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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar esferas a base de alginato de s6dio e amido extraido
do mesocarpo do babacu como uma matriz para a liberagdo controlada do farmaco
metronidazol. O amido foi obtido pelo método de extracdo em dgua e o mesmo foi sintetizado
o 4cido cloroacético como agente eterificante, resultado em carboximetilamidos com graus de
substituicao (GS) de 0,15 = 0,01 e 0,3 £ 0,01. O estudo de solubilidade e intumescimento das
amostras do amido e carboximetilamido mostraram mudancgas nas propriedades apds a
modificagdo. O estudo do teor amilose do amido nativo e modificado, utilizando método
colorimétrico apresentou uma grande variagdo no teor de amilose, de 28,0 + 0,89, 4,70 £ 0,21
e 3,32 + 0,04, comprovando a redu¢do da macromolécula apds a modificagdo. As amostras de
amido e carboximetilamido foram caracterizadas por FTIR, MEV e DSC. O farmaco
metronidazol foi incorporado as matrizes poliméricas de alginato de s6dio/amido do mesocarpo
do babacgu e alginato de sodio/carboximetilamido, obtendo esferas através da gelificacdo
ionotropica em uma solug¢do de CaCl,. A interacao entre os polissacarideos e a incorporagdo do
farmaco foram comprovadas pelos resultados do FTIR e MEV. A andlise por Espectroscopia
de Energia Dispersiva (EDS) possibilitou a detec¢do de elementos como Ca, Na, Cl e O, bem
como as alteragcdes percentuais ocorridas apds a mistura polimérica. Um estudo de absorcao
molecular na regido do ultravioleta comprovou a presenca do farmaco metronidazol
incorporado nas esferas. O estudo de intumescimento e erosdo das esferas mostrou que a
capacidade de absor¢do das esferas foi melhorada nas esferas contendo o CMA, que também
influenciou na erosdo que foi diminuida com o aumento do grau de substituicio do amido
anidnico. A eficiéncia de encapsulamento (EE) variou de acordo com a a composi¢io das
esferas. Nas esferas de alginato e alginato/amido in natura a EE foi 36,0% + 5,40 e 53% + 4,23
e para as esferas de alginato/carboximetilamido, a EE obtida foi 69,57% + 3,94 e 73,89% +
5,22. Os ensaios de liberagdo demonstraram que em meio gastrico, as esferas apresentaram uma
baixa taxa de dissolucdo, sugerindo uma gastrorresisténcia em pH baixo. Em meio entérico
simulado, as amostras de ALG.CMA2 (GS = 0,3) manteve a mesma taxa de dissolucdo até o
término do experimento, sugerindo um controle na liberagcao do metronidazol. Dessa forma foi
possivel comprovar que as amostras contendo carboximetilamido sdo sistemas de entregas

promissores para a liberacdo sustentada da droga em condi¢des gastrointestinais.

PALAVRAS CHAVE: Misturas poliméricas, Mesocarpo do babacu, carboximetilacdo do

amido, liberacdo de farmaco.



ABSTRACT

This work aimed to evaluate spheres based on sodium alginate and starch extracted from
babassu mesocarp as a matrix for the controlled release of the drug metronidazole. The starch
was obtained by water extraction method and the same was synthesized using chloroacetic acid
as etherifying agent, resulting in carboxymethylamides with degrees of substitution (GS) of
0.15 = 0.01 and 0.3 £ 0.01. The solubility and intumescence study of the starch and
carboxymethylamide samples showed changes in the properties after modification. The study
of amylose content of native and modified starch using colorimetric method showed a large
variation in amylose content, from 28.0 £ 0.89, 4.70 + 0.21 and 3.32 + 0.04, proving the
reduction of the macromolecule after modification. The starch and carboxymethyl starch
samples were characterized by FTIR, SEM and DSC. The drug metronidazole was incorporated
into sodium alginate/ babassu mesocarp starch and sodium alginate/carboxymethyl starch
polymeric matrices, obtaining spheres through ionotropic gelation in a CaCl2 solution. The
interaction between the polysaccharides and the incorporation of the drug were proven by FTIR
and SEM results. Energy Dispersive Spectroscopy (EDS) analysis enabled the detection of
elements such as Ca, Na, Cl and O, as well as the percentage changes that occurred after
polymer mixing. A molecular absorption study in the ultraviolet region proved the presence of
the drug metronidazole incorporated in the spheres. The study of intumescence and erosion of
the spheres showed that the absorption capacity of the spheres was improved in the spheres
containing the CMA, which also influenced the erosion that was decreased with the increase in
the degree of substitution of the anionic starch. The encapsulation efficiency (EE) varied
according to the composition of the spheres. For the alginate and alginate/raw starch spheres
the EE was 36.0% + 5.40 and 53% + 4.23 and for the alginate/carboxymethyl starch spheres,
the EE obtained was 69.57% + 3.94 and 73.89% + 5.22. The release assays demonstrated that
in gastric medium, the spheres showed a low dissolution rate, suggesting gastroresistance at
low pH. In simulated enteric medium, the ALG.CMA?2 samples (GS = 0.3) maintained the same
dissolution rate until the end of the experiment, suggesting a control in the release of
metronidazole. Thus, it was possible to prove that the samples containing carboxymethyl starch
are promising delivery systems for the sustained release of the drug under gastrointestinal

conditions.

KEY WORDS: Polymeric mixtures, babassu mesocarp, starch carboxymethylation, drug

release.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de novos medicamentos tem avancado constantemente, objetivando
um progresso nas agdes profildticas, terapéuticas e diagndsticas. Dentre essas melhorias,
enquadra-se o sistema de liberacdo controlada e a busca por formulagdes com uma entrega
ideal, dosagem pré-determinada a uma velocidade especifica e que seja capaz de carrear o
principio ativo até ao local de tratamento (PEZZINI; SILVA; FERRAZ, 2007; RAUT et
al.,2019; ZHANG et al., 2019).

Diante das falhas nas entregas convencionais, os excipientes a base de polimeros
naturais passaram a ser objetos de estudos, com intuito de diminuir as deficiéncias durante a
administracdo, como a ineficiéncia na distribuicdo e a liberacdo imediata no organismo

(FREIBERG; ZHU, 2004; ZHANG et al, 2019).

Os polimeros naturais apresentam propriedades importantes como biocompatibilidade,
biodegradabilidade, afinidade biolégica e atoxicidade, além de serem encontrados em
abundancia na natureza, sendo obtidos de fontes renovaveis através de processos de baixo custo
(HUO et al., 2016; LEONIDA; ISPAS-SZABO; MATEESCU, 2018; MENEGUIN et al.,
2020).

Dentre os polimeros naturais, encontra-se a classe dos polissacarideos, que sdo
macromoléculas compostas por longas cadeias de monossacarideos unidos por ligacdes
glicosidicas, sendo considerado o grupo mais abundante na biomassa e que podem ser
encontrados em algas, vegetais, animais € em micro-organismos (PENG et al., 2018; ZHENG

et al., 2020).

Polissacarideos como quitosana (FERRARI et al., 2013; DOZIE-NWACHUKWU et
al., 2017), pectina (GUNTER; POPEYKO, 2016), amido (CHEN et al., 2018; QUEIROZ et al.,
2020), alginato (CHANG et al., 2012; THOMAS; MATHEW; NATH, 2021), celulose e seus
derivados (ALMEIDA et al., 2014; KUMAR VARMA et al., 2016; MENEGUIN et al., 2020)
e acido hialurénico (SAHINER; SUNER; AYYALA, 2019) tém sido usados em diversas

aplicagdes biomédicas como veiculos de entrega de medicamentos.

Dentre esses, o alginato de sédio e amido tém sido amplamente utilizados por serem
formadores de hidrogéis, que por absorverem uma grande quantidade de dgua, incham e se
tornam promissores devido a dispersao do agente ativo na matriz, proporcionando um alto
controle de liberacdo, além de apresentarem flexibilidade e maciez, semelhante a um tecido

vivo (FERNANDES et al., 2017; FELTRE et al., 2020).
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Misturas de alginato de s6dio e amido t€m sido empregados na produc¢do de esferas ou
beads (CHAN et al., 2011; LOZANO-VAZQUEZ et al., 2015; BISWAS; SAHOO, 2016) pois
a combinagdo entre os biopolimeros supre as deficiéncias que cada um apresenta

individualmente, melhorando o desempenho dos sistemas (FELTRE et al., 2020).

O alginato ¢ um polissacarideo anidnico linear, extraido de algas marinhas marrons,
constituido pelos mondmeros a-L-gulurdnico e -D-manurdnico, podendo ser obtido na forma
de alginato de sédio. Apresenta compatibilidade bioldgica, solubilidade em dgua, viscosidade
e gelificacdo a partir de reticulacdo fisica na presenca de cdtions divalentes (SANCHEZ-

BALLESTER et al., 2019; VARAPRASAD et al., 2020).

Uma das técnicas utilizadas para a producgdo de esferas de alginato € a extrusdo, também
conhecida como gelificacio ionotrépica, que ocorre a partir do gotejamento da dispersao de
alginato de s6dio em banho de cloreto de calcio (UYEN ez al., 2020). A interagdo entre os ions
Ca’* e os carboxilatos dos 4cidos a-L-gulurénico formam a matriz a partir de ligagdes cruzadas,
aproximando os blocos G paralelamente, resultando em uma estrutura conhecida como eggs-
box (mecanismo “caixa de ovos”) (FERNANDES; MOURA; AOUADA, 2017;
KHLIBSUWAN; TANSENA; PONGJANYAKUL, 2018; DHAMECHA et al., 2019).

No entanto, materiais a base de alginato apresentam uma estrutura porosa devido a alta
permeabilidade e hidrofilia do polimero, o que ocasiona uma liberagao precoce dos farmacos,
resultando em uma baixa eficiéncia de aprisionamento (LOZANO-VAZQUEZ et al., 2015). A
insercdo de amido apresenta um controle na desintegracdo do alginato, atuando como
preenchimento, melhorando as propriedades da matriz e controlando a liberacdo (BISWAS;

SAHOO, 2016).

O amido é um dos polissacarideos mais abundante do mundo e a principal reserva de
energia das plantas, ocorrendo em sementes, raizes e tubérculos. Sua estrutura granular
semicristalina € composta por dois biopolimeros, amilose (ligagao linear a-1,4) e a amilopectina
(ligagao ramificada a-1,6) (DENARDIN; SILVA, 2009; AMAGLIANI et al., 2016; QUEIROZ
et al., 2020).

7z

Essa estrutura semicristalina € responsdvel pelo aumento do intumescimento e
solubilidade do amido nativo quando aquecidos em excesso de &4gua, implicando em
desvantagens como baixa estabilidade, hidrdlise na presenca de dcidos géstricos e réapida
degradacdo enzimdtica, tornando sua aplicacdo inadequado para a preparacido de formulacdes

de uso oral ( MASSOUMI; MOZAFFARI; JAYMAND, 2018; JIANG et al., 2019). Por isso, a



21

modificacdo do amido € uma opcdo favoravél que proporciona melhorias para a entrega de

medicamentos.

Dentre as modificacdes, o amido carboximetilado por eterificacdo tem sido bastante
utilizado na producdo de excipientes. A inser¢do do grupo carboximetila (-CH2COOH) a
espinha dorsal do amido nativo garante novas propriedades como hidratacdo, gelatinizacdo e
solubilidade em 4dgua fria, estabilidade de armazenamento, gastroresisténcia e
mucoadesividade, caracteristicas importantes para o transporte de farmacos, como ja foi
evidenciado em producdo de excipientes para entrega ao c6lon (SABOKTAKIN et al., 2011;
MIHAELA FRICIU et al., 2013).

Uma fonte rica em amido € o mesocarpo do babacu extraido a partir do
esmagamento do coco babacu. O mesocarpo corresponde a 20% do fruto e € composto por 60
% de amido. E usada para fins terapéuticos que, de acordo com o conhecimento popular,
apresenta atividade anti-inflamatdria, antitumoral, cicatrizante e antimicrobiana (AZEVEDO et
al, 2007; YULIANA et al, 2012). Biomateriais a base de mesocarpo do babacu ja vém sendo
investigados como matrizes de liberagdo de farmacos (BARROS et al., 2015; LEAL et al, 2018)

porém, sdo necessdrios mais estudos acerca da funcionalidade atribuida a essa farinha amilécea.

Para o estudo de liberacdo controlada utilizando os polissacarideos em questdo, o
metronidazol foi escolhido como farmaco modelo. O Metronizadol [1- (2-Hidroxietil) -2-metil-
S-nitroimidazol] é um farmaco da classe de drogas S5-nitroimidazol que possui férmula
molecular (CsHoN3O3) e peso molar de 171,15g / mol. E um medicamento que apresenta
atividades antimicrobianas (parasitas e bactérias anaérobicas) e € prescrito para tratamentos de
vaginose bacteriana, infec¢des de Clostridium difficile (causador da diarréia hospitalar),
amebiase sintomadtica intestinal e extraintestinal, tricomoniase, giardiase e infeccdes por H.

Pylori (ALI et al, 2019; ALAUZET et al, 2018).

A droga apresenta absor¢do maxima em 1 a 2 horas e um volume de distribuicao de 0,8
L/kg, no entanto, como o metronidazol (MTZ) é absorvido rapidamente por via oral, as
concentracdes nao sdo suficientes para atuarem nos sitios especificos como a regiao intestinal

(NICHOLS, 2004).

Tal farmaco considerada toleravel, seguro e ndo téxico, porém, alguns efeitos colaterais
foram notificados durante o uso terapéutico, como nduseas, anorexia, vomitos e colicas
abdominais, e outras reagdes menos comuns como dores de cabeca, neuropatia periférica e

vertigem (YAZDANI et al, 2018; SILVA, 2009).
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Desse modo, objetiva-se investigar a viabilidade da utilizagdo da composicdo amido de
mesocarpo do babacu/alginato de s6dio a partir do desenvolvimento de microesferas, como
excipientes para liberacdo do medicamento Metronidazol de forma controlada, dispondo de
uma dosagem que seja suficiente para uma a¢do eficaz e que diminua a ocorréncia de reagdes

adversas ao organismo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Sistema de Liberacao Controlada

O Sistema de Liberacdo de Farmacos ou Drug Delivery systems (DDS) é o termo
utilizado para definir o transporte de compostos ativos que serdo liberados no organismo e
direcionados a alvos especificos. O objetivo € transportar e manter o formaco seguro em niveis

terapéuticos, diminuindo os danos ao organismo durante o tratamento (CALORI et al, 2020).

A forma convencional tem apresentado ineficiéncia devido a absor¢do imediata do
farmaco que ao atingir o nivel maximo de dissolu¢do, gera uma banda plasmético que comeca
a decair antes de atingir a faixa terapéutica, fazendo-se necesséria a aplicacdo de uma nova dose
(FREIBERG; ZHU, 2004; ROSSI-BERGMANN, 2008; BIZERRA; SILVA, 2016). Entretanto,
a repeticdo da dosagem eleva a concentracido do farmaco na corrente sanguinea, ultrapassando
o nivel terapéutico, resultando em efeitos téxicos, como ilustrado na Figura 1 (NICOLETTI;

FRASSON, 2006).

Figura 1. Comparacdo das variacdes de concentracdo de farmacos administrados pelo método de liberacao

convencional e liberag@o controlada.

Nivel téxico

Concentragdo plasmatica

Convencional ------ Liberagio Controlada

FONTE: Adaptado de AZEVEDO (2005)

Dessa forma, formulagdes de liberagdo controlada tém sido estudadas para modulacao
de uma entrega ideal do farmaco, prolongando a sua acdo e biodisponibilidade até o sitio de

interesse, ocorrendo em um maior intervalo de distribuicdo (ALENCAR et al, 2018). Os
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aspectos principais dessa modelagem sdo os controles do tempo, quantidade do principio ativo
e acdo direta no local desejado. Esses fatores minimizam os efeitos colaterais a partir da
capacidade de proporcionar um tratamento seletivo, mantendo o restante do organismo isento

de qualquer acdo indesejada (SURYA et al, 2020).

Os excipientes desempenham um papel importante no desenvolvimento de novas
formulacdes de liberacdo, alterando a duragdo e intensidade da acdo do composto quimico,
controlando as concentra¢des plasmadticas para que sejam mantidas dentro da faixa terapéutica,
alcancando o perfil de libertagao apropriado (CASAS; LEYVA; CARABALLO, 2015;
ELDER; KUENTZ; HOLM, 2016).

A escolha do excipiente € uma etapa importante para a formulacao, pois a garantia
de estabilidade e biodisponibilidade depende da substancia transportadora. Essa escolha deve
levar em consideracdo o tipo de dosagem (s6lida, semissélida ou liquida), direcionamento e sua

compatibilidade com o principio ativo (KUMAR; BHATIA; RAWAL, 2018).

Dentre os materiais estudados, os polimeros naturais tem apresentado resultados
significativos e vantajosos devido a sua biocompatibilidade, ficil acessibilidade por serem
obtidos a baixo custo e pela possibilidade de modificagdes em sua estrutura quimica a partir
das interacdes entre os seus grupos reativos e grupos funcionais que podem ser introduzidos
para melhorar a funcionalidade do material (DAUT et al, 2014; NEJATI et al, 2018; SUR et al,
2019; TONG et al, 2020).

2.2. Matrizes Poliméricas

Os Polimeros s@o compostos organicos ou inorganicos formados por mondmeros, que
sdo pequenas moléculas que se ligam a outras substincias monoméricas, dando origem a uma
cadeia formada pela grande repeticdo de unidades (meros). (AKCELRUD, 2007). Podem ser
classificados como naturais (polissacarideos, proteinas, peptideos e poliésteres) ou sintéticos
(4cido polilatico, policaprolactona, derivados de 6leos vegetais, dcidos graxos, aminodcidos) e
ambos desempenham papéis importantes a partir das suas diversas aplicagdes (ADELEKE,

2019; SALEH; PARTHASARATHY; IRFAN, 2019; XUE et al, 2019).

Nos ultimos anos, os polimeros, em destaque os polissacarideos, t€m apresentado um
grande potencial nos sistemas de transportes terapéuticos devido a caracteristicas como

versatilidade e facil adaptacdo das suas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas, melhoria na
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farmacocinética, biocompatibilidade, biodegrabilidade, ndo toxicidade e custo-beneficio

(IMPERIALE et al, 2018; SABALE et al, 2017; HUANG et al, 2019; KAVOUSI et al, 2019).

CALORI et al (2020) explica que os sistemas matriciais poliméricos sdo capazes de
liberar o principio ativo dentro da faixa de liberagd@o ideal durante a terapia, além de proteger o
farmaco durante a veiculacdo no organismo, evitando flutuagdes nos niveis plasmdticos e

efeitos adversos que podem ser resultantes de uma liberacao répida.

Além das suas fungdes basicas, essas matrizes apresentam propriedades adicionais como
mucoadesdo, penetracdo no epitélio intestinal, capacidade sortiva, atividade farmacoldgica,
mascaramento do sabor do farmaco e interacdo com os sistemas enzimaticos responsdveis pela

transformacdo do medicamento em metabdlitos ativos (KAROLEWICZ, 2016).

O potencial carreador de polissacarideos tem sido investigado em vdrias formas de
dosagens farmacéuticas, como filmes (RATHORE et al, 2019; OKUR et al, 2019), hidrogéis
(WOHL-BRUHN et al, 2012; PAULINO et al, 2012), nanoparticulas (TABERNERO et al,
2017; SAMROT et al, 2018), microesferas (GAUDIO et al, 2017; ATHAMNEH et al, 2019),
fibras (WANG et al, 2010; SIBAJA et al, 2015).

Durante a produgdo do sistema, critérios especificos devem ser levados em consideracao
como os mecanismos de controle da liberacdo que sdo intumescimento, difusdo e erosao,

ilustrado na figura 2 (LOPES; LOBO; COSTA, 2005).

Figura 3. Esquema ilustrativo dos processos de intumescimento, difusio e erosdo durante a liberacio de

farmacos a partir de sistemas matriciais poliméricos hidrofilicos.

Camada gelificada

Frente de difusao

Frente de erosao

- Polimero no estado vitreo

. ; (zona seca)
Frente de intumescimento

FONTE: LOPES E COLABORADORES (2005)
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Esses mecanismos permitem que a matriz controle a liberacio da droga no organismo.
Ao entrar em contato com o meio de dissolucdo ou fluido bioldgico, o sistema absorve dgua e
a partir dessa hidratacdo, a estrutura polimérica passa pelo processo de dissolugdo, ocorrendo
uma liberacdo imediata do farmaco presente na superficie. Com o aumento da hidratacao,
ocorre o intumescimento ou relaxamento das cadeias, seguindo para a erosdo, havendo o
rompimento das cadeias e libertacdo total do farmaco ainda presente no material (LOPES;
LOBO; COSTA, 2005).

Resumidamente, a hidratacdo € a acdo mais importante para a dissolu¢do do principio
ativo, pois a camada de gel formada atua como uma barreira de controle durante a liberacdo
(ZULEGER; FASSIHI; LIPPOLD, 2002; NGO et al., 2016). Diante dessa importante
propriedade, o amido e alginato de sédio t€m sido usados no desenvolvimento de diferentes

sistemas de liberacdo controlada.

2.3. Mesocarpo do babacu

O Babagu (Orbignya phalerata Mart.) € uma palmeira oleoginosa de origem brasileira,
que estd entre as espécies mais exploradas pela inddstria extrativista, por apresentar um grande
valor comercial e viabilidade econdmica devido ao aproveitamento total da planta (SOLER;

VITALIL MUTO, 2007; COSTA, 2014).

Figura 4. Palmeira do Babagu (Orbignya phalerata Mart.).

Fonte: AUTORAL (2021)
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Dos 18,4 milhdes de hectares ocupados pela palmeira, com maior predominincia nos
estados do Para, Tocantins, Piaui e Maranhdo, 10,3 milhdes estdo situados no Maranhio,
considerado o estado com a maior atividade extrativista do coco babacu, sendo em torno de

90% da safra nacional (GERMER, 2013; CARVALHO, 2019).

Os quebradores de coco, grupo composto em sua maioria por mulheres, s3o 0s principais
responsaveis pela coleta do fruto e retirada das améndoas a extracao de 6leo laurico, aplicado a

producdo de cosméticos, sabao e lubrificantes (TEIXEIRA, 2008; SOUZA et al., 2011).

O fruto conhecido como coco babagu apresenta um formato elipsoidal, medindo de 5 a
15 cm com um diametro que varia de 3 a 8 cm, chegando a pesar entre 90 g e 280 g. O coco
babacu € composto por 4 partes diferentes: epicarpo (11%), mesocarpo (23%), endocarpo
(59%) e as améndoas (7%) que € a principal parte por ser a mais explorada para (AMARAL et
al., 2019; CARVALHO, 2019). Além dos graos, outras partes do fruto, como o mesocarpo,
também sdo exploradas e usadas como fonte de energia, alimentacdo ou aplicacdo para fins

terapéuticos.

Figura 5. Partes do coco babacgu e suas respectivas quantidades em porcentagem

Epicarpo (13%)

s Endocarpo (60%)

s Améndoas (7%)

» Mesocarpo (20%)

Fonte: AUTORAL (2021)

z

O mesocarpo é o intermedidrio fibroso, geralmente transformado em uma farinha

amilédcea através de processamentos de secagem e trituracao, sendo amplamente comercializado
no Maranhdo como ra¢do animal (LOPES et al., 2020). A composicdo do mesocarpo consiste
em 66,51% de amido, 6,8% de fibra, 1,19% de proteina, 0,29% de extrato etéreo, sendo esses
valores variados de acordo com a sua origem e apresenta uma colora¢do marrom resultante da
presenca de taninos (LOPES et al, 2020; RODRIGUES et al., 2020). Em estudos quimicos,

Maniglia e Tapia-Blacido (2016) determinaram a presenga de compostos como taninos,
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acucares, saponinas, esterdides, triterpenos. A farinha também apresentou propriedades

antioxidantes pela presenga de compostos fendlicos.

Além do consumo como complemento alimentar, 0 mesocarpo é empregado para fins
medicinais, usado popularmente no tratamento de célicas menstruais, constipacdo, obesidade,
reumatismo, dlceras, leucemia, tumores, doencas inflamatérias e venosas (AZEVEDO et al,

2007).

Estudo encontrado na literatura reportaram a atividade antiulcerogénica do mesocarpo
do babagu foi verificada por Torres e colaboradores (2018) que ao comparar com o farmaco
omeprazol, usado no tratamento de gastrite e ulcera, o extrato apresentou efeitos
gastroprotetores, protegendo contra a formagdo de hiperemia da mucosa, com resultados mais
satisfatorios que os do medicamento padrio. Esses dentre outros estudos puderam comprovar

cientificamente a eficdcia da farinha com base nos conhecimentos empiricos.

Uma pesquisa recente (SILVA et al., 2021) considerou a farinha do mesocarpo do
babacu como alternativa nutricional no aporte imunolégico e no combate a sindrome
inflamatoria causada pelo Coronavirus SARS-CoV-2. A composicdo rica em vitaminais e
minerais torna-o uma op¢ao alimentar no tratamento anti-inflamatdrio e antioxidante,
principalmente pela presenga de taninos, que segundo um estudo in vitro de taninos presentes
em vinhos tintos realizado pela China Medical University em Taiwan, foi possivel verificar que
o polifenol apresentou inibicdo de enzimas do Coronavirus, controlando o aumento da carga
viral. Assim, os autores consideraram a importancia da farinha do mesocarpo para a prevencao

e/ou tratamento efetivo da Covid-19 devido a grande quantidade de taninos presente.

Além das propriedades medicinais, alguns trabalhos investigaram a atividade como
material adsorvente modificado para remocdo de cations divalentes em &4guas residuais
(SANTANA et al., 2010; NASCIMENTO; OLIVEIRA; LEITE, 2019), adsorc¢do de corantes
texteis de solugcdo aquosa (VIEIRA et al., 2009; VIEIRA et al., 2011) e como matriz de
liberacdo controlada do acido tanico (LEAL et al., 2018).

2.3.1. Amido

O amido compde a maior parte da composi¢ao do mesocarpo, em torno de 50 a 70%,
dependendo da espécie da palmeira e maturidade dos frutos (SARAIVA RODRIGUES et al.,
2020). E o segundo polissacarideo encontrado em abundancia na natureza, depois da celulose.

E produzido pela maioria das plantas para armazenamento de energia, sendo o polimero natural
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mais consumido pelos humanos e sua utilizagdo é ampla em inddstrias de alimentos,
embalagens, producdo de filmes comestiveis e como excipiente farmacéutico (FARRAG et al.,

2018).

O biopolimero € constituido por amilose e amilopectina (Figura 5), macromoléculas que
apresentam caracteristicas distintas. A amilose ¢ uma macromolécula de cadeia linear
constituida por varias unidades de D-glicose unidas por ligagdo a-1,4’- glicosidica, enquanto a
amilopectina € caracterizada por sua estrutura ramificada, com cadeias de D-glicose, unidas por
ligacdo a-1,4’- glicosidica, formando cadeias curtas que ligam as cadeias lineares por meio de

ligagdo a-1,6’- glicosidica. (WARREN et al., 2011; BASTOS ARARUNA et al., 2020).

Figura 6. Estruturas das macromoléculas de a) Amilose e b) Amilopectina.
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Fonte: AUTORAL (2021)

O amido apresenta uma organizacio granular semicristalina, a estrutura dos granulos é

formada por multiplas camadas chamadas de anéis de crescimento concéntricos. Esses anéis
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contém regides cristalinas e amorfas, de maior e menor densidade, organizados alternadamente.
As camadas cristalinas sdo formadas por cadeias de amilopectina empacotadas enquanto as
camadas amorfas, menos ordenadas, sdo compostas por pontos de ramifica¢do da amilopectina
e moléculas de amilose. (COPELAND et al., 2009; PEREIRA et al., 2013; DENARDIN;
SILVA, 2009; CARVALHO, 2019).

A caracteristica estrutural do amido exerce uma grande importancia com relagdo as suas
propriedades. O amido nativo apresenta insolubilidade em dgua fria, no entanto, quando
aquecido em uma suspensio de 4gua em excesso, sofre uma mudanca fisico-quimica conhecida
por gelatinizacdo, que ocorre pelo rompimento da estrutura cristalina, permitindo a interagao
entre a dgua e a cadeia polimérica (BIDUSKI et al., 2018). O inchago granular do amido

apresenta um grande impacto como matriz na administracdo de drogas.

Queiroz et al., (2020) explica que sistemas a base de amido permitem o controle da
liberacao pelo inchago da matriz, se degrada ao longo do tratamento, permitindo que o principio
seja liberado em pequenas doses por um longo tempo, diminuindo os efeitos adversos. Chan et
al., (2019) comprovaram que o indice de inchaco contribuiu para a liberacdo sustentada de
paracetamol para entrega bucal através de biofilmes de amido do arroz, dificultando a difusdo
do farmaco que passa a ser liberado ao meio por dissolucdo de acordo com o aumento do

intumescimento da cadeia polimérica.

Outras propriedades como biocompatibilidade, acessibilidade, atoxicidade e féacil
digestdo, torna o amido um potencial candidato a excipiente, por isso sdo encontrados diversos
trabalhos na literatura referente a sua aplicagdo como sistema de entrega de fidrmaco varias
formas de dosagens como filmes (PATIL; MAHAJAN, 2021), microparticulas (CHEN et al.,
2018; QUADRADO; FARJADO, 2018) e microesferas (PUNCHA-ARNON et al., 2020).

O amido do mesocarpo do babacu (AMB) tem sido usado na produc¢do de materiais com
o intuito de avaliar suas propriedades funcionais. Maniglia et al., (2018) produziram filmes
plastificados a base de AMB. Os resultados mostraram que o processo de extracdo utilizado
garantiu a integridade da composi¢ao do amido, o que influenciou nas propriedades mecanicas
do material, como resisténcia, baixa solubilidade, impermeabilidade. Os filmes também
apresentaram atividade antioxidante devido a quantidade de compostos fendlicos totais,
podendo ser usado na producdo de embalagem de alimentos sensiveis a oxidagdo. Um estudo
posterior foi realizado por Rodrigues et al., (2020) que investigou as caracteristicas quimicas,

térmicas e morfoldgicas do amido do mesocarpo do para aplicagdes de embalagens de alimentos
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e seus resultados corroboraram com os dos autores citados anteriormente, viabilizando o

potencial do AMB como material biodegradavel.

No entanto, o AMB permanece inexplorado quanto a aplicacdo como matriz carreadora

de farmaco por via oral.

Dependendo da aplicabilidade e meio de dissolu¢do, o amido apresenta limitagdes na
sua forma nativa, por isso, propriedades como fluidez, gelatinizacdo, viscosidade,
hidroficilicidade e intumescimento podem ser melhorados com a modificagdo quimica do
polissacarideo (LEFNAOUI; MOULAI-MOSTEFA, 2015; MASINA et al., 2017). Outra op¢ao
para melhoria das caracteristicas do material € a adicdo de um segundo polimero, constituindo
um novo material com propriedades especificas e necessarias (EASTWOOD et al., 2005).
Assim, a carboximetilacdo do amido do mesocarpo e a produgdo de esferas a partir de misturas
poliméricas com alginato de sédio pode resultar em sistemas promissores para liberacao de

farmaco na regido do trato gastrointestinal.

2.4. Carboximetilacio do amido

A modificacdo quimica € o método mais explorado, permitindo o aperfeicoamento e
introducdo de propriedades essenciais para o desenvolvimento do excipiente, maximizando sua
funcionalidade. Os trés grupos hidroxila (OH") livres nos carbonos C2, C3 e C6 sdo os alvos
para o processo, modificados quimicamente por esterificacdo, eterificacdo e oxidagdo

(MASINA et al., 2017).

7z

A carboximetilacdo é um processo de eterificacdo que permite a obten¢do de um
derivado de amido mediante a substituicio da OH™ pelo grupo carboximetila (-CH>COOH),
resultando em um amido anidnico, como apresentado na figura 6 (ASSAD; MATEESCU, 2010;
LEMIEUX; GOSSELIN; MATEESCU, 2015).

A modifica¢do ocorre através da reacdo proposta por Alexander Williamson (1985).
Quando o amido nativo é adicionado a um meio alcalino ocorre a ativacao do polissacarideo,
pois bases fortes como o hidréxido de s6dio aumenta a nucleofilicidade dos grupos hidroxilas
(-OH). Dessa forma, onde as hidroxilas sdo convertidas em fon alcoxido que reage com acido
monocloroacético, eliminando o ion cloreto e formando o carboximetilamido através da reacdo
nucleofilica biomolecular (CAl et al., 2020; LEMOS et al., 2021; POORESMAEIL; NAMAZI,
2021).
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Figura 7. Mecanismo da carboximetilagdo do amido pelo método Williamson.
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O carboximetilamido (CMA) pode apresentar diferentes graus de substitui¢do (GS)
dependendo da quantidade 4cido monocloroacético O GS € descrito como o ndmero de grupos
carboximetila por unidade de glicose. Como cada unidade apresenta trés grupos hidroxil (C; >
Ce > C3) os valores do grau de substitui¢do variam entre 0 — 3,0 (QUADRADO; FARJADO,
2020;).

A insercdo dos grupos carboximetil na estrutura do amido garante novas propriedades
como mucoadesividade, alta capacidade de respostas ao pH, solubilidade em 4gua a temperatura
ambiente, gelatinizagdo em baixas temperaturas,diminui¢do da viscosidade e melhorias no
inchaco dos granulos, caracteristicas importantes para preparagao de excipientes (LEFNAOUI,

MOULAI-MOSTEFA, 2015; QUADRADO; FARJADO, 2020).

A aplicacao do carboximetilamido como transportador farmacéutico do Paracetamol foi
investigado por Das, Jha e Jayaram Kumar (2015). O amido de Curcuma angustifélia foi
modificado e obtido diferentes graus de substituicdo. Os ensaios de liberagdo in vitro dos
comprimidos foram realizados em solu¢des de HCI (pH 1,2) e tampao fosfato (pH 6,8 e 7,4) no
periodo de 8 h e verificou-se que a liberacdo do fairmaco diminuia com o aumento do grau de
substituicdo (0,046-0,256), devido ao aumento do grupo carboximetila, aumentando a
hidroficilidade do amido, prologando a libertagdo do farmaco e comprovando o potencial da

matriz polimérica para formulagdes de liberagdo controlada.

A influéncia do grau de substituicio do amido de milho modificado foi estudada por
Assad e Mateescu (2010). As amostras de carboximetilamido com valores do grau de
substitui¢do entre 0,09-0,11 se mostraram eficientes para a liberacdo sustentada do

acetominofeno. Quando parcialmente protonado, o CMA apresenta uma baixa sensibilidade ao
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pH do meio, assim, o material sofre uma difusdo, com uma hidratacao suficiente apenas para

formar uma camada de hidrogel que permite a dissolucdo lenta do farmaco.

O CMA apresenta vantagens para a entrega de farmacos por administracao oral, pois
em meio gastrico (pH = 1,2) o amido anidnico é protonado, impedindo a difusdo da estrutura e
em meio entérico (pH = 7,4) os grupos carboxil encontra-se ionizado, grupos carboxil estdao no
estado ionizado, permitindo a hidratacdo e intumescimento da estrutura para dissolu¢do do

agente ativo (POORESMAEIL; NAMAZI, 2021).

2.4. Alginato de sodio

7z

O alginato é um polissacarideo linear de natureza anidnica, extraido de algas
marinhas marrons do Filo Phaeophyceae ou de bactérias dos  géneros
Azotobacter e Pseudomonas. Sua estrutura € formada pelos 4cidos a-L-gulur6nico (G) e B-D-
manuronico (M), com ligagdes glicosidicas (1 — 4), como apresentando na Figura 7. As cadeias
sdo constituidas pelos blocos de homopolimeros, MM e GG, e blocos MG em sequéncias

alternadas (MULLER; SANTOS; BRIGIDO, 2011; SHEN; HSIEH, 2014).

Figura 8. Estrutura em blocos dos 4cidos (a) D-manur6nico; (b) L-gulurdnico e (c) sequéncia alternada dos

acidos M e G.
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Uma caracteristica importante do alginato de sédio é a formagdo de hidrogéis por
gelificacdo ionotrépica com ions divalentes. Os grupos -COO™ presentes nos blocos G reagem
com o cation polivalente, normalmente com fons Ca?*, alinhando-se para formar uma estrutura
conhecida como “egg-box”, modelo proposto por Grant, em 1973, na qual os blocos guluroénicos
sdo aproximados paralelamente, acomodando o fon de cdlcio em seu interior, semelhante a uma
caixa de ovos (SINHA; UBAIDULLA; NAYAK, 2015; PACHECO, 2016; FERNANDES;
MOURA; AOUADA, 2017).

Figura 9. Desenho esquemético do modelo eggs-box para formacao de gel de alginato pela reticulagido com fons
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Fonte: Adaptado LEICK et al, 2010

O alginato de sédio € biodegraddvel, biocompativel, termicamente estavel e forma géis
rapidamente solubilizando em &4gua fria, e particularidades como propriedades mecanicas
ajustdveis tornou-o atraente para o design de sistemas de liberagdo de formacos (MULLER;

SANTOS, BRIGIDO, 2011; AGUERO et al., 2017).

No alginato, o pH desempenha um papel importante, sobretudo para a formacdo do
hidrogel, inchago, liberagdo e degradacao do dispositivo. A sensibilidade ao pH € resultado da
presenca dos grupos carboxilicos na sua estrutura: quando exposto a meios onde o pH é menor
que seu pKa (pH < 3,4), o grupo carboxila mantém-se ndo ionizado (-COOH) e a estrutura se
torna insoldvel. Quando o pH > 4,4, o grupo € ionizado (-COOH"), gerando uma repulsdao
eletrostdtica entre as cargas negativas que expande a cadeia polimérica e causa um inchago da

matriz, que é maior em pH 7,4 (AGUERO et al., 2017).
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No entanto, o alginato apresenta algumas restricdes quanto a sua aplicabilidade na 4rea
farmaceéutica. Freitas et al., (2018) explicam que essas limitacdes se ddo pela baixa resisténcia
mecanica, rapida liberacdo por dispor de poros nanométricos (5-200 nm) e auséncia de
bioadesividade, no entanto, essas caracteristicas podem ser aprimoradas quando misturado com

outros polimeros.

2.5. Misturas poliméricas: amido e alginato de sédio

Misturas de alginato de sédio e amido tém sido empregados como sistemas matriciais,
pois a combinacdo entre os biopolimeros supre as defici€éncias que cada um apresenta,
individualmente. Em administragcdes orais, o amido é rompe-se rapidamente apds a ingestao e
o alginato libera as drogas ainda durante a preparacdo das esferas por causa da sua alta
porosidade, reduzindo a eficiéncia do encapsulamento, assim misturas de alginato e amido sdo
consideradas para aumentar o desempenho dos materiais com melhor eficiéncia de
encapsulamento, absor¢do de dgua e perfil controlado de liberacao (NAYAK, 2018; THOMAS;
MATHEW; NATH, 2021).

As indmeras propriedades dos polimeros os tornam propicios para diversas aplicacdes,
entretanto, nem todos apresentam todas as propriedades necessdrias, dependendo da
aplicabilidade. Uma das op¢des para melhoria das caracteristicas do material € a adi¢do de um
segundo polimero, constituindo um novo material com propriedades especificas e necessarias

(EASTWOQD et al., 2005).

As propriedades de fibras de alginato/amido foram estudadas por Wang et al (2010). Os
pesquisadores observaram que o material apresentou sensibilidade ao pH e resisténcia idnica
ao meio de liberacdo. Os resultados também indicaram eficdcia na melhoria das propriedades
mecanicas das fibras carregadas com 4cido salicilico. Quanto a liberacdo em meio tamponado
pH 7.4, a dissolu¢c@o do farmaco modelo é maior com aumento da quantidade de amido nas
fibras, isso porque as interacdes entre os fons Ca** e os grupos carboxil do alginato diminui

mediante as fortes interacdes intermoleculares entre os polissacarideos.

Nanoparticulas de alginato/amido de milho carregadas com Teofilina e Albumina
Sérica Bovina (BSA) mostraram que a liberacdo se manteve controlada com o aumento do
amido nas particulas, com propor¢do que variaram entre 1:1 — 1:6, razdo alginato/amido. O
estudo verificou que o inchaco é o mecanismo de liberacdo desse material que depende do pH

do meio de liberacaio (THOMAS; MATHEW; NATH, 2021).
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Outros materiais a base das misturas de alginato/amido foram analisados
(ESMAEILIL;, BEHZADI, 2017; FERNANDES et al., 2019; LI et al., 2021; ZAFEIRI et al.,
2021), porém, mais estudos precisam ser realizados, principalmente tendo como objeto de

pesquisa a interacd@o entre alginato de sddio e o carboximetilamido.

2.6. Metronidazol

O metronidazol [1- (2-Hidroxietil) -2-metil-5-nitroimidazol] € um farmaco da classe de
drogas 5-nitroimidazol que possui férmula molecular (C¢HoN3O3) e peso molar de 171,15g
/mol. E uma droga antibacteriana e antiprotozodria utilizado no tratamento de infec¢des como
amebiase, tricomoniase, giardiase, vaginose, dentre outras (GOOLSBY; JAKEMAN;
GAYNES, 2018). Seu uso comercial se iniciou no ano de 1960 na Franca, porém, sua agdo
antibacteriana sé foi constatada em ou 1962 quando foi aplicada no tratamento de tricomoniase

e gengivite bacteriana (RODRIGUES; CASELLI, 2018).

Figura 10. Estrutura molecular do formaco metronidazol.

OH

Fonte: Adaptado de STANCIL et al., (2018)

O farmaco apresenta propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas atraentes,
perfil de efeito colateral favordvel e baixo custo, cuja aplicacdo pode ocorrer por via oral,
intravenosa, vaginal e tépica. Na administragcdo oral, o metronidazol é bem absorvido,
alcangando o nivel plasmatico em torno de 1-2 horas ap6s o uso (GHOTASLOU et al., 2018).
No entanto, efeitos colaterais de natureza gastrointestinal como ndusea, anorexia, vomitos e
cOlicas abdominais sdo os mais comuns durante os tratamentos com MTZ e os menos comuns

sdo os sintomas neuroldgicos incluindo vertigem e cefaleia (YAZDANI et al., 2019).


https://www-sciencedirect.ez14.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/pharmacokinetics
https://www-sciencedirect.ez14.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/pharmacodynamics
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Segundo Preisig et al., (2021), o metronidazol oral usado no tratamento de
Clostridioides difficile apresenta uma absor¢do superior a 80% da dose e somente 6 a 15% da

dose administrada € eliminada por meio fecal.

Na literatura sao encontrados diversos estudos voltados para a produgdo de sistemas de
entregas do metronidazol a base de hidroxietilcelulose e carbopol (JONES et al., 1997; SINGH
et al., 2014), montmorilonita (CALABRESE et al., 2013), policaprolactona (PATHAK et al.,
2018; LI et al., 2021), riboflavina (PATRA et al., 2019), hidroxipropil-B-ciclodextrina
(CELEBIOGLU, UYAR, 2019), alginato e quitosana (CIRRI et al., 2021).

O metronidazol foi escolhido como farmaco modelo para o desenvolvimento das
matrizes de alginato de sédio/amido do mesocarpo do babacu, nativo e modificado, para entrega

por administracao oral, estudando a capacidade do sistema em controlar a liberagdo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver sistemas a partir de uma mistura polimérica utilizando amido extraido do
mesocarpo do babagu (Orbignya pharelata Mart.) e alginato de s6dio como sistema carregador

do farmaco Metronidazol.

3.2 Objetivos Especificos

v' Extrair o amido do mesocarpo do babagu (Orbignya pharelata Mart.) por tratamento

aquoso;

v Modificar o amido por carboximetilagdo e analisar o grau de substitui¢do e realizar os

estudos de solubilidade, intumescimento e teor de amilose;

v’ Obter as esferas do alginato de sédio/amido nativo e alginato de

sddio/carboximetilamido;

v' Caracterizar os materiais obtidos pelas técnicas de Espectroscopia na Regido do
Infravermelho (FTIR), Espectroscopia de Absor¢ao Molecular, Microscopia Eletronica

de Varredura (MEV) e Andlise térmica (DSC);

v" Analisar a desintegrag¢do dos polimeros por intermédio do controle das esferas a partir

dos estudos de intumescimento e erosao;

v Avaliar sua capacidade de novo material como excipiente na liberagdo do farmaco

metronidazol.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
4.1. Materiais e Reagentes

O Mesocarpo do babacgu foi obtido no comércio local de Sdo Luis/MA. O Alginato de
sodio purissimo foi fornecido pela empresa Isofar. O farmaco Metronidazol com 99% de pureza
(Sigma Aldrich) foi gentilmente fornecido pela Prof. * Dr.* Ana Alcantara, do laboratério
Bionanos — UFMA. Os reagentes Etanol 99,6% (Quimex), Metanol (Isofar), Acetona (Quimex),
Acido cloroacético (Alphatec), Cloreto de calcio (2.H>0) (Isofar), Hidr6xido de sédio (Isofar),
Acido acético glacial (Isofar) foram todos de grau analitico. Os reagentes Fosfato de potéssio
monobdsico anidro (Isofar) e Fosfato de potdssio dibasico anidro (Alphatec) foram utilizados
para a preparacio do tampdo fosfato 0,05 mol.L"' pH 7,4, bem como o Acido cloridrico 37%

(Quimex) 1,0 mol.L! usado para ajuste de pH.

4.2. Extracao do amido do mesocarpo do babacu

O processo de isolamento do amido do mesocarpo do babacu (AMB) foi realizado com
base na experimentacdo desenvolvida por Tapia-Blacido e Maniglia (2016), usando apenas o
método de extracdo em dgua. A farinha do mesocarpo do babacu foi umidificada com 4gua
destilada em uma proporcao de 1:2, resultando em uma mistura que foi refrigerada e deixada
em repouso por 16 horas. Apds esse processo, o material foi misturado com o auxilio de um
agitador aéreo e moido em um processador de alimentos por 3 min, na poténcia mdxima. Em
seguida, a pasta moida foi filtrada por meio de um conjunto de peneiras de 270, 200 e 80 mesh
e o material retido foi reprocessado e filtrado por mais quatro vezes. O amido obtido foi
separado por meio de filtracdo a vacuo e em seguida, o s6lido colocado na estufa a 40° C para

secagem durante a noite.

4.3 Modificacao do amido por carboximetilacao

O Carboximetilamido (CMA) foi sintetizado com base no método proposto por Li et al
(2019), com algumas modifica¢des. Inicialmente, 3,5 g de NaOH foram adicionados em um
baldo de trés tubuladuras em banho maria, seguido pela adi¢ao de 60 mL de Etanol absoluto
sob agitacdo continua até a formar uma solucdo homogénea e branca. 5 g do AMB foi

adicionado ao frasco e a rea¢ao foi mantida por 60 min a 40° C para tornar o amido intumescido
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e alcalinizado (fig. 1). Em seguida, diferentes quantidades de 4cido monocloroacético (4 e 5g)
foram incorporados a pasta para a obtencao de trés amostras de CMA com diferentes graus de
substituicao de carboximetila, mantendo a temperatura de 50° C por mais 4h. Ao término do
tempo estimado, 50 mL de metanol foram adicionados a mistura, que posteriormente foi
neutralizada com 4cido acético, filtrada e lavada varias vezes com uma solu¢do de metanol 95%
para a remogdo de cloretos e subprodutos indesejados, depois seco em estufa a 40 ° C por 24
horas. As amostras foram nomeadas como CMA1 e CMA2 de acordo com a quantidade do

agente eterificante adicionado.

Figura 11. Esquema do meio reacional da modificagdo do amido por eterificagao.
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OH 50° C, 5 horas OH

Fonte: AUTOR (2021)

4.4. Propriedades fisico-quimicas e funcionais do amido in natura e carboximetilamido

4.4.1. Determinacdo do Grau de Substituicdo

O grau de substituicao foi determinado com base na metodologia proposta por Wang et
al (2020). As amostras (0,5 g) foram dissolvidas em 15 mL de HCI 2 mol.L"! e em seguida as
suspensoes foram agitadas por 30 minutos. As misturas foram lavadas com etanol anidro e os
sedimentos foram dissolvidos em 20 mL de NaOH 0,1 mol. L', transferidos para Erlenmeyer
e titulados com uma solugdo padrio de HCI 0,1 mol. L', usando uma solugio alcodlica de
fenolftaleina a 1 % como indicador. Os valores do GS foram calculados pelas seguintes

equacoes:

_ (Cwaon X Viaon — Cct X Vict) ©100%  Fauaciol
= 0

A
M
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(0,162 x A)

G5= 0= (0,058 4)

Equacao 2

Onde: A (mmol) é a quantidade de NaOH consumido para neutralizar 0,5 de CMS, representada
por M. Na equagdo 2, 0,162 (g/mmol) é a massa molar da unidade de glicose e 0,058 (g/mmol)

¢ a massa molar do carboximetil.

4.4.2. Estudo de Solubilidade e Intumescimento

Para o estudo do grau de solubilidade e intumescimento, 100 mg do AMB, CMA1, CMA2
foram pesados em tubos falcon e 10 mL de dgua destilada foi adicionada. Os tubos foram
aquecidos em banho maria com temperatura controlada a 30 ° C, 60° C, 90° C durante
30 min. As suspensdes foram resfriadas a temperatura ambiente e centrifugadas a 3200 rpm por
15 min. Os sobrenadantes foram colocados em béqueres para secagem a 100° C e o peso seco
foi anotado, bem como as amostras inchadas. A solubilidade e inchaco das amostras foram

determinados usando as equagdes abaixo, onde As € o peso do amido solubilizado e Ai € a massa

inicial.
As
Solubilidade (mg.mg=1) = T 100 Equacio 3
Intumescimento (%) = W x 100 — solubilidade x 100 Equacao 4

4.4.3. Determinacdo do teor de amilose

O teor de amilose do amido nativo e carboximetilado foi determinado pelo método
colorimétrico com base na metodologia descrita por Das, Jha e Kumar (2015), com algumas
alteracdes. Foram pesadas 100 mg de AMB, CMA1 e CMA2, em seguida foram adicionados 1
mL de 4lcool etilico 95% e 9 mL de solugdo de hidréxido de sédio 1 mol.L"! e a mistura foi
colocada sob agitagdo por 60 minutos. As suspensOes foram transferidas para baldes
volumétricos de 100 mL devidamente identificados e o volume foi completado com 4gua
destilada. Foram retiradas aliquotas de 5 mL da solucdo preparada e transferiu-se para um baldao

de 100 mL identificado. Entdo, 1 mL de dcido acético 1 mol.L™'e 2 mL de Lugol (solugio iodo-
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iodeto de potdssio). A reacdo da solugdo de iodo-iodeto com o AMB, CMA1 e CMA?2 formaram
um complexo de coloracdo azul (Figura 11). Apds 30 min em um ambiente escuro, foi feita a
leitura de absorbancia a 620 nm contra o branco. O teor de amilose foi obtido conforme a

equacao 5:

Teor de amilose (%) = 3,06 x absorbancia x 20 Equacao 5

Onde, 3,06 é o fator de correcdo e 20 corresponde a afinidade iodo-amido de acordo

com o rendimento tedrico da amilose.

4.5 Caracterizacao do farmaco Metronidazol (MTZ)

4.5.1. Determinacdo da banda de absor¢cdo do MTZ na regido do ultra-violeta (UV)

Foram realizadas andlises do Metronidazol em um espectrofotometro UV-VIS
(KASUAKI, modelo IL.-592-BI) em pH neutro e em pH acido, para determinacio da banda de
absor¢io mdxima do farmaco. Preparou-se solugdes diluidas de MTZ em HCI 0,1 mol.L! pH
1,2 e em tampdo fosfato 0,05 mol.L"! pH 7,4. As solu¢des foram analisadas na regido do UV e

os bandas de absor¢do mdxima foram obtidos.

4.5.2. Curva analitica para quantificacdo do farmaco por espectroscopia na regido do

uv

As curvas analiticas de MTZ foram obtidas em 4gua destilada, solu¢do de HCI 0,1
mol.L! pH 1,2 e solugido de tampdo fosfato 0,05 mol.L!' pH 7,4. A partir de uma solucio
estoque, foram preparadas dilui¢des na faixa de concentragdo entre 0,625 pg/mL e 25 pg/mL
para ambos meios de dilui¢do. As leituras foram realizadas em triplicata e os valores médios

das leituras foram usadas para constru¢do dos graficos e para o cdlculo das equagdes das retas.

4.6. Preparacao das matrizes poliméricas

4.6.1. Preparacdo das esferas de Alginato/Amido e Alginato/Carboximetilamido

contendo o farmaco metronidazol
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Dispersoes viscosas de amido/alginato e carboximetilamido/alginato foram preparadas
em 4gua destilada por homogeneizagdo. Solugdes concentradas de alginato foi preparada em
dgua destilada (3% p/v) com o auxilio de um agitador magnético a uma temperatura de 40° C.
As esferas foram obtidas pela técnica de extrusdo. A solugdo de alginato foi gotejada através de
uma seringa com uma agulha n® 21 em uma solug@o de CaClz (3% m/v). Foram realizados testes
em outras concentracdes, mas os melhores resultados foram nessa concentracdo, onde as
matrizes ficaram em repouso por 30 min para aumentarem sua rigidez, depois foram filtradas,
lavadas com dgua, endurecidas em acetona e secas em uma estufa a vacuo a 40 ° C por 24 horas.
Dispersdes viscosas de amido/alginato e carboximetilamido/alginato também foram
preparadas, adicionando quantidades de amido nativo e modificado as solucdes de alginato de
s6dio (3% m/v) em uma propor¢ao 1:1, sob agitacdo a uma temperatura que variaram entre 75
°C (AMB) e 40 °C. Os beads foram obtidos de acordo com o procedimento descrito

anteriormente. A Figura 12 ilustra as etapas empregadas na preparacao das esferas.

Figura 12. Representacdo esquematica das etapas utilizadas na preparacio das esferas de ALG, ALG.AMB e

ALG.CMA.
Preparacao da mistura
polimérica contendo o MTZ ALG3%
40°C-75°C =K,
30 min A
ﬁ Secagem a 40° C
ALGAMB

Solucao de
CaCl, (3% p/v)

g

Lavagem das esferas ¢/ agua

e acetona O 7
4
a

Gotejamento da mistura polimérica
¢/ o farmaco incorporado

FONTE: Autor (2021)
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Para a incorporacdo do farmaco, foram preparadas solugdes aquosas do MTZ 0,5 mg/mL
que foram usadas para a dispersdo dos polimeros, seguindo o mesmo procedimento descrito

anteriormente. A composicdo das amostras estd descrita na tabela 1.

Tabela 1. Composicao das matrizes poliméricas de ALG3%, ALG.AMB e ALG.CMA, de acordo com o Grau de

Substitui¢do (GS), com o farmaco incorporado.

Amostras MTZ AMB (g) CMA (g0 ALG (% CaCl2 (%
(mg/mL) p/v) p/v)
ALG3% 0,5 - - 3 3
ALG.AMB 0,5 3,0 - 3 3
ALG.CMA1 0,5 - 3,0 3 3
(GS =0,15)
ALG.CMA2 0,5 - 3,0 3 3
(GS=0,3)

4.6.2. Estudo de intumescimento das esferas

Para o monitoramento do processo de sor¢cdo de fluidos, 100 mg dos beads foram
imersos em 10 mL de meio gastrico simulado (HCI 0,1 mol.L"! pH 1,2) e meio entérico
simulado (tampio fosfato 0,05 mol.L!), colocados sob uma agitacdo de 120 rpm e retirados em
intervalos pré-estabelecidos por 4 horas. A matriz inchada foi suavemente seca em papel filtro
para remogado do excesso dos fluidos e pesadas, posteriormente. O inchago foi calculado pela

equacgdo 5:

—Mf (mg) Equacao 6

Inch =
nchaco Mi (mg)

4.6.3. Andlise de erosdo

Os estudos de captagdo de dgua indicaram que, apds um intumescimento ideal, as esferas

mostraram uma queda constante em seus pesos de inchaco, que pode ser atribuido a erosdo dos



45

granulos devido a interagdo dgua-polimero. Assim, a fim de monitorar a perda de massa, as
esferas secas antes do intumescimento foram atribuidos como pesos iniciais (m;). As esferas
inchadas foram liofilizadas por 24 horas e a massa resultante foi pesada e aplicada como peso

final (my). A erosao foi calculada de acordo com a equagdo abaixo:

M
Erosao (%) = Vf x 100 Equacao 7

l

4.7. Caracterizacao dos materiais

4.7.1. Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

Para anélise das amostras de alginato, amido in natura/modificado, farmaco metronidazol
e das esferas carregadas com o MTZ na regido do IV, foram obtidos espectros vibracionais em
um espectrometro Shimizu, modelo IRPrestige-21, adicionando-se cerca de 1,0 mg de cada
amostra em 100 mg de KBr. A mistura foi compactada sob uma pressdo de 10 a 15 kPsi e os
discos gerados foram submetidos a uma anélise na faixa espectral no intervalo de 4000 a 400
cm’!. Os espectros foram realizados numa resolugdo de 4 cm™! a partir de 40 varreduras (nimero

de scans).

4.7.2. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e espectroscopia de energia

dispersiva (EDS)

A técnica foi empregada para a andlise da morfo-estrutural dos granulos do alginato de
s6dio e do amido do mesocarpo do babacu, bem como as suas alteragdes apds a modificagio
anidnica. A estrutura da superficie das esferas com o farmaco metronidazol incorporado
também foram analisadas pelo MEV e EDS para identificacdo dos compostos quimicos
presentes na superficie das amostras através de um mapeamento na drea selecionada. O aparelho
utilizado para a captacdo das imagens foi um microscopio eletronico de varredura HITACHI
modelo TM3030, pertencente ao Laboratdrio de Biomateriais em Odontologia do Maranhao do
Departamento de Odontologia - UFMA empregando um aumento 2000, 1000 e 500 vezes para

a obtencdo das fotomicrografias.
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4.7.3. Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A calorimetria exploratéria diferencial das amostras do amido in natura e
carboximetilamido (DS = 0,3), bem como as esferas de ALG3%, ALG.AMB e ALG.CMA com
o farmaco incorporado foram realizados em um equipamento Shimadzu DSC-60, sob atmosfera
de nitrogénio (fluxo de 100 mL/min), a uma taxa de aquecimento de 10 °C.min"!. As an4lises
foram realizadas no intervalo de temperatura entre 30° a 550 °C, sendo utilizados

aproximadamente 10 mg das amostras.

4.7.4. Espectroscopia de Absor¢do Molecular

Para detectar a presenca do farmaco nas esferas, 100 mg de cada amostra foi dissolvida
em 100 mL de tampdo fosfato 0,05 mol.L"! pH 7.4 por 4 horas sob agitacdo continua. A
suspencao foi centrifugada, filtrada e a andlise foi feita em um espectrofotdmetro UV-VIS
(KASUAKI, modelo IL-592-BI). Esferas sem o firmaco também passaram pelo mesmo

procedimento de dissolucdo para serem usadas como branco.

4.8. Eficiéncia de Encapsulamento (EE)

A quantidade do agente ativo (MTZ) nas esferas foi determinada a partir da
espectroscopia no UV/Vis. Com a curva de calibracdo construida, como descrito na sec¢ao
4.6.2, dissolveu-se 100 mg das esferas com o agente ativo em 100 mL de tampao fosfato pH
7,4 e a dispersao ficou sob agitacdo durante 4 horas para a quebra total do material polimérico.
Ap6s esse periodo, a dispersdo resultante foi filtrada e realizada a medida de absor¢dao em 320
nm para o metronidazol. O procedimento foi feito em triplicata e uma dispersdo de esferas sem
farmaco foi usado como branco. A EE foi obtida mediante a correlacio da quantidade de
farmaco adicionada a mistura polimérica e ao que foi encontrado nas esferas em solucdo

tampao. O valor da eficiéncia foi estimado a partir da equagdo 6:

farmaco encapsulado .
EE (%) = farmaco adicionado x 100 Equacdo 8
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4.9. Estudo de liberacao in vitro
4.9.1. Perfil de liberacdo em meio gdstrico simulado

Para o ensaio de liberacdo, 100 mg das amostras carregadas com o fiarmaco foram
suspensas em 100 mL de HC1 0,1 mol.L"! pH 1,2 a uma temperatura de 37 °C e mantidos sob
agitacdo de 120 rpm por 2 horas, simulando o tempo de residéncia na regido estomacal. Em
intervalos pré-determinados, foram retiradas aliquotas do meio de dissolucdo e a quantidade de

MTZ liberado foi quantificado a 276 nm por espectroscopia no UV-Vis.

4.9.2. Perfil de libera¢cdo em meio entérico simulado

Para este ensaio de liberacdo, 300 mg das amostras carregadas com o farmaco foram
suspensas em 100 mL de tampio fosfato 0,05 mol.L™! pH 7,4 a uma temperatura de 37 °C e
mantidos sob agitacdo 120 rpm por 4 horas, simulando o tempo de residéncia na regiao
intestinal. Em intervalos pré-determinados, foram retiradas aliquotas do meio de dissolucdo e a

quantidade de MTZ liberado foi quantificado a 276 nm por espectroscopia no UV-Vis.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Propriedades fisico-quimicas e funcionais do amido in natura e carboximetilamido

5.2.1. Determinacdo do grau de substituicdo

O grau de substitui¢cdo (GS) dos amidos modificados determinado pelo método de
retrotitulacdo apresentou valores de 0,15 e 0,3, indicando o nimero de grupos carboximetila
por unidades de anidroglucose. Esses resultados evidenciaram que o GS aumentou de acordo
com o aumento da razdo molar entre o as diferentes quantidades de dcido monocloroacético

(AMCA) e o amido.

Tabela 2. Efeito da razdo molar AMCA/AMB no grau de substitui¢do do amido carboximetilado.

Amostras Razao Grau de
AMCA/AMB Substituicao
CMA1 0,8 0,15 £ 0,007
CMA2 1,0 0,30 £ 0,007

No meio reacional, o ambiente alcalinizado pelo hidréxido de s6dio aumenta o inchago
do amido, facilitando a difusdo e a introdu¢do do 4cido monocloacético a estrutura granular por
substituicao nucleofilica (LIU et al., 2012). A modificag¢do ocorre a partir da desprotonagado das
3 hidroxilas livres (posi¢do C2, C3 e Cs) que reagem com o AMCA. O solvente alcodlico etanol
proporcionou a hidratacdo dos granulos, facilitando a acessibilidade as hidroxilas das unidades

de D-glicose (RIUL, 2013).

O GS dos grupos de carboximetila é um fator estrutural determinante nas propriedades
do CMA. Comparando os valores obtidos pelas amostras de CMA, nota-se que o CMA2
apresentou o maior grau de substitui¢do (DS=0,3), indicando que hd mais grupos carboxilicos
em sua estrutura e consequentemente, uma maior densidade de carga anidnica. Wang e Yang
(2017) obtiveram carboximetilamidos, cujo GS variaram entre 0,1 a 0,95 de acordo com o
aumento da razdo molar entre o amido e o 4cido monocloroacético. Resultados semelhantes

também foram reportados por Liu et al., (2012) que obtiveram um GS maximo de 0,32, pois
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com o aumento na concentragcdo de AMCA, o contato entre moléculas de amido e agente

eterificante aumentou.

5.2.2. Estudo de solubilidade e intumescimento

O resultado do estudo de solubilidade e intumescimento do amido in natura € os amidos

modificados sdo apresentados na figura 12.

Figura 14. Grificos referentes ao grau de a) intumescimento e b) solubilidade do AMB e CMA1 e CMA2.

10

I AVB
I cMAL
[ Jcma2

oo
1

Intumescimento(g.g ™)

60

Temperatura (°C)

Solubilidade (g.100g™")

0,30 1

0,25 1

0,20

0,154

0,10

0,05 1

0,00

B A VB
I cMAL
[ Joma2

30

60 90

Temperatura (°C)

Através desse estudo foi possivel observar que para ambas as amostras, 0os maiores

valores encontrados para o grau de intumescimento foram em 90 °C, acima da temperatura de

gelatinizacdo do amido que estd em torno de 75° C. Em 60 °C, as amostras de CMA1 e CMA2

apresentaram maior intumescimento quando comparado ao AMB, isso pode ser devido ao

N

aumento da hidroficilidade do amido modificado com a introdu¢do do amido do grupo

carboximetil, facilitando a penetracdo e retencao de dgua na estrutura do carboximetilamido.

No entanto, em 90 °C o AMB apresenta um grande aumento, podendo ser o grau de

intumescimento mdximo, enquanto o indice de intumescéncia do ocorre em um processo mais

lento. Dados similares foram relatadas por Kittipongpatana e Kittipongpatana (2011) que

estudaram as propriedades fisico-quimicas do amido extraido da jaca apds a carboximetilacao.
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Como o intumescimento, a solubilidade das amostras aumentou com a temperatura. O
AMB apresentou baixa solubilidade, que foi melhorada pela pré-gelatinizacdo a partir de 60
°C. A solubilidade do CMA foi maior, sendo melhorada com o aumento do grau de substituicao,
por isso 0o CMA2 (GS = 0,3) mostrou-se mais solivel que o CMA1 (GS = 0,15). Essa melhoria
¢ devido a substituicdo dos grupos hidroxilas pelos grupos carboximetila, que causa uma
diminui¢do na interacdo molecular devido a repulsdo entre as cadeias do amido, permitindo a
penetragdo da agua (KITTIPONGPATANA; KITTIPONGPATANA, 2011; DAS; JHA;
KUMAR, 2015).

5.2.3. Teor de amilose

Analisando a tabela 3, observa-se que o aumento do grau de substitui¢ao levou a uma
diminui¢do do teor de amilose em relacdo ao amido in natura. De acordo com Kittipongpatana
e Kittipongpatana (2013), a reducdo pode ser atribuida a modificagdo estrutural da amilose que
no amido nativo assume uma conformac¢do helicoidal, com liga¢des de hidrogénio formadas
entre os dtomos de oxigénio ligados ao Cz e Ce, permitindo o aprisionamento do iodo no interior
da hélice formada, resultando em um complexo de colora¢do azul. No entanto, com a
carboximetilagdo, as ligagcdes entre o hidrogénio com alguns dos dtomos de oxigénio foram

quebradas, distorcendo a estrutura do amido, ndo sendo possivel a reacdo de complexacao.

Tabela 3. Teor de amilose do AMB, CMA1 e CMA2.

Amostras Teor de amilose (%)
AMB 28,0 £ 0,89
CMA1 (GS =0,15) 4,70 £0,21
CMA2 (GS=0,3) 3,32 £0,04

5.2. Caracterizacao do alginato de sédio, amido nativo e carboximetilamido

5.2.1 Espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR)
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Analisando a figura 13, referente ao espectro do Alginato de sédio, observa-se uma
banda de absor¢do larga caracteristica na faixa de 3400 cm™! referente ao estiramento dos grupos
-OH, associado as cadeias do polimero. Em 2931 cm™ nota-se o aparecimento de uma banda
atribuida as vibragdes de alongamento de -CH alifético. A intensidade das bandas em 1644 e
1414 cm™ competem as vibragdes axiais assimétricas e simétricas de grupos — COO',
comprovando a presenca de dcidos carboxilicos na composicao quimica do alginato. O banda
observado em 1025 cm™! refere-se ao estiramento da ligagio C-O-C. As bandas que aparecem
entre 800 cm™ e 700 cm™! sdo atribuidos aos dcidos manurdnicos e gulurdnicos. Resultados
semelhantes foram encontrados nos trabalhos de HOSSEINE er al., (2014) e LAROSA et al.,
(2018).

Figura 15. Espectro do alginato de sédio na regido do infravermelho.
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Na figura 14 t€m-se a representacdo dos espectros infravermelhos do AMB, CMAI,
CMAZ2. As informagdes do espectro “a”, referente ao amido in natura, apresenta uma banda
larga na faixa de 3400 cm™ atribuido ao estiramento de O-H devido aos grupos hidroxilas
presentes na estrutura quimica do amido. Em 2933 e 2885 cm™! tem-se uma banda relacionada
a0 alongamento simétrico e assimétrico do CH e CH». A banda em 1647 cm™ estd associado a
deformacdo angular das hidroxilas das moléculas de dgua adsorvidas na regido amorfa do

granulo. O aparecimento de banda em 1082 cm™ corresponde as vibragdes de estiramento do
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CH>-O-CH:; (SOUZA et al., 2018), que segundo Tatongjai e Lumdubwong (2010), ¢é

caracteristico da ligacdo glicosidica a-1,4 da amilose.

Figura 16. Espectros de infravermelho de: a) amido in natura extraido do mesocarpo do babagu e b) e c¢) amidos

carboximetilados com diferentes quantidades de dcido monocloroacético.
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Os espectros “b” e ‘c” sio referentes a0 CMA1 e CMA2. Na regido de 3000-3800 cm’!
nota-se uma diminui¢do na intensidade da banda, bem como um deslocamento quando
comparado com o espectro de AMB. Essa mudanca ocorreu devido a introdug¢do do -
CH>COONa, substituindo parcialmente os grupos -OH e pelo aumento do grau de substituigao.
Uma mudanca semelhante pode ser observada em 2933 cm™ que pode estar relacionado as

variagOes nas quantidades de amilose e amilopectina (KACZMARSKA et al., 2018).

Foram observados o aparecimento de bandas entre 1600-1400 cm™!, comprovando a
presenca dos grupos carboxilato (-COO") (POORESMAEIL; NAMAZI, 2021). As bandas em
1583, 1595 cm™ e 1446 cm'! sdo atribuidos a vibragio assimétrica e simétrica da carbonila C=0
do grupo carboxila, confirmando a carboximetilagcao dos grupos hidroxilas presentes no amido
do mesocarpo do babacu. Resultados semelhantes foram observados na modificagdo do amido
do inhame (YANLI; WENYUAM; XIA, 2009), amido de milho (ASSAAD et al., 2011) e
amido de batata (ZDANOWICZ; SPYCHAJ; LENDZION-BIELUN, 2014).
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Em ambos os espectros se observa uma banda em 1020 cm’, correspondendo as
estruturas amorfas dos amidos, porém, nos espectros correspondentes ao amido modificado,
nota-se um aumento na absorcao dessa banda, que pode estar relacionada com a diminui¢do da

estrutura cristalina do amido ap6s a carboximetilagdo (LIU ez al., 2019).

5.2.2. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e espectroscopia de energia

dispersiva (EDS)

A morfologia dos granulos do amido extraido do mesocarpo do babagu pode ser
observada na figura 15. Os granulos do AMB apresentaram uma geometria oval e poliédrica,
no entanto, também foram observados geometria semiesférica, decorrente da quebra de alguns
granulos. Morfologias semelhantes foram apresentadas para o amido de milho (WANG, 2021)

e amido do anato (SILVEIRA; TAPIA-BLACIDO, 2018).

Figura 17. Micrografias obtidas por MEV do amido extraido do mesocarpo do babagu com a) ampliagio de
500x e b) ampliagdo de 2000x.
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. Resultados semelhantes foram relatados por Rodrigues et al., (2020) que atribuiu as
disformidades ao tratamento utilizado para o isolamento do polissacarideo, que ao absorver
dgua, incha e tem a sua estabilidade térmica alterada através da absor¢do de dgua durante o
tratamento aquoso, dessa forma, procedimentos como trituragao, filtragem, secagem e moagem
causam vérias mudancas a estrutura granular do amido. E possivel notar alguns granulos
aglomerados (Figura 15b) que segundo Maniglia e Tapia-Blacido (2016), sdo resquicios das

fibras, proteinas e lipidios do mesocarpo do babacu que ndo foram totalmente eliminados.
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Os granulos apresentaram superficies lisas, ndo sendo possivel verificar a presenca de
poros. De acordo com Zabot et al., que a geometria poligonal e superficie lisa permite uma

maior absorcdo de dgua e intumescimento do amido.

Quanto as micrografias dos amidos modificados expostos nas figuras 16 e 17 mostram
que os granulos carboximetilado apresentam distor¢des, com dobraduras e as laterais voltadas
para o seu interior. Essas alteracdes e mudancas estruturais foram ocasionadas pelo meio

fortemente alcalino ao qual o amido € submetido durante a carboximetilagdo.

Figura 18. Micrografias obtidas por MEV do amido carboximetilado (CMA1) com a) ampliacido de 1000x e b)
ampliacdo de 2000x.
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Figura 19. Micrografias obtidas por MEV do amido carboximetilado (CMA?2) com a) ampliagdo de 1000x e b)
ampliacdo de 2000x.
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A desintegracdo da regido cristalina e quebra das ligacdes quimicas facilitou a insercao
do agente eterificante as moléculas de amido, resultando em tais mudancas. Dados semelhantes
foram reportados por Yalin, Wenyuan e Xia (2009) em amido de inhame chinés; por Wang et

al., (2010) em amido da raiz de kudzu; e por Liu et al., (2012) em amido de batata.

Observa-se também que os granulos de CMA2 foram os mais afetados, apresentando
deformacdes mais intensas em relacdo ao CMAL. Essa diferenca pode estar relacionada com a
quantidade de acido cloroacético adicionado ao meio reacional, concluindo assim que essa

mudancga granular do amido acontece ap0s a eterificacao.

5.2.3. Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

O levantamento das curvas de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) do amido
extraido do mesocarpo do babacu por tratamento aquoso e do amido modificado por
eterificacdo apresenta varios eventos térmicos, com picos endotérmicos e exotérmicos, como

apresentado na figura 18.

Figura 20. Curvas DSC do AMB e CMA (GS: 0,3)
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Na curva do AMB sido observados trés eventos, iniciando com um pico endotérmico
entre 37 °C e 170 °C, referente a perda de agua fisicamente adsorvida e gelatinizacdo do amido.
A gelatinizacdo do amido do mesocarpo ocorreu em 107° C, pois como esse polissacarideo

apresenta insolubilidade em temperaturas mais baixas, no entanto, com o aumento da
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temperatura e dispondo de um excesso de dgua, os granulos come¢am a inchar, causando uma

fragmentacdo da estrutura cristalina (RODRIGUES et al., 2020).

Outro evento endotérmico € exibido em 278 ° C e 295 ° C referente a temperatura de
fusdo do amido, que de acordo com os resultados obtidos por Sousa (2016) os picos estdo
relacionados a despolimerizacdo das cadeias de amilose e amilopectina e perca de compostos
voléteis que ocorreram pela cis@o das cadeias poliméricas, levando a degradagdo da regido
cristalina do amido. Seguido desses, um pico exotérmico é aparece no terceiro estdgio, sendo

atribuido a degradacgdo térmica dos residuos cristalinos resultantes dos granulos do AMB.

Quanto a curva DSC do CMA, é possivel observar que a temperatura de transi¢do vitrea
e de fusdo foram alteradas apos a modificagdo. No primeiro estagio € exibido um pico
endotérmico menos definido, entre 48 °C e 165 °C, inferior ao do amido in natura. Com a
substituicdo parcial dos grupos hidroxilas por grupos carboximetila, as forcas intermoleculares
entre as cadeias do amido sdao diminuidas, aumentando a mobilidade molecular do
carboximetilamido e consequentemente, a solubilidade e intumescimento em temperaturas mais
baixas, por isso houve menos energia envolvida para a gelatinizacdo (LI et al., 2010; MALI,
GROSSMANN; YAMASHITA, 2010). No segundo estdgio, sdo apresentados picos
exotérmicos em 284 °C, 312 °C e 325 °C, referentes a diminui¢do da cristalinidade, alterando

a temperatura de fusdo pelo processo de carboximetilag@o.

5.3. Caracterizaciao do farmaco Metronidazol

5.3.1. Determinacdo da banda de absor¢cdo do MTZ na regido do ultra-violeta (UV)

A partir da espectrofotometria na regido do UV foram obtidos os espectros de absor¢ao
do MTZ solubilizado em HCI 0,1 mol.L"' pH 1,2 e tampdo fosfato 0,05 mol.L"' pH 7,6. A
varredura do farmaco foi realizada de 600 a 200 nm, apresentando comprimentos de onda de
maxima absorcao em 320 nm e 276 nm (figura 19 e 20) , que s@o bandas caracteristicos do

farmaco nos solventes descritos anteriormente.
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Figura 21. Espectro de absor¢do UV-Vis do metronidazol em HCI 0,1 mol.L-1 pH 1,2.
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Figura 22. Espectro de absorcdo UV-Vis do metronidazol em tampao fosfato 0,05 mol.L-1 pH 7.4.
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5.3.2. Curva analitica para quantifica¢do do metronidazol por espectroscopia na regido

do UV

Para a constru¢do das curvas analiticas, as leituras foram realizadas em triplicatas nos

diferentes meios de dissolucdo, HCI e tampao fosfato. Nas leituras realizadas em HCI 0,1 mol.L
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!, 0 banda de absorbancia mdxima foi em 276 nm (fig. 21), cujo coeficiente de correlagdo para

a curva analitica foi R? = 0,9998, obtendo-se a seguinte equagio da reta: y = 0,0371x + 0,012.

Figura 23. Resposta analitica do farmaco metronidazol em HC1 0,1 mol.L"! pH 1,2, n=3.
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Em tampao fosfato 0,05 mol.L"!, o banda de absorbancia méaxima foi em 320 nm (fig. 22),

com coeficiente de correlagdo determinado R? = 0,9997, obtendo-se o seguinte valor para a

equacgdo da reta: y = 0,0461x + 0,0154.

Figura 24. Resposta analitica do farmaco metronidazol em tampao fosfato 0,05 mol.L-1 pH 7,6, n=3.
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Em todas as curvas pode ser comprovado uma correlagdo linear do analito entre os valores
das diferentes concentracdes e absorbancia das solucdes diluidas, corroborando com os

resultados obtidos por Mendes, Monteiro e Pontual (2020).

5.3.3. Espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR)

No espectro do metronidazol (figura 23) o aparecimento de duas bandas de absor¢ido em
3216 cm™ e 3096 cm™! correspondem as vibragdes de estiramento associado ao grupo -OH e de
C=C-H do anel imidazol. O banda vibracional localizado em 2952 cm’ refere-se ao
alongamento de C-H. O banda em 1539 cm! ¢ atribuido ao estiramento do grupo -C=N- do
anel imidazol e as bandas que aparecem 1477 cm™ e 1373 cm’! estdo relacionadas ao
estiramento assimétrico e simétrico do N=0. Os bandas de absorcdo em 1269 cm™ e 1074 cm’

"ao alongamento do C-O e C-N (ALI; ELASALA; IBRAHIM., 2018; CIRRI et al., 2021).

Figura 25. Espectro do metronidazol na regido do infravermelho.
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5.4. Caracterizacao das esferas carregadas com metronidazol

5.4.1. Espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR)

Para a investigacdo das interagdes entre os grupos funcionais dos polissacarideos e

comprovar a presenca do fairmaco metronidazol, foi usada a espectroscopia de absor¢do na
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regido do infravermelho para a caracterizacdo das amostras de ALG3%, ALG.AMB,

ALG.CMAI1 e ALG.CMAZ2, representada na figura 24.

A faixa de absor¢io em torno de 3388 cm™! refere-se a interagiio intermolecular das
ligacdes de hidrogénio do grupo O-H presentes no amido e alginato, resultando em um
deslocamento para um nimero de onda mais baixo, quando comparado ao espectro de ALG e
AMB. Foram encontradas bandas caracteristicas do AMB e CMA em 2938 cm™! associada ao
estiramento simétrico do C-H, em 1156 cm™ e 1020 cm’! referentes as vibragdes de estiramento
da ligacdo CH,-O-CH,. Os espectros também exibem bandas em 1628 cm™ e 1426 cm
atribuidas a vibracdes assimétricas e simétricas de -COO™ presentes no ALG e CMA. Ambos
as bandas sofreram deslocamento que pode estar associado ao crosslinking com os fons Ca**
(FERNANDES et al., 2019; THOMAS; MATHEW; NATH, 2021). Outras mudancas
associadas as interacdes entre o anion carboxilato e os fons Ca?* sdo observadas em 1300 cm™
e 825 cm™!, como a diminui¢io e/ou desaparecimento das bandas referentes a vibragcio do C-O-
C presente na estrutura do ALG. Essas mudancas evidenciaram as interagdes intermoleculares

entre 0 ALG/AMB e ALG/CMA, demonstrando uma compatibilidade molecular.

Figura 26. Espectros de ALG3%, ALG.AMB, ALG.CMA1 e ALG.CMA2 na regido do infravermelho.
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Os espectros das esferas carregadas com o farmaco MTZ estd representado na figura 25.
Quando comparados aos resultados da figura 23, observa-se a presenca de bandas que variam
entre 1513-1541 cm! referentes ao estiramento assimétrico grupo -C=N- e bandas em 1365-
1381 cm’!, associadas ao estiramento simétrico do N=0O. As bandas apresentaram baixa
intensidade, principalmente nos espectros de ALG3% e ALG.CMAZ2 onde foi possivel observar
um deslocamento da banda para 1513 cm’!, resultado de possiveis interagdes entre os fons
carboxilatos e o grupo nitro, no entanto, foi possivel observar indicativos da presenca da droga

na matriz polimérica (figura 25).

Figura 27. Faixa espectral reduzida entre 1200 cm™ e 2000 cm-!.
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A absor¢do de radiagdo eletromagnética do farmaco metronidazol incorporado nas

matrizes poliméricas sdo apresentadas na figura 26. O metronidazol absorve em 320 nm, sem a

presenca de polimeros em meio neutro, como mostrado no resultado da sec¢do 5.3.1. Assim,

apos a dissolucdo dos sistemas em tampao fosfato pH 7,4, foi possivel a deteccdo do MTZ pelo

método empregado. Observa-se que as bandas crescem de acordo com a presenga do amido e

aumento do grau de substitui¢do do carboximetilamido, mostrando que a proporcionalidade

entre a absorbancia e a quantidade de metronidazol incorporado em cada amostra. Pela técnica

de absor¢do na regido do infravermelho ndo foi possivel observar bandas caracteristicas do

agente ativo, entretanto, por espectrofotometria na regido UV foi comprovada a presenca do

MTZ nas esferas, com bandas acentuadas no comprimento de onda caracteristico do fairmaco.

Figura 28. Espectros de absor¢ido do farmaco Metronidazol presente nas esferas poliméricas.
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5.4.3. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As figuras 26 apresentam micrografias das esferas ALG3%, ALG.AMB, ALG.CMALI
e ALG.CMA2 contendo o MTZ. As esferas de ALG3% (Figura 27a e b) apresentaram

superficies rugosas e irregulares composta por varias fissuras, que sdo derivadas do processo
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de secagem. Os géis de alginato de s6dio sdo compostos 99% de dgua, entdo, as esferas obtidas
por gelificacdo ionotropica consegue resistir a diferentes tensdes devido a homogeneidade
controlada pela adi¢io dos fons Ca**, no entanto, a secagem induz a perda do formato esférico,
formando uma estrutura com indmeras rupturas. Observagdes semelhantes foram verificadas
por Chan et al.,(2011), que associou essa estrutura ao processo de gelificacdo externa, que se

inicia na superficie e segue em direcao ao interior da conta de alginato.

Figura 29. Micrografias obtidas por MEV das esferas de a) ALG3% com ampliacdo de 50x e 1000x e das
esferas de b) ALG.AMB com ampliagdo de 50x e 1000x.
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A mistura de AMB e ALG (27c e d) resultou em esferas lisas, sendo possivel observar a
reducdo das fissuras na superficie das matrizes, comprovando a atuacio dos granulos de amido
no preenchimento dos géis de alginato. Observa-se também uma mudanc¢a no tamanho das
esferas que pode ser atribuido ao aumento da viscosidade com a inser¢ao do amido. Nas esferas,
amido se desempenha como suporte estrutural, impedindo o encolhimento da matriz e a

presenca de rachaduras apds a secagem das amostras (LOZANO-VASQUEZ et al., 2015).

A estrutura das amostras de ALG.CMA1 e ALG.CMA?2 sdo mostrados na Figura 28.
Observa-se uma mudancga na estrutura das esferas contendo o carboximetilado, com superficies

mais uniformes e compactas, quando comparadas as esferas de ALG.AMB. As amostras de
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ALG.CMAI apresentaram uma superficie lisa enquanto as amostras de ALG.CMA2
apresentaram uma superficie parcialmente lisa com a presenca de rugosidades. Essas alteracdes
sdo resultadas da exclusdo da estrutura cristalina do amido apds o tratamento em ambiente
alcalino, permitindo a acdo do agente eterificante dentro da molécula (WANG et al., 2010;
WANG et al., 2020). Também foi possivel averiguar a diminui¢cdo das rachaduras com o
aumento do grau de substituicio mostrando uma boa interacdo entre o alginato e o amido
modificado, sendo ambos anidnicos. A presenca de vdrios cristais do 4cido cloroacético pode
ser observado na superficie das esferas, ndo sendo totalmente eliminados durante a lavagem do
CMA apés a reacdo de eterificacao.

Figura 30. Micrografias obtidas por MEV das esferas de a) ALG.CMA1 com amplia¢do de 50x e b) 1000x e das
esferas de c) ALG.CMA2 com ampliacdo de 50x e d) 1000x.

ALGCMA1 HL D69 x50 2mm HL D6.1 x1.0k 100 um

ALGCMA2 HL D62 x50 ALGCMA2 HL D6.4 x1.0k 100 um

De modo geral, foi comprovada a estabilidade das esferas obtidas, que melhoraram com
a inser¢do do amido e com o aumento do GS do CMA. Nao foi possivel visualizar resquicios
do metronidazol na superficie das amostras, evidenciando a solubilidade do farmaco em 4gua,

bem como a sua dispersao nas matrizes.
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5.4.4. Espectroscopia Por Dispersdo De Energia (EDS)

Na figura 29 encontra-se os resultados da andlise composicional por espectroscopia por

dispersdo de energia (EDS) dos sistemas poliméricos.

Figura 31. Grafico dos resultados da andlise de EDS das amostras de a) ALG3%, b) ALG.AMB, c) ALG.CMAI1
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No resultado de EDS da amostra de ALG3% foram identificados elementos como
célcio, cloro e sédio. O mapeamento mostra que o Ca apresenta maior concentragdo nas esferas
contendo apenas alginato a formacao das redes tridimensionais entre o {on calcio e as carboxilas
ionizadas presentes nos blocos de acido a-L-glucuroénico. Também foram detectadas a presenca
de cloro e sédio, que sdo resquicios da troca idnica entre o alginato de sédio e cloreto de cdlcio
(Fig. 28a). A insercdo do segundo polimero auxiliou na formagdo das contas, sugerindo que a
presenca do amido atuou como suporte estrutural, dessa forma, ocorre uma diminuicdo das
interacdes entre os fons Ca’* e as carboxilas ionizadas presentes nos blocos de 4cido o-L-

glucurdnico do alginato.
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As mudangas na propriedades fisico-quimicas do amido apds a modificacdo também
influenciaram na diminui¢do do célcio nas esferas a base de alginato de carboximetilamido,
isso porque o CMA, por ser um polimero também de natureza anidnica ndo pode formar gel na
solugdo reticulante, dessa forma, a matriz obtida € resultado do preenchimento a partir da adi¢ao
do segundo polimero, com baixa interaco entre o alginato e Ca>*. Comparado apenas o EDS
das amostras contendo amido e carboximetilamido, nota-se a diminui¢do na concentracao de
oxigénio de acordo com a modificacdo e aumento do grau de substituicdo, relacionado a
mudancga de dtomos de hidrogénio pelos grupos carboximetila. Também foi identificado o
elemento cloro, em maior concentra¢ao na amostra ALG.CMA?2 (DS= 0,3), corroborando com

a quantidade de monocloroacético utilizada para aumentar a razao AMB/AMCA.

Objetivou-se também identificar elementos caracteristicos do farmaco metronidazol
como o Nitrogénio devido a presenca do grupo nitro (NO2) em sua estrutura molecular, todavia,

nas regides analisadas ndo foi detectada a presenca desse elemento.

5.5. Analise de intumescimento das esferas

O estudo de intumescimento das esferas de alginato/amido in natura e
alginato/carboximetilamido foi realizado em meio gastrico simulado (HC10,1 M pH 1,2) e meio
entérico simulado (Tampao fosfato 0,05 M pH 7,4), com os resultados apresentados na figura

31.

Figura 32. Comportamento do grau de inchago das esferas de ALG, ALG.AMB, ALG/CMA1 e ALG/CMA2 em
HC10,1 M pH 1,2.
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As amostras de ALG.AMB mostraram um rdpido aumento na taxa de inchago ainda nos
primeiros 15 minutos (2,38 + 0,07), depois esse inchaco mostrou-se lento e estavel (2,54 +0,02)
assim como ALG3%, no entanto, o inchago foi maior. A presen¢a do amido permite uma facil
absorcdo de dgua na matriz que sucede pela formacao de ligacdes entre o hidrogénio presente
nas moléculas de d4gua com os grupos hidroxilas da estrutura molecular do amido (LOZANO-
VASQUEZ, et al., 2015). As amostras de CMA apresentaram maior intumescimento desse
estudo em meio 4cido, o que era esperado pelas propriedades adquiridas a partir da modificagao.
A hidroficilidade das cadeias do CMA foi proporcional ao aumento do grau de substituicdo,
devido as forgas repulsivas entre os grupos -COQO-, por isso o ALG.CMA2 (GS = 0,3)
apresentou a maior taxa de absorcdo e inchaco (3,22 + 0,04) em relacdo as esferas de

ALG.CMALI (2,98 £ 0,01).

Na figura 32, os resultados evidenciaram que em tampao fosfato, as esferas de ALG3%
apresentando o maior grau de intumescimento em 4 horas (30,45 + 0,67). Isso ocorreu devido
A quebra da ligacdo cruzada entre os grupos carboxilas do ALG e os fons de Ca**, que fora
ocasionada pelos fons fosfatos PO4>" que “sequestram” os ions divalentes, dessa forma, uma
forte repulsdo entre os grupos -COO™ acontece, expandindo as cadeias do polimero e facilitando

a penetracdo do fluido (XU et al., 2016; SONG, 2018).

Figura 33. Comportamento do grau de inchaco das esferas de ALG, ALG.AMB, ALG/CMAI e ALG/CMA2
em Tampao fosfato 0,05 M pH 7,4.
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Quanto as esferas de ALG.AMB, observa-se em 45 minutos as amostras apresentaram
uma taxa de intumescimento menor que as outras amostras (4,13 + 0,20), bem como uma queda
na taxa de inchaco a partir de 60 minutos (2,61 + 0,45). Esse comportamento estd associado as
interagdes intermoleculares entre as cadeias polares do alginato de sédio (anidnico) e as
ligacdes de hidrogénio do amido (ndo anidnico), expandindo a rede de reticulagdo com o
aumento do intumescimento do amido, dessa forma, a matriz inchada retarda a penetracdo das
moléculas da solugdo, resultando em uma diminui¢do no grau de intumescimento (ROY;

BAJPAI; BAJPAL 2009).

Os resultados referentes as esferas de alginato com carboximetilamido apresentaram um
grau de intumescimento maior que as amostras de ALGAMB. Além das interacdes
intermoleculares polimero-polimero, o CMA apresenta aumento na solubilidade,
consequentemente uma maior absorcio, devido a desprotonagdo e ionizacdo dos grupos
carboxilas em pH alto, ocorrendo uma interacdo ion-dipolo entre o amido anidnico e as

moléculas de 4gua (ASSAAD et al., 2011; POORESMAEIL; NAMAZI, 2021).

Avaliando o comportamento entre as amostras de ALGCMA, verificou-se que o
aumento do grau de inchaco foi proporcional ao aumento do Grau de Substitui¢io, ou seja a
esfera contendo CMA?2 (GS = 0,3) foi mais suscetivel a absor¢cdo de dgua que a esfera contendo
CMAL (GS = 0,15). Essa diferenca esta associada a repulsdo eletrostética entre as cadeias do
carboximetilamido devido a ioniza¢ao do grupo carboximetila em carboxil (-COQO"), resultando
em uma maior expansao com aumento da densidade dos grupos carboximetil em sua estrutura.
Essa repulsdao também ocorre entre CMA e ALG por ambos serem anidnicos (SPYCHAJ;

WILPISZEWSKA; ZDANOWICZ, 2012).

Os comportamentos de intumescimento e erosao das matrizes influenciam o controle de
liberagdo do principio ativo. Comparando o intumescimento das esferas nos meios de
dissolucdo, as esferas apresentaram uma boa estabilidade em meio géstrico, com uma baixa
taxa de absor¢do em relacdo ao estudo em meio entérico simulado, pois no pH 1,2, o
intumescimento decorre apenas das propriedades do amido enquanto que em pH7,4, o inchago
aumenta devido as propriedades do alginato e da sua interacdo intermolecular com AMB e

CMA nesse meio.

5.6. Analise de erosio das esferas
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A taxa de erosdo a partir da interacdo do ALG/AMB e ALG/CMA foi investigada a
partir da variacdo em peso e Grau de Substitui¢do (Tabela 4).

As esferas de ALG3% sofreram uma perda de 30,8 + 7,92% da massa inicial devido a
interacdo do alginato e o tampao fosfato. As esferas de ALG.AMB apresentou a maior taxa de
erosdo, perdendo 59,4 + 2,33% da massa da matriz. Esse comportamento estd associado a
quantidade de amido adicionada a matriz polimérica que enfraqueceu as forcas intermoleculares
entre os polissacarideos, desestabilizando os granulos na presenca do meio simulado,

permitindo a entrada de moléculas e ocasionando uma erosao imediata.

Tabela 4. Valores da taxa de erosdo das esferas poliméricas apds imersdo em meio entérico simulado.

Amostras Massa final das esferas (mg) Erosao (%)
ALG3% 69,20 +7,92 30,8 +7,92
ALG.AMB 40,65 +£2,33 59,4 +2.33
ALG.CMA1 62,30 + 1,84 37,7+ 1,84
ALG.CMA2 85,20 + 6,36 14,8 + 6,36

As amostras de ALG.CMAI e ALG.CMA?2 também apresentaram uma diminui¢do na
massa obtendo uma taxa de erosdo de 37,7 £ 1,84 e 14,8 + 6,36. Comparando com o valor da
taxa de erosdao do ALG.AMB, observa-se que a taxa de erosao diminuiu apds a modificado e
de acordo com o aumento do grau de substituicdo. O inchaco dessas amostras € causado pela
ionizacdo do -COOH, levando a uma repulsdo que expande a rede polimérica e relaxa as

cadeias, no entanto, a desintegracado inicia de imediato (LI et al., 2019).

5.7. Eficiéncia de encapsulamento (EE)

A partir da curva de calibragdo do MTZ em tampao fosfato, foi possivel obter os valores
do farmaco incorporado e calcular conforme a equacao descrita na sec¢do 4.9. Para as esferas
de ALG3% com metronidazol incorporado obteve-se uma EE de 36,0% + 5,40, enquanto a EE
as esferas de ALG.AMB foi 53,0% + 4,23. As matrizes contendo somente alginato
apresentaram um valor relativamente baixo enquanto a adi¢gdo do amido melhorou a eficiéncia

de encapsulamento das esferas alginato/amido.
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Como previsto, houve a lixiviagdo do principio ativo durante a gelificacdo devido a alta
porosidade do ALG. Assim, a introducdo do AMB preencheu o hidrogel, modificando o
comportamento mecanico da superficie das esferas. Esses dados estdao em concordancia com os
resultados encontrados literatura. Biswas e Sahoo (2016) verificaram que a mistura de amido
de tapioca melhorou significativamente a eficiéncia da armadilha em 88%. Os compdsitos
estudados por Nayak et al., (2018) apresentaram resultados elevados de EE apds a mistura dos

polimeros, com valores que variaram entre 58,5% e 87,3%.

A eficiéncia de encapsulamento do metronidazol em esferas de ALG.CMAI foi de
69,57% + 3,94. Ja para as esferas de ALG.CMAZ2, a EE encontrada foi de 73,89% + 5,22. Os
valores da eficiéncia nas matrizes contendo o amido anidnico foram maiores que os obtidos
pelas esferas com amido in natura. Apesar do AMB melhorar as propriedades das esferas, por
outro lado, os granulos do amido ocupam espacgos dentro dos hidrogéis, reduzindo a quantidade
de metronidazol incorporado (HASSAN et al., 2020). Quanto ao CMA, é provavel que os
grupos hidroxila e carboximetila presentes em sua estrutura interajam com o farmaco, evitando

assim a difusdo do MTZ durante a formacao das esferas (QUADRADO; FARJADO, 2020).

5.8. Liberacao in vitro do farmaco Metronidazol

Os perfis de liberacdo in vitro do farmaco metronidazol nos meios géistrico e entérico

simulado a 37 °C sdao mostrados nas figuras 33 e 34.

5.8.1. Perfil de libera¢do em meio gdstrico simulado

A figura 33 representa a liberacio do MTZ em meio géstrico simulado. As dissolugdes
em pH 1,2 variaram entre 2,89+0,05% - 11,80+1,43% em 2 horas de experimento. Todas as
amostras apresentaram uma liberacdo gradativa durantes os intervalos. As amostras
ALGCMAI1 e ALGCMA?2 apresentaram as maiores porcentagens de dissolucdo em pH 1,2,
enquanto as esferas de ALG.AMBG e ALG3% apresentaram as menores porcentagem de
liberacdo.

As esferas com CMA intumesceram rapidamente por causa da sua natureza hidrofilica,
assim, o farmaco presente na superficie foram liberados ainda nos primeiros minutos através da
difusdo das cadeias. As esferas com amido nativo mostraram um controle de liberacdo pela

formacgao da rede polimérica através das cadeias do AMB e ALG (BIWAS; SAHOO, 2016).
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As amostras de ALG3% mantiveram suas cadeias protonadas, formando liga¢des de hidrogénio
e impedindo a entrada das moléculas de dgua pelas porosidades formadas na reticulacdo ALG-

Ca (SONG, 2018).

Figura 34. Perfil de liberagdo das esferas em meio géstrico simulado.
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5.8.2. Perfil de libera¢do em meio entérico simulado

A figura 34 representa a liberacdo do MTZ em meio entérico simulado. As dissolugdes
em pH 7,4 variaram entre 1,67% — 44,56% em 4 horas de experimento.

Foi possivel observar que as amostras de ALG.AMB a maior porcentagem de
dissolu¢do. Em 90 minutos de ensaio, as amostras liberaram apenas 7,34-% do farmaco,
referentes a solubilizacdo do MTZ presente na superficie das esferas, mas em 120 minutos ja
havia sido liberado 20,65% de MTZ e em 4 horas de ensaio foram liberados 44,56% do
principio ativo. As fissuras observadas na superficie das amostras de ALG.AMB (figura 26d)
pode ter sido responsdvel pelo aumento da dissolugdo do farmaco em condi¢des
gastrointestinais, além da obstru¢do das amostras causadas pela alta concentragcdo de AMB na
matriz (LOZANO-VASQUEZ et al., 2015).

As amostras de ALG3%, ALG.CMA1 e ALG.CMA?2 apresentaram uma melhoria na

dissolucdo do farmaco. As esferas de ALG3% apresentaram uma constancia na liberacdo do
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MTZ durante os 60 minutos iniciais, liberando aproximadamente 2,74% de metronidazol. Em
120 minutos de ensaio, o sistema apresentava 15,8% de metronidazol liberado e 4 horas ja havia
liberado aproximadamente 27,35% do principio ativo, uma taxa significativamente menor que
a liberada por ALG.AMB. Apesar do alginato se desintegrar rapidamente em meio fosfato, a
sua erosdo € menos acentuada que a das amostras com amido nativo que, dependendo da
quantidade, provoca o enfraquecimento das forcas intermoleculares entre os polissacarideos,
permitindo a interag@o entre a 4gua e a cadeia polimérica, resultado em uma répida deterioracao,

como foi comprovado na andlise de erosao.

Figura 35. Perfil de liberagdo das esferas em meio entérico simulado.
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Quanto ao comportamento das esferas de ALG.CMA, constatou-se que as amostras
contendo CMA1 e CMA2 liberaram aproximadamente 2,5% e 7% do fairmaco nos primeiros
15 minutos de ensaio. Essa rdpida liberacdo estd associada tanto a solubilizac¢do rdpida do MTZ
presente na drea superficial das esferas como ao relaxamento imediato das cadeias do
carboximetilamido. Em pH 7,4, o grupo -COOH do CMA foram convertidos em -COO",
ocasionando uma repulsdo entre os fons carboxilatos e expandido a rede polimérica, desse
modo, as esferas ALG.CMA2 (GS=0,3) apresentaram uma taxa de liberagcdo maior que
ALG.CMAT1 (GS=0,15) (Li et al., 2019). Comparando o perfil de liberacdo das amostras de
CMA, observa-se que as esferas ALG.CMAI liberaram 24,86% de metronidazol e esferas
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ALG.CMA?2 apresentaram aproximadamente 22,50% de metronidazol liberado. Ou seja, com
o aumento do grau de substitui¢do, as amostras com CMA2 mantiveram a mesma taxa de
dissolucdo até o término do experimento, enquanto as amostras com CMAT1 mostrou perfil
continuado, liberando durante todo o ensaio € em 4 horas havia liberado 31,83% do farmaco

metronidazol.

Mediante esses resultados, as esferas obtidas apresentaram diferengas notérias em
relacao ao perfil de liberagao do farmaco metronidazol. Foi possivel evidenciar que a dissolugao
depende do pH e da acdo das matrizes nesse meio. No geral, as misturas poliméricas de
ALG.AMB e ALG.CMA apresentaram um comportamento significativo no controle de
liberacdo, sendo excipientes promissores para a entrega de medicamentos pelas suas vantagens

em relagdo aos sistemas convencionais.
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6 CONSIDERA COES FINAIS

Este trabalho teve como objetivo avaliar esferas a base de alginato de sédio e amido
extraido do mesocarpo do babacu como uma matriz para a liberacdo controlada do farmaco
metronidazol. Com o intuito de melhorar as propriedades do amido, uma modifica¢ao foi
realizada a partir de uma sintese usando 4cido cloroacético como agente eterificante. Para a
obtencdo de carboximetilamido com diferentes graus de substitui¢do, foram utilizadas
diferentes quantidades do é4cido cloroacético no meio reacional composto por hidréxido de
sddio e alcool etilico. Os amidos anidnicos obtidos apresentaram GS nos valores de 0,15 e 0,3,
que foram analisados por titulagdo reversa. O resultado confirmou que o grau de substituicao

aumenta de acordo com a razao molar acido cloroacético/amido.

As andlises fisico-quimicas do AMB e CMA comprovaram que a carboximetilacao
ocorreu. Os padroes FTIR apresentaram bandas caracteristicas dos grupos carboxilicos, bem
como a reducdo das bandas concernentes aos grupos hidroxilas. Através da microscopia
eletronica de varredura (MEV) foi possivel observar mudancas na morfologia dos granulos,
resultante da modificagdo quimica. Avaliando os resultados obtidos por DSC, foi possivel
confirmar que apds a modificacido, sofreu uma perca de cristalinidade, comprovado pela
temperatura de fusdo. O estudo de solubilidade e intumescimento das amostras do AMB e
CMA mostrou que essas propriedades foram melhoradas apds a modificacdo devido a natureza
hidrofilica do carboximetilamido. Foi verificado através do teor de amilose que houve a redugao

da molécula na estrutura amilacea.

As esferas carregadas com metronidazol foram obtidas através da gelificacdo
ionotrépica a partir do gotejamento das suspensdes em uma solugdo de CaCl,. A interagdo entre
os polissacarideos e a incorpora¢ao do farmaco foram comprovadas pelos resultados do FTIR
e MEV. Pela andlise EDS foi possivel detectar elementos caracteristicos das matrizes
reticuladas e do amido modificado, bem como as alteracdes percentuais ocorridas apds a
mistura polimérica . Um estudo de absor¢dao molecular na regido do ultravioleta comprovou a
presenca do farmaco metronidazol incorporado nas esferas. O estudo de intumescimento e
erosdo das esferas mostrou que a capacidade de absorcdo das esferas foi melhorada com o CMA

e que a erosdo foi diminuida com o aumento do grau de substituicdo do amido anidnico.

A eficiéncia de encapsulamento variou de acordo com a a composicao das esferas. Nas
esferas de alginato e alginato/amido in natura a EE foi 35,99% + 5,40 e 53% + 4,23. Os baixos

valores de eficiéncia encontrados para essas amostras sdo resultados da lixiviagdo do farmaco
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durante a preparacdo das esferas. J4 para as esferas de alginato/carboximetilamido, a EE obtida
foi 69,57% + 3,94 e 73,89% + 5,22, que variou com o aumento do grau de substituicdo. Esses

valores podem estar relacionados com a interagao entre o metronidazol e a matriz anidnica.

Os ensaios de liberacdo demonstraram que em meio gastrico, as esferas de ALG3%
apresentaram os melhores resultados no controle da liberacao, sugerindo uma gastrorresisténcia
em pH baixo. No entanto, em meio entérico simulado, as amostras de ALG.CMA2
apresentaram uma libera¢do controlada, mantendo a mesma taxa de dissolugdo até o término

do experimento.

Diante dos resultados obtidos, foi possivel averiguar o potencial das esferas de
alginato/amido como excipientes. Suas propriedades permitem que os sistemas sejam adaptados
de acordo com o meio de liberacdo a partir da propor¢do alginato:amido e dos varios graus de
substituicdo do carboximetilamido. Com a revisdo de literatura feita, pode-se deduzir que o
estudo da caborximetilacdo do amido do mesocarpo do babacu seja inédito, por isso, sdo

necessdrios outros estudos para explorar as propriedades da farinha modificada.
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