figura 5). Como consequéncia disso, muito esfor¢co tem sido colocado a fim de
construir sistemas nos quais um receptor € conectado a um sitio ativo, com o objetivo
de mimetizar a catalise enzimatica, geralmente envolvendo reac¢des tipicas das que
sao conduzidas por enzimas (MEEUWISSEN; REEK, 2010).

Figura 5 - Prototipos naturais para o delineamento de catalisadores supramoleculares.

inspiragao
na natureza

Fonte: Adaptado de Pluth et al. (2007).

Um catalisador metalico ou um organocatalisador e o0 substrato(s) estdo
normalmente envolvidos no processo catalitico. O controle do processo em termos de
reatividade e seletividade depende da interacdo mutua estabelecida entre esses
parceiros ao longo do ciclo catalitico. As interacdes ndo covalentes, principalmente as
ligacbes de hidrogénio, interacdo eletrostatica e hidrofobicas, sdo interacdes
reversiveis que podem permitir um ajuste fino das propriedades de um determinado
sistema catalitico (HUNTER, 2004; RAYNAL et al., 2013).

Até pouco tempo atrds, a constru¢cdo de um catalisador metélico se referia
somente a coordenacdo de um ou mais ligantes com estrutura unicamente covalente

com o metal central. Atualmente, as interag6es supramoleculares tém sido utilizadas



38

na auto-montagem de ligantes e esfera de coordenacao dos catalisadores metalicos
(RAYNAL et al., 2013).

No delineamento de estruturas auto-montadas para aplicacdes em catélise, o
desenvolvimento de estruturas hospedeiras maiores e mais sofisticadas é
considerado um avanco importante. Para hospedeiros organicos, essa abordagem
tem sido relatada em diversos trabalhos (GOUDRIAAN et al., 2008; MEEUWISSEN,;
REEK, 2010; RAYNAL et al., 2013) cujo processo de auto-montagem se da
principalmente por ligacdes de hidrogénio. Uma abordagem complementar a essa se
baseia na utlizacdo de ligacbes metal-ligante na construcdo de estruturas
hospedeiras em nanoescala. A coordenacao metal-ligante labil permite que a estrutura
mais termodinamicamente estavel se forme, excluindo assim estruturas com
geometria ou estequiometria desfavoraveis (RAYNAL et al., 2013).

Os exemplos dentro dessa perspectiva destacam que além dos desafios de
entender e mimetizar os sistemas biolégicos, como as enzimas, novas possibilidades
tém surgido no que tange a catélise e a quimica supramolecular e apesar de ainda no
inicio de seu desenvolvimento, diversas reacdes e catalisadores supramoleculares
tem emergido com propriedades superiores aos catalisadores ja existentes
(MEEUWISSEN; REEK, 2010).

b) Quimica verde

Sistemas anfifilicos supramoleculares que surgem a partir de recursos
renovaveis tém atraido bastante interesse principalmente por serem compostos
ambientalmente amigaveis.

As pesquisas em quimica supramolecular ttm uma vertente voltada a quimica
verde, ja que muitas reagfes se desenvolvem no estado sélido e direcionadas por
interacBes ndo covalentes, o0 que € altamente desejavel ja que reduzem a necessidade
de solvente durante o processo (MANNA, 2013).

A quimica supramolecular vem ainda sendo bastante apreciada na industria
farmacéutica, ja que permite o entendimento de interacdes farmaco-receptor bem
como o desenvolvimento de novas terapias. O objetivo da industria farmacéutica em
produzir processos mais verdes tem ganhado mais atencdo desde a pesquisa e

desenvolvimento até a producéo e dentre varias possibilidades, o desenvolvimento de
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processos livres de solvente ou usando agua tem sido uma alternativa eficaz (BARON,
2012).

Machut e colaboradores (2010) demonstraram que sistemas supra-anfifilicos
puderam ser facilmente obtidos a partir de derivados desses recursos renovaveis.
Além disso, os derivados de sorbitol utilizados em seu trabalho formaram complexos
bem definidos com a B-CD e tais complexos exibiram um comportamento tensoativo
observado por dados experimentais que mostraram reducéo significativa na tensao

superficial da Agua pura de 72 mN m a valores entre 32 e 42 mN mL.

c) Dispositivos eletronicos

Ha atualmente um grande interesse no desenvolvimento de dispositivos
eletrbnicos moleculares e particularmente a facilidade de construcédo de arquiteturas
condutivas. A maioria das pesquisas nessa esfera tem focado principalmente em duas
areas relativas a nanoeletrdnicos e polimeros eletronicos. Tais arquiteturas de
tamanho nanométrico sdo capazes de transporte eletrénico direcional e de longo
alcance (HIRST et al., 2008; MEIJER; SCHENNING, 2002).

O tema principal dessas areas, além da modificagdo basica do grupo funcional,
tem sido o estabelecimento de ordenacdo supramolecular na escala de operacgéo
requerida em eletrénicos organicos. Posto isso, surgem dois tépicos desafiadores a
serem superados. O primeiro deles é a sintese de moléculas que sdo capazes de
possuir alguma funcionalidade, o que para isso deve-se ater a rigidez estrutural de
modo a reduzir defeitos conformacionais e continuidade eletrdnica, propiciando
ininterruptos canais necessarios para a comunicacao eletrdnica. Apesar de parecerem
simplista, qualquer esforco para que esse caminho seja bem-sucedido necessita o
design de moléculas com dimensfes e tamanho precisos e ao mesmo tempo lidar
com sinteses complexas (JAIN; GEORGE, 2015).

O segundo desafio trata da utilizacdo de moléculas Tr-conjugadas
eletronicamente ativas que se auto-montam unidas entre si, pela modulacdo das
forcas ndo covalentes. Tal abordagem é simples, do ponto de vista da sintese mas
tem que lidar com o desafio de superar a dinamica complexa das forcas néo
covalentes. A estratégia usada pelos pesquisadores nesse caso tem sido a utilizagéo

de interacdes hidrofébicas, ligagbes de hidrogénio e interagdes -1 de maneira
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combinada, mesmo que isso custe muitas vezes agregacao aleatorias das moléculas
em diferentes niveis hierarquicos. Entretanto, tal procedimento resulta em alta
polidispersao a nivel supramolecular, fazendo com que as propriedades eletrbnicas
figuem muito aquém, devido a defeitos no empacotamento dessas estruturas auto-
montadas, 0 que torna evidente que a monodispersdo na sintese supramolecular seja
bastante desejada. Com isso, o controle dos tamanhos de agregados, ou seja, a
monodispersividade, a traducdo de uma ordem supramolecular em escala nano para
uma escala global no dispositivo, bem como controle da separacdo molecular a fim de
permitir dominios separados para comunicacao eletrbnica tem sido os principais
interesses dessa area até o momento (JAIN; GEORGE, 2015).

O uso da auto-montagem quimicamente programada € util na criacdo de
nanofios a partir de praticamente qualquer sistema 1-conjugado, oligomérico ou
polimérico. Dentre 0os componentes sintéticos mais promissores para a criacdo de
dispositivos (opto) eletronicos estao inclusos oligbmeros (GIERSCHNER; CORNIL;
EGELHAAF, 2007; JAIN; GEORGE, 2015), ftalocianinas (HANACK; LANG, 1994;
HIRST et al., 2008) e os tetrathiafulvalenos (TTFs) (HIRST et al., 2008; SEGURA,
MARTIN, 2001). As propriedades e desempenho desses materiais, no entanto,
depende tanto da estrutura eletrdnica das moléculas em si quanto da organizacao
espacial precisa dos componentes com estrutura geométrica bem definida em relagéo
as moléculas vizinhas (HIRST et al., 2008; MEIJER; SCHENNING, 2002;
SCHENNING; MEIJER, 2005).

Ainda que os pesquisadores tenham avangado quanto ao controle de disperséo
e dinamica da auto-montagem dessas nanoestruturas, a questdo mais desafiadora
remanescente é controlar a separacdo dos dominios a nivel supramolecular e
controlar ainda a aleatoriedade na orientacao dessas estruturas. Uma das estratégias
tem sido a sintese de sistemas anfifilicos. Tradicionalmente, os sistemas anfifilicos
tém sido constituidos por agregados em agua. Estudos recentes, entretanto, tém
trazido um novo olhar sobre esses materiais e a respeito do controle da organizagéo
de moléculas m-conjugadas (HOLLAMBY et al., 2014; JAIN; GEORGE, 2015;
SCHENNING; GEORGE, 2014).
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d) Medicina

O conceito de auto-montagem por si s6 tem muito a oferecer a areas como
quimica e biologia. Desse ponto de vista, a auto-montagem € uma das estratégias
mais importantes utilizadas pela biologia para o desenvolvimento de estruturas
complexas e funcionais. E possivel obter estruturas com capacidade de auto-
regeneracao, por exemplo pela incorporagdo de estruturas bioldgicas como blocos de
construcdo de um sistema (ANSARIAN et al., 2008).

A manipulacéo e controle de materiais quimicos ou biolégicos em nanoescala,
objeto de estudo da nanociéncia, abrange sistemas bioldégicos supramoleculares
naturais, tais como membranas celulésicas, proteinas e acidos nucleicos; materiais
supramoleculares nanoestruturados sintéticos, como os nanotubos de carbono e
cristais liquidos, bem como sistemas supramoleculares baseados em coloides, dentre
eles as micelas e lipossomas (Figura 6) (PENON; RODRIGUES; PEREZ-GARCIA,
2013).

Figura 6 - Sistemas diversos e materiais soft em escalas de tamanho.
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Fonte: Adaptado de Penon; Rodrigues; Pérez-Garcia, 2013.
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A abordagem supramolecular de muitos sistemas em quimica medicinal tem
permitido, portanto, que a nanotecnologia aproxime ainda mais areas como a biologia
moderna e a medicina (SMITH, 2005).

Recentemente, tem crescido também o foco em inUmeras doencas graves que
surgem por um caminho supramolecular. Uma de particular interesse, a doenca de
Alzheimer, é causada pela agregacao de proteinas em espacos extracelulares no
cérebro. Esses agregados proteicos sdo responsaveis pelos efeitos de perda da
funcdo mental e essa doenca ocorre quando a proteina envolvida sofre uma mutacao
e se enovela de uma maneira diferente. As proteinas entdo, em vez de realizarem o
seu papel normal, formam agregados mediados por interagdes supramoleculares e
sdo essas fibras ou placas de agregados proteicos que causam danos ao cérebro
(SMITH, 2005).

E interessante observar que muitas moléculas desenvolvidas sob a 6tica da
quimica supramolecular ilustram também a habilidade de se montarem em estruturas
fibrilares. Ainda assim, pequenas modificacbes quimicas nos blocos de construcéo
usados na montagem dessas fibras podem transformar drasticamente a formacéo da
fibra, tanto pela inibicdo da agregagéao molecular quanto pela modificacdo da estrutura
do agregado resultante como um todo (ESCH; FERINGA, 2000; HIRST et al., 2003;
SMITH, 2005). Fazendo uma analogia com o discutido acima sobre a doenca de
Alzheimer, polimeros supramoleculares pequenos e solluveis se formam inicialmente
e esses vao se montar formando os agregados fibrilares insoltveis. Nesse sentido, a
abordagem com base na quimica supramolecular se faz util tanto na proposicao de
modelos de desenvolvimento de doencas quanto na habilidade de desenvolvimento
de novas moléculas biologicamente ativas que atuem de maneira eficiente em tal
processo (SMITH, 2005).

Em termos de tecnologia farmacéutica muitos avangos tém sido observados,
utilizando-se de nanomateriais designados como nanocarreadores multifuncionais,
realizando fungdes de liberacdo do farmaco em alvos mais especificos e seletivos. O
estudo de tais carreadores como sistemas de liberagéo inclui desde lipossomas,
polimeros e micelas até nanoparticulas paramagnéticas e nanotubos de carbono
(PENON; RODRIGUES; PEREZ-GARCIA, 2013). No campo de liberacéo de farmacos
estratégias que permitam, por exemplo, a otimizacdo da eficacia terapéutica, reducao
da dose administrada ou da frequéncia de administracdo e melhora da adeséo

terapéutica pelo paciente devem ser consideradas. A versatilidade advinda do
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delineamento com base em quimica supramolecular fornece caminhos para que esses
objetivos sejam alcangados em uma abordagem racional (WEBBER; LANGER, 2017).

Uma outra abordagem interessante na area de quimica supramolecular
envolvendo liberacdo de farmacos € a utilizacdo dos materiais supramoleculares
sendo eles mesmos 0s agentes ativos, o que leva a uma funcao “drug-like” emergente
desses ordenados supramoleculares. Os beneficios dessa abordagem advém
principalmente do uso de unidades molecularmente discretas e definidas de
composicdo conhecida atuando como o bioativo. Enquanto que o0s materiais
supramoleculares necessitam multiplos componentes trabalhando em sinergismo e
em razdes definidas para a solubilizacdo ou liberacdo controladas de ingredientes
ativos, a utilizacdo do material em si como o bioativo terapéutico consegue superar
esses obstaculos (WEBBER; LANGER, 2017).

1.5 Auto-montagem supramolecular em agua

A agua € uma molécula singular, que além de fornecer o ambiente para a vida
ainda media, regula e controla muitos processos na natureza. As moléculas de agua
formam uma infinita rede dindmica de ligacbes de hidrogénio localizadas e
estruturadas. Esse processo bastante favoravel € a razao principal pela qual o efeito
hidrofébico ocorre: moléculas de 6leo e agua se atraem, entretanto, nao tao forte como
as moléculas de 4gua atraem umas as outras. Em contrapartida, moléculas polares
sao fortemente hidratadas pela agua e participam na rede de ligaces de hidrogénio,
o que influencia as propriedades das espécies solvatadas. Essas propriedades da
agua estao relacionadas com dois dos principais desafios da quimica supramolecular
em meio aquoso, a saber, como obter alta solubilidade em &gua e como evitar,
minimizar ou explorar o forte envolvimento da dgua nos processos nao covalentes
(OSHOVSKY; REINHOUDT; VERBOOM, 2007).

Por ser um solvente complexo, cuja fisica € um campo fértil da ciéncia,
estratégias no sentido de construir estruturas supramoleculares que possam suportar
a natureza dinamica e competitiva em um ambiente aquoso, ainda €& bastante
explorada. Estruturas que se montam com base em ligacfes de hidrogénio precisam
ser consideradas quanto a estabilidade e competicAo em meio aquoso. Sistemas
sintéticos construidos com base em ligac6es de hidrogénio fornecem a possibilidade

de ajuste das interacdes resultantes através do design molecular. Por exemplo, ao
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introduzir funcionalidades que desestabilizam as estruturas mantidas por ligagao de
hidrogénio ou que as reforcam através da multivaléncia. Entretanto, em ambiente
apolar ou aquoso, as interacées como ligacdo de hidrogénio podem apresentar-se
enfraquecidas devido a competicao (ZAYED et al., 2010).

Agregados anfifilicos de bis-ureia sédo capazes de se auto-montar em estruturas
ordenadas, gracas as ligacdes de hidrogénio, tanto em 4gua como em solventes
organicos (OBERT et al., 2007). As unidades de bis-ureia foram delineadas para
aumentar a solubilidade em agua das espécies organicas enquanto cria um bolséo
hidrofébico ao redor da ureia. A blindagem dos componentes mantidos por ligacdes
de hidrogénio das moléculas competitivas de agua é uma estratégia interessante para
promover a formacéo de estruturas ordenadas e mantidas por ligacdes de hidrogénio
em meio aquoso (ZAYED et al., 2010)

As bis-ureias anfifilicas séo capazes de se auto-montarem de maneira diferente
em agua e em solvente organico polar (Figura 7). Os efeitos hidrofobicos
desempenham um papel dominante em agua, dirigindo entropicamente as bis-ureias
a se compactarem lateralmente enquanto que as ligacdes de hidrogénio promovem o

empilhamento vertical, guiado pela entalpia (ZAYED et al., 2010).
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Figura 7 - Agregacdo da unidade anfifilica de bis-ureia em diferentes solventes. (A) Em &gua, as
ligagBes de hidrogénio estao dispostas ao longo da direcdo do filamento. As interagdes solvofébicas
sdo responsaveis pelo empacotamento lateral das moléculas. Em acetonitrila (B) elas néo
suficientemente fortes.

piy ap saode3dn

‘ intera¢des hidrofobicas

SED10J0IpIYy Saodelaju|

0lupdol

pIy ap saodesn

SEDIQ0JOA|0S Sa0deIaju|
oluadol

Fonte: Adaptado de Obert et al. (2007) e Zayed et al. (2010).

Em adicdo as interacdes doador-aceptor de ligacbes de hidrogénio que
ocorrem em sinergia, a proximidade espacial é também importante para estabilidade
em meio aquoso. E nitido que as estruturas ordenadas por ligacdes de hidrogénio tém
sido construidas com sucesso, superando os desafios da natureza dindmica e
competitiva do ambiente aquoso. A estratégia chave no sentido de preservar essas
estruturas € a criacdo dos bolsdes hidrofébicos que servem para realcar as ligacdes
de hidrogénio entre as estruturas montadas. Tal estratégia pode ser atingida através

do design molecular, isolando as unidades ou através da ag¢édo natural desse meio
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como resultado do empilhamento formado e guiado pela entropia o0 que visa minimizar
a exposicao dessas unidades a moléculas competitivas de agua (ZAYED et al., 2010).

A abordagem de Krieg e Rybtchinski (2011) para obtencdo de materiais
supramoleculares perpassa primeiro pelo design racional dos blocos de construcao
moleculares e em seguida pela auto-montagem dessas moléculas em estruturas
supramoleculares. A fim de obter arquiteturas supramoleculares em nanoescala, a
separacdo de fases macroscopica entre os agregados moleculares e o meio
(precipitacdo) deve ser superada. Por essa razdo, os grupos hidrofilicos séo
incorporados nos blocos de constru¢cao moleculares, gerando um sistema anfifilico. A
auto-montagem de sistemas anfifilicos € altamente governada pelo tamanho dos
grupos hidrofilico e hidrofébico, a solvatacdo do grupo hidrofilico e a geometria da
porcao hidrofébica.

Interacbes ndo covalentes em 4gua sao essenciais na elucidagéo de sistemas
biolégicos de natureza estrutural complexa, além de mediar padrbes de
reconhecimento molecular. As de interagdes ndo covalentes terem sido empregadas
na criacdo de materiais supramoleculares em meio aquoso tais como hidrogéis e
membranas e as interacdes hidrofébicas tém sido relacionadas a mudanca de
propriedades em um sistema, o que remonta a ideia de que interacdes em agua nao
podem ser generalizadas e descritas em termos de interagbes “fracas”, mas sim tais
interacOes retém caracteristicas adaptativas, além de permitir uma sintese menos
complexa e capacidade de auto-reparac¢do dos materiais. Importante também € que a
cinética lenta da auto-montagem dos sistemas em &agua pode ser benéfica na
caracterizacdo desses materiais, permitindo a observacdo direta das transi¢coes
morfologicas (WEISSMAN; RYBTCHINSKI, 2012).

No trabalho de Liao et al (2016) a investigacdo do mecanismo de auto-
montagem de anfifilicos, envolvendo um peptideo (NapFFKYp), em nanofibras foi
investigado através da combinacdo de dados experimentais e métodos de simulacgéo.
Para explorar o efeito da 4gua na formagéo da nanofolha eles avaliaram a imagem da
estrutura antes e apo0s adicdo de agua e evidenciaram que essa adicdo foi a
responsavel pela transformacdo das nanofolhas em nanofibras. Quando a agua foi
adicionada, observou-se uma tendéncia da porcéo hidrofilica em ser circundada pela

agua e formar entdo a nanofibra (Figura 8).
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Figura 8 - Exemplo da transformagéo da estrutura em nanofibras, apés adigédo de agua.
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Fonte: Adaptado de Liao et al. (2016).

Como resultado essa estrutura € entdo a que permaneceu estavel em agua.
Tais resultados evidenciaram uma forte interacdo hidrofébica na nanofibra e o
processo de auto-montagem dominado pelas interacbes hidrofébicas e interacdes
ibnicas foi também evidenciado posteriormente por simulagdo molecular (LIAO et al.,
2016).

1.6 Sistemas supra-anfifilicos

Anfifilicos sdo moléculas constituidas tanto por uma porcao hidrofilica quanto
por uma hidrofébica as quais séo ligadas entre si por ligacdes covalentes. As mais
variadas formas que as porgdes hidrofilicas e hidrofébicas sdo covalentemente ligadas
conduzem a diferentes topologias. O estudo dessas moléculas anfifilicas
convencionais, de suas sinteses e propriedades revelam tanto detalhes sobre a
microestrutura de tais sistemas como também impulsiona o surgimento de diversas
aplicacbes, como detergentes, emulsificantes, sistemas de liberacdo de farmacos,
entre outros. Os sistemas anfifilicos sempre foram e ainda serdo o futuro das
pesquisas em ciéncia coloidal e interface (KANG; LIU; ZHANG, 2014).

Em contraste a esses anfifilicos convencionais, os supra-anfifilicos séo
formados com base em interacdes ndo covalentes e ligagbes covalentes dindmicas.

As ligacdes covalentes dinamicas e reversiveis tais como imina e ligagdes dissulfeto,
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que sdo similares a interagdes nao covalentes sob certas condi¢des, também podem
ser usadas na formacdo de supra-anfifilicos. Os blocos de construgdo de supra-
anfifilicos podem variar desde moléculas sintéticas até naturais, desde moléculas
pequenas até componentes poliméricos. Além disso, os sistemas supra-anfifilicos
podem funcionar como novos blocos de construcdo capazes de se auto-montar e
desmontar, levando a materiais supramoleculares de arquiteturas e funcionalidade
desejadas (KANG; LIU; ZHANG, 2014; ZANG; WANG, 2011).

A natureza dinamica das interacdes ndo covalentes e das ligacdes covalentes
dindmicas faz com que os supra-anfifilicos possuam inUmeras vantagens. As longas
e tediosas sinteses sdo reduzidas, moléculas funcionais podem ser facilmente
introduzidas nesses sistemas fazendo com que estes possam ser sensiveis a
estimulos externos. Ainda mais, a fabricacao de supra-anfifilicos pode ser considerada
a primeira etapa de montagem do sistema e 0s sistemas supra-anfifilicos resultantes
podem ser utilizados como os blocos de construcdo de estruturas montadas,
ordenadas hierarquicamente, fornecendo mais possibilidades para o ajuste de suas
funcionalidades (KANG; LIU; ZHANG, 2014).

1.6.1 Sintese nao-covalente de anfifilicos

A sintese de sistemas supra anfifilicos pode ser discutida com base no tipo de
forca dirigente envolvida, no entanto, deve ser mencionado que em muitos casos
esses sistemas sdo formados ndo s6 por uma, mas por diferentes interacfes
combinadas, apesar de uma geralmente desempenhar o papel principal.

Apesar do carater fraco das interacbes envolvidas na auto-montagem dos
anfifilicos, um numero relevante dessas interacdes ira produzir um efeito total forte o
suficiente para manter as moléculas anfifilicas unidas bem como manter a estabilidade
em solucdo. Além disso, o fato dessas interacfes ndo serem téo fortes faz com que
essas estruturas sejam mais flexiveis fazendo desse sistema capaz de suportar
menores perturbacgdes e ainda preservar a reversibilidade da estrutura auto-montada
(LOMBARDO et al., 2015).
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a) Ligacédo de hidrogénio

Devido a estabilidade, dinamica e direcionalidade, a ligacdo de hidrogénio é
uma das mais amplamente utilizadas em termos de interacao entre os materiais supra-
anfifilicos. Além desses, diversos materiais supramoleculares possuem grupos
funcionais que os permitem realizar ligacdes de hidrogénio, os quais desempenham
papel de destaque no reconhecimento molecular, auto-montagem molecular e
consequente formacao da estrutura supramolecular (KATO; FRECHET, 1995).

As ligacBes de hidrogénio foram a base para o sistema anfifilico sintetizado por
Yao et al (2012). Esses sistemas se auto-montavam e formavam vesiculas e

microtubos em agua (Figura 9).

Figura 9 - Esquema do processo de auto-montagem do anfifilico pillar[5]areno (1) em microtubos.
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Fonte: Adaptado de Yao et al. (2012).

O mecanismo provavel de formacao desses microtubos é que as moléculas do
anfifilico pillar[5]areno inicialmente passam por empacotamento formando a bicamada

vesicular. Em sequéncia, alguns desses arranjos sao transformadas em estruturas
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com empacotamento “necklace-like” quando estdo mais proximas umas das outras,
enquanto que outras vesiculas se fundiam em vesiculas maiores com uma nova
estrutura devido ao rompimento das vesiculas maiores. As estruturas “necklace-like”
se fundiam mais tarde formando os microtubos ao passo que as outras estruturas se
enovelavam por meio de ligagBes de hidrogénio, o que também levou ao surgimento
dos microtubos. Além disso, ligacdes de hidrogénio entre os grupos amino e
acilaminos contribuiram para a geracdo dos microtubos e estabilidade das
arquiteturas resultantes (YAO et al., 2012).

No trabalho de Yang et al (2016), através de ligacdes de hidrogénio, blocos de
construcédo BKP, compostos de um bis-pireno, uma por¢ao capaz de realizar ligacbes
de hidrogénio e uma cadeia de PEG hidrofilica, se auto-montaram em nanoparticulas
e em seguida em nanofibras (Figura 10). A organizacdo das nanoparticulas em
nanofibras foi afetada pelas propriedades da superficie das nanoparticulas e pelas
ligagbes de hidrogénio internas. Quanto maiores as cadeias de PEG, maior a
hidrofilicidade da molécula de BKP e mais rapido as fibras se formaram, induzidas
pelas ligacdes de hidrogénio. Além disso, com 0 aumento da massa molecular de
PEG, a repulsao inter-cadeias aumentou, o que pode ter desempenhado um papel

importante na nova morfologia.
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Figura 10 - Representacdo esquematica de moléculas BKP (a) e processo de transformacado

morfologica dos agregados de BKP (b).
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Fonte: Adaptado de Yang et al. (2016).

A auto-montagem de BKP em nanofibras de maneira geral ocorreu devido a
interacOes tanto das ligacbes de hidrogénio como de interag¢des hidrofébicas e Tr-1r.

O papel das ligacGes de hidrogénio no comportamento de fase de dimeros
supramoleculares liquido-cristalinos foi reportado por Martinez-Felipe e Imrie (2015).
Por ser uma ferramenta bastante versatil, o design de novos materiais liquido-
cristalinos tendo como base o0s conceitos da quimica supramolecular tem crescido
substancialmente. A forca das ligacdes de hidrogénio permite a obtencédo de materiais
altamente estaveis termicamente, enquanto que o carater ndo covalente dessas
interacdes introduz a possibilidade de manipulacdo dessas estruturas através de
estimulos externos tais como temperatura, solvente e concentragao.

Esses autores avaliaram o papel das ligacdes de hidrogénio em determinar o
comportamento transicional de misturas equimolares contendo um doador de ligacéo
de hidrogénio baseado em um derivado de acido benzoico e dois aceptores de ligacao
de hidrogénio contendo um fragmento piridil. Os resultados das analises
espectroscopicas mostraram que a formacao dos complexos ndo era quantitativa nas

misturas, mas em vez disso uma mistura complexa existia acima do intervalo de
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temperatura avaliado, envolvendo o complexo equimolar, os dimeros e moléculas
livres de derivados acido benzoico e piridil. O comportamento liquido cristalino foi
atribuido, em parte, também a formacédo de ligac6es de hidrogénio em proporcdes
equimolares entre os derivados de acido benzoico e os derivados piridil (Martinez-
Felipe; Imrie, 2015).

b) Reconhecimento héspede-hospedeiro

Dentre todas as interacfes nao covalentes utilizadas na fabricacdo de supra-
anfifilicos, as interacbes hospede-hospedeiro tém atraido atencdo devido as suas
constantes de ligacao ajustaveis e efeitos eletronico e estérico. O desenvolvimento de
novas moléculas macrociclicas héspedes com alta solubilidade e for¢ca de ligacdo é
muito importante nessa area. O trabalho de Zeng et al (2017) reportou o emprego de
um areno solivel em agua como um bloco de construcdo de um supra-anfifilico. O
corona[n]areno pode ser tanto lipo quanto hidrossoluvel, dependendo dos seus
substituintes periféricos. Além de tudo, sua flexibilidade faz dele adaptativo ao
tamanho e formato das moléculas hospedeiras. Esses autores demonstraram que as
interacbes entre um hospedeiro, o corona[n]-areno (S6-CAP) e uma série de
moléculas hdspedes, derivados de bis-quaternario de aménio (CnDAs) em &gua,
formam complexos héspede-hospedeiro equimolares e suas constantes de ligacao
diminuem conforme o tamanho da cadeia alquila dos derivados de amonio aumentam.
Além disso, o processo de ligacdo é dirigido pela entropia, enquanto que a mudanca
da entalpia desempenha um importante papel favorecendo as interacdes hospede-
hospedeiro. Alguns complexos formam ainda agregados micelares em agua, sendo
que tais sistemas possuiram melhores atividade de auto-montagem e estabilidade do
gue os blocos de construgéo por si mesmos.

Nas ultimas décadas, progressos significantes tém sido feitos na racionalizacao
das interacdes ndo covalentes e desenvolvimento de varios sistemas poliméricos com
base na auto-montagem, incluindo micelas poliméricas a partir de blocos anfifilicos de
co-polimeros. As ciclodextrinas sdo espécies ideais para o desenvolvimento de novos
sistemas de auto-montagem baseado em intera¢des hdspede-hospedeiro. A cavidade
das CD em forma de cone pode agir como um hospedeiro para uma variedade de

hospedes macromoleculares (DONG et al., 2008).
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Um supra-anfifilico termossensitivo baseado em interacao héspede-hospedeiro
entre CD e derivados de adamantino (Ad) foi sintetizado por Zou e colaboradores
(2015) a fim de construir um novo sistema artificial que mimetiza a glutationa
peroxidase (GPx). Nesse trabalho, o derivado de adamantino serviu como a molécula

héspede enquanto que a CD atuou como o hospedeiro no complexo (Figura 11).

Figura 11 - Representacdo do processo de auto-montagem com base no reconhecimento héspede-

hospedeiro e 0 comportamento termorresponsivo do sistema que mimetiza GPx.
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Fonte: Adaptado de Zou et al. (2016).

Introduzindo-se suportes temporarios (scaffolds) termossensitivos e a porcao
catalitica no Ad e CD, respectivamente, o complexo de CD catalitico funcionalizado,
com a termossensitividade do Ad funcionalizado, direcionou a formagéo de uma
vesicula supramolecular cuja acdo mimetiza a de GPx a 37 °C. Além disso, a atividade
catalitica do sistema GPx artificial péde ser modulado reversivelmente pela
temperatura.

Até o momento a maioria dos supra-anfifilicos macrociclicos foram preparados
utilizando a CD, com base nas interacbes hdspede-hospedeiro e supra-anfifilicos
sintetizados a partir de outros derivados macrociclicos tais como calixarenos e
cucurbiturilas, por interacfes hospede-hospedeiro, tem sido raramente reportados. Os
pilararenos, sdo uma nova geracdo de hospedeiros macrociclicos que tém sido

empregados na construcdo de materiais supramoleculares funcionais, tais como
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polimeros supramoleculares, devido a suas propriedades Unicas e alta funcionalidade.
(CHI et al., 2015; GUO; LIU, 2012; KIM et al., 2007).

O trabalho desenvolvido por Chi e co-autores (2015) combina ciéncia dos
polimeros com a quimica supramolecular do pilarareno a fim de construir materiais
supramoleculares funcionais. Eles relataram o reconhecimento molecular de um
sistema entre um pilar[7]-areno (WP7) sollvel em 4gua e um derivado azobenzeno.
Eles se utilizaram desse reconhecimento molecular para construir o primeiro supra-
anfifilico poli-pseudorotaxano a base de pilarareno que podia se auto-montar e formar
vesiculas em meio aquoso. Devido a termorresponsividade de WP7 e a
fotorresponsividade da unidade azobenzeno as transformacdes reversiveis entre as
nanoesferas e vesiculas puderam ser realizadas pelo ajuste da temperatura da
solucéo ou dairradiacdo da luz UV-vis. Essa dupla responsividade rendeu a esse novo
sistema aplicacdes praticas tal como o controle da liberagdo de moléculas hidrofilicas

de corantes.

c) Interacdo metal-ligante

A coordenacdo metal-ligante é também uma forga dirigente na sintese de
sistemas supra-anfifilicos. Essas sdo um tipo de ligacdo ndo-covalente mais forte do
gue a maioria das intera¢cdes intermoleculares, entretanto, sua reversibilidade faz dela
um tipo de ligacdo supramolecular (ZHANG; WANG, 2011).

O uso de co-polimeros como blocos de construcéo para fabricacdo de sistemas
supra-anfifilicos tem sido reportado na literatura (GOHY; LOHMEIJER; SCHUBERT,
2002). Um complexo metal-ligante foi usado como um ligante supramolecular entre 0s
co-polimeros dos blocos de construcdo hidrofébicos e hidrofilicos. Os polimeros
metalossupramoleculares oferecem iniUmeras vantagens, devido a reversibilidade das
ligacdes, processo de auto-montagem e ainda a presenca do metal na estrutura do
co-polimero introduz propriedades redox, eletro e fotoquimica a esses compostos.
Nesse trabalho, foi possivel a formacdo de micelas a partir de co-polimeros
metalossupramoleculares, que se mostraram estaveis nas condigbes experimentais

de preparacao e caracterizacao (Figura 12).
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Figura 12 - Estrutura de PS20-[Ru]-PEO70 (poli(estireno)-[Ru]-poli(6xido de etileno)) (a) e
representacao esquematicas das micelas PS20-[Ru]-PEO70 em agua (b). Nessa figura um ndcleo PS
em cinza é rodeado por filamentos finos os quais sdo complexos bis (2,2:6’,2"- terpiridina)ruténio Il e

uma coroa PEO.

complexos bis (2,2":6',2"- terpiridina)ruténio Il

(b)

Fonte: Gohy; Lohmeijer; Schubert. (2002).

Um sistema supra-anfifilico de arquitetura supramolecular também foi
reportado no trabalho de Wang e colaboradores (2015). O supra-anfifilico obtido por
eles foi capaz de se auto-montar espontaneamente em nanoparticulas ordenadas em
agua e emitir fluorescéncia mesmo em solu¢des mais diluidas defeito ao efeito de
emissdo por agregacao induzida (AIE). Tal supra-anfifilico a base de 1,2,2,-
trifenilvinilbenzeno (TPE) apresentou caracteristicas como biocompatibilidade e

potencial promissor no campo de bioimagem.
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d) Interacdes eletrostaticas

As interag@es eletrostaticas tém provado ser uma eficiente maneira de construir
supra-anfifilicos. O trabalho de Liu et al (2014) reporta uma nova estratégia na
construcdo de supra-anfifilicos, a partir da interacao de grupos terminais eletrostaticos
(TGEI) nos quais o terminal homopolimero carregado € usado na interagcdo com

ciclodextrinas modificadas.

Figura 13 - Representacdo esquematica da formagéo de micelas. Os grupos anfifilicos séo construidos
através de interagédo eletrostatica entre os grupos carboxilicos (—COOH) do poliacido lactico e grupos
amino (—-NHz2) de ciclodextrinas modificadas. Em 4gua essa molécula anfifilica pode se auto-montar em
uma estrutura micelar nucleo-concha, cuja concha é constituida de ciclodextrinas.
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Fonte: Adaptado de Liu et al. (2014).

O anfifilico nesse caso se auto-montava em uma estrutura micelar (Figura 13)
em solucdo aquosa. A superficie exterior da micela, a qual era composta pelas CDs,
puderam ser, em seguida, modificadas através de interacdes do tipo hdspede-
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hospedeiro. Devido a biocompatibilidade desses blocos de construgcéo, os autores
exploraram ainda a aplicagdo dessas micelas como um nanocarreador de farmacos
anti-cancer.

Kang et al (2012) reportaram o uso de quitosana e adenosina trifosfato (ATP)
como blocos de construcdo para a fabricacdo de um supra-anfifilico polimérico
(Figural4).

Figura 14 - Representacdo esquematica da formacédo e degradacéo fosfatase-induzida do supra-

anfifilico polimérico e agregados poliméricos.

quitosana

Fonte: Adaptado de Kang et al. (2012).

No trabalho desses autores, o ATP foi designado para se associar com a
quitosana e formar supra-anfifilicos poliméricos através de interagdes eletrostaticas.
Como arazao entre ATP e quitosana variava, parte da quitosana estava associada ao
ATP e parte remanescia catibnica e hidrofilica. Dessa forma o supra-anfifilico formado
era responsavel pela formacdo dos agregados quitosana-ATP por auto-montagem,
fazendo da quitosana e do ATP blocos de construcao naturais. O supra-anfifilico
polimérico foi capaz de se auto-montar em agua formando agregados responsivos a
enzimas. Isso permitiu aos autores obterem sistemas mais biocompativeis e a

fabricacéo de sistemas enzima-responsivos em larga escala e de modo econdémico.
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e) Interacdo por transferéncia de cargas

A interac@o por transferéncia de cargas entre uma espécie doadora e uma
aceptora de par de elétrons aparece como uma outra opgéo de forca dirigente para a
sintese de supra-anfifilicos.

LV e co-autores (2015) avaliaram quatro sais hidrossolaveis (TTFA, TTFB,
TTFC e TTFD) e dois metil-viologenos anfifilicos (DMV e HDMV) a fim de sintetizar
oito supra-anfifilicos por transferéncia de cargas. Os viologenos anfifilicos agiam néo
somente como um aceptor de elétrons a fim de aumentar a condutividade sem
nenhuma dopagem externa, mas eles também eram responsaveis pelo inicio dos
supra-anfifilicos resultantes se ordenarem atraves de interacdes hidrofobicas.

Liu et al (2012) sintetizaram supra-anfifilicos em fase aquosa com base em

interacOes de transferéncia de cargas (Figura 15).

Figura 15 - Representacdo esquematica da fabricagdo racional e evolucdo programéavel de

nanoestruturas bem definidas através de engenharia supramolecular dos supra-anfifilicos.

Supra-anfifilico
“H-shape”

Fonte: Adaptado de Liu et al. (2012).

Diferentes blocos de construcdo foram sintetizados e utilizados. Eles incluiam

corantes hidrossollveis carregados negativamente, PYR, anfifilicos “bola-shape”
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contendo naftaleno (BNAPHV) e naftaleno diimida (BNDIV) e em ambos derivados
viologenos carregados positivamente foram usados como as cabecgas hidrofilicas.

Os supra-anfifilicos com base em interacdes de transferéncia de cargas foram
fabricados em duas etapas. Inicialmente, a interacdo de transferéncia de carga entre
BNDIV e o naftaleno foi utilizada como a forga dirigente para a formacgao dos supra-
anfifilicos. A auto-montagem desse supra-anfifilico levou a formacdo de
nanoestruturas 2D. Por dltimo, a adicdo de PYR a solucdo contendo os supra-
anfifilicos levou a interacdo por transferéncia de cargas altamente forte e direcional
entre o PYR e os derivados viologenos, levando a transformacgao das nanoestruturas
2D em 1D (LIU et al., 2012).

1.6.2 Aplicacfes de sistemas supra-anfifilicos

O aumento no interesse em sistemas supra-anfifilicos pode ser entendido a
partir de dois aspectos principais. Um esté relacionado ao controle da auto-montagem.
Sistemas anfifilicos mantidos por interacdes ndo covalentes podem ser preparados
através de procedimentos menos tediosos que as sinteses convencionais, além de
permitir a formagao e desmanche de estruturas auto-montadas, permitindo o ajuste
da anfifilicidade. Como resultado, o controle da auto-montagem pode ser realizado. O
outro aspecto é relacionado as potenciais aplicacdes desses materiais. Dependendo
da natureza dos blocos de construcéo e as forcas que governam 0s mesmos, sistemas
supra-anfifilicos podem por exemplo, apresentar-se responsivos a varios estimulos,
incluindo irradiagéo da luz, pH, oxidacéo e reducdo (ZHANG; WANG, 2011).

Interacdes do tipo hdspede-hospedeiro entre CD e trans ou cis-azobenzeno
podem ser significativamente diferentes. Enquanto existe complementaridade entre a
CD e o derivado azo trans, isso é perdido quando a mesma CD interage com o
correspondente cis (ZHANG; WANG, 2011). Wang e colaboradores utilizaram um
surfactante contendo um azobenzeno juntamente com a-CD para fabricagcdo de um
supra-anfifilico dindmico do tipo rotaxano. Como visto na Figura 16, a supramolécula
se torna mais hidrofilica quando o grupo benzeno ¢é incluido na a-CD. Sob irradiacéo
UV, o trans-azobenzeno é foto-isomerizado para a forma cis, forgando a a-CD a se
deslizar ao longo da cadeia alquilica. Dessa forma, a supramolécula se tornava mais

anfifilica. Ainda, de maneira interessante, sob irradiagao da luz visivel a a-CD poderia
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se mover e voltar a interagir com o azobenzeno modificado novamente, revertendo a
anfifilicidade da supramolécula levando a ruptura dos agregados (WANG et al., 2007,
ZHANG; WANG, 2011).

Figura 16 - Supra-anfifilico do tipo rotaxano baseado em interacdes hospede-hospedeiro.
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Fonte: Adaptado de Wang et al. (2007) e Zhang; Wang (2011).

Devido as interacfes ndo covalentes e ligacdes covalentes dindmicas, isoladas,
serem sempre mais fracas do que as ligagdes covalentes convencionais, 0s supra-
anfifilicos podem ser reversiveis, dinAmicos e sensitivos ao meio. Nesse sentido, a
estimulo-responsividade das interagcdes ndo covalentes podem ser exploradas nos
supra-anfifilicos levando a formacao de agregados funcionais. Além disso, blocos de
construcdo com propriedades estimulo-responsivas podem ser empregados conforme
demanda na fabricacdo de sistemas supra-anfifilicos e agregados funcionais (KANG;
LIU, ZHANG, 2014).

Um exemplo de nanoestruturas responsivas ao pH baseadas em supra-
anfifilicos foi reportada por Wang et al (2009). O supra-anfifilico sintetizado por eles
foi composto de dois componentes, sendo um anfifilico contendo um aceptor de
elétrons (RV) e um derivado acido doador de elétrons e responsivo ao pH (PYR).
Conforme observado na Figura 17, RV e PYR formam um supra-anfifilico (RV-PYR),
o0 qual é governado por interacdes eletrostaticas e de transferéncia de carga. Ao

contrario da estrutura vesicular formada por RV, o supra-anfifilico forma nanofibras
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ultra-longas pela auto-montagem em agua, que sao responsivas ao pH. Em pH 10,
PYR é carregado negativamente e as por¢fes adjacentes carregadas se repelem
entre si, fazendo que a nanofibra enrolada se torne reta. Em pH 9, essas nanofibras
retas se tornam enroladas novamente. A0 mesmo tempo em que a curvatura das
nanofibras pode ser ajustada as propriedades fisicas tais como condutividade muda
conforme varia o pH. O estudo de nanofibras ultra-longas ainda est4d sob
desenvolvimento e apresenta bom potencial para aplicacbes em nanodispositivos
inteligentes (ZHANG; WANG, 2011; WANG et al., 2009).

Figura 17 - Auto-montagem do supra-anfifilico sintetizado e sua responsividade ao pH.
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Fonte: Adaptado de Zhang; Wang (2011) e Wang et al. (2009).

Sistemas supra-anfifilicos a base de monoglicerideos tém sido estudados
quanto a formacao de uma variedade de estruturas em meio aquoso, dependendo do
conteldo de agua e temperatura. A adicdo de pequenas quantidades de agua a
lipideos a 37 °C resulta na formacéo inicial de micelas reversas. Conforme o conteudo
de agua e/ou a temperatura aumenta, diferentes mesofases tais como a lamelar,
hexagonal reversa, cubica e isotropica sdo formadas. Dispersfes aquosas de fases
lipidicas cubicas podem ser usadas no desenvolvimento de nanoparticulas para
liberacdo de farmacos caracterizados por alta biocompatibilidade, bioadesividade e
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protocolo simplificado de sintese. Devido a essas propriedades, a versatilidade na
liberacdo desses sistemas permite a administracdo oral, parenteral ou percutanea
(D’ANTONA et al., 2000; ESPOSITO et al., 2003; LARSSON, 2000).

Esposito e colaboradores (2003) avaliaram a influéncia de alguns parametros
experimentais na morfologia e caracteristicas dimensionais de sistemas anfifilicos
supramoleculares derivados de monoglicerideo. As dispersdes sintetizadas por esses
autores foram avaliadas em formulagcfes farmacéuticas, apresentando-se estaveis no
periodo estudado e foram propostas para uso topico, tais como por via percutanea ou
aplicacbes em mucosa. Devido as propriedades microbicida dos monoglicerideos,
estas puderam ser designadas para tratamento intravaginal de doengas sexualmente
transmitidas causadas por virus, tais como o virus da imunodeficiéncia humana (HIV)

ou por bactérias tais como a Chlamydia trachomatis e Neisseria gonorrheae.

1.7 Meglumina

A N-metilglucamina  (2R,3R,4R,5S)-6-metilaminoexano-1,2,3,4,5-pentol,
também conhecida como meglumina, € um aminocarboidrato derivado do sorbitol no
qual o grupo hidroxila da posi¢éo 1 é substituido por um grupo metilamina (Figura 18).
A meglumina € um excipiente farmacéutico aprovado pelo FDA e, em contraste, €

também um insumo farmacéutico ativo (IFA).

Figura 18 - Formula estrutural condensada de (a) sorbitol e (b) meglumina.

(a) (b)

Fonte: Autor.
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A aplicacgédo histérica da meglumina além de um reagente de imagem na area
médica (ISHIGUCHI; TAKAHASHI, 2010), se encontra também como um excipiente
farmacéutico para o aumento da solubilidade aquosa de farmacos pouco soluveis, ja
que sua estrutura polihidroxilada permite a formacédo de adutos com esses acidos
carboxilicos (CASSIMIRO et al., 2011; JASPRICA et al., 2011; KALEPU; NEKKANTI,
2015) ou ainda em sua utilizagdo como um contra-ion, aumentando a estabilidade de
biomoléculas (FUJITA; UEDA; HANDA, 2009).

Basavaraj e colaboradores (2006) investigaram a influéncia da meglumina
como um componente ternério na complexacao de uma molécula acida pouco soluvel
(DRF-4367), de propriedades anti-inflamatorias, com 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina
HPBCD. Estudos de solubilidade sugeriram que a meglumina foi a responséavel pelo
aumento da solubilidade devido a multiplos fatores e ndo somente pelo fornecimento
de um pH favoravel. Os mecanismos e fatores que governaram o0 aumento da
solubilidade foi investigado por esses autores, 0s quais verificaram que a
complexacdo de DRF-4367 com HPBCD ¢é termodinamicamente favoravel devido as
energias livre de Gibbs da transferéncia do farmaco para a cavidade da ciclodextrina
serem negativas. Nesse trabalho, a eficiéncia de solubilizagéo e estabilidade foram
também otimizadas com a adi¢cdo da meglumina. A inclusdo ternéria de DRF-4367,
HPBCD e meglumina mostraram aumento significativo na dissolugcdo, comparados
com o farmaco ndo-complexado e o sistema binario. Além disso, o fenbmeno de
reprecipitacdo observado na mistura binaria durante a dissolucdo péde também ser
evitado com a adicao de meglumina no sistema. Esse comportamento fisico-quimico
melhorado no complexo ternario com a inclusédo da meglumina se mostrou como um
aumento da biodisponibilidade oral de DRF-4367 comparado tanto com a droga nao-
complexada quanto na nanosuspensao.

Muitos exemplos de formulagbes farmacéuticas, tais como soluc¢des orais ou
formas farmacéuticas sélidas, contendo complexos de meglumina com o ingrediente
ativo tém sido descritos também em patentes. Duas patentes descrevem as invengdes
relacionadas a formacdo de sais de meglumina e farmacos anti-inflamatérios néo-
estereoidais (AINEs) e tem sido evidenciado que a meglumina propicia melhora nas
propriedades organolépticas além da solubilidade em agua (MOTOLA et al., 1991;
VERONESI, 1998).

Além da utilizacdo da meglumina como um componente rotineiramente

empregado em preparacdes farmacéuticas e aprovado pelos orgaos de regulagéo,
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seu efeito bioldgico direto in vivo na sindrome metabdlica e diabetes tipo 2 foi relatado
recentemente (BRAVO-NUEVO et al., 2014). Nesse estudo foram administrados por
via oral 18 mM de meglumina em ratos normais (SV129) por seis semanas. Nesse
periodo ndo foram observados nenhum efeito gastrointestinal ou outro efeito adverso,
mas tiveram um marcante efeito de aumento de estamina muscular e a longo prazo
limitando o ganho de peso. Pelo modelo utilizado de diabetes n&o insulino-
dependente, a administracdo oral de meglumina aumentou significativamente o
controle da glicemia e reduziu os niveis de triglicerideos no plasma e figado.
Comparado aos animais controle, ndo tratados, a meglumina também reduziu a
nefropatia diabética aparente. Os resultados encontrados forneceram suporte para a
avaliacdo clinica da meglumina, nesse estudo, a um baixo custo e seguro, com
potencial de aumento da fungdo muscular, limitacdo da sindrome metabdlica e
reducdo de complicacdes da diabetes.

Apesar de toda essa versatilidade da meglumina, de acordo com 0 nosso
conhecimento sdo muito poucos os estudos, que ndo do nosso grupo de pesquisa,
em que se reporta a utilizacdo da meglumina na formacdo de agregados
supramoleculares (FREZARD et al., 2008; ROBERTS; MCMURRAY; RAINEY, 1998).

Recentemente nosso grupo verificou a formagcdo de um polimero
supramolecular derivado de adutos supramoleculares flunixina-meglumina. Os adutos
flunixina-meglumina formavam agregados durante o aquecimento, que resultava em
uma estrutura vitrea rigida polimérica, com uma alta massa molecular, por volta de
291 + 88 MDa e transicdo vitrea observada proximo a 49,5 °C. As analises
espectroscopicas evidenciaram que o polimero supramolecular resultante sofria uma
reacao reversivel e era estavel até aproximadamente 60 dias, dependendo do
tratamento térmico e a meglumina estava diretamente envolvida na polimerizacéo
(CASSIMIRO et al., 2012; CASSIMIRO et al., 2013).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo desse trabalho foi a sintese e avaliacéo de sistemas supra-anfifilicos

a base de meglumina e acido oleico em fase aquosa.

2.2 Objetivos Especificos

° Desenvolvimento de sistemas supra-anfifilicos a base de meglumina e

avaliagdo de sua citotoxicidade em células SV-80;

° Avaliar a estrutura microscopica desses sistemas quanto a formacao de

estruturas ordenadas em fase aquosa;

° Investigar a influéncia das condicbes de sintese do supra-anfifilico no

comportamento da agua que compde esses sistemas;

° Correlacionar as propriedades desses materiais a fim de propor uma

potencial aplicabilidade na area farmacéutica.



66

3 SECAO EXPERIMENTAL

3.1 Materiais

Acido oleico, acetato de etila e metanol foram adquiridos da Synth Produtos
para Laboratorio Ltda. N-metilglucamina (meglumina) foi adquirida pela Sigma Aldrich
Co. Todos os reagentes foram usados da maneira como recebidos. A agua utilizada
nos experimentos foi a MilliQ. Os antibioticos utilizados na cultura celular
(penicilina/estreptomicina), a L-glutamina, o soro fetal bovino e tripsina 0,05% foram
adquiridos pela Gibco, Life Technologies. O meio base Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM sem L-glutamina) foi adquirido da LOnza, Biowhittaker. O corante

Alamar Blue®foi adquirido pela Invitrogen, Life Technologies.

3.2 Sintese do supra-anfifilico meglumina-acido oleico (MEG-AQO)

Duas condicdes de sintese foram utilizadas no preparo dos sistemas anfifilicos.
Uma em condicbes equimolares e a outra em condigcbes ndo-equimolares, com
excesso de MEG. Para o preparo do primeiro (MEG1AO1), acido oleico (14,47 g;
51,20 mmol) foi solubilizado em acetato de etila em quantidade suficiente para a total
solubilizacéo (~ 37 mL). Meglumina (10,00 g; 51,20 mmol) foi solubilizada em metanol
em quantidade suficiente para a total solubilizacdo (~ 50 mL). Na condicdo néao-
equimolar (MEG2AO1), o &cido oleico (10,85 g; 38,40 mmol) e meglumina (15,00 g;
76,80 mmol) foram também solubilizados em acetato de etila (~ 27 mL) e metanol
(~ 75 mL), respectivamente. A solucdo de meglumina foi aquecida a 50 °C e mantida
sob agitacdo magnética. A solucao de acido oleico foi adicionada a essa solucéo por
gotejamento manual. Ao final, a solucéo resultante foi mantida ainda sob agitacao e
nessa temperatura por 10 minutos. Apos esse tempo, a solucéo foi concentrada e o

produto resultante foi entdo seco sob fluxo de N2.
3.3 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A fim de obter evidéncias sobre a formacdo do supra-anfifilico, analises de

infravermelho com transformada de Fourier foram realizadas.
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A radiacao infravermelha (1V) corresponde a por¢édo do espectro situada entre
as regides do visivel e das micro-ondas e a por¢cdo de maior utilidade esta situada
entre 4.000 e 400 cm™. O espectro de IV é caracteristico da molécula com um todo,
porém certos grupos de atomos dardo origem a bandas que ocorrem mais ou menos
na mesma frequéncia, independente da estrutura da molécula. E através da
correlacdo entre essas bandas no espectro, bem como a consulta em tabelas com
informacBes estruturais Uteis que permitem a identificacdo das estruturas
(SILVERSTEIN; BASSLER; MORRIL, 1991).

Os espectros nos ensaios de FTIR foram obtidos utilizando um
espectrofotometro FTIR- VERTEX 70, Bruker Corporation, com detector DLaTGS,
utilizando a técnica de reflexdo total atenuada - ATR. O comprimento de onda
selecionado foi de 4000 a 400 cm™, 64 varreduras e uma resolucdo espectral de 4
cm?,

A técnica ATR se baseia no fato de que um feixe de luz refletido internamente
pela superficie de um meio transmissor penetra uma pequena distancia além da
superficie refletora e retorna ao meio durante o processo de reflexdo. Quando a
amostra é colocada em contato com a superficie refletora, a luz atravessa o material
até a profundidade de alguns micrdmetros, produzindo assim o0 espectro
(SILVERSTEIN; BASSLER; MORRIL, 1991).

As amostras foram dispostas na célula com o auxilio de uma pipeta (amostras
liquidas) ou com uma espatula (amostras semi-solidas). As medidas foram realizadas
colocando-se quantidade suficiente de amostra para cobrir o cristal de ATR. Os
espectros foram editados utilizando o software OPUS 7.5.

3.4 Analise termogravimétrica (TG)

A andlise térmica tem sido uma técnica aplicada na avaliacdo de volateis e se
baseia nas mudancas da massa conhecida de uma amostra quando esta é submetida
a um programa de temperatura ou tempo, em uma atmosfera de gas definida
(NOGUEIRA et al., 2012). E uma técnica geralmente usada em conjunto com outros
meétodos, tais como a calorimetria exploratoria diferencial (DSC) a fim de que
processos dependentes da temperatura tais como vaporizacdo, sublimacéo ou

decomposicao sejam avaliados (HINZ, 2007). A fim de verificar a eficiéncia do método
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de secagem e a estabilidade térmica dos supra-anfifilicos sintetizados, curvas TG-
DTG foram obtidas em um instrumento SDT 2960, TA Instruments. Para essa analise
0s precursores acido oleico e meglumina e os supra-anfifilicos foram pesados em uma
massa de aproximadamente 5,00 mg em um cadinho de a-alumina e aquecidas até
600 °C, em uma razdo de 10 °C mint, em atmosfera de N2 e fluxo de 100 mL min-t.
As curvas termogravimétricas foram avaliadas com o auxilio do software Universal
Analysis 2000 versao 3.9A.

3.5 Sintese e caracterizacdo dos supra-anfifilicos MEG-AO em fase aquosa

3.5.1 Procedimento de sintese

Os sistemas supra-anfifilicos MEG-AO/agua foram preparados em
concentracfes de 10 a 90% m/m de agua, variando-se de 10 em 10%, o que deu
origem a 9 amostras para cada supra-anfifilico, como mostra a Tabela 1. Esses
sistemas foram preparados pesando-se quantidade necessaria de MEG1AO1l e
MEG2AO01 em vials, que foram colocados em um banho maria a 65 °C por 5 minutos.
Em seguida, a quantidade de agua foi pesada e transferida para cada vial. Esses
sistemas foram manualmente homogeneizados e deixados por mais 5 minutos em
repouso na temperatura mencionada acima. Apés esse periodo, foram resfriados até
temperatura ambiente e mantidos em repouso por pelo menos 48 h antes de qualquer
analise, a fim de garantir o equilibrio. Todos os sistemas foram inicialmente avaliados
por inspecao visual, guanto a transparéncia e quanto ao fluxo, através do teste simples

de inversao do vial a fim de verificar se o sistema fluia ou nao.
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Tabela 1- Composicao dos sistemas MEG-AO e agua.

Componentes (% m/m)

Amostras I\I\//IIEE(élz':%lll Agua
veozao o % 10
meczaoizo ¥ 2
weozaoi s T 3
meczaor s 0
veozaoise 50
meczoieo ¥ 60
weazaoi 0 ¥ 10
veozaoi s 2 o0
meozaoi o0 10 90

Fonte: Autor.

3.5.2 Caracterizagdo fisico-quimica dos supra-anfifilicos MEG-AO em fase

aquosa

3.5.2.1 Microscopia de luz polarizada (MLP)

Moléculas anfifilicas, quando misturadas a um solvente, sendo o mais comum
a agua, formam por muitas vezes fases liquido-cristalinas. Nesse caso, as por¢coes
hidrofilicas e hidrofébicas das moléculas se organizam de tal forma a minimizar o
contato da por¢ao hidrofébica com o solvente (COWLING, 2014).

Para essas analises, as amostras de supra-anfifiicos MEG-AO em fase aquosa
foram dispostas em laminas de vidro, cobertas com laminula e avaliadas em um
microscépio DM 2700M, Leica Microsystems, sob luz polarizada. As amostras foram

avaliadas quanto a presenca de anisotropia, o que é um indicativo da formacéo de
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cristais liquidos. As fotomicrografias foram obtidas em temperatura ambiente através
de uma céamera digital (DMC 2900) acoplada ao microscépio e foram editadas

utilizando o software Leica Application Suite 4.4.0.
3.5.2.2 Espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)

O espalhamento de raios-X a baixo angulo é uma técnica de caracterizacao de
alta resolucéo, capaz de prover informacdes caracteristicas no intervalo de 1 a 100
nm e uma importante vantagem dessa técnica é que espécies bioldgicas podem ser
estudadas em seu estado natural. O SAXS é geralmente empregado na determinacéo
de tamanho, forma, distribuicdo e localizagcédo de diversas nanoestruturas (ALLEC et
al., 2015).

O arranjo estrutural dos supra-anfifilicos MEG-AO em fase aquosa nas
diferentes composigdes foi avaliado por medidas de SAXS. Os dados foram coletados
na estacéo de medidas D02-SAXS2 do Laboratdrio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS)
em Campinas-SP. A linha é equipada com um monocromador do tipo Si (111) com
radiacdo de comprimento de onda A = 1,488 A e detector MAR-165, com 165 mm de
didmetro de area ativa. As amostras injetaveis foram colocadas em um porta amostra
de 1 nm de espessura entre duas folhas de mica e amostras soélidas dispostas em
cela, a temperatura ambiente. O tempo de exposicdo das amostras ao feixe, para
aqguisicao do sinal, variou de acordo com cada amostra. O 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 para
uma comparacao quantitativa, as amostras foram normalizadas nas mesmas
condicBes experimentais. O parametro de rede (a) nos supra-anfifilicos foi calculado

conforme a Equagéo 1.

a:!47[/\/§-’ (1)

quO
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3.5.2.3 Reologia

A reologia é a técnica de escolha quando se busca valores quantitativos para
descrever a resisténcia ao fluxo (viscosidade). A reologia também pode fornecer
informacdes relativas a estrutura e dindmica dos agregados e até mesmo sobre 0s
seus mecanismos de auto-montagem e € também uma técnica importante na
elucidacéo de caracteristicas de géis supramoleculares (YU, et al., 2013).

As andlises de reologia dos supra-anfifilicos MEG-AO em fase aquosa foram
realizadas em um redmetro de tensdo controlada AR2000, TA Instruments. Para as
amostras menos viscosas foi utilizado um dispositivo de placas paralelas de 60 mm
de diametro e distancia entre as placas de 200 pm.

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

3.5.2.3.1 Determinacao das propriedades de fluxo

No ensaio de escoamento foi realizado um estudo de tenséo de cisalhamento
em funcdo da velocidade de cisalhamento na regido de 0 a 150 s para a curva
ascendente e de 150 a 0 s para a curva descendente. Esse intervalo foi selecionado
com base na forca de resisténcia as tensfes aplicadas. O reograma foi avaliado
guanto a tensdo de cisalhamento obtida em relacédo a taxa de cisalhamento, a partir
do qual calculou-se os valores de indice de consisténcia e de fluxo, os quais fornecem

informacdes relativas a viscosidade.

3.5.2.3.2 Experimentos oscilatérios

As andlises oscilatdrias de cada amostra foram realizadas apés a determinacao

da sua regido de viscoelasticidade linear a 25 °C. A analise da varredura de frequéncia
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foi realizada na regido de 0,1 a 30 Hz, aplicando uma tens&o oscilatéria constante de
10 Pa.

3.5.2.4 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A calorimetria exploratoria diferencial (DSC) é uma técnica termoanalitica na
qual a diferenca entre a quantidade de calor necessaria para 0 aumento da
temperatura em uma amostra e a referéncia € medida em funcdo do tempo ou
temperatura. O principio basico nesse método € que quando a amostra passa por
alguma transformacéo fisica, mais ou menos calor sera necessario para manter
amostra e referéncia na mesma temperatura. O fato de mais ou menos calor fluir para
a amostra vai depender se 0 processo em questao € exotérmico ou endotérmico (YU
et al., 2013).

Para essas andlises, um modulo DSC 1 Stare, Mettler Toledo, capaz de operar
entre -100 a 500 °C, acoplado a um modulo de resfriamento por Nz (IntraCooler) foi
utilizado. O instrumento apresenta precisao e exatiddo de temperatura igual a = 0,02
°C e £ 0,2 °C, respectivamente. A calibracéo foi realizada com indio e zinco, conforme
as recomendac0des do fabricante.

Curvas DSC de resfriamento e aquecimento foram obtidas em atmosfera de N2
(50 mL min). Massa de amostra da ordem de 5,0 mg foram pesadas em cadinhos de
aluminio selados, numa razdo de aquecimento de 5 °C minl. O método dinamico
consistiu em resfriamento entre 25 °C a -80 °C, seguido por aquecimento até 20 °C.
Os dados relativos a entalpia, temperatura de pico e onset, foram obtidos com a

integracdo dos picos, utilizando o software STARe versao 11.00a.

3.5.2.5 Microscopia eletrénica de varredura no modo ambiental (ESEM)

O microscépio eletrénico de varredura que opera em modo ambiental permite
a visualizagdo da amostra em seu estado natural, o que é especialmente Util para
amostras biologicas. A temperatura da amostra e a pressdo de vapor na camara
podem ser controladas e combinadas, o que resulta no controle da umidade relativa.

A vantagem de manter a amostra totalmente hidratada é que isso garante que
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amostras naturalmente hidratadas vao manter sua condi¢do durante a aquisicdo da
imagem.

A morfologia do sistema MEG1AO1 70, MEG1AO1l 50 e MEG1AO1 30, sem
nenhum tratamento prévio, foi analisada em um microscépio eletrénico de varredura
EVO®LS 15-Karl Zeiss, no modo ambiental, utilizando o modo de presséao prolongada,
operando em 2 kV, com aumento de 3000 vezes. A pressao da camara interna foi
ajustada de acordo com cada amostra, entre 70 e 160 Pa, para compensar os efeitos
de ions positivos e cargas estéticas (“charge-up”), devido a baixa condutividade das
amostras. O gas usado na camara foi nitrogénio 5.0 (99.999%). Os sinais de elétrons
espalhados (BSE) foram detectados utilizando o detector Zeiss VPSE-G3, designado

especificamente para pressoées até 400 Pa.

3.5.2.6 Andlise in vitro da bioadesao dos supra-anfifilicos

A bioadesdo é caracterizada como um fenbmeno amplo, que envolve a adesao
de materiais, tanto naturais quanto sintéticos, a superficies biologicas. Diversos
fatores determinam essa adeséo bioldgica, tais como fatores fisioldgicos e interacdes
fisico-mecanicas que normalmente atuam em conjunto promovendo a adesao entre
as interfaces de interesse (PALACIO; BRUSHAN, 2012).

Em estudos de resisténcia a tracao realizados em texturbmetro, a amostra é
colocada em contato com o tecido biologico e a forga necessaria para quebrar a

ligacdo adesiva € medida, conforme esquema apresentado na Figura 19.
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Figura 19 - Representacéo esquematica do teste de bioadesdo e uma tipica curva forga x tempo

obtida a partir das medidas de destacamento do teste bioadesivo.

‘ Forca
|
. Probe j,f_,l)_.lﬁ._._._. Tempo
Anel de borracha [
2 ‘bioadesao . . =
‘ « Pico de bioadesao
Pele
A ' < Amostra
- " * Banho maria

32°C
v

Analisador de textura

Fonte: Adaptado de Carvalho et al. (2013).

A forca de adesado entre a pele de orelha de porco e os sistemas supra-
anfifilicos/agua foi avaliada em um analisador de textura TAXT plus no modo Hold
Until Time (HUT). Orelhas frescas foram obtidas de porcos saudaveis de 6 meses de
idade de um abatedouro local e preparadas conforme procedimento descrito por Dick
e Scott (1992). As orelhas foram lavadas com agua (25 £ 0,05 °C), sendo que orelhas
com qualquer ferimento foram descartadas. As peles integras foram entdo 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 por um periodo menor
ou igual a 4 semanas.

Para o experimento, as peles foram descongeladas em solucéo fisiologica,
0,9% NaCl (m/v), a 25 + 0,05 °C por 30 minutos. O pélo foi entédo retirado com uma
tesoura e a pele anexada na extremidade inferior da prova cilindrica (10 mm de
diametro) com um elastico de borracha. As amostras a serem analisadas 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 a
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amostra foram mantidas em contato por 60 segundos e nenhuma forca foi aplicada
durante esse intervalo. Apds 60 segundos, a pele subiu (0,5 mm/s) até que o contato
entre as superficies fosse rompido. Durante o experimento, uma curva for¢a-tempo foi
adquirida. A partir do trabalho de adesédo (Ta), a area sob a curva forga-distancia
durante a fase de afastamento e a adesao do pico (Fa) foram calculadas. Triplicatas
foram analisadas a 32 + 0,5 °C.

3.6 Avaliacdo da citotoxicidade dos supra-anfifiicos MEG-AO em células SV-80

3.6.1 Cultura celular

Células SV-80 (CLS n° 300345), que sao fibroblastos isolados de pulméao
humano, disponiveis no Laboratério de Cultura Celular do Centro de Investigacéo e
de Tecnologias Agro-Ambientais e Bioldgicas da Universidade de Tras-os-Montes e
Alto Douro (CITAB, UTAD), Vila Real, Portugal, foram cultivadas, como de rotina, em
meio de cultura completo contendo o meio base Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM sem L-glutamina) suplementado com 2 mM de L-glutamina, antibi6ticos (200
U mL penicilina e 200 pg mL* estreptomicina) e 10% de soro fetal bovino e entédo
incubadas em uma atmosfera modificada de 5% de CO2/ 95% de ar a 37 °C, em
frascos de cultura ventilados. Em confluéncia (préximo de 80 — 90%), as células SV-
80 foram subcultivadas por tripsinizacdo (0,05% Tripsina-EDTA), de forma a evitar
uma diminuicdo do indice mitético e morte celular (PHELAN, 2007; WILLARD;
MERRITT; DEAN, 1965).

3.6.2 Tratamento das células

Células foram semeadas em placas de cultura de 96 pocos a uma densidade
de 5 x 102 células/ mL (5000 células/poco) e incubadas por 24 h com meio completo
para restabelecimento das condi¢cdes. Apos o periodo de 24 h, o meio foi removido e
substituido por 100 uL de meio de cultura sem soro suplementado com as amostras
a serem avaliadas; meglumina, acido oleico e o supra-anfiflico MEG-AO, nas

concentracdes de 5, 10, 50 e 100 ug mL* ou por meio de cultura sem soro (controle).
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3.6.3 Ensaio de citotoxicidade com Alamar Blue®

O indicador Alamar Blue® foi utilizado a fim de avaliar a proliferacéo e a
viabilidade celular. Este € um teste simples e rapido, onde 10% da solugdo comercial
disponivel deste corante € adicionada ao meio de cultura e as medidas sao realizadas
tanto por colorimetria ou flourimetria. O Alamar Blue® oxidado, azul, ndo-fluorescente
é reduzido, no meio, a um corante rosa fluorescente por atividade celular. O Alamar
Blue® é captado pelas células ativas e é entdo reduzido por uma das oxirredutases da
cadeia respiratoria, sendo um indicador direto da atividade mitocondrial da célula.
Existe uma correlagédo direta entre a reducéo do Alamar Blue® no meio de crescimento
e a quantidade/proliferacdo de organismos vivos, desde bactérias as células de
mamiferos (O'BRIEN et al., 2000).

Apoés 24 h a 48 h de incubacéo da placa, o meio de cultura contendo as
substancias foi retirado e adicionou-se meio de cultura contendo Alamar Blue®,
seguido por um periodo de incubacéo de 24 h (37 °C, 5% de CO:2 e 95% de umidade)
antes da medida de absorbancia, nos comprimentos de onda de 570 nm (forma
reduzida) e 620 nm (forma oxidada). Devido a sobreposicdo no espectro de absor¢céo
das formas oxidada e reduzida deste corante, a porcentagem de reducdo do Alamar
Blue® foi medida empregando-se a Equacdo 2 derivada por Willard, Merritt e Dean
(1965) e fornecida pelo fabricante (LARSON et al., 1997):

goxid 620nm (A570nm) B goxid 570nm (A620nm) % 100

% de Reduciodo AlamarBlue® = | '
(c;red 570nm (A620nm) - gred 620nm (A570nm)

)

Em que:

Soxid 620nm= COe€ficiente de extincdo molar do AlamarBlue® na forma oxidada a
620 nm;

£oxia s7onm= COE€ficiente de extingdo molar do AlamarBlue® na forma oxidada a
570 nm;

£red s7onm= CO€ficiente de extingdo molar do AlamarBlue® na forma reduzida a
570 nm;
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£red 620nm= COE€ficiente de extingdo molar do AlamarBlue® na forma reduzida a
620 nm;

Ac70nm = Absorbancia dos pocos testados a 570 nm;

Agr0nm = Absorbancia dos pocos testados a 620 nm;

A'co0nm = Absorbancia dos pocos de controle negativo a 620 nm;

A'<70nm = Absorbancia dos pocos de controle negativo a 570 nm.

3.7 Incorporacédo de um farmaco modelo nos sistemas MEG-AO/agua

Apés a caracterizacdo dos supra-anfifilicos, as amostras MEG1AO1 50 e
MEG2AO01 50 foram selecionadas para incorporacdo de um farmaco modelo. A
dexametasona foi selecionada como o farmaco modelo, ja que é um corticosteroide
frequentemente utilizado para aplicacdo tépica. O farmaco foi incorporado apos o
preparo das formulacdes, na concentracdo de 10 mg g* (1%, m/m). Essas amostras
contendo o farmaco foram caracterizadas por microscopia de luz polarizada (MLP) e
espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS), de acordo com procedimento

descrito nas sec¢des 3.5.2.1 e 3.5.2.2, respectivamente.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Sintese dos supra-anfifilicos meglumina-acido oleico (MEG-AO)

Nesse trabalho nés introduzimos uma classe de sistemas supra-anfifilicos
produzidos a partir de acido oleico e meglumina.

Acidos carboxilicos e aminocarboidratos ja tem sido utilizado como base de
sistemas supramoleculares. Por exemplo, 6leo de ricino modificado e meglumina
foram utilizados na sintese de um gel supramolecular, o qual apresentou um grande
potencial para aplicacfes biomédicas (FERREIRA et al., 2016). Outro exemplo ainda
€ a formacdo de sistemas supra-anfifiicos em quantidades equimolares de um
aminocarboidrato e um acido graxo, sem evidéncia de subprodutos, o que permitiu a
sintese de supra-anfifilicos de maior pureza e que ainda se mostraram eficazes na
inibicdo de Candida albicans em biofilme (CASSIMIRO et al., 2013; CASSIMIRO,
2015).

A fim de entender e avaliar se as caracteristicas desses sistemas derivados de
acido oleico e meglumina iriam se diferir em condi¢cdes nado-estequiométricas, foi
sintetizado também o supra-anfifilico em excesso estequiométrico de meglumina.

Sinteses em condi¢cdes nao-equimolares sdo reportadas na literatura por
autores que desejam avaliar se 0 excesso de algum componente provoca qualquer
alteracdo na estrutura do sistema, quando comparado ao mesmo em condi¢des de
sintese equimolar.

Ren e colaboradores (2004) avaliaram complexos de surfactantes fluorados
sintetizados em condi¢cdes ndo-equimolares e uma das descobertas mais importantes
do referido trabalho foi que a mudanca da razdo molar entre surfactantes e grupos
carregados de um polieletrdlito poderia alterar a estrutura mesomorfa dos complexos.

O estudo de reacdes ndo-equimolares tem atraido também a atencdo da
industria farmacéutica, visto que a performance de farmacos em relacéo a solubilidade
e aspectos farmacocinéticos, dependem criticamente do seu estado de agregacao,
como no trabalho realizado por Pratik e Datta (2016) no qual avaliaram reacdes
envolvendo quantidades nao-equimolares de acidos e bases. Os resultados obtidos

por eles indicaram que por meio da cooperatividade, uma reacdo no estado solido
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pode ser ajustada a fim de isolar um co-cristal ou um sal, resultado esse importante
no design de farmacos e predi¢do das propriedades de insumos farmacéuticos ativos.

Ainda nesse ambito, um trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa abordou
a sintese de derivados anfifilicos de meglumina e acido ricinoleico modificado, em
condi¢cGes néo estequiométricas. Resultados de ressonancia magnética nuclear de *H
indicaram que a razdo entre o &cido carboxilico e o aminocarboidrato levava a
diferenca na extensao das interacdes idnicas, favorecendo a formacao de ligacdes de
hidrogénio quando em excesso de meglumina (FERREIRA et al., 2016).

O supra-anfifilico sintetizado em quantidades equimolares de &cido oleico e
meglumina (MEG1AO1) e na razdo &cido oleico-meglumina 1:2 (MEG2AO01) foi
avaliado quanto as caracteristicas macroscopicas. Ambos possuem aspecto de um
semi-solido, no entanto o primeiro apresenta-se menos viscoso que o segundo (Figura
20).

Figura 20 - Aspecto macroscoépico dos supra-anfifilicos MEG-AO em condicdo equimolar (a esquerda)

e em condigcao ndo-equimolar (MEG-AO 2:1) (a direita).

Fonte: Autor.

4.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Sistemas anfifilicos obtidos através de interacdo eletrostatica entre acidos
organicos e aminas sao bem conhecidos na literatura (AKAY, et al., 2013; ZANG,;
WANG, 2011) e apresentam mecanismos similares de estabilizacdo dos blocos de
construgdo, que é possivel através da formacgéo do par idnico produzido e unido por
interagéo eletrostatica.
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O trabalho desenvolvido por Cassimiro (2015) identificou que a interagcédo que
propicia a formacdo dos supra-anfifilicos obtidos com sistemas analogos ao desse
trabalho, utilizando acido oleico e meglumina, € a formacéo do par ibnico entre o cation
amonio e o anion carboxilato.

A Figura 21 mostra a reacdo de obtencdo dos supra-anfifilicos preparados
nesse trabalho, empregando-se o &cido oleico e meglumina. O sistema anfifilico é
formado por interacdes néo covalentes, sendo a cauda apolar, constituida pela cadeia
alquilica do acido oleico e a cabeca polar representada pelos atomos carregados e

pela meglumina.

Figura 21 - Reacao acido-base de formag¢éo do grupo oleato-meglumina (par idnico).

Fonte: Autor.

A formacdo de um sal entre um &cido carboxilico e uma amina pode ser
sensitivamente detectada por espectroscopia no infravermelho (BASIT et al., 2008).

A Figura 22 apresenta os espectros de FTIR de MEG1AO1 e MEG2AO01, onde
estdo indicadas as bandas mais caracteristicas dessas espécies.

Para o anfifilico MEG1AQO1, observa-se na regido A (3500 - 3000 cm), uma
banda intensa e alargada, tipico da deformacéo axial de O—H envolvido em ligacao de
hidrogénio, além da deformagdo axial das aminas secundarias, que aparece
sobreposta nessa regido e ainda as vibracdes assimeétricas metil (—CH3s) e metileno
(—CH2-). Em B é observada a deformacédo axial de C—H alifatica em 2925 cm* e a
deformacgdo axial simétrica, CH2 em 2855 cm™. A carbonila de &cido carboxilico
aparece no espectro na regido de 1720 - 1706 cm™. Entretanto, com a formacéo do

carboxilato, essa banda reduziu drasticamente para valores de 1550 cm (C). Além
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disso, uma nova banda caracteristica de deformacéo axial do carboxilato foi formada
em 1397 cm* (D). Essas novas bandas indicam entéo a formacéo do sal carboxilato
e, portanto, do par idénico oleato-meglumina. As vibracfes correspondentes as
ligacdes C—OH da meglumina foram observadas em 1080 e 1040 cm™.

Bandas similares as atribuidas ao anfifilico MEG1AO1 sdo observadas para
MEG2AO1. A regido A (3380 - 3012 cm™), apresenta-se como uma regido alargada,
tipica da deformacéo axial de O—H envolvido em ligacdo de hidrogénio. Esta também
€ uma regidao de deformacdo axial das aminas secundarias que provavelmente
aparece sobreposta, assim como vibracdes assimétricas metil (-CHs) e metileno
(—CH2-). A deformacédo axial de C—H alifatica em 2924 cm™ e a deformacédo axial
simétrica, CH2 em 2849 cm! também foi assinalada. A formacé&o do par i6nico nesse
supra-anfifilico foi confirmada pelas bandas C (1553 cm?) e D (1402 cm),

caracteristico da deformacéo axial assimétrica e simétrica dos grupos carboxilato

(COO), respectivamente. Vibracdes correspondentes as ligacdes C-OH da
meglumina foram observadas com bandas multiplas de 1116 e 1016 cm. Essa banda
aparece mais alargada e mais intensa em MEG2AO01, quando comparada a
MEG1AO1, ja que esse anfifilico foi sintetizado em condi¢cées ndo equimolares de

acido oleico e meglumina.

Figura 22 - Espectros na regido do infravermelho para os sistemas MEG1AO1 e MEG2AOL1.
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4.3 Comportamento térmico

A fim de avaliar o processo de secagem dos supra-anfifilicos sintetizados, bem
como a estabilidade térmica desses sistemas, andlises termogravimétricas foram
conduzidas. As curvas TG de &cido oleico, meglumina e dos supra-anfifilicos
MEG1AO1 e MEG2AO1 sao apresentadas na Figura 23.

Pode-se observar em MEG2AO0L1 (Fig. 23-d) um evento exotérmico entre 67 °C
a 153 °C, que é atribuido ao solvente residual. Embora essa temperatura seja superior
a temperatura de ebulicio dos solventes utilizados nessa sintese, isso se da
provavelmente por algum tipo de interacdo entre as cadeias do supra-anfifilico com o
solvente. Acredita-se que essa interacdo de alguma forma consegue aprisionar
moléculas de solvente em sua estrutura, ja que o sistema foi deixado em capela de
fluxo laminar e com fluxo de N2 em contato direto com o sistema por varias semanas
€ mesmo assim 0 processo mostrou-se ndo ser totalmente eficiente.

O comportamento térmico foi também avaliado e mostrou que a decomposicao

ocorre em até duas etapas principais (Figura 23 a-d).



Figura 23 - Curvas TG e DTG de (a) acido oleico; (b) meglumina; (c) MEG1AOL1 e (d) MEG2A01.
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Os supra-anfifilicos MEG1AO1 e MEG2AOL1 apresentaram estabilidade térmica

maior do que o seu acido graxo precursor. Nesse caso, 0 aumento na estabilidade

acontece, muito provavelmente, devido a formacao de carboxilatos, que sdo mais

estaveis que o acido original. Além disso, observa-se que a condi¢cdo de sintese

também influenciou na estabilidade térmica. O supra-anfifilico com excesso de

meglumina apresentou uma menor estabilidade térmica quando comparado ao supra-

anfifilico sintetizado em condi¢cdes estequiométricas, como pode-se observar pela
diminuicdo da temperatura onset de MEG2A01 em relagcdo a MEG1AQOL1 (Tabela 2).
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Tabela 2 - Dados TG para acido oleico (AO); meglumina (MEG) e supra-anfifilicos MEG1AOL1l e
MEG2A01.

oL Perda de
Decomposicao  5555(9%)/Temperatura
Amostra T onset/ °C (°C)
AO 118,5 88,36/291,2 -
MEG 160,1 91,33/365,6 -
MEG1AO1 158,9 31,73/281,8 52,23/422,4
MEG2A01 153,9 82,73/425,2 -

Fonte: Autor.

4.4 Avaliacéo dos supra-anfifilicos em fase aquosa

4.4.1 Descricao do sistema

Foi observado que as amostras com menor concentracdo de supra-anfifilico e
maior concentracdo de agua (até 80% m/m de agua) formaram um sistema liquido,
que ndo apresentou caracteristicas de gel (Fig. 24-a). Para a amostra com
concentragcdo de agua de 70%, um material mais viscoso que as primeiras amostras,
foi formado, mas ainda se apresentava fluido. O teste simples de inversdo do vial, em
gue se observa o fluxo, sugeriu que o ponto de gel se dava a partir de 40% de supra-

anfifilico e, portanto, 60% de agua (Fig. 24-b).
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Figura 24 - Exemplo de supra-anfifiico com concentracdo de agua até 80% m/m (A) e com
concentracdo de 60% m/m ou inferior.

Fonte: Autor.

Essas amostras possuiam caracteristica espumosa logo apds o preparo,
devido a agitagdo manual intensa e para a melhor observagédo macroscopica desses
sistemas, estes foram deixados em repouso, em temperatura ambiente, por 24 h.

Apbs esse periodo observou-se que todos os sistemas se apresentaram como
sistemas limpidos (Figura 25).

Figura 25 - Caracteristicas macroscopicas dos supra-anfifilicos MEGAO de maior (esquerda) para o
menor (direita) contetdo de agua.
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Fonte: Autor.
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Essas observacbes foram semelhantes tanto para sistemas com o0 supra-
anfifilico preparado em condi¢gbes equimolares quanto para aqueles preparados em
excesso estequiométrico de meglumina. Uma diferenca visual observada entre esses
dois grupos de amostras foi que para os supra-anfifilicos preparados em condi¢des
nao-equimolares, os sistemas em fase aquosa apresentavam-se mais viscosos que
os do outro grupo de amostras, o que ja era esperado, visto a diferenca na

consisténcia dos supra-anfifilicos precursores.

4.4.2 Caracterizacéo fisico-quimica dos sistemas

Os anfifilicos, em solu¢do aquosa, tendem a formar microestruturas, como
caracteristica do fenbmeno de auto-organizacdo molecular a fim de atingir a sua
estabilidade termodinamica. Tal fenbmeno representa a base para a aplicacdo
tecnologica dos anfifilicos, como sistemas organizados, nas ciéncias bioldgicas
(FORMARIZ et al., 2005).

A caracterizacdo de cristais liquidos € realizada através de diversas técnicas,
desde as mais simples, tais como a observacao visual, até o uso de técnicas de maior
complexidade tais como microscopia de luz polarizada (MLP), difragdo de raio-X
(DRX) e espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS).

Os principais fatores a serem considerados quando se trata de cristais liquidos
envolvem a posicdo, orientacdo e a ordem de orientacdo de suas ligacoes.
Considerando esses parametros, as fases liquidas cristalinas podem ser corretamente
identificadas bem como as interac¢des entre as moléculas que as compdem (AN et al.,
2016).

Através da observacdo visual dos sistemas supra-anfifilicos em agua foi
possivel identificar que algumas amostras, principalmente as mais concentradas
possuiam uma birrefringéncia, o que ja nos levou a esperar a presenca de algum tipo
de ordenagdo molecular. Essa € também uma caracteristica macroscépica de
mesofases liquidas cristalinas e, portanto, esses sistemas foram avaliados através da
microscopia de luz polarizada, o que nos permitiria identificar a presenca ou nao
dessas mesofases. Além da MLP, os sistemas desenvolvidos nesse trabalho foram

ainda caracterizados por SAXS, reologia, ESEM e DSC.
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4.4.3 Microscopia de Luz Polarizada (MLP)

A microscopia de luz polarizada é uma técnica padrdo na identificacéo de fases
liguidas cristalinas, através da determinacdo de sua isotropia optica (FORMARIZ et
al., 2005). Os sistemas em que a luz incidida tem a mesma velocidade (indice de
refracdo) em todas as direcdes sdo denominados isotréopicos (PATZELT, 1974). Se os
sistemas conseguem polarizar a luz incidente estes sdo considerados anisotropicos.
Uma vez que os cristais liquidos de fase lamelar e hexagonal, por exemplo, sédo
anisotropicos, estes sdo capazes de polarizar a luz incidente, apresentando alguma
estrutura na microscopia de luz polarizada. Algumas mesofases como a cubica, sédo
isotropicas e apresentam-se como um campo escuro na microscopia de luz
polarizada.

A isotropia e anisotropia das amostras reveladas por MLP (Figuras 26 e 27)
permitiram a diferenciacédo das estruturas formadas em cada amostra, as quais foram

depois confirmadas por SAXS.
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Figura 26 - Fotomicrografia a 25 °C dos sistemas sintetizados em condi¢éo equimolar, MEG1AO1 com
diferentes conteludos de agua. a) MEG1A0O1 90; MEG1AO1 80 e MEG1AO1 70; b) MEG1AO1 60;
c) MEG1AO1_50; d) MEG1AO1_40; e) MEG1AO1_30; f) MEG1AO1_20; g) MEG1AO1_10.

Fonte: Autor.
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Figura 27 - Fotomicrografia a 25 °C dos sistemas sintetizados em condi¢ao nao-equimolar, MEG2A01
com diferentes conteddos de agua a) MEG2AO0O1 90; MEG2A01 80 e MEG2AOL1 70;
b) MEG2A01_60; c) MEG2A01_50; d) MEG2A01_40; e) MEG2A01_30; f) MEG2A01_20;
g) MEG2A01_10.

Fonte: Autor.

Observa-se que as amostras com concentracdo de agua até 70% (Figuras 26
e 27-a) apresentaram campo escuro quando avaliadas sob luz polarizada e foram

caracterizadas como solugbes micelares. Esses sao sistemas opticamente



90

isotropicos, ou seja, ndo alteram a posi¢ao da luz, apresentam baixa viscosidade e se
formam quando o sistema atinge sua concentragdo micelar critica (c.m.c). Acima da
c.m.c, as espécies se agregam espontaneamente e de forma reversivel, mediante
interacOes hidrofébicas, o que forma uma variedade de estruturas, desde mesofases
lamelares, hexagonais, cubicas até micelas.

Os cristais liquidos apresentam geometrias diversas conforme a mesofase em
que se estruturam. Os cristais liquidos liotropicos nas quais 0s agregados de
moléculas anfifilicas assumem a forma de cilindros bidimensionais séo classificados
como hexagonais (Figura 28). No caso das fases hexagonais diretas, o solvente polar
(como a agua) se localiza na regido externa aos cilindros, enquanto que na fase

reversa este encontra-se aprisionado no interior da estrutura cilindrica.

Figura 28 - Representacdo esquemética de auto-organizacdo de anfifilicos em um cristal liquido
liotropico de fase hexagonal. Na fase hexagonal direta (a) a Agua se localiza na fase externa do cilindro,
interagindo com a porgéo polar da espécie anfifilica. Na fase reserva esta fica aprisionada no interior

das estruturas (b).

(a)

Fonte: Adaptado de Neto (s.n.t).

As fotomicrografias das amostras contendo 60% ou menos de agua mostraram
a existéncia de agregados anisotropicos, além de textura de estrias, tipica da fase
liquido cristalina hexagonal (Figura 26 b-g e Figura 27 b-f). Para a amostra contendo

10% de &gua, cujo supra-anfifilico foi preparado em condi¢cdes ndo-equimolares
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(Figura 27-g) néo foi possivel observar um padrédo de textura definido e observa-se a
presenca de cristais em toda a extensdo da amostra. Isso se deve provavelmente a
guantidade insuficiente de &gua, para essa amostra, necessaria para uma
organizacdo dos agregados moleculares com formacdo de uma mesofase liquido

cristalina definida.

4.4.4 Espalhamento de Raios-X a Baixo Angulo (SAXS)

O SAXS é uma ferramenta indispensavel na investigacao estrutural de cristais
liguidos. O alto poder de penetracdo dos raios-X faz do SAXS aplicavel a quase todos
os tipos de sistemas (PETUKHOV, 2015).

Experimentos de SAXS foram realizados a fim de confirmar as avaliacdes das
mesofases obtidas por MLP. Os tensoativos podem se estruturar em diferentes tipos
de agregados, os quais podem ser identificados de acordo com a posi¢ao dos picos
no eixo do vetor de espalhamento q.

Nos cristais liquidos liotrépicos, a posicao e intensidades relativas dos picos de
Bragg permitem a determinacdo das estruturas, pela analise das distancias relativas
dos picos, as quais sdo ditadas pelas leis de reflexdo, correspondendo a razao entre
0 parametro unitario de cela e as distancias interplanares para cada mesofase. Para
0s sistemas isotropicos, formados apenas por aglomerados micelares, tem-se uma
contribuicdo maior do fator forma do que do fator estrutura para o sinal de SAXS, ndo
apresentando padrao de reflexdo periddico que define uma estrutura organizada,
como visto nas mesofases (CAMPOS et al., 2012).

A Figura 29 apresenta as curvas de SAXS, intensidade de espalhamento, 1(q)
em funcao do vetor de espalhamento (q) obtidas para os sistemas MEG1AO1/agua.
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Figura 29 - Perfis de SAXS para os sistemas MEG1AO1/4gua em funcédo do contelido de 4gua (%

m/m) a 25 °C.
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Para as amostras contendo maior quantidade de 4gua, MEG1AO1_90 (Fig. 29-
a) a curvas de SAXS apresentou somente um pico alargado com maximo de
intensidade em um valor de g # 0, seguido por uma longa cauda, o que é caracteristico
de estruturas micelares (FANUN, 2008). O sistema MEG1AO1_80, apresenta picos
que estdo comecando a se definir, porém ainda bastante alargados, o que indica um
menor nivel de organizacdo nesses sistemas (Fig. 29-b). Para o sistemas com 70%
ou menos de agua (Fig. 29 c-g), os padrdes de SAXS mostram picos que guardam
uma relacéo de periodicidade entre si, indicando a presenca de mesofases. Nesses
sistemas, as curvas de SAXS apresentaram picos de Bragg nas razdes (1:02:03:g4:05
= 1:V3:2:17:3, os quais s&o caracteristicos de fase hexagonal.

A Figura 30 apresenta as curvas de SAXS para os sistemas MEG2A01/agua.

O perfil de SAXS de MEG2AO01 com quantidade de agua de 90% apresentou-
se semelhantes aquele para os anfifilico MEG1AO1, mostrando um pico alargado,
caracteristico de fase isotrépica e tipico de sistemas micelares, o que correlaciona
com as imagens de campo escuro observada para ambos anfifilicos na MLP. Assim
como para o anfifilico MEG1AO1_80, a curva de SAXS de MEG2A0O1_80 mostrou um
comeco de definicdo de picos que ainda sdo bastante largos. Para o sistema
MEG1AO1 70, a curva de SAXS mostra que o sistema ja apresenta organizacao
estrutural, visto pela periodicidade nos picos de Bragg caracteristicos de fase
hexagonal. Para o sistema MEG2A0O1_70 nota-se um pico intenso em valor de q =
0.90 nm, indicando também uma contribuicdo da fase mais ordenada, o que também
ndo havia sido observado por MLP, mas provavelmente em um nivel de organizacéo
menor que o anfifilico MEG1AO1 na mesma concentracdo de agua. Isso pode indicar
0 comeco de uma organizacao estrutural nesse sistema, em uma regido de transi¢ao

de fases.
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Figura 30 - Perfis de SAXS para os sistemas MEG2A01/4gua em funcdo do conteldo de agua (%

m/m) a 25 °C.
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E possivel observar ainda pelas curvas de SAXS que o estreitamento dos picos
torna-se mais evidente a medida que o conteddo de agua no sistema vai diminuindo,
0 que denota a ideia da contribuicdo da agua na estruturacdo desses sistemas. As
interacbes hidrofobicas levam os sistemas a se agregarem espontaneamente,
formando estruturas ordenadas, nesse caso em fases liquido-cristalinas hexagonais,
dependendo da propor¢éo de supra-anfifilico e agua.

O parametro de rede a, que representa a distancia do centro de um cilindro ao
outro, incluindo o diametro total do cilindro e espessura da camada aquosa, esta
listado na Tabela 3 e foi calculado a partir do primeiro pico de difracdo (gioo0) através
da Equacdo 1 (WANG et al., 2006).

a=!4ﬂ/\/§’ (1)

quO
Os parametros de rede da microestrutura sdo representados pela aresta do
hexéagono (a) que se relaciona com a distancia entre os planos que passam por dois

cilindros adjacentes (d), (CAMPOS et al., 2012) como mostra a Figura 31.

Figura 31 - Representagcédo esquematica da mesofase hexagonal.

Fonte: Campos et al (2012).

Os valores apresentados na Tabela 3 mostram que ha uma compactacéo
destas estruturas conforme a concentracdo de anfifilico aumenta no meio, ja que a
distancia de correlacdo entre os centros dos cilindros diminui, demonstrando o alto

grau de empacotamento da fase hexagonal. De forma inversa, a presenca de agua
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intumesce o sistema, conforme evidenciado pelo aumento nas distancias a medida

em que aumenta o conteudo de agua no sistema.

Tabela 3 - Composicéo dos anfifilicos MEGAO/agua estudadas e os resultados de MLP e SAXS

MLP SAXS CLASSIFICACAO
AMOSTRA J100 o (nm) DAS FASES
(nm%)
MEG1A01_90 Isotropica - - Sistema micelar
MEG1AO01_80 Isotropica - - Sistema micelar
MEG1AO1_70 Isotrépica 0,78 9,31 Hexagonal
MEG1AO1 60 Anisotropica 0,95 7,64 Hexagonal
MEG1AO1 50 Anisotropica 1,06 6,85 Hexagonal
MEG1AO1 40 Anisotropica 1,16 6,26 Hexagonal
MEG1AO1 30 Anisotrépica 1,20 6,05 Hexagonal
MEG2A01_90 Isotropica - - Sistema micelar
MEG2A01_80 Isotropica - - Sistema micelar
MEG2A01_70 Isotrépica 0,87 8,34 Hexagonal
MEG2AO01_60 Anisotropica 0,90 8,07 Hexagonal
MEG2A01 50 Anisotropica 1,04 6,98 Hexagonal
MEG2A01 40 Anisotropica 1,14 6,37 Hexagonal
MEG2A01 30 Anisotropica 1,23 5,90 Hexagonal

Fonte: Autor.

Os resultados de SAXS aliados a MLP permitiram a identificagdo estrutural
desses sistemas e mais ainda, nos permitiram um conhecimento mais aprofundado
sobre 0s seus niveis de organizagdo. Os resultados mostraram ainda que a adi¢éo de
agua no sistema leva a formacdo de arranjos liquido-cristalinos, dependendo da
composicdo. O aumento do contetdo de agua, ap6s uma certa quantidade forma

sistemas isotropicos.

4.4.5 Reologia

A reologia é a técnica de escolha quando valores quantitativos sédo procurados
para descrever a resisténcia ao fluxo (viscosidade) de solu¢bes. E amplamente
aplicavel na caracterizacéao de sistemas coloidais, uma vez que o comportamento do

fluido esta relacionado com o tipo e o grau de organizacdo dos sistemas.
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Para a caracterizagdo de géis supramoleculares dois experimentos reologicos
comuns sao geralmente realizados: (1) a resposta linear do moédulo (G’ e G”) a uma
pequena amplitude fixa de “stress”, variando a frequéncia e (2) o comportamento nao
linear do mdédulo a uma frequéncia fixa, variando-se a tenséo de cisalhamento (YU et
al., 2013). Como resultado, o material € um “solid-like” em seu comportamento
reologico, sendo que o moédulo de armazenamento (G’) deve permanecer maior do
que o modulo de perda (G”) em uma faixa de frequéncia ampla (incluindo baixas
frequéncias) dentro da regido viscoelastica linear. A forca mecanica do gel é
relacionada as magnitudes absolutas dos médulos e a razdo G'/G” (WEISS, 2014).

A reologia classifica um fluido em Newtoniano ou ndo Newtoniano, de acordo
com a relacédo entre a taxa de deformacdo e a tensdo de cisalhamento. Os fluidos
newtonianos sao aqueles cuja viscosidade é constante e seguem, portanto, a Lei de
Newton da viscosidade. Os fluidos ndo newtonianos sdo aqueles em que a relagcéo
entre a taxa de deformacéo e a tensdo de cisalhamento ndo é constante (Figura 32).

Figura 32 - Representacdo esquemética de curvas de escoamento de fluidos newtoniano e néo-

newtonianos de propriedades independente do tempo de cisalhamento.
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A Figura 33 mostra a variacao da tensao de cisalhamento (1) em fungéo da taxa

de cisalhamento (7). O resultado € uma curva ascendente e descendente que indicam
0 comportamento de escoamento das amostras com 90% e 80% de agua em sua
composi¢cdo. Observa-se que as amostras MEG1AO1_ 90 e MEG1AO1_80
apresentam um comportamento muito préximo ao newtoniano, visto através da reacéo
de linearidade entre a tensdo e a taxa de cisalhamento, o que é caracteristico de
sistemas micelares. Esse efeito pode ocorrer devido a uma maior mobilidade dos
agregados micelares que com a acédo do cisalhamento alinham-se em direcdo ao

escoamento.

Figura 33 - Variacdo da taxa de cisalhamento em funcdo do gradiente de cisalhamento para as amostras
(a) MEG1A0O1_90 e (b) MEG1AO1_80.
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Fonte: Autor.

O ensaio de escoamento nao foi realizado para as amostras contendo 70% ou
menos de &gua em sua composicdo, devido a sua alta viscosidade. Para estas
amostras o comportamento reoldgico foi avaliado através dos ensaios oscilatorios.

Nas medidas de reologia oscilatéria, uma torcao sinoidal é aplicada a uma
amostra e a resposta mecanica é entdo medida em funcdo da frequéncia oscilatéria
ou em funcdo da temperatura. Em um sélido puro a maior resposta torcional é
observada quanto maior for a forca aplicada por unidade de area. Assim, nestes
sistemas a energia aplicada € usada para garantir a recuperagdo instantanea do
proprio sistema ao final do “stress” (forca por unidade de area — Pa) aplicado. Ao

contrario, em um liquido Newtoniano a energia aplicada ndo € armazenada, mas sim
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dissipada como calor no processo de escoamento. Os materiais viscoelasticos
possuem caracteristicas intermediarias aos soélidos e liquidos (GRATIERI, 2010;
JONES; BROWN; WOOLFSON, 2001).

Nas analises reoldgicas, G’ representa a energia armazenada por ciclo, e € 0
modulo de armazenamento ou elastico (‘resposta de solido”). O modulo de
armazenagem € alto se a amostra é predominantemente elastica ou altamente
estruturada, enquanto que G” representa a energia dissipada por ciclo, e € o médulo
de perda, ou viscoso (“resposta de liquido”). (CALLENS, et al., 2003; GRATIERI, 2010;
JONES; BROWN; WOOLFSON, 2001).

As medidas oscilatérias nos fornecem, portanto, informagbes sobre as
propriedades dindmicas de um material, tais como valores de modulo elastico ou
modulo viscoso, ao investigarem a resposta do material submetido a uma torgéo
sinoidal. Assim, os valores obtidos de G’ e G” podem ser utilizados para se predizer o
desempenho das formulagdes (GRATIERI, 2010).

A Figura 34 apresenta a evolucdo dos modulos de armazenagem, G’, e de

perda G”, dos sistemas MEG1AO1 em agua.

Figura 34 - Evolu¢do dos moédulos de armazenagem (G’) e de perda (G”) dos sistemas supra-
anfifilicos MEG1AO1 em conteldo de 4gua de 70 a 30%. As formas geométricas preenchidas

representam o médulo G’ e as formas geométricas vazias representam o modulo G”.
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A andlise de varredura de frequéncia demonstrou que as amostras a partir de
70% de &gua apresentaram caracteristicas mais elasticas do que viscosas, devido aos
valores de G” serem inferiores aos de G’ em todo o intervalo de frequéncia estudado.
Essa caracteristica é interessante do ponto de vista tecnoldgico, jA que para
formulacgdes farmacéuticas, por exemplo, isso facilitaria a aplicacao e o espalhamento
no local. Esses resultados evidenciam um comportamento de gel, independente da
frequéncia, o que reflete uma elevada organizacao estrutural do sistema, como visto
também nas analises de MLP e SAXS. O comportamento tipico de gel (G'>G”) ja tem
sido reportado na literatura para sistemas de cristais liquidos (ANTUNES et al., 2007;
FONSECA-SANTOS, et al.,, 2016) e parece ser caracteristico de alguns sistemas
liquidos cristalinos de fase hexagonal.

Pode-se observar ainda pela Figura 34 que o aumento da frequéncia leva a um
aumento do modulo elastico em relagdo ao médulo viscoso, ou seja a relagdo G’/G”
aumenta proporcionalmente a frequéncia, o que também indica estruturacdo do
sistema. Quando se pensa em desenvolver um sistema para fins de liberacdo de
farmacos, devem ser consideradas caracteristicas do sistema bioldégico a que o
material é destinado, tais como a presenca de agua ou fluidos na superficie bioldgica,
0 que pode ainda estar alterado, devido a processos fisioldgicos como o0s
desencadeados pela inflamagé&o, por exemplo.

Nesse caso, uma diluicdo no sistema aumentaria 0 modulo viscoso do mesmo,
ou seja, diminuiria a relagdo G’/G” (GRATIERI, 2010). Entretanto, como € possivel
notar nessas amostras uma tendéncia na estruturagcdo maior do sistema com o
aumento da frequéncia, é possivel que ao aplicar uma forca sobre o material, como
por exemplo, o ato de espalhamento de uma formulacdo na pele, compense esse
efeito da diluicdo, garantindo que a formulacdo permaneca entdo no local de acédo e
evite ser rapidamente escoada.

A liberacéo de farmacos também pode ser modulada de acordo com a reologia
dos sistemas. Saxena e colaboradores (2011) evidenciaram que o aprisionamento de
um farmaco na estrutura de géis resultou na criagdo de espagos vazios na
estrutura/imperfeicbes através da interacdo com o0s grupos funcionais de
componentes desses géis, 0 que causou um enfraquecimento na estrutura interna que
refletiu nos valores menores do mdédulo de armazenamento. Ainda, a liberagéo foi

melhor em sistemas que possuiam valores maiores do médulo elastico G’, o que levou
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0s autores a concluirem que as caracteristicas reolégicas em uma matriz de gel
determinam o comportamento de liberacdo de farmacos.

Os experimentos reoldgicos conduzidos nesse trabalho levam em conta
somente o sistema e ndo a associacao de sistema e farmaco. Assim, é importante
destacar que de acordo com a finalidade a que se deseja destinar um sistema de
liberagcdo e, portanto, o uso de um ativo farmacéutico em associagdo com esse
sistema deve ser avaliado a fim de garantir a eficacia do mesmo para o objetivo
proposto.

Os experimentos nesse estudo foram realizados usando somente os sistemas
em que os supra-anfifilicos foram preparados em condi¢des equimolares. No caso das
amostras com concentracdo de agua até 80% acredita-se que os supra-anfifilicos
preparados em condicbes nao equimolares, MEG2AO1l/agua, apresentem
comportamento semelhante ao observado para os anfifilicos avaliados. A
caracterizacdo dessas amostras por MLP e SAXS demonstrou um comportamento
isotrépico desses sistemas, estruturados como micelas. Assim, espera-se que tais
sistemas também apresentem uma relacdo linear entre a taxa e o gradiente de
cisalhamento, que é caracteristico de sistemas micelares, conforme observado aqui
para os anfifilicos MEG1AO1/agua.

Os sistemas MEG2AO1l/agua foram preparados a partir dos anfifilicos
MEG2AO01, sintetizados em condicfes de excesso estequiométrico de meglumina.
Nesse caso, para as amostras com maior quantidade de anfifilico, 40 a 70% m/m,
espera-se que também evidenciem um comportamento tipico de gel, conforme
visualizado para os mesmos sistemas a partir de anfifilicos preparados em condicdes
equimolares. No entanto, a extenséo da relacédo entre os modulos elastico e viscoso
e a frequéncia, poderia ser alterada.

Gratieri (2010) evidenciou em seu trabalho que a concentracdo de quitosana,
um polissacarideo, no sistema de liberacdo avaliado, contribuiu para a reestruturacao
do mesmo, que apresentava G”>G’ inicialmente, em solugcbes bastante diluidas. A
maior concentracdo de quitosana foi associada com a menor frequéncia necesséria,
OuU Seja, menor energia para promover a reestruturacao do sistema.

A avaliacdo dos sistemas estudados nesse trabalho mostra que mesmo 0s
supra-anfifilicos em condi¢cdes equimolares ja se apresentam como sistemas
estruturados, a partir de 30% m/m de sistema anfifilico na amostra, independente da

frequéncia, visto pela relacdo G’/G”. Nesse caso, espera-se que 0S sistemas
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MEG2A0O1/agua, cuja evidéncia de sistemas estruturados a partir de 30% m/m de
anfifilico foi evidenciada por SAXS, apresentem também evidéncia de sua
organizacdo estrutural com comportamento reologico semelhante aos sistemas
avaliados aqui. No entanto, devido a uma maior quantidade de meglumina, pode ser
que esta interfira nos resultados dos modulos eléstico e viscoso, e, portanto, na
extensao da relagao G’/G”.

E importante ainda destacar que a caracteriza¢éo reoldgica de sistemas com
propriedades adesivas € muito importante, uma vez que tais analises indicam a rigidez
e elasticidade desses sistemas. Isso porque os produtos desenvolvidos para um
tempo de permanéncia prolongado na pele vao ser submetidos a tensdes oscilantes,
em diversas frequéncias, como resultado das atividades diarias normais. Assim, as
propriedades reologicas devem ser bem compreendidas, jA que irdo influenciar
diretamente o desempenho clinico desses sistemas (CARVALHO et al., 2013; JONES;
BROWN; WOOLFSON, 2001).

4.4.6 Analises de calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

Considerando sistemas que se estruturam como cristais liquidos liotrépicos,
pode-se afirmar que um dos principais constituintes desses sistemas contendo
tensoativos € a agua, cujo comportamento € sensivel a presenca de varios tipos de
interfaces adjacentes (FEHER, 2006). Entretanto, o estudo do estado desse
importante componente, a agua, € muitas vezes negligenciado, e somente o seu ponto
de fusdo no sistema é reportado. O comportamento da agua € sensitivo a presenca
de interfaces adjacentes de natureza diversa, tais como as biomembranas, proteinas
e compostos inorganicos (SCHULZ,1998).

Muitos estudos relevantes de DSC tem proposto que o estado da Agua nesses
sistemas pode ser divido em trés classes, os quais sdo: (i) &gua livre, que é a agua
ndo ligada, cujas temperaturas de transi¢do e formato do pico sdo comparaveis aos
da agua livre ou em “bulk”, (ii) agua nao congelavel, que € a agua intimamente ligada
ao sistema, cuja nenhuma transicéo de fase pode ser detectada no DSC e (iii) agua
ligada congelavel, que apresenta temperaturas de cristalizacéo e fusao abaixo de 0
°C, e 0 pico é observado, geralmente, mais alargado do que o da agua livre (ZAMAN,
et al., 2004; NAKAMUR, et al., 2004; MRLIK, 2017).
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O conhecimento da propor¢do dos diferentes tipos de agua em cristais liquidos
liotropicos € importante para se obter informacdes sobre a estrutura, o que esta
relacionado com a liberacdo de farmacos a partir de preparacdes farmacéuticas
(FEHER, 2006).

Nesse trabalho, o DSC foi usado como 0 método para a avaliacdo do estado
da &gua nos sistemas anfifilicos. A por¢éo de agua ligada foi calculada por diferenca,
da agua calculada experimental. Para isso leva-se em conta a quantidade de agua do
sistema e os valores de entalpia de cada sistema e da agua pura.

A Figura 35 apresenta as curvas de resfriamento do sistema MEG1AO1/agua.

Figura 35 - Curvas DSC de resfriamento para os sistemas MEG1AO1/agua e agua pura, a 5 °C min-!

em atmosfera de N2. Exo (para cima).
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Fonte: Autor.

Pode-se observar que todos 0s sistemas apresentaram picos exotérmicos no
DSC, o que significa que essas amostras possuem agua congelavel, que representa
agua livre e ligada nos sistemas. O sistema com a menor quantidade de &agua

avaliado, 30%, apresenta um pico exotérmico assimeétrico, com temperatura onset de
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-36,27 °C. Observa-se ainda uma tendéncia da temperatura da transicao exotérmica
em se deslocar para valores maiores, conforme o conteddo de &gua no sistema
aumenta (Tabela 4).

Para as amostras com conteudo de agua de 40%, um pico tipico de um ombro
é observado em temperaturas mais baixas que a temperatura da transi¢ao principal.

A presenca de um ombro e uma transicao principal ou picos mais alargados do
gue o solvente puro indica que pelo menos dois tipos de agua coexistem no sistema
congelado (CODONI; BELTON; QI, 2015).

As curvas DSC indicam que os sistemas anfifilicos MEG1AO1 com conteudo
de 4gua de 30 a 60% contém &gua ligada congelavel. Estruturalmente, a agua
denominada de ligada congelavel contém uma camada de moléculas de agua que
interagem com a superficie hidrofilica do sistema, o que faz com que o processo de
congelamento ocorra diferente da agua livre. O aumento dessas interacdes leva a uma
maior dificuldade de difusdo das moléculas de agua, e com isso o congelamento da
agua leva mais tempo para ocorrer (FERREIRA et al., 2016).

Quando a saturacao das interacdes das moléculas de tensoativo com a agua
ocorre, um novo estado da agua aparece no sistema, com caracteristicas que se
assemelham mais a &gua pura. A existéncia de &gua livre nos sistemas
MEG1AQO1/agua foi observada nos sistemas contendo 70 a 90% de agua. Os picos
mais estreitos e os valores de temperatura de cristalizacdo sdo um indicativo da
existéncia de 4gua livre nesses sistemas.

Devido ao efeito de super-resfriamento, as moléculas de agua livre congelam
em um curto periodo de tempo, o que resulta no pico exotérmico fino (VRINGER;
JOOSTEN; JUNGINGER, 1986).

Para os anfifilicos MEG2AOL1 (Figura 36), o sistema com menor conteudo de
agua, 30%, ndo apresenta nenhuma transicdo de primeira ordem no DSC. Esse
fenbmeno é causado pelo fato de que até uma certa quantidade de agua existe uma
forte interacdo entre as moléculas de 4gua e do tensoativo. Esse tipo de agua é
denominado agua ligada ndo congelavel e tem sido interpretada como a agua que

forma uma camada de hidratacio na microestrutura do sistema (FEHER, 2006).
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Figura 36 - Curvas DSC de resfriamento para os sistemas MEG2A01/agua e agua pura, a 5 °C min-!
em atmosfera de N2. Exo (para cima).
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Fonte: Autor.

Nos sistemas com conteldo de agua de 40 a 70% a evidéncia de agua
congelavel ligada é observada, devido ao formato largo do pico e ainda pelas
temperaturas de cristalizacdo que sdo mais baixas, comparadas as do solvente puro,
conforme o contetdo de agua vai diminuindo (Tabela 4). Para os sistemas com maior
quantidade de agua, 80 e 90%, a temperatura de cristalizacao é bastante semelhante

ao do solvente puro, o que é uma evidéncia de agua congelavel do tipo livre.
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Tabela 4 - Dados de DSC para as curvas de resfriamento e aquecimento dos sistemas supra-

anfifilicos/agua.

Pardmetros

Entalpia de Entalpia de
Amostra Tc (°C) Tf (°C) cristalizacdo da fusdo da agua

adgua (J.g?h) J.gY
MEG1AO1_30 -36,27 -26,39 35,72 35,46
MEG1AO1_40 -28,50 -13,22 71,50 71.36
MEG1AO1_50 -25,43 -6,22 122,29 128,04
MEG1AO1_60 -23,64 -4,01 158,64 160,57
MEG1AO1_70 -20,88 -2,38 196,15 203,88
MEG1AO1_80 -19,98 -1,66 245,16 255,69
MEG1AO1 90 -18,32 -1,26 223,57 239,12
MEG2A01_30 a -30,53 a 34,78
MEG2A01_40 -35,67 -20,47 61,14 55,76
MEG2A01_50 -25,28 -13,05 103,15 104,04
MEG2A0O1_60 -20,32 -7,50 126,63 131,90
MEG2A01_70 -21,70 -4,93 187,72 192,07
MEG2A01_80 -18,32 -2,99 228,86 236,29
MEG2A01_90 -21,16 -2,27 285,75 298,38

9 Ndo detectado no DSC

Fonte: Autor.

As curvas de aquecimento também podem ser avaliadas para a caracterizacdo
do estado da agua (Figura 37 e 38) e corroboram com as conclusdes acerca do estado
da agua obtidas pelas curvas de resfriamento.

Para os sistemas MEG1AO1 (Figura 37) em todos os conteludos de agua
avaliados, foram observados um pico endotérmico, cuja temperatura se desloca para
valores maiores conforme o contetdo de agua no sistema aumenta (Tabela 4). Os
sistemas com 70 a 90% de agua apresentam um pico endotérmico entre -2,38 °C e
-1,26 °C, consistente com a presenca de agua cuja atividade é semelhante a
observada para a agua livre, indicando a presenca entdo de agua do tipo livre

congelavel nesses sistemas.
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Figura 37 - Curvas DSC de aquecimento para os sistemas MEG1AO1/agua e 4gua pura, a 5 °C min-!
em atmosfera de N2. Exo (para cima).
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No caso dos sistemas MEG2AO1/agua (Figura 38), no contetdo de agua de
30%, um pico de fusdo foi observado, com onset em -30,53 °C. Pela curva de
resfriamento, nenhuma transicéo foi detectada nessa amostra, no entanto, por meio
da curva de aquecimento acredita-se que parte da agua presente nessa amostra €
uma agua congelavel ligada.

Os sistemas com conteudo maior que 30 e até 70% de agua, possuem
temperaturas de fusdo deslocadas para temperaturas maiores conforme o contetdo
de &gua aumenta. Para o conteudo de agua de 80 e 90%, observa-se picos
endotérmicos em -2,99 °C e -2,27°C, respectivamente, muito semelhante com o
observado para a agua livre.

Os picos de fuséo foram o indicativo da presencga de agua congelavel nesses

sistemas, apesar de néo ter sido possivel evidenciar, nas curvas de aquecimento,
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picos individuais para os tipos de &gua, como foi observado nas curvas de

resfriamento.

Figura 38 - Curvas DSC de aquecimento para os sistemas MEG2A01/agua e 4gua pura, a 5 °C min-!

em atmosfera de N2. Exo (para cima).
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Fonte: Autor.

As curvas de temperatura de fusdo (Tr) e agua ligada plotadas pelo contetdo
de agua, fornecem uma melhor visualizacdo da diferenca entre os anfifilicos (Figura
39). Pode-se observar que o excesso de meglumina no sistema MEG2AO1 contribui
para uma maior retencao de agua no sistema, evidenciado através das menores Tt e

maiores porcentagens de agua ligada, observada para o sistema MEG2AOL1.



Figura 39 - Relacéo entre Ts(a) e 4gua ligada (b) de acordo com o contetido de agua.
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Fonte: Autor.

Na curva de aquecimento de MEG2AO1_40 foi ainda observado uma transi¢ao

vitrea em temperatura proxima a -50 °C e em MEG2A01_30 foi observado um pico

caracteristico de cristalizac&o a frio, que é a cristalizacdo que ocorre durante a rampa

de aquecimento, com Tonset €m -62,42 °C. Pode ser que esse sistemas também

apresente transicao vitrea na mesma faixa de temperatura que o sistema com 40% de

agua, no entanto, devido ao pico de cristalizacdo a frio acontecer na mesma faixa de

temperatura, esta ndo pode ser observada. Esses eventos encontram-se ampliados

na Figura 40.
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Figura 40 - Ampliacdes das curvas DSC na regido de -70 a 10 °C dos sistemas MEG2A0O1 40 e
MEG2A01_30.
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Fonte: Autor.

Apesar do entendimento do comportamento da dgua em sistemas como 0s
estudados nesse trabalho ser bastante desafiador, principalmente quando se tem
multiplos tipos de agua, o foco na analise térmica da agua, permite obter muitas
informacdes pertinentes e interessantes sobre o sistema. A dgua desempenha um
papel importante como um meio que controla a estrutura, funcdo, dindmica e

termodinamica ligada a membranas biologicas (SCHULZ, 1998).

4.4.7 Microscopia eletrénica de varredura no modo ambiental (ESEM)

No intuito de caracterizar a topografia da superficie da fase hexagonal obtida
nos sistemas avaliados nesse estudo, duas amostras com conteldos de agua
diferentes foram selecionadas para medidas de microscopia eletrénica de varredura,
no modo ambiental.

A microscopia eletrbnica de varredura no modo ambiental (ESEM) € uma
técnica poderosa para investigacdo da hidratagdo de amostras em seu estado nativo
e em baixas pressdes. Em contraste com a microscopia eletrbnica de varredura

convencional (MEV), que opera sob um alto vacuo, nas medidas de ESEM, um gas
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circula ao redor da amostra durante a aquisicdo das imagens. Apesar do grande
potencial de ESEM para imagens de sistemas coloidais, € surpreendente que pouca
literatura cientifica tem sido reportada utilizando essa metodologia (LIBSTER et al.,
2008).

Através de medidas de ESEM ¢é possivel observar caracteristicas morfoldgicas
da superficie de fase hexagonal. O modelo classico macroscoépico de fase hexagonal
assume uma estrutura de microdominios alinhados. Na micrografia da ESEM de fase
hexagonal € possivel observar um arranjo de polidominios, refletido por um
alinhamento de multicamadas (LIBSTER et al., 2008).

Figura 41 - Micrografias ESEM de MEG1AQO1 contendo (a) 70%, (b) 50% e (c) 30% de agua.
Magnificagdo de 3000x.
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Fonte: Autor.

A Figura 41 mostra as micrografias de MEG1AO1 70, MEG1AO1 50 e
MEG1AO1_30. Nesse caso, mudangas na superficie puderam ser visualizadas. Uma
estrutura com menor grau de organizacdo (Figura 41-a) evolui a uma estrutura
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caracteristica de fase hexagonal (Figura 41-c), observada pela formacao de fibras
elongadas que seguem um arranjo aleatério. A concentracdo de supra-anfifilico
também parece influenciar nessa morfologia, visto que conforme a quantidade de
supra-anfifilico aumenta no sistema, as interacdes entre eles podem aumentar,
ficando mais proximas e causando, portanto, uma compacta¢do na estrutura do
sistema.

Tanto as medidas de SAXS, quanto ESEM demonstraram que o conteudo de
agua no sistema esta relacionado com a caracteristica micro e macroestrutural, o que
contribui para a formagdo da mesofase, nesse caso. Esses resultados sé&o
consistentes com 0s experimentos de reologia oscilatéria também, que demonstrou
gue o conteudo de agua esta relacionado com o nivel de organizacao estrutural, a

partir da relacédo entre as propriedades elastica e viscosa do sistema (G'>G”).

4.4 8 Bioadesao

A bioadesdo refere-se a capacidade de algumas moléculas sintéticas,
biologicas ou coloidais em se aderir a superficies bioldégicas (CARVALHO et al., 2013).

Um produto designado para aplicacdo topica a um substrato biolégico, tais
como mucosas ou pele, deve preferencialmente, possuir propriedades adesivas, ja
que essas aumentam o tempo de permanéncia no sitio de aplicacdo e assim,
aumentam a eficécia clinica (JONES; WOOLFSON, BROWN, 1997).

A bioadesdo, entretanto, € um fenbmeno complexo e muitas teorias tém sido
utilizadas para explicar esse processo. Acredita-se que a bioadesdo é um resultado
da combinacdo de diversos mecanismos que envolvem as propriedades fisico-
quimicas do material e da superficie biolégica e interacées ndo covalentes entre eles
(KHUTORYANSKIY, 2011).

Uma avaliacdo visual e tatil permitiu observar que os sistemas sintetizados
apresentavam certa adesividade e por isso decidiu-se avaliar como o0s sistemas
MEGAO se comportariam quanto a bioadesdo. Os parametros estudados no teste de
bioadesdo foram a Forca bioadesiva (Fa) e o trabalho de bioadesdo (Ta ). Os
resultados obtidos séo apresentados na Tabela 5 e foram comparados com o hidrogel

de Carbopol a 5% (m/V), utilizado como padrao.



Tabela 5 - Parametros de bioadesdao in vitro (Ta e Fa) dos sistemas MEG1AO1/agua e

MEG2AO1/agua.

Parametros de bioadesao in vitro

Amostras Ta (9.8) Fa (9)
MEG1AO1_70 53,2+9,5 142+ 2,0
MEG1AO1_60 80,1+154 13,8+0,4
MEG1AO1_50 102,1 + 29,8 29,0+21
MEG1AO1_40 84,4+254 453+8,1
MEG1AO1_30 64,6 + 13,9 53,5+ 10,1
MEG2AO01_60 10,3+1,7 3,8+0,7
MEG2AO01_50 34,1+14,3 12,6 + 3,7
MEG2AO01_40 61,6 + 28,3 33,7+£128
MEG2AO01_30 71,7+ 14,5 343+45
Carbopol 5%? 426 +49 86+0,4
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aCarvalho et al. (2012).

Fonte: Autor.

De acordo com Khutoryanskiy (2011), estudos anteriores costumavam relatar
0 uso do pico de bioadeséao (forca maxima necessaria para separar uma amostra de
um substrato biolégico) para descrever o desempenho de materiais bioadesivos. No
entanto, sabe-se atualmente que como o destacamento € um processo fisico
complexo, que ndo depende sé da adesividade mas também das propriedades de
deformacgé&o e mecanicas tanto de amostra e substrato, pode-se dizer que o parametro
que resultou em uma descricdo mais confidvel do desempenho de materiais
bioadesivos € o trabalho de adesao, ou seja, a area sob a curva de destacamento.

Pela Tabela 5 observa-se que no geral as amostras avaliadas obtiveram
valores de Ta e Fa comparaveis do que o gel de Carbopol a 5% utilizado como padréo
(CARVALHO et al., 2012). No geral observa-se também que os valores de bioadesao
para os sistemas derivados de MEG2A01 foram menores do que os de MEG1AO1.
Provavelmente esses sistemas sd0 mais coesos. A coesdo € a interacdo que as
moléculas da amostra possuem entre si, assim quanto mais coesos maiores as forgas
de interacdo entre as moléculas do sistema, menor sera a interagdo com a superficie

bioldgica e menor os valores de bioadeséo. Para MEG1AO1, o trabalho de bioadesao
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aumenta gradualmente com o aumento do supra-anfifiico e portanto, com a
diminuicdo de agua no sistema, até 50%. Apds isso observa-se uma redugdo no
trabalho de adeséo, apesar da forca de adesdo aumentar proporcionalmente ao
aumento de MEG1AO1 no sistema. No caso de MEG2AO1 observa-se um aumento
no trabalho de ades@o a medida que a concentracdo desse supra-anfifilico aumenta
e o0 conteudo de agua consequentemente diminui. Essa variacdo na bioadeséo pode
estar relacionada também com a agua ligada no sistema. Em ambos os sistemas,
conforme o conteddo de agua ligada aumenta, os valores de bioadesdo também
aumentam. No caso de MEG1AQ1 esse aumento ocorre até 50% de agua no sistema

e apos isso os valores tendem a diminuir.

4.5 Ensaio de citotoxicidade dos supra-anfifiicos MEG-AO em células SV-80

A fim de vislumbrar uma possivel utilizacdo desses anfifilicos no ambito
farmacéutico, o teste de citotoxicidade do material foi realizado. Ensaios de toxicidade
dos supra-anfifiicos MEG-AO foram avaliados por meio da adicdo desses sistemas a
culturas celulares de SV-80 e comparadas com a meglumina e o acido oleico.

Um material precisa ser submetido a analises de toxicidade que se resumem
em trés etapas. A citotoxicidade in vitro, que € o contato dos produtos diretamente
com culturas celulares, mimetizando o sistema biolégico. O objetivo dessa etapa é
avaliar o comportamento celular em um meio controlado e menos complexo que o
organismo em si. Apds essa analise preliminar pode-se proceder a experimentos com
animais, embora a tendéncia hoje, em determinadas aplicagbes seja procurar
alternativas a essas andlises e por fim, a experimentacdo em humanos (Martins et al.,
2009).

As células SV-80 utilizadas nesse experimento sdo células de fibroblastos de
pulmao humano. Os fibroblastos sdo células importantes na regeneracdo dos tecidos
e dentre outras funcdes, estdo envolvidos na producgéo de fatores de crescimento que
controlam o crescimento e diferenciagéo celular. Assim sendo, esse ensaio mostra-se
relevante para avaliar o efeito citotoxico e viabilidade celular dos sistemas propostos
nesse trabalho, em diferentes concentragdes.

A Figura 42 representa os resultados de viabilidade celular obtidos para as

células SV-80. De acordo com essa figura, pode-se observar que o acido oleico pode
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apresentar certa toxicidade, o que é dependente da dose. Nesse experimento, em
concentracdes de 50 ug mL?! e 100 pg mL? ele apresenta elevada toxicidade,

reduzindo a viabilidade celular a £ 10%.

Figura 42 - Viabilidade celular (% do controle) de células SV-80 apds 24 h de exposicéo. Os resultados

estéo expressos como média + desvio padrédo (n = 4).
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A meglumina, por sua vez, ndo reduziu a viabilidade celular em nenhuma
concentragéo e sob nenhum tempo de exposicao.

O supra-anfifilico MEG1AO1 também reduziu a viabilidade celular, de acordo
com a dose, sendo essa diminuicdo mais pronunciada na concentracdo de 100 ug
mL?1, o que se deve, possivelmente, a toxicidade inerente de seu &acido graxo
precursor.

Apesar de objetivos diferentes, outros autores ja relataram que o acido oleico
quando conjugado, como por exemplo com a-lactalbumina (HAMLET) e a-
lactalboumina bovina (BAMLET) teve sua toxicidade reduzida (HO et al., 2013;
DELGADO et al., 2015; HOQUE et al., 2013).

Esse €, no entanto, um teste preliminar e outros testes complementares

precisam ser realizados a fim de determinar a toxicidade do material na concentracao
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e finalidade a que se deseja desenvolvé-lo. Apesar da citotoxicidade observada em
fibroblastos, outros resultados do nosso grupo de pesquisa, ainda ndo publicados,
avaliaram supra-anfifilicos a base de meglumina e acido oleico quanto a irritabilidade
dérmica in vivo. Os resultados demonstraram que esses supra-anfifilicos quando em
fase aguosa sdo atdxicos na administracao topica, obedecendo, contudo, um limite na
relagdo supra-anfifilico/agua. Os cristais liquidos avaliados nesse caso, em
concentracfes semelhantes as estudados aqui, apresentaram tolerabilidade local e
nenhum sinal de edema ou eritema foi observado nas peles dos coelhos tanto no teste

primario quanto no teste cumulativo.

4.6 Caracterizacao estrutural dos sistemas supra-anfifilicos com aincorporacao

de um farmaco modelo

A fim de verificar mudancgas estruturais no sistema apés a adicdo de um
farmaco, a dexametasona, um farmaco modelo foi incorporado nos sistemas e 0s
mesmos foram avaliados por PLM e SAXS.

Sistemas com organizacfes estruturais diferentes podem levar a diferentes
perfis de liberacdo de farmaco e assim influenciar na sua performance. Para essas
analises foi escolhido um sistema de cada grupo, com conteudo de agua e anfifilico
igual a 50%. A Figura 43 apresenta as fotomicrografias dos sistemas onde incorporou-

se 10,0 mg g do farmaco.

Figura 43 - Fotomicrografia a 25 °C das amostras a) MEG1AO1_50 F; e b) MEG2A01_50 F.

Fonte: Autor.



117

Observa-se que a quantidade de farmaco incorporada no sistema nao interferiu
no arranjo estrutural dos sistemas caracterizados antes da adicdo. Para ambos o0s
sistemas a caracteristica anisotropica evidenciada por microscopia de luz polarizada
inicialmente foi mantida, ja que pode-se visualizar estrias caracteristicas de fases
hexagonais nessas amostras.

Curvas de SAXS também foram avaliadas (Figura 44), a fim de corroborar com

os dados inicialmente obtidos por PLM.

Figura 44 - Perfis de SAXS para os sistemas antes da incorporacéo do farmaco (A) MEG1AO1_50 e
(B) MEG2A01_50 e apds a incorporagéo do farmaco em (C) MEG1AO1_50 F e (D) MEG2A01_50 F
a 25 °C.
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Fonte: Autor.

Os perfis de SAXS obtidos para ambas as amostras sdo semelhantes aos
obtidos para os mesmos sistemas antes da incorporacao do farmaco, sugerindo assim
gue ndo houve mudanca estrutural desse sistema, com a adicdo da dexametasona e

confirmando os resultados mostrados pela microscopia.
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A adicao de farmacos ou aditivos em arranjos liquido-cristalinos pode modificar
a estrutura de fase ou as propriedades do sistema, o que pode influenciar no perfil de
liberacdo do farmaco. A influéncia do farmaco na estrutura do sistema vai depender
de onde ele se encontra no sistema liquido-cristalino, ou seja, nos dominios lipidicos
ou aquosos (ESTRACANHOLLI et al., 2014).

Sistemas liquido cristalinos em que ndo houve mudangas na estrutura apos a
adicao de um farmaco foi reportado por Estracanholli e co-autores (2014) ao avaliarem
um cristal liquido a base de monoleina e agua. Os autores evidenciaram que a
presenca de um farmaco, o celecoxibe ndo influenciou na estrutura do sistema, o que
indicou que tais sistemas poderiam ser utilizados como veiculo para administracéo

desse farmaco.



119

5. CONCLUSAO

Sistemas anfifilicos a partir de meglumina e acido oleico podem ser formados
através de uma sintese supramolecular simples e pouco complexa. A forca direcional
capaz de guiar a formacao desses supra-anffifilicos é a interacao eletrostatica pela
formacéo do par i6nico entre o carboxilato e o cation aménio da meglumina.

Em fase aquosa esses sistemas mantém-se unidos por interacdes secundarias,
tais como ligac6es de hidrogénio e interagdes hidrofébicas.

Evidenciou-se também a formacao de estruturas caracteristicas de sistemas
liquido-cristalinos quando em agua e os resultados das caracterizacdes por MLP e
SAXS mostraram que os sistemas supra-anfifilicos sintetizados formavam sistemas
isotrépicos, quando em maiores conteudos de agua ou sistemas anisotropicos,
caracterizados por um arranjo de mesofase hexagonal, em menores concentracoes
de &gua e maiores concentracdes de anfifilico.

As caracterizacfes do estado da agua no sistema permitiram observar que esta
encontra-se em diferentes estados, tais como agua livre, ligada congelavel e ligada
ndo congelavel, de acordo com a concentracdo, podendo até mesmo coexistir em
mais de um estado no mesmo sistema.

Os sistemas supra-anfifilicos sintetizados em condi¢cdes nao-equimolares
foram capazes de reter mais dgua em sua estrutura do que os anfifilicos
correspondentes sintetizados em condi¢des equimolares.

A avaliacao do sistema supra-anfifilico quanto a citotoxicidade in vitro permitiu
observar que estes podem ser téxicos de um modo dose-dependente, no entanto, ha
evidéncias experimentais de testes in vivo realizadas em nosso grupo de pesquisa
gue mostraram que esses sistemas em fase aquosa, nas concentracdes avaliadas
nesse trabalho, ndo apresentaram toxicidade dérmica.

Os sistemas supra-anfifilicos também apresentaram ser bastante bioadesivos,
mostrando propriedades adequadas para potencial utilizacdo como sistemas de
liberacdo para aplicacao topica.

A incorporacao de um farmaco modelo no sistema foi ainda avaliado por MLP
e SAXS e demonstraram que ndo houve mudanca estrutural no sistema com a adi¢ao
do farmaco, ja que os mesmos arranjos liquido-cristalinos de fase hexagonal foram

também observados nesses sistemas.
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6 ESTUDO REALIZADO DURANTE O DOUTORADO
SANDUICHE PDSE-CAPES

Esta secdo apresenta o principal trabalho desenvolvido durante o estégio
PDSE-Capes realizado na Case Western Reserve University, em Cleveland, nos
Estados Unidos, sob supervisdo do Prof. Hatsuo Ishida. Esse trabalho foi baseado no
desenvolvimento de uma resina benzoxazina de cadeias ricas em hidrogénio com
baixa temperatura de polimerizacdo para prote¢cdo contra raios cosmicos galacticos
de ultra-alta energia.

1 Introducéo
1.1 Introducéo sobre as benzoxazinas

O laboratério do Prof. Dr. Ishida desenvolve pesquisas principalmente na area
de materiais poliméricos, tais como o processamento de polimeros e compdsitos,
andlises estruturais de superficies e interfaces e caracterizacdes térmicas e
espectroscopicas de polimeros. A principal classe de materiais de interesse desse
grupo sao as benzoxazinas, que sao desenvolvidas para diversas finalidades, seja
para aplicacbes em balistica, mecanica, indlstria automotiva, eletrdnica e
aeroespacial. O Prof. Dr. Hatsuo Ishida tem atuado nas pesquisas envolvendo
benzoxazinas desde que esse polimero foi adotado pela indUstria de compdésitos, no
inicio dos anos 1990.

Apesar da sintese de benzoxazinas terem sido reportadas nos anos 1940, seu
potencial s6 tem sido reconhecido recentemente. Genericamente, as benzoxazinas
séo o produto das reacdes entre amina, fenol e formaldeido (Figura 45) (TSOTRA;
SETIABUDI; WEIDMANN, s.n.t). A purificacdo dos mondmeros da benzoxazina é
bastante dificil e depende da substituicdo do fenol, da amina e do meio de reacdo. A
polibenzoxazina, como é conhecido o polimero formado a partir dos monémeros
benzoxazina, é preparado pela abertura do anel desse monémero benzoxazina tanto
por meio térmico ou catibnico. Na sintese das polibenzoxazinas em geral, um
processo em duas etapas € utilizado. O primeiro passo consiste na abertura do anel

benzoxazina devido ao ataque catidnico que pode ser tanto no —O— ou no —N— do anel
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oxazina seguido da formagdo do ion imino. A segunda etapa é uma substituicdo
eletrofilica do ion imino tanto na posicdo -orto ou -para do fenol (Figura 46)
(RAJASEKAR; HARI, 2016).

Figura 45 - Exemplo de um esquema de sintese da benzoxazina.
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Fonte: Adaptado de Tsotra; Setiabudi; Weidmann. (s.n.t).

Figura 46 - Exemplo do mecanismo de cura da benzoxazina.
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Fonte:Tsotra; Setiabudi; Weidmann. (s.n.t).

Os mondémeros benzoxazina para-substituidos levam a formacao de polimeros
lineares com estrutura fendlica. O comportamento durante a abertura do anel oxazina
depende principalmente da eletronegatividade do anel e diversas benzoxazinas tém
sido sintetizadas a partir de fenois para-substituidos e aminas primarias a fim de

estudar os efeitos da eletronegatividade na polimerizacdo térmica, o que tem
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conduzido ao entendimento de que anéis BZX com substituintes altamente
eletronegativos podem se abrir em baixas temperaturas (RAJASEKAR; HARI, 2016).

Nos anos recentes, as benzoxazinas tem recebido bastante atencdo por parte
dos pesquisadores principalmente devido as suas vantagens significantes
comparadas a outras resinas termofixas, como excelentes propriedades térmicas e
mecanicas, flexibilidade molecular, alto rendimento e energias de superficie mais

baixas do que o politetrafluoroetileno (OHASHI, et al., 2015).

1.2 Materiais para radiacdo galactica

A radiacdo ionizante € uma preocupagdo para com 0S ocupantes e
equipamentos de aeronaves e veiculos espaciais. Os néutrons sao gerados quando
particulas de alta energia interagem com a matéria e como as fontes de radiacédo para
as aeronaves incluem as particulas geradas na atmosfera acima da aeronave, entao
mais néutrons existem nessa situacao do que no ambiente da aeronave espacial. Os
néutrons na radiacdo em altas atitudes aparecem principalmente em duas regides
energéticas: uma baixa regido de energia entre 0,1 e 10 MeV e uma outra de maior
energia entre 50 e 1000 MeV (SINGLETERRY; THIBEAULT, 2000).

Diversos materiais tém sido testados por andlises de simulacéo quanto a suas
propriedades como materiais para protecdo contra a radiacdo galactica. Esses
materiais como por exemplo as ligas de aluminio, é uma liga padrdo que vem sendo
usada na estrutura de diversas aeronaves e naves espaciais. Além disso, as ligas de
aluminio e titdnio tém sido consideradas como o futuro das aeronaves para altas
altitudes. Os outros materiais representam derivados poliméricos como compdsitos
epoxi reforcados com fibra de carbono e materiais a base de polietileno aditivados. Os
compositos a base de polimeros tém sido estudados por diversas razdes, uma vez
que sdo mais leves e, portanto, menos combustivel é gasto para levar esses materiais
a altas atitudes e odrbitas. Além disso esses materiais criam menos particulas de
fragmentacdo do que os elementos pesados das ligas metalicas (SINGLETERRY;
THIBEAULT, 2000).

O grupo do Prof. Dr. Ishida vem trabalhando em um projeto de desenvolvimento
de novas benzoxazinas para fins aeronauticos ha mais de dez anos, em parceria com

a Administracdo Nacional da Aeronautica e do Espaco, a NASA, e devido a questbes
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de confidencialidade previstas no contrato, as estruturas quimicas das espécies
sintetizadas, bem como os reagentes precursores serdao omitidos nesse trabalho.

Um estudo sistematico vem sendo entdo desenvolvido como um esfor¢o para
desenvolver um material com propriedades significativas de protecao a radiacdo. A
pesquisa entdo é focada no desenvolvimento de benzoxazinas de cadeias altamente
hidrogenadas, capaz de transformar a energia cinética dos raios cosmicos galacticos
em energia térmica, que é inofensiva. A nova benzoxazina desenvolvida satisfaz as
condi¢cGes requeridas para o processamento das fibras de polietiieno de ultra-alta
massa molecular (UHMWPE), que é a polimerizagéo da resina a 120 °C em tempo

menor que 2 h.

2 Secdo experimental

Foi sintetizada uma benzoxazina, a partir de um fenol, um derivado amina e
formaldeido, nas razdes de 4:3:12 (fenol: amina: formaldeido). Essa é uma sintese
“one pot” e nesse caso, 0s reagentes foram adicionados a um frasco de fundo
redondo, adicionado cloroférmio em quantidade suficiente e a solucéo foi aquecida
até por volta de 60 °C, sob agitacdo constante. A solucdo apés esse periodo foi
resfriada e mantida sob refrigeracdo, até a proxima etapa ou as caracterizacdes
pertinentes. O material formado possuia caracteristicas de um gel viscoso e
transparente.

A nova benzoxazina sintetizada foi funcionalizada com éster cianato. Para isso,
foi adicionado em um baldo a benzoxazina, brometo de cianogénio e acetona anidra.
A solucéo foi resfriada e mantida em temperaturas entre -5 e -10 °C, enquanto
trietilamina foi adicionada lentamente. Apds esse periodo a reacao foi mantida sob
agitacdo, nessa temperatura, por 2 h.

O material sintetizado foi caracterizado por *H RMN, FTIR e DSC. As analises
de 'H RMN foram conduzidas em DMSO (DMSO-ds), usando tetrametilsilano como
padrdo interno, em um equipamento Varian Oxford AS300 na frequéncia de 300 MHz.
A espectroscopia de absorcdo no infravermelho (FTIR) foi conduzida em um
espectrometro Bomem Michaelson MB 110, equipado com um detector de sulfato de
triglicina deuterado. Foram coletadas 64 varreduras, a resolucdo de 4 cm, apds o
espectrometro ser purgado com ar sintético. As amostras foram medidas pela

solubilizacdo em cloroférmio e um filme foi disposto sobre placas de KBr. Na
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caracterizagéo térmica, um DSC, TA Instruments 2920 foi utilizado, na raz&o de 10 °C

min-1, sob fluxo de N2 (60 mL mint), em cadinho de aluminio selado.

3 Resultados e Discussao

Andlises de *H RMN foram conduzidas a fim de confirmar a sintese da nova
benzoxazina funcionalizada com éster cianato. Varias tentativas de sintese, usando
diferentes precursores e solventes foram realizadas até que a benzoxazina pudesse
ser sintetizada. Inicialmente o tempo de reacao utilizado foi de 12 horas, no entanto,
apos a secagem do material, este formava um gel seco e duro e nenhum solvente era
capaz de dissolvé-lo, com isso, as caracterizacbes ou qualquer procedimento de
manipulacdo da amostra era impossibilitado. Devido a isso, deciciu-se avaliar o tempo
de reacdo por *H RMN, acompanhando a formacédo da benzoxazina, de hora em hora
até 12 h. Verificou-se que a partir de 4 h os picos de ressonancia caracteristicos da
benzoxazina comecavam a se formar. Pensando entdo na formacao do produto e nas
condicBes de manipulacdo apoés a sintese, optou-se por um tempo de 7 h de reacao.
O espectro de *H RMN apoés esse periodo (Figura 47) confirma a formacédo do grupo
benzoxazina, devido a duas ressonanicas caracteristicas e assinaladas no espectro,
em 3,79 e 4,70 ppm, as quais sdo assinaladas para os ptétons Ar—-CH2*-N- e
—O—-CH2*~N-.
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Figura 47 - Espectro de 'H RMN de BZXOCN ap06s 7 h de reagéo.

Fonte: Autor.

O processo de cross-link foi avaliado por DSC como mostra a Figura 48. Pode-
se visualizar um evento endotérmico em 183,8 °C, com T onset por volta de 160 °C.
esse evento é caracteristico da abertura do anel e polimerizacdo da benzoxazina.
Esse evento aparece em temperaturas mais baixas do que as blendas BZN/cianato
reportadas na literatura (OHASHI et al., 2015). A reducdo na temperatura de
polimerizacdo ocorre muito provavelmente devido ao fato de que as reacées com o
éster cianato promovem a abertura do anel oxazina e a polimerizacdo da benzoxazina
de maneira mais eficiente quando ele é parte da molécula de benzoxazina (OHASHI
et al., 2015).
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Figura 48 - Curva DSC de BZXOCN em atmosfera de Na.
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A estrutura molecular foi também confirmada por FTIR (Figura 49). As bandas
em 2205 e 2132 séo tipicas do estiramento OCN. A banda em 1231 cm™ corresponde
a vibracdo assimétrica C—O-C do anel benzoxazina (regibes assinaladas no

espectro).

Figura 49 - Espectro FTIR do mondmero de BZXOCN.

-- T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda /cm?

Fonte: Autor.
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4 Conclusdes

Foi evidenciado a sintese de uma nova benzoxazina com cadeia rica em
hidrogénio. A incorporacdo de um grupo funcional éster cianato reduziu ainda a
temperatura de polimerizagdo sem nenhum iniciador ou catalisador. A temperatura de
polimerizagao foi significativamente menor que as resinas benzoxazinas comuns e as
descritas na literatura para as blendas com éster cianato. Assim, devido a essas

propriedades esse material parece ser altamente atrativo para propositos industriais.
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