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RESUMO

BARRAVIERA, Guilherme C. Preparacao e caracterizagdao de hidrogéis de
quitosana/sulfato de condroitina com utilizagao de liquido i6nico como solvente e
incorporagao de proépolis. 2019. 45 p. Trabalho de conclusdo de curso — Departamento
de Engenharia de Materiais. Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Londrina,
2019.

Hidrogéis constituidos de quitosana e sulfato de condroitina foram sintetizados com a
utilizagao de liquido idnico como solvente e incorporacao de prépolis, visando determinar
seu comportamento nos requisitos de liberagdo controlada de farmaco e propriedades
bactericidas. As amostras foram preparadas pela mistura de 40%, em massa, de solugao
de quitosana (12,5 g/L) e 60%, em massa, de solucdo de sulfato de condroitina (75 g/L).
A mistura foi realizada em temperatura ambiente e meio acido. Apds secagem do material
sintetizado, foram realizadas analises de espectroscopia de infravermelho, calorimetria
exploratdria diferencial, difracdo de raios X, propriedades bactericidas e liberagdo de
sulfato de condroitina. Os resultados mostram que houve a sintetizagdo dos hidrogéis em
todos os casos. A presenga de liquido idnico gera uma melhor interagdo entre a quitosana
e o sulfato de condroitina, além de ajudar, assim como o prépolis, na organizagédo das
cadeias. Porém, a utilizagdo de ambos os componentes prejudica a cristalinidade do
material. As amostras sintetizadas apresentam boa absorgédo de agua, sendo favorecida
pela presencga de prépolis, que além disso, ajuda na melhoria do carater bactericida. Ja
a utilizacao de liquido ibnico em unidao com o propolis colabora para um melhor controle
na liberag&o do farmaco.

Palavras-chave: Farmaco, Quitosana, Sulfato de Condroitina, Liquido 16nico



ABSTRACT

BARRAVIERA, Guilherme C. Preparacao e caracterizagdao de hidrogéis de
quitosana/sulfato de condroitina com utilizagao de liquido i6nico como solvente e
incorporagao de propolis. 2019. 45 p. Graduation final work — Departamento de
Engenharia de Materiais. Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Londrina, 2019.

Hydrogels constituted of chitosan and chondroitin sulfate were synthesized using ionic
liquid as solvent and incorporation of propolis, aiming to determine their behavior in
controlled drug release requirements and bactericidal properties. The samples were
prepared by mixing 40% by weight of chitosan solution (12,5 g / L) and 60% by weight of
chondroitin sulfate solution (75 g/ L). Mixing was performed at room temperature and acid
environment. After the synthesized material drying, infrared spectroscopy, differential
scanning calorimetry, x-ray diffraction, bactericidal properties and chondroitin sulfate
release analyses were performed. The results show that hydrogels were synthesized in
all cases. The ionic liquid presence generates a better interaction between chitosan and
chondroitin sulfate, besides helping, as well as propolis, in the organization of the chains.
However, both components used together impairs the material crystallinity. The
synthesized samples have good water absorption, being favored by the propolis
presence, which also helps in improving the bactericidal character. The ionic liquid use in
conjunction with propolis contributes to better drug release control.

Key words: Drug, Chitosan, Chondroitin Sulfate, lonic Fluid
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1. INTRODUGCAO

A partir do século XX, a expectativa de vida da populacdo brasileira vem
aumentando cada vez mais. Assim sendo, podemos observar que a qualidade de vida
dos brasileiros multiplica-se proporcionalmente com a densidade populacional (NASRI,
2008).

Consequentemente, a demanda por servigos e tecnologias na area de saude cresce
continuamente, o que gera uma elevagao dos gastos publicos com este setor, além dos
problemas com escassez de recursos e necessidades de reestruturagao dos servicos.
Visto que atualmente uma parte significativa dos produtos e tecnologias que utilizamos
no Brasil &€ de origem estrangeira, justifica-se o desenvolvimento nacional de tecnologias
em saude (CALIXTO, 2008).

Nos ultimos anos, a tendéncia mundial para aplicagdes biomédicas € a troca dos
materiais bioestaveis, que oferecem melhorias temporarias, por biodegradaveis, os quais
podem colaborar na reparagao e regeneracgao de tecidos danificados.

Dentre os biomateriais, a quitosana € um dos mais utilizados, visto a sua grande
disponibilidade e propriedades biodegradaveis e n&o-toxicidade (SILVA; SANTOS;
FERREIRA, 2006). Simultaneamente, o sulfato de condroitina € muito utilizado para o
combate de doencas como osteoartrite. Combinados de forma correta, ambos materiais
formam um complexo polieletrénico, o qual pode ser utilizado como meio de liberacdo de
farmacos de forma controlada (FERNANDES, 2006).

Outro material que vem sendo estudado para aplicagdes biomédicas é a propolis,
devido a sua propriedade bactericida para um amplo espectro de bactérias
(GHISALBERTI, 1979).

Além dos materiais apresentados acima, o solvente € um fator muito importante
para a determinacio das propriedades finais do produto adquirido. No caso deste estudo,
sera utilizado liquido ibnico como solvente, visando uma mudanga na dindmica da reagao

e atingir diferentes propriedades.
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Desenvolver um complexo de quitosana e sulfato de condroitina contendo propolis

a partir de solugcdo com liquido idnico.

2.2 Objetivos especificos

e Sintetizar o complexo;

e Caracterizar o material por meio da técnica de espectroscopia de infravermelho
(FTIR);

o Caracterizar a cristalinidade do material por meio de difrac&o de raio X (DRX);

o Caracterizar o material por meio de calorimetria exploratéria diferencial (DSC);

o Realizar estudos de atividades bactericidas no material;

e Observar a liberagao de sulfato de condroitina.
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3. JUSTIFICATIVA

Atualmente, existem varios trabalhos relacionados com materiais utilizados na
liberagcdo controlada de farmacos. Porém, continua havendo uma grande demanda por
inovagdes tecnoldgicas para melhorar a saude da populagdo. Os materiais que foram
utilizados nesse projeto sdo todos naturais, cada um apresentando propriedades que
desejamos combinar para formar um produto que consiga liberar o sulfato de condroitina
de forma controlada no local desejado, com excelente biocompatibilidade e baixa
citotoxicidade, além das propriedades antimicrobianas. Assim, estudou-se a formacao de

géis utilizando estes materiais com as propriedades desejadas.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Biomateriais

Com a evolugédo da medicina, biomateriais estdo sendo cada vez mais utilizados,
tanto em tratamento de doencgas crbnicas, acidentes traumaticos, reconstrugdes
cirurgicas como em outros problemas de saude. Ao longo dos anos, diversas pesquisas
foram realizadas no desenvolvimento desses materiais, principalmente nas areas de
engenharia de tecidos e liberagao de farmacos (BHAT; KUMAR, 2013).

Inicialmente, a evolugdo dos biomateriais ocorreu entre os anos 1960 e 1970,
sendo considerada sua primeira geragdo. Os dispositivos criados eram desenvolvidos
com um equilibrio entre as propriedades fisicas e mecanicas com o minimo de toxicidade
possivel (KUMAR; HAN, 2017).

Alguns anos depois, foram incorporadas novas propriedades a estes produtos,
como a bioatividade e a capacidade de ser absorvivel pelo corpo. Assim, 0s novos
dispositivos criados foram rotulados como de segunda geragédo. (KUMAR; HAN, 2017)

Posteriormente, criou-se a terceira geragdo adicionando-se a capacidade de
estimular a resposta celular especifica para regeneracao de tecidos vivos (KUMAR; HAN,
2017).

Hoje em dia, apesar das divergéncias entre autores sobre a definicdo de
biomateriais, conseguimos defini-los como: dispositivos, de origem sintética ou natural,
que entram em contato com sistemas bioldgicos e atuam em aplicagbes diagndsticas,
vacinais, cirurgicas ou terapéuticas (PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015).

Uma das propostas para a aplicagao desses materiais € o combate as doengas
comuns que s&o causadas pelo desgaste de ossos e cartilagens, como a osteoporose.
Grande parte dos estudos no tratamento dessas doengas geram resultados abaixo do
esperado, sendo necessario um avango para restaurar integralmente os ossos e
cartilagens desgastados. Consequentemente, muitos outros problemas que sé&o gerados
por essas doengas, como a impossibilidade de movimentagao, frequentes consultas
meédicas, aumento dos custos com saude e diminuicdo da qualidade de vida seriam
solucionados (NAVARRO et al., 2008; REIS et al.,2009).
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Visto isso, a utilizagdo de biomateriais € restrita por algumas caracteristicas que
devem possuir (CAO; WANG, 2009):
¢ Na&o devem desencadear acdes inflamatérias ou toxicas in vivo;
e Nao sejam produzidos residuos toxicos por sua degradagao;
e Os residuos gerados pela degradagdo devem ser facilmente metabolizados e
liberados pelo organismo.
Complementarmente, uma das aplicagées mais estudadas para esses materiais é
a liberagcédo controlada de farmacos, visto que sdo sensiveis a pequenos estimulos do
meio, como variagdes de temperatura, pH e forga idnica. Assim, uma ligeira modificagéo
em algum desses fatores pode fazer com que o produto passe de uma situagéo estavel
para um estado ativo, permitindo a liberagcado do farmaco (STAYTON et al., 2005).

4.2 Liberagao controlada de farmacos

Por muito tempo os medicamentos eram confeccionados de forma a liberarem a
totalidade de suas substéncias logo apos seu consumo. Porém, diversos problemas
estao relacionados a este mecanismo, como a célere queda da quantidade do farmaco
no organismo, necessitando de uma nova aplicagdo para manter uma constante
concentragdo. Consequentemente, o individuo se submete ao risco de superdosagem, o
que pode acarretar a toxicidade e diminuir o resultado do tratamento, possibilitando ao
organismo desenvolver resisténcia ao medicamento (SHEN et al., 2008).

Nos ultimos anos muitas pesquisas vém sendo desenvolvidas na elaboragao de
remédios que possibilitem a liberagdo controlada da substéncia ativa (XU et al., 2020, no
prelo; BANIHASHEM; NEZHATI; PANAHIA, 2020, no prelo; YANG et al.,, 2020, no
prelo).A matriz que armazena o farmaco € diretamente relacionada com o tempo com
que ele sera liberado, além de sua prépria estrutura e da aplicagdo desejada, podendo
variar entre horas e até mesmo meses. Diversos materiais naturais e sintéticos foram e
estdo sendo estudados para confeccdo de tais produtos, porém ha diversas restricdes
para suas aplicagdes. Dentre elas podemos citar a biocompatibilidade, a toxicidade, os
custos para fabricagdo e os casos de sistemas que ndo sdo biodegradaveis podem
necessitar de intervengdes cirurgicas para remoc¢éo (JOGANI et al., 2008).
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Para melhor compreensdo, a Figura 1 mostra as diferengas entre ambos

mecanismos de liberagcédo (LYRA et al., 2007).

Figura 1 - Comparagéo entre Liberagéo (a) Convencional e (b) Controlada

Nivel téxico
[ JUNN WSNER W A [ S SRS N S ———
L
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g 4
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o
E v
i I e . ¢
Nivel sub-terapéutico
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Fonte: LYRA, 2007.

Em suma, os materiais utilizados para liberagdo controlada apresentam diversas
vantagens, entre elas: 1) controle na liberagdo do farmaco; 2) prevenir doses toxicas ou
nao efetivas; 3) regulagao no nivel de principio ativo; 4) direcionamento do medicamento
para o local do organismo desejado; 5) reducdo de efeitos colaterais (BIZERRA; SILVA,
2016).

Dentre todos os materiais utilizados para finalidades biotecnoldgicas, os polimeros
sao fortes candidatos, destacando-se pela diversidade de fungdes e aplicagcdes em que
podem atuar. Necessita-se meticuloso cuidado na escolha do material a ser utilizado,
levando-se sempre em consideracdo que nado pode haver incompatibilidade entre o
excipiente e o principio ativo. Além disso, os materiais poliméricos possibilitam alteragées
em suas propriedades de diversas maneiras, como quimicamente, fisicamente ou
combinando-se propriedades de diversos polimeros, conseguindo-se modificar como
ocorrera a liberagao (PILLAI; PANCHAGNULA, 2001).

Além disso, outros fatores afetam o mecanismo de liberacdo. E imprescindivel a
anadlise de permeabilidade do farmaco perante o polimero. Consequentemente, a

cristalinidade do material € um fator muito importante a ser considerado. O
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empacotamento das cadeias poliméricas € diretamente proporcional a cristalinidade,
acarretando em uma resisténcia a difusao das moléculas da substancia ativa. Importante
salientar, dois polimeros com mesma estrutura quimica possuem propriedades diferentes

se suas proporgdes de partes amorfas forem divergentes (JACOBS; MASON, 1993).

4.3 Hidrogéis

Os polimeros constituem uma vasta gama de materiais, podendo ser subdivididos
em diversas classificacdes. Aqueles que possuem a habilidade de inchar ao entrar em
contato com agua e sao insoluveis neste liquido denominam-se hidrogéis. Sdo formados
por redes tridimensionais de materiais totalmente ou parcialmente hidrofilicos, os quais
geram a capacidade de absorgdo de quantidades extremamente grandes de agua,
podendo chegar até mesmo milhares de vezes do seu peso seco (PEPPAS et al, 2000;
HOFFMAN, 2012).

Além disso, por oferecerem biocompatibilidade sdo produtos muito visados para
aplicagcées biomeédicas, tendo sido os primeiros biomateriais projetados para serem
aplicados em humanos. Entretanto, sua aplicabilidade n&o se limita a esta, havendo
diversos usos desses materiais em aplicagbes como: encapsulamento de
microeletrénicos; removedores de ions pesados; membranas bioseparadoras e liberagao
controlada de agentes bioativos (WICHTERLE, 1960; HOFFMAN, 1995).

Vale ressaltar que para aplicagdes como liberagcdo controlada de farmacos, os
hidrogéis sdo processados, geralmente, de forma a produzir filmes finos (JONES;
VAUGHAN, 2005).

Uma caracteristica importante desses materiais € o tipo de interagdes que ocorrem
entre as macromoléculas para haver a formacdo das redes tridimensionais. Aqueles
oriundos de reticulagdes quimicas sdo denominados hidrogéis quimicos, enquanto os
gerados por interagdes fisicas sdo conhecidos como hidrogéis fisicos. Ao serem
submetidos a estimulos externos, os hidrogéis fisicos podem sofrer dissociagdo de suas
redes (AOUADA, 2009).

O gel é afetado drasticamente ao ser colocado em um meio de intumescimento,
sendo aquoso ou ndo, podendo haver interagdo das cadeias poliméricas com o meio.

Esta interagcdo provoca uma expansao das cadeias, distanciando-as e aumentando o



19

volume do material (FLORY; REHNER, 1943). A Figura 2 ilustra o comportamento dos

géis ao serem submetidos a meio de intumescimento.

Figura 2 - Reticulos de hidrogel no (a) estado seco e (b) estado intumescido

reticulacao

Grau de reticulacag |

Estrutura quimica

estado seco estado intumescido

Fonte: AOUADA,2009

Assim, com o espagamento das cadeias poliméricas inicia-se a liberagdo de
principios ativos que estavam armazenados em seu interior anteriormente (WANG; HAN,
2011).

4.4 Quitosana

Dentre os polissacarideos, a quitina é o segundo mais abundante no planeta,
sendo superado apenas pela celulose. Como um dos biomateriais mais utilizados, é um
homopolimero que tem sido extraido de fontes naturais, de diversas maneiras. Forma o
componente estrutural da parede celular de fungos e plantas, além de ser obtida
comercialmente a partir da casca do camardo e de caranguejos. Por meio de
modificagées quimicas, podemos alcangar melhoras significativas nas propriedades da
quitina (FELSE; PANDA, 1999).

A quitosana (poli[B-(1-4)-2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose]) € um polimero linear
obtido a partir de desacetilacdo, que seria a troca dos grupos acetil por grupos amina,
parcial da quitina. Caracteriza-se como uma base fraca, possuindo pKa entre 6,2 e 7,0,
sendo insoluvel, portanto, em ambiente neutro ou alcalino. Porém, quando se encontra
em meio acido, os grupos amino (-NH2) sdo carregados positivamente, fazendo com que
o polimero atinja uma alta densidade de cargas (KUMAR, 2000; RINAUDO; PAVOLOV,
1999).

Vale ressaltar que a estrutura da quitina e da quitosana sdo exatamente idénticas,

sendo diferenciadas apenas pela concentragdo de grupos amino ou acetoamido
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presentes. Assim sendo, um importante levantamento que deve ser realizado é o grau
medio de desatilagdo na formagao da quitosana, representando os grupos amino livres,
que conferem significativas mudangas nas propriedades do polimero (BRUGNEROTTO,
2001).

No caso da quitina, cerca de 90% do composto € formado por unidades acetiladas,
enquanto que na quitosana o grupo amino representa uma maior proporgdo do que 0s
grupos acetamido. Por meio da Figura 3 consegue-se uma melhor visualizagdo da
estrutura quimica de ambos os polimeros (LIMA, 2010; IBRAHIM; EL-ZAIRY, 2015).

Figura 3 — Representacao da a) quitina e b) quitosana

T CH l CH,OH NH, |
~ HMOH 0 53 \_--"""(') HO =
HO NH ) NH CH,OH
/ .
L 0=—C Jx - O=C - X - =¥
CH; CH;

a) b)

Fonte: IBRAHIM; EL-ZAIRY, 2015

Sabe-se que a quitosana torna-se soluvel em pH inferior a 4,0 ou quando o grau
de desacetilagao for maior do que 85%, o que faz com que a cadeia possua em sua maior
parte carater hidrofilico. A Figura 4 mostra como ocorre a dissociagado da quitosana em
ambiente acido (LIMA, 2010).

Figura 4 — Reagdo de protonacgdo da quitosana

+ H,O:

- .

HOCH;

Fonte: LIMA, 2010
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Devido ao fato de os grupos amino serem mais reativos, comparados com as
unidades acetiladas, a quitosana se torna muito atraente para aplicagbes. A quitina e
seus derivados possuem grandes potenciais em diversas areas, principalmente por suas
caracteristicas de biodegradabilidade e ndo toxicidade (SANTOS, 2009).

4.5 Sulfato de condroitina

Uma importante area de estudo para a medicina € a descoberta de tratamento
para doencgas que afetam os tecidos flexiveis que contornam os ossos. Com o passar
dos anos, este tecido comega a se desgastar, gerando problemas como artrose, por
exemplo. Sabe-se da existéncia de substancias condroprotetoras que vém sendo
utilizadas no tratamento dessas doencas pelo fato de se assemelharem aos
componentes das cartilagens (CLARK, 1991).

Os condroprotetores oferecem propriedades anti-inflamatorias, além de conseguir
minimizar a perda de proteoglicanos e colageno, inibindo as enzimas que geram a
degradacgao das cartilagens. Além disso, essas substancias possuem a capacidade de
estimularem a sintese da matriz cartilaginosa. Uma substancia que mais se destaca entre
essa classe é o sulfato de condroitina (SC) (CLARK, 1991; VAUGHAN-SCOTT; TAYLOR,
1997).

O sulfato de condroitina € um heteropolissacarideo, mais especificamente um
glicosaminoglicano (GAG), extraido da aorta bovina e utilizado na reparagéo ¢ssea.
Constitui grande parte da matriz cartilaginosa e promove a retengéo de agua e nutrientes,
além de permitir a mobilidade de outras estruturas através da cartilagem. Essa substancia
vem sendo muito utilizada para tratamento de doencgas e € caracterizada por produzir um
alivio sintomatico com acé&o prolongada. (BUNHAK et al., 2007; VIDOTTI et al., 2000;
YANAGISHITA, 1993). Estudos comprovam que o SC n&o apresenta toxicidade,
mutagenicidade e carcinogénese (MONFORT et al., 2008).

A Figura 5 nos mostra a estrutura do SC, o que nos ajuda a entender sua
solubilidade em agua. Os ions Na* se separam da molécula, gerando polos negativos em
toda a extensdo do polimero, aumentando sua polaridade (PIAI, 2008).
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Figura 5 — Estrutura do sulfato de condroitina
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Fonte: PIAI, 2008

Como discutido anteriormente, as propriedades da quitosana em unido com o
sulfato de condroitina formam um hidrogel de complexos, o qual possui potencial para
ser aplicado em areas farmacéuticas e biomédicas. Utilizando uma concentragdo em
excesso de SC, havera um possivel enovelamento das cadeias na formacdo da
suspensao, acarretando uma preservacao das cadeias de SC durante a precipitacao,

permitindo a liberagdo desse polimero posteriormente (PIAI, 2008).

4.6 Propolis

O termo propolis € originado do grego, designando a defesa (pro) das cidades
(polis). Constitui de um adesivo forte que € coletado pelas abelhas meliferas, originado
dos brotos das folhas de diversas espécies de arvores. Este composto € transformado e
utilizado pelas abelhas para selar frestas de suas colmeias e proteger a entrada delas
contra intrusos (SILICI; KUTLUCA, 2005; SFORCIN et al., 2001).

Sua composigao varia significativamente conforme a planta e regido de origem e
também da época do ano em que foi coletado. Além disso, foram estudados os produtos
gerados por diferentes espécies de abelhas meliferas, sendo comprovado que houve
divergéncias em suas composigdes quimicas e, consequentemente, a atividade
antibacteriana. Apesar destas variagbes, a propolis derivada da regido tropical é
caracterizada por aproximadamente 50% de resinas e balsamos, 30% de cera, 10% de
esséncias e 6leos aromaticos, 5% de polen e 5% de outras substancias, como cetonas,



23

aldeidos, acidos aromaticos, vitaminas, entre outros (SORCIN et al., 2001; ALMEIDA,
MENEZES, 2002).

Na area da medicina, o extrato de prépolis vem sendo muito utilizado para
tratamento de enfermidades, como infecgdes, doencgas de peles, antivirais, fortalecedores
do sistema imunoldgico, antimicrobianos e anti-inflamatérios. Dentre as diversas
substancias presentes em sua composicao, os flavonoides e seus derivados sdo aqueles
que mais contribuem para os efeitos desejados (AZEVEDO et al., 1986; AHN et al., 2004).

4.7 Liquido iénico

Uma grande preocupagao da humanidade que vem sendo cada vez mais critica &
a questao de preservagdo do meio ambiente. Visando minimizar os impactos gerados
pelas atividades industriais, estdo sendo desenvolvidas pesquisas de solventes
alternativos, denominados solventes verdes, os quais diminuem o total de residuos
organicos (MACIEL et al., 2019).

Além disso, é importante salientar que a troca dos solventes convencionais pelos
verdes ndo significa exclusivamente modificagdo nas consequéncias ambientais.
Conforme ocorre essa substituicdo, a dindmica das reag¢des pode apresentar variagao,
podendo alterar o rendimento e outras variaveis (EARLE; SEDDON, 2000).

Analisando-se os solventes verdes e os diversos estudos que estdo sendo
desenvolvidos, é possivel dizer que os liquidos idbnicos ganham destaque. S&o diversas
as caracteristicas que geram interesse na utilizagdo deste produto. Além de nao ser
inflamavel e ser reciclavel, permite a solubilizagdo de compostos inorganicos, organicos
e polimeros. Além do mais, € possivel modela-lo para que atinja propriedades que sejam
desejaveis durante o processo (FREEMANTLE, 2000).

Apos diversas discussodes sobre a definigao de liquidos ibnicos, determinou-se que
sdo caracterizados por compostos ibnicos que exibem ponto de fusado inferior a 100°C
(WASSERSCHEID; WELTON, 2002).

Como dito anteriormente, as caracteristicas destes solventes podem ser ajustadas
dependendo do objetivo desejado. A possibilidade de propriedades quimicas e fisicas
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sdo enormes, imaginando-se que cada combinag&o possivel de cations e anions tem um
efeito diferente sobre elas (EARLE; SEDDON, 2000).

Para a formac&o desses solventes, os cations e anions ndo podem possuir, em
sua superficie, uma forte polarizagéo, para que assim ndo haja agregagdo dos mesmos,
evitando a formacéo de cristais (SILVA, 2004).

Apesar das propriedades dos liquidos idnicos, sua utilizagdo no processamento de
hidrogéis é algo que ndo tem sido muito explorado até a atualidade. Assim sendo, as
possibilidades de estudo para esses materiais € muito ampla e pode gerar propriedades
ainda mais impressionantes (NUNES et al., 2017).
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Materiais utilizados

Quitosana foi obtida pelo método de Mao (MAO et al., 2004), atingindo 15% de

1

acetilagao e My: 380 x 103 g mol * (Lote: 9012-76-4, Acros Organics);

Sulfato de condroitina (Lote: B5B234 — B.01; Solabia) foi obtido pelo método de
Wastenson (WASTESON, 1971) e apresenta My: 22 x 105 g mol™;

Prépolis (Lote: 1723, Ervanatus);
Acido cloridrico (HCI) P.A. 37% m/m (Nuclear);

O liquido Iénico utilizado foi o [Bmim][BF4], o qual foi sintetizado pelo método
descrito por J. Dupont (DUPONT, 2004 ), obtendo-se um 6leo incolor, de alta viscosidade

e ponto de fusao de -74 °C.

5.2 Metodologia aplicada

Inicialmente, a quitosana foi dissolvida, utilizando pH acido, em uma concentragao
de 12,5 g/L e 0 SC em uma concentracdo de 75 g/L, em pH neutro. Posteriormente, pela
adicdo de uma pequena quantidade de liquido i6nico, misturou-se os dois compostos em
uma proporcao 60% SC para 40% quitosana, em massa, e adicionou-se uma proporgao
de 20% de prépolis em po. A mistura ocorreu sob agitagdo magnética em um béquer por
aproximadamente 10 minutos em temperatura ambiente.

ApoOs a completa mistura, a solugdo € armazenada sob refrigeracdo durante
24 horas. Apos este periodo, o produto foi lavado e filtrado, sendo posteriormente levado
para a estufa em temperatura préxima a 40°C até secagem completa do material.

Quatro amostras foram preparadas para comparacao dos resultados, sendo a
primeira apenas a mistura de SC com quitosana, a segunda adicionando propolis, a
terceira adicionando liquido ibnico em vez da propolis e a quarta seria a combinagao do

SC, quitosana, propolis e liquido idnico.
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5.3 Caracterizagao

5.3.1 Espectroscopia de infravermelho

A espectroscopia de infravermelho possibilita identificar os grupos quimicos
presentes nas amostras. Para isso, uma fina camada dos hidrogéis secos foram
analisadas por meio de espectroscopia de infravermelho (FTIR), utilizando a técnica ATR.
Para isso, utilizou-se um equipamento PERKINELMER, modelo Spectrum Tow.

O experimento foi realizado no Laboratorio de Analises do Departamento
Académico de Engenharia de Materiais da Universidade Tecnologica Federal do Parana

campus Londrina.

5.3.2 Calorimetria exploratoria diferencial

A calorimetria exploratéria diferencial € utilizada para verificar as mudangas que
ocorrem no material com a variagdo de temperatura. Para isso, apos a lavagem e
secagem dos hidrogéis, os mesmos foram submetidos as analises por meio de
Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC). Para isso, utilizou-se um equipamento

SHIMADZU, modelo DSC-60, operando sob fluxo de nitrogénio gasoso de 20 mL min'1,

com taxa de aquecimento de 10°C min'1, na faixa de temperatura de 22 até 400 °C.
O experimento foi realizado no Centro de Analises de Materiais Avangados —
COMCAP da Universidade Estadual de Maringa.

5.3.3 Difracao de raios X

A difragéo de raios X nos gera indicios para inferir conclusdes sobre o arranjo das
cadeias poliméricas. Para esse fim, as amostras, apos lavadas e secas, foram levadas a
um difratdmetro XRD-6000 Shimadu, operando na regido de 5° a 70° com resolugdo 0,02°

e velocidade de 26 = 2° min'1.

O experimento foi realizado no Centro de Analises de Materiais Avangados —
COMCAP da Universidade Estadual de Maringa.
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5.3.4 Analise bactericida

Verifica-se a proliferagdo dos microorganismos em regides proximas a amostra de
forma visual.

O ensaio experimental foi realizado pelo método de disco-difusdo, dispensando os
discos de papel-filtro, impregnados com o microrganismo (Staphylococcus aureus ou
Escherichia coli) em concentragdes fixas, sobre a placa de agar, com 1a2 x 108 UFC/mL.
Incubaram-se as placas por 24 horas em 5% de CO, a 35°C, e em seguida os resultados
foram analisados. Os resultados apresentados foram obtidos a partir de trés amostras
independentes.

O experimento foi realizado no Hospital Universitario da Universidade Estadual de

Maringa.

5.3.5 Liberacao de sulfato de condroitina

Determina-se o comportamento dos materiais ao serem colocados em condi¢cdes de
pH similares ao estomago e intestino.

O estudo foi realizado in vitro em temperatura de 37°C. O procedimento consiste em
imergir 10.0 mg do hidrogel em 10 mL de liquido que simula ou o fluido gastrico (pH 1,2)
ou o fluido intestinal (pH 6,8). Os fluidos foram preparados de acordo com a United States
Pharmacopeia 37 (USP37) com excecéo que enzimas nao foram adicionadas.

Em intervalos determinados, aliquotas do sobrenadante (0,5 mL) foram coletadas e
o mesmo volume foi reposto do respectivo fluido. Assim, a quantidade de SC presente
na aliquota foi determinada a partir da adicdo de dimetil-metileno azul que forma um
complexo com o SC absorvendo luz em 525 nm. Para isso, utilizou-se a equacéao
(RITGER; PEPPAS, 1987):

M./M, = kt™

Mt e M« representam as quantidades de SC coletadas no tempo, t, e no equilibrio,
respectivamente. K é uma constante dependente do solvente/polimero e condigcdes
externas e n é o exponente difusional que pode ser relacionado com o mecanismo de
transporte do farmaco (RITGER; PEPPAS, 1987).

O experimento foi realizado no Laboratorio 18 do Grupo de Materiais Poliméricos
e Compositos - GMPC da Universidade Estadual de Maringa.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Espectroscopia no infravermelho (FTIR)

Por meio da técnica FTIR-ATR foi possivel visualizar os grupos quimicos
presentes em cada amostra € comparar com 0s espectros de cada componente
separadamente. Assim sendo, foram realizados espectros da quitosana, sulfato de
condroitina e propolis, além das quatro amostras sintetizadas, como mostrado na
Figura 6.

Figura 6 - Grafico Transmitancia x Comprimento de onda dos géis formados por quitosana (Q), sulfato de
condroitina (SC) e proépolis (P) € liquido idnico (LI) e dos componentes separadamente.
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Fonte: Autoria prépria
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Com auxilio da Tabela 1 consegue-se identificar os picos tipicos da quitosana e
do sulfato de condroitina (RATNER et al, 2004; COSTA; MANSUR, 2008).

Tabela 1 — Relagao entre grupos quimicos e bandas de absorgao no infravermelho.

Materiais Bandas (cm) Grupo quimico
Quitosana 3570 — 3200 vOH ligado vuNH>
Quitosana 2955 — 2845 vC-H (assimétrico)
Quitosana 2878 vC-H (simétrico)
Quitosana 1900 — 1500 Amida | vC=0
Quitosana 1050 -1550 e SN-H (1)

1658 — 1630
Quitosana 1570 — 1515 e 1560 SN-H (11)
Quitosana 1465 e 1423 O00OH e CH: (tesoura)
Quitosana 1340 — 1250 e 1379 dC-N (terciaria)
Quitosana 1321 vC-N (primario)
Quitosana 1260 vC-N (secundario)
Quitosana 1154 e 896 vCOC (glicose -p-1-4)
Quitosana 1160 — 1154 Hidrogénio ligado
Quitosana 1300 — 1000 vC-O (ciclico)
Quitosana 897 vC-O (ciclico)
Quitosana 1640 - 1690 vC=NO (fraca)
Sulfato de Condroitina 825 C-0-S
Sulfato de Condroitina 1240 S=0
Sulfato de Condroitina 1650 Amida |

Fonte: Adaptado de RATNER et al, 2004 e COSTA; MANSUR, 2008.
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Além disso, esta relatado na literatura que a intensidade da banda de absorcao
situada préximo a 1155 cm™' relaciona-se com a forga de interagdo entre a quitosana e o
sulfato de condroitina (FOOT; MULHOLLAND, 2005).

Pelo espectro, podemos perceber uma grande quantidade de agua no material,
nas quatro amostras sintetizadas, apesar de ele ter sido seco. Podemos verificar que o
complexo polieletrénico formado apresenta uma boa propriedade de absorgéao de agua.

Outro fato que pode ser constatado € que as amostras sintetizadas com liquido
ibnico, no solvente, apresentaram uma intensidade maior em seus picos proximos a
1155 cm!, podendo ser relacionado, como citado anteriormente, a uma interagdo mais
forte entre o sulfato de condroitina e a quitosana.

Além disso, proximo a 1500 cm™' observa-se uma pequena alteragdo nas bandas
que possuem propolis aditivado.

Sendo assim, os espectros mostram que a formagéo dos géis ocorreu em todos
0s casos, tendo o liquido ibnico influenciado nas forgas de ligagao entre os componentes.
Ja a propolis ndo apresentou mudangas na estrutura do gel, porém se encontra presente

nas amostras que foi adicionada.
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6.2 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A Figura 7 mostra os termogramas dos hidrogéis sintetizados, partindo da
temperatura ambiente. Comparando-os consegue-se aferir uma variagdo generalizada
dos picos em relagédo a sua intensidade e posicionamento térmico. Porém, no geral os
picos apresentados possuem semelhancgas, ja sendo esperado por suas composi¢des

nao serem muito distintas.

Figura 7 - Termograma das amostras sintetizadas com quitosana (Q), sulfato de condroitina (SC),
propolis (P) e liquido idnico (L1I).
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Fonte: Autoria prépria

O primeiro pico apresentado para todos os hidrogéis representa a reagéo
endotérmica de evaporagao da agua. Visto que todas as amostras foram submetidas as
mesmas condi¢cdes, podemos perceber que os materiais que apresentam prépolis em
sua composicao tiveram seus picos intensificados, podendo ser indicio de uma maior
absorcao de agua dos materiais devido ao carater polar da propolis. Além disso, um pico
caracteristico pode ser observado em aproximadamente 150°C nos mesmos materiais,

podendo ser indicio de alguma reagao ocorrendo com a prépolis.
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A literatura mostra que a partir de temperaturas proximas a 190 °C ocorrem
algumas reagdes com a propolis, como condensacédo de grupos (OH), quebra de
ligacbes carbbnicas e, posteriormente, degradacdo de compostos organicos (PICCHI,
2010). Porém, visto que nem todas as propolis possuem a mesma composi¢do, como
descrito anteriormente, podemos supor que esta temperatura pode sofrer alguma
variacdo. Nas amostras analisadas que continham prépolis apresentaram-se picos
caracteristicos em 150 °C, podendo indicar inicio do processo descrito anteriormente.

Além disso, observa-se o deslocamento do maior pico exotérmico entre as
temperaturas de 190 e 215°C. A adicao de propolis ou liquido idnico fez com que o pico
fosse deslocado para temperaturas mais altas. Ainda, com a adicdo de ambos
componentes o efeito foi intensificado, podendo ser atribuido a uma melhor interagao
entre as cadeias dos polimeros.

6.3 Analise dos difratogramas de raios X

Por meio da técnica de espalhamento de raios X consegue-se verificar o angulo 6
em que o feixe é espalhado, o qual gera indicios para inferir conclusées importantes sobre
o arranjo das cadeias poliméricas, como a cristalinidade (CALLISTER, 2002).

Em estudos anteriores, mostrou-se que a quitosana pura apresenta dois picos de
difracdo caracteristicos, em 26 = 11,8° e 20,2°, confirmando a presen¢a de dominios
cristalinos em sua estrutura. Ja o sulfato de condroitina exibe um sinal com intensidade
mais fraca, alargado e com maximo na regido de 20 = 22,2°, sendo atribuido a sua baixa
cristalinidade. Além disso, notou-se que a cristalinidade do complexo formado é
prejudicada ao utilizar pH extremamente acido (PIAI, 2008).

A Figura 8 apresenta o difratograma de raios X referente aos géis sintetizados.
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Figura 8 - Difratograma de raios X das amostras sintetizadas com quitosana (Q), sulfato de condroitina
(SC), propolis (P) e liquido idnico (L1I).
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Fonte: Autoria prépria

Analisando o difratograma é possivel inferir que no complexo de quitosana e
sulfato de condroitina puro ndo ha indicios de dominios cristalinos significantes. O mesmo
pode ser constatado no complexo contendo prépolis e que utilizou liquido ibnico para
sintetizacdo. Porém, nas amostras que foram adicionadas propolis ou liquido idnico
durante o processo de sinterizacdo, observa-se picos que seriam tipicos da quitosana,
indicando uma maior cristalinidade comparado aos demais casos.

Assim, pode-se deduzir que tanto a prépolis quanto o liquido idnico cooperam para
uma maior organizagédo das cadeias poliméricas, quando utilizados separadamente. A
presenca simultanea de ambos se apresentou ndo construtiva no requisito cristalinidade.

Uma possivel explicagao para os resultados é que a interacio entre a quitosana e
o sulfato de condroitina pode ter danificado as regides cristalinas da quitosana. Isto seria
possivel por consequéncia das ligagdes de hidrogénio entre se¢des da quitosana serem

desestabilizadas para construgao de ligagdes ibnicas entre os grupos amino (- NH2) da
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quitosana e os grupos carboxilico (-COOH) e hidrogenossulfato (-OSOzH) do sulfato de
condroitina (PIAl, 2008).

6.4 Analise bactericida

Utilizando a técnica de disco-difusdo, foi possivel detectar a resisténcia que o
material possui a proliferagdo de microorganismos. Para isso, analisou-se a resposta a
presencga de dois tipos de bactérias: Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

Inicialmente, verificou-se, de forma visual, os resultados das amostras perante o
microorganismo Staphylococcus aureus. As Figuras 9, 10, 11 e 12 demonstram, por meio
dos diametros dos halos formados, que ha uma certa eficiéncia antimicrobiana nos quatro
tipos de materiais. Porém, o desempenho apresentou ser melhor naquelas amostras que
possuiam propolis em sua composi¢cao. Além disso, aquelas amostras que foram

utilizados liquido ibnico, para sua formulacéo, expds resultados inferiores.

Figura 9 - Resultados das analises bactericidas obtidos para a amostra contendo Quitosana e Sulfato de

Condroitina aplicada no microrganismo Staphylococcus aureus.

Fonte: Autoria prépria
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Figura 10 - Resultados das analises bactericidas obtidos para a amostra contendo Quitosana, Sulfato de

Condroitina e Prépolis aplicada no microrganismo Staphylococcus aureus.

Fonte: Autoria prépria

Figura 11 - Resultados das analises bactericidas obtidos para a amostra contendo Quitosana, Sulfato de

Condroitina e Liquido I6nico aplicada no microrganismo Staphylococcus aureus.

Fonte: Autoria prépria

Figura 12 - Resultados das analises bactericidas obtidos para a amostra contendo Quitosana, Sulfato de

Condroitina, Prépolis e Liquido Iénico aplicada no microrganismo Staphylococcus aureus.

Fonte: Autoria prépria
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Todavia, analisando os materiais na presenga do microorganismo Escherichia coli,
averiguou-se que, apesar de haver a presenca dos halos de inibi¢gdo, seus didmetros sdo
muito inferiores aos testados anteriormente. Assim, observando as Figuras 13, 14, 15 e
16, podemos concluir que a presenca de propolis na composicdo melhora levemente a
resposta bactericida, ndo havendo significativa mudancga pela utilizagédo de liquido iénico.

Figura 13 - Resultados das analises bactericidas obtidos para a amostra contendo Quitosana e Sulfato de
Condroitina aplicada no microrganismo Escherichia coli.

Fonte: Autoria prépria

Figura 14 - Resultados das analises bactericidas obtidos para a amostra contendo Quitosana, Sulfato de

Condroitina e Prépolis aplicada no microrganismo Escherichia coli.

Fonte: Autoria prépria



37

Figura 15 - Resultados das analises bactericidas obtidos para a amostra contendo Quitosana, Sulfato de

Condroitina e Liquido I6nico aplicada no microrganismo Escherichia coli.

Fonte: Autoria prépria

Figura 16 - Resultados das analises bactericidas obtidos para a amostra contendo Quitosana, Sulfato de
Condroitina, Prépolis e Liquido Iénico aplicada no microrganismo Escherichia coli.

Fonte: Autoria prépria
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6.5 Liberagcao de sulfato de condroitina

Mediante a utilizagdo de métodos matematicos, foi possivel determinar o
comportamento dos materiais sintetizados ao serem submetidos as condi¢cbes de pH
similares ao do estébmago e do intestino.

Verificou-se que nenhuma das amostras apresentaram liberagdo de SC
significativa para pH 1,2 pelo método utilizado. Assim, pode-se deduzir que os hidrogéis,
se ingeridos, conseguiriam passar pelo estbmago sem que haja degradagdo do mesmo.

Entretanto, as amostras apresentaram taxas significativas de liberacdo de SC ao
serem submetidas a pH 6,8, com excecdo da amostra contendo quitosana/sulfato de
condroitina/prépolis.

A Figura 17 apresenta a liberagdo do SC em relagdo ao tempo do material imerso

em fluido que simula o fluido intestinal.

Figura 17 - Liberagdo de SC em ambiente que simula fluido intestinal (pH 6,8) para as amostras
compostas de quitosana (Q), sulfato de condroitina (SC), prépolis (P) e liquido idnico (LlI).
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Analisando os dados obtidos com modelamento matematico, observa-se que os
dados em azul, representando a amostra contendo Q/SC/P/LI, apresenta valores da
constante k significativamente menor do que os das amostras contendo Q/SC e Q/SC/LI.

Assim, pode-se inferir que, nessas condic¢des, a liberagcdo ocorre de forma mais
controlada no material que contem os quatro componentes, sendo possivelmente

relacionada com a presenca de propolis na mesma.
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7. CONCLUSAO

O hidrogel composto de 60% de sulfato de condroitina e 40% de quitosana, em
massa, apresentou diferentes propriedades (térmicas, liberagdo de SC e organizagéo das
cadeias) ao serem incorporados prépolis, liquido idbnico ou ambos em sua preparagao.

Assim, podemos constatar que:

- Conseguiu-se sintetizar e caracterizar os complexos de quitosana e sulfato de
condroitina, bem como os derivados com aditivos;

- A técnica de espectroscopia de infravermelho demonstrou que houve formacéao
do complexo em todos os casos, sendo que a presencga de liquido ibnico fez com que
houvesse maiores interagdes entre a quitosana e o sulfato de condroitina;

- Por meio do FTIR e DSC consegue-se detectar que os complexos, mesmos apos
secagem, continuam apresentar grandes propor¢des de agua em sua estrutura,
principalmente aquelas contendo prépolis, comprovando boas propriedades de sua
absorcao;

- A difrag&o de raios X demonstrou que a adigédo de propolis ou liquido ibnico geram
uma melhor organizagdo das cadeias poliméricas, 0 que ndo ocorre na presenca de
ambos;

- A anadlise bactericida apresentou bons resultados para as amostras que
possuiam propolis em sua composigao, para Staphylococcus aureus e Eschirichia coli.
Porém o liquido ibnico aumentou a proliferagdo dos microorganismos para o primeiro
caso e apresentou-se indiferente para o segundo;

- A liberagao de sulfato de condroitina foi praticamente nula em meio que simula o
fluido estomacal para todas as amostras. Ja em ambiente que simula o fluido intestinal,
as amostras apresentaram liberagdo do farmaco, com excecédo da amostra com adi¢ao
somente de propolis. A amostra com adicdo simultanea de prépolis e liquido iGnico
apresentou melhores resultados para liberagao controlada;

Assim sendo, os hidrogéis sintetizados apresentam singulares propriedades fisico-
quimicas e biolégicas, sendo promissores para trabalhos futuros in vivo e possiveis

aplicagdes médicas.
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