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INTRODUCAO

Existem no mercado muitas vias de administracao de farmacos, entretanto,
muitas delas ndo trazem conforto e bem-estar ao paciente, o que dificulta muito o
processo de adeséao deste ao tratamento. Neste sentido, vem sendo estudados formas
mais eficientes de entrega de farmacos que, além de diminuirem os efeitos colaterais
causados pela droga podem também potencializar seus efeitos benéficos na

eliminacéo dos sintomas e melhora da patologia que esta sendo tratada.

Uma destas formas terapéuticas sé&o os dispositivos de liberacdo de
farmacos, cujo um dos representantes sdo os Hidrogéis. Estes materiais séo
polimeros superabsorventes que tem a capacidade de absorver em suas estruturas
grande quantidade de agua e/ou fluidos biologicos sem sofrer dissolucdo de suas
cadeias. Devido a estas caracteristicas, sé@o utilizados nos mais variados ramos da
industria, desde utilidades domésticas como fraldas, absorventes descartaveis até
produtos de uso médico e farmacéutico como substituicdo de cartilagens, além de
capsulas de liberacéo controlada de medicamentos. (CHANG & ZHANG, 2011; KONO
& FUJITA, 2012, WANG et al, 2014)

Os hidrogéis podem ser obtidos a partir de varias fontes de matéria-prima, tanto
artificiais como naturais. Para uso médico e farmacéutico, os hidrogéis de fontes
naturais tém ganhado grande destaque pelas suas caracteristicas de
biocompatibilidade. Contudo, para evitar a contaminacdo, desenvolvimento de
reacdes alérgicas, entre outras alteracfes ndo desejadas devido a presenca de
compostos organicos e/ou inorganicos naturalmente presentes nos hidrogéis naturais,
além de melhorar sua performance para torna-los competitivos, € preciso purifica-lo e
modifica-lo quimicamente. Neste contexto, a reticulacao representa um meio de se
obter hidrogéis com propriedades diferenciadas, ultrapassando estas barreiras e
criando novos materiais com caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas capazes de

atender ao mercado de maneira sustentavel.

O objetivo deste trabalho é desenvolver hidrogéis naturais biocompativeis e
atoxicos através de biomassa nativa do Cerrado brasileiro, o Tingui (Magonia
pubescens St.Hil), um fruto do Cerrado cujos envoltérios das sementes produzem
um hidrogel natural e avaliar seu desempenho como dispositivo de liberagdo de
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farmaco. A molécula escolhida foi o Diclofenaco de Sédio, um antinflamatério ndo
esteroide bastante utilizado principalmente para alivio de dor e edemas pos cirlrgicos.
Quando administrado ao paciente por via oral sua biodisponibilidade € reduzida de 50
a 60% no metabolismo de primeira passagem, entretanto, sua aplicacéo por via tépica,
ou local, este penetra mais facilmente em tecidos inflamados uma vez que possui alta
afinidade pela albumina — principal proteina presente na regiao inflamada — (DAY et
al. 1999).

Este trabalho visa, portanto, juntar duas frentes de pesquisa de grande utilidade
pela comunidade cientifica e industrial: o desenvolvimento de tecnologias sustentaveis
no desenvolvimento de novos materiais e sua consequente aplicacdo na area da
saude, promovendo bem-estar, eficiéncia e eficacia no tratamento de enfermidades

comuns nas rotinas médico-farmacéutica.

1. REFERENCIAL TEORICO

1.1 Processo Inflamatorio

O processo inflamatdrio, que esta presente em diversas patologias, € uma
resposta do organismo diante de uma infeccdo ou do tecido a injuria celular (alteracao
do metabolismo celular ocorrendo perda de habilidade de manter o estado de
homeostase normal). E caracterizado como um processo complexo e pode-se
manifestar de duas formas: uma resposta inata, que € responsavel pelas
caracteristicas fisicas da regido inflamada, como vermelhiddo, aquecimento, dor,
perda de funcéo, edema; e ainda uma resposta imunoldgica especifica, em que ocorre
0 acumulo de células provenientes do sistema imunologico (leucécitos, macrofagos e
linfocitos). Os anticorpos produzidos pelos linfécitos durante este tipo de resposta
imunoloégica melhoram acentuadamente a resposta do organismo hospedeiro.
(COUTINHO et al., 2009)

Diversos mediadores quimicos séo liberados devido a exposicao das
células aos patdgenos e a lesédo tecidual, e responsaveis pelas caracteristicas da area
inflamada. Histamina, metabdlitos do &cido araquidénico (prostaglandinas (PG),

tromboxanos e leucotrienos), fator de ativacdo plaquetaria, bradicinina, éxido nitrico,

11



neuropeptideos e citocinas sdo exemplos desses mediadores quimicos. (COUTINHO
et al., 2009)

Os fosfolipidios das membranas celulares liberam o &cido araquidénico,
gue livre pode ser metabolizado por duas classes principais de enzimas: as ciclo-
oxigenases (COX), iniciando a biossintese de prostaglandinas e tromboxanos e pelas
lipo-oxigenases (LOX), originando a biossintese de leucotrienos. A isoforma
ciclooxigenasel (COX-1) encontrada em varios tecidos € uma enzima constitutiva,
desempenhando funcéo ao promover homeostasia, principalmente nos tecidos das
plaguetas e do estbmago. Ja a ciclooxigenase2 (COX-2) € uma enzima induzida na
inflamacéo, quando estas sdo ativadas durante o processo e tende a facilitar a
resposta inflamatéria. (COUTINHO et al., 2009)

1.2 Anti-inflamatérios nao esteroides (AINE’s)

Os AINE’s é a classe de farmacos mais utilizada no tratamento de dor
aguda e cronica decorrente do processo de inflamagcdo. Possuem propriedades
analgésicas, antipirética e antiflamatoria, e sua acéo decorre da inibicdo da sintese de
prostaglandinas (PG), mediante inibicdo das enzimas COX-1 e COX-2. (SILVA et al.,
2014)

Muitos AINE’s inibem tanto o COX-1, quanto o COX-2, trata-se de uma
inibicdo ndo-seletiva. O mais antigo deles é a Aspirina, mas além da aspirina outros
se destacam, como o ibuprofeno, o diclofenaco de sodio e o piroxicam. Entre os
problemas desses AINE’s ndo seletivos, esta nos efeitos colaterais causados no trato
gastrointestinal: inibicdo da protecdo de sua mucosa e 0 aumento da secre¢ao acida,
podendo levar a eroséo, ulceracao, perfuracdo e hemorragia, uma vez que inibindo o
COX-1, bloqueia a biossintese de importantes prostaglandinas, que sao fundamentais
para proteger a mucosa gastrica dos efeitos corrosivos do acido estomacal, bem como
para manter a condi¢cdo naturalmente saudavel da mucosa gastrica. (BATLOUNI,
2010)

Diante deste problema, a fim de evitar esses efeitos colaterais, foi
introduzido no mercado inibidores seletivos do COX-2, que visa manter a eficacia
antiflamatéria sem os efeitos gastrointestinais indesejaveis, dentre eles estdo o
celecoxibe e o refecoxibe — que foi retirado do mercado devido aos seus efeitos

colaterais. Porém, estes farmacos também podem causar problemas, tais como
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doencas cardiovasculares e renais, o que fez com que a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aumentasse o controle da venda dessa classe de AINE.

Estes entédo, s6 sdo vendidos com receita médica. (COUTINHO et al., 2009)

Devido aos efeitos colaterais, essa classe de medicamentos deve ser
utilizada ap6s fazer um balanco de riscos e beneficios para o paciente. Porém, ainda
€ a classe mais utilizada na pratica clinica, uma vez que é bastante eficiente para

tratamento de sintomas de processos inflamatérios.
1.3 Diclofenaco de Sodio

O diclofenaco de sadio foi desenvolvido na década de 60, afim de obter um
antiflamatorio ndo esteride (AINE) que apresentasse grande tolerancia e alta atividade
(SALLMANN, 1986). Em 1974 foi lancado pela primeira vez no Japéao, pela Geigy
Pharmaceuticals com o nome comercial de Voltarenfi. Depois seu uso se estendeu
por mais 120 paises e ja em 1986 aproximadamente 150 milh6es de pacientes
espalhados por todo o mundo ja faziam uso dessa droga (CATALANO, 1986).
Comprimidos gastro-resistentes de diclofenaco sédico 50mg estdo entre os quinze

medicamentos mais vendidos no mercado farmacéutico nacional (MORTELO, 2004).

O diclofenaco, o primeiro antiinflamatorio pertencente a classe dos nao
esterdides (AINES) a ser aprovado, é um derivado do acido fenilacético e compete
com o acido araquidonico pela ligacdo a enzima ciclo-oxigenase, resultando na

diminuicdo da formacéo local de prostaglandinas. (MARTINEZ et al., 2004).

Este farmaco € um dos principios ativos mais vendidos no Brasil e esse
grande consumo € devido a uma ampla diversidade de aplicacdes, que vao desde o
tratamento pos-operatorio até o tratamento pés-traumatico da dor (MULLER at al.,
2004). Possui propriedades anti-reumatica, anti-inflamatoria, analgésica e antipirética
e por isso é indicado para uso em condi¢cfes dolorosas cronicas e agudas, inflamacéao
pos-operatoria e pds-traumatica, aliviando a dor e diminuindo a reacao inflamatoria e

0 edema.

7

O diclofenaco é submetido a um significativo metabolismo de primeira
passagem e apenas 60% do farmaco atinge a circulacdo sistémica inalterada apos a
a experiéncia foi adquirida com o farmaco na pratica clinica. Cerca de 12% dos

pacientes experimentam efeitos colaterais, que sao geralmente leves e transitorios, e
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1,5% a 2% tém a droga retirada. (TOOD, 1988). Estes efeitos colaterais ocorrem entre
0,1% e 1% dos pacientes que utilizam este medicamento, especialmente quando
administrado em dose diaria elevada (150 mg) por um periodo longo, séo eles: dor no
peito subita e opressiva, falta de ar, dificuldade de respirar quando deitado, inchaco
dos pés ou pernas. Ha outros efeitos que ocorrem em menos de 0,01% e 0,1% dos
pacientes que utilizam este medicamento, que s&o: sangramento espontaneo ou
contuséo, febre alta, infec¢gOes frequentes, dor de garganta persistente, dificuldade
para respirar ou deglutir, tontura, febre, ndusea, vomito, dor de cabeca, entre outros.
(ANVISA, 2018)

1.4 Vias de administracéo de farmacos

Vias de administracdo sdo as formas como os farmacos entram no
organismo. Pode-se dividir as vias em dois subgrupos: a via enteral e a parenteral. A
primeira, vem do grego entereon que significa intestino, e sdo as vias oral, retal e
sublingual; a segunda vem do grego para - ao lado -, ou seja, que nao é enteral; ela
inclui as vias injetavel, topica, nasal, subcutanea, ocular, entre outros. Cada via é

indicada para uma situacdo especifica e apresenta suas vantagens e desvantagens.

O diclofenaco de sédio € encontrado comercialmente em comprimidos,
para administracdo oral, injecdo para administracao injetavel e gel, creme e emulgel

para administracéo topica.

A eficacia de comprimidos de liberacdo de diclofenaco foi testada em varios
tratamentos, como: dores e sinais de inflamacao pds-operatdrias, danos teciduais,
sindromes dolorosas da coluna, formas degenerativas e inflamatérias de reumatismo,
disturbios reumaticos, osteoartrite, espondilite anquilosante, condicdes ginecoldgicas

dolorosas crises de gota colica biliar e renal.

O diclofenaco € rapido e eficientemente absorvido apds a administracéo
oral ou intramuscular convencional. Apds administracdo intramuscular, as
concentragfes plasmaticas maximas sdo atingidas apos 10 a 30 minutos, a depender
do tratamento. Com a formulagdo com revestimento entérico, as concentracdes de

pico séo atingidas ap6s 1,5 a 2,5 horas, e isso é retardado pela comida para 2,5 a 12
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horas. Apdés uma dose Unica de 50 mg destas formulacdes, as concentracfes

plasmaticas médias méximas do diclofenaco sao de 0,7 a 1,5 mg/L. (TODD, 1988)

A administracdo de 75 mg de diclofenaco, por via oral, foi efetiva no
tratamento de cdlica biliar de 91% dos pacientes com célica renal aguda apés uma
hora, em estudo randomizado prospectivo. O alivio foi observado até 3 horas apés a
administracao. A administragéo de 50 mg ou 75 mg de diclofenaco intramuscular tem
a mesma eficacia do estudo acima, mas com inicio de acdo observado apés 30
minutos. (ANVISA, 2018)

O diclofenaco de sédio é bem absorvido ap6s administracdo oral, porém
sua biodisponibilidade é reduzida de 50 a 60% no metabolismo de primeira passagem
— quando é passado pelo figado (PERIS-RIBERA et al. 1991). Biodisponibilidade esta
relacionada a quantidade de medicamento que atinge a circulagdo sanguinea. E
absorvido no trato intestinal, onde é se dissolve bem. O contrario ocorre no liquido
gastrico, em que o pH é acido, fazendo com que ele sofra ionizagdo — o que dificulta

sua solubilizacdo e posterior absorc¢ao.

Embora as formas farmacéuticas de uso oral sejam as mais prescritas em
funcdo da facilidade de administracdo e maior estabilidade, sdo as que mais
apresentam problemas de biodisponibilidade (PRISTA et al. 1995). Por isso, uma
outra alternativa comercial sdo as pomadas, géis e emulgéis para uso topico, que sao
penetrados mais facilmente em tecidos inflamados, uma vez que possui alta afinidade
pela albumina — principal proteina presente na regido inflamada — (DAY et al. 1999)
de modo que no local a concentracao seja maior do que no sangue (BERTONE et al.
2002). Nao séo todos os farmacos que possui propriedades fisico-quimicas ou
cinético-dinamicas para serem utilizadas em uso tépico (RIVIERE & PAPICH, 2001),

no entanto o diclofenaco sddico € um dos farmacos que se encaixam nesse contexto.

A aplicacéo topica oferece inUmeras vantagens como: evita a via gastrica
— que além de reduzir a degradacgéo prematura do farmaco, reduz também a irritacao
gastrica, ha uma diminuicdo de dosagem (aumento da biodisponibilidade), evita o
metabolismo de primeira passagem pelo figado — o0 que reduz a biodisponibilidade do
DS e também a facilidade de manejo na formulacéo. Ela é, portanto, uma via pratica,
segura e menos evasiva que as outras vias (VILLARIANO & LANDONI, 2006; MILLS
& CROSS, 2006).
15



1.5 Veiculos de administracéo tépica

Nos sistemas de liberagdo, o principio ativo € incorporado a uma rede
polimérica a fim de ser liberado. O tempo de liberacdo do farmaco pode variar de
algumas horas até meses dependendo da estrutura da matriz, do tipo de farmaco e
da aplicacéo a que se destina. Com base na grande variedade de polimeros naturais
e sintéticos, inumeros estudos vém sendo realizados com o intuito de desenvolver
sistemas de entrega de farmacos. Entretanto, a utilizacdo na terapéutica tem suas
restricbes, dentre as quais podemos citar a biocompatibilidade, a toxicidade do
produto final, os custos de producédo e a necessidade de remocéo cirdrgica nos casos
de sistemas nao biodegradaveis (Jogani et al., 2008).

Existe uma gama de compostos ativos com potencial utilizagdo na
terapéutica, mas poucos deles sdo bem-sucedidos clinicamente gracas as
complicacg@es atribuidas a biodisponibilidade e a toxicidade (Argaw, 2005). Embora as
formas farmacéuticas de uso oral sejam as mais prescritas em funcéo da facilidade
de administracdo e maior estabilidade, sdo as que mais apresentam problemas de
biodisponibilidade (PRISTA et al. 1995). Por isso, uma outra alternativa comercial sao
as pomadas, géis e emulgéis para uso tépico, que sdo penetrados mais facilmente em
tecidos inflamados, uma vez que possui alta afinidade pela albumina — principal

proteina presente na regido inflamada — (DAY et al. 1999)

1.6 Hidrogel

Os hidrogéis sdo materiais poliméricos estruturados por redes poliméricas
tridimensionais altamente ou parcialmente hidrofilicas. Esses se destacam por
absorverem elevada quantidade de agua ou fluido biolégico em seu interior sem se
dissolver. A elevada hidrofilicidade e insolubilidade que caracterizam os hidrogéis séo
explicadas em virtude da presenca de grupos funcionais hidrofilicos, e devido ao
entrelacamento de suas cadeias, respectivamente (BUWALDA, BOERE, DIJKSTRA,
FEIJEN, VERMONDEN, HENNINK 2014; ABREU 2008).

Segundo Hoffman (2002), dependendo da composicdo quimica do gel,
diferentes estimulos internos e externos (por exemplo, alteracdes no pH, aplicacdo de
um campo magnético ou elétrico, variacdes de temperatura, radiacdo e ultrassom)
podem ser usados para desencadear o efeito de intumescimento e liberacdo do

farmaco.
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Quando o hidrogel seco € inserido em um meio aquoso ou outro meio de
intumescimento, as cadeias vao interagir com esse meio externo, absorvendo e
acumulando agua ao seu redor, intumescendo. Em um primeiro estagio as moléculas
gue inicialmente adentram o interior do hidrogel come¢am a hidratar os grupos polares
presentes no mesmo, assim promovem ligacdes entre as moléculas do meio inserido
com a estrutura polimérica. Com o decorrer do processo de hidratacdo ou
intumescimento existira um aumento fisico, ou seja, uma expansdo de volume dos
reticulos das cadeias poliméricas dos hidrogéis aprisionando o liquido na parte interna
(AOUADA, 2009; BUENO, 2013). Ainda ocorrera um fendmeno osmotico que
conduzird o solvente para o interior do hidrogel até este atingir o estado de equilibrio
de intumescimento. Nesse estagio, a forca osmotica e a forga elastica (elasticidade
das cadeias poliméricas) se compensam, significando que o mesmo absorveu o
maximo de agua possivel (AOUADA, 2009).

E importante ressaltar que o equilibrio entre os fenémenos de expansio e
retracao de uma determinada rede polimérica depende do solvente e da temperatura.
Assim, o grau de intumescimento € uma caracteristica dos hidrogéis que deve ser
considerada como parametro chave no seu uso e nas diversas aplicacfes, gracas a
sua influéncia no coeficiente de difusdo do soluto, na molhabilidade da superficie e
nas propriedades mecéanicas do material (Peppas et al., 2000; Langer e Peppas,
2003).

Os hidrogéis podem ser obtidos através de materiais sintéticos ou naturais.
Os hidrogéis sintetizados a partir de polimeros naturais apresentam propriedades
satisfatorias, tais como: biodegradabilidade, biocompatibilidade e reconhecimento de
moléculas biolégicas. Porém, possui precaria propriedade mecéanica e podem conter
patégenos. Alguns hidrogéis sintéticos ndo sao recomendados para utilizacdo em area
biomédica, uma vez que podem nao exibir propriedades bioativas. Os hidrogéis
provenientes de polimeros naturais sdo os indicados para utilizacdo na area

biomédica.

1.6.1 Hidrogel natural
Os hidrogéis preparados a partir de polissacarideos sdo 0s que se
destacam por suas excelentes e efetivas propriedades, tais como (HOU, NIE, DU,
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XIONG, FU 2015; CAMPOS, 2009): biocompatibilidade, assim se mantém no
organismo por um tempo ideal e suas moléculas ou metabdlitos que sdo também
biodegradaveis sédo excluidos de forma natural; bioatividade; atoxicidade.

Esses possuem alta disponibilidade (facil acesso), sdo de baixo custo,
possuem diversas massas molares, estao presentes em sua estrutura diversos grupos
reativos, aceitam modificacdes quimicas e por isso sdo encontrados em diferentes
estruturas bem como diferentes propriedades (KARTHIK, 2015).

Os hidrogéis podem ainda ser obtidos a partir outras fontes de matéria-
prima, tanto pela modificacdo quimica da celulose e seus derivados de biomassa,
guanto pela utilizacdo de polimeros naturais como microorganismos (dextrano),
animal (quitosana), algas (alginato), plantas (pectina).e das sementes de Tingui
(Magonia pubescens St.Hil), um fruto do Cerrado cujos envoltérios das sementes

produzem um hidrogel natural.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Sintese e aplicacdo de hidrogel natural a partir de biomassa do cerrado
(Magonia pubescens), que possa ser utilizado como veiculo de liberacdo de

diclofenaco de sédio.

2.2 Objetivos especificos

e Sintese de hidrogéis
e Teste de toxidade dos hidrogéis produzidos
e Avaliar a capacidade de liberacdo de diclofenaco de sédio a partir do

hidrogel

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Producdo do Hidrogel Moido Purificado (HMP) e Moido, Purificado e
Reticulado (HMPR)
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3.1.1 Coleta da Matéria Prima

A coleta da matéria prima, fruto chamada Tingui (Magonia pubescens), foi
feita na regido de Formosa, no Goias. A figura 1 mostra uma foto de uma das arvores

em que o fruto foi coletado.

Figura 1: Arvore e fruto do tingui

Os frutos foram coletados enquanto ainda estavam na arvore, e
armazenados em sacos plasticos até a chegada ao laboratorio.

3.1.2 Moagem e peneiramento do envoltério da Magonia pubescens —

Extracao via seca

As amostras de Magonia pubescens foram moidas em moinho de facas e
passadas pela peneira 35 Mesh (abertura de 0,5 mm). Neste trabalho, utilizou-se o

material com granulometria < 0,5 mm.
3.1.3 Tratamento com Clorito de So6dio 30%

A etapa de purificagdo tem como objetivo evitar a contaminacéo,
desenvolvimento de reacfes alérgicas, entre outras alteracdes ndo desejadas devido
a presenca de compostos organicos e/ou inorganicos naturalmente presentes no
hidrogel de Tingui bem como melhorar sua performance enquanto hidrogel. E
essencial que a etapa de purificacdo extraia o hidrogel natural contido no envoltério in
natura de forma que ndo haja prejuizos as suas caracteristicas de absorcdo de agua.
Para tal verificacdo foram realizados testes de intumescimento com o material apos a

purificacao.

O tratamento com o intuito de purificar o material foi feito considerando as
melhores condi¢cdes de tratamento da matéria prima, conforme estudo de Vieira
(2015).
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Foram pesados 10,0g de envoltério previamente moidos e peneirados em
balanca de precisdo +0,1mg, e transferidos para Erlemayer de 250mL, juntamente
com 10 mL de Acido Acético 1:5 (v/v) e 10mL de Clorito de sodio 30% (m/v). Este
Erlemayer foi tampado com outro de 125mL invertido. O sistema foi aquecido em
banho termotizado a 70 £5°C. As adi¢Bes do acido e do clorito foram repetidas por
pelo menos 3 vezes, em intervalos de 45 minutos, ou até que toda a massa estivesse
uniformemente da cor branca. O material resultante foi filtrado e lavado com solucdes
de &gua destilada e alcool etilico, ambos com pH 4,0, e depois com agua destilada
até total neutralizacao do filtrado.

3.1.4 Modificagao do Hidrogel purificado com N’-N-metilenobisacrilamida

A reticulagado ou entrecruzamento é um tipo de modificacdo quimica que
visa unir as cadeias poliméricas. Agentes de reticulagdo sdo moléculas que
apresentam baixa massa molar e grupos funcionais reativos capazes de permitir a
formacéao de ligagdes dentro e entre as cadeias poliméricas (GONSALVES et al, 2011)
o que faz com que as cadeias fiquem mais rigidas, diminuindo entdo o grau de
reticulagdo, deixando o material mais rigido e gerando poros — o que faz com que
tenha mais espago para a agua. Foram realizados testes de intumescimento nos
materiais sintetizados apds o processo de reticulacao.

As condigbes e quantidades utilizadas neste trabalho, foram também de
acordo com as melhores resultados, conforme estudo de Vieira (2015).

O hidrogel purificado (HP) foi submetido a processo de modificagcéo
quimica, utilizando para isso 0,1mL de solugdo do catalisador N,N,N’,N’ — tetrametil-
etilenodiamina (TEMED) por grama de HP seco, e o agente de reticulacdo N’-N-
metilenobisacrilamida (MBAAm) na concentracao de 30% em relagdo a massa seca
de HP . Foi utilizado ainda 0,2mL de solugao de Persulfato de Potassio (K2S20g) como
inicializador da reacgao de polimerizagao via radical livre para cada grama de HP seco.
As reacdes foram mantidas sob agitacdo maxima por um tempo total de 10 minutos e

a uma temperatura de 40°C.

3.1.5 Secagem
Apos processo de modificagdo quimica os produtos finais (HMP e HMPR)
foram submetido a operacédo de secagem a pressao reduzida, utilizando para tal um

liofilizador de modelo LS3000 da marca Terroni.
20



3.2 Producgao do hidrogel Raspado e Purificado (HRP) e Raspado, Purificado
e Reticulado (HRPR)

3.2.1 Coleta da Matéria Prima

A matéria prima foi coletada da mesma forma que para obtencédo do HMP
e HMPR.

3.2.2 Raspagem do Gel in natura — Extragao Via umida
O Tingui foi primeiramente descascado, retirando a semente localizada no

interior do envoltério como mostra as figuras 2 e 3.

Figura 3: Parte interior do
Figura 2: Parte exterior do

envoltdrio do Tingui e a semente

envoltério do Tingui.
separada.

Fonte: o autor.
Fonte: o autor.

O material descascado foi colocado em
uma bandeja e adicionou-se agua destilada até total
cobertura e deixado em descanso por 12 horas para que o gel natural fosse formado.
Esse gel foi raspado do envoltdrio, formando uma grande massa de gel, conforme

mostra a figura 4.
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Figura 4: Processo de extracdo do hidrogel natural de Magonia Pubescens do

envoltdrio da semente por via imida.
Fonte: o autor.

3.2.3 Secagem e Moagem do Gel in natura
A massa de gel in natura foi submetida a secagem em estufa a 60°C. O
prazo de secagem foi de 2 a 3 dias. Apds este processo, o gel in natura seco foi moido

em moinho de facas com granulometria de 20 a 30 mesh.

3.2.4 Purificagao do Gel in natura com agente oxidante X

Estudos do grupo do laboratério realizou testes em que 1,0g de amostra foi
submetida a concentracéo de 7,0 e 20% (v/v) de “agente oxidante X” em duas faixas
de pH, 11,5 e 10 a uma temperatura fixa de 60 °C em banho termostatizado. O volume
utilizado de cada solugéo foi de 30 mL, quantidade suficiente para que todo o material
ficasse completamente intumescido nesta solugédo. Apds o periodo de 60 minutos, a
mistura foi resfriada e filtrada em cadinho de vidro com placa porosa. A holocelulose
resultante foi exaustivamente lavada com agua destilada até a neutralidade do filtrado
e posteriormente seca até peso constante. E a melhor condi¢ao foi de 7,0% e pH 10
para a biomassa em estudo, e esta condicdo que foi utilizada e produziu o Hidrogel
Raspado Purificado (HRP).
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Figura 5: Processo de producao do Hidrogel Raspado Purificado (HRP) > A, B e C: etapas de

branqueamento do hidrogel. D: Hidrogel raspado purificado e lavado com agua.
Fonte: o autor

3.2.5 Modificagao do Hidrogel purificado com N’-N-metilenobisacrilamida

O hidrogel purificado foi submetido a uma modificacdo quimica a fim de
melhorar seu grau de intumescimento. Esta modificacéo foi feita utilizando a mesma
metodologia do 3.1.4.

3.2.6 Secagem do Gel purificado
Apods processo de modificagdo quimica os produtos finais (HRP e HRPM)
foram submetidos a processo de secagem a pressao reduzida, utilizando para tal um

liofilizador de modelo LS3000 da marca Terroni.

3.3 Grau de intumescimento (Q)

Os materiais produzidos, assim como a biomassa in natura foram
submetidos a um teste para verificar o grau de intumescimento, ou seja, a capacidade
de absorcao de agua e/ou fluidos bioldgicos.

Para tal, utilizou-se a metodologia JIS — Padrao Industrial Japonés K7223,
descrita por Yoshimura, Matsuo e Fujioka, (2006) a qual utiliza folhas de nylon de
porosidade de 255 Mesh e dimensdes de 100mm x 200mm para a realizagdo dos
ensaios. 100mg de biogel seco foram colocados dentro de saquinhos produzidos com
folhas de nylon e colocados em agua destilada a 25°C, e mantidos em agua até
estabilizagcao da massa.

O grau de intumescimento (Q) foi determinado utilizando a equagéao 1:
Q= Pi—Pb-Ps
Ps

(1)
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Onde: Pié o peso do sache com os hidrogéis intumescidos — Ps; 0s séo os
pesos do hidrogel seco e Py, € 0 peso do saquinho de cha em branco depois de imerso
em de agua.

Diante dos resultados encontrados, os passos subsequentes foram
realizados apenas como o HRP, uma vez que seu grau de intumescimento foi o maior,

além de apresentar um menor custo de pré-tratamento.

3.4 Teste pré-clinico de toxicidade

Uma relagao entre o grau de toxicidade e a dose letal média (CLso) de larvas
de Artemia Salina foi estabelecido por Meyer e colaboradores (1982): para valores
acima de 1000 pg/mL, os elementos testados, sdo considerados atoxicos.

Artemia Salina € uma espécie de microcrustaceo da ordem Anostraca,
utilizada neste trabalho como bioindicador de toxicidade.

Foi monitorado por um periodo de 24 horas microplacas com o objetivo de
contar as Artemias mortas. O percentual de mortes é calculado de acordo com a
equacao 2:

[(teste — controle) * 100]
% mortas= controle (2)

3.5 Ponto de Carga Zero

O ponto de carga zero (PCZ) indica o valor do pH que a superficie do
material € neutra, ou seja, o pH é constante. A metodologia empregada para a
determinacao do PCZ é a do “experimento dos 11 pontos”, onde se usa pH variando
de 1,0 a 12,0 de modo que a adsorgao de anions é favorecida quando pH é menor
que o PCZ, enquanto que a adsorgao de cations é favorecida quando o pH da solugéo
€ maior que o PCZ.

Para a determinagao do ponto de carga zero pesou-se aproximadamente
50 mg do HRP e adicionado 50 mL de solugdo aquosa com valores de pH variando
de 1,0 a 12,0 em béquer de 100mL, que foram transferidos para uma mesa agitadora
sob agitagédo de 10 rpm, por 24 horas. Apds 24 horas de equilibrio mediu-se o pH final
com o auxilio de um pHmetro de bancada calibrado com solugdes padrao de pH 4 e

de pH 7. Em seguida foi produzido o grafico de pH inicial versus pH final, sendo que
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o PCZ de cada amostra foi obtido na faixa onde se observou o efeito tampéao, ou seja,
onde o pH n&o variou (independentemente do pH inicial). Desta forma, foi feito uma
média aritmética dos valores de pH final que tendem aos mesmo valor para a

determinacao do PCZ.

3.6 Preparacao da formulagao

Para se estabelecer a quantidade de biogel a ser utilizada em cada
formulagdo, foi realizado um teste de intumescimento utilizando a solugdo de
diclofenaco de soédio saturada (4mg/mL), em que se encontrou um grau de
intumescimento (Q) igual a 52g/g. A formulagéo de DS teve entdo 48,0 mg de biogel
seco, recebendo em cada célula de liberagdo uma concentracdo em massa de 10,0
mg de DS.

A reducdo no grau de intumescimento em relagdo a agua destilada em
temperatura ambiente pode ser explicada pela diminuicdo dos espacos dentro dos
poros do hidrogel além da interrupcéo das ligagbes de hidrogénio mediada pelas
moléculas de Diclofenaco. O inchagco pode ser visto como um mecanismo de
dissolugéo que promove o impulso osmaético do farmaco encapsulado do hidrogel para

o meio de liberacéo (Egbu et al., 2018).

Figura 6: Formulagédo de DS em HPR

Fonte: o autor
3.7 Ensaio in vitro de liberagao do DS
Os ensaios de liberacdo de Diclofenaco sédico com o HPR foram

conduzidos em quatro diferentes condicbes de pH: 2,0; 5,0; 7,5 e 9,0. Através do
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ensaio de pHPCZ. A formulagao foi colocada em saquinhos de tule, e 0 saquinho
colocado em tubos falcons juntamente com o tampao. O sistema foi colocado em
shaker sob agitagdo aproximada de100 rpm e temperatura de 36,5°C.

Foram coletadas amostras de 1 mL a cada 15 minutos, repondo a mesma
quantidade de tampao a cada coleta a fim de ndo alterar o equilibrio quimico do
sistema. Esse processo foi continuado até a liberagcdo maxima ou até que a
concentracido de DS ficasse constante no meio. Os experimentos de liberagao foram

realizados em triplicata.

3.8 Analises em Espectrofotometro UV-vis
A curva analitica utilizada para a determinagdo das diferentes
concentracdes de DS e consequentemente da massa de DS liberada, foi feita em
solugdo com agua destilada, utilizando Amax 295nm. A absorbéancia foi plotada em

funcdo do tempo, obtendo-se a curva.

3.9 Calculo da porcentagem de DS liberada
A partir da massa de DS liberada, determinada pela concentracdo dada
pela leitura na curva analitica, o calculo de porcentagem de DS liberado em cada

temperatura foi feito a partir da equacéo 3:

massa liberada

% DS liberada = x100 3)

massa impregnada
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Grau de intumescimento

ApoOs a realizacdo da etapa de purificacao, os géis foram testados quanto
sua capacidade de intumescimento a fim de se verificar se 0s mesmos ndo perderam
suas propriedades de absorcdo. Apoés purificacdo dos materiais foi realizada uma
modificagdo quimica, e novamente foram realizados testes para verificar o grau de

intumescimento do material.

A dissociacao do Clorito de s6dio em contato com acido em meio aquoso
produz dioxido de cloro, responsavel pelo branqueamento das fibras.
NaClO2@q = Na* + ClO2 (g)

O que provavelmente aconteceu foi a oxidacdo da lignina e outros
compostos formadores da membrana externa da semente de Magonia pubescens
acompanhado da queima da biomassa pelo acido. Testes om novos agentes
oxidantes tém sido realizados com o intuito de substituir agentes oxidantes clorados
Nno processo. Isso porque, a purificacao do biogel exige grandes volumes de agua para

eliminacao total do cloro, além de liberar um gas toxico durante o processo (Cl2).

A reticulacdo ou entrecruzamento € um tipo de modificacdo quimica que
visa unir as cadeias poliméricas — deixando o gel mais rigido — e consequentemente
ha formacdo de poros, o que geralmente faz com que aumente o grau de

intumescimento do material.

Os resultados dos testes de grau de intumescimento da biomassa in natura
obtida por via imida e seca bem como os hidrogéis sintetizados a partir deles estéo

na Tabela 1.

Tabela 1: Grau de intumescimento da biomassa in natura e dos materiais sintetizados

Hidrogel Grau de intumescimento (g/g)
Via seca in natura 45
Via seca in natura purificado com clorito 52
Via seca in natura purificado e reticulado 80
Via imida in natura 161
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Via umida purificado com agente 152

oxidante X

Via umida purificado e reticulado 31

Ao se comparar a absorcao de agua do gel purificado com agente oxidante
X com o in natura, pode-se ainda concluir que a purificagdo em pH 10 ndo é téo
agressiva, uma vez que a absorcdo de agua da biomassa in natura obtido por via
umida é de 161g/g e dela purificada é de 152 g/g. Sendo assim, a purificacdo com o
“agente oxidante X” por via umida se mostrou a melhor rota para purificagdo do
hidrogel, uma vez que foi possivel obter um grau de intumescimento proximo ao

hidrogel via umida in natura

Apos a modificagcdo quimica, o biogel purificado, reticulado e extraido por
via umida (HRPR) obteve uma reducdo muito significativa na quantidade de agua
absorvida, passando de 152 g/g para 31g/g. A diminuicdo do inchamento em hidrogéis
reticulados pode ser atribuida a redugdo nos microcanais, causando obstaculos na
difusdo da agua e reducdo no movimento de cadeias poliméricas causadas pela

presenca de agente de reticulacao (Kouser et al., 2018).

A razdo estequiométrica dos agentes de reticulacdo tem influéncia
significativa nas propriedades finais do hidrogel, uma vez que afeta o grau de
intumescimento reduzindo a porosidade do material, sua hidrofilicidade e a difusdo de
moléculas entre as redes poliméricas formadas. As reticulacbes também sofrem
influéncia do tipo e da concentracéo do reagente quimico empregado como agente de
entrecruzamento. (SCHMIDT et al, 2012). Contudo, observa-se que essa razao esta
diretamente correlacionada com a estrutura e composi¢cdo do material. Utilizando as
mesmas razfes estequiométricas para 0s materiais obtidos por diferentes rotas de
purificacdo, observamos que o HMPR aumentou o grau de intumescimento em 50%
em relacdo a biomassa in natura. Porém o mesmo néo aconteceu para o HRPR, uma

vez que ouve uma reducdo de quase 80% no Q.
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4.2 Teste de toxicidade
O resultado do teste de toxicidade do hidrogel purificado obtido por via

Uumida utilizando Artemia salina € expresso na Tabela 2.

Tabela 2: Percentual de Artemia mortas em diferentes concentra¢cdes da amostra depois
de 8 e 24 horas de exposigéo.

% Artemias mortas

Concentracdo

(ppm) 8h 24h
0 55,0 45,0

250 55,0 42,5

500 12,5 50,0

1250 12,4 55,0

2500 17,5 52,5

5000 27,5 65,0

A toxicidade

nesse teste é determinada pela Dose Letal Mediana (DLso) que é a dose necessaria
de uma dada substancia para matar 50% de uma populacdo em teste. Calcula-se a
DLso através da regresséao linear dos dados da tabela 2. Para 8 horas o DLso foi

9.093ppm e para 24 horas foi 1.140ppm.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), sédo consideradas
toxicas substancias que apresentam valores de DLsg abaixo de 1000 ppm em Artemia
salina. Assim sendo, o hidrogel testado ndo apresentou toxicidade, uma vez que a
DLso> 1000 ppm.

A utilizacdo na terapéutica tem suas restricdes, dentre as quais podemos
citar a biocompatibilidade, a toxicidade do produto final, os custos de producéo e a
necessidade de remocao cirargica nos casos de sistemas néo biodegradaveis (Jogani
et al., 2008). Sendo assim, é fundamental que o hidrogel — para ser utilizado como
veiculo de liberacdo de farmacos — ndo apresente toxicidade, seja biodegradavel e

tenha baixo custo de producéo —, caracteristicas presentes no HRPR.

4.3 Ponto de carga zero
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A obtencdo do Ponto de Carga Zero (PCZ) para o estudo de materiais
absorventes e ou liberagdo de farmaco é muito importante, uma vez que € por meio
dele que € possivel prever o comportamento do hidrogel perante ao meio e a molécula
de interesse.

Na Figura 7 apresenta o grafico de pHPCZ para HRP. O pHPCZ encontrado
foi igual a 7,5, 0 que representa que a superficie do hidrogel é neutra em pH 7,5.
Abaixo deste pH a superficie € carregada positivamente, e acima € carregada
negativamente. Com isso, era esperado que o gel — apos intumescido com solucao
de farmaco anidnico — tivesse maior tendéncia a ser liberado em pHs basicos, devido
a pouca atracao eletrostatica entre as cargas negativas do gel e do meio. E, por outro
lado, em pHs acidos haveria uma grande atracao desse farmaco com o gel, o que
dificultaria a liberacdo dele no meio tamponado. Comportamento inverso seria

observado para farmacos cationicos.
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Figura 7: Determinac&o do ponto de carga zero do Hidrogel obtido por via imida purificado
(HRP)

4.4 Ensaio de liberacéo de DS

Os ensaios de liberacdo de Diclofenaco de Sédio foram realizados em
guatro diferentes condi¢des de pH: 2,0; 5,0; 7,5 e 9,0. De acordo com o PCZ, as
cargas do hidrogel em tampéao de pH 2,0 e 5,0 estariam positivas, em 7,5 neutra e em
9,0 estariam carregadas negativamente. Foi possivel concluir que em pH 2,0 ndo
houve liberagéo do DS no meio. Em pH 5,0 a liberacéo existiu e foi aproximadamente

50% do valor de 10mg adicionado inicialmente. Em pH 9,0 obtivemos a melhor
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liberagédo, em que aproximadamente 91% do DS foi liberado no meio. Em pH 7,5 o

comportamento foi semelhante ao tampao de pH 9,0, em que liberou quase 88%.

Em relacdo ao tempo de liberacdo, em todos os casos em que ela existiu,
a quantidade maxima de DS foram detectadas entre 45 e 60 minutos, como mostra o

Figura 8 abaixo:

=
o
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Figura 8: Cinética de liberacdo de DS utilizando o Hidrogel obtido por via imida purificado (HRP)

como veiculo em diferentes condi¢des de pHs

Uma vez colocado em agua destilada, o diclofenaco de sédio é
desprotonado, passando a ter um carater negativo. A superficie do hidrogel abaixo do
pH 7,5 esta positiva, favorecendo adsorcdo de anions por atracdo eletrostatica das
cargas. Sendo assim, em pHs abaixo de 7,5 esta atracdo atrapalha a liberacao,
principalmente em pH 2,0, em que esta atracdo € muito forte devido a uma grande
guantidade de cations H* presentes no meio impedindo que o DS saia da superficie
do hidrogel. Em pH 5,0 existe a atracdo, porém de menor intensidade, o que possibilita

a liberacéo de aproximadamente 50% do DS.

Em tampado com pH acima do PZC do hidrogel, ha uma repulsdo do DS
com a superficie do material, uma vez que nessas condi¢des a absorcao de cations é
favorecida, e o que se tem é um anion de um sal desprotonado. Isto favorece a
liberacdo, e faz com em pH 9 a quantidade liberada seja ligeiramente maior no que
em pH 7,5 devido a repulsdo ser maior, uma vez que ha um maior numero de cargas

OH no meio tampéo.
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Além disso, o diclofenaco é absorvido no trato intestinal, onde se dissolve
bem, e é por isso também — além da atrac&o eletrostética entre gel e DS — que houve
um grande desprendimento dele em meio tamponado bésico (pHs 7,0 e 9,0). O
contrario ocorre no liquido gastrico, em que o pH é acido, fazendo com que ele sofra
ionizacdo — o que dificulta sua solubilizacéo e posterior absor¢éo, o que é comprovado

pelo ensaio de liberacdo em pH 2 em que n&o houve liberagdo do DS no meio.

Gongalves (1999) testando liberacdo de Diclofenaco de Sdédio em
microesferas de quitosana reticuladas com Epicloridrina e outras com Glutaraldeido,
conseguiu aproximadamente 34,4% em 4 horas de ensaio em pH 6,8 e 30,4% em pH
9 em 6 horas liberagédo para o primeiro material; e 13,7% de liberacdo em pH 6,8 em
4 horas de liberacéo e 14,3% em pH 9 em 6 horas para o segundo. Sendo assim, o
presente trabalho apresenta melhores resultados, uma vez que o HRP conseguiu

liberar aproximadamente 90% em pH 9.

5. CONCLUSAO E PERSEPCTIVA

Dos pré tratamentos testados com a biomassa in natura — moido e
purificado com Clorito de Sodio e raspado e purificado com o0 Agente oxidante — a que
apresentou melhor resultado foi 0 segundo. Uma vez que aumentou 190% o grau de
intumescimento. Além do mais, ela também é mais economicamente favoravel, uma
vez que os custos com a purificacdo usando o “agente oxidante X” sao inferiores ao
utilizando o Clorito. Outra vantagem de utilizar o segundo método de purificacéo é a
inexisténcia de gases toxicos — no caso da primeira forma de purificacao ha liberacao
de gés cloro que deve ser retirado apos o término da purificacdo, aumentando assim

mais uma etapa no processo.

Quanto a reticulacao: ela foi satisfatéria para HMP, aumentando em 54% o
grau de intumescimento; porém, o mesmo ndo ocorreu com o HRP, em que reduziu
em quase 80% sua capacidade de absorcdo de agua. Novos estudos deverdo ser
feitos a fim de testar outras metodologias que consiga aumentar o Q do biogel apés

purificacao.

O presente estudo demonstra que o hidrogel produzido a partir da

raspagem da biomassa in natura e posterior purificacdo com Agente oxidante tem
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grande potencial para ser utilizado como veiculo de liberagdo de farmacos, uma vez
gue este material ndo apresenta toxicidade aguda aparente, como sugerido pelo teste
de toxidade realizado com Artemia Salina, o que € ideal para administracdo topica.
Em relacdo a producéo de comprimidos para administracao oral, o hidrogel sintetizado
apresenta vantagens em relagdo a sua matéria prima — biomassa abundante no

cerrado brasileiro, que ainda n&o possui grandes aplicacoes.
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