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RESUMO

SOQOUZA, J. V. S. Preparacédo de biocompdésitos magnéticos a base de gelatina para
liberacdo controlada de doxorrubicina. 2017. 127 f. Tese (Doutorado em Quimica,
area de concentracdo: Polimeros) - Programa de Pdés-graduagdo em Quimica,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

Dispositivos para liberacdo controlada de farmacos séo sistemas a base de
polimeros que contém, em seu interior, uma carga farmacéutica que é liberada
gradativamente quando em contato com o meio fisiologico. Esta liberacdo gradual do
farmaco oferece grandes vantagens quando se compara ao método convencional de
adminstracdo como, por exemplo, maior concentracdo do medicamento no tecido
doente e menos efeitos adversos. Quando este tipo de sistema contém material
magnético, ele pode ser facilmente direcionado e, consequentemente, o tempo para
o dispositivo chegar ao local desejado, assim como o percurso percorrido diminuem.
Com a finalidade de se obter um dispositivo magneticamente controlado para
liberacdo de doxorrubicina (DOX), foram estudadas a preparagao e a caracterizagao
de biocompdsitos a base de gelatina e magnetita. Microesferas foram preparadas
por meio de emulsdo agua-em-0leo e diferentes agentes de reticulagdo com baixa
citotoxicidade  (frutose, glicose, 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida,
glutaldeido, genipina) foram avaliados em substituicdo ao reticulante convencional
(glutaraldeido), com o intuito de minimizar efeitos adversos ocasionados pela
liberacdo de moléculas de agente de reticulagdo ap6s a degradacdo do
biocompoésito nas células alvo. Magnetita obtida com cloreto ferroso ou sulfato
ferroso, além de um fluido magnético, foram avaliados a fim de maximizar a
magnetizagdo dos biocompdsitos. A influéncia de campo magnético constante,
campo magnético oscilante e auséncia de campo magnético sobre a liberacdo de
doxorrubicina também foi estudada. Os biocompdsitos foram caracterizados por
percentual de gelatina dissolvido em agua (técnica de determinacgéo de proteina com
reagente de biureto), microscopia eletrdbnica de varredura, analises
termogravimétricas, magnetdmetro de amostra vibrante e testes de liberacao in vitro
do farmaco. A ferramenta planejamento de experimentos variando-se o tipo de
reticulante (frutose ou glicose), a concentracdo de reticulante, o tempo de
aguecimento e pH do meio reacional foi realizado a fim de encontrar quais
parametros influenciam o grau de reticulacdo das microesferas. Os resultados
mostraram que tanto a frutose como a glicose tém sua reacdo de reticulacao
fortemente influenciada pelo pH reacional e pelo tempo de reacdo. Comparando-se
todos os reticulantes estudados, verificou-se que, a genipina é o melhor agente de
reticulacdo para as cadeias proteicas de gelatina, porém seu alto custo (cerca de R$
880,00/g de microesferas) inviabiliza processos em larga escala. A utilizacdo de
frutose como reticulante levou a obtencdo de microesferas de gelatina com
propriedades fisicas melhores que as reticuladas com glutaraldeido e de baixo
custo (cerca de R$ 2,25/g de microesferas). Os biocompodsitos sintetizados
apresentaram elevada magnetizacdo de saturagdo e comportamento
superparamagnético. Além disso, variando-se o campo magnético externo foi possivel
modificar o perfil de liberagcdo de doxorrubicina.

Palavras-chave: Microesferas de gelatina. Grau de reticulagdo. Biocomposito.

Propriedades magnéticas.



ABSTRACT

SOUZA, J. V. S. Preparation of biocomposites based on gelatin for doxorubicin
controlled release. 2017. 127 f. Tese (Doutorado em Quimica, area de concentracao:
Polimeros) - Programa de Pds-graduacdo em Quimica, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

Devices for drug controlled release are polymer-based systems which
contain a pharmaceutical filler that is released gradually when in contact with
physiological medium. This gradual release offers great advantages when compared
to the conventional administration method, for example, medicament higher
concentration in diseased tissue and fewer adverse effects. When this type of system
contains magnetic material, it can be easily directed and, consequently, the time for
the device to reach the desired location as well as the path traveled decrease. In
order to obtain a magnetically controlled device for the release of doxorubicin (DOX),
the preparation and characterization of biocomposites based on gelatin and
magnetite were studied. Microspheres were prepared by water-in-oil emulsion and
different crosslinking agents with low cytotoxicity (fructose, glucose, 1-ethyl-3- (3-
dimethylaminopropyl) carbodiimide, glutaraldehyde, genipine) were evaluated
instead of the conventional crosslinker glutaraldehyde in order to minimize the
adverse effects caused by the release of crosslinking molecules after biocomposite
degradation in the target cells.. Magnetite obtained with ferrous chloride, ferrous
sulfate or in a magnetic fluid, were evaluated in order to maximize the magnetization
of the biocomposites. The influence of constant magnetic field, oscillating magnetic
field and absence of magnetic field on the release of doxorubicin was also studied.
The biocomposites were characterized by the percentage of gelatin dissolved in
water (protein determination technique with biuret reagent), scanning electron
microscopy, thermogravimetric analyzes, vibrating sample magnetometer and in vitro
drug release tests. The design of experiments tool, varying the type of crosslinker
(fructose or glucose), the crosslinker concentration, the heating time and the pH of
the reaction medium was performed in order to find which parameters influence the
degree of cross-linking of the microspheres. The results showed that both fructose
and glucose have their crosslinking reaction strongly influenced by the reaction pH
and the reaction time. Comparing all of the crosslinkers studied, genipine was found
to be the best cross-linking agent for gelatin protein chains, but its high cost (about
R$ 880.00 / g of microspheres) made it impossible to process large-scale processes .
The use of fructose as a crosslinker led to the production of gelatin microspheres
with better physical properties than glutaraldehyde and low cost (about R$ 2.25 / g
microspheres) crosslinked. The synthesized biocomposites presented high saturation
magnetization and superparamagnetic behavior. In addition, by varying the external
magnetic field it was possible to modify the doxorubicin release profile.

Keywords: Gelatin microspheres. Extent of crosslinking. Biocomposite. Magnetic

properties.
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INTRODUCAO

Sistemas para liberacdo e transporte controlados de farmacos séo temas de
pesquisas nas ares de medicina, farmacia e quimica. E muito importante e
necessario que estas pesquisas avancem porque sdo excelentes alternativas ao
tratamento que utiliza farmacos quimioterapicos, especialmente farmacos
anticancer.

Quando particulas (nano e microesferas, fibras ou implantes) carregadas com
farmacos sao direcionadas para as células ou tecidos alvo, ha a diminuicdo dos
efeitos adversos e da toxidez do farmaco enquanto sua eficAcia aumenta
(CUKIERMAN e KHAN, 2010; MUNIYANDY et al., 2004; ROULLIN et al., 2002).
Particulas poliméricas tém sido utilizadas frequentemente para produzir esses
materiais,, especialmente microesferas, por possuirem pequenos tamanhos e alta
eficiéncia no transporte de moléculas (JASPREET et al., 2003). Um dos polimeros
mais populares para este fim é a gelatina, por causa da sua biocompatibilidade,
biodegradabilidade, baixa antigenicidade, baixo custo, inUmeros grupos funcionais
ativos para fazer ligagbes com moléculas de farmaco, além de facil utilizacdo em
formulacbes parenterais (KHAN et at., 2014; LEE et al., 2013; LEO et al., 1997;
RATHNA, 2008; SANTORO et al., 2014).

Entretanto, por apresentar solubilidade em agua, a gelatina precisa ser
modificada para ser utilizada em dispositivos biomédicos. Esta modificacdo envolve
uma reacao de reticulacdo para conectar as cadeias proteicas de gelatina e, assim,
diminuir sua solubilidade. Para este propdsito, muitos estudos utilizam glutaraldeido
como agente de reticulacdo (DINARVAND et al., 2005; GAIHRE et al., 2009; RAO et
al., 2015) porque este reagente € de facil obtencdo, € de baixo custo e reticula a
gelatina rapidamente e com grande eficacia (KHOR, 1997). No entanto, a
biodegradacéo da gelatina reticulada com glutaraldeido pode causar citotoxicidade e
efeitos adversos (LIEN et al., 2008).

Diferentes métodos de reticulacédo quimica da gelatina tém sido reportados na
literatura a fim de minimizar a toxidez associada aos agentes de reticulacao
(ADHIRAJAN et al., 2007; CORTESI et al., 1998; LIEN et al., 2008; SCHULER,

2004; SIIMON et al., 2015). Com este objetivo, nesta Tese foram avaliados frutose,
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glicose, genipina e 1-etil-3(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) como agentes
de reticulagao.

Outra propriedade que deve ser observada nos sistemas de liberacdo
controlada de farmacos é como os mesmos s&o transportados até as células alvo. E
importante que as particulas que contém o farmaco entrem em contato com o tecido
doente tdo rapido quanto possivel e que atravessem o0 menor caminho com o
objetivo de evitar que a carga farmacéutica seja liberada em local indesejado. Uma
das formas de se obterem estas propriedades € incorporar material magnético a
particula carreadora de farmaco. Por essa razdo, magnetita foi utilizada no preparo
dos biocompésitos produzidos nesta Tese.

O farmaco escolhido para a aplicacdo dos biocompdsitos foi a doxorrubicina.
Este farmaco é utilizado contra uma variedade de doencas malignas (COUKELL e
SPENCER, 1997) e, como outros quimioterapicos, é muito téxico (FAN e DASH,
2001) e precisa ser direcionado com exatiddo e rapidez ao tecido que precisa ser
tratado a fim de evitar toxidez em tecidos saudaveis.

A presenca de grupos funcionais como amina (-NHy e carboxila (-COOH) faz
da gelatina um candidato adequado para se ligar com farmacos como doxorrubicina
e formar um conjugado farmaco-polimero (LEO et al., 1997).

Apesar de a aplicagdo de magnetita em microesferas de gelatina para
liberacdo controlada de doxorrubicina ja ter sido reportada na literatura, a avaliacao
dos reticulantes frutose, glicose, genipina e EDC como alternativa menos citotdxica
ainda nao foi estutado. Também nao foi reportado até a presente data, a influéncia
de diferentes campos magnéticos externos sobre a liberacdo da molécula de
doxorrubicina. Dessa forma, o0 objetivo desta Tese é desenvolver um sistema
carreador de doxorrubicina a base de gelatina que seja magneticamente controlado
e que seja reticulado com uma molécula menos citotoxica que o convencional

glutaraldeido.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Gelatina

Gelatina é um polimero vitreo parcialmente cristalino e altamente hidrofilico
(MAMANI, 2004) obtido da hidrélise parcial das cadeias proteicas de colageno
proveniente da pele, 0ssos, dentes e tecidos conjuntivos de animais.

Os processos de fabricagdo da gelatina envolvem a destruicdo total das
estruturas terciaria e secundéria e alguma extensdo da estrutura primaria do
colageno (FERNANDEZ-DIAZ et al., 2001). Comercialmente, a gelatina é fabricada
por dois diferentes processos: hidrélise acida e hidrolise basica. A gelatina obtida via
hidrélise acida (gelatina tipo A) utiliza matéria-prima suina e necessita de um preé-
tratamento com &cido diluido por um periodo de trés dias. A gelatina obtida via
hidrolise basica (gelatina tipo B) é fabricada utilizando-se matérias-primas de origem
bovina que sdo lentamente hidrolisadas. Apds a etapa principal de extracdo da
gelatina, ha etapas posteriores de purificacdo, controle de qualidade, esterilizacao e
secagem.

Modificando-se 0s parametros experimentais destes dois processos de
fabricacdo (pH, temperatura, tempo de extracdo, e tipo de colageno) ha a
possibilidade de obtencdo de gelatinas com inumeras diferencas em termos de
qualidade, geleificacdo, massa molar e ponto isoelétrico. Por conta disso, 0s
fabricantes oferecem grande variedade de gelatinas com diversas possibilidades de
aplicacao.

A proporcdo e a sequéncia dos aminoacidos encontrados em uma cadeia
polimérica de gelatina geralmente variam em funcé@o da fonte de matéria-prima e do
tipo de pré-tratamento aplicado ao colageno.Contudo, a gelatina é formada por uma
sequéncia de 18 diferentes aminoacidos e sua estrutura basica é apresentada na
Figura 1. Apesar do elevado numero de aminoacidos presentes em sua estrutura,
sempre had uma predominancia dos aminoacidos glicina, prolina e hidroxiprolina
(MAMANI, 2004). A Tabela 1 mostra como a composi¢cdo de aminoacidos varia nos

dois tipos de gelatina.



Figura 1 - Unidade basica das cadeias de gelatina.
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Fonte: HATHOUT; OMRAN, 2016.

Tabela 1 - Porcentagem dos aminoécidos na gelatina
(adaptado de GENNADIOS et al., 1994).

Aminoéacido Tipo A* Tipo B*
Lisina 2,7 2,8
Histidina 0,4 0,4
Arginina 4,9 4,8
Acido aspartico 4,5 4,6
Treonina 1,8 1,8
Serina 3,5 3,3
Acido glutadmico 7,3 7,2
Prolina 13,2 12,4
Glicina 33,0 33,5
Alanina 11,2 11,7
Valina 2,6 2,2
Metionina 0,4 0,4
Isoleucina 1,0 1,1
Leucina 2,4 2,4
Tirosina 0,3 0,1
Fenilalanina 1,4 1,4
Hidroxiprolina 9,1 9,3
Hidroxilisina 0,6 0,4

*Numero de residuos de aminoacidos em base a 100 residuos totais.

Fonte: O autor, 2017.

Fisicamente, as cadeias de gelatina sao positivamente carregadas em 13%

do seu total por causa da presencga dos aminoacidos lisina e arginina. Por outro lado,

cerca de 12% das mesmas cadeias proteicas sdo negativamente carregadas por
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causa da presenca dos terminais de &cidos glutamico e aspértico (HATHOUT;
OMRAN, 2016). Estas natureza e estrutura Unicas tornam a gelatina um biopolimero
adequado para realizar ligacdes quimicas com uma ampla variedade de moléculas,
inclusive farmacos. [Estas caracteristicas aliadas a propriedades de
biocompatibilidade e biodegradabilidade faz da gelatina candidata promissora para a
aplicacdo em materiais biomédicos.

Dispositivos biomédicos a base de gelatina podem ser fabricados das mais
variadas formas: fibras (RUJITANAROJA; PIMPHAB; SUPAPHOL, 2008),
microesferas (CORTESI et al., 1999; GOHEL et al., 2005), flmes (BIGI et al., 2002),
membranas (LAI; LI, 2011), esponjas (ULUBAYRAM et al., 2002), etc) e para
diferentes aplicacdes na liberacéo controlada de farmacos (ADHIRAJAN et al., 2007;
CHOUBEY; BAJPAI, 2010; CORTESI et al., 1999, SAMAD et al., 2009; WU et al.,
1995), engenharia de tecidos (LI et al., 2006), veiculo para entrega genética
(TRUONG-LE et al., 1999), etc.

Entre as diversas possibilidades da aplicacdo de gelatina em biotecnologia,
destaca-se a utilizacdo de microesferas para transporte e liberacdo controlada de
substancias farmacologicamente ativas. De acordo com Souza (2012), as
microesferas normalmente sdo fabricadas pela técnica de reticulagdo de uma
solucdo aquosa de gelatina em emulsdo agua-em-6leo, mas os parametros de

preparo variam muito na literatura encontrada como pode ser visto na Tabela 2.

Tabela 2 - Diversidade de parametros de preparo das microesferas de gelatina
encontrada na literatura.

Autor An.o dew Conc. gelatina EA/FO Velocidade Temperatura
publicacdo (m/'v) (rpm) (°C)
Habraken 2009 10 /5 500 60
Samad 2009 20 1/4 2000 40
Cortesi 1998 15 1/20 - 80
Lu 2007 25 4/75 420 70
Liang 2003 25 /5 - 50
Plichta 1994 20 - - 60
Vandelli 2001 30 12 800 60
Saravanan 2008 215 4/57 10000 60

Fonte: SOUZA, 2012.
Legenda: FA/FO = razéo fase aquosa/fase oleosa.
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1.2 Modificagdo da gelatina

Por causa da alta solubilidade da gelatina em meio aquoso na temperatura
corpOrea, suas cadeias poliméricas precisam ser reticuladas por meio da formacao
de ligacdes cruzadas entre elas para que sua aplicabilidade seja viavel em sistemas
biolégicos.

Agentes de reticulacdo quimica séo utilizados muito frequentemente para esta
finalidade. Estas substancias sdo compostos bifuncionais ou polifuncionais que
atuam ligando-se a grupamentos carboxilicos ou amino de moléculas adjacentes da
gelatina. Exemplos deste tipo de reticulador incluem: formaldeido, glutaraldeido,
gliceraldeido, iminas, cetonas, sacarideos, corantes, carbonato de célcio,
carbodiimidas, genipina e outros compostos bifuncionais (ADHIRAJAN et al., 2007;
CHOUBEY; BAJPAI, 2010; GAIHRE et al.,, 2009; LIEN; TE LI; HUANG, 2008;
MADHUSUDANA RAO et al.,, 2015; MO et al., 2000; SIIMON, K.; SIIMON, H;
JARVEKULG, 2015; ULUBAYRAM et al., 2002; URANGA et al., 2016).

Apesar da grande variedade de substancias com alto potencial de utilizacédo
como agente reticulador de gelatina, glutaraldeido € um dos reticulantes mais
utilizados para este fim. Glutaraldeido é atrativo por ser um reagente barato,
amplamente disponivel e reticula tecidos e cadeias proteicas com rapidez e eficacia
(KHOR, 1997). Entretanto, a biodegradacdo de particulas de gelatina reticuladas
com glutaraldeido podem ocasionar a liberacdo de moléculas de reticulante no
interior do corpo humano e ocasionar efeitos adversos, pois glutaraldeido possui
propriedades citotoxicas (CHATTOPADHYAY; RAINES, 2014; LIEN; TE LI; HUANG,
2008).

Com o objetivo de evitar a citotoxicidade causada pelo glutaraldeido,
inUmeros trabalhos de pesquisa de dispositivos biomédicos sdo encontrados na
literatura utilizando agentes de reticulagdo alternativos (ADHIRAJAN,;
SHANMUGASUNDARAM; BABU, 2007; CORTESI; NASTRUZZI; DAVIS, 1998;
LIEN; TE LI; HUANG, 2008; SCHULER, 2004; SIIMON, K.; SIIMON, H;
JARVEKULG, 2015; URANGA et al., 2016). Os mais comuns S&o:
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1.2.1 Carboidratos

Alguns autores utilizaram sacarideos como alternativa de agentes de
reticulacdo de proteina.

Galactose, sendo o agucar com estrutura analoga a do glutaraldeido, tem
grande potencial para as reacdes de reticulagdo da gelatina. Este sacarideo foi
estudado em 2001 e 2002 por Schoevaart e Kieboom para a reticulagdo de
proteinas. Os autores utilizaram galactose oxidada por oxigénio molecular catalisada
pela enzima D-galactose oxidase. Eles concluiram que a galactose, nestas
condicdes, apresenta propriedades semelhantes as do glutaraldeido e que a
reticulacdo de proteinas pode ser bem-sucedida a partir de produtos biciclicos
oriundos da oxidacao da galactose.

Lactose, um acucar de facil obtencdo, também foi utilizado por alguns
pesquisadores na tentativa de reticulacdo de gelatina. O primeiro relato com este
objetivo foi reportado em 1993 por Venkatachalam et al., que conseguiram induzir a
reticulacdo em determinada extensdo em proteinas do leite (VENKATACHALAM et
al. 1993). J&4 Wijk et al (2006) estudaram os derivados da oxidacdo enzimatica da
lactose como potenciais agentes de reticulacdo. Chegaram a conclusao de que o0s
compostos aldeidicos obtidos a partir da lactose resultam em produtos estaveis em
condicBes alcalinas e neutras apds sua rea¢do com proteinas via reacéo de Maillard.
Bhat e Karim (2014) prepararam e caracterizaram filmes de gelatina reticulados com
lactose ou ribose combinados com irradiagcéo de luz ultravioleta.

A utilizacdo de sacarose foi descrita por Cortesi et al. (1998), Schuler (2004),
Gohel et al. (2005) e Samad et al. (2009). Esses autores afirmam ter obtido sucesso
na reticulacdo das cadeias proteicas de gelatina com a utilizacdo desse
dissacarideo. No entanto, Souza (2012) afirma que os grupos -carbonilicos
provenientes das metades glicose e frutose, que compdem a sacarose, ndo estao
disponiveis para realizacdo de reticulacdo por causa da ligacdo peptidica existente
na molécula. Além disso, Souza (2012) relata que a diminui¢cdo da solubilidade como
resultado da reticulacdo das cadeias de gelatina utilizando sacarose na preparacao
deve ser atribuida a formacéao de reticulagdes intramoleculares.

Quando se trata de sacarideos, glicose e frutose sédo utilizados com maior

frequéncia. A molécula de glicose (CgH1206) contém seis atomos de carbono e um
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grupo aldeido e €, consequentemente, referida como uma aldo-hexose. Pode existir
em uma forma de cadeia fechada (ciclica - Figura 2a) e aberta (aciclica - Figura 2b).

Figura 2 - Formas ciclica (a) e aberta (b) da glicose.

Fonte: O autor, 2017.

A frutose (Figura 3) possui um grupo funcional cetona como grupo

caracteristico e, por apresentar 6 carbonos, € considerada uma cetohexose.

Figura 3 - Formas ciclica (a) e aberta (b) da frutose.

O .

HO
HO

HO OH a OH OH b

Fonte: O autor, 2017.

Em solucdo aquosa, tanto para glicose quanto para frutose, a forma ciclica
esta em equilibrio com a forma aberta e, em pH acido ou neutro, a forma ciclica é
predominante.

Os grupos funcionais cetona e aldeido provenientes de aguUcares redutores,
como frutose e glicose, reagem formando ligacbes covalentes com grupamentos
amina das cadeias de gelatina e posteriores ligacdes cruzadas gerando uma rede
polimérica insoltvel (CORTESI et al., 1998; GOHEL et al., 2005; SCHULER, 2004).

O mecanismo envolvido nos processos de reticulagdo de gelatina por

acucares redutores é descrito por Samad et al. (2009) e pode ser visto na Figura 4.
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Figura 4 - Representacdo esquematica do mecanismo de reticulacdo de gelatina por
acucar redutor.
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produta reticulado aminoglicosideo

Fonte: adaptado de SAMAD et al. (2009).

Apesar de estes dois acucares serem moléculas promissoras para a formacéo
de reticulacdes nas cadeias gelatinosas, sdo poucos os trabalhos na literatura que
os utilizam com este objetivo. Os trabalhos mais recentes utilizando-se glicose como
reticulante foram publicados por Siimon, Siimon e Jarvekulg (2015), Lama et al.
(2014) e Masutani et al. (2014).

Nanofibras de gelatina termicamente reticulados com glicose foram
preparados por Siimon, Siimon e Jarvekulg (2015). Eles estudaram o efeito da
concentracdo de glicose sobre as propriedades mecéanicas das fibras. Concluiram
que a reticulagdo com glicose aumentou consideralmente o modulo elastico da
fibras, o que tornou o material produzido por eles adequado para aplicacdes
biomédicas.

Ja Lama et al. (2014) relataram que as nanoparticulas de gelatina e colageno
foram satisfatorioamente estabilizadas pelas reticulacdes formadas pelas moléculas
de glicose.
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Enquanto Masutani et al. (2014), que também utilizaram glicose como agente
reticulador, estudaram os efeitos da radiacdo ultravioleta sobre a reticulagdo de
matrizes de gelatina com glicose. Os autores concluiram que a utilizacdo da
radiacdo aumenta a estabilidade térmica das particulas e que a adicdo de glicose
aumenta significativamente o grau de reticulacdo das amostras.

Outras pesquisas mais antigas também utilizaram glicose com a mesma
finalidade (reticular a gelatina) para diferentes dispositivos, porém todos com
interesse na aplicacdo na area biomédica (CORTESI; NASTRUZZI; DAVIS, 1998;
GHOEL et al., 2005; HIWALE et al., 2011).

Assim como para a glicose, também sdo poucos os artigos cientificos
encontrados na literatura que relatam a utilizacdo de frutose como agente de
reticulacdo. As trés principais referéncias estao listadas a seguir.

Cortesi, Nastruzzi e Davis (1998) produziram e examinaram a cinética de
dissolucéo de microesferas e discos de gelatina reticulados com glicose, frutose e
sacarose tanto em sua forma nativa quanto na forma oxidada. Os resultados obtidos
indicaram que a reticulagcdo acontece de maneira mais efetiva quando o sacarideo
se encontra na forma oxidada. Eles também chegaram a conclusédo de que todos os
acucares estudados, quando na forma oxidada, sdo candidatos adequados para
serem utilizados em substituicdo dos agentes reticulantes sintéticos a fim de reduzir
seus efeitos citotoxicos.

Ulubayram et al. (2002) avaliaram glutaraldeido, EDC e frutose como agentes
de reticulacéo para a gelatina. Eles estudaram os efeitos do tipo e da concentragao
de reticulador sobre as propriedades mecéanicas, estabilidade e citotoxicidade de
esponjas de gelatina. Ao término de seus experimentos, concluiram que as
propriedades mecanicas das esponjas reticuladas ndo dependem do agente de
reticulacdo, visto que apresentaram propriedades muito semelhantes. No entanto, as
amostras reticuladas com frutose apresentaram degradacdo mais rapida que as
amostras reticuladas com os demais reticulantes nas condi¢des estudadas.

Schuler (2004) formulou matrizes a base de gelatina utilizando frutose e
sacarose como reticulantes com o objetivo de aplica-las em sistemas para liberagéo
controlada de farmacos. As matrizes preparadas demonstraram performance

aceitavel de inchamento e erosdo quando se utilizaram 15,8% de frutose.
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Comparando-se com matrizes nao reticuladas, as formulagdes que continham
frutose apresentaram melhores comportamentos de inchamento e erosao.

Por causa do seu alto potencial como reticulante, baixo custo, ampla
disponibilidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade e, além disso, ter sido pouco
explorado na literatura, nesta Tese glicose e frutose serdo estudadas como
possiveis reticulantes para microesferas de gelatina para liberacdo controlada de

doxorrubicina.

1.2.2 Genipina

A genipina (Figura 5b) é um iridoide derivado do geniposideo (Figura 5a), que
pode ser extraida do fruto do jenipapo (Genipa americana) ou do fruto da Gardénia
(Gardenia Jasminoide Ellis). Os iridoides sdo monoterpenos caracterizados por

possuirem em sua estrutura basica o esqueleto ciclopentano-pirano.

Figura 5 - Estrutura quimica do geniposideo (a) e da genipina (b).
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Fonte: O autor, 2017.

E um excelente agente de reticulacdo para proteinas, colageno, gelatina e
quitosana, mas suas principais aplicaces sao na medicina popular oriental, por
causa de sua acentuada propriedade antiinflamatoria e para a fabricagcdo de
corantes, pois sua reacao espontanea com aminodacidos produz um pigmento azul
muito utilizado na industria alimenticia. Baseado em seu uso tanto na medicina

tracional chinesa quanto no ramo alimenticio, que data de muitos séculos, pode-se
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afirmar que sua utilizacdo é segura para o sistema biolégico humano e que possui
baixa citotoxicidade.

O mecanismo de reacdo de reticulacdo da gelatina pela genipina se da
qgquando a molécula de genipina se liga a um grupo amino terminal da gelatina
formando uma amida secundaria e uma ligagdo amino heterociclica (CUI et al.,
2013). Este mecanismo ndo havia sido totalmente elucidado até 2013. Mesmo
assim, varios autores obtiveram sucesso na reacdo de reticulagdo de particulas a
base de gelatina utilizando genipina como reticulante. Diferentemente do que ocorre
com os sacarideos, ha um elevado niumero de publicacbes relatando resultados
experimentais da utilizacdo da genipina como reticulante. Grande parte destes
trabalhos teve como objetivo substituir o glutaraldeido (por conta da ja fortemente
evidenciada baixa citotoxicidade da genipina).

Pode-se encontrar na literatura a aplicacdo de genipina para a fabricacdo de
dispositivos a base de gelatina tanto na forma de filmes (AMADORI et al., 2015; BIGI
et al., 2002; Ma et al., 2013), quanto na forma de microesferas (LIANG et al., 2002;
DE CLERCQ et al., 2016), como na forma de hidrogéis (NICKERSON et al., 2006;
CUI et al., 2014), microcdpsulas (CHEN et al., 2010), discos (YAO, 2004), estruturas
para engenharia de tecidos (DEL GAUDIO et al., 2013; LIEN, LI; HUANG, 2008;
TETIl et al., 2013; ULUBAYRAM et al., 2002), entre outras.

Independente da formulacdo ou dos parametros experimentais, as conclusées
de vérias pesquisas convergem para a afirmacdo de que a genipina é um 6timo
reticulante para a gelatina e o dispositivo final apresenta excelente
biocompatibilidade.

Dentre os trabalhos que ja utilizaram dispositivos a base de gelatina e
genipina para liberacdo controlada de farmacos, segundo Liang et al. (2003), as
microesferas de gelatina reticuladas com genipina podem ser utilizadas como
sistemas portadores de farmacos para a administracdo intramuscular.

Almeida et al. (2007), utilizaram dispositivos a base de gelatina, quitosana e
genipina para liberar timolol para tratamento de glaucoma. Estes dispositivos
forneceram uma entrega segura e muito bem controlada do farmaco utilizado. Sendo
assim, genipina foi utilizada com sucesso na reticulacdo da gelatina.

Choubey e Bajpai (2010) observaram que a liberagdo de doxorrubicina

aumenta até um limite, quando se utiliza 0,1326 mM de genipina. Valores de
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concentracdo acima deste limite ocasionam diminuicdo da taxa de liberagcdo do
farmaco, pois o0 maior nimero de reticulagbes diminui o grau de inchamento das
particulas e dificulta a difusdo da molécula bioativa.

Os exemplos supra-citados ddo uma mostra de que as pesquisas com
genipina ja podem ser encontradas na literatura com diversas formas de entrega do

farmaco.

1.2.3 Carbodiimidas

Carbodiimidas soluveis em agua quando utilizadas em baixas concentracdes
também podem ser alternativas viaveis para a reticulacdo de gelatina com a
auséncia de subprodutos que apresentem toxidez (TOMIHATA; IKADA, 1996). A
grande vantagem da utilizacdo deste agente de reticulagdo é a producédo de ligacbes
cruzadas do mesmo tipo das ligagdes encontradas nas cadeias proteicas da gelatina
(ligacBes amida).

Adhirajan et al. (2007) concluiram que a reticulacdo da gelatina com a
utilizacdo de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) é uma funcdo da
concentracdo e do tempo de reticulacdo. Além disso, foi observado que o grau de
inchamento influencia fortemente o comportamento de liberagéo das microesferas.

Cristiano et al. (2010) estudaram propriedades térmicas, morfolégicas e
absorcdo de agua e quanto ao perfil de permeacao de p-hidroxiacetanilida (p-HAA )
como farmaco modelo de filmes reticulados de gelatina (Gel), caseina (Cas) e a
mistura Gel/Cas (1:1, m/m). Os resultados obtidos de grau de reticulagdo por EDC
(de 90,6% para filmes de gelatina e cerca de 70% para filmes de caseina e misturas
Gel/Cas (1:1, m/m)) e de permeacédo de p-HAA através dos filmes indicaram que os
dispositivos tém liberacdo controlada do farmaco principalmente pelo mecanismo de
difuséo.

Lai e Li (2011) utilizaram com sucesso EDC como agente reticulante para
gelatina e concluiram que esta substdncia € adequada para a fabricacdo de
bioadesivos e carreadores de farmacos até uma concentragdo de 0,1 mmol EDC/mg
de microesferas de gelatina.

O processo de reticulagéo da gelatina com a utilizacdo de EDC pode ser visto

na Figura 6.
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Figura 6 - Processo de reticulacdo de gelatina utilizando 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) como agente reticulante.
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Fonte: Adaptado de Lai e Li (2011).

1.3 Liberacé&o controlada de farmacos

Quando ha a necessidade de administracdo de um farmaco, independente de
sua origem ou finalidade, o objetivo principal dessa administracdo € que a
concentracdo do farmaco seja maximizada no tecido alvo para que o tratamento da
doenca seja efetivo e, também, para que os efeitos adversos sejam minimos.

Na realidade, a maior parte do farmaco que entra em contato com o sistema
biolégico € disperdicada, devido a sua distribuicdo por outros tecidos e a sua
metabolizacdo ou excrecdo antes de atingir o local de ac&o. Por estes motivos, para
que haja éxito, o tratamento devera ser feito de forma a seguir dosagens precisas e
frequentes, em horéarios especificos pré-determinados. Mesmo com todos estes
cuidados que devem ser seguidos pelos pacientes, a concentracdo do farmaco no
plasma sanguineo oscila entre niveis toxicos e ineficazes. Sendo assim, o objetivo
de um sistema de liberacdo controlada de farmacos € manter uma concentracao
constante da molécula bioativa no sangue ou tecido-alvo. A Figura 7 mostra um

esquema comparativo entre o sistema convencional e o de liberagao controlada.
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Figura 7 - Esquema comparativo dos perfis de liberacdo de farmacos em funcéo do
tempo: convencional x liberag&o controlada.
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Fonte: AZEVEDO, 2005.

Como se observa na Figura 7, ha uma grande oscilacao nos niveis do farmaco
quando se utilizam os métodos mais conhecidos. Nesse caso, 0 medicamento
percorre um grande caminho até chegar ao tecido-alvo e, ao chegar, grandes picos
no nivel do farmaco sao observados a cada dose administrada. Quando o farmaco é
administrado com dispositivos de liberacdo controlada, hd uma constante liberacdo
do medicamento, permanecendo constante entre 0 maximo e minimo desejado por
um longo periodo de tempo e, conseqientemente, impossibilitando, dessa forma,
inefetividade ou toxicidade.

Além de manter o farmaco dentro da concentracdo desejada, outro importante
objetivo dos sistemas de adminstracao controlada de farmacos a fim de minimizar os
efeitos adversos. Outras vantagens dos sistemas de liberacdo controlada sobre os
métodos convencionais incluem:

* Diminui¢do da frequéncia da administracdo do medicamento e maior tempo de
permanéncia na circulacao;
= A liberacdo sustentada pode conduzir a uma baixa dosagem do farmaco, que é

importante quando se lida com medicamentos que tém efeitos colaterais
significativos ou toxicidade;
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= A colaboracdo do paciente pode ser melhorada com administragdo segura e
conveniente;

= Farmacos com alto metabolismo de primeira passagem pelo figado ou
desativacao pelo trato gastrointestinal podem ser efetivamente utilizados;

» Direcionamento a alvos especificos com possibilidade de se incorporarem
substancias hidrofilicas e lipofilicas, em determinados sistemas.

Materiais de naturezas diversas tém sido utilizados como suportes de sistemas
de liberacdo controlada. Destes, os materiais poliméricos sdo, sem duvida, os mais
investigados.

Com o advento dos materiais poliméricos, surgiram 0s primeiros sistemas de
liberacdo modificada. Em 1952, surgiu uma das primeiras formas farmacéuticas de
acdo prolongada, o Spansule®, da empresa Smithkline Beecham. O medicamento
consistia de uma capsula gelatinosa dura, contendo Varios revestimentos, que
permitia a libera¢éo do farmaco por um tempo prolongado (MOLINA, 2010).

Com o grande numero de vantagens que os sistemas de liberacdo controlada
apresentam, surgiu um grande numero de pesquisas e, como consequéncia, a partir
da década de 80, varios dispositivos comerciais para a liberagcdo controlada de
farmacos foram desenvolvidos por pesquisadores na Europa, Japdo e Estados
Unidos (HOLLAND; TGHE, 1986, LANGER; PEPPAS, 1981, PITT, 1990).

A primeira geracao de sistemas para liberagédo controlada de farmacos (1950-
1980) teve seu foco na liberacdo sustentada por via oral e transdérmica e no
estabelecimento de mecanismos controlados de libertacdo de farmaco. A 22 geracéo
(1980-2010) foi dedicada ao desenvolvimento de sistemas de liberagdo auto-
regulados a longo prazo e sistemas de distribuicdo baseados em nanotecnologia
(PARK, 2014).

Hoje em dia sdo dezenas de produtos que ja se encontram disponiveis para
comercializacdo. Os principais sdo para liberacdo de moléculas contraceptivas, por
exemplo:

. implantes de reservatérios subdérmicos compostos de polimeros nao
degradaveis que liberam o farmaco por 5 anos;

. implantes subdérmicos ou microesferas injetaveis compostas de materiais
biodegradaveis, tais como copolimeros a base de 4&cidos latico e glicdlico,

policaprolactonas ou colesterol;
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. anéis vaginais, que sdo sistemas de reservatorio de silicone usados por
periodos de tempo que variam de um més a seis meses.

O desenvolvimento destes dispositivos teve inicio com o uso de polimeros néo
biodegradaveis (em sua maioria sintéticos), nos quais a liberacdo depende do
processo de difusdo, e subsequentes progressos levaram ao uso de polimeros
biodegradaveis, onde predomina o mecanismo de liberacdo controlada pelo
intumescimento ou erosdo (MOLINA, 2010).

A liberacdo do farmaco pode ser feita por trés principais mecanismos: atraso
na taxa de dissolugdo das moléculas do farmaco, inibicdo da difusédo do farmaco do
interior para o exterior do dispositivo ou controle do fluxo da solugcdo do farmaco
(UHRICH et al., 1999) (Figura 8).

Figura 8 - Mecanismos de liberacdo controlada de farmacos.
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Fonte: Adaptado de UHRICH et al.(1999).

De acordo com Yadav e Varshney (2013), frequentemente verifica-se a
utilizacdo de microesferas como suporte para os dispositivos de liberacao
controlada. Segundo os mesmos autores, as microesferas podem ser:

» Bioadesivas: adeséo do dispositivo diretamente na membrana de mucosas, tais

como retal, nasal, bucal e ocular. Estes tipos de microesferas tém longo tempo
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de permanéncia no local de aplicagdo e produz acéo terapéutica em parte
especifica do corpo.

= Magnéticas: microesferas portadoras de particulas magnéticas que liberam o
farmaco a medida que séo estimuladas por campo magnético externo.

» Flutuantes: sdo microesferas de menor densidade que o fluido estomacal e
permanecem flutuando no interior do estdbmago. Dessa forma, a liberacdo do
medicamento se da de forma gradativa e com taxas controladas.

» Radioativas: sé@o injetadas nas artérias que conduzem aos tumores. Nestas
condi¢cbes, as microesferas radioativas podem entregar alta dose de radiacao
para as areas especificas e que ndo danificam os tecidos saudaveis.

O farmaco pode ser incorporado nas microesferas durante a sua sintese ou
depois da formacdo das microesferas. A incorporagdo in situ s6 pode ser utilizada
para farmacos que ndo sao afetados pelos parametros de preparo das microesferas
(temperatura, solventes, agentes de reticulacdo etc), caso contrario, 0 medicamento
somente podera ser adicionado ao suporte a partir das microesferas pré-formadas.

A utilizacdo de material magnético em matrizes poliméricas para liberacéao
controlada aumenta a eficiéncia do método porque permite uma maior facilidade no
direcionamento das particulas até alvos especificos, o que proporciona maior
eficiéncia terapéutica e menor frequéncia de efeitos adversos (LOKWANI, 2011).

A liberacdo controlada de farmacos utilizando microesferas magnéticas foi
descrita pela primeira vez por Widder et al. (1979), que utilizaram um transportador
de farmacos biodegradavel capaz de ser direcionado in vivo ao local desejado por
meio de campo magnético externo.

Na terapia de cancer onde o transporte de farmacos € magneticamente
controlado, um agente citotoxico é ancorado a nanoparticulas magnéticas
biocompativeis (biocompdsitos). O conjunto farmaco-biococompd@sito é injetado no
paciente via sistema circulatério. Conhecendo bem o sistema circulatério € possivel,
com auxilio de um campo magnético externo, concentrar o complexo em alvos
especificos no organismo quando as particulas entram em contato com o fluxo
sanguineo (Figura 9). Uma vez que o biocompdsito se encontra no local desejado, o
farmaco é liberado por atividade enzimatica, mudancas no pH, na temperatura ou no

campo magnético e ataca as células tumorais.
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Figura 9 - Esquema hipotético de um sistema de entrega de
farmacos magneticamente controlado.
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Fonte: WU et al., 2015.

Até 2003, poucos eram os estudos de entrega magnética de farmacos em
humanos (PANKHURST et al., 2003). Um destes estudos foi realizado por Libbe et
al. (1996) que obtiveram resultados que demonstraram boa tolerancia na aplicacao
de ferrofluidos em 14 pacientes. Eles verificaram que o ferrofluido foi direcionado
aos tecidos alvo sem que houvesse toxicidade.

Posteriormente, pesquisas clinicas foram realizadas pela FeRx Inc. onde
sistemas carreadores de farmacos a base de ferro metélico e carvéo ativado foram
testados no tratamento de tumores de figado (ARRUEBO et al., 2007).

Atualmente, jA& ha disponiveis dispositivos magnéticos para liberacédo
controlada que sao comercializados. Como exemplo, Chemicell comercializa
nanoparticulas magnéticas do tipo casca-nucleo que contém um nucleo de
magnetita e uma casca de amido com terminais catiénicos que podem ser facilmente

trocados por farmacos positivamente carregados (Figura 10).



39

Figura 10 - Nanoparticula magnética comercializada por Chemicell.

Fonte: CHEMICELL, 2014.

Um dos farmacos mais estudados na atualidade para liberagdo controlada € a
doxorrubicina (DOX). A doxorrubicina é um medicamento quimioterapéutico
amplamente utilizado para tratamento do cancer e considerado um dos poucos
farmacos a ser encontrado no mercado para comercializagdo na forma vetorizada
(Doxil® / Caelyx®) (OCTAVIA et al., 2012). Consequentemente, seus resultados de
sucesso e usos superiores fazem dele um dos medicamentos modelo para um alto
namero de estudos publicados no campo da nanomedicina para modificar sua
biodistribuicéo e liberagcéo e reduzir sua cardiotoxicidade.

Por todos os pontos positivos apresentados, nesta Tese desenvolveu-se
metodologia para a preparacao e caracterizacdo de microesferas magnéticas a base
de gelatina para liberacdo controlada de doxorrubicina. Além disso, avaliou-se a
eficacia dos reticulantes frutose, glicose, genipina e EDC como alternativa menos

citotoxica em substituicdo ao glutaraldeido.

1.4 Doxorrubicina

Segundo a agéncia reguladora americana de farmacos e alimentos (FDA), a

doxorrubicina é um antibidtico da classe das antraciclinas.
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De acordo com o Instituto Nacional do Cancer nos Estados Unidos (NCI), a
doxorrubicina intercala entre os pares de bases na hélice do ADN, impedindo assim
a replicacdo do ADN e, finalmente, inibindo a sintese de proteinas. Adicionalmente,
a doxorrubicina inibe a topoisomerase Il, o que resulta num complexo enzima-ADN
clivavel aumentado e estabilizado durante a replicacdo do ADN e subsequentemente
impede a ligagdo da cadeia nucleotidica ap0s a quebra da cadeia dupla. Estas
caracteristicas conferem a molécula uma potente acédo antineoplasica, pois combate
rapidamente as células em divisdo. A doxorrubicina também forma radicais livres de
oxigénio, resultando em citotoxicidade secundaria a peroxidacao lipidica dos lipidos
da membrana celular. A formacgdo de radicais livres de oxigénio contribui para a
toxicidade deste farmaco aumentos os efeitos adversos, principlamente vasculares
cardiacos e cutaneos.

Doxorrubicina ndo € uma molécula que age especificamente nas células
tumorais e, por isso, pode afetar o crescimento de muitos outros tipos de células no
corpo. A principal consequéncia é a diminuicdo do sistema imune do paciente,
ocasionando frequentes infeccdes, fadiga e aumento do tempo de cicatrizacao.

O maior risco de toxicidade induzida pela doxorrubicina € a cardiotoxicidade.
Por este motivo, a administracdo de doxorrubicina deve ter dosagem limitada.
Embora a cardiotoxicidade seja o maior dos males causados pela presenca de
doxorrubicina nos tecidos saudaveis, também €& verificado com frequéncia
citotoxicidade no cérebro, figado e rins que sao associados a este farmaco (TACAR;
SRIAMORNSAK; DASS, 2012). Por este motivo, € de extrema importancia a
incorporacao de doxorrubicina porum dispositivo de liberacdo controlada de farmaco.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo principal

Preparar e caracterizar biocompdésitos (microesferas) a base de gelatina e
magnetita com potencial para utilizacdo em dispositivos biomédicos para

liberacdo magneticamente controlada de doxorrubicina.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito de alguns parametros reacionais (tipo de reacéo,
concentracdo de agente reticulador, concentracdo de gelatina, pH,
temperatura e tempo de reacdo) sobre a reacdo de reticulagdo de gelatina
com frutose e glicose;

Avaliar a eficiéncia de reticulacdo de microesferas de gelatina utilizando-se
frutose, glicose, genipina e 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC)
como agentes reticuladores;

Desenvolver métodos para a determinacdo da quantidade de gelatina
dissolvida em meio aquoso;

Avaliar a influéncia de magnetitas preparadas com FeCl,, FeSO, ou sob a
forma de fluido sobre as propriedades das microesferas magnéticas de
gelatina;

Avaliar a influéncia do tipo de campo magnético sobre a liberacdo controlada
de doxorrubicina a partir de microesferas a base de gelatina contendo

particulas magnéticas.
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3.1 Produtos quimicos
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Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e foram utilizados como

recebidos. Foram eles:

Acetona - Vetec Quimica Fina Ltda;
Acido cloridrico - Proquimios Comércio e Industria Ltda;
Cloreto de célcio - Proquimios Comércio e Industria Ltda;

Cloreto de ferro (I1l) hexahidratado, grau analitico - Proquimios Comércio e

IndUstria Ltda;

Cloreto de potassio - Vetec Quimica Fina Ltda;

Cloreto de sédio - Proquimios Comércio e Industria Ltda;

Cloridrato de doxorrubicina - Sigma-Aldrich Co;

Colagenase - Worthington Biochemical Corporation;

Dihidrogenofosfato de potassio - Proquimios Comércio e Indastria Ltda;
EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida) - Sigma-Aldrich Co;
Frutose P.A. - B. Herzog Varejo de Produtos Quimicos Ltda;

Gelatina tipo B bloom 225 - Sigma-Aldrich Co;

Genipina - Cayman Chemical Co;

Glicose P.A. - Vetec Quimica Fina Ltda;

Glutaraldeido - Vetec Quimica Fina Ltda;

Hidrogenofosfato de sddio - Vetec Quimica Fina Ltda;

Hidroxido de amoénio - Vetec Quimica Fina Ltda;

Hidréxido de sddio P.A. - Vetec Quimica Fina Ltda;

lodeto de potassio - Proquimios Comércio e Indlstria Ltda;

Kit de determinacao de proteinas (acido bicincdnico) - Sigma-Aldrich Co;
Oleo de milho comercial - Sigma-Aldrich Co:

Sulfato de cobre - Proquimios Comércio e Industria Ltda;

Sulfato de ferro (Il) heptahidratado, grau analitico - Isofar Industria

Comeércio de Produtos Quimicos Ltda.
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» Tartarato duplo de cobre e potassio - Proquimios Comércio e Industria
Ltda.

3.2 Equipamentos

Com excecdo do magnetometro de amostra vibrante (Universidade Federal
de Itajubd - MG) e do microscopio eletronicico de varredura Carl Zeiss (Centro
Brasileiro de Pesquisas Fisicas - RJ), todos 0s equipamentos utilizados pertencem
ao Instituto de Quimica da Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Os

equipamentos utilizados nesta Tese foram:

= Agitador Mecanico IKA, modelo RW 20 digital;

* Analisador Termogravimétrico TA Instruments, modelo Q50 V6 4 Build
193;

» Balanca analitica Shimadzu, modelo AY-220, sensibilidade de 0,1 mg;

»= Banho termostatizado Huber, modelo Polystat CC1;

»= Centrifuga Fanem, modelo EXCELSA |l 2068;

= Espectrofotdmetro Fentom, modelo 600S.

» Estufa de esterilizacdo e secagem Icamo, modelo 3;

» Magnetdbmetro de amostra vibrante Lake Shore série 7400;

= Microscopio eletrbnico de varredura analitico de baixo vacuo Carl Zeiss
Leo 1450 VPO;

» Microscépio eletrdnico de varredura analitico de baixo vacuo Jeol JSM-
6490 LV;

= Microscépio 6tico Olympus, modelo SZX;

» Placa de aquecimento e agitacao IKA, modelo C-MAG HS 7.

» Titulador potenciométrico SCOTT Instruments, modelo TitroLine easy.
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3.3 Preparo das microesferas

3.3.1 Preparo das microesferas de gelatina

Para a obtencdo das microesferas de gelatina, foi utilizada uma adaptacéo da
metodologia descrita por Souza (2012). Sob agitacdo mecénica de 500 rpm, 10 mL
de solucdo aquosa de gelatina 10% (m/v), pré-aquecida a 80 °C, foram adicionados
gota-a-gota a um baldo de trés bocas de 250 mL contendo 40 mL de 6leo de milho
também pré-aquecido a 80 °C. ApOs a adi¢cdo da gelatina, a emulsdo obtida foi
mantida sob aquecimento pelo tempo previsto no planejamento de experimentos e,
em seguida, foi resfriada em banho de gelo. Apés 30 minutos de resfriamento, foram
adicionados 50 mL de acetona gelada para completa desidratacdo e solidificacédo
das microesferas. A agitacao e o resfriamento foram mantidos por mais 1 hora, e as
pérolas formadas foram purificadas por meio de filtracdo e lavagem com acetona
gelada. A secagem foi realizada em dessecador a temperatura ambiente. Neste
trabalho optou-se pela nédo utilizacdo de reagentes, que mesmo em peguenas
guantidades, pudessem aumentar a citotoxicidade do dispositivo como um todo. Por
este motivo, nenhuma molécula surfactante (que em geral sdo citotoxicos) foi

utilizada.

3.3.2 Preparo das microesferas reticuladas com frutose ou glicose

Sob agitacdo mecanica de 500 rpm, 10 mL de soluc&o de gelatina 10% (m/v),
contendo a quantidade de frutose ou glicose previsto no planejamento de
experimentos (40%, 50% ou 100%), foi pré-aquecida a 80 °C. Em seguida, a solucéo
foi adicionada gota-a-gota a um baldo de trés bocas de 250 mL contendo 40 mL de
0leo de milho, também pré-aquecido a 80 °C. Apods a adi¢cdo da gelatina, a emulsao
obtida foi mantida sob aquecimento pelo tempo previsto no planejamento de
experimentos (10 min, 30min ou 60 min) e, em seguida, foi resfriada em banho de
gelo. Ap6s 30 minutos de resfriamento, foram adicionados 50 mL de acetona gelada
para completa desidratacdo e solidificacdo das microesferas. A agitacdo e o

resfriamento foram mantidos por mais 1 hora, e as pérolas formadas foram
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purificadas por meio de filtragdo e lavagem com acetona gelada. A secagem foi

realizada em dessecador a temperatura ambiente.

3.3.3 Preparo das microesferas de gelatina reticuladas com genipina, EDC ou

glutaraldeido

Para a obtencdo de amostras reticuladas com genipina, EDC ou
glutaraldeido, foi utilizado um procedimento adaptado de Adhirajan et al. (2007).
Cerca de 500 mg de microesferas de gelatina, preparadas seguindo a metodologia
descrita no item 3.3, foram colocadas em respectivos tubos de ensaio contendo 25
mL de solucdo aquosa 3,6 mM de reticulante (genipina, EDC ou glutaraldeido). As
amostras foram mantidas a temperatura de 37 °C, a fim de mimetizar a temperatura

do corpo humano por diferentes periodos de tempo (3h, 6h, 12h, 24h e 48h).

3.4 Sintese do material magnético

3.4.1 Sintese do cloreto ferroso

O cloreto ferroso utilizado para a sintese de magnetita foi preparado segundo
metodologia descrita por Bedé (2010). Misturou-se uma solucdo 1,9 M de cloreto de
calcio a uma solucéo 1,42 M de sulfato de calcio. A reacao de obtencédo do FeCl;, se

processa segundo a equagao (1):

FeS0,4.7H,0 + CaCl,.2H,0 — CaSO,4 + FeCl, + 9.H,0 1)

Logo apdés a mistura destas solucdes, foi observada a formacdo de um
precipitado branco de sulfato de calcio. A mistura foi centrifurada por 30 minutos a
3000 rpm e o precipitado foi descartado. O sobrenadante foi reservado para

posterior utilizacdo na sintese de magnetita.
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3.4.2 Sintese de magnetita a partir de cloreto ferroso

Sob agitacdo mecéanica de 400 rpm, adicionaram-se 37 mL de solucdo 0,71 M
de cloreto ferroso a 50 mL de solucédo 1,04 M de cloreto férrico. Esta mistura deu
origem a uma solucéo aquosa de sais de ferro tal que a razdo molar Fe**/Fe** = 0,5.
A solucdo resultante foi mantida sob agitacdo e aquecimento a 60°C por, 15
minutos. Em seguida, foram adicionados, gota-a-gota, 30 mL de solucdo de
hidroxido de aménio 25% (m/m). As condicfes de agitacdo e aquecimento foram
mantidas por mais 1 h. Apos este tempo, o sistema foi resfriado e as particulas de
magnetita foram lavadas véarias vezes com agua destilada (até que o sobrenadante
obtivesse pH neutro) e separadas por decantacdo/separacdo magnética. Apos a
lavagem, a magnetita foi colocada em freezer a -5 °C, por 24 h, e depois liofilizada
por 24 h.

A precipitacdo das nanoparticulas de Fe3z0, acontece segundo a equacao

abaixo:
Fe? + 2 Fe** + 8 OH > Fe304 + 4 H,0 2)

3.4.3 Sintese de magnetita a partir de sulfato ferroso

Foi utilizada metodologia idéntica a metodologia descrita no item 3.4.2, porém
sulfato ferroso foi utilizado como reagente doador de fons Fe?* para a sintese da

magnetita.

3.4.4 Fluido magnético

Em um bal&o de trés bocas, foram adicionados 150 mL de solugdo aquosa de
sais de ferro com razdo molar Fe*/Fe** = 0,5. O sistema foi aquecido a 60 °C e
submetido a agitacdo mecanica de 400 rpm. Em seguida, foram adicionados 7,5 g
de gelatina. Apoés a total dissolucédo da gelatina, 30 mL de uma solucédo aquosa de
hidroxido de amonio 25% (m/m) foram adicionados gota-a-gota ao baldo. A mistura

resultante foi mantida sob mesmas condi¢bes de agitacdo e aquecimento por 1 h.
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ApoOs este periodo de tempo, o fluido foi resfriado até temperatura ambiente e

reservado para posterior utilizagao.

3.5 Preparo dos biocompdsitos magnéticos

Os biocompésitos foram preparados utilizando-se 50% (m/m) de material
magneético (magnetita ou fluido magnético). O material magnético foi adicionado a 10
mL de solucdo aquosa de gelatina com concentracdo 10% (m/v) e, em seguida,
submetido a aquecimento de 60 °C. A mistura obtida foi colocada no ultrassom por
30 minutos com o objetivo de se obter uma dispersdo homogénea. As etapas
seguintes foram iguais as da metodologia utilizada para o preparo das microesferas
de gelatina descrita no item 3.3.1. A Figura 11 mostra as etapas de aquecimento e

resfriamento necessarias para a obtencédo dos biocompadsitos de gelatina.
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Figura 11 - Aparelhagem para o preparo das microesferas de gelatina: etapa
de aquecimento (a) e etapa de resfriamento (b).

| T—

Fonte: O autor, 2017.

3.6 Preparo das microesferas carregadas com farmaco

Foi utilizada uma adaptacdo da metodologia descrita por Vandelli et al.
(2001). Cerca de 300 mg de microesferas foram colocadas em contato com uma
solucédo de doxorrubicina com concentracdo 0,5 mg/mL, por diferentes periodos de
tempo. Em seguida, a absorbancia da solucdo de doxorrubicina foi medida em
espectrofotometro Fentom 600S utilizando o comprimento de onda de 496 nm. O
montante de farmaco adsorvido pelas microesferas foi calculado segundo a equagéo

a sequir:
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C=C,-C, @)

Onde Cy é a concentracéo inicial de doxorrubicina e Cs é a concentracao final.

3.7 Liberacéao in vitro de doxorrubicina

A liberacdo controlada foi realizada segundo metodologia previamente
descrita por Choubey and Bajpai (2010). Para determinar a quantidade de farmaco
liberado, 8 mL de tampé&o fosfato salino (PBS) (pH 7,4, 1,2 mM KH,;POy, 1,15 mM
Na;HPO,, 2,7 mM KCI, 1,38 mM NaCl) foram adicionados a 100 mg de microesferas
de gelatina incorporadas com doxorrubicina. Este tamp&o foi escolhido para
mimetizar o pH do sangue. A suspensédo obtida foi mantida a temperatura de 37 °C
por diferentes intervalos de tempo. O sobrenadante obtido foi analisado
espectrofotometricamente. O mesmo procedimento experimental foi utilizado para
analisar amostras nao-magnéticas, magnéticas, magnéticas sob acdo de campo
magnético externo constante e magnéticas sob acdo de campo magnético externo

oscilante.

3.8 Morfologia das microesferas

A avaliacdo morfolégica das microesferas de gelatina e das nanoparticulas de
magnetita foi feita por microscopia eletronica de varredura (SEM). Foram utilizados
0S microscopios Carl Zeiss Leo 1450 VPO e Jeol JSM-6490 LV.

As amostras foram acondicionadas em stubs de aluminio com auxilio de fita
de carbono e recobertas com uma fina camada de ouro para aumentar sua
condutividade e proteger contra o aquecimento localizado. Para a captura de
imagens, foram utilizados detectores de elétrons secundarios com distancia de
trabalho de 9 mm, tamanho do spot de 20 nm e voltagens de aceleracdo dos
elétrons de 5 kV e 10 kV.
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3.9 Propriedades magnéticas

As propriedades magnéticas (magnetizagdo de saturacdo (Ms), campo
coercivo (Hc), magnetizagdo remanescente (Mgr) e curvas de histerese foram
realizadas a temperatura ambiente sob campo magnético de 15.000 G utilizando
magnetometro de amostra vibrante (VSM) Lake Shore série 7400.

3.10 Anédlises termogravimétricas

A estabilidade térmica das microesferas preparadas foi verificada utilizando-
se um analisador termogravimétrico TA Instruments, modelo Q50 V6.4 Build 193. As
amostras foram colocadas em capsulas de aluminio e submetidas ao aguecimento
em atmosfera de nitrogénio com fluxo de 100 mL/min na faixa de temperatura de 10
°C a 500 °C a uma velocidade de 20 °C/min.

3.11 Testes de dissolucéao

3.11.1 Testes qualitativos de dissolucao

Cerca de 50 mg de amostra foram colocados em um tubo de ensaio e 5 mL
de agua deionizada foram adicionados. As amostras permanecerem em contato com
a agua por um periodo de 24 horas. Apos este tempo, a amostra foi filtrada e seca a

temperatura ambiente.

3.11.2 Testes quantitativos de dissolucdo

Cerca de 50 mg de amostra foram adicionados a um tubo de ensaio contendo
5 mL de agua de mili-Q. Em seguida, os tubos foram aquecidos a 37 °C por uma
hora. ApOs 0 aguecimento, as amostras foram resfriadas a temperatura ambiente e
centrifugadas por 15 minutos com rotagcdo de 3600 rpm. Uma aliquota de 0,1 mL do
sobrenadante da amostra foi retirada para posterior analise de concentracdo de

proteinas.
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3.11.3 Determinacao de concentracdo de proteinas

3.11.3.1 Determinacéo de proteinas pelo método do acido bicincénico

A determinagcdo de proteinas foi realizada utilizando-se um kit de
determinacdo de proteinas conforme metodologia descrita por Cortesi et al. (1999).
A solucéo de trabalho foi preparada misturando-se uma solucdo 4% de sulfato de
cobre pentahidratado a um excesso de acido bicinconico (razéo final de 1:50 v/v). A
um tubo de ensaio foram adicionados 2 mL da solucdo de trabalho e 0,1 mL da
solugdo contendo a gelatina. A mistura foi aquecida a 60 °C, por 15 minutos, e
depois resfriada a temperatura ambiente. Apds o resfriamento, a medida de
absorbancia de cada solucéo foi obtida mediante leitura em espectrofotometro a 562
nm.

A concentragdo de gelatina liberada na solugédo foi calculada utlizando a
equacdo da reta obtida pela curva analitica construida a partir de padrdes de
concentracdo conhecida. O percentual de gelatina dissolvido foi calculado segundo a
equacao:

gelatina dissolvida (%) = Cf’;_loo (4)

Onde Cr é a concentracdo de gelatina liberada na solucdo e Ci é a

concentracéo inicial de gelatina.

3.11.3.2 Determinacéo de proteinas pelo método do reagente de biureto

Para o preparo do reagente de biureto, dissolveram-se 1,5 g de sulfato de
cobre pentahidratado e 6 g de tartarato duplo de so6dio e potassio em 500 mL de
agua destilada. Em seguida, 300 mL de solucdo 10% de hidroxido de sédio e 1 g de
iodeto de potassio foram adicionados sob agitacdo magnética. A mistura obtida foi
transferida quantitativamente para um baldo volumétrico de 1L e, em seguida, o
baldo foi avolumado.

Para a analise de proteinas em si, uma aliquota de 200 pL foi adicionada a

um tubo de ensaio contendo 5 mL do reagente de biureto e 300 uL de agua mili-Q. O
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tubo de ensaio foi deixado em repouso no escuro por 30 minutos e a analise
espectrofotométrica foi realizada em seguida utilizando comprimento de onda de 552

nm. O percentual de gelatina dissolvido foi calculado segundo a equacéo:

Crx100

5)
Ci
Onde Cr é a concentracdo de gelatina liberada na solucdo e Ci é a

gelatina dissolvida (%) =
concentracéo inicial de gelatina.
3.12 Titulag&o dos grupos NH;livres

Esta analise foi realizada utilizando-se metodologia adaptada de Kuijpers et
al. (2000). Cerca de 50 mg de microesferas foram imersas em 20 mL de agua mili-Q
e deixou-se descansar por 30 minutos. Os grupos NH, foram protonados com HCI
0,2 M até pH igual a 1,5 com adicdo de incrementos de 0,1mL e intervalo de 30
segundos apoés cada adicao.

Para cada amostra, 0 numero de protons combinados foi calculado de acordo
com a equagao:
C,

H* combinados =
g (1_10(pr_pHg))

(6)

Onde C; é a concentracao do HCI, g é a massa da amostra, pH,, € o pH da
agua mili-Q e pHy é o pH da amostra em suspensao.

3.13 Degradacao enzimética

Cerca de 100 mg de microesferas foram colocadas em um tubo de ensaio.
Foram adicionados 5 mL de solucéo tampéao fosfato (PBS) contendo 30 mg/mL de
colagenase. A acdo enzimatica transcorreu a 37 °C, por 24 h. Apds este tempo, as
amostras foram secas em estufa até massa constante e o percentual de massa

perdida foi calculada.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Um dos principais objetivos desta Tese € avaliar a eficiéncia da reticulacéao
das cadeias proteicas da gelatina com glicose ou frutose. No entanto, muitas
dificuldades surgiram quando os sacarideos propostos foram utilizados como
agentes de reticulacdo. Microesferas de gelatina reticuladas com frutose e glicose
foram preparadas com a utilizacdo das metodologias experimentais encontradas na
literatura (CORTESI et al., 1998; GOHEL et al., 2005; SAMAD et al., 2009), porém
resultaram em microesferas com baixo grau de reticulacdo visto que solubilizaram
rapidamente em meio aquoso. Esta propriedade inviabiliza a utilizacdo das
microesferas obtidas para liberacéo controlada de farmacos.

Na tentativa de solucionar este problema critico, foram realizados ensaios
preliminares com o objetivo de identificar quais parametros experimentais Sao
responsaveis pelo aumento do numero de ligacdes cruzadas entre as cadeias

poliméricas da gelatina.

4.1 Testes preliminares

A reticulacdo da gelatina com glutaraldeido € bem descrita na literatura
(CHOY et al.,, 2008; GAIHRE et al.,, 2008; GAIHRE et al., 2009), e o perfil de
reticulacéo obtido com este reticulador é amplamente aceito como sendo adequado
para a utilizacdo das microesferas em dispositivos biomédicos. Por este motivo, uma
amostra de microesferas de gelatina reticuladas com glutaraldeido foi preparada
para servir como parametro de comparac¢ao com as microesferas preparadas com os
demais reticulantes propostos nesta Tese.

A amostra reticulada com glutaraldeido recebeu a nomenclatura GBGO0S3.
Como pode ser visto na Figura 12, ha uma grande diferenca de colora¢do quando se
compara a amostra GBG03 com as microesferas sem reticulante (homeadas GB 01).
Enquanto as microesferas de gelatina sem agente de reticulacdo (GB 01) séo
brancas, as de gelatina e glutaraldeido (GBGO03) apresentam coloracdo amarelo
alaranjado. A diferenca de coloragédo entre as duas amostras indica que amostras

com baixo teor de reticulagdo apresentam coloragdo muito mais clara que as de alto
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teor de reticulagéo. Dessa forma, o0 aspecto visual das microesferas permite que se
faca distingao qualitativa entre as microesferas reticuladas e as sem reticulagao.

Um teste qualitativo simples de solubilidade foi realizado adicionando-se as
amostras, de forma individual, em um tubo de ensaio contendo agua deionizada.
Como era de se esperar, a amostra GBG03 permaneceu insolavel por mais de 72 h,
enquanto a amostra GB 01 solubilizou-se completamente em apenas poucos
minutos, o que comprova a reticulacdo eficaz da gelatina pelas moléculas de
glutaraldeido.

Figura 12 - Aspecto visual de gelatina reticulada com glutaraldeido (GBGO03) e sem
reticulacao (GB 01).

Fonte: O autor, 2017.

Os testes preliminares utilizando-se frutose como reticulante iniciaram-se com
a investigacao da influéncia do pH reacional. Segundo Abete et al. (2008), a cinética
da formacao de ligacdo de reticulacéo é fortemente influenciada pelo pH da solucéo.
Com base nessa referéncia, foram realizados os testes experimentais mostrados na
Tabela 3. Estes testes foram feitos dissolvendo-se a gelatina e a frutose em solucéo
de pHigual a 11 e, na sequéncia, aquecendo-se o sistema.
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Tabela 3 - Efeito da temperatura e do tempo de reticulacdo da gelatina com frutose

em pH 11.
Amostra T (°C) Tempo (min) Resultado
GBRFO03A 80 50 gelatina soélida com coloracdo marrom escuro
GBRFO03B 60 165 gelatina solida com coloracdo marrom claro

Fonte: O autor, 2017.

Visualmente foi observado que a medida que o tempo avancava, a coloragéo
da gelatina foi intensificando até chegar em uma tonalidade marrom, assim como a
viscosidade do meio foi aumentando até a total solidificacdo da amostra. A reacéo
foi interrompida neste ponto. A solidificagéo da gelatina nestes experimentos indica,
teoricamente, que houve formacao de reticulagdes visto que gelatina nao reticulada
€ solavel no meio. Quando as duas temperaturas testadas foram comparadas, 60 e
80 °C, verificou-se que a gelatina solidificou cerca de trés vezes mais rapido quando
a temperatura do sistema foi 80 °C. Dessa forma, jA é possivel afirmar que a
temperatura reacional também influencia a cinética da reacgéo de reticulagéo.

As amostras GBRF0O3A e GBRFO03B foram colocadas em respectivos tubos de
ensaio e submetidas a teste qualitativo de solubilidade em meio agquoso. Ambas
permaneceram insolUveis em meio aquoso por mais de 72 horas. Este resultado é
um bom indicativo de reticulagdo, o que torna a gelatina apta para a fabricacéo de
microesferas para liberacdo controlada de farmacos. Apesar de boas propriedades
terem sido encontradas utilizando estes parametros experimentais, as amostras
dissolveram-se espontaneamente apos 15 dias do preparo. De acordo com Gioffré
et al. (2012), quando o meio reacional apresenta valores de pH mais altos que 9 e
mais baixos que 5, ha reducéo significativa do conteudo da tripla hélice das cadeias
proteicas de gelatina ocasionando reduc¢des consideraveis na estabilidade térmica e
nas propriedades mecanicas da gelatina, ou seja, ocorre degradacdo da mesma.
Essa degradacio leva & instabilidade da gelatina a longo prazo. E possivel que o
mesmo tenha acontecido nos experimentos desta Tese.

Com o objetivo de obter microesferas insollveis em agua e estaveis por um
longo tempo, novos experimentos foram realizados variando-se a concentracéo de
frutose, o pH do meio reacional, a temperatura de aquecimento do sistema e o
tempo de reacdo (sob aquecimento). A composicdo das amostras, assim como o

seu aspecto visual encontram-se descritos na Tabela 4.



Tabela 4 - Efeito de alguns parametros reacionais na reticulacao de gelatina com frutose.
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Tipo de

Conc. reticulante

Amostra leata0 (% mim) pH T (°C) Tempo Aspecto visual

GBRFO04A solucao 40 9 60 7h30 min solug&o viscosa marrom escuro

GBRF04B solugcéo 40 9 80 5h 45 min sdlido gelatinoso marrom escuro
GBRFO05 emulsao 40 9 60 24h microesferas amarelo médio
GBRFO06 emulsao 40 9 80 24h microesferas amarelo escuro
GBRFO7 emulsao 40 5 80 24h microesferas amarelo médio
GBRFO08 emulsao 100 5 80 5dias particulas irregulares marrom escuro
GBRFO09 emulsao 100 9 80 3dias sodlido gelatinoso marrom escuro
GBRF10 emulsao 100 9 80 24h particulas irregulares marrom escuro
GBRF11 emulsao 67 5 80 10min  microesferas brancas

GBRF12 emulsao 100 5 80 24h particulas irregulares amarelo escuro
GBRF13 emulsao 100 5 80 3h particulas irregulares amarelo escuro
GBRF14 emulsao 100 5 80 1h microesferas amarelo claro
GBRF15 emulsao 100 5 80 6h microesferas amarelo médio

Fonte: O autor, 2017.
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A Figura 13 mostra o aspecto visual das amostras GBRF 08, GBRF11,
GBRF12 E GBRF15. Estas quatro amostras foram preparadas com diferentes
tempos de reacdo mantendo-se as mesmas condi¢cdes experimentais de pH e
temperatura (pH=5e T =80 °C).

Figura 13 - Aspecto visual das microesferas de gelatina reticuladas com frutose
em diferentes tempos.

Fonte: O autor, 2017.

Foi observado que o aumento do tempo de reacdo também é um fator que
influencia fortemente as propriedades fisicas das microesferas obtidas. A partir de
24 horas de reagdo o polimero perdeu sua propriedade de formacédo de esferas e
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aglutinou formando particulas grandes e totalmente irregulares. Isto indica que
mesmo em pH que, segundo Gioffre et al. (2012), ndo ha perda de contetddo da
tripla hélice, ja se pode observar degracdo da gelatina quando o tempo no qual as
cadeias proteicas se encontram em pH limitrofe € elevado.

Apbs a realizacdo de todos os testes descritos na Tabela 4, observou-se que
a reticulacdo é mais rapida e efetiva a temperatura de 80°C (como anteriormente ja
se havia verificado). Além disso, percebeu-se que o pH do meio, o tempo de reacéo
(aquecimento) e percentual de reticulante sédo fatores cruciais para a avaliacdo da
reacdo de reticulacdo das cadeias de gelatina. Por este motivo e também para a
minimizacdo da quantidade de experimentos e otimizacdo deste estudo, foi proposta

a utilizacdo da metodologia de planejamento de experimentos.

4.2 Utilizacao de frutose como agente de reticulacao

Foi realizado um planejamento de experimentos fatorial do tipo 23 com
triplicata em cada ponto. A resposta que deveria ser escolhida para a variavel
dependente deveria refletir o grau de reticulacdo da amostra. Em grande parte da
literatura acerca de microesferas de gelatina, pode-se observar que o0s autores
utilizam a analise de grupos amino terminais para determinar o grau de reticulacdo
do material. Normalmente, para a realizacdo desta analise € utilizado o &cido
trinitrobenzenossulfénico (TNBS) que é de dificil acesso, pois ndo é produzido no
Brasil e sua importacdo € muito despendiosa. Este reagente € muito explosivo e
muitas das empresas cobram valores altissimos para a importacdo ou até mesmo
evitam comercializa-lo. Diante desta situacdo, foi necessaria a utilizacdo de técnicas
menos usuais para a determinacdo da eficiéncia de reticulagdo das microesferas
produzidas. Sendo assim, optou-se por utilizar o percentual de gelatina proveniente
da amostra que dissolvesse em meio aquoso a 37°C (temperatura do corpo
humano). Esta andlise pode ser utilizada como método indireto de determinacéo do
grau de reticulagéo visto que quanto maior o percentual de gelatina que se dissolver
no meio, menor sera o grau de reticulagdo da amostra. A andlise quantitativa da
gelatina dissolvida foi feita pelas técnicas do acido bicinconico (BCA) e do reagente

de biureto e seus resultados foram comparados.
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4.2.1 Técnica do &cido bicinconico (BCA)

A curva analitica (Figura 14) foi obtida variando-se a concentracdo das
solucbes padrdo de proteina de 200 pg/mL a 1000 pg/mL, como recomenda o

manual do fabricante do kit de solu¢gbes de BCA.

Figura 14 - Curva analitica de BCA para determinacdo de proteinas.

0,7
0,6 //0
0,5
0,4
[72]
<
0,3 ®
0.2 & y = 0,0006x + 0,0715
2 _
0,1 R*=0,988
O T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
Concentracgdo de gelatina (ug/mL)

Fonte: O autor, 2017.

A Tabela 5 apresenta a composicdo das amostras preparadas na etapa do
planejamento de experimentos assim como os resultados dos testes de dissolugao.
Pode-se observar que os valores do percentual de gelatina dissolvida em &agua
variou muito entre as réplicas de um mesmo ponto do planejamento. A principio,
estes resultados ndo seguiram uma tendéncia muito clara. Este € um dos motivos
pelos quais o tratamento estatistico precisou ser aplicado ao final da realizacdo de
experimentos. Outro importante motivo para a inclus@o de testes estatisticos foi o de
analisar todas as variaveis de uma unica vez.

A utilizagdo da ferramenta matemética adequada permite fazer conclusbes
diretas e acertadas, além de possibilitar realizar previsdes sobre o comportamento

experimental de novas amostras sob condi¢des de sintese previamente definidas.
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Tabela 5 - Efeito do pH, tempo de reacdo e concentracdo de frutose sobre a
propriedade de dissolugdo em meio aquoso das microesferas de
gelatinas obtidas.

Frutose Gelatina

Amostra pH Tempo (min) (% mim)™ Replica i colvida (%)

33,09
32,41
50,84
26,5
29,02
38,28
45,29
34,67
30,36
17,28
31,31
35,17
57,45
99,26
96,04
80,04
57,12
36,46
70,21
53,74
58,91
55,54
60,43
3 33,67

1 5 10 40

5 5 10 100

6 9 10 100

7 5 60 100

N P WNEFE WNRP WNRERE WNRPRP WNREREP WONRPR WNPR

8 9 60 100

* tempo de aquecimento; ** percentual de frutose em relacdo a massa da gelatina; Parametros
reacionais: concentracdo de gelatina = 10% em relacdo ao volume de agua; T = 80°C; velocidade de
agitacdo = 500 rpm; 6leo de milho como fase oleosa; razdo fase aguosa/fase oleosa de 1/4; tempo de
agitacdo sob resfriamento de 30 minutos e tempo de agitacéo apds adicdo de acetona de 1 hora.
Fonte: O autor, 2017.

A andlise da variancia (ANOVA) foi utilizada para testar a significancia das
variaveis experimentadas no planejamento de experimentos (DOE). Os resultados
estatisticos desta analise podem ser vistos na Tabela 6. O Teste F e valor p indicam
quais variaveis independentes (parametros de sintese) apresentam algum nivel de
significAncia para a varidvel dependente (resposta experimental). Somente quando a
variavel em questdo apresenta valor p abaixo de 5%, pode-se dizer que o efeito
desta variavel sobre a resposta experimental apresenta relevancia. Sendo assim, de
acordo com os dados obtidos, somente o pH do meio reacional e a concentracéo de

frutose influenciaram a solubilidade das microesferas de gelatina.
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Tabela 6 - Tabela ANOVA para o planejamento de experimentos utilizando
frutose como agente de reticulacao.

Fator SS df MS F p
pH (1) 1085,8 1 1085,751  5,47674  0,032558
tempo (2) 503,23 503,527 2,53989  0,130563

1
Conc. Frutose (3) 5240,7 1 5240,712 26,43519 0,000098
1*2 73,11 1 73,109 0,36878  0,552193

1

1

1

1*3 166,64 166,640 0,84057  0,372848
2*3 252,17 252,175 1,27202  0,276018
1*2*3 103,88 103,884 0,52401  0,479586
Erro 3172 16 198,248

Total SS 10598 23
SS = soma quadratica; MS = média quadratica; F = teste F; p = nivel de significancia; 1*2 = interacao
entre pH e tempo; 1*3 = interacdo entre pH e concentracdo de frutose; 1*2*3 = interacdo entre pH,
tempo e concentracéo de frutose.
Fonte: O autor, 2017.

Outra forma de representacdo da ANOVA ¢ através do diagrama de Pareto. O
diagrama de Pareto para os dados obtidos neste planejamento de experimentos se
encontra na Figura 15. Este diagrama apresenta de forma clara os efeitos que sao
estatisticamente importantes. Somente os efeitos cujos retangulos estiverem a
direita da linha divisoéria (p = 0,05) devem ser considerados no modelo matemético
gue sera utilizado para previs@es futuras.

Os valores ao lado de cada retangulo representam os valores da estatistica
dos efeitos analisados. Observando este diagrama, conclui-se que a concentracao
de frutose influencia a solubilidade das microesferas de gelatina de maneira positiva
(quanto maior a concentracdo de frutose, maior a solubilidade) e que o pH influencia

de maneira negativa (quanto maior o pH, menor a solubilidade).
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Figura 15 - Gréfico de Pareto para o planejamento de experimentos utilizando
frutose como agente de reticulagao.

(3)frutose F -5.141516
(1)pH -2,34024
(2)tempo -1,5937
2by3 t =1,12784
1by3 | -916824
1°2*3 ,. 238868
1by2 | B0T2709
|:;=.05
Efeito estimado padronizado (Valor absoluto)

Fonte: O autor, 2017.

Pela analise da Tabela ANOVA (Tabela 6) e do grafico de Pareto (Figura 15),
0 modelo matemético proposto é:

Solubilidade = 20,38 - 1,51*(pH) + 0,95*(Concentracao de frutose) (7)

Para facilitar a visualizacdo, os resultados obtidos pelo planejamento de
experimentos também podem ser apresentados por uma uma superficie de resposta
(Figuras 16 e 17). Nesta Tese, a ferramenta utilizada foi o planejamento fatorial
comum. Para este tipo de planejamento, o0 modelo proposto € sempre linear. Por

este motivo, a superficie de resposta tem a forma de um plano.



Figura 16 - Superficie de resposta para o planejamento de experimentos
utilizando frutose como agente de reticulacéo.

DV: solubilidade
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Fonte: O autor, 2017.

Figura 17 - Curvas de nivel da superficie de resposta para o planejamento
de experimentos utilizando frutose como agente de reticulacao.

DV: solubilidade
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Fonte: O autor, 2017.
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A analise da superficie (Figura 16) indica que a regido onde se encontram 0s
parametros ideais para a sintese das microesferas reticuladas com frutose esté na
area com pH proximo de 9 e concentracdo de frutose préxima dos 40%. No entanto,
0 meio reacional ndo deve apresentar pH maior que 9 visto que as cadeias
poliméricas de gelatina degradam nestas condi¢cdes, como ja foi anteriormente
discutido.

As curvas de nivel observadas na Figura 17 fornecem uma analise da
tendéncia de resposta da variavel dependente (neste caso a solubilidade). As
curvaturas que se pode visualizar significam que nestes eixos as variaveis
independentes apresentam efeitos de interacdo mesmo que nao sejam

estatisticamente significantes, contradizendo a informacéo basica da ANOVA.

4.1.1.1 Reprodutibilidade do método

Todos os testes de dissolucdo de proteina foram replicados utilizando as
mesmas amostras e reagentes e sob as mesmas condi¢des. Os resultados obtidos
foram comparados aos resultados anteriores. A Tabela 7 mostra os valores obtidos
para as réplicas dos testes de percentual de dissolucao de proteina pelo método do
acido bicinconico.

Como pode ser visto, os valores de dissolucédo ndo foram reprodutiveis. Além
disso, verificou-se que a técnica resultou em dados incoerentes para algumas
amostras, com valores de dissolucdo acima de 100%. Dessa forma, a técnica da
maneira como descrita na literatura, ndo € adequada, pois ndo fornece resultados
confiaveis. Por este motivo, decidiu-se variar alguns parametros para verificar como

influenciam nos resultados obtidos e no grau de confiabilidade da técnica.
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Tabela 7 - Réplica dos testes de percentual de
dissolucéo de proteina pelo método do
acido bicinconico.

Gelatina
dissolvida (%)

47,37
55,77
58,11
10,96
39,32
49,78
66,19
53,85
69,13
30,54
38,16
71,71

163,54

134,97
91,62
62,59

125,42

7,44

141,61
43,56

141,20
97,56

147,44
87,91

Amostra Réplica

H

W N P W NP WONPFP WONPFP WONPFP WODNPFP ODNPFP WNDN

Fonte: O autor, 2017.

Em um primeiro momento, decidiu-se variar a massa e o volume da aliquota a
ser reservada para analise para que o erro experimental oriundo da heterogeneidade
amostral pudesse ser negligenciado. Duas amostras escolhidas aleatoriamente
foram analisadas. A amostra 2 foi analisada variando-se o volume da aliquota

reservada para analise enquanto a amostra 4 foi analisada utilizando-se uma maior
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variagdo na massa da amostra. As variagbes feitas, assim como os resultados

obtidos, podem ser vistos na Tabela 8.

Tabela 8 - Variac6es realizadas no método do acido bicincénico
e resultados de percentual de gelatina

dissolvida.
AITSSTE  MEESE () afi/glljlg?ae(?nau disSoeIl/ailgga(%)
, 0,0200 20 114,44
0,0159 25 167,46
: 0,0158 25 342,18
0,0257 25 173,25

Fonte: O autor, 2017.

Os resultados mostram claramente que, apesar das variacdes aplicadas, a
técnica continua produzindo resultados incoerentes e, dessa forma, inviavel de ser
utilizada. Por este motivo, decidiu-se analisar as amostras por outra metodologia.
Por ser um método ja consagrado na literatura e que usa reagentes de facil
aguisicao, a técnica do reagente de biureto foi utilizada para analise do percentual

de proteina dissolvido.

4.2.2 Técnica do reagente de biureto

Pelo fato de néo ter sido encontrado na literatura o emprego desta técnica
para a determinacdo do teor de gelatina dissolvida, foi necessério a realizacdo de
testes preliminares a fim de julgar se a técnica seria adequada e reprodutivel. Assim
como foi feito com a técnica de BCA, foram variadas as massas das amostras, assim
como as aliquotas retiradas para analise.

As Figuras 18, 19 e 20 mostram as curvas analitica obtidas quando se
analisaram aliquotas de 100 pL, 200 puL e 500 pL, respectivamente. Pode-se
perceber que o coeficiente de linearidade e, consequentemente, a confiabilidade e
reprodutibilidade das analises diminuiram quando se aumentou o volume da

aliquota.



Figura 18 - Curva analitica do método de biureto para determinacgao
de porteinas para aliguota de 100 pL.
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Fonte: O autor, 2017.

Figura 19 - Curva analitica do método de biureto para determinacéo
de porteinas para aliquota de 200 pL.
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Fonte: O autor, 2017.
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Figura 20 - Curva analitica do método de biureto para determinacao
de porteinas para aliguota de 500 pL.
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Fonte: O autor, 2017.

As Figuras 21, 22 e 23 mostram as curvas analiticas obtidas quando se variou
a massa das amostras. Percebe-se a mesma tendéncia anterior: o coeficiente de
linearidade é inversamente proporcional a concentracdo de proteinas no meio, ou
seja, a confiabilidade e reprodutibilidade das analises diminuem quando se aumenta

concentracdo de proteina.

Figura 21 - Curva analitica do método de biureto para determinacéo
de porteinas para amostra 1.
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Fonte: O autor, 2017.
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Figura 22 - Curva analitica do método de biureto para determinacéo
de porteinas para amostra 2.
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Fonte: O autor, 2017.

Figura 23 - Curva analitica do método de biureto para
determinacao de porteinas para amostra 5.
Amostra 5
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Fonte: O autor, 2017.

Baseando-se somente no coeficiente de linearidade, a melhor curva analitica
foi aquela obtida para a amostra 1, cujas solu¢des-padrao tinham concentragéo
variando de 500 pg/L a 3000 pg/L. Contudo, ao se avaliar o erro percentual obtido

guando se comparou a concentragao real da amostra em fungcéo da concentracao
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obtida pela equacéo da reta, verificou-se que o erro obtido com a curva analitica de
200 pg/L foi o menor, apresentando valor de erro menor que 5%.

Quanto a reprodutibilidade do método, todo o procedimento adotado para a
técnica de BCA, foi seguido para a técnica do reagente de biureto, resultando em
percentuais de gelatina dissolvida com variagdo menor que 5% entre as amostras

analisadas como pode ser visto na Tabela 9.

Tabela 9 - Variagdes realizadas no método do biureto para
determinacdo de porteinas e resultados de
percentual de gelatina dissolvida.

volume da Gelatina

Amostra massa (g) . _
aliquota (mL) dissolvida (%)

0,0203 20 81,7
? 0,0177 25 82,7
0,0151 25 67,1
> 0,0306 25 68,9

Fonte: O autor, 2017.

Para melhorar a andlise estatistica, utilizou-se o valor médio do percentual de
gelatina dissolvida para cada réplica das amostras. Além disso, foram produzidas
amostras com parametros experimentais intermediarios entre os niveis maximo e
minimo a fim de se obterem pontos centrais. A Tabela 10 mostra os resultados dos
testes de dissolucao por esta técnica. Estes dados foram tratados estatisticamente
e, a partir deles, foi realizada a analise de variancia (ANOVA) cujos resultados

podem ser vistos na Tabela 11.



Tabela 10 - Resultados para percentual de gelatina dissolvida pelo
método do biureto de determinacdo de proteinas para o
planejamento de experimentos utilizando frutose como
agente de reticulagéo.

Y- oH Terr-lpo Frutose | Gela-tina
(min) (%) dissolvida (%)
1 5 10 40 75,5
2 9 10 40 83,7
3 5 60 40 51,8
4 9 60 40 32,1
5 5 10 100 67,6
6 9 10 100 47,4
7 5 60 100 65,9
8 9 60 100 35,1
Ponto central 7 35 70 54,9
Ponto central 7 35 70 52,3
Ponto central 7 35 70 48,0

Fonte: O autor, 2017.

Tabela 11 - Analise de variancia (ANOVA) para percentual de gelatina
dissolvida pelo método do biureto de determinacdo de
proteinas para o planejamento de experimentos utilizando
frutose como agente de reticulacdo.

Fator SS MS F P-valor
pH (1) 487,9 487,9 14,9 0,018
Tempo de aquecimento (2) 993,9 993,9 30,3 0,005
Concentracdo de frutose (%)

91,8 91,8 2,8 0,169
3)
1*2 185,68 185,68 57 0,076
1*3 194,3 194,3 59 0,071
2*3 469,7 469,7 14,3 0,019
Falta de ajuste 107,5 53,8 4,5 0,181
Erro puro 23,73 11,9
Erro total 25547

R® = 0,94861; SS = soma quadratica; MS = média quadratica; F = teste F; p = nivel de
significAncia; 1*2 = interacéo entre pH e tempo; 1*3 = intera¢&o entre pH e concentracao
de frutose; 2*3 = interagdo entre tempo de aquecimento e concentracdo de frutose.
Fonte: O autor, 2017.
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A analise da variancia mostra valor p para a falta de ajuste maior que 0,05 o
que se traduz em um modelo adequado a 95% de confianca. Além disso, apresenta
um coeficiente de correlacdo igual a 0,94, ou seja, 0 modelo encontrado com a
utilizacdo desta técnica explica aproximadamente 94% da variabilidade de
solubilidade das amostras. Dessa forma, o modelo apresenta significancia estatistica
e pode ser utilizado para fins preditivos.

Com relacéo aos fatores estudados, o efeito gerado por cada um deles pode
ser visualizado pelo grafico de Pareto (Figura 24). Neste grafico, o tamanho das
barras é proporcional ao valor estimado dos efeitos principais. A linha vertical
corresponde ao intervalo de confianca de 95% e um efeito que excede esta linha
pode ser considerado significante. Percebe-se que as variaveis pH e tempo de
aguecimento, além da interacdo de segunda ordem entre tempo de aquecimento e
concentracdo de frutose, apresentaram efeitos significativos sobre o percentual de
gelatina que se solubilizou em meio aquoso. Também pode ser observado que tanto
o tempo quanto o pH apresentaram efeitos negativos sobre a solubilidade, ou seja,
guanto maiores fossem o pH e o tempo, menor seria a solubilidade das amostras

produzidas.

Figura 24 - Grafico de Pareto para percentual de gelatina dissolvida
pelo método do biureto de determinacédo de proteinas
para o planejamento de experimentos utilizando frutose
como agente de reticulagao.

(eremee - -5.50321

(1)pH -3,85569
Zby3 3,783298
1by3 243342
1by2 -2,37859

(3)conc -1,67245
p=,05

Efeito estimado padronizado {(valor absoluto)

Fonte: O autor, 2017.
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No que se refere ao efeito originado pela interacdo de segunda ordem entre a

concentracdo e reticulante, observa-se pelo grafico de Pareto que produz efeito

positivo. No entanto, para avaliar melhor esta interacdo, é necessaria a analise dos

graficos de contorno que podem ser observados nas Figuras 25, 26, 27 e 28.

A Figura 25 mostra a influéncia do pH e do tempo de reagdo sobre o perfil de
dissolugdo da gelatina quando a concentracdo de frutose é de 40% (m/m). Neste
gréfico, observa-se que, solubilidades abaixo de 42% sao obtidas quando o tempo

de aquecimento é préoximo de 60 minutos e o pH varia desde 7,5 até 9,0. No entanto,

somente em uma pequena regido do grafico pode-se obter condi¢cbes experimentais

que levam a fabricacdo de amostras com solubilidade menor que 32%.

Figura 25 - Gréaficos de contorno para influéncia do pH e do tempo de

aguecimento sobre o percentual de gelatina dissolvida quando
se utilizou 40% (m/m) de frutose.
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. Fonte: O autor, 2017.

A Figura 26 também mostra a influéncia do pH e do tempo de reacao sobre o

perfil de dissolugdo da gelatina, mas agora a concentracdo de frutose € de 100%

(m/m). Comparando-se o gréfico da Figura 25 com o da Figura 26, observa-se que a
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faixa de trabalho de pH diminui. Com a utilizacdo de maior concentracdo de
reticulante, as menores solubilidades podem ser obtidas somente no intervalo de pH
de 8,5 a 9,0. No entanto, observa-se também que ha a possibilidade de obtencéo de
amostras com baixa solubilidade utilizando-se menores tempos de aquecimento (de

45 a 60 minutos).

Figura 26 - Gréficos de contorno para influéncia do pH e do tempo de
aguecimento sobre o percentual de gelatina dissolvida quando
se utilizou 100% (m/m) de frutose.
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. Fonte: O autor, 2017.

O gréfico de contorno obtido, quando fixou-se o tempo de reacdo em 10

7

minutos, € mostrado na Figura 27. Percebe-se que menores solubilidades sao
alcancadas somente quando a concentragdo do reticulante € maior que 90% e
guando o pH é elevado (maior que 8). Por outro lado, analisando-se a Figura 28, que
mostra o grafico de contorno quando o tempo de aquecimento € de 60 minutos,
percebe-se baixa solubilidade para a gelatina pode ser obtida em uma ampla faixa

de pH, independente da concentracéo do reticulante.



Figura 27 - Graficos de contorno para influéncia do pH e da
concentracdo de frutose sobre o percentual de gelatina
dissolvida quando a reacéo foi realizada em 10 minutos.
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Fonte: O autor, 2017.

Figura 28 - Gréficos de contorno para influéncia do pH e da
concentragdo de frutose sobre o percentual de gelatina
dissolvida quando a reacgdao foi realizada em 60 minutos.
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Fonte: O autor, 2017.
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Diante dos perfis apresentados pelas superficies de contorno verifica-se que,
como 0 objetivo € minimizar a solubilizacdo da gelatina em meio aquoso, o ideal é
gue se trabalhe com pH préximo de 9 e com tempo de aquecimento de 60 minutos.
No que se refere a concentracdo do reticulante, nestas condi¢cdes experimentais,

sua concentracdo ndo é um fator significativo.

4.2.3 Analises complementares

Como nao foi possivel isolar apenas uma das amostras como sendo a que
tivesse maior potencial para aplicagdo em meio aquoso (menor solubilidade), a partir
desse ponto, analises termogravimétricas e de determinacdo de grupos NH,
perdidos foram efetuadas com as amostras 4 e 8, preparadas com pH 9 e tempo de
aquecimento de 60 minutos. As amostras diferiram apenas quanto a concentracao
de reticulante, onde a amostra 4 foi preparada com 40% de reticulante e a amostra 8

com 100% de reticulante.

4.2.3.1 Analises termogravimétricas

Através de analises termogravimétricas podem-se observar duas importantes
propriedades da amostra: temperatura do inicio da degradacdo (Tonset) € O
percentual de residuos apdés a andlise. Quando se avalia a reticulagdo de um
material pelos resultados de degradacdo termogravimétrica, o que se deve observar
€ que o material mais reticulado possui maior numero de ligacdes cruzadas,
ocasionando maior entrelacamento das moléculas e, consequentemente, maior
resisténcia térmica. Pelo fato de possuir um maior entrelacamento, maior quantidade
de energia na forma de calor sera necesséaria para degradar o material mais
reticulado, o que aumenta sua temperatura de inicio de degradacdo. Pela mesma
razdo, maior quantidade de residuo deve ser observada apés o término da analise
para o material mais reticulado.

Os resultados das analises termogravimétricas podem ser vistos na Tabela
12. Compararam-se as amostras 4 e 8 com a gelatina pura a fim de se verificar
como a resisténcia a degradacdo se altera com a presenca das reticulagdes.

Considerando que o equipamento apresenta um erro de + 3°C, observa-se que
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ambas as amostras apresentaram um pequeno aumento na temperatura do inicio de
degradacdo em relacdo ao polimero de origem. No entanto, as amostras 4 e 8 ndo
apresentam diferenca significativa dessa propriedade entre si.

Com relacdo ao percentual de residuo, percebe-se que as amostras 4 e 8
apresentaram valores proximos e que ndo se consegue fazer distingdo estatistica
entre eles. No entanto, quando se compara os valores individuais de cada amostra
com o percentual de residuo da matéria prima (gelatina pura), observa-se que a
amostra 4 tem quantidade de residuo estatisticamente igual a gelatina enquanto que
a amostra 8 apresenta maior percentual de matéria residual que a matéria-prima.
Estes dados dao leve indicio de que a amostra 8 estd mais reticulada que a amostra
4.

Tabela 12 - Analises termogravimeétricas.

Amostra Tonset (°C) Residuo (%)
Gelatina B 289 25,58
4 293 28,55
8 294 29,87

Fonte: O autor, 2017.

4.2.3.2 Determinacéo de grupos NH, perdidos

Analisando o mecanismo sugerido por Hodge (1955) (Figura 1), vé-se que a
formacdo das ligacGes cruzadas entre as cadeias de gelatina se da através dos
grupos NH; presentes na estrutura proteica do polimero. Dessa forma, a quantidade
desse grupo funcional que ainda permanece na amostra € inversamente
proporcional ao grau de reticulacdo. Para embasar ainda mais as observacoes feitas
até o momento, foram realizadas andlises para a determinacédo dos grupos NH;, Os
resultados da Tabela 13 mostraram que a amostra 4 perdeu 49,21% de seus grupos
amino originais enquanto que a amostra 8 perdeu 84,95%.

Tabela 13 - Determinacéo de perda de grupos NH..

Amostra Mol NH2/g Perda de NH, (%)
gelatina B 0,00860 -

4 0,00438 49,21

8 0,00130 84,95

Fonte: O autor, 2017.
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Estes valores conseguem fazer distingdo entre as amostras quando se trata
de reticulacdo. Percebe-se que a amostra cujo percentual de frutose na sintese foi
maior (amostra 8) perdeu maior percentual de grupos NH,. Consequentemente,
formou maior niumero de ligacbes polimero-reticulante indicando assim, ser esta a
amostra que define o melhor percentual de reticulante para a fabricagdo das
microesferas de gelatina reticuladas com frutose. A partir desta etapa a amostra 8 foi

renomeada como amostra AF (amostra reticulada com frutose).

4.2.4 Comparacao das propriedades das amostras reticuladas com frutose (AF) com

as amostras reticuladas com glutaraldeido (GBGO03)

Pelos motivos anteriormente explicados, a analise direta do grau de
reticulagéo das amostras foi inviabilizada pela dificuldade de aquisicdo do TNBS. Por
este motivo e também para que se pudesse ter mais uma ferramenta de medida
indireta do grau de reticulacdo da gelatina, analises termogravimétricas foram
realizadas para as amostras AF e GBGO03, a fim de compara-las. A degradacao das
amostras ocorreu até 500 °C.

As Figuras 29 e 30 mostram as curvas de degradacdo térmica para as

amostras GBGO03 e AF, respectivamente.
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Figura 29 - Curvas de degradacdo térmica das microesferas reticuladas com
glutaraldeido (amostra GBGO03).
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Figura 30 - Curvas de degradacdao térmica das microesferas reticuladas com frutose
(amostra AF).
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As curvas de degradacdo mostram a temperatura de inicio da degradacao
(Tonset), @ temperatura na qual a velocidade de degradac¢do € maxima (Tmaxdeg) € O
percentual em massa de residuo apdés a analise. A amostra reticulada com
glutaraldeido (GBGO03) apresentou Tonset igual a 288,36 °C enquanto a amostra
reticulada com frutose (AF) apresentou Tonset igual a 294,41 °C. Levando-se em
consideracdo que o erro experimental da analise é de + 3 °C, pode-se observar que
a temperatura de inicio de degradacéo € cerca de 2 °C maior para as microesferas
reticuladas com frutose. Comparando-se o percentual em massa de amostra que
permanece como residuo apds o término da analise, pode-se perceber que para
amostra AF este percentual é cerca de 10% maior.

Os valores de Tonset € de percentual de residuo observados para as duas
amostras em gquestdo convergem para uma unica hipétese: a amostra AF possui
maior grau de reticulagdo que a amostra GBG03.Quanto mais reticulada se encontra
a amostra, maior quantidade de energia na forma de calor deve ser fornecida a fim
de quebrar as ligagdes intra e intermoleculares resultando em maior Tonset. POr outro
lado, quanto maior for a quantidade de residuos, maior o percentual de ligacbes que
nao foram quebradas, sugerindo um maior grau de reticulacéo.

Outra informacgao importante das microesferas reticuladas com frutose que se
pode retirar da andalise termogravimétrica € que, assim como as demais amostras, a
degradacédo de suas cadeias poliméricas se inicia em temperaturas muito superiores

a temperatura de sua provavel aplicacdo (temperatura do corpo humano).

4.2.5 Morfologia da amostra AF

A Figura 31 mostra os aspectos visuais das microesferas GBG03 e AF. A
presenca de reticulagbes confere coloracdo amarelo alaranjado para as
microesferas. Sendo assim, como pode ser visto na Figura 31, ha indicios visuais de
reticulagdo em ambas as amostras.

Deseja-se, nesta Tese, a obtencdo de biocompositos magnéticos na forma
esférica. Este formato, em especial, € utilizado com muita frequéncia para liberacao
controlada de farmacos onde a via de entrada no sistema biolégico € por injecao
intravenosa ou intraarterial. Neste sentido, as microesferas de gelatina reticuladas

com frutose apresentaram bom controle morfolégico, morfologia esférica e tamanhos
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na faixa de 30 pm a 150 pm, como pode ser visto na micrografia eletronica

apresentada na Figura 32.

Figura 31 - Aspecto visual das amostras GBGO03 e AF.

D

Fonte: O autor, 2017.

Figura 32 - Micrografia eletronica de varredura da amostra AF com aumento de 50X.

.

Fonte: O autor, 2017.
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A micrografia eletrébnica de varredura da Figura 33 mostra maiores
ampliacdes de uma microesfera retirada da amostra AF. Pode-se observar que
superficie da microesfera € porosa e apresenta uma rugosidade e entrelacamento
peculiares.

A presencga de porosidade para a aplicabilidade das microesferas de gelatina
como dispositivo para liberagdo controlada de farmacos € um aspecto positivo, visto
gue é necessario que o farmaco tenha contato com a maior area especifica possivel
a fim de que maiores concentracdes de medicamento possam ser incorporadas por
unidade de volume do suporte. Também pode ser visto que as microesferas
apresentam rugosidade. Essa rugosidade foi ocasionada pela auséncia de
surfactante na etapa de obtencdo da emulsdo. Neste trabalho, optou-se pela néo
utilizacdo de reagentes, que mesmo em pequenas guantidades, pudessem
aumentar a citotoxicidade do dispositivo como um todo. Por este motivo, nenhuma

molécula surfactante (que em geral sao citotéxicos) foi utilizada.

Figura 33 - Micrografia eletronica de varredura da amostra AF com aumento de
500X e detalhe da superficie com aumento de 5000X.

10kVas X500 50pm LABNANO

Fonte: O autor, 2017.
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4.3 Utilizacao de glicose como agente de reticulacao

Assim como a frutose, a glicose também se encontra em equilibrio com sua
forma ciclica em meio aquoso, sendo necessarias alteragcdes no meio reacional para
que a carbonila do sacarideo esteja disponivel para a rea¢do quimica. No topico 5.2
deste trabalho, observou-se que os testes de dissolu¢cdo da proteina em meio
aguoso indicaram que as menores solubilidades para amostras reticuladas com
frutose foram obtidas quando a amostra foi produzida com o pH e o0 tempo em seus
niveis mais altos.

As analises complementares mostraram que, apesar da concentracdo nao
apresentar significancia estatistica, a amostra mais reticulada foi obtida com a
utilizacdo do maior percentual de frutose. Para esta etapa de trabalho, decidiu-se
comparar a efetividade da reticulacdo ao se utilizar frutose com a efetividade da
reticulacdo quando se utiliza glicose. Sabe-se que apesar de frutose e glicose serem
monossacarideos, estas moléculas apresentam grupos funcionais diferentes e,
portanto, reatividades diferentes. A literatura indica que a carbonila aldeidica da
glicose apresenta reatividade maior que a carbonila cetonica da frutose (ALLINGER
et al., 1976). No entanto, € necessario verificar se este padrdo de reatividade se
repete ao se utilizar valores de pH e tempo mais elevados que os encontrados na
literatura.

Com este intuito, foi realizado um planejamento de experimentos fatorial
fracionario do tipo 2**, cujos valores aplicados para os niveis, assim como 0s
fatores, se encontram na Tabela 14.

Neste planejamento, optou-se por utilizar uma variacdo de tempo entre 10 e
30 minutos ao invés de uma variagdo entre 10 e 60 minutos a fim de minimizar o
tempo gasto na execucdo dos experimentos e uma variagdo de pH entre 8 e 9
porque sabe-se que o pH muito elevado leva a degradacao das cadeias proteicas da
gelatina (Gioffré et al., 2012).

Para melhores resultados estatisticos foram realizados quatro pontos centrais,
conforme pode ser visto na Tabela 15. Todos os experimentos (incluindo os pontos
centrais) foram realizados em duplicata. Todas as amostras obtidas com a execucao
deste planejamento foram submetidas a testes de dissolu¢cdo de proteinas pelo

método do biureto. Os resultados encontram-se na Tabela 15.
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Tabela 14 - Fatores e niveis experimentais para o planejamento de experimentos
comparativo utilizando frutose e glicose como agentes de reticulacdo.

% reticulante

Amostra Reticulante Tempo (min) pH
(m/v)
1 glicose 30 50 8
2 frutose 10 50 8
3 glicose 10 50 9
4 glicose 10 100 8
5 frutose 30 50 9
6 glicose 30 100 9
7 frutose 10 100 9
8 frutose 30 100 8
central 1 glicose 20 75 8,5
central 1’ glicose 20 75 8,5
central 2 frutose 20 75 8,5
central 2’ frutose 20 75 8,5

Fonte: O autor, 2017.

Tabela 15 - Resultados do percentual de gelatina
dissolvida das amostras obtidas pelo
planejamento de experimentos
comparativo utilizando frutose e glicose
como agentes de reticulacao.

Amostra Gelatina dissolvida (%)
1 70,11
2 60,19
3 80,82
4 50,50
5 76,30
6 73,45
7 57,01
8 26,85
central 1 60,26
central 1’ 81,92
central 2 73,58
central 2’ 72,41

Fonte: O autor, 2017.
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Com os resultados da Tabela 15 foi realizada a andlise da variancia (ANOVA),
cujos resultados se encontram na Tabela 16.

Ao analisar a Tabela 16, percebe-se que os valores p para todos os fatores
estudados sdo estatisticamente irrelevantes quando se incluem na analise os efeitos

de segunda ordem.

Tabela 16 - Analise de variancia (ANOVA) para percentual de gelatina
dissolvida das amostras obtidas pelo planejamento de
experimentos comparativo utilizando frutose e glicose como
agentes de reticulacao.

SS MS F P
Reticulante (1) 214,387 214,387  1,279763  0,321171
Tempo (2) 0,410 0,410 0,002445  0,962937
% reticulante (3) 792,219 792,219  4,729068  0,095314
pH (4) 798,601 798,601  4,767162  0,094387
1*2 86,396 86,396 0515729  0,512380
1*3 82,240 82,240  0,490925  0,522129
1*4 19,877 19,877  0,118651  0,747850

Erro 670,085  167,5210

Total SS 2664,441

Fonte: O autor, 2017.

Para verificar se realmente os parametros estudados né&o interferem na
solubilidade (e consequente reticulagdo da amostra), foi realizada a andlise da
variancia ignorando estes efeitos. A ANOVA para este planejamento considerando
apenas os efeitos de primeira ordem pode ser vista na Tabela 17. Esta Tabela
mostra que ha relevancia estatistica para os fatores pH e percentual de reticulante

na amotra.
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Tabela 17 - Analise de variancia (ANOVA) sem efeitos de segunda ordem
para percentual de gelatina dissolvida das amostras obtidas
para o planejamento de experimentos comparativo utilizando
frutose e glicose como agentes de reticulacao.

SS MS F D
Reticulante 214,377  214,3765 1,747292  0,227776
Tempo 0,410 0,4095  0,003338  0,955544
% reticulante 792,219  792,2190  6,457040  0,038604
Ph 798,601  798,6006  6,509054  0,038032
Erro 858,835  122,6907
Total SS  2664,441

Fonte: O autor, 2017.

Analisando o grafico de Pareto (Figura 34), percebe-se que o pH influencia
positivamente a solubilidade das amostras enquanto a concentracdo do reticulante
influencia de maneira negativa. Em outras palavras, a solubilidade das microesferas
produzidas aumentam com o aumento do pH e com a diminuicdo da concentracao
de reticulante.

O fato de a solubilidade das amostras aumentar quando o pH esta em seu
nivel mais elevado (pH = 9), demonstra que, mesmo que a reticulacdo da gelatina
com a utilizacdo de aclUcares seja aumentada com a elevacdo do pH reacional, a
exposicdo das cadeias proteicas a este pH ja € suficiente para que haja possivel

degradacéo.
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Figura 34 - Grafico de Pareto para o planejamento de experimentos comparativo
utilizando frutose e glicose como agentes de reticulagao.

(4)pH 2551639 1
(3)conc -2,54142
(1)ret | -1,32207
(2)tempo -057781

p=.05
Efeito estimado padronizado (valor absoluto)

Fonte: O autor, 2017.

Para melhor analise dos dados, deve-se fazer a visualizacdo das
superficies de resposta geradas pelo planejamento de experimentos. As Figuras 35,
36 e 37 mostram estas superficies.

A Figura 35 mostra a superficie de resposta para tempo em funcéo do tipo de
reticulante. Analisando conjuntamente estes dois fatores, observa-se neste grafico
que para o reticulante 1 (glicose), as amostras apresentaram solubilidade de cerca
de 70%. Para as amostras obtidas com o reticulante 2 (frutose), a solubilidade foi de
cerca de 62%. Também se observa que, para ambos os reticulantes, o percentual de
material dissolvido se mantém praticamente constante em todos os tempos de
aguecimento da emulséo, o que indica que o tempo nao interfere nesta propriedade
nas condi¢gbes estudadas. Os menores valores de solubilidade observados para a
frutose indicam que esta molécula € um reticulante melhor para as cadeias de
gelatina visto que o objetivo principal da reticulacdo é justamente diminuir a

solubilidade das amostras em meio aquoso. Por meio destas observacdes, pode-se
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concluir que, mesmo que o tipo de agente reticulante ndo demonstre na anélise de
variancia que possui significancia estatistica, a superficie de resposta mostra que

menores solubilidades e melhores propriedades para as microesferas sdo obtidas
com o uso da frutose ao invés da glicose.

Figura 35 - Superficie de resposta para tempo em funcéo do tipo de reticulante para

o planejamento de experimentos comparativo utilizando frutose e glicose
como agentes de reticulacéo.
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Fonte: O autor, 2017.

A Figura 36 mostra a superficie de reposta para tipo de reticulante em funcao
de sua concentracdo. A tendéncia geral definida por esta superficie € de que os
menores valores de percentual dissolvido foram obtidos utilizando-se reticulante 2
(frutose) e maiores concentragdes de reticulante. Esses resultados sdo compativeis
com os resultados apresentados na Figura 35 e também com os obtidos no
planejamento de experimentos estudado no item 4.2 desta Tese.



Figura 36 - Superficie de resposta para tipo de reticulante em funcdo de sua
concentracdo para o planejamento de experimentos comparativo
utilizando frutose e glicose como agentes de reticulacéo.
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Fonte: O autor, 2017.

Figura 37 - Superficie de resposta para pH em funcao do tipo de reticulante
para o0 planejamento de experimentos comparativo utilizando
frutose e glicose como agentes de reticulacao.
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Fonte: O autor, 2017.
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A Figura 37 mostra a superficie de resposta para pH em fun¢éo do tipo de
reticulante. Observa-se que, mais uma vez, o melhor reticulante para gelatina é
frutose por apresentar menores valores de solubilidade. Com relacdo ao pH do meio
reacional, a superficie mostra que as amostras obtidas com pH 8 apresentaram
melhores resultados.

Quando se comparam os graficos de contorno dos fatores que tém relevancia
estatistica (pH e concentracéo do reticulante) para um mesmo reticulante em tempos
variados como mostra a Figura 38, observa-se que o perfil dos graficos permanecem
inalterados. Esta observacdo demonstra que, ao contrario do que acontece com o
tipo de reticulante, que ndo tem representatividade estatistica, mas podem-se mudar
as propriedades da microesfera, o tempo de aquecimento nao possui
representatividade estatistica nem altera a solubilidade das amostras.

A mesma comparacdo quando se utilizam os graficos de contorno as
amostras obtidas quando se utiliza frutose apresenta resultados idénticos, ou seja, 0

tempo de aguecimento ndo altera o percentual de dissolucédo das amostras.



Figura 38 - Graficos de contorno do planejamento de experimentos utilizando glicose como reticulante para pH
em funcao da concentracéo de reticulante com tempo de aguecimento de 10 minutos (a), tempo de
aguecimento de 20 minutos (b) e tempo de aquecimento de 30 minutos.
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Fonte: O autor, 2017.
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A Tabela 18 apresenta os melhores resultados obtidos nesta etapa da Tese.
Como se observa, a solubilidade diminui pela metade simplesmente pela troca de
agente de reticulagcdo. O que confirma a escolha da frutose como sendo melhor
agente de reticulacdo do que a glicose. Diante destes resultados, as proximas

etapas desta Tese serdo realizadas utilizando-se frutose em detrimento da glicose.

Tabela 18 - Melhores resultados obtidos com o
planejamento de  experimentos
comparativo utilizando frutose e
glicose como agentes de

reticulagao.
: Gelatina
Amostra Reticulante : :
dissolvida (%)
4 glicose 50,50
8 frutose 26,85

pH = 8 e concentrag&o de reticulante = 100% (m/v)
Fonte: O autor, 2017.

4.4 Estudo comparativo da utilizacdo de genipina, 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), glutaraldeido e frutose como

agentes de reticulacao

Com o objetivo de se obterem microesferas de gelatina que apresentem
menor solubilidade com menor grau de citotoxicidade possivel, foram comparadas
microesferas que foram reticuladas com genipina, EDC, frutose ou glutaraldeido. Os
trés primeiros reticulantes sdo moléculas com baixa citotoxicidade que estdo sendo
sugeridas como substitutas ao reticulante tradicional e citotoxico (glutaraldeido). As
amostras foram submetidas a testes solubilidade da gelatina em agua e testes de

degradacdo enzimética (simulando o meio fisiolégico).

4.4.1 Solubilidade em aqua

Nesta etapa da Tese, microesferas de gelatina foram reticuladas com
genipina, EDC, frutose ou glutaraldeido utilizando-se tempo de reacdo de 1h. As

amostras foram colocadas em meio aquoso a temperatura de 37 °C e o percentual



93

de gelatina dissolvida no meio foi analisado apés 1h, 3h, 12h e 48h de imersao da

amostra. Os resultados obtidos podem ser vistos na Figura 39.

Figura 39 - Testes de solubilidade em agua para amostras reticuladas
com genipina, EDC, frutose e glutaraldeido.
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Fonte: O autor, 2017.

Para todos os periodos de tempo investigados, percebe-se um aumento no
percentual da dissolucdo de material gelatinoso, o que ja era esperado por causa da
hidrofilicidade das cadeias de gelatina com a agua.

Ao témino das 48h de analise, os resultados mostram que a menor
solubilidade e, consequentemente, melhor matriz para uso em dispositivos
biomédicos, € atribuida a genipina, um dos reticulantes propostos para a
substituicdo do glutaraldeido.

Em oposigdo a este resultado, a molécula de EDC se apresenta como sendo
o pior reticulante segundo os resultados da analise. Seus percentuais de gelatina
dissolvida séo, em todos os tempos estudados, maiores que 0s demais reticulantes.

Também pode-se observar que, apesar de apresentar percentuais de gelatina
dissolvida relativamente altos (comparando-se com o0s demais reticulantes) nos
tempos iniciais da analise, a frutose apresenta resultados proximos ao do
glutaraldeido e chega a ser menor quando se observa a andlise em seu maior

tempo. Considerando que a possivel aplicacdo deste material sera para a liberacéo
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controlada de farmaco, o perfil de solubilidade desta amostra confere um aspecto
positivo para as microesferas reticuladas com frutose visto que se almeja um
dispositivo que solubilize parcialmente nos momentos iniciais (para liberar parte da

carga farmacéutica) e permaneca insolluvel ainda por muitas horas.

4.4.2 Testes de degradacado enzimética

Neste teste, a reacao de reticulacdo das microesferas foi realizada utilizando-
se genipina, EDC ou glutaraldeido com tempos de reacéo de 1h, 3h, 6h, 12h, 24h e
48h. Amostras reticuladas com frutose foram sujeitas a apenas 1h de reticulacao
porque temperatua e pH elevados (condicbes experimentais necessarias para a
efetiva reticulacdo com frutose) ocasionam a degradacéo das cadeias proteicas se 0
tempo de exposicdo for elevado. As amostras foram colocadas em solugéo aguosa
de colagenase (enzima responsavel pela quebra das moléculas proteicas no meio
fisiol6gico) e a temperatura de 37 °C, para simular o meio fisiolégico. O percentual
de gelatina dissolvida foi analisado apés 1h de imersdo da amostra no ambiente
simulado. Os resultados devem fazer distincdo do grau de reticulagdo das amostras
visto que amostras mais reticuladas devem perder menor percentual de massa ao
longo do tempo pois sdo mais dificeis de se degradar por causa das ligacdes
cruzadas entre as cadeias poliméricas por fornecerem maior resisténcia ao material.
Os resultados obtidos podem ser vistos nas Figuras 40, 41, 42 e 43.

Os resultados desta andlise para as amostras reticuladas com genipina
(Figura 40) mostram que a perda de massa diminui significativamente quando o
tempo de reacdo aumenta, indicando assim, que h& aumento de reticulacéo.
Comparando-se a degradacao sofrida pelas amostras de genipina com a
degradacéao sofrida pelas amostras de frutose, percebe-se que a amostra de frutose,
mesmo tendo sido reticulada por um periodo de apenas 1h, se comportaria no corpo
humano de maneira muito semelhante aquela reticulada com genipina por um

periodo de 3h.
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Figura 40 - Testes de degradacdo enzimatica das microesferas
reticuladas com genipina ou frutose.
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Fonte: O autor, 2017.

A Figura 41 mostra os resultados para as amostras reticuladas com EDC e
frutose. As amostras reticuladas com EDC mostraram baixa resisténcia frente a
degradacdo enzimatica visto que altos percentuais de massa foram perdidos mesmo
gquando o tempo de reticulacdo da amostra foi de 48h. Comparando-se com a
amostra reticulada com frutose jA se pode afirmar que esse sacarideo € um
reticulante mais eficaz que EDC para a gelatina. Também se pode afirmar que, nas
condicdes estudadas nesta Tese, o perfil de degradacdo enzimética de EDC
inviabiliza esta molécula como agente reticulante de microesferas de gelatina para
aplicacdo como dispositivo para liberacao controlada de farmaco visto que alta perda
de massa da matriz polimérica levaria a altas taxas de liberacdo da carga

farmacéutica logo nos momentos iniciais do contato com o meio fisioldgico.
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Figura 41 - Testes de degradacdo enzimatica das microesferas
reticuladas com EDC ou frutose.
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Fonte: O autor, 2017.

A degradacdo enzimética sofrida pelas amostras reticuladas com
glutaraldeido é mostrada na Figura 42. Percebe-se que a amostra que foi reticulada
por 3h apresentou menor perda de massa, sendo esta a amostra com melhor
resisténcia frente a degradacdo no ambiente simulado. Além disso, percebe-se
também que o aumento do tempo de reacdo ndo favorece a reticulagdo com este
reticulante visto que a degracdo aumenta significativamente com a utilizacado de
tempos de reacdo maiores que 3h. Comparando-se as amostras reticuladas com
glutaraldeido com as que foram reticuladas com frutose percebe-se que a perda de
massa difere em torno de 10% para as duas amostras quando o tempo de
reticulacdo € baixo. Este resultado faz do glutaraldeido um melhor agente de
reticulacdo visto que apresenta melhor desempenho nestas condi¢cdes. No entanto,
a diferenca de perda de massa encontrada nédo é tdo elevada a ponto de inviabilizar

as amostras reticuladas com frutose para a aplicagéo proposta nesta Tese.
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Figura 42 - Testes de degradacdo enzimatica das microesferas
reticuladas com glutaraldeido ou frutose.
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Fonte: O autor, 2017.

Figura 43 - Testes de degradacdo enzimatica das microesferas
reticuladas com genipina, EDC, glutaraldeido ou

frutose.
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Fonte: O autor, 2017.

A Figura 43 mostra um comparativo entre todos os reticulantes estudados. Os

resultados mostram que, em geral, as amostras

reticuladas com genipina

apresentam os menores percentuais de degracao, indicando que estas estdo mais
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reticuladas que as demais, inclusive mais reticuladas que o glutaraldeido. As

amostras reticuladas com EDC apresentam altas taxas de perda de massa em todos

0os tempos estudados mas, quando comparada as amostras reticuladas com o

reticulante tradicional (glutaraldeido), seu desempenho foi melhor para tempos de

reticulacdo de 6h e 12h. Em se tratando de frutose, percebe-se que, mesmo com
menor tempo de reticulacdo, seu percentual de degradacdo é semelhante ao do

glutaraldeido, chegando a ser menor, inclusive, para amostras nas quais a

reticulacdo com glutaraldeido foi realizada em tempos superiores a 3 horas.

De acordo com estes resultados, pode-se classificar o desempenho das
amostras da seguinte forma:

e amostras reticuladas com genipina apresentaram melhores desempenhos em
todos os tempos, tendo a amostra reticulada por 48 h a menor perda de massa,;

e amostras reticuladas com glutaraldeido apresentaram o segundo melhor
desempenho quando o tempo de reticulacdo € de 3 horas e apresentaram baixo
desempenho para tempos de reticulagédo maiores que 3 horas;

e amostras reticuladas com frutose apresentaram o terceiro melhor desempenho
mesmo tendo sido reticulada com apenas 1 hora de reacao;

e amostras reticuladas com EDC apresentaram o pior desempenho dentre 0s
reticulantes estudados.

Comparando-se os resultados de degradacdo enzimatica juntamente com 0s
resultados para solubilidade em agua que foram discutidos no topico anterior,
percebe-se que, a genipina demonstra ser a melhor escolha a ser feita pois
apresenta os melhores resultados. Esta escolha além de conferir melhores
propriedades para as microesferas de gelatina, também resulta na minimizacdo dos
efeitos citotoxicos no dispositivo.

No entanto, para a producdo em larga escala, uma demanda industrial, por
exemplo, a utilizacdo deste reticulante pode ser inviabilizada pelo alto custo do
processo. Este custo € aumentado inicialmente pelo valor do reticulante. Nesta Tese
foram gastos cerca de R$ 880,00 por grama de microesferas que foram reticuladas
com genipina. Além disso, o melhor desempenho da genipina foi observado com
tempo de reticulagdo de 48 horas, 0 que aumenta ainda mais 0 custo do processo

considerando-se gastos com remuneracao de funcionarios, energia elétrica, etc.
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O segundo melhor reticulante com baixa citotoxicidade foi a frutose. Quando
se analisa este reticulante sob o ponto de vista econémico, percebe-se que o custo
envolvido em uma futura fabricacdo em escala industrial ndo inviabilizaria o
processo visto que é um composto barato (cerca de R$ 2,25 por grama de
microesfera reticulada) e de facil aquisicdo, além de necessitar de apenas 1h de
reagdo. Por estes motivos, os demais estudos desta tese foram realizados

utilizando-se a frutose como agente de reticulacdo para as microesferas de gelatina.

4.5 Preparo dos biocompdsitos

O principal objetivo desta Tese € preparar e caracterizar dispositivos
biomédicos para transporte e liberacdo magneticamente controlados de farmacos.
Por este motivo, biocompdsitos a base de gelatina e frutose foram preparados na
presenca de um material magnético.

Existem inGOmeros materiais magnéticos que poderiam ser utilizados. No
entanto, o material magnético adequado para a fabricacdo dos dispositivos
propostos neste trabalho devera apresentar alta magnetizacdo de saturacéo,
superparamagnetismo e alta compatibilidade com as cadeias de gelatina. Por esta
razdo, nesta etapa foram testados trés diferentes materiais magnéticos para a
fabricacdo dos biocompdsitos. Primeiramente optou-se por utilizar magnetita em
detrimento dos demais 6xidos magnéticos de ferro (maghemita e hematita), pois
apresenta maior magnetizacdo de saturacdo. No entanto, sua magnetizacdo pode
ser influenciada pela rota de sintese e pelos reagentes utilizados no seu preparo.
Por estes motivos, foram sintetizadas duas magnetitas solidas: uma obtida a partir
de sulfato ferroso e outra obtida a partir de cloreto ferroso.

Com o objetivo de maximizar a interacdo polimero-magnetita e,
consequentemente, aumentar a incorporacdo de material magnético e minimizar a
perturbacdo na morfologia dos biocompdsitos, decidiu-se também sintetizar um
fluido magnético onde gelatina foi utilizada como surfactante.

A Tabela 19 mostra a descricdo dos materiais magnéticos produzidos e a
Tabela 20 mostra o material magnético utilizado em cada amostra de biocompaosito.
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Tabela 19 - Descricdo dos materiais magnéticos sintetizados.
Amostra Descricao

MG1 Magnetita solida obtida a partir de sulfato ferroso
MG2 Magnetita solida obtida a partir de cloreto ferroso

FLUL Fluido magnético a base de gelatina e magnetita obtida
a partir de sulfato ferroso

Fonte: O autor, 2017.

Tabela 20 - Material magnético utilizado no
preparo dos biocompaésitos.

Amostra Material magnético
AFM MG1
AFM2 MG2
AFM3 FLU1

Fonte: O autor, 2017.

4.5.1 Morfologia dos biocompdsitos

A Figura 44 mostra o aspecto visual dos biocompoésitos AFM. Observou-se
gue os biocompadsitos apresentaram morfologia esférica e coloracdo marrom escuro
por causa da presenca de material magnético. Nao foram observadas particulas de
coloracdo clara, indicando assim, que houve distribuicio homogénea do material
magnético nas microesferas. Todas as demais amostras preparadas nesta etapa

apresentaram caracteristicas visuais semelhantes as da amostra AFM.
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Figura 44 - Aspecto visual de microesferas a base de gelatina,
frutose e magnetita obtida a partir de sulfato ferroso
(AFM).

AFM

Fonte: O autor, 2017.

A andlise da superficie dos biocompdsitos foi realizada por microscopia
eletrbnica de varredura (SEM). Para avaliar a influéncia do material magnético sobre
a morfologia das microesferas se fez necessario primeiramente a visualizacao da
superficie das microesferas reticulada com frutose sem a presenca da magnetita
(amostra AF). Como pode ser observado nas Figuras 45 e 46. A Figura 45 apresenta
a visao geral das particulas. Foram obtidas particulas com formato esférico e com
tamanhos entre 5 a 40 um (microesferas). Todas as microesferas observadas
apresentaram marcas superficiais. As marcas observadas na superficie podem ser
atribuidas as colisbes ocorridas entre as gotas de solugdo gelatinosa na etapa de
formacdo da emulsdo. Quando o sistema é resfriado para a formacdo das

microesferas, as particulas solidificam mantendo as marcas destas colises.
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Figura 45 - Micrografia eletrénica de varredura da amostra a
base de gelatina e frutose (AF) com aumento de
1500X.
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Fonte: O autor, 2017.

A Figura 46 mostra a superficie de uma microesfera da amostra AF com
ampliacdo de 20000 vezes. Observa-se que a microesfera possui superficie rugosa.
Esta rugosidade € resultante do processo de desidratacdo ao qual as microesferas

sdo submetidas no preparo das mesmas.

Figura 46 - Micrografia eletronica de varredura da amostra a
base de gelatina e frutose (AF) com aumento de
20000X.
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Fonte: O autor, 2017.
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As Figuras 47 e 48 mostram micrografias eletrbnicas de varredura das
microesferas magnéticas reticuladas com frutose (amostra AFM). Na Figura 47,
observa-se com muita nitidez que a presenca da magnetita obtida com sulfato
ferroso interferiu diretamente na morfologia das microesferas. Em decorréncia da
adicdo deste material magnético foram visualizadas microesferas muito maiores que
as ndo-magnéticas. Enquanto a amostra AF apresentou microesferas variando entre
5 e 40 um, a amostra AFM apresentou tamanhos médios de 300 um. Outro aspecto
morfologico influenciado pela adicdo da magnetita de sulfato foi a presenca de
poros. Como pode ser visto na Figura 47, a amostra AFM apresentou um namero
alto de poros por microesfera e, além disso, como pode ser visto na Figura 48, estes
poros tem diametro muito grande (maior que 50 pum).

O aumento significativo do tamanho das microesferas nédo € desejavel para a
aplicacdo em dispositivos que serdo utilizados como carreador de farmaco a ser
introduzido no sistema biologico via arterial pois pode levar ao entupimento dos
vasos sanguimeos.

A presenca de poros muito grandes na superficie das microesferas de
gelatina também é vista como uma propriedade ruim visto que aumenta a superficie
de contato polimero-agua quando a microesfera estiver no meio fisiol6gico. Com o
aumento da superficie de contato, consequentemente, aumenta-se a solubilidade da
amostra. Além disso, com poros de diametro elevado ha uma probabilidade maior de
lixiviacho do material magnético e também da carga farmacéutica. Por estes
motivos, a magnetita obtida com sulfato ferroso ndo é um bom material magnético

para a obtencéo do dispositivo proposto nesta Tese.



Figura 47 - Micrografia eletrbnica de varredura da amostra a base de
gelatina, frutose e magnetita obtida a partir de sulfato
ferroso (AFM) com aumento de 100X.

X100.<7100pm LABNANO

e SN

Fonte: O autor, 2017.

Figura 48 - Micrografia eletrénica de varredura da amostra a base de
gelatina, frutose e magnetita obtida a partir de sulfato ferroso
(AFM) com aumento de 500X.
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Fonte: O autor, 2017.
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As Figuras 49 e 50 mostram as micrografias da amostra AFM2. Esta amostra
foi preparada com a utlizagdo de magnetita obtida com cloreto ferroso.
Comparando-se com a amostra ndo-magneética (Figuras 45 e 46), observa-se que a
amostra AFM2 apresenta menos marcas de colisdo provenientes da preparacao da
amostra (Figura 52) e superficie mais lisa (Figuras 49 e 50) com relagcdo aos
tamanhos, as microesferas obtidas estavam na faixa de 5 a 60 pum.

Figura 49 - Micrografia eletronica de varredura da amostra a base de
gelatina, frutose e magnetita obtida a partir de cloreto
ferroso (AFM2) com aumento de 1500X.

SElI  5kV WD9mm x1,500 10pm —
1Q-UERJ 21 Jan 2016
Fonte: O autor, 2017.
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Figura 50 - Micrografia eletrdnica de varredura da amostra a base de
gelatina, frutose e magnetita obtida a partir de cloreto
ferroso (AFM2) com aumento de 20000X.
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Fonte: O autor, 2017.

Comparando-se as duas magnetitas utilizadas, pode-se afirmar que a
magnetita obtida com cloreto é mais adequada para a obtencao de biocompdésitos,
pois analisando morfologicamente é a que causa menor perturbacdo na superficie

das microesferas.

4 5.2 Propriedades magnéticas

As propriedades magnéticas mais importantes para a aplicabilidade de um
dispositivo em meio biolégico sdo a magnetizagédo de saturacdo (Ms), a coercividade
ou campo coercivo (Hc) e a magnetizacao residual (Mg). A Tabela 21 mostra os
valores destas trés propriedades para todos os materiais magnéticos preparados

nesta Tese.
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Tabela 21 - Propriedades magnéticas dos materiais magnéticos sintetizados.

Amostra Ms (emu/g) He (G) Mg (emu/g) Mg/Mg
MG1 53,91 37,82 2,93 0,05
MG2 61,6 18,9 1,82 0,03
FLU1 1,49 20,21 0,09 0,06

Fonte: O autor, 2017.

Primeiramente analisou-se a magnetizacdo de saturacdo destes materiais. A
magnetizacdo de saturacdo dos dispositivos que sdo aplicados em meio biolégico é
inversamente proporcional ao campo magnético utilizado externamente, pois como o
gradiente magnético diminui com o aumento da distancia até o alvo, dispositivos
com baixa magnetizacdo de saturacdo necessitardo de campos magnéticos externos
com altos valores para que se consiga o gradiente magnético ideal para transportar
o dispositivo até o local desejado (Arruebo et al., 2007). Quanto maior o campo
magneético externo obtido por um equipamento, maior sera seu custo e manutencao.
Dessa forma, é ideal que o dispositivo biomédico possua a maior magnetizacédo de
saturacdo possivel.

Observando-se os valores de magnetizacdo de saturacdo da Tabela 21,
percebe-se que a magnetizacdo de saturacdo da amostra MG2 é da ordem de 61
emu/g, a da amostra MG1 é da ordem de 53 emu/g, enquanto a amostra FLU1 tem
cerca de 1,5 emu/g de magnetizacdo. Comparando-se com valores encontrados na
literatura (HUANG; YANG, 2007, CHOUBEY; BAJPAI, 2010), pode-se dizer que as
duas magnetitas solidas produzidas (MG1 e MG2) possuem susceptibilidade
magnética adequada para a fabricacdo de dispositivos biomédicos. O mesmo nao se
aplica ao fluido magnético pelo fato de apresentar baixa magnetizacao de saturacao.

O fluido utilizado neste trabalho foi produzido utilizando-se gelatina como
surfactante. O surfactante confere estabilidade ao fluido e, neste caso, melhoraria a
incorporacdo de magnetita pelos biocompésitos. Contudo, foi visualizada uma
magnetizacdo de saturacdo tdo baixa para o fluido a ponto de inviabilizar sua
aplicacdo. Esta baixa magnetizacdo indica que o material sintetizado apresenta
baixo magnetismo. Provavelmente, a gelatina utilizada como surfactante impediu a
formacdo de magnetita e formaram-se, em sua maioria, 6xidos de ferro néo-
magnéticos.

Quando se compara o contra-ion utilizado na sintese, percebe-se que a

magnetita obtida a partir de cloreto ferroso (MG2) apresenta a maior magnetizacao
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dentre todas, o que indica que a escolha do contra-ion do sélido i6bnico que fornece
os fons Fe?* é essencial para as propriedades magnéticas da magnetita produzida. E
usual que sulfato ferroso seja utilizado na sintese de magnetita porque cloreto
ferroso é um reagente de custo elevado e muito instavel (se oxida a cloreto férrico
facilmente). No entanto, o contra-ion sulfato por ser formado por um agregado de
cinco &tomos, é um ion muito volumoso e atrapalha a formacéo do reticulo cristalino
e, consequentemente, a estrutura de rede da magnetita obtida. Por outro lado,
cloreto sendo um fon de menor tamanho, possibilita que os fons Fe?* estejam mais
livres para a formacao dos cristais de magnetita e, por isso, melhora a magnetizacéo
de saturacdo do material sintetizado. Ainda falando sobre a magnetita MG2, pode-se
afirmar que, pelo fato de apresentar o maior valor de magnetizacdo, esta amostra &
o material magnético mais adequado (dentro do universo estudado) quando o
objetivo é maximizar a exatiddo no transporte do farmaco, com a utilizacdo de
campo magnético externo minimo.

Para a aplicacdo em meio biologico, outra propriedade desejavel é a presenca
de superparamagnetismo. Na auséncia desta propriedade, as particulas tendem a
se manter aglomeradas apos a retirada do campo magnético, o que pode levar ao
entupimento dos vasos sanguineos. Primariamente, o superparamagnetismo de uma
amostra é visualizada pela auséncia de histerese em sua curva de magnetizacdo. As
Figuras 51, 52 e 53 mostram as curvas de magnetizacdo para 0S materiais

magnéticos MG1, MG2 e FLUL, respectivamente.



109

Figura 51 - Curva de magnetizacdo da magnetita sélida obtida a partir de
sulfato ferroso.
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Fonte: O autor, 2017.

Figura 52 - Curva de magnetizacdo da magnetita solida obtida a partir de
cloreto ferroso.
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Fonte: O autor, 2017.
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Figura 53 - Curva de magnetizacdo do fluido magnético a base de magnetita
solida obtida a partir de sulfato ferroso.

1.5
1.0
= FLU1
E ]
3 0.5+
o
uo
gﬂ -
N 0.0
-+
(b}
-y
& .05
= 77
.1|0_-
1.5
T
-2 10 -8 -6 -4 2 0 2 4 6 8 10 12
Campo Magnético Aplicado (kG)

Fonte: O autor, 2017.

Pode-se observar a auséncia de histerese em todas as trés curvas de
magnetizacdo. Esta observacdo €é um indicativo da presenca de
superparamagnetismo. No entanto, somente se pode afirmar que a amostra €&
superparamagnética ap0s a analise dos valores de campo coercivo (H¢), campo
magnético remanescente (Hg) e da razdo Mgr/Ms que se encontram na Tabela 21.
Todas as amostras apresentam valores de H. e Hgr diferentes de zero, porém a
razdo Mgr/Ms é compativel com materiais superparamagnéticos (SANTA MARIA et
al., 2005).

As Figuras 54 e 55 mostram as curvas de magnetizagdo para 0S
biocompdésitos a base de gelatina, frutose e magnetita (amostras AFM e AFM2),
enquanto que a Tabela 22 mostra os valores numéricos das propriedades

magnéticas.
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Figura 54 - Curva de magnetizacdo do biocompdsito AFM (a base de
gelatina, frutose e magnetita de sulfato).
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Fonte: O autor, 2017.

Figura 55 - Curva de magnetizacdo do biocompésito AFM2 (a base de
gelatina, frutose e magnetita de cloreto).
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Tabela 22 - Propriedades magnéticas dos biocompdsitos AFM (a base de
gelatina, frutose e magnetita otida a partir de sulfato ferroso) e
AFM2 (a base de gelatina, frutose e magnetita obtida a partir de
cloreto ferroso).

Amostra Ms (emu/qg) He (G) Mg (emu/g) Mg/Mg
AFM 9,96 38,54 0,58 0,05
AFM2 29,6 20,67 0,99 0,03

Fonte: O autor, 2017.

Os valores de magnetizacédo de saturacado para os biocompaositos (Tabela 22)
sdo valores mais baixos que os obtidos para os materiais magnéticos puros (Tabela
21). Este comportamento ja era esperado visto que o biocompdsito € composto por
materiais magnéticos (magnetita) e ndo-magnéticos (gelatina e frutose), o que
ocasiona a diminuicdo das propriedades magnéticas como um todo. Comparando-se
a magnetizacdo das duas amostras entre si, observa-se que a magnetizacdo da
amostra AFM2 (preparada com magnetita de cloreto) é cerca de trés vezes maior
gue a magnetizacdo da amostra AFM (obtida com magnetita de sulfato). Diante
desta observacdo pode-se afirmar que a amostra AFM2 é a melhor escolha para
liberacdo controlada de farmaco, pois maior magnetizacdo acarreta em maior
efetividade de alcance dos tecidos alvo, além de requerer menor campo magnético
externo, o que minimiza custos com o tratamento do paciente.

Com relacdo as curvas de magnetizacdo (Figuras 54 e 55), visualiza-se um
perfil semelhante ao dos materiais magnéticos puros: auséncia de histerese
indicando superparamagnetismo, que deve ser confirmado ou ndo pelos valores de
coercividade e magnetizacdo remanescente. Os dados da Tabela 22 apresentam
valores ndo-nulos para estas duas propriedades. Entretanto, quando o campo
coercivo encontrado para as amostras (38,54 G para AFM e 20,67 G para AFM2) é
comparado ao campo magnético total, que foi utilizado para a realizacdo da anélise
(15.000 G), percebe-se gque menos de 0,27% do campo total € utilizado para
neutralizar a magnetizacdo remanescente. Aliando esta informacdo com o fato de
ambos biocompdsitos apresentarem valores da magnetizacdo remanescente
proximos de zero, pode-se dizer que ha superparamagnetismo nas amostras e,
consequentemente, ha uma probabilidade muito baixa de que as particulas se

aglomerem com a retirada do campo magnético externo. Dessa forma, o0s
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biocompdésitos sdo adequados para futura aplicacdo em transporte e liberacédo
controlada de farmacos.

Outro aspecto a ser observado € o parametro comercial. Dispositivos
comerciais apresentam magnetizacdo de saturacdo da ordem de 23 emul/g

(www.genscript.com). Sendo assim, a amostra AFM, que apresenta valor de

magnetizacdo de saturacdo abaixo dos valores encontrados em dispositivos
comerciais, ndo é adequada para comercializacdo. Por outro lado, a amostra AFM2
possui magnetizacdo de saturacdo adequada (magnetizacdo superior) para que seja
utilizada comercialmente com aplicabilidade satisfatéria.

Por estes motivos, a amostra AFM2 foi utilizada nos testes de incorporagao e

liberacdo do farmaco escolhido nesta Tese (doxorrubicina).

4.6 Incorporacao e liberacao in vitro de doxorrubicina (DOX)

As microesferas magnéticas AFM2, assim como microesferas ndo-magnéticas
(brancas) foram imersas por diferentes intervalos de tempo em solu¢do aquosa de
doxorrubicina 0,5 mg/mL, a fim se comparar a efetividade de incorporagdo do
farmaco. A concentracdo de doxorrubicina que foi incorporada pelas microesferas
nos diferentes tempos pode ser visualizada na Figura 56.


http://www.genscript.com/
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Figura 56 - Influéncia do tempo na incorporacdo de doxorrubicina pelas
microesferas de gelatina magnéticas e ndo magnéticas.
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Fonte: O autor, 2017.

Pode-se visualizar na Figura 56 que as microesferas preparadas na auséncia
de material magnético apresentaram melhores concentragbes de farmaco
incorporado ao dispositivo em todos os tempos estudados. Estes resultados podem
ser explicados pela forma como o farmaco se liga as cadeias de gelatina. Sabe-se
gue a doxorrubicina liga-se as cadeias proteicas preferencialmente através dos
terminais glicilglicinicos (WU et al.,, 2013). Estes terminais possuem por¢des
amidicas caracteristicas e a doxorrubicina liga-se ao aminoacido substituindo os dois
hidrogénios terminais da amida, como pode ser visto na Figura 57. Quando as
microesferas em questdo possuem material magnético agregado a elas, a
guantidade de terminais glicilglicinicos disponiveis diminui consideravelmente visto
que a magnetita sofre forte interacdo eletrostatica com os grupos NH./NH3"
presentes na gelatina. Por este motivo, ha maior possibilidade de serem formadas

novas ligag6es farmaco-gelatina em microesferas sem a presenca de magnetita.
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Figura 57 - Esquema da ligagdo da doxorrubicina aos terminais glicilglicinicos das cadeias
poliméricas de gelatina.
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Para os testes de liberacdo da doxorrubicina foram estudados quatro

situacOes diferentes:

e Amostra AFM2 submetida a um campo magnético externo constante;

e Amostra AFM2 submetida a um campo magnético externo oscilante;

e Amostra AFM2 na auséncia de campo magnético externo;

e Amostra ndo-magnética (branca).

Os resultados destes testes podem ser vistos na Figura 58. Observa-se que,

assim como a incorporacao de doxorrubicina pelas microesferas ndo magnéticas foi

maior, sua liberacdo também o foi para todos os tempos analisados. Este perfil de

liberacdo ndo apresenta caracteristicas ideais se o objetivo for liberar o farmaco da

maneira mais gradual possivel. Dessa forma, as amostras ndo-magnéticas ja podem

ser excluidas, pois ndo tém potencial para a aplicacdo desejada nesta Tese.

Figura 58 - Influéncia do campo magnético externo e da presenca de magnetita
sobre a liberacdo de doxorrubicina (DOX) em funcdo do tempo.
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Quando se compara a liberagdo do farmaco com a utilizagdo de dispositivos

magnéticos, percebe-se que a liberacéo é significativamente reduzida pela presenca
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de magnetita e que essa liberacdo ndo apresenta diferenca estatistica relevante nas
primeiras 6h de contato do dispositivo com 0 meio aquoso.

A partir das primeiras 6 horas, verifica-se a diferenciacdo dos perfis de
liberacdo e que dependem diretamente da maneira como as microesferas sao
submetidas ao campo magnético externo. As menores porcentagens de liberacao do
farmaco foram obtidas para as amostras que ndo foram submetidas a nenhum
campo externo, e 0s maiores percentuais foram observados para aguelas com a
influéncia de campo magnetico constante. A presenca de campo magnetico externo
ao sistema oferece um certo grau de agitacdo para as amostras pois ha sempre a
tendéncia de alinhamento de dominios particula-magneto. Essa agitacao torna-se
mais perceptivel guando o campo magnético é oscilante e, sendo as patrticulas,
altamente magnéticas e apresentando superparamagnetismo, pode-se visualizar
com muita facilidade grande agitacao das particulas. Essa agitacéo torna a liberacéo
do farmaco mais facilitada se for comparada com a liberacdo ocorrida quando as
particulas ndo foram sujeitas ao magnetismo exterior. No entanto, quando a agitacao
€ elevada e ocorre com uma grande velocidade o alinhamento/desalinhamento dos
dominios magnéticos da microesfera, ha interferéncia significativa na porosidade dos
dispositivos. Essa interferéncia normalmente ocasiona fechamento de poros e,
consequentemente, dificuldade na liberacdo das moléculas de farmaco por
desorcao.

Em 46 horas de andlise, observou-se que, independente do campo magnético
externo, menos de 30% do farmaco incroporado pelos biocompdsitos foi liberado
para o0 meio aquoso. Com base nestes resultados, pode-se afirmar que os perfis de
liberacdo se adequam aos objetivos desta Tese e vai além, visto que os trés perfis
diferentes podem ser utilizados para adequar a liberacdo do medicamento as
necessidades farmacoldgicas de cada paciente individualmente somente alterando-

se a maneira como o0 paciente sera submetido ao campo magnético externo.
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CONCLUSOES

Pode ser concluido que:

Foi possivel preparar e caracterizar microesferas magnéticas a base de
gelatina e magnetita que tém alto potencial para liberagdo controlada
de doxorrubicina.

A reticulacdo da gelatina com a utilizacdo de frutose foi fortemente
influenciada pelo pH reacional e pelo tempo de aquecimento da
emulsdo, os quais influenciaram diretamente na solubilidade das
amostras.

O método do reagente de biureto foi adequado para a determinacao do
percentual de gelatina dissolvido em meio aquoso.

Microesferas de gelatina com propriedades adequadas para a
aplicacdo em sistemas de liberacdo controlada de farmacos foram
obtidas com a utilizacdo de pH 9, tempo de aguecimento de 60 minutos
e concentragdo de frutose de 100% (m/m).

As microesferas reticuladas com frutose apresentaram propriedades
térmicas levemente melhores que as reticuladas com o agente de
reticulacdo convencional (glutaraldeido).

A adicdo de magnetita na sintese de microesferas de gelatina para a
obtencdo de biocompdsitos magnéticos levou a formacdo de
microesferas com poros de grande diametro.

Foi possivel a obtencdo de biocompdsitos com comportamento
superparamagnético e com magnetizacdo de saturacdo superior a de
dispositivos comerciais.

A presenca de campo magnético externo diminuiu consideravelmente a
liberacéo de doxorrubicina dos biocompasitos.

Foi possivel obter trés diferentes perfis de liberagdo de doxorrubicina
somente variando-se como 0s biocompdsitos sdo submetidos a acéo

do campo magnético externo.
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