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INTRODUGAO

O desenvolvimento de  novas
plataformas de liberacdo de moléculas ativas
tem sido cada vez mais estudado devido a
necessidade de se veicular medicamentos de
maneira sustentada e/ou direcionada, com o
objetivo de diminuir os efeitos colaterais. Um
sistema que se propde a ser uma alternativa
nesta area é o de fases liquido-cristalinas
liotrépicas. Fases cubicas bicontinuas em
meio aquoso formam dispersdes de
cubossomas, que tem a capacidade de
carregar farmacos tanto hidrofilicos quanto
hidrofébicos e libera-los de forma controlada,
estimulados por fatores como  pH,
temperatura e presenca de enzimas. Os
cubossomas podem também ser imobilizados
em hidrogéis com a finalidade de aplicacdes
topica ou subcutdnea. Neste contexto,
estamos avaliando o uso de complexos
eletrostaticos  para  imobilizagdo  dos
cubossomas. Utilizando um  sistema
composto por hidrogel formado pela
complexacgdo eletrostética entre polieletrolitos

de carga oposta, cubossomas imobilizados

carregados com farmacos e um foto gerador
de acido, responséavel por converter um
estimulo luminoso em gatilho quimico. Ao
incidir luz UV, espera-se que este promovera
a descomplexacdo do sistema, pois havera a
(Photoacid

generator), liberando H+ ao meio e, portanto,

decomposicao do PAG

ocorrerd a alteracdo de pH do sistema,
fazendo com que haja a dissociagdo dos
polissacarideos e a consequente liberagcédo

das particulas e dos farmacos.

METODOLOGIA

PURIFICACAO E PREPARO DOS
POLIMEROS

Primeiramente, os polimeros foram
submetidos a um processo de purificacdo
baseada no método descrito por Parchen
(2019). Assim, 5g de quitosana bruta (massa
molar média) foram dispersos em 1L de
solucdo de acido acético 0,5 mol L seguido
de agitacdo por 24 horas. Logo apés, houve a
centrifugacdo da solucdo a 8500 rpm,25°C, por
30 minutos. O material sobrenadante foi
coletado e liofilizado. O procedimento com o

alginato de sodio foi semelhante, de modo que
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aproximadamente 25 gramas deste foram
dispersos em 1L de agua deionizada. No
entanto, devido a alta viscosidade e grande
concentracdo da solugdo, o experimento foi
realizado a 11000 rpm, 25°C, por 8 horas.

As solugbes de quitosana e alginato de
s6dio foram preparadas em diferentes
concentracdes. Alginato de sédio a 70°C ,em
pH neutro, enquanto a quitosana em
temperatura ambiente e pH ajustado com 4cido
aceético 1% (m/m), ambos sob agitacdo por 24

horas.

Por fim, nas titulag6es de quitosana com
NaOH foi adcionado 10 mL de HCI 0,056M em
10 mL do polimero a 1g/L, a fim de que o pH
fosse ajustado para em torno de 1.
Semelhantemente, no
polieletrélito titulado com HCI, 20 mL de NaOH

procedimento  do

0,1M foi colocado em 10 mL de quitosana para

alcancar um pH em torno de 13.

DENSIDADE DE CARGA, TESTES DE
COMPLEXACAO E CARACTERIZACAO.

Para o célculo da densidade de carga,
as solucbes poliméricas serdo submetidas a
titulacdo potenciométrica com NaOH 0,1 M e
HCI 0,05M. Os complexos de alginato de sddio
e quitosana serao preparados na proporcao 1:1
em relacdo a massa e em pH intermediério aos
valores de pka dos polieletrélitos (3,4 — 6,5).
Além do mais, a complexacdo sera avaliada em
diferentes faixas de pH, de modo que apés a
mistura das solu¢fes dos polimeros isolados, o
meio ser4d deixado em repouso para
compactacdo do gel, o qual serd centrifugado

em seguida por 15 minutos a 2500 rpm.

Por conseguinte, a equacdo de
Henderson-Hasselbalch seré utilizada para
expressar a quantidade de carga do complexo
apos a titulagao.

pH = pKa + log E
[HA]

Em vista disso, podera se obter a regido
onde havera a maior quantidade possivel de
polieletrélitos complexados na propor¢cdo 1:1
em relacdo a quantidade de carga, espera-se
gue essa faixa intermediaria seja ideal para a
formacgéo dos complexos.

Ap0s o preparo dos géis, estes seguirdo
para a caracterizagdo com o auxilio de um
texturébmetro, para se avaliar as propriedades

mecanicas dos complexos.
PREPARO DOS CUBOSSOMAS

Os cubossomas de fitantriol serdo
preparados pelo método top-down. Serao
utilizados fitantriol, Pluronic F-
127 difeniliodbnio-2-carboxilato monohidratado
(PAG) e agua MilliQ. O fitantriol sera fundido a
40°C e uma solugcédo 5% de Pluronic F-127 é
adicionada. O sistema serd homogeneizado por
um agitador do tipo vortex e o volume sera
completado com agua deionizada e PAG. O
sistema sera disperso em ultrasson de ponteira

por 30 minutos e 40% de amplitude.

CARACTERIZACAO DOS CUBOSSOMAS

Os cubossomas serdo caracterizados
guanto a diametro hidrodinamico por tecnica de
espalhamento de luz dindmico (DLS) e quanto
a estabiliade da fase bicontinua cubica reversa
por técnica de espalhamento de raio-x a baixo
angulo (SAXS). Os cubossomas seréo

expostos a luz UV (lampada de mercurio, na
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faixa de 350-450 nm por até 6 h), para verificar
sua fotorresponsividade e capacidade de
diminuicéo do pH do sistema.

IMOBILIZACAO DOS CUBOSSOMAS NO GEL E
CARACTERIZACAO

Os cubossomas carregados com o0
fotogerador de acido serao adicionados as
solucBes poliméricas individuais antes de suas
misturas. Com a mistura os cubossomas serao
retidos no gel. O sucesso desta etapa sera
verificado por microscopia confocal, apés
coramento dos cubossomas com corante
hidrofébico vermelho do nilo. A caracterizagéo
do gel sera feita por técnicas reométricas (em
modos rotacional e oscilatério para a
determinagcdo da  viscosidade e das
caracteristicas viscoelasticas),
termogravimetricas (para avaliacdo do teor de
umidade e do perfil de decomposigao térmica)
e mecanicas (ensaio de compressao em

texturébmetro).

Sera determinado o perfil de liberagcéo
do sistema de cubossomas carregados com
diclofenaco e imobilizados no gel. Serdo
colocados em uma membrana semipermeavel
de dialise, exposto a luz UV. Aliguotas serao
coletadas periodicamente e quantificadas
guanto ao teor de diclofenaco por cromatografia

liquida de alto desempenho (HPLC).

RESULTADOS E DISCUSSAO

EFEITO DAS PURIFICACOES NAS TITULALOES
POTENCIOMETRICAS DA QUITOSANA

Os resultados obtidos
experimentalmente evidenciam que havia uma

guantidade consideravel de impurezas na

solucéo do polimero natural, pois
comparativamente as curvas de titulacdo
mostraram-se bastante distintas antes e apos o
processo de purificagdo. Dessa forma, o pka
experimental da quitosana purificada foi de
~6,4, valor este que esta proximo ao que é

encontrado na literatura (6,2-7,0).
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Figura 2- Curva de titulagdo da quitosana néo purificada com HCI
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Figura 3- Curva de titulagdo da quitosana purificada com HCI

DENSIDADE DE CARGA

100 e — | 100
90 | .-':'-. 90
"
80 1" L 80
[ ] 1 [ ]
70 . ! " - 7
= 19 . | n 0
= 60 - ! - 60
. - 1 -
o 50 = ! - L 50
- | [ ]
5 40 . X B 40
30 iy X gt - 30
20 - . : - 20
I- 1 --
10 - " ", 10
07---"'-. | "-70

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 7.0 7.5 80
pH

Figura 1- Gréfico de grau de ionizagdo do alginato (vermelho) e
da quitosana (verde) em fungéo do pH utilizando os valores de
pKa = (6,2-7,0).

O grafico acima mostra o grau de
ionizacdo da quitosana e do alginato, em
funcdo do pH. Como a quitosana possui um

grupo amino e o alginato um grupo carboxilico,
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espera-se que em pH préximo a 5,1 haja a
maior propor¢do de moléculas ionizadas
disponiveis para complexagéo ( cerca de 93%
de cada um dos polimeros envolvidos estarao

na forma ionizada).

TESTES DE COMPLEXACAO

Inicialmente, foram complexadas as
solugbes poliméricas a 1g/L cada uma, de
modo que ndo foi possivel observar efeitos
signifcativos nos diferentes valores de
pH,apenas um precipitado turvo em todas as

misturas.

Figura 4-Testes de complexagdo com solucdes
poliméricas a 1g/L. pH’s da esquerda pra direita: 3,0; 3,5; 4,0; 4,5;
5,1;5,5;6,3e7,0.

Em segunda oportunidade, o]
experimento foi feito com alginato e quitosana a
10 g/L e em presenca de tampdo acetato
25mM/L. Destarte, observou-se visualmente
indicios de formag&o de hidrogel em uma faixa
arbitraria de pH’s. No entanto, os valores
evidenciados experimentalmente nao
concordam com o que foi previsto no célculo
mostrado previamente, de modo que a
complexacéo ideal seria em pH 5,1, enquanto
gue os resultados empiricos mostraram que 0s
géis comecaram a ser formados na faixa de 3,5

a4,3.

pH 3,3 pH 3,5 pH 3,7 pH 4,3 PH 5,6

Figura 5 — Testes de complexagdo com solucdes

poliméricas a 10g/L com tampé&o HAC 25 mM/L.

Assim, solucdes mais concentradas
foram preparadas a 20g/L, sem a presenca do
tampédo acetato e os resultados passaram a
concordar com o que foi proposto tedricamente.
Foram observadas formagbes de gél em pH’s

no intervalo de 5,0 a 6,0.

pH3.0 pH3S pH40

Figura 6- Testes de complexacdo com solugbes
poliméricas a 20 g/L, sem HAC.

Por fim, a partir dos dados obtidos
anteriormente, foi feito um recorte e novos
testes de complexacdo se procederam na faixa
de pH de 5,0 a 6,0. Verificou-se a formacgéo de

complexos em todos os valores.

pH5.0 pH5.2 pHS5.4 pHS5.7

Figura 7- Testes de complexacdo com solugbes

poliméricas a 20 g/L em um recorte de pH.

CONCLUSOES

Em sintese, foi esclarecido a
necessidade de purificacdo dos polimeros que
estdo sendo utlizados, haja visto a grande
diferenca entre as curvas de titulacdo antes e
apos o procedimento.

Além do mais,os polieletrolitos de carga

oposta mostraram capacidade de se complexar
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e formar hidrogéis, especialmente em pH'’s
intermediérios, tendo sido determinada uma
faixa de 50 a 6,0 para prosseguimento no
presente estudo.

Por conseguinte, finalizada a
investigacdo dos coacervados, pretende-se
realizar a caracterizacdo dos géis, bem como o
preparo dos cubossomas carregados com
fotogerador de &cido e os ensaios de liberagao,
avaliando a fotorresponsividade do sistema e

sua capacidade de descomplexagéo.
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