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Dedico este trabalho a todos que enfrentam o
cancer e aos que buscam, na ciéncia, formas de tornar os
tratamentos mais eficazes e menos cruéis.
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Prefacio

A jornada que culmina nesta tese € o resultado de anos de aprendizado, desafios e descobertas, tanto
académicas quanto pessoais. Sou conhecida como Sani, e minha trajetéria comecou com a graduacao
e 0 mestrado em engenharia quimica. Desde o inicio, senti um chamado a docéncia, a ponto de
ponderar trocar para licenciatura em quimica. No entanto, minha natureza engenhosa e a inspiragédo
de um orientador que conectava com maestria todas as disciplinas do curso, me impulsionaram a seguir
em frente e concluir o curso. Colei grau em separado para ingressar 0 quanto antes na pés-graduagao
com uma sede de conhecimento que se tornou o alicerce da minha trajetéria académica.

Durante o mestrado, decidi explorar o trabalho experimental, e tive a oportunidade de ser orientada
pela esposa do meu orientador do TCC, o que resultou no pedido de uma patente para um método de
secagem de polpa de noni (Morinda citrifolia) por camada de espuma. Entretanto, a jornada néo foi
linear: a falta de bolsas no programa me levou a dar aulas de inglés por um ano, enquanto conciliava
trabalho e estudo. Foi também o noni que despertou em mim o desejo de compreender a quimica
responsavel por suas propriedades medicinais, motivando-me a ingressar no PPGQ.

O doutorado, eu sabia que seria desafiador por estar em uma nova area, sem um PIBIC se quer de
experiéncia e ter tampouco trabalhado com as técnicas que agora compdem esta tese. Ao ingressar
no PPGQ, fui direcionada ao grupo da professora Antonia, onde juntas aprimoramos meu projeto inicial
e conquistei uma bolsa, o que me permitiu me dedicar integralmente a pesquisa. Com a vivéncia de um
mestrado sem bolsa, eu sabia 0 quanto essa oportunidade era preciosa.

Minha jornada tomou rumos ainda mais novos e desafiadores em 2020, quando fui contemplada com
uma bolsa CAPES/Print-UFPB para desenvolver parte do projeto no Canada. La, trabalhei no
laboratério do professor Serpe, na Universidade de Alberta. Contudo, logo na minha primeira noite no
pais, veio a noticia que mudaria 0 mundo: a pandemia da Covid-19 havia sido decretada. Os meses
seguintes foram marcados por quarentenas, lockdowns e incertezas, que transformaram minha
experiéncia em uma prova de adaptabilidade e resiliéncia. Apesar das restricbes, aproveitei o
isolamento para estudar intensamente, planejar experimentos e engajar virtualmente com o grupo de
pesquisa canadense. Mesmo com horarios reduzidos no laboratorio e interrupcdes frequentes, avancei
nos experimentos e redigi capitulos da tese. Com a impossibilidade de explorar turisticamente o Canada
devido as restricdes, foquei em conhecer técnicas, como o RMN, e fortaleci lagos com o grupo e
vizinhos que me acolheram téo bem.

De volta ao Brasil, os desafios continuaram e se intensificaram: faltavam reagentes, a infraestrutura
apresentava problemas frequentes, havia atrasos nas entregas de materiais, e o laboratério
superlotado, ainda sob protocolo de escala, dificultava 0 acesso aos equipamentos. Muitos
experimentos foram interrompidos, refeitos ou mesmo adiados, ampliando a sensac¢éo de desanimo e
solidao, especialmente por ser a Unica no departamento a realizar esse tipo de pesquisa. A mudanca
do projeto durante o periodo no Canada trouxe novos desafios logisticos e experimentais, como a
alteracdo da matriz polimérica, aumentando as dividas sobre estar no caminho certo. Apesar disso, 0
trabalho avancou. Conclui a etapa de preparagédo do sistema polimérico em 2023 e, em colaboracao
com pesquisadores da farmacologia, finalizamos os testes biol6gicos este ano, além de incluir anélises
microscépicas realizadas em parceria com outros pesquisadores. Entre prorrogacdes, ajustes e até
rejeicbes de artigos por periddicos, mantive o foco, reestruturando o trabalho sempre que necessario.
No meio desse percurso, enfrentei mais um periodo sem bolsa, 0 que me levou a retornar a escola de
inglés e a prestar consultoria cientifica para uma empresa americana. Embora desafiador, esse periodo
abriu novas possibilidades no dry-lab, onde tenho encontrado novas formas de crescer
profissionalmente.

Apesar dos obstaculos, sou grata pelas oportunidades: trabalhar em laboratérios equipados, interagir
com diversas culturas, aprimorar meu inglés e conduzir uma pesquisa interdisciplinar. Essa trajetoria
representou ndo sé uma jornada académica, mas um profundo crescimento pessoal e profissional.

O trabalho que apresento aqui reflete ndo apenas minha dedicacdo, mas também os muitos
aprendizados e superacdes que me trouxeram até este momento. Espero que esse meu relato e,
principalmente, esta tese inspire outros a trilhar suas préprias jornadas académicas com curiosidade e
determinacéo. E agora, ao final deste caminho, pergunto-me se finalmente poderei me apropriar das
palavras de Flavio José e dizer: "N&o sabe tu que eu ja tirei leite de pedra?" }@



RESUMO

A toxicidade sistémica representa um dos principais desafios da quimioterapia.
A doxorrubicina (DOX), farmaco de primeira linha no tratamento do cancer de mama,
tem seu uso restrito devido a efeitos adversos graves. A administragdo combinada de
quimioterapicos, associada a sistemas de liberagdo local, pode reduzir essa
toxicidade. Neste estudo, desenvolveu-se um hidrogel injetavel de alginato de sddio
oxidado (OSA) e gelatina (GEL) contendo nanoparticulas de zeina para liberacéo
simultanea de DOX e quercetina (QUE), encapsulada em nanoparticulas (QNPs). O
estudo foi dividido em cinco etapas: (1) funcionalizagcdo do OSA por oxidacdo com
periodato de soOdio, caracterizada por espectroscopia de infravermelho (IV) e
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 1H); (2) obtencdo de
nanoparticulas ocas de zeina revestidas com quitosana (HNPs), utilizando carbonato
de sbédio como template sacrificial, seguida do encapsulamento de QUE. As HNPs
foram caracterizadas quanto ao tamanho, potencial zeta, difragdo de raios X (DRX),
microscopia eletrénica de transmissao (MET) e microscopia de for¢ca atomica (AFM),
enquanto o encapsulamento de QUE foi avaliado por espectrofotometria UV-vis; (3)
preparacao do hidrogel injetavel (OSAG) por reticulacéo via base de Schiff (10% m/v
OSA e 15% GEL), com tempo de gelificacdo de 2,33 + 0,03 minutos. O hidrogel foi
caracterizado quanto as propriedades reoldgicas, morfolégicas e de intumescimento,
confirmando uma rede porosa estavel, injethvel e autorrepardvel. Foram
desenvolvidos os sistemas OSAGX (contendo DOX), OSAGQ (contendo QUE) e
OSAGC (contendo ambos); (4) liberacao in vitro de DOX e QUE dos hidrogéis; (5)
avaliacdo da citotoxicidade em células de cancer de mama MCF-7. A funcionalizacao
do OSA foi confirmada por IV (bandas entre 1730 e 1739 cm™, caracteristicas de
aldeidos) e RMN 1H (sinais entre 5,15 e 5,4 ppm). As HNPs apresentaram tamanho
médio de 195 + 0,44 nm e as QNPs de 218,8 + 2,77 nm, com morfologia esférica
confirmada por MET e AFM. A capacidade e eficiéncia de encapsulamento das
nanoparticulas foram de 4,78 + 0,00% e 67,32 + 0,06%, respectivamente. Os perfis
de liberacao in vitro em pH 6,8 e pH 7,4 demonstraram liberacéo de 81,2% e 9,7%,
respectivamente, indicando perfis distintos para DOX e QUE. A citotoxicidade do
OSAGX foi 4,66 vezes superior a da DOX isolada, enquanto o OSAGC apresentou
um aumento de 20,7 vezes. A inclusdo de QNPs reduziu o IC50 do OSAGX de 0,071
+ 0,039 para 0,016 + 0,014 ug/mL, evidenciando o efeito potencializador da QUE.
Esses resultados indicam que hidrogéis de OSA e GEL sdo promissores para
liberacdo simultdnea de farmacos, podendo ser explorados em aplicacdes
terapéuticas futuras, apesar da necessidade de investigagoes in vivo.

Palavras-chave: Hidrogéis injetaveis; Liberacdo simultanea; Nanoparticulas de

zeina; Doxorrubicina, Quercetina; Cancer.



ABSTRACT

Systemic toxicity is one of the major challenges of chemotherapy. Doxorubicin, a first-
line drug for breast cancer treatment, is limited by severe adverse effects. The
combined administration of chemotherapeutics, along with drug delivery systems for
localized application in malignant tumors, may effectively reduce systemic toxicity. This
study developed an injectable hydrogel based on oxidized sodium alginate (OSA) and
gelatin (GEL), incorporating zein nanoparticles for the simultaneous release of
doxorubicin (DOX) and quercetin (QUE), the latter encapsulated in nanopatrticles. The
study was structured into five stages: (1) functionalization of sodium alginate by
oxidation with sodium periodate (OSA) and characterization using infrared
spectroscopy (IR), proton nuclear magnetic resonance (*H NMR), and heteronuclear
single quantum coherence (HSQC) correlation; (2) synthesis of hollow zein
nanoparticles coated with chitosan using sodium carbonate as a sacrificial template
(HNPs), followed by quercetin encapsulation (QNPs). HNPs were characterized in
terms of size, zeta potential, X-ray diffraction (XRD), transmission electron microscopy
(TEM), and atomic force microscopy (AFM). The encapsulation of quercetin was
analyzed via UV-vis spectroscopy; (3) preparation of the injectable hydrogel (OSAG)
via Schiff base crosslinking with a 10% (w/v) OSA and 15% gelatin ratio, achieving a
gelation time of 2.33 + 0.03 minutes. The hydrogel was characterized for rheological,
morphological, and swelling properties. After confirming the formation of a stable,
porous, injectable, and self-healing network, DOX and QNPs were incorporated,
resulting in the following systems: hydrogel containing DOX (OSAGX), hydrogel
containing quercetin (OSAGQ), and the composite hydrogel containing both
therapeutic agents (OSAGC); (4) in vitro release study of DOX and QUE from OSAGX,
OSAGQ, and OSAGC; (5) cytotoxicity evaluation of OSAG, OSAGX, OSAGQ, and
OSAGC in MCF-7 breast cancer cells. OSA was identified by absorption bands
between 1730 and 1739 cm™ in the IR spectrum, characteristic of aldehydes, further
confirmed by the emergence of signals between 5.15 and 5.4 ppm in the *H NMR
spectrum. HNPs had an average size of 195 £ 0.44 nm, while QNPs measured 218.8
+ 2.77 nm, as confirmed by TEM and AFM, which also revealed the spherical
morphology of HNPs. The nanoparticles exhibited an encapsulation capacity and
efficiency of 4.78 + 0.00% and 67.32 + 0.06%, respectively. In vitro release tests of
DOX and QUE at pH 6.8 and 7.4 showed distinct release profiles, with 81.2% and 9.7%
released, respectively. Cytotoxicity assays revealed a 4.66-fold increase in cytotoxic
action with OSAGX. The composite hydrogel OSAGC exhibited an even greater
increase, enhancing cytotoxicity by 20.7 times compared to free DOX. Furthermore,
the inclusion of QNPs reduced the IC50 of OSAGX from 0.071 £ 0.039t0 0.016 + 0.014
png/mL. These results highlight the cytotoxicity-enhancing effect of the hydrogel system,
broadening the applications of oxidized alginate—gelatin hydrogels for dual drug
delivery. Although localized administration requires further in vivo investigation, in vitro
findings suggest strong potential for future therapeutic applications.

Keywords: Injectable Hydrogels; Simultaneous Release; Zein Nanopatrticles;

Doxorubicin; Quercetin; Cancer.
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1 INTRODUCAO

A doxorrubicina (Adriamicina) € um dos quimioterapicos mais amplamente
utilizados no tratamento de diferentes tipos de cancer, incluindo tumores sélidos e
metastaticos®. Sua eficacia terapéutica estd associada a mecanismos como ligacéo
ao DNA, inibicdo da topoisomerase Il e inducdo de danos oxidativos por meio da
geracao de radicais livres?. Esses mecanismos possibilitam a morte celular mesmo
em baixas concentragdes'. Contudo, a toxicidade sistémica desse agente limita sua
aplicacéo clinica, podendo causar lesdes irreversiveis em tecidos saudaveis e efeitos
colaterais graves, como cardiotoxicidade3. Além disso, um desafio critico no
tratamento oncoldgico € a resisténcia adquirida por muitas células cancerigenas, fator
responsavel por cerca de 90% do insucesso terapéutico em pacientes com cancer
avancado®.

Estratégias terapéuticas baseadas na combinacao de agentes quimioterapicos
com compostos bioativos vém se mostrando promissoras®. Estudos recentes indicam
que metabdlitos naturais, como a quercetina — um flavonoide com propriedades
antioxidantes e anticancerigenas —, podem potencializar a acdo de farmacos como a
doxorrubicina®’. A quercetina tem demonstrado efeitos benéficos ao reverter a
resisténcia a multiplos medicamentos e mitigar toxicidades associadas a esquemas
guimioterapicos convencionais. Contudo, a baixa solubilidade aquosa e a limitada
biodisponibilidade da quercetina restringem sua aplicagdo direta, indicando a
necessidade de sistemas avancados de liberacéo controlada.

Nesse cenario, hidrogéis injetaveis tém ganhado destaque como plataformas
versateis para administracdo de farmacos diretamente em tecidos tumorais 2.
Formados por reticulagdo quimica ou fisica, esses materiais poliméricos
tridimensionais apresentam propriedades como biocompatibilidade,
biodegradabilidade e alta capacidade de retencéo de dgua®. A aplicacdo dos hidrogéis
nos tecidos tumorais permite uma liberagéo localizada de agentes terapéuticos, o que
minimiza os efeitos colaterais sistémicos e melhora a eficacia clinica'®. Além disso, a
possibilidade de incorporar mdaltiplos farmacos em um UuUnico hidrogel oferece
vantagens significativas, como o sinergismo terapéutico entre os agentes!?!.

Polimeros naturais como alginato e gelatina tém sido amplamente utilizados no
desenvolvimento de hidrogéis para aplicacbes biomédicas devido as suas

caracteristicas de biocompatibilidade e funcionalidade!?. O alginato oxidado, por
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exemplo, obtido pela modificacdo quimica do alginato de sédio, permite sua utilizacéo
como agente reticulante em hidrogéis dinamicos!3. J4 a gelatina, derivada do
coldgeno, apresenta propriedades adesivas que favorecem a interagdo com células,
sendo ideal para aplicacdes na liberacdo de fArmacos e engenharia de tecidos*. A
reticulacdo desses polimeros pode ser feita por meio de reacfes de formacao de
Bases de Schiff, que oferecem vantagens como simplicidade, biocompatibilidade e
estabilidade estruturals.

A incorporacdo de nanoparticulas em hidrogéis injetaveis representa um
avango significativo no campo da liberacdo localizada de farmacos!®. As
nanoparticulas de zeina, uma proteina derivada do milho, tém sido amplamente
estudadas devido a sua biodegradabilidade, baixa toxicidade e capacidade de
encapsular compostos hidrofébicos, como a quercetinal®’. A combinacdo de
hidrogéis e nanoparticulas permite o desenvolvimento de sistemas compdsitos com
propriedades otimizadas para liberacdo simultanea de farmacos hidrofilicos e
hidrofébicos, ampliando as possibilidades terapéuticas em tratamentos oncoldgicos.

Dessa forma, o presente estudo propds o desenvolvimento de um hidrogel
injetdvel para a liberacdo simultdnea de doxorrubicina e quercetina, visando
potencializar a citotoxicidade em células de cancer de mama. A combinacéo desses
agentes terapéuticos em uma Unica matriz busca superar limitacbes como a
resisténcia a multiplos medicamentos e os efeitos adversos sistémicos. A producéo,
caracterizacao e avaliacao in vitro desse sistema inovador de liberacdo localizada tém
o potencial de contribuir para avancos significativos na terapia oncolégica, oferecendo

solucBes mais eficazes e menos invasivas para 0s pacientes.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral desta tese consistiu em produzir hidrogéis injetaveis baseados
em alginato oxidado e gelatina para liberag&o individual e simultanea de doxorrubicina

e quercetina.

De forma a alcancar o objetivo geral, os seguintes objetivos especificos foram
propostos:

a) modificar estruturalmente e caracterizar o alginato de sodio com grupos
aldeidos;

b) preparar o hidrogel com alginato oxidado e gelatina;

c) incorporar nanoparticulas de zeina produzidas ao hidrogel;

d) caracterizar quimica, reologica, morfolégica, espectroscopica e estruturalmente
os hidrogéis e as nanoparticulas produzidos;

e) avaliar a liberacdo in vitro (pH 6,8 e 7,4) individual e simultanea de
doxorrubicina e quercetina;

f) avaliar a citotoxicidade in vitro dos hidrogéis compositos produzidos.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

Neste capitulo, apresenta-se o delineamento tedrico que fundamenta a tese,
com sinteses da literatura sobre: (i) o contexto histérico e evolu¢cdo do campo de
estudo, com énfase nos hidrogéis relevantes para esta pesquisa; (ii) hidrogéis
injetaveis e sua composicao; (iii) métodos de producao e propriedades desse tipo de
material; e (iv) suas aplicacbes biomédicas, especialmente na liberacdo de agentes
terapéuticos, destacando suas particularidades e um quadro analitico com os
principais avangos no estado da arte.

O termo “hidrogel” ganhou popularidade na literatura cientifica durante o
século XX, referindo-se a estruturas tridimensionais hidrofilicas de polimeros capazes
de reter grandes quantidades de dgua sem perder sua integridade estrutural 181°, A
pesquisa pioneira de Wichterle & Lim 2° levou ao desenvolvimento do primeiro hidrogel
de poli (metacrilato de 2-hidroxietila) (p-HEMA), com aplicacdo biomédica em lentes
de contato gelatinosas.

Na década de 1980, surgiram os primeiros hidrogéis baseados em polimeros
naturais, como colageno da cartilagem de tubaréo %! e formulados com microcapsulas
de alginato de célcio ?2. Biopolimeros, macromoléculas sintetizadas por organismos
vivos ou derivadas de biomassa, se destacam por sua renovabilidade e
biocompatibilidade 2324, Posteriormente, entre as décadas de 1990 e 2000, avancos
no entendimento da quimica dos polimeros e processos biol6gicos impulsionaram o
desenvolvimento de hidrogéis que gelificam espontaneamente in situ, permitindo
transicdes de fase sol-gel em condicdes fisioldgicas — in vivo 25727,

Desde entéo, o progresso no campo dos hidrogeis tem abarcado melhorias na
composi¢do, na reticulacdo das matrizes poliméricas, e em propriedades mecéanicas
e morfolégicas. Além disso, a incorporacdo de nanoparticulas e outros
componentes tém viabilizado a criacdo de hidrogéis compdsitos, combinando
caracteristicas mecanicas e funcionalidade otimizadas para aplicacdes especificas.
Por exemplo, hidrogéis com resposta combinada a pH e temperatura 28; matrizes
fotopolimerizadas 2° para liberacdo de farmacos®’; e sistemas com que incorporam
reticulaces de Click Chemistry3t, incorporacdo de nanoparticulas de silica 32,
nanocristais de celulose3?® e particulas de hidroxiapatita 3 com aplicacbes na

engenharia de tecidos.
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Outro avanco importante refere-se a capacidade de autorreparacao
apresentada por alguns hidrogéis baseados em ligacdes dinamicas covalentes, como
as formadas por Bases de Schiff 3°. Nesses sistemas, a reversibilidade da formacéo
e quebra das ligacdes covalentes permite que a matriz polimérica restaure sua
integridade ap6s danos estruturais ou mudancas nas condi¢cdes do meio . Essa
caracteristica amplia o potencial de aplicacdo dos hidrogéis em cenarios biomédicos
mais desafiadores, nos quais a durabilidade e a adaptabilidade sédo fundamentais.

Nos ultimos anos, os esforcos tém se concentrado na diversificagdo dos
agentes terapéuticos encapsulados, na ampliacdo da especificidade para alvos
bioldgicos e no desenvolvimento de hidrogéis que combinem multiplas funcdes em
uma Unica matriz®’. Dessa forma, os hidrogéis injetaveis, ao integrarem caracteristicas
de materiais inteligentes, tém expandido significativamente suas aplicacbes
biomédicas. Dentro desse contexto, o desenvolvimento do hidrogel proposto nesta
tese insere-se no avango desse campo, com o objetivo de contribuir para novas

solucgdes terapéuticas.
3.1 MATRIZ POLIMERICA DE HIDROGEIS INJETAVEIS

A biodegradabilidade é a principal caracteristica que a matriz polimérica de um
hidrogel injetavel precisa apresentar, considerando sua aplicacdo biomédica. Essa
exigéncia esta relacionada diretamente a degradacdo desse material no corpo
humano, que pode levar a seu acumulo e consequente efeitos colaterais, como a
toxicidade 3.

Os polimeros biodegradaveis utilizados em formula¢des de hidrogéis injetaveis
guando classificados por sua natureza, podem ser divididos em naturais ou sintéticos.
Os sintéticos como polipeptidios tipo-elastina, usados pelo grupo de Chilkoti 3° para
reparacdo de tecidos, ou ainda mais comuns, como o poli(N-isopropilacrilamida)
(PNIPAAmM) e os copolimeros triblocos, como o PEO-PPO-PEO, conhecidos por
polimeros plurbnicos, em que ambos o0s exemplos de polimeros sintéticos séo
comumente enxertados em biopolimeros dando a caracteristica de termosensibilidade
aos hidrogéis injetaveis produzidos para aplicacdes biomédicas “%4'. Enquanto os
polimeros naturais, podem ser polipeptidios do tipo proteinas, como o colageno, a
elastina, fibrina, gelatina, queratina etc.; e em sua maioria, polissacarideos como

quitosana, acido hialurénico, gomas, alginato, pectina etc. 442,
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De acordo com a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemists) 43
um polimero natural € composto de biomacromoléculas, ou seja, macromoléculas
sintetizadas por organismos vivos 4*. Portanto, ao longo desta tese, os termos
‘biopolimeros’ e ‘polimeros naturais’ serdo utilizados indistintamente para se referir as
macromoléculas utilizadas na producao do hidrogel injetavel proposto nesta pesquisa
e que sao formadas a partir de fontes naturais, sejam as elas animal ou vegetal 44,

Quanto a facilidade de trabalho, os polimeros sintéticos se sobressaem dos
naturais, uma vez que levam a formacdo de hidrogéis com boas propriedades
mecanicas, além da maior reprodutibilidade, quando comparadas aos polimeros
naturais 8. Em contrapartida, a gama de ligacdes quimicas presentes nas estruturas
quimicas dos polimeros sintéticos pode impactar negativamente a degradacao dos
hidrogéis e outras propriedades relacionadas #°.

Adicionalmente, Su e col. *° ressaltam que os polimeros naturais além de serem
intrinsicamente biodegradaveis, tém atraido cada vez mais a atencdo dos
pesquisadores, por apresentarem baixa toxicidade e biocompatibilidade. Os polimeros
naturais sdo considerados os primeiros biomateriais usados clinicamente °. Em sua
revisdo Chirani e col. 2’ explicam que uma melhor interagdo com células e a
consequente promocdo do aumento de sua diferenciacdo e proliferacdo séo
fendmenos esperados dos biopolimeros quando em contato com o tecido celular.

Essa citocompatibilidade traz dois principais efeitos contrarios sob a Gtica da
aplicacdo dos hidrogéis baseados em biopolimeros. De forma benéfica, essa
propriedade permite que estes hidrogéis possam atuar como mimetizadores de
matrizes extracelulares, admitindo a incorporacéo de células em sua matriz, como os
hidrogéis a base de gelatina produzidos pelo grupo de Myung 5! em que fibroblastos
foram encapsulados, e, portanto, servem de veiculo de terapia celular °2. Ao mesmo
tempo que a citocompatibilidade catalisa o processo de biodegradacao dos hidrogéis
formados por polimeros naturais, ela tem também impulsionado o estudo da
modificacdo desse tipo de polimeros, bem como a associacdo destes com o0s
sintéticos, e principalmente, uma combinacdo dos mesmos para reduzir os impactos
negativos dessa propriedade e realcar aspectos desejados para o hidrogel na
aplicacéo biomédica especifica 2.

Neste sentido, além das propriedades discutidas acima, os biopolimeros
destacam-se dos polimeros sintéticos por sua disponibilidade e natureza renovavel,

abundéancia e diversidade estrutural e comportamento fisico. Tais caracteristicas
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tornam seu uso versatil e interessante para os mais variados setores industriais de
alto valor: agricultura, biotecnologia, alimentos, farmacéutico e médico °3.

Portanto, serdo discutidos em profundidade os polimeros naturais do tipo
polissacarideos e as proteinas, em especial: 0 alginato de sddio e a gelatina, que

serdo base da matriz polimérica dos hidrogéis propostos neste trabalho de tese.
3.1.1 Alginato de Sadio

Dentre os polissacarideos mais estudados na producédo de hidrogéis, destaca-
se o alginato de sddio (SA). O sal do &cido alginico, disponivel comercialmente como
SA ou alginato de célcio, é geralmente extraido da parede celular de algas marinhas
marrons e foi obtido pela primeira vez por Stanford em 1881 >4, Apresentando natureza
anibnica e cadeia linear constituida de dois blocos copoliméricos de &cidos urénicos,
o acido B-D-manurénico (M) e o acido a-L-gulurénico (G), unidos por ligacdes
glicosidicas (1—4), ambos em conformagao piranosidica 5°°6,

O carbono C5 (quiral, ligado ao grupo acido carboxilico) do SA apresenta
conformacéao diferente em cada um dos acidos M e G, portanto, estes acidos diferem
estereoquimicamente entre si °’. O fragmento estrutural do SA esta representado na
Figura 1, com destaque para as ligagdes glicosidicas (1—4). Essas ligacoes
glicosidicas podem estar entre regibes homopoliméricas (MM ou GG) ou
heteropoliméricas (MG ou GM) 8. Em termos conformacionais, os blocos constituidos
dos residuos de acido 1,4-B-D-manurénico apresentam ligacdes glicosidicas do tipo
equatorial-equatorial e os blocos do acido 1,4-a-L-gulurénico, de ligacbes glicosidicas
do tipo axial-axial °°. Portanto, a orientacédo das dessas ligacdes determina a forma
gue o polimero apresentara, caso o bloco M seja o predominante, a regido adquire

forma linear e se os blocos G forem dominantes, as regides adquirem forma de ondas
59
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Figura 1 - Fragmento estrutural do alginato contendo blocos GG, MG e MM. Ligacdes
glicosidicas destacadas em laranja
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Fonte: Adaptado de Sabadini 7.

A depender de fatores ambientais em que a espécie de alga esta inserida, como
a regido geogréfica e a estacdo do ano no qual o alginato € dela extraido, a razdo M/G
dessas unidades e a quantidade relativa dos segmentos pode variar 661, Conforme a
quantidade de blocos G aumenta em relagédo aos blocos M, os alginatos passam a
formar géis mais quebradicos, com tendéncia a sofrer sinérese, processo de expulsédo
de agua do interior do gel, enquanto uma maior porcentagem de blocos M tende a
produzir hidrogéis mais elasticos e com menor tendéncia a sinérese ©2.

Ao sintetizarem SA com diferentes razdes M/G e analisarem suas propriedades
emulsificantes, Jiao e col. ¢ observaram que alginatos com razdes M/G maiores,
formavam emulsGes mais estaveis e goticulas menores; além da massa molar ter
apresentado forte influéncia na capacidade emulsificante dos alginatos. Este
comportamento complementa a afirmacao de Iwaki no paragrafo anterior e pode ser
relacionado a uma maior quantidade de blocos M que apresentam menor impedimento
rotacional ao redor da ligacdo glicosidica que os blocos G, proporcionando maior
estabilidade ao reduzirem o aspecto rigido e quebradico final, caracteristicos de
emulsdes e géis de alginatos ricos em blocos G 2.

Em termos de propriedades fisicas, a viscosidade do SA permite sua aplicacéo
no setor alimenticio como agente espessante, agente formador de filmes e géis; e
estabilizante %*. Os alginatos comerciais estdo disponiveis em uma ampla faixa de
massas molares médias em torno de 33.000 a 400.000 g/mol. Quanto maior o valor

da massa molar, maior a viscosidade da solucédo que este alginato forma. Do ponto
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de vista molecular, a viscosidade do SA aumenta com a diminui¢cdo do pH, pois seus
grupos carboxilatos sédo protonados formando ligagGes de hidrogénio ©°.

Nas industrias farmacéutica e biomédica, suas aplica¢gfes incluem agente de
suspensao, agente desintegrante de capsula e comprimido, espessante, estabilizante
e agente de liberacéo, por sua capacidade de formar solidos e semissdlidos por meio
da transicdo conhecida por gel-sol (gel-solu¢édo), que pode se dar sob condi¢bes
fisiol6gicas na presenca de cations divalentes Ca?*, Ba?* etc. % Ao se alterar o estado
de ionizacdo e o contra ion que acompanha o alginato, pode-se alterar sua
solubilidade. Além disso, a degradacado dos alginatos é fortemente dependente do pH
do meio, prevalecendo a degradacdo por hidrolise acida em pH< 5. Enquanto a
degradacdo via B-eliminacéo ocorre em pH> 10 67:68,

Contudo, essas propriedades intrinsecas dos polissacarideos, incluindo sua
natureza renovavel, especialmente do SA, podem nao ser suficientes para sua
utilizacdo em determinadas aplicacdes biomédicas, inclusive, em hidrogéis °.
Consequentemente, modificagdes quimicas na estrutura dos polissacarideos tém sido
investigadas objetivando a modulacéo de propriedades fisicas, quimicas e biolégicas.
Por exemplo, na hidrofilia desses polimeros, que podem auxiliar no controle da
formacéo e das propriedades dos hidrogéis ©°. Estas modificacGes podem permitir ligar
derivados dos polissacarideos as moléculas biol6gicas, como peptideos °© e aos
farmacos 7!. Além disso, algumas modificagées comuns na celulose, jA vém sendo
empregas em escala industrial 2. Dentro da literatura a respeito das modificacdes do
SA, varias reacdes tém sido exploradas.

A partir dos grupos acidos carboxilicos presentes na estrutura dos alginatos,
reacbes para formar amidas, ésteres e seus derivados, com a utilizacdo de
carbodiimidas em meio aquoso, tém sido propostas. Hu e col. 7® funcionalizaram SA
com dopamina para ser empregado como camada protetora de valvulas cardiacas
bioprotéticas; e Growney e col. * ao bioconjugarem SA ao plasma rico em plaquetas,
o aplicaram na matriz polimérica de hidrogéis injetaveis da engenharia de tecidos.

Em adicdo as reacOes de obtencdo de derivados do SA esterificados, ha
registros na literatura da funcionalizagéo parcial e completa do SA com benzil-, butil-,
etil- e metil ésteres, sintetizados em meio organico, justificada pela versatilidade que
as reacGes em fase organica oferecem 7°. Estes derivados sédo mais sollUveis em meio

organico, que o material de partida e, de acordo com os autores, apresentam potencial
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empregabilidade na preparacao de dispersdes solidas para sistemas de liberacéo de
farmacos e bioativos.

A partir das hidroxilas presentes em sua estrutura, pode-se obter derivados do
SA funcionalizados com grupos aldeidos por meio da oxidag&o parcial destes grupos
funcionais. Muitas pesquisas publicadas se detém ao estudo das oxidacbes por
periodato de sédio 6’8, onde este agente oxidante propicia a clivagem seletiva de
1,2-di6is (vicinais) e consequente, formacdo de dialdeidos por unidade
monossacaridica.

Ademais, estes derivados oxidados apresentam estrutura mais flexivel, devido
a quebra dos anéis glicosidicos e a despolimerizagdo 28, Os aldeidos formados
podem sofrer, por conseguinte, aminacdo redutiva com alquilaminas de cadeias
longas para gerar derivados hidrofobicamente modificados 2.

As condi¢cBes brandas nas quais esta reacdo de oxidacao é realizada - solucéo
aquosa e pH neutro - sdo a principal vantagem desta reacdo 8. Ha evidéncias de que
as hidroxilas vicinais devem estar orientadas de forma equatorial-equatorial ou axial-
equatorial, para que a reacao ocorra, uma vez que, a rigidez da orientacéo axial-axial
ndo admite a formagéo do intermediario ciclico 8, o mecanismo esta apresentado na

Figura 2, a sequir.

Figura 2 - Mecanismo da reacdo de oxida¢cdo do alginato em uma unidade monossacaridica.
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Fonte: Adaptado de Ramos 8 e Emami e col. 84,
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Segundo Kristiansen e col. 8, o uso da reacdo de oxidacdo do SA com
periodato ja foi bastante explorado para determinar a massa molar de diferentes
polissacarideos. Como os blocos M e G do alginato s&o exclusivamente (1—4)
ligados, apenas as ligagdes C2-C3 sao clivadas durante a reagao. Por apresentar tal
seletividade, hidroxilas vizinhas ao aldeido podem agir como nucleofilos e atacarem a
carbonila do aldeido, formando hemiacetais intra- e intermoleculares 8. Algumas
estruturas possiveis estdo representadas na Figura 3. Portanto, a oxida¢ao total ndo
€ possivel, pois os hemiacetais formados protegem algumas hidroxilas de sofrerem
oxidac&o posterior 8.

Figura 3 - Representacao de possiveis estruturas das unidades oxidadas com a formacéo de

hemiacetais.
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Fonte: Adaptado de Emami e col. 84

Alginatos com o mesmo grau de oxidacdo, porém com diferentes pesos
moleculares podem ser obtidos ao se alterar as condi¢des reacionais da oxidacéo,
como a concentracdo do SA 8. Ainda de acordo com estes autores, aumentar a
concentracdo de SA mantendo o periodato constante, resulta em mais colisbes
moleculares, portanto, mais cisdo da cadeia polimérica. Enquanto o aumento de
ambos os parametros, leva a uma maior modificacdo (formacédo de aldeidos) e
melhora a taxa de ciséo da cadeia de SA.

Como consequéncia da utilizacdo de SA estruturalmente modificado na
formacdo de hidrogéis, o grau de oxidacdo impacta diretamente nas propriedades
fisicas desses sistemas poliméricos, como o grau de intumescimento, a grau de
reticulacdo e a degradacgdo . Tais propriedades serdo apresentadas e discutidas

individualmente, neste capitulo, nos itens relacionados aos hidrogéis.
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3.1.2 Gelatina

A gelatina, um derivado do colageno, destaca-se como um biomaterial a base
de proteinas amplamente utilizado em aplicacdes biomédicas devido a sua
biocompatibilidade, biodegradabilidade e versatilidade estrutural. Derivada de fontes
animais, como pele suina, bovina e de peixe, a gelatina € valorizada por sua
capacidade de formar hidrogéis termo responsivos e redes tridimensionais, que
promovem adeséo celular e interagdo com agentes terapéuticos 4.

Quando combinada ao alginato oxidado, a gelatina forma hidrogéis por meio
de reacdes de condensacdo com formacdo de bases de Schiff, nas quais grupos
aldeidos do alginato oxidado reagem com grupos amina da gelatina. Esse mecanismo
resulta em reticulacéo espontanea, dispensando o uso de agentes tdxicos, 0 que torna
o0 sistema altamente atraente para aplicacées biomédicas®®®’. O grau de oxidacdo do
alginato influencia diretamente propriedades criticas do hidrogel, como absorcédo de
agua, resisténcia a compresséo, porosidade e taxa de biodegradacéo?”.

Estudos demonstram que hidrogéis de alginato oxidado e gelatina apresentam
excelente biocompatibilidade, suportando adesdo celular, proliferacdo e
funcionalidade®®8, Suas propriedades mecéanicas e biolégicas tém sido exploradas
em diversas aplicacdes, como na regeneracdo de cartilagem, onde mostraram
potencial como arcaboucos (scaffolds) injetaveis e adesivos®. Em tratamentos de
infarto do miocéardio, esses hidrogéis exibiram maior resisténcia mecanica,
estimulacdo de angiogénese e recrutamento celular em comparacdo aos hidrogéis
reticulados com célcio®.

Além disso, a razao entre alginato e gelatina pode ser ajustada para atender as
demandas especificas de diferentes aplicacdes. Por exemplo, hidrogéis com
combinagdes otimizadas desses materiais tém sido investigados para regeneracao
muscular, demonstrando flexibilidade no design de sistemas personalizados®.

No contexto deste estudo, a combinagdo de alginato oxidado e gelatina foi
estrategicamente escolhida para unir as propriedades complementares de cada
material. Enquanto o alginato oxidado contribui com reatividade quimica (agente
macroreticulador) e flexibilidade estrutural, a gelatina oferece suporte biolégico e

melhora a interagdo com agentes terapéuticos.

3.2 PRODUCAO DE HIDROGEIS INJETAVEIS
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Sao considerados hidrogéis injetaveis aqueles que, em forma de géis fluidos
ou de seus precursores liquidos, podem ser extrudados de uma seringa direto no local
de aplicacédo desejado, de forma minimamente invasiva °. Ao planejar a producéo de
hidrogéis injetaveis, deve-se levar em consideragdo a forma de injetabilidade de
acordo com a aplicacédo biomédica de interesse 8.

A injetabilidade pode derivar de géis pré-formados (ex vivo) que sejam capazes
de fluir através de uma seringa sob pressao externa e apos relaxagéo, retomarem sua
consisténcia . Ou ainda, pode ser derivada de particulas em solucédo ou solucées
precursoras que se gelificam in situ. Os hidrogéis injetaveis pré-formados devem
apresentar viscosidade relativamente baixa, suficiente para ceder a forca de
cisalhamento aplicada pelo pistdo e consequentemente, escoar pela seringa . J4 as
particulas, podem ser injetadas em solucéo e in situ se autoaglomerarem formando
hidrogéis ou podem apresentar estruturas tipo-gel, sem necessidade de formacéo
pés-injecao °2.

Enquanto os hidrogéis de formacao in situ destacam-se dos demais veiculos
injetaveis, por sofrerem alteracdes morfolégicas como resposta as mudancas do meio
em gue estdo inseridos 3. Para tanto, solu¢Ges poliméricas séo injetadas no local de
interesse e em seguida, se autoconvertem em geéis viscoelasticos, de estrutura 3D,
que se adaptam ao ambiente fisiolégico 8. Além disso, essas mudancas extrinsecas
a matriz polimérica, como variacdes de temperatura e/ou pH, desencadeiam a
formacdo e degradacdo do hidrogel %. Mais detalhes sobre os estimulos para
formacdo e degradacdo de hidrogéis serdo apresentados no item relacionado as
propriedades mecanicas, estruturais e reologicas dos hidrogéis.

Contudo, o modo de reticulagédo, ou seja, de ligacdo das redes poliméricas
determinara qual tipo de injetabilidade, dentre as descritas anteriormente, o hidrogel
produzido terd. Com base na reticulacéo os hidrogéis podem ser classificados como:
fisicos, se as reticulagbes ndo sdo covalentes; quimicos, quando reticulados
covalentemente e dinamicos, quando ligacdes covalentes dinamicas sdo a base da
reticulacéo da matriz polimérica %.

O estudo dos hidrogéis resultantes das reticulacdes covalentes sdo os mais
bem estabelecidos na literatura mundial. As reacdes de reticulagdo comumente
empregadas na producéo de hidrogéis quimicos sao as reac¢des de polimerizacéo por

radical livre, condensagdo e acoplamento ortogonal °. De uma forma geral, os
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hidrogéis sao formados a partir de reacfes quimicas entre mondémeros ou polimeros
funcionalizados com moléculas pequenas que atuam como agentes reticulantes 97,

Estas ligacdes covalentes proporcionam diversas vantagens aos hidrogéis,
com destaque para uma melhor resisténcia mecanica e estabilidade quando
comparados aos hidrogéis fisicos. Porém, € comum serem utilizados agentes
reticulantes como glutaraldeidos, poliepéxidos e isocianatos que sédo considerados
toxicos e podem causar efeitos adversos quando utilizados em aplica¢cdes biomédicas
38, Qutra desvantagem dos hidrogéis quimicos é que quando reticulados com metais,
suas ligacbes acabam se tornando reversiveis em meio fisioldgico e causam efeitos
citotéxicos 8.

Quando se trata da formacéo de hidrogéis fotopolimerizados sado necessarios
agentes fotossensibilizadores que quando ativados por luz UV podem ser deletérios,
além de, em geral, longos tempos de irradiacdo também serem necessarios °4. Como
exemplo, pesquisadores produziram hidrogéis injetaveis, baseados em polissacarideo
e proteina modificados °°. Estes hidrogéis foram duplamente reticulados com ligacéo
covalente dinamica e por fotopolimerizacdo (agente fotoiniciador Irgacure-2959).
Entretanto, foram necessarios 15 minutos de irradiacdo de luz UV para que a segunda
rede fosse formada e a investigacdo desse tempo de reticulacdo in vivo ndo foi
realizada.

Por outro lado, os hidrogéis reticulados por interacbes fisicas, como:
interacdes eletrostaticas ibnicas, ligacdes de hidrogénio, interagdes hidrofdbicas, e
interacdes -1 sdo muito utilizados para liberagao de farmacos, peptideos e proteinas
100 pPorém, sédo mecanicamente fracos quando em condicdes fisiolégicas, devido as
trocas de céations com o meio; tém a reatividade dos agentes reticulantes reduzidas a
baixas temperaturas, além de apresentarem baixo ou nenhum controle da gelificacéo
(muito rapida a formacéo do gel) devido a alta solubilidade em solucéo aquosa 190101,

Apesar disso, devido a praticidade e baixo custo da producdo desse tipo de
hidrogéis, hd um consideravel nimero de estudos na literatura que utiliza agentes
reticulantes idnicos 4%1%2, Em particular, o cloreto de célcio (CaCl2) que quando em
contato com a solucdo aquosa de alginato se aloja entre blocos G e forma uma
estrutura de rede 1%,

Lee e Mooney 1% em sua reviséo, analisaram a influéncia das caracteristicas
dos hidrogéis fisicos baseados em SA e destacaram as limita¢cdes das propriedades

mecanicas desses hidrogéis. Os autores reforcaram que as caracteristicas resultantes
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dos hidrogéis fisicos direcionam o interesse das pesquisas para o desenvolvimento e
otimizacao de hidrogéis de alginatos reticulados covalentemente.

Além disso, essa menor estabilidade mecéanica torna os hidrogéis fisicos
ineficientes para grande parte das aplicagdes biomédicas e este € um desafio que tem
sido avaliado nos ultimos anos. Visando superar esse desafio, diversas abordagens
tém emergido na busca por maior robustez mecanica, a exemplo da reticulacéo dupla,
mencionada anteriormente na pesquisa de Yuan e col. °° com a utilizacéo de ligacGes
covalentes dinamicas e fotopolimerizagéo.

A dupla reticulacdo pode advir de uma mesma matriz polimérica ou ainda, cada
reticulacdo em uma rede polimérica diferente, sendo esta Ultima forma a mais
comumente estudada 1°. Bem como, as ligacdes responsaveis pela reticulacédo
podem ser ambas quimicas, fisicas ou quimicas e fisicas 1%. Tais caracteristicas
ampliam as possibilidades de aplicacdo no campo biomédico e tém ganhado destaque
nas pesquisas relacionadas ao hidrogéis injetaveis. De modo que diversas revisoes,
a respeito dos métodos de producdo, tipos de redes poliméricas e novas aplicacées
dos hidrogéis reticulados duplamente, vém sendo publicadas 105-109,

Outro grupo de estratégias de reticulacdes que tem despertado o interesse dos
pesquisadores é o de ligacGes covalentes dinamicas 3346:110-112 Ta| interesse advém
desse tipo de reticulacdo apresentar a facilidade de preparo da reticulacédo iénica,
combinado a nao utilizacdo de agentes reticulantes potencialmente toxicos,
comumente utilizada nas reacdes de reticulacédo quimica .

Portanto, os hidrogéis reticulados por ligacdes covalentes dinadmicas sao
considerados hidrogéis dinamicos, uma vez que a dinAmica microscopica proporciona
consideravel estabilidade e novas propriedades macroscopicas, como autorreparacao
e memoria de forma 13114, Além disso, os hidrogéis dinamicos tém a capacidade de
imitar propriedades estruturais das matrizes extracelulares de tecidos moles (ricos em
coladgeno e elastina), uma vez que uma rede polimérica rigida restringiria as interacfes
celulares naturais, como por exemplo, impedindo que o0 processo de mitose aconteca
113_

As ligagbes covalentes dindmicas sdo um tipo de ligacdo covalente que pode
ser quebrada e restituida de forma autbnoma ou como resposta a algum estimulo
114115 Como exemplo das ligagbes covalentes dinamicas resultantes de reacdes de

adicdo encontram-se as bases de Schiff (formacdo de iminas), as oximas e
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hidrazonas, os ésteres bordnicos e boronatos, pontes dissulfetos e as reacfes de
Diels-Alder 1%°,

Recentemente, revisdes da literatura relacionadas aos diferentes aspectos das
ligacGes covalentes dinamicas vém sendo publicadas °113-117, Juntas, essas revisées
indicam que as ligacdes covalentes dindmicas séo consideradas fortes alternativas no
desenvolvimento de materiais de aplicacdo biomédica por: serem compativeis com
diferentes grupos funcionais, diferentes condi¢des reacionais, por serem capazes de
imitar melhor as dinadmicas e funcdes de matrizes extracelulares. Associado a isso, a
escolha dos substratos e de estratégias sintéticas adequadas sao indicados como
passo determinante para a evolugcdo do campo, permitindo a consolidacdo dos
hidrogéis dindmicos e consequente substituicAo dos hidrogéis convencionais
comercialmente disponiveis.

Por fim, nesta secdo foram sumarizados alguns dos diferentes tipos de
reticulacbes que embasam a producédo de hidrogéis injetaveis e estao representados
na Figura 4. O proximo subitem ir4 se deter as ligacdes covalentes dindmicas do tipo
bases de Schiff, as quais serdo utilizadas no hidrogel proposto na pesquisa dessa

tese.



Figura 4 - Tipos de reticulagcdes comuns na producéo de hidrogéis injetaveis
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3.2.1 LigacOes covalentes dinamicas - Bases de Schiff

Muito conhecida na sintese organica, a reacao da ligacdo covalente dinamica
de formacédo de imina foi descoberta por Hugo Schiff em 1864 e desde entdo é
conhecida como base de Schiff 18, Atualmente, esta reagdo é muito utilizada na
producdo de hidrogéis injetaveis com aplicacbes biomédicas, sendo também
comumente encontradas em rotas biolégicas 11120, Sua dinamicidade esta na quebra
e formacgéo da ligagdo C=N associada a reversibilidade da rea¢géo, em que as iminas
podem ser hidrolisadas resultando nos materiais de partida e vice-versa 14

A formacao da base de Schiff pode se dar pela condensacéo de um aldeido ou
cetona e uma amina primaria em meio levemente acido. O mecanismo desta reacéao,
composto por seis etapas, estd representado na Figura 5. A primeira parte do
mecanismo envolve a formac&o de carbinolamina/ aminoalcool e se o pH estiver em
torno de 4.5 a reacdo apresentara a maior taxa possivel 120, Ainda de acordo com
Klein, em contrapartida, se o pH estiver muito alto a carbinolamina néo é protonada e
a reagdo acontece mais lentamente; e se estiver muito baixo, as aminas serao

protonadas, resultando em espécies menos nucleofilicas.

Figura 5 - Mecanismo geral da formacdo de imina (base de Schiff).
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Fonte: Adaptado de Klein 120,

O mecanismo original apresenta a possibilidade da formacéo de estereoisbmeros.
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Complexacgbes com boro, ligacdes dissulfetos, reacdes de Diels-Alder, ligacdes
de oximas, iminas e hidrazinas séo os tipos de reticulacdes covalentes dinamicas mais
comumente empregadas na producao de hidrogéis dinamicos (revisadas por Perera
e Ayres %). Destas ligacGes reversiveis, as bases de Schiff sdo um tipo de ligacéo que
ndo necessita do estimulo da luz para se refazer 21, Complementarmente, diversos
estudos tém associado a reticulacdo com bases de Schiff com caracteristicas
macroscopicas dos hidrogéis, como a autorreparagédo 122127,

Além disso, os grupos aldeidos ou aminos presentes nos agentes terapéuticos
incorporadas a matriz polimérica dos hidrogéis podem atuar como agentes
reticulantes. Como € o caso do hidrogel aplicado para o tratamento de cancer de
mama, em que o farmaco doxorrubicina serviu como reticulante ao se ligar aos grupos
aldeidos do polimero oxidado '?8. Foi observado um menor tempo de formacdo do
hidrogel incorporado com o farmaco, quando comparado ao hidrogel sem
doxorrubicina. O menor tempo de gelificacéo foi atribuido a reticulacdo do farmaco na
matriz polimérica.

Quanto aos aspectos mecéanicos, os hidrogéis convencionais quando sofrem
forcas mecanicas, apés a injecdo, deformam ou mesmo danificam #8. Além de, por
exemplo, quando incorporados de células, eles as protegerem durante a extrusao.
Essa protecéo abriu caminho para aplicacées de impressao 3D de peles e 6rgaos para
incorporacdo de células na engenharia de tecidos %°.

As bases de Schiff podem reticular polimeros naturais e sintéticos 13°. Em geral,
polimeros naturais sdo modificados estruturalmente, para que grupos aldeidos e/ou
grupos aminos sejam incorporados e possam ser utilizados nas matrizes poliméricas
de hidrogéis injetaveis 127:131-134  Ag considerarmos a diversidade de polissacarideos
existente e a atual gama de possiveis modificacées quimicas que tem sido empregada
na producédo de hidrogéis injetaveis dindmicos, ainda ha muito a ser explorado.

Quanto a caracterizagdo, a formacdo da base de Schiff €, geralmente,
identificada com o auxilio de técnicas espectroscopicas. Em especial, a
espectroscopia de IV revela uma nova banda em torno de 1645 cm™ relacionada a

formacéo da ligacéo dupla -C=N- caracteristica de iminas 135137,
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A despeito de suas caracteristicas superiores as ligacdes covalentes comuns,
as ligacdes dinamicas do tipo bases de Schiff exibem certa instabilidade hidrolitica 4.
Ainda de acordo com Chakma e Konkolewicz 14, a instabilidade diminui quando
hidrazonas (hidrazidas) ou oximas séo utilizadas. Sendo ambas formadas quando
grupos aldeidos ou cetonas reagem com hidrazidas e hidroxilaminas,
respectivamente. O mecanismo geral de formacdo das oximas, hidrazonas e

acilhidrazonas é apresentado na Figura 7.

Figura 6 - Mecanismo geral de formagé&o das oximas, hidrazonas e acilhidrazonas.
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Fonte: Adaptado de Kolmel e Kool 138,

De forma anéloga a reacdo de formacéo de iminas, o ataque nucleofilico a
carbonila do aldeido ou cetona acontece de forma répida e ndo € a etapa limitante da
velocidade da reacdo. Enquanto a etapa limitante ocorre na faixa de pH entre 3 e 7
(catdlise &cida) com a desidratacdo do intermediario tetraédrico %°. Estudos
mecanisticos explicam que quando X (Figura 7) € um metileno (-CH2) — caso das
iminas — a basicidade do nitrogénio a ele ligado é aumentada e consequentemente, a
imina se hidrolisa mais rapidamente 4.

Assim, o efeito indutivo negativo de heteroatomos (O ou N) é o responsavel
pela maior estabilidade hidrolitica das oximas, hidrazonas e acilhidrazonas,
respectivamente. Sendo as oximas ainda mais estaveis que as hidrazonas e
acilhidrazonas (menos basicas), devido a mais alta eletronegatividade do atomo de
oxigénio 8. Quando em ressonancia, o atomo de oxigénio reduz a eletrofilicidade do

carbono iminico, proporcionando entdo, uma maior estabilidade hidrolitica.
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Esta melhor relacéo labilidade-estabilidade das hidrazonas, as tornam 6timas
para a liberagdo controlada de agentes terapéuticos 3. O estudo realizado por Flynn
e col. % confirma a importancia dessa relacdo. Neste estudo foram desenvolvidos
hidrogéis injetaveis reticulados pelos grupos aldeidos do dextrano oxidado, aminos da
quitosana funcionalizada com glicol e hidrazinas do alginato de sodio funcionalizado.
Em seus testes mecanicos e de intumescimento, 0s autores observaram que ao
controlarem a concentracdo de alginato funcionalizado com hidrazinas, foi possivel
controlar o grau de reticulacdo 4. Por consequéncia, regular a porosidade dos
hidrogéis (tamanho dos meshes), bem como a liberacdo do agente terapéutico e a
resisténcia mecanica dos hidrogéis formados.

Na presente tese, as reac0es de base de Schiff ttm papel crucial na formacgao
dos hidrogéis, promovendo a reticulacao quimica entre os grupos aldeidos do alginato
oxidado e os grupos amina da gelatina. Essa estratégia elimina a necessidade de
agentes toxicos de reticulacédo, garantindo maior biocompatibilidade, além de permitir
0 ajuste de propriedades como porosidade e resisténcia mecanica, aspectos
fundamentais para a liberacao de agentes terapéuticos.

Por fim, como mencionado anteriormente, tratando-se da producdo de
hidrogéis injetaveis, os agentes terapéuticos também podem atuar como agentes
reticulantes na formacdo das ligacdes que dado forma ao hidrogel. Porém, a
contribuicdo dessas substancias, quando incorporadas ao hidrogel, vai além da
reticulacdo. Sendo necesséario entender como estas podem interagir com a matriz

polimérica e como essa relacao afeta as propriedades do sistema.
3.2.2 Interac¢Bes hidrogel-agente terapéutico

O termo agente terapéutico esta sendo utilizado, ao longo dessa revisao, para
fazer referéncia aos farmacos, moléculas, compostos bioativos e quaisquer outras
denominacbes que englobem substancias sintéticas ou naturais como, polifendis,
carotenoides, DNA, proteinas e vitaminas que atuem de forma benéfica no organismo,
tecido ou célula em que forem inseridos. E importante destacar que as células n&o
estéo inclusas no termo destacado acima porque as consideracdes para sistemas de
liberacdo de células sdo diferentes dos demais agentes terapéuticos. Devido & maior

dimenséo celular, na escala de micrdbmetros, a manutencdo da viabilidade apos
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encapsulamento e a forma de regular a secrecdo das células apoés interagirem com o
hidrogel difere dos demais agentes terapéuticos incorporados em hidrogéis 142143,

A incorporacgdo de agentes terapéuticos em hidrogéis injetaveis é considerada
um ponto critico no planejamento de hidrogéis como veiculos de liberacdo. Um ponto
critico, pois, diversas interacdes quimicas podem ocorrer entre polimeros e agentes
terapéuticos, uma vez que, ao longo das cadeias poliméricas diferentes regides
podem interagir e se ligar aos agentes terapéuticos 2°. Ao incorpora-los nos hidrogéis,
€ possivel protegé-los de desnaturacdo, além de possibilitar uma maior liberacéo local
regulada 44145 A incorporacdo de agentes terapéuticos que interagem fisica ou
guimicamente com a matriz polimérica também € uma forma de reduzir o uso de
excipientes na formulagédo, como agentes reticulantes, levando a um aumento da
capacidade de incorporacdo desses agentes nos hidrogéis 142,

Essas regides de interacdo agente terapéutico-hidrogel podem ser adicionadas
de forma intencional usando diversas estratégias fisicas e quimicas, de modo que as
ligagbes quimicas formadas aumentem a estabilidade do hidrogel e a facilidade de
gelificacdo, ao aumentar também a densidade da reticulagdo 4?. Por exemplo, Shi e
col. 128, desenvolveram hidrogéis baseados em quitosana e alginato oxidado (OSA)
para liberacdo do quimioterapico doxorrubicina. Eles observaram que a reticulacéao
dos hidrogéis por bases de Schiff, aconteceu de forma mais rapida nos hidrogéis
incorporados com o farmaco e atribuiram a presenca de grupos aminos nas moléculas
do farmaco que formaram iminas com os aldeidos do alginato funcionalizado.

Os agentes terapéuticos interagem com a matriz polimérica, de forma analoga
as reticulacbes abordadas anteriormente: por meio de interacdes eletrostaticas,
hidrofébicas ou por conjugacdo quimica *#6. O conhecimento e planejamento das
interacdes agente terapéutico-hidrogel € particularmente importante para agentes
com moléculas pequenas, que sem interagir com a matriz polimérica seriam liberados
em um periodo ainda mais curto 42, As ligacdes covalentes formadas entre o hidrogel
e 0 agente terapéutico, por serem bastante estaveis, permanecem até que a rede
polimérica seja degradada 47148, Além disso, as ligacdes covalentes podem ser
usadas de forma a s6 quebrarem com o0 tempo ou em resposta a estimulos
especificos, como o caso das covalentes dinamicas.

As interacoes eletrostaticas permitem a liberacdo simultanea de mais de um

agente terapéutico, entretanto, eventualmente podem necessitar de adicdo de um
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terceiro elemento (outra rede polimérica ou nanotecnologia) para tornar a interacéo
mais forte °214°. No caso das interagées hidrofébicas, polimeros mais hidrofébicos sdo
utilizados, funcionalizados com grupos mais hidrofébicos ou moléculas pequenas,
como ciclodextrinas sédo adicionadas como reforco para evitar separagao de fases
entre 0s agentes terapéuticos e o hidrogel *°.

No caso desta pesquisa, as interacdes entre o hidrogel, as moléculas de
doxorrubicina e das nanoparticulas de zeina/quitosana desempenham um papel
importante na liberacdo dos agentes terapéuticos. Essas interacdes podem envolver
ligacbes fisicas, como forcas de van der Waals, além de ligacdes quimicas

especificas, como as bases de Schiff no caso da doxorrubicina e do alginato oxidado.
3.2.3 Producéo de hidrogéis compdsitos com nanoparticulas

Com o avanc¢o dos estudos de desenvolvimento e aumento da aplicacdo de
hidrogéis em diversas areas, a composi¢ao tem se tornado cada vez mais complexa,
deixando de lado a caracteristica de ser apenas uma rede polimérica capaz de
intumescer grandes volumes de agua °°. Além de otimizar o intumescimento, a
combinacdo dos hidrogéis com particulas (nano ou micrométricas), amplia sua
aplicabilidade devido ao efeito sinérgico das propriedades individuais de cada material
(particula e hidrogel) dando origem a um material compdsito com propriedades
otimizadas e Unicas 5.

Na liberacdo de agentes terapéuticos, as nanoparticulas se destacam, quando
comparadas as formas farmacéuticas convencionais (comprimidos, solugdes etc.), por
aumentarem a biodisponibilidade de farmacos e bioativos, como por modularem a
absorcao, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade destes agentes 12,

Por convencéo, as nanoparticulas sao definidas como particulas com ao menos
uma dimens&o nanométrica 153154, As nanoparticulas podem ser do tipo nanocapsulas
(ativos concentrados no nucleo) ou nanoesferas (ativos distribuidos uniformemente
no interior). As nanocapsulas, sistemas do tipo reservatério, apresentam um centro
aguoso ou oleoso recoberto por uma camada polimérica. Enquanto as nanoesferas,
possuem estrutura sélida esférica e sdo sistemas do tipo matricial 155156,

As nanoparticulas podem ser constituidas de materiais inorganicos metalicos,
semicondutores ou organicos 1. Em uma revisdo recente, Lavrador e col. %7

ressaltaram duas caracteristicas interessantes das nanoparticulas organicas, como a
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alta capacidade de incorporacdo de biomoléculas e sua versatilidade de
funcionalizacdo estrutural. Dentre as nanoparticulas mais usadas em aplicacdes
biomédicas, as baseadas em proteinas, por terem matrizes biocompativeis e
biodegradaveis, sdo uma oOtima alternativa as nanoparticulas inorganicas que
apresentam sua toxicidade questionada e desencorajada, como é o0 caso das
baseadas em prata 1°8-160,

As nanoparticulas de zeina, em especial, sdo conhecidas na literatura pelas
seguintes caracteristicas: hidrofobicidade, baixa digestdo, bioadeséo e boa absorcao
celular, assim como, por formarem esferas mais facilmente, devido a caracteristica
anfifilica da proteina 16.160.161 Portanto, as nanoparticulas de zeina sédo considerados
sistemas adequados para liberagcdo de controlada de agentes terapéuticos 162,

Como exemplo da aplicacdo das nanoparticulas de zeina na liberacdo de
farmacos, ao incorporarem a hidrogéis contendo células-troncos, as nanoparticulas
de zeina encapsulando azacitidina, Sharma e col. 162 reportaram diminui¢cdo no tempo
de gelificacdo dos hidrogéis, efeito sinérgico na restauracdo da funcdo cardiaca dos
animais testados e na qualidade mecéanica dos compdsitos formados.

Sob outra perspectiva, o0 antibidtico gentamicina foi incorporado as
nanoparticulas de zeina reticuladas com bases de Schiff e incorporadas a um hidrogel
contendo quitosana (que € conhecida por sua propriedade antibacteriana) como uma
estratégia de combater infeccdes bacterianas resistentes 164, Os pesquisadores
relacionaram o efeito sinérgico na atividade antibacteriana as bases de Schiff e a
composicdo do compdsito; e as nanoparticulas, a melhoria na penetracdo quando

aplicado a derme.
3.3 PROPRIEDADES MECANICAS, ESTRUTURAIS E REOLOGICAS

As propriedades mecanicas e reoldgicas dos hidrogéis injetaveis ditam sua
funcionalidade e desempenho . Em geral, sélidos sédo caracterizados por suas
propriedades mecanicas (Ex.: Médulo de Young, for¢a e dureza) e liquidos por suas
propriedades reoldgicas (Ex.: Viscosidade e elasticidade). Considerando que durante
a formacdo de um hidrogel ha uma transicdo de estado liquido (precursores) para
sélido (hidrogel), ambos os tipos de propriedades precisam ser avaliados durante o

desenvolvimento de novos hidrogéis para aplicacdo biomédica.
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De um lado, as propriedades viscoelasticas fornecem informacfes sobre a
estabilidade e usabilidade de hidrogéis injetaveis . Do outro, o conhecimento das
propriedades mecanicas de hidrogéis injetaveis € fundamental, especialmente, para
aplicacéo na engenharia de tecidos em que € necessario regular o comportamento
celular %7, No caso de hidrogéis dinamicos, como o proposto neste trabalho de tese,
devido a complexidade de caracteristicas combinadas (escoamento, cisalhamento e
viscoelasticidade) sua caracterizagédo requer combinacgdes de diferentes testes para
que seja adequada 1°.

As principais propriedades mecanicas dos hidrogéis, em particular, injetaveis
sao: resisténcia (flexdo) e rigidez (quebra). Contudo, estas propriedades estao
relacionadas as caracteristicas estruturais da matriz polimérica, como a porosidade e
a capacidade de absorcdo de agua. A porosidade € responsavel por permitir a
absorcdo de agua, pelo acondicionamento e difusdo de agentes terapéuticos e
oxigénio para as células encapsuladas 37167, Em geral, hidrogéis com redes
poliméricas altamente interconectadas séo preferiveis, pois facilitam a difusdo dos
agentes terapéuticos, a capacidade de absorcdo de agua e a adaptacao aos tecidos
vizinhos 1%, E na busca pelo aperfeicoamento das propriedades mecanicas e
estruturais dos hidrogéis, diferentes estratégias tém sido desenvolvidas para adequa-
los a aplicacdes mais especificas.

Ha diversas formas de tentar modelar as propriedades mecéanicas de hidrogéis,
uma delas é a manipulacdo da formulacéo. As proporcdes dos polimeros e agentes
reticulantes, graus de funcionalizacdo e concentracdes dos precursores poliméricos
determinam as caracteristicas estruturais do hidrogel 8. E como consequéncia,
interferem diretamente na degradacao do hidrogel e na incorporacéao/liberacdo dos
agentes terapéuticos 18,

Um exemplo recente do uso da estratégia de manipulagdo da formulacdo foi
aplicado com o objetivo de aumentar a for¢a e o grau de intumescimento de hidrogéis.
Os hidrogéis formados a base de quitosana funcionalizada com glicol, dextrano
funcionalizado com aldeidos e dextrano funcionalizado com hidrazinas foram
avaliados quanto a liberagdo de uma bacteriocina (peptideo antimicrobiano) de amplo
espectro: Nisina 41. Ao aumentarem a concentracdo da quitosana modificada de 3
para 6%, os pesquisadores obtiveram melhoria de cerca de 100% no modulo elastico

(relacionado a rigidez) durante a caracterizagcdo mecanica. Enquanto na
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caracterizacdo do intumescimento, ao adicionar a quitosana modificada, os hidrogéis
tiveram seus diametros duplicados.

Uma estratégia para modelar as propriedades mecéanicas dos hidrogéis é a
insercéo de reforgos estruturais, que podem ser extrinsecos ou intrinsecos, como a
formacéo de redes poliméricas duplas e diferentes tipos de reticulagédo. He e col. 16°
utilizaram carboximetilquitosana funcionalizada com colageno-peptideo e OSA
contendo metacrilato para formar redes poliméricas duplas com reticulagcdes por
bases de Schiff e metacrilatos, que se conjugam sob luz UV. Testes mecanicos
mostraram que essas redes duplas colapsavam apenas quando a tensdo excedia
162%, em comparacdo com 40% para as redes simples. Nos testes in vivo, 0s
hidrogéis com redes duplas apresentaram melhor integridade e eficacia na
cicatrizacdo de feridas em comparacgéo aos hidrogéis simples e comerciais.

Os reforgos extrinsecos estdo associados a nanotecnologia, como a inclusao
de nanoparticulas, nanofibras e nanocristais organicos e inorganicos 3. Quando
reforcos extrinsecos sao adicionados a matriz polimérica, os hidrogéis passam a ser
conhecidos por hidrogéis compésitos. De acordo com Silva 17°, os hidrogéis
compadsitos possuem a vantagem de manter as caracteristicas do hidrogel (hidrofilia
e biocompatibilidade) acrescidas das propriedades do material incorporado a matriz
do hidrogel (a exemplo do magnetismo e do eletrocromismo). Os hidrogéis compésitos
sdo caracterizados por duas fases: a matriz, continua e formada por dois ou mais
macroconstituintes; e uma fase dispersa, o reforco, diferente da matriz em forma e
composicdo quimica, normalmente, insollveis entre si 170171,

Recentemente, foram desenvolvidos hidrogéis contendo reforcos intrinsecos e
extrinsecos. Os hidrogéis injetaveis reforcados com reticulacéo dupla e nanoparticulas
de zeina (proteina extraida do milho) foram desenvolvidos para serem aplicados no
tratamento de doencas cardiovasculares 193, As nanoparticulas encapsulavam um dos
agentes terapéuticos, 5-azacitidina responsavel por auxiliar na diferenciagdo de
células tronco, além de fornecerem grupos aminos que interagiam com os aldeidos
da matriz polimérica.

Quanto a morfologia, em geral, a estrutura porosa dos hidrogéis é avaliada por
meio de técnicas microscépicas. A microscopia eletrbnica de varredura (MEV) é a
principal técnica utilizada na caracterizagcdo de hidrogéis fornecendo imagens

estruturais 3D, informacdes topogréficas, de tamanho e distribuicdo de poros etc. 172.
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Assim, estas informacdes sao essenciais para comparar aos estudos de
intumescimento, uma vez que a microestrutura porosa do hidrogel permite a absor¢éo

de &gua, principal caracteristica dos hidrogéis 166172,
3.3.1 Comportamento reoldgico

O rebmetro é o instrumento mais utilizado na caracterizacdo das propriedades
reoldgicas de hidrogéis 166173174 O uso do redmetro tem como principal vantagem a
utilizacdo de pouca amostra para obtencao de muitas informagdes em uma so6 andlise
175176 O comportamento reolégico dos hidrogéis é determinado sob aplicacdo de
pequenas perturbacdes na estrutura do hidrogel que levam a deformacéo do material
em razéo do deslocamento das particulas durante a perturbacéo 17°.

Dependendo do teste aplicado, as perturbacbes podem se ser aplicadas de
forma constante (testes estaticos) ou com tenséo intermitente (testes dindmicos). Ha
diversos parametros que contribuem para a caracterizacdo reoldgica de hidrogéis
injetaveis, os principais sao: viscosidade (n), médulo elastico (G'), médulo viscoso
(G”), médulo complexo (G*) e o fator de perda (tan. d).

E comum aos pesquisadores, do campo dos hidrogéis, destacarem a
importancia da baixa viscosidade das solu¢des poliméricas precursoras para evitar o
entupimento da agulha durante a injecdo. Outra convencgéao é de que a velocidade de
gelificacdo precisa ser rapida o suficiente para evitar que a solucdo precursora se
mova para locais indesejados enquanto se solidifica apds ser enxertada “°.

Ainda em termos reoldgicos, a capacidade de autorreparacdo € uma
propriedade importante dos materiais ditos inteligentes e que esta presente em alguns
hidrogéis injetaveis 77. A autorreparacdo permite que o hidrogel se estabilize de forma
relativamente rapida, apés a injecédo . Além de poder prevenir o risco de difuséo
indesejada dos agentes 178, Inspirada em processos biolégicos naturais, como a
reparacao de ossos fraturados, a autorreparagcdo pode ser resultante tanto de
mecanismos extrinsecos ou intrinsecos.

Por meios extrinsecos, a autorreparagao ocorre a partir da atuacéo de agentes
reparadores dispersos na matriz polimérica ou em capsulas; quanto aos intrinsecos,
em que as ligacdes quimicas covalentes ou ndo, presentes na propria matriz
polimérica sdo reversiveis 3. Além de ndo ser necessaria a adicdo de agentes

reparadores externos, quando a autorreparacéo se da de forma intrinseca, ela ocorre
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mais rapidamente (ndo ha difusdo do agente através do hidrogel) e permite maltiplos
danos e reparacées 17°.

Na caracterizacao desta propriedade sao avaliados o tempo que o hidrogel leva
para se autorreparar, o percentual de reparacdo e o estimulo relacionado a
autorreparacao. De forma qualitativa, a capacidade de autorreparacdo de hidrogéis
injetaveis pode ser avaliada, conforme ilustrado no esquema da Figura 7. A avaliacao
é feita a partir dos hidrogéis em sua forma semissolida, onde é causado um dano a
matriz, em geral, um corte ao meio e em seguida, ambas as metades sdo colocadas
em contato de modo a retomar a forma inicial que o hidrogel possuia enquanto o
tempo é registrado. Para facilitar a visualizacdo, hidrogéis séo tingidos em cores
diferentes e quando o processo de autorreparacdo esta acontecendo, € possivel

observar a mistura das cores na juncéo .

Figura 7 - Esquema do processo utilizado na avaliagdo qualitativa de autorreparacédo

de hidrogéis.
Reparado Qg'i Corte
(re)unidos

Fonte: Adaptado de Huang e col. 18° e Talebian e col. 181,

Em uma pesquisa recente, hidrogéis baseados em polissacarideos e
reticulados por bases de Schiff foram avaliados quanto a sua autorreparagao,
qualitativamente. Partindo dos hidrogéis em formato retangular, apds cortarem ao
meio, uma das metades foi tingida com rosa rodamina B e apds reunir as metades, foi
realizado o acompanhamento visual por 24 horas, a 37 °C. Pandit e col. 1%
observaram a difusédo da cor rosa por todo o hidrogel apds 24h e ao pendurarem o

hidrogel com uma pinga, confirmaram o final do processo de autorreparacdo. Em
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complemento, também destacaram que o processo ocorreu sem nenhum estimulo
externo, apenas devido a dinamicidade das reticulacdes por bases de Schiff.

Sob outra perspectiva, Omidi e col. 182 ao avaliarem a autorreparacdo de
hidrogéis reticulados por bases de Schiff, notaram que as partes cortadas, quando
reunidas, ndo retomavam a forma de disco previamente tida. Os autores atribuiram tal
comportamento ao agente reticulante utilizado, um dialdeido sintetizado pelo grupo,
que néo tinha caréter polimérico. Essa justificativa parece bastante pertinente, pois ao
se tratar de reticulacdo por Bases de Schiff, em geral, polissacarideos sao
funcionalizados ou tém os grupos funcionais especificos que possam ser utilizados
para atuarem como agentes macroreticulantes.

Mesmo ligagdes organometalicas e ibnicas (ndo covalentes, no geral) j& foram
empregadas para preparar hidrogéis com autorreparacdo. Mas os hidrogéis baseados
em ligacbes covalentes dindmicas destacam-se dos demais por criar materiais
robustos capazes de se autorrepararem 183, Diversas pesquisas tém associado as
bases de Schiff & propriedade de autorreparacdo de seus hidrogéis. Que devido a
reversibilidade da ligacdo, sdo capazes de recuperar a rede polimérica, a nivel

molecular .
3.3.2 Propriedades fisico-quimicas

O estudo da gelificacdo de um hidrogel de formacéao in situ € importante para
definir as caracteristicas do modo de injecdo . Esse estudo pode ser feito por
diferentes métodos, mas o mais simples e com base reoldgica realizado em hidrogéis
para aplicac6es biomédicas é o método da inversdo de tubo 37184185 esquematizado

na Figura 8.

Figura 8 - Esquema do método da inversé&o do tubo.

t=0 t>0

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

SN
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O método se baseia no acompanhamento visual da transi¢éo sol-gel (t=0at
> 0) ao verter a solucdo em tempos pré-determinados. O tempo em que a amostra
ndo escoa mais é registrado como o tempo de gelificacdo 4>, Em complemento,
diversas propriedades viscoelasticas podem ser determinadas com o auxilio de um
redbmetro, como abordado no item do comportamento reoldgico.

Como a capacidade de comportar e liberar agentes terapéuticos agrega valor,
aumentando a aplicabilidade de um hidrogel e esta diretamente relacionada a
capacidade de intumescimento, é imprescindivel que o estudo do intumescimento seja
realizado 1. De forma resumida, uma rede polimérica intumesce como resultado da
penetracdo da agua na matriz hidrofébica (por difusdo e acdo da capilaridade) e
consequente expansdo, movimentacdo da rede 87. A determinacdo da capacidade de
intumescimento é, geralmente, feita por gravimetria. Hidrogéis secos, de massa
conhecida séo colocados em contato com solucbes aquosas (simulando condicbes
fisiologicas) e é feito o acompanhamento da massa e consequente, guantidade de
Agua absorvida, até massa constante 166,

Ainda conforme Alonso e col. 166, a estabilidade e degradacéo estéo atreladas
a capacidade de intumescimento de um hidrogel. Estas propriedades sao
determinadas de forma analoga a capacidade de intumescimento, porém,
considerando a massa remanescente do hidrogel. Algumas solu¢des comerciais,
acrescidas de enzimas e surfactantes naturais, simulam condic¢des gastricas, salivares
e intestinais, além do estado em jejum ou alimentado . Portanto, considerando a
liberacdo de agentes terapéuticos como a principal aplicacdo do hidrogel proposto
neste trabalho de tese, o estudo da degradacao é essencial, bem como o estudo da
avaliacao da toxicidade. A relagdo da degradacdo com os mecanismos de liberacéo
dos agentes sera abordada no item de liberacao de agentes terapéuticos.

3.4 APLICACOES BIOMEDICAS

Diversas sao as possiveis aplicacdes dos hidrogéis injetaveis, especialmente,
na area biomédica. Dentre as que tém se destacado nos ultimos anos estdo: a
engenharia de tecidos com curativos que auxiliam na cicatrizacdo de feridas,
regeneracdo de cartilagem, reparacdo Ossea, transplante e terapias celulares;
biossensores, biotintas para impresséo 3D e a liberacdo de agentes terapéuticos com

fins médicos e odontoldgicos (Figura 9) 13:42.93,94,165,189-191
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Figura 9 —Aplicacdes biomédicas emergentes dos hidrogéis injetaveis.

Liberacao de.
Farmacos
: Engenharia
Biossensores / _
de Jecidos
i : *‘ \-)
l - ‘ >
)
Bioimpressao lransplante elerapia
3D Celular:

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Na terapia celular, em que células sdo injetadas em tecidos doentes ou
danificados, os hidrogéis injetaveis se apresentam como um veiculo de liberacdo que
possa também, aumentar a integracao, viabilidade e a funcdo das células injetadas
192 Com outra finalidade, materiais de suporte dinamico para bioimpresséo podem ser
feitos de hidrogéis ou hidrogéis podem ser utilizados como tintas (biotintas)
incorporando células, proteinas e componentes de matrizes celulares para impressao
de miniérgédos e de protétipos de pele %3,

Quando aplicados como biossensores, o0s hidrogéis injetaveis podem se tornar
instrumentos de diagnoéstico ou de monitoramento da saude °4. Para isso, sédo
utilizados os mais diversos tipos de hidrogéis responsivos. Ao serem empregados na
engenharia de tecidos, os hidrogéis injetaveis preenchem éareas defeituosas mais
profundas com sua formacéo in situ e em geral, para essa aplicacdo apresentam
também a propriedade de memoéria de forma (shape memory) e acentuada

adesividade 19.
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Na liberacdo de agentes terapéuticos, solucionam os desafios da administracao
intravenosa de terapéuticos: melhorando a permeabilidade dos farmacos, reduzem a
frequéncia de injecdes, efeitos colaterais e possiveis reacdes alérgicas ou resisténcia
a medicamentos; por serem minimamente invasivos reduzem ou eliminam problemas
comumente relacionados as cirurgias tradicionais: reduzindo custos com assisténcia
médica e o tempo de recuperacdo do paciente no pés-operatério 27:%,

Embora as barreiras epiteliais como a pele, a mucosa e o epitélio intestinal
sejam impenetraveis para os hidrogéis, elas podem ser penetraveis para os agentes
liberados dos hidrogéis macroscépicos 4%, Os autores acrescentam que quando em
sua forma micrométrica (microgéis), podem ser aplicados na liberagéo oral, pulmonar

e intradssea; quando nanométricos, sdo mais adequados na liberagéo sistémica.
3.4.1 Liberacao de agentes terapéuticos

Dependendo da razéo entre o tamanho do agente terapéutico e dos tamanhos
dos poros, a liberacdo dos agentes terapéuticos pode ser controlada pela difuséo,
erosdo ou intumescimento %%, O tamanho dos poros depende da concentracdo dos
polimeros e agentes reticulantes utilizados, bem como, dos estimulos externos como
temperatura e pH 42,

Quando o tamanho do poro € maior que o tamanho do agente terapéutico
incorporado, o agente difunde mais facilmente pelo hidrogel. A liberacdo se da mais
rapidamente, independentemente do tamanho dos poros 1°. Neste caso a liberacéo
inicial é considerada abrupta, como uma erup¢ao e seu mecanismo € dito controlado
pela difusdo do agente incorporado ao hidrogel. Este € 0 mecanismo mais comum dos
hidrogéis e a liberacdo dos agentes segue o modelo da lei de difuséo de Fick ?*. Correa
e col. 15 destacam que mesmo dessa forma, esse tipo de transporte ainda é mais
vantajoso que a administracdo do agente terapéutico livre. O aumento da
concentracdo dos polimeros e/ou do agente reticulante, pode ser usado com
estratégia para diminuir o tamanho dos poros e consequentemente, regular a
liberacéo °7.

Quando os poros e 0 agente terapéutico apresentam tamanhos proximos, ha
uma diminuicdo drastica na velocidade de liberacdo do agente terapéutico 1%. O
mecanismo de liberagdo do agente terapéutico, neste caso, € dominado pela

degradacéo da matriz polimérica. De modo que, a cinética de eroséo € o fator critico
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da cinética de liberacdo 1%°, Podem também serem aplicadas estratégias para
aumentar o tamanho do poro e permitir a liberacdo do agente. Durante a degradacao,
que pode ocorrer nas cadeias poliméricas e nas ligagbes reticulantes, os poros
aumentam e 0s agentes terapéuticos se difundem através do hidrogel. Essa
degradacéo €, em geral, mediada por hidroélise, atividade enzimatica ou pela aplicacao
de algum estimulo externo, como a luz UV 1,

A degradacao ou erosao pode ser preferencialmente superficial ou de dentro
para fora (bulk), sendo esta ultima forma, a mais comum entre os hidrogéis devido a
alta permeabilidade de dgua ou enzimas %2, Enquanto a degradacéo superficial ocorre
guando as cadeias poliméricas sdo quebradas mais rapidamente que a difusdo da
agua ou enzimas na matriz do hidrogel. E de suma importancia o conhecimento do
grau de toxicidade (que deve ser nulo ou muito proximo a zero) dos produtos da
degradacdo, uma vez que eles devem ser pequenos suficientes para a remocao
natural pelo corpo 19,

A liberacdo de agentes terapéuticos também é afetada pela responsividade dos
hidrogéis ao meio. Alvarez-Lorenzo e col. 2°° em seus experimentos, observaram que
a capacidade de seus hidrogéis responderem a temperatura e ao pH e consequente,
ativacdo e desativacdo da liberacdo de moléculas ativas, dependia fortemente das
interacOes dos agentes terapéuticos com a rede polimérica. Durante o intumescimento
h& um aumento no tamanho dos poros do hidrogel. Este aumento € desencadeado
por diversos estimulos externos diferentes, sendo a sensibilidade ao pH o mais
importante para sistemas de liberacdo oral ou de cancer, devido as condicfes mais
acidas intra e extracelulares que estas regibes apresentam 2°1. Os hidrogéis
macroscopicos que apresentam a liberacdo de agentes terapéuticos controlada pelo
intumescimento sofrem com a difusividade lenta de agua na matriz, portanto, a
resposta se torna lenta 142, Isso porque o tempo necessario para o agente terapéutico
difundir através do hidrogel (tasr) depende do comprimento da matriz polimérica
(espessura do hidrogel, H) e € em geral estimado por: H%D em que D é a difusividade
202.

A degradacdo da matriz polimérica e intumescimento, a aplicacdo de
deformagBes mecénicas, campos magnéticos ou ultrassom também constituem a
base da liberagdo controlada de terapéuticos '#2. Campos magnéticos podem ser

aplicados quando particulas ou outras nanotecnologias magnéticas estéo inseridas na
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matriz polimérica 2%%. As ondas ultrassénicas produzem disrupgdo transiente das
cadeias, tornando a liberacdo dos agentes terapéuticos pulsada, sendo bastante
empregada na liberacdo de insulina, mimetizando o padrdo biolégico 294205, As
deformagdes puramente mecanicas podem ser aplicadas 2°¢, porém podem levar as
falhas mecanicas irreversiveis e como alternativa, hidrogéis com capacidade de
autorrecuperacdo vém sendo desenvolvidos e otimizados 6.

Na administragcdo de agentes terapéuticos de forma localizada na regiao
intratumoral é considerada a interferéncia principal do pH. Células tumorais
apresentam pH extracelular mais acido (em torno de 6,4) que células saudaveis (~7,4)
207 Grande parte das moléculas de agentes terapéuticos sdo consideradas instaveis
in vivo. Isso porque séo susceptiveis a degradacdo enziméatica in vivo e pela atuagéo
dos rins que exige administracdo de doses maiores que as necessarias 42. Com isso,
no hidrogel injetavel proposto neste trabalho de tese, pretende-se obter caracteristicas
tais que possam se adequar a liberacdo de farmacos e bioativos individual e

simultaneamente.
3.4.2 Liberacao simultanea de agentes terapéuticos

A liberacdo simultanea por hidrogéis consiste na administracdo local conjunta
de dois ou mais agentes terapéuticos para obter efeitos sinérgicos ou complementares
sobre o organismo 1%0208-210_ A terapia combinada é uma pratica clinica e hospitalar
padrdo na oncologia e no tratamento de doencas infeciosas. Murney 2! alertou que a
determinacao das combinacgdes terapéuticas adequadas, deve ser feita com base nas
evidéncias comprovadas na literatura, para entdo planejar a producédo de hidrogéis
gue comportem tais combinacdes.

Segundo Farokhi e col. ?*2, na engenharia de tecidos a liberacdo simultanea
também tem despertado muito o interesse dos pesquisadores e industria, devido ao
efeito sinérgico da liberacdo de fatores de crescimento e diferenciacéo celular com a
mimetizacdo do meio celular. E em termos comerciais, as previsdes mercadolédgicas
conjecturam que o crescente consumo de produtos de higiene e cuidados pessoais
outro fator responsavel pelo crescimento do mercado dos hidrogéis 143.

As combinagbes mais comuns e amplamente incorporadas a hidrogeéis
injetaveis sdo as quimioterapicas 67:21324 Em sua revisdo, Yu e col. 215 classificaram

as combinacgdes quimioterapicas dos hidrogéis injetaveis, em quimio e imunoterapia,
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quimio-hipertermia, quimio-quimo e a quimio associada a radioterapia. Os autores
ressaltam a importancia dos hidrogéis como plataformas para promover a melhoria da
qualidade de vida dos pacientes oncoldgicos ao reduzirem os efeitos adversos e
proporcionarem uma administracdo prolongada dos quimioterapicos.

A doxorrubicina ou adriamicina (nome comercial) € um quimioterapico
citotéxico da familia das antraciclinas 2. Sendo um dos farmacos mais eficazes no
combate a diversos tipos de céancer pediatricos e adultos, esta quinona atua
diretamente no DNA das células de trés formas diferentes 26, A doxorrubicina inibe a
enzima topoisomerase Il, intercala-se na estrutura do DNA e provoca danos oxidativos
nas proteinas celulares 27. Entretanto, por ser altamente téxico em células ndo-
tumorais, principalmente, miocérdicas tem sua concentragdo limitada quando
administrado sistemicamente 28,

Outro agravante ainda presente na quimioterapia é a resisténcia a multiplas
drogas, que é considerada um dos principais motivos do insucesso do tratamento 21°.
A causa da resisténcia medicamentosa € atribuida a uma série de fatores, sendo um
deles a diminuicdo da concentracdo intracelular do quimioterdpico pela acdo de
bombas de efluxo (glicoproteinas-p e proteinas MRP1) 229, Assim, o uso de um agente
inibidor de bombas de efluxo em combinacdo com a doxorrubicina seria ideal para
protegé-lo do efluxo, sem causar danos adicionais as células saudaveis.

De fato, a utilizacdo de agentes naturais coadjuvantes na quimioterapia tem
atraido bastante atencéo dos pesquisadores, pois possibilita 0 aumento da eficacia da
doxorrubicina em menores concentragdes, reduzindo os efeitos tdxicos aos tecidos
saudaveis 2%, Diversas familias de metabdlitos secundarios de plantas tém atuado em
diversas frentes ligadas ao metabolismo do cancer 2?2, Dentre elas, os alcaloides,
compostos fendlicos, naftoquinonas e derivados exibem efeitos anticancerigenos
promissores em pesquisas in vitro como in vivo 223224, No Quadro 1 estédo resumidas
algumas caracteristicas dos agentes terapéuticos que foram utilizados neste trabalho
de tese. Com base nas informac¢des discutidas neste capitulo, espera-se que estes
agentes representantes de trés classes diferentes contribuam para o aumento da
eficAcia anticancerigena da doxorrubicina através da administracdo simultanea e

localizada em regibes tumorais.
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Quadro 1 - Doxorrubicina e Quercetina para uso em combinacao.

-0

Doxorrubicina o o Mama, préstata, Utero, ovario, eséfago, pulmao,
Antraciclina | ~ S 225,226
- O O OH O NH,
(cloridrato) pele (melanoma), sarcomas de partes moles etc.
Mama, Leucemia, préstata, pulmao, célon e S

Quercetina Flavonoide o .
gastrico, ovario etc.
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A quercetina, faz parte da classe de compostos fendlicos chamada flavonoides
e da subclasse flavonol ?2°. Encontrada em diversas frutas e vegetais, a quercetina
apresenta volume bastante notério de publicacdes que avaliam suas caracteristicas
antioxidantes e anti-inflamatdrias, além de revisdes que integram grande parte dos
estudos realizados 230-233, Esse flavonoide tem sido bastante estudado por suas
propriedades anticancer 7234235 | Estudos atribuem a quercetina a capacidade de
suprimir o desenvolvimento e induzir a apoptose de células cancerosas por diferentes
rotas 229236, A potencializacdo do efeito anticancer da doxorrubicina a associagdo
terapéutica com a quercetina tem sido amplamente reportada pela literatura 221227237~
240 Estes estudos evidenciam os indicios de sinergismo em sua atuacdo em diferentes
tipos de cancer e sua agao quimioprotetora.

No geral, as combinacdes das diversas terapias investigadas na administracao
por hidrogéis injetaveis podem ser de dois ou mais agentes terapéuticos. Sendo 0s
agentes, ambos farmacos; farmacos e substancias encontradas em fontes naturais,
ou ainda, entre quaisquer um desses somados ao efeito sinérgico terapéutico que a
matriz polimérica exerca. Hidrogéis com matrizes compostas por quitosana
exemplificam o efeito sinérgico da matriz, pois sdo conhecidas por sua propriedade
antibacteriana 34.

Pesquisas com hidrogéis injetaveis tém explorado diferentes moléculas e
tratamentos: berberina e evodiamina (fitoterapicos) no tratamento de depressdo 24;
metotrexato (quimioterapico) e dexametasona (corticosteroide) no tratamento da
artrite  reumatoide 24%; ilhotas pancreaticas (células que produzem hormonios
responsaveis pelo controle glicémico) e lipossomo de clodronato comercial, como
agentes imunoprotetores para o tratamento de diabetes tipo 1 243. Além das
combinagdes que estdo resumidas no Quadro 2 e foram incorporadas.
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Quadro 2 - Selecdo de artigos com algumas caracteristicas dos hidrogéis injetaveis dindmicos a base de polimeros naturais e derivados
para liberacdo simultanea de agentes terapéuticos (2016- 2022).

Agentes

Propriedades

Aplicagao

Polissacarideos Reticulagao* Terapéuticos Liberacéo Intumescimento (%) mecanicas** tgel (S) (Terapia) Referéncias
Dextrano oxidado, Bgiﬁi#e 5-Fluorouracil e Cur.r:aiis(;lrzlu €
plurbnico F127 e : curcumina . ~ NA NA 120 Quimioterapia 244
; (F127micel : liberacdo em
guitosana (F127micelas) 2z
as) pH &cidos
Pululano oxidado, Cis > Dox. e
Lisina e Bas_e de Doxorrubicina e maior . .
T Schiff (+ . ) . X 1353-1538 NA 40-250 | Quimioterapia 208
polietilenimina 4 Cisplatina liberacdo em
o armacos)
ramificada pH 5,0
Quitosana
mOd'f'Cad% com Metilprednisolon Liberagdo qle
melatonina Base de 2 e Melatonina ambos mais
(microparticulas), . . . sustentada NA G >G NA Regenerativa 245
L Schiff (microparticulas
Carboximetil ) quando no
Quitosana e OSA compdésito
(hidrogel)
Amldo oxm_lado Base_de Insullr_ma e Insullrja < NA NA 3600 Antidiabética 246
(micela) e quitosana Schiff natoquinase natoquinase
. Doxorrubicina
Quitosana, .
nanowhiskers Base de Doxorrubicina e | ~ ureuminae . . .
SN . : maior 6985 (max.) NA 120-360 | Quimioterapia 182
grafeno e dialdeido Schiff curcumina . =
sintético liberacdo em
pH 5,0
34,5%
OSA, CaSO0, e zeina Base de Ceélulas-troncos "attjzearae%)S?dd?az
’ py Schiff e e 5-azacitadina > 2000 G>G 60-120 Cardiaca 163
(nanoparticulas) . , pH 7,4
iGnica (nanopatrticulas)

(nanoparticula

s)
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Agentes

Propriedades

Aplicacao

Polissacarideos Reticulagdo* Terapéuticos Liberacao Intumescimento (%) mecanicas** tger (S) (Terapia) Referéncias
Peptideos .
Dextrano oxidado, Base de antimicrobianos anl';;?grocl)i?:no Antimicrobiana
acido hialurénico . e plasma 2000-4000 G>G NA e estimulante 159
. Schiff : ) s > fatores de .
modificado com PeP enriquecido com . de colageno
crescimento
plaguetas (PeP)
Taxas
Base de Sulfadiazina e semelhantes
Dextrano oxidado Schiff - com maior 1000-2000 NA 60-1500 | Antibacteriana 186
. Tobramicina . ~
(farmacos) liberacdo em
pH 5,0
Gelatina Base de Curcumina <
funcionalizada com Schiff 5-Fluorouracil e | 5-Fluorouracil
hidrazina e : curcumina com maior 1000-1350 G>G ~ 60 Quimioterapia 247
. (F127micel : . ~
plurénicos F127 as) (F127micelas) liberacdo em
(micelas) pH 5,0
Gelatina -
: ) Vancomicina
funcionalizada com Base de (microgel) e E com
grupos metacriloilos Schiff e Lisostgafina Liso > Vanc. ~ 1100 agentes >E | 50-120 | Antibacteriana 248
(microgel), amido amida (hidrogel) sem
oxidado g
Curcumina < .
Quitosana com Base de Aspirina e Aspirana em 0 > com mais . .
: . : . . 5-30 agente 50-90 | Quimioterapia 249
goma guar oxidada Schiff Curcumina pH intestinal e )
X reticulante
do célon
Gelatina
funcionalizada com Base de Sulfato de Lisozima
grupos metacriloilos Schiff gentamicinae | >Gentamicina 27 - 127 NA 180 -300 | Antibacteriana 250
(microgel), &cido Lisozima pH mais &cido

hialurénico oxidado

*Entre parénteses, reticulados a matriz polimérica. **Referentes as propriedades elasticas proprias de géis. NA: Nao Avaliado. o: resisténcia a tragdo.
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Ainda, os efeitos das combinac¢des de farmacos podem ser aditivos, sinérgicos
ou antagonicos. No efeito aditivo, a resposta combinada equivale a soma dos efeitos
individuais. No sinérgico, a combinag¢do gera um efeito maior do que o esperado,
permitindo doses menores e menor toxicidade. Ja no efeito antagdnico, a interacao
reduz a eficacia do tratamento. A avaliacdo dessas interacdes € complexa, pois
diferentes modelos e definicGes séo utilizados para quantifica-las?52.

A partir dos topicos apresentados nesse capitulo, especialmente, os conceitos
relacionados as propriedades que os hidrogéis injetaveis precisam apresentar para
serem empregados como veiculos de liberacdo de agentes terapéuticos; os métodos
comumente utilizados pela literatura e que foram utilizados nesta pesquisa, estéo
apresentados no capitulo a seguir. Tais métodos englobam a determinacdo e
avaliacdo das principais propriedades avaliadas nesta pesquisa que, por
consequéncia, suportam a producéo e caracterizacao dos hidrogéis injetaveis e seus
precursores poliméricos propostos neste estudo. No entanto, a determinacao do efeito
combinado dos agentes incorporados nao foi realizada, sendo um aspecto relevante

para investigacdes futuras.
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4 MATERIAIS E METODOS

As reacOes de oxidacdo e andlises de caracterizacdo estrutural e térmica do
alginato e seus derivados oxidados foram realizadas durante o doutorado sanduiche
em 2020 na Universidade de Alberta (U of A), Canada financiado pelo Programa
Institucional de Internacionalizacdo da UFPB (CAPES-Print-UFPB), sob supervisao
do Professor Dr. Michael J. Serpe.

A producdo do hidrogel, nanoparticulas e demais caracterizagbes foram
realizadas no Nucleo de Pesquisa e Extensdo de Combustiveis e de Materiais
(LACOM/UFPB) e em alguns laboratérios do Departamento de Quimica (DQ/UFPB),
como LASOM, LASOB e LMMRQ.

A atividade citotoxica foi realizada junto ao Laboratorio de Oncofarmacologia
(ONCOFAR/UFPB) sob orientacdo da professora Marianna Sobral. Enquanto as
analises microscopicas das nanoparticulas de transmissao (MET) e de forca atdmica
(AFM) foram realizadas em parceria aos professores Marcelo Viana (CTNano/UFMG)
e Marcos Vinicius (UFBA).

O esquema da Figura 10 apresenta uma visdo geral das etapas de

desenvolvimento dos hidrogéis executadas nesta pesquisa.

Figura 10 — Esquema geral do desenvolvimento dos hidrogéis.

Caracterizacao
Modificacao do termica e estrutural
do alginato

modificado

Liberacao in vitro

Aplicacdo

Citotoxicidade in
vitro

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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4.1 MATERIAIS E REAGENTES

Os solventes e reagentes utilizados foram adquiridos comercialmente e
utilizados sem purificagdes adicionais, incluindo: Alginato de Sddio de massa molar
média (W201502), Metaperiodato de Sodio (98%), Etilenoglicol anidro (99,8%), Alcool
Etilico anidro (99,8%), Acetona (P.A.), Bicarbonato de Sddio (299,5%), Acido
Cloridrico (37%), Acido Tricloroacético (299%), Tampao Fosfato-Salino (PBS) 1x,
Quercetina, Cloridrato de Doxorrubicina (Referéncia Padrao Farmacopeia Europeia —
MM 579,98), Terc-Butil Carbazato (98%), Ninidrina (MM 178,14), TNBS (acido
Trinitrobenzeno sulfénico), Oxido de Deutério (99% D), Zeina (~98%), Carbonato de
sédio (Na,CO3, ~99,8%), Quitosana (50-190 kDa), membrana de celulose (limite de
excluséo de 1,4 x 104 g/mol) e gelatina comercial. A 4gua ultrapura foi obtida por meio
de um sistema de purificacdo Milli-Q. A linha celular MCF-7 foi obtida do banco de

células do Rio de Janeiro (BCRJ, Brasil).
4.2 OXIDACAO DO ALGINATO

A funcionalizacédo foi realizada por meio da oxidacdo do alginato de sodio

(Figura 11) de acordo com o método descrito por Emami e col. 8.
Figura 11 - Esquema reacional geral da oxidagao do alginato de sddio.

Hoog NalO, 2 HOOC

AN o e >N R,

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Solugdes com 2 e 5 g de alginato de sédio foram preparadas em 100 mL de
agua Milli-Q. Em seguida, foram adicionados, gota a gota, 50 mL da solucdo aquosa
de periodato de sodio, para obter diferentes razées molares de periodato por unidade
monossacaridica do alginato (Tabela 4.1). As reacfes de oxidacdo foram feitas sob
agitacdo magneética vigorosa, durante 6 horas, a temperatura ambiente, protegidas da
luz para evitar a fotodegradacéo do periodato 2°2. Ao fim das 6 horas, foi adicionado
etilenoglicol equimolar ao periodato de sédio e a mistura reacional permaneceu sob
agitacdo por mais 30 minutos. A solucao resultante foi dialisada contra agua destilada,

em membrana com limite de excluséo de 1,4 x 10* g/mol, durante 3-4 dias com trocas
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de agua diarias, para purificacdo. A solucao dialisada foi liofilizada por 24 horas para
obtencéo do produto alginato de sodio oxidado (OSA).

A identificagéo qualitativa do produto foi feita pelo teste com o reagente de
Schiff. O acompanhamento da reacédo foi feito por espectroscopia de IV, onde
aliquotas eram retiradas a cada uma hora. A massa molar média do alginato utilizado
foi de 3,035 x 10° g/mol, determinada por cromatografia de permeacédo em gel - GPC.
A massa molar de uma unidade monossacaridica do alginato € de 198 g/mol e a
quantidade de alginato utilizada, o grau de oxidacé&o tedrico e a codificacdo de cada
produto estdo descritos na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Variacdo da concentracdo de alginato, grau de oxidacgao tedrico do alginato
e identificacéo dos derivados oxidados OSA.

Concentracdo | Grau de oxidacao tedrico
_ i Produto
de alginato NalOs/Unidade
o (OSA)

%(m/v) monossacaridica (mol%)
5 40 540
5 60 560
5 80 580
2 80 280

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

4.3 CARACTERIZACAO ESPECTROSCOPICA DO ALGINATO OXIDADO

O alginato oxidado foi caracterizado por espectroscopia de infravermelho (1V)
utilizando um equipamento espectrometro modelo IRPrestige-21 (Shimadzu
Corporation, Toquio, Japdo) operando a temperatura ambiente, na regido espectral
compreendida entre os comprimentos de onda de 4000 a 400 cm™, com resolucéo de
4cmt, nimero de acumulacdes igual a 20 e modo de transmitancia. As amostras
foram dispersas em Brometo de Potassio (KBr).

A caracterizacdo estrutural por espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear para o nicleo de Hidrogénio (RMN de *H) e de Correlacdo Quantica Unica
Heteronuclear (HSQC) obtidos em equipamentos Agilent modelo (Agilent
Technologies, Inc., Califérnia, EUA) e Bruker AM-400 (Bruker Corporation,
Massachusetts, EUA) operando a 400 e 500 MHz. As amostras foram dissolvidas em
agua deuterada (D20) e Dimetilsulféxido (DMSO-ds).
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4.4 CARACTERIZACAO TERMICA

A analise termogravimétrica (TG) e calorimetria exploratéria diferencial (DSC)
do alginato puro e seus derivados funcionalizados foram feitas em um equipamento
Perkin Elmer Pyris 1 (Perkins Elmer LLC., Massachusetts, EUA), em atmosfera de
nitrogénio (20 mL/min), na faixa de temperatura de 25 °C a 400 °C, em cadinho de

alumina e taxa de aquecimento de 10 °C/min.
4.5 OBTENCAO DA NANOPARTICULA DE ZEINA

As nanoparticulas de zeina revestidas com quitosana foram produzidas
utilizando carbonato de sédio como template sacrificial, seguindo uma versao
modificada do método descrito por Khan e seus colaboradores 7. O procedimento
envolveu a mistura de 3,5 mL de etanol absoluto com 5,0 mL de uma solu¢éo de zeina
a 50 mg/mL em uma mistura de etanol-dgua a 70%. A esta solucéo, foram adicionados
1,5 mL de uma solugéo aquosa de Na2COs a 1%. A mistura resultante foi submetida
a agitacdo magnética a 1000 rpm por 1 minuto, com adicdo sequencial de 40 mL de
agua ultrapura. As nanoparticulas formadas foram entdo combinadas com uma
solucdo de quitosana a 1 mg/mL em &cido acético a 1%, utilizando uma proporcao
volumétrica de 1:1 e agitada a 1000 rpm por 30 minutos.

O etanol foi removido da dispersao de particulas com um evaporador rotativo
modelo EV400H-V (Labtech, Sorisole, Bergamo, Italia) a 35°C durante 30 minutos. As
particulas instaveis foram separadas da disperséo por centrifugacéo a 4230 rpm por
15 minutos, seguida de centrifugacdo do sobrenadante a 9550 rpm por 30 minutos
para remover a quitosana nao adsorvida. O precipitado resultante foi disperso em um
volume igual de agua para obter nanoparticulas ocas (HNP). Finalizando com
subsequente liofilizac&o por 24 horas.

As nanoparticulas de zeina encapsulando quercetina e revestidas com
quitosana (QNPs) foram produzidas a partir da adicdo de 10 mg de quercetina a uma
solucédo estoque de zeina a 50 mg/mL em uma mistura de etanol-agua, atingindo uma
concentracéo final de 250 pug/mL de quercetina na disperséo de particulas, seguindo
0 mesmo procedimento realizado para a obtencao das HNPs.

4.5.1 Potencial zeta e tamanho de particula
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O potencial zeta e a distribuicdo dos tamanhos das nanoparticulas de zeina
(HNP e QNP) foram analisados por espalhamento de luz dindmico (DLS) usando um
Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical, Malvern, Worcestershire, Reino Unido)

conforme Sharma e colaboradores 163,
4.5.2 Capacidade e eficiéncia de encapsulamento

As nanoparticulas de quercetina (QNPs) foram submetidas a centrifugacédo a
4230 rpm por 15 minutos para eliminar qualquer quercetina ndo encapsulada. O
sobrenadante resultante foi diluido 50 vezes em etanol e a quantidade de quercetina
foi determinada utilizando-se um espectrofotometro UV-visivel modelo UV2550
(Shimadzu Corporation, Téquio, Japao) com a absorcéo de quercetina (QUE) medida
no comprimento de onda de 373 nm. Uma curva de calibracdo foi construida para
concentracdes variando de 1 a 20 mg/mL, com um coeficiente de correlacao de 0,999
- conforme ilustrado na Figura Al (Apéndice). Cada medicédo foi realizada em
triplicata. A eficiéncia e a capacidade de encapsulamento de QUE nas nanoparticulas
foram determinadas usando as Equacdes (1) e (2). Os resultados foram apresentados
como valor médio, acompanhado pelo desvio padrao.

. ~ uercetina contida nas nanoparticulas
Capacidade de encapsulagio (%) = ¢ , . P 9) 4100
Zeina e quitosana (ug)

Quercetina no sobrenadante

Eficiéncia da encapsulagio (%) = x100

Total de quercetina adicionado
4.5.3 Espectroscopia de IV

Os materiais de partida (zeina, quitosana e quercetina) e as nanoparticulas (HNP e
QNP) foram caracterizadas por espectroscopia de IV conforme descrito no item 4.3.

4.5.4 Difracao de raios X (DRX)

As nanoparticulas (HNP e QNP) e seus principais componentes (zeina,
guitosana e quercetina) foram analisadas em um difratdmetro de raios X modelo
XRD-6000 (Shimadzu Corporation, Téquio, Japéo) operando a voltagem de 30 kV
e corrente de 30 mA. Foram feitas varreduras no intervalo de 20 entre 5 e 40°, com

(1)

(2)
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um passo de 0,02° e velocidade de 1° min-t, utilizando como fonte de radiagdo CuKa
A=1,5406 A.

4.5.5 Caracterizacao morfolégica

Andlise da morfologia das nanoparticulas de zeina (HNP) foi avaliada por
microscopia eletrénica de transmissdo (MET) utilizando dois microscépios
diferentes. Na analise realizada no microscopio modelo Tecnai G2-F20 SuperTwin
operando a 200 kV (FEI Compay, Oregon, EUA), a amostra foi preparada por
disperséo ultrassbénica em isopropanol e, em seguida, depositada sobre uma grade
de cobre de 300 mesh com filme de carbono perfurado. Na analise realizada com o
microscoépio modelo JEM-2800, operando a 200kV (JEOL USA Inc., Peabody, EUA),
a amostra foi preparada em suspensdo aquosa de agua ultrapura e, em seguida,
depositada sobre uma grade de cobre revestida com Formvar e carbono. A amostra
foi entdo contrastada negativamente com uma solucéo de 2% de acetato de uranila.

De forma complementar, as HNP foram avaliadas por microscopia de forca
atbmica (AFM) utilizando um microscépio modelo SPM-9700 (Shimadzu
Corporation, Toquio, Japdo) no modo fase (sem contato), com uma sonda de
curvatura inferior a 10 nm. A amostra foi aplicada em laminas de mica moscovita
recém-clivadas, usando uma suspensao preparada em agua ultrapura.

4.6 PRODUCAO DO HIDROGEL

Para a producdo dos hidrogéis (OSAG), foram preparadas solucdes
precursoras de OSA e gelatina. Ambos foram dissolvidos separadamente em solugao
tampéo PBS (pH 7,4), a temperatura ambiente. Foram obtidas concentracdes de 5,
10, 15 e 20% (m/v). Em seguida, as solu¢cdes foram misturadas em diferentes
proporcdes volumétricas (1:1), (1:2) e (2:1). Os hidrogéis obtidos foram armazenados
em frascos cilindricos de 2,5 cm de diametro por 3,5 cm de altura, armazenados a
temperatura ambiente por 24 h para garantir a gelificacdo completa antes das
analises. Em seguida, as amostras gelificadas foram liofilizadas no préprio frasco
cilindrico.

Para a producdo dos hidrogéis contendo as nanoparticulas (OSAGH e
OSAGQ), as QNPs foram incorporadas ja na solucdo precursora de OSA 163, As

etapas seguintes foram feitas de acordo com a descri¢do da producao de OSAG.
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4.7 CARACTERIZACAO DO HIDROGEL

O hidrogel obtido foi caracterizado em termos estruturais, morfologicos,
mecanicos, térmicos e reologicos; de forma qualitativa, quanto a sua capacidade de
autorreparacao, injetabilidade e tempo de gelificagéo.

4.7.1 Avaliacao qualitativa

O hidrogel preparado com as solucfes precursoras nas proporcdes de 10%
(m/v) de OSA 540 e 15% (m/v) de gelatina (1:1) em volume, foi escolhido com base
na avaliacdo qualitativa do tempo de gelificacéo utilizando o método de inversdo de
tubo 177, O método consiste em registrar o tempo necessario para a mistura das duas
solucdes precursoras de hidrogel se transformarem em gel, ou seja, o tempo em que
o gel ndo flui quando o tubo/frasco é invertido. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata a 37 °C, com inversao do tubo (raio de 7,5 mm) a cada 10
segundos. O resultado foi relatado como o valor médio acompanhado do desvio
padrao.

A injetabilidade do OSAG foi investigada extrudindo o disco de hidrogel através
de uma seringa de 2 mL com uma agulha de calibre 21 a 37 °C?27:253,

A autorreparacéo foi avaliada colocando o OSAG em um molde cilindrico (10
mm de didametro e 5 mm de altura) e dividindo o disco em duas metades. Uma parte
foi imersa em solucédo saturada do corante azul de metileno e a outra permaneceu
intacta®4137. Ambas foram reconectadas e incubadas a 37 °C. Observacdes visuais
foram feitas em intervalos de tempo aleatérios para avaliar a autorreparacédo e a
difusdo do corante através da juncdo. A morfologia superficial do hidrogel
autorreparado foi analisada utilizando microscopia eletrénica de varredura (MEV) ap6s
a liofilizacéo, utilizando um microscopio eletrénico de varredura modelo MIRA3 LMH
FE-SE (Tescan Orsay Holding, Brno, Republica Tcheca), operando com uma

voltagem de aceleracao de 10 kV.
4.7.2 Intumescimento e degradacao

Para avaliar a capacidade de absorcédo de agua ou grau de intumescimento,
amostras em triplicata do hidrogel (previamente liofilizado por 24 horas) foram imersas
em placas de petri contendo solugbes tampédo PBS 1x pH 6,8 e 7,4 a temperatura

ambiente. Em intervalos de tempo especificos, os hidrogéis eram removidos do meio
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com o auxilio de uma pinca, secos com papel toalha para retirar o excesso de agua
da superficie e pesados. Todos eram colocados de volta no meio respectivo ao mesmo
tempo. O grau de intumescimento foi entdo determinado usando a Equacao (3),

conforme Solomevich e Pandit e seus colaboradores 137:253,

. me — Mg
Grau de Intumescimento (%) = (T) 3)
S

Onde, me € a massa da amostra no estado de equilibrio de intumescimento e ms € a massa da amostra

completamente seca (inicial).

O grau de degradacao dos hidrogéis foi estudado em solucao tampéo PBS 1x
e determinado calculando a diferenca de perda de massa dos hidrogéis, conforme a
Equacéo (4), procedimento analogo ao de intumescimento, porém, com o uso de uma
incubadora para manter a temperatura do meio constante. Antes da analise, o hidrogel
foi liofilizado por 24 horas. Amostras do hidrogel, em triplicata, foram imersas em
placas de petri contendo solu¢cbes de PBS 1x com pH 7,4 e pH 6,8, incubadas a 37
°C e pesadas periodicamente. A perda de massa desses hidrogéis foi monitorada em

intervalos de tempo especificos utilizando a técnica gravimétrica.

~ me —Mmy
Grau de degradacio (%) = m—xlOO (4)

e

Onde, m; é a massa da amostra em um determinado tempo e m. a massa no estado de equilibrio de

intumescimento.
4.7.3 Caracterizacao estrutural e térmica

A analise das interacfes entre os polissacarideos presentes na matriz dos
hidrogéis foi realizada por meio da espectroscopia de IV de acordo com o item 4.3.
As amostras de hidrogéis foram liofilizadas e submetidas a analise. Onde foram feitas
varreduras entre 600 e 4000 cm™, com resolugéo de 4 cm e intervalos de 2 cm™. De
forma analoga foram investigadas as interacdes polissacarideos-farmacos.

Os hidrogéis com e sem incorporacdo das nanoparticulas foram caracterizados
por TG. Os termogramas foram obtidos a partir de amostras de cerca de 5 mg,
aguecidas a taxa de 10 °C/min entre 25 e 400 °C e plotados em termos de perda de

massa. De forma complementar, foi realizada a caracterizagéo por DSC.
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4.7.4 Caracterizacdo morfolégica, mecanica e de textura

A morfologia dos hidrogéis liofilizados foi examinada por MEV em diferentes
ampliagdes. Todas as amostras foram fixadas na superficie do porta amostra com o
auxilio de uma fita de carbono dupla-face e revestidas com uma camada de ouro de
aproximadamente 22,5 nm antes da analise.

O estudo reologico do hidrogel foi realizado com o auxilio de um redmetro
modelo Haake Mars IIl (Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, EUA) operando
com geometria de placas paralelas (diametro: 35 mm, distancia: 0,4 mm)2%,
Inicialmente, o hidrogel foi posicionado na placa inferior com o intuito de identificar o
intervalo viscoelastico linear na faixa de 0,05 a 10 Pa a 25 °C. Na sequéncia, foi
realizada uma analise de varredura de frequéncia, com a pressdo mantida constante
em 1 Pa, abrangendo o intervalo de 0,05 a 10 Hz a 25 °C. Essa varredura teve o
objetivo de determinar os valores dos modulos de armazenamento (G’) e de perda
(G").

A analise de textura foi conduzida em amostras cilindricas de hidrogel OSAG
com 12,5 mm de diametro e 20 mm de altura (3 mL cada), utilizando um analisador
de textura TA-XT plus C (Stable Micro Systems, Surrey, Reino Unido). O procedimento
adotado seguiu a metodologia previamente descrita para a analise do perfil de textura
(TPA), empregando amostras cilindricas de hidrogel e uma sonda P75 (diametro de
12,7 mm). Durante os ensaios, as amostras foram submetidas a um teste com as
seguintes condi¢des: velocidade de pré-teste de 2,0 mm/s, velocidade de teste de 2,0
mm/s, velocidade de pés-teste de 2,0 mm/s, compressao de 5 mm e forca de gatilho
de 5,0 g 2.

4.8 Producao do hidrogel compdsito e aplicacdo

Para o sistema de hidrogel compdsito com doxorrubicina e nanoparticulas de
zeina contendo quercetina (OSAGC), procedimento analogo ao descrito no item 4.6
foi realizado. Com exce¢do do seguinte passo, cloridrato de doxorrubicina foi
adicionada a solucao de 10% OSA de modo a obter uma solugcdo com concentracao
final de 10 mg/mL de DOX. E a solucao precursora de 15% gelatina foi adicionada
QNP na mesma concentracdo. Apos mistura de ambas as solu¢des precursoras, o gel
foi vertido em moldes de silicone para completar a reacédo de gelificacdo durante a
noite. O sistema de hidrogel compdsito contendo apenas as nanoparticulas com

quercetina foi denominado OSAGQ.
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4.8.1 Analise in vitro da liberacdo dos agentes terapéuticos

O perfil da liberacdo da doxorrubicina, de forma individual e combinada a
guercetina foi avaliado em dois ensaios paralelos. OSAGX (10 mg/mL), OSAGQ e
OSAGC, com 750uL cada, foram imersos em placas de petri contendo 12 mL de
solucéo tampéao PBS 1x com 6,8 (simulando o pH do tecido tumoral) e 12 mL com pH
7.4 (simulando pH do tecido celular saudavel) previamente incubadas a 37 °C.

A incubadora foi configurada para 100 rpm sob a mesma temperatura, e a cada
intervalo de tempo definido, uma aliquota de 2 mL do meio (solugdo contendo os
agentes terapéuticos liberados) foi coletada e submetida a analise. O volume exato
do meio removido (2uL) foi reposto, a cada remocao, com solugcdo tampao PBS para
manter as condicBes sink2%5, Além disso, para evitar perdas relacionadas a
evaporacao, as placas de petri permaneceram cobertas e o meio foi exposto apenas
durante o processo de amostragem, que foi realizado em triplicata.

A quantidade liberada de cada agente foi determinada com o auxilio de uma
curva padréo e a deteccéo foi feita com o auxilio de um espectrofotometro UV-visivel
modelo UV2550 (Shimadzu Corporation, Téquio, Japdo) 3. Antes de registrar a
absorbéancia das amostras, ajustes de zero foram realizados para assegurar precisao.

As quantidades liberadas de doxorrubicina foram medidas a um comprimento
de onda de 478 nm, enquanto a quercetina foi analisada a 373 nm. As curvas de
calibracdo da QUE e da DOX foram obtidas na faixa de concentracdo de 1 a 40
mg/mL, com um coeficiente de correlacao de 0,999 (Figura A2). Os resultados foram
expressos como média e desvio padrdo. Adicionalmente, os dados de cinética de
liberacdo foram aplicados a cinco modelos de liberacdo de medicamentos: ordem

zero, primeira ordem, Higuchi, Korsmeyer-Peppas e Peppas-Sahlin.
4.8.2. Citotoxicidade in vitro

A viabilidade celular foi realizada por meio do ensaio MTT, de acordo com a
norma ISO 10993-5:2009 (Biological evaluation of medical devices; Part 5: tests for in
vitro cytotoxicity) e descrito por Moreira 2%, Estes ensaios foram realizados em
colaboragdo no Laboratorio de OncoFarmacologia (PgPNSB, UFPB). A linhagem
celular MCF-7 foi obtida do banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ, Brasil) e
mantida em Meio de Cultura Dulbecco Modificado (DMEM) suplementado com 1% de

solugdo antibidtica (10.000 I.U./mL de Penicilina, 10.000 pg/mL de Estreptomicina) e
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10% de Soro Fetal Bovino (FBS). As células foram mantidas em incubadora a 37°C
com uma atmosfera de 5% de CO2.

Para o ensaio de MTT, as células foram semeadas em placas de 96 pocos a
uma concentracédo de 1 x 10° células/mL. Avaliou-se a citotoxicidade do sistema
principal, OSAGC, composto de DOX e nanoparticulas de zeina quercetina (QNP),
incorporadas em um hidrogel. Além disso, foram examinados os hidrogéis contendo
apenas DOX (OSAGX) ou apenas QNP (OSAGQ), bem como as drogas isoladas DOX
e QUE.

As solucdes de tratamento foram preparadas com uma concentracdo de 12
pMg/mL de DOX e/ou QNP e adicionadas aos po¢os com o auxilio de uma eppendorf
multipette® m4 e incubadas por 72 horas. ApGs a incubacdo, 110 pL do sobrenadante
foram removidos, e 10 pL de solucdo de MTT (5 mg/mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA) foram adicionados. As placas foram incubadas por mais 4 horas, apos as
quais 100 pL de uma solucéo de acido cloridrico dodecil sulfato de sédio (SDS-HCI) a
10% foram adicionados para dissolver os cristais produzidos. A absorbancia foi
medida usando um espectrofotdmetro (leitor de microplacas BioTek Instruments,
Sinergy HT, Winooski, VT, EUA) a um comprimento de onda de 570 nm.

Foram realizados trés experimentos independentes, cada um em triplicata ou
quadruplicata, e os dados sdo expressos como a concentracdo que inibe o
crescimento celular em 50% (IC50) + erro padrdo da média (SEM), determinado por

analise de regressédo nao linear.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O alginato de sodio (SA) foi funcionalizado com grupos aldeidos em quatro
diferentes propor¢des, com o grau de oxidacao variando em 40, 60 e 80 mol% por
unidade monossacaridica. Nas amostras de 80 mol%, utilizou-se concentra¢cdes de
alginato de 2 e 5% m/v. As condi¢Bes reacionais foram escolhidas com base nos
resultados obtidos por Emami e col. 8. Os rendimentos (em massa) das reacdes de

oxidacéo do alginato estédo apresentados na Tabela 5.1.

Tabela 5.1 - Rendimento em massa para cada reacdo de oxidacgao realizada.

Grau de Oxidacao teorico

Concentracéo de : - Rendimento
alginato %(m/v) NaIO4/Un|dad(:120/n)ossacarld|ca Produto (%)
%
5 40 540 76
5 60 560 76
5 80 580 78
2 80 280 66

Fonte: Dados proprios (2025).

Os rendimentos obtidos para os derivados oxidados com 5% (m/v) de SA sao
proximos do valor relatado por Salem, Sallam e Youssef 257 de 70%, obtidos com os
mesmos 0,025 mols de SA. O rendimento de 66% obtido neste trabalho pode ser
atribuido a etapa de dialise, devido a liberacdo de cadeias de menor massa molar com
consequente perdas durante a purificacdo do material.

A Figura 12 mostra os espectros de IV do SA e de seus derivados oxidados.
As bandas de absorcdes caracteristicas de aldeidos entre 1730 e 1739 cm?,
presentes nos espectros de 1V das amostras 280, 540, 560 e 580; e ausentes em SA
evidenciam a oxidacdo dos alginatos. Em geral, bandas caracteristicas de grupos
aldeidos (CHO) alifaticos, mais especificamente, suas carbonilas absorvem na regiao
entre 1720-1740 cm™ 258,
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Figura 12 - Espectro de absorcdo naregido de IV do alginato e seus derivados
oxidados (esquema reacional a direita).
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Onde, SA — alginato de sédio puro; 280 — 2% (m/v) alginato de sédio e 80 mol% periodato de sddio; 540 — 5%
(m/v) alginato de sddio e 40 mol% periodato de sddio; 560 — 5% (m/v) alginato de sédio e 60 mol% periodato de
sadio; 580 — 5% (m/v) alginato de sédio e 80 mol% periodato de sodio.

Fonte: Dados e elaboragéo préprios (2025).

Emami e col. 8 observaram em seus alginatos oxidados, novas bandas de CHO
em 1735 cm. Bouhadir e col. 2%, Salem e col. 2>/, Lee e Mooney %4, Zhou e col. %0
também obtiveram resultados semelhantes. Devido a formacao dos hemiacetais, a
identificacdo dos aldeidos € dificultada, de modo que a nova banda é fraca, de baixa
intensidade, semelhante a um ombro 136257, H4 casos em que esta banda ndo é
detectada, devido a formagdo de hemiacetais entre os residuos oxidados e ndo
oxidados do alginato, como reportaram Sarker e col. 262,

Ramos 83 também atribui a baixa intensidade da banda de CHO ha possiveis
formas hidratadas do grupo aldeido (dois didis geminais). Devido a alta reatividade
dos aldeidos, eles podem formar hemiacetais intra e intermoleculares — como

apresentado na fundamentacdo teérica — bem como, de acordo com Sirvio 262,
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aldeidos hidratados. Destaca-se a variacao da intensidade das bandas de CHO dos
derivados oxidados. Quanto maior o grau de oxida¢do, menos intensa é a banda.
As demais bandas comuns a todos os alginatos foram atribuidas, conforme

apresentado na Tabela 5.2, e estdo de acordo com as propostas pela literatura.

Tabela 5.2 - Atribuicdo das bandas de IV comuns aos alginatos.

Numero de onda da

" Atribuicéo Referéncias
regido (cm?)
3400 - 3424 Banda larga - estiramento vibracional (O-H) 259,263
Estiramento vibracional simétrico e assimétrico (C-
2924 - 2928 259,263
H)
1616 - 1619 Estiramento vibracional assimétrico (-COO) 84,261,263,264
1409 - 1413 Estiramento vibracional simétrico (-COO) 84,261,263,264
1308 - 1315 Dobramento vibracional (C-H) 261,264
1156 Estiramento vibracional (C-C) 261
1030 - 1086 Estiramento (C-O-C) do anel piranosidico 261,264

<1000 Regido de carbono anomeérico (C-O) estiramentos e 261,264

dobramentos: residuos do acido urénico

Fonte: Dados e elaboracao proprios (2025).

A Figura 13 apresenta os espectros de RMN de *H do alginato de sodio e do
derivado oxidado 280 (2% de alginato de sédio e 80 mol% periodato). Os demais

espectros de RMN de 'H encontram-se apresentados na Figura A3.
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Figura 13 - Espectros de RMN de tH (400 MHz, D,0O) do alginato de s6dio e derivado 280.
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Onde, SA - alginato de sédio puro; 280 — 2% (m/v) alginato de sddio e 80 mol% periodato de sédio.

Fonte: Dados préprios (2025).

Os sinais caracteristicos do alginato de sédio aparecem na regido anomerica
entre 4,5 e 5,0 ppm e correspondem as ressonancias dos 10 hidrogénios das unidades
M e G 265, A principio, os dois sinais préximos a 5,0 ppm (mais desblindados) podem
ser atribuidos aos prétons H-1 G e H-1 M entre oxigénios devido a proximidade aos
atomos de oxigénio glicosidicos. Tais atribuicbes corroboram com o observado por
Jensen e col. &,

N&do foi observado o sinal caracteristico do hidrogénio aldeidico em
aproximadamente 9,7 ppm. Entretanto, a presenca dos sinais 5,15 e 5,4 ppm no
espectro do OSA 280 (em vermelho) correspondente a um hidrogénio hemiacetalico
formado a partir de grupos aldeidos e hidroxila vizinhos, confirmam a modificacéo
estrutural. Estes sinais sdo semelhantes e consistentes com os relatados na literatura
para alginato oxidado 78:123,266,267

Maia e col. 28 relatam o surgimento de um sinal em 9,7 ppm, aos 10 minutos
de reacdo, onde atribuiram o sinal ao hidrogénio do grupo aldeido livre. Apds 30

minutos de reacdo, o sinal estava ausente, sugerindo a conversdo dos aldeidos em
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hemiacetais. Portanto, estes resultados também estédo alinhados com os espectros de
IV e de forma complementar, os espectros HSQC apresentados na Figura 14
fornecem uma andlise comparativa detalhada do alginato de sodio (SA) e sua forma

oxidada (OSA), revelando modificagcfes estruturais significativas ap6s a oxidagéo.

Figura 14 - Espectros HSQC (400 MHz, D20/DMSO-dg) de SA (a) e OSA 540 (b).
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Fonte: Dados e elaboragéo préprios (2022).

No espectro da Figura 14a séo observados os sinais caracteristicos do alginato
antes da reacao de oxidacdo. Na regido anomérica, os sinais localizados na faixa de
O 'H de 4,5-5,5 ppm e na faixa de & 3C de 95 a 105 ppm correspondem aos
hidrogénios e carbonos anoméricos, respectivamente, indicando a presenca de
ligacdes glicosidicas na cadeia principal do alginato. Os sinais observados entre 6'H
3,5-4,5 ppm e 8'*C 60-80 ppm representam as correlacdes entre os carbonos da
cadeia principal do carboidrato e seus hidrogénios associados. Estes sdo consistentes
com a estrutura polissacaridica do alginato, destacando a presenca de residuos de
acidos manurénico e gulurdnico.

Enquanto o espectro da Figura 14b apresenta sinais que evidenciam
modificacdes estruturais em relacdo ao material de partida. A regido anomerica, 6'H
de 4,5-5,4 ppm e na faixa de 8'*C de 80-105 ppm, apresenta novos sinais que podem
ser atribuidos a formacdo de hemiacetais e carbonos anoméricos associados aos
locais oxidados.

Correlacdes adicionais e sinais que agora aparecem em posi¢oes ligeiramente
diferentes sao observadas na faixa de 6'H de 3,3-3,8 ppm e na faixa de 6'*C de 60-
80 ppm. Esses deslocamentos indicam mudancas no ambiente eletrénico dos

carbonos anoméricos devido a oxidacdo. Assim, o aparecimento de novos sinais e 0
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deslocamento dos sinais existentes no espectro HSQC reforcam a eficacia do

protocolo de oxidacdo empregado.
5.1 CARACTERIZAC}AO TERMICA DO ALGINATO OXIDADO

As curvas de TG, DTG e DSC do alginato antes (a) e apds oxidacao (b) séo
apresentadas na Figura 15, evidenciando as diferencas na estabilidade térmica e nos

eventos de degradacao térmica entre os dois tipos de alginato.

Figura 15 - Curvas de TG, DTG e de DSC para SA (a) e OSA 540 (b) sob atmosfera de N>
(fluxo de 20 mL/min) a uma taxa de aguecimento de 10 °C min~.
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Fonte: Dados e elaborag&o préprios (2023).

Os resultados das analises de TG/DTG/DSC para SA e OSA sdo sumarizados
nas Tabelas 5.3 e 5.4, respectivamente. Os eventos termogravimétricos sugerem trés
grandes processos: |) desidratacédo Il) degradacéao i e Ill) degradacéo ii.

Comparando os resultados das Tabelas 5.3 e 5.4, observa-se que 0s
processos (I, Il, 1) ocorrem em faixas de temperatura semelhantes para SA e OSA.
O evento |, em ambos os materiais, € caracteristico da perda de agua; no entanto, a
perda de massa do alginato SA nesse evento foi aproximadamente o dobro da
observada para o OSA, indicando uma maior quantidade de &gua inicialmente
adsorvida no material ndo oxidado. Durante o evento Il, ambos os materiais sofrem
despolimerizacdo, mas a perda de massa foi menor para 0 SA em comparagado ao
OSA. No evento lll, a perda de massa do SA também foi inferior a do OSA, esse
comportamento indica uma maior estabilidade térmica do SA, estando de acordo com

0 esperado, visto que a oxidacdo do SA altera as ligacbes na cadeia polimérica,




75

tornando-a mais suscetivel a degradacéao térmica. Além disso, estudos tém atribuido
esse evento a decomposicao gradual da cadeia principal em CO, CO, e H,0, por isso

o rapido declinio no peso 2%°.

Tabela 5.3 - Dados da analise térmica para o SA sob atmosfera de Nz (fluxo de 20 mL/min) e
razdo de aquecimento de 10 °C/min.

TG/IDTG DSC
Evento Perda de _ Atribuicéo
Intervalo (°C) Pico (°C)
massa (%)
50 — 206 16,5 160,93 Desidratacdo
I 206 — 303 37,5 233,32 Degradagéo i
1l 303 - 400 49 - Degradacéo i

Tabela 5.4 - Dados da analise térmica para o OSA 540 sob atmosfera de Ny (fluxo de 20
cm3/min) e razdo de aquecimento de 10 °C/min.

TG/DTG DSC
Evento Perda de _ Atribuicéo
Intervalo (°C) Pico (°C)
massa (%)

I 59 -165 9,1 102,94 Desidratacéo

1 165 - 304 43,6 234,73 Degradagéo i

1l 304 - 400 8,3 335,90 Degradacéo i
Além disso, no evento Illl, o DSC do OSA revela dois picos exotérmicos

pronunciados, em aproximadamente 335°C e proximo a 400°C, que nao sao
observados no SA. A presenca desses picos exotérmicos adicionais no OSA pode
estar relacionada ao inicio da formacdo de material carbonaceo e a geragédo de
produtos de degradacdo diferentes dos observados para o SA. Essas diferencas

provavelmente decorrem das novas ligacdes formadas e das modificacdes estruturais
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(menos ligacBes glicosidicas) introduzidas durante o processo de oxidacdo do
alginato.

Esses resultados indicam que o processo de oxidagéo pode estar influenciando
tanto a retencdo de agua quanto a estabilidade térmica do material. A maior perda de
massa do OSA nos estagios de degradacdo térmica sugere que 0 processo de
oxidacao introduz modificacdes que tornam o material mais suscetivel a degradacao

em temperaturas mais elevadas.
5.2 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE ZEINA

As nanoparticulas de zeina obtidas foram avaliadas quanto ao tamanho,
potencial zeta, em sua capacidade e eficiéncia de encapsulamento de quercetina, por

espectroscopia de IV, DRX, térmica (TG e DSC) e morfologicamente por MET e AFM.

Conforme apresentado na Tabela 5.5, a inclusdo dos 100 pg/mL de quercetina
levou a um aumento no tamanho das HNP. Os valores de PDI inferiores a 0,3 sugerem
uma distribuicdo de tamanho homogénea e bem definida. A anélise do potencial zeta
indicou valores positivos tanto para as nanoparticulas vazias (HNP) quanto para as
nanoparticulas com quercetina encapsulada (QNP), o que reflete a forte natureza
cationica da superficie das particulas, atribuida a presenca da camada externa de

quitosana, um polimero catidnico natural 27°,

Tabela 5.5 - Caracteristicas das nanoparticulas: Tamanho, indice de Polidispersédo (PDI)

e {-potencial.
Potencial-
Nanoparticula Tamanho (nm) PDI
(mV)
HNP 195,0+ 0,44 0,153 + 0,006 71,4+ 2,95
QNP 218,8 + 2,77 0,170 + 0,006 52,5+ 3,80

A diferenca na magnitude dos valores do potencial zeta pode estar associada
a adsorcao de quercetina nas superficies das particulas. Entretanto, o valor absoluto

positivo do potencial zeta (acima de 20 mV) indica uma tendéncia a repulséao
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eletrostatica entre as particulas, fator que contribui para sua estabilidade e dispersao
em meio aquoso?®4. Além disso, a carga positiva na superficie das particulas oferece
potencial para interagdes com entidades bioldgicas de carga negativa, o que pode ser

particularmente vantajoso para a construcdo de nanoparticulas camada a camada?’*.

Procedeu-se a andlise da capacidade e eficiéncia de encapsulamento das
nanoparticulas para quantificar a incorporacdo de quercetina. A capacidade de
encapsulamento foi determinada em 4,78 + 0,00%, refletindo a quantidade de
quercetina incorporada por unidade de massa das particulas. Esse valor demonstra a
capacidade das particulas de zeina em acomodar a carga de quercetina. Esse
resultado esta de acordo com o intervalo reportado por Khan e colaboradores'’, que
observaram capacidades de encapsulamento entre 2,22% e 5,89% ao modificar a
concentracdo de quercetina. Além disso, valores de magnitude comparavel (5,6%)
foram obtidos em experimentos prévios de encapsulamento de quercetina em
particulas de zeina revestidas com caseinato e kappa-carragenana, empregando uma
metodologia de obtencéo similar?’2,

A eficiéncia de encapsulamento foi de 67,32 =+ 0,06%, 0 que representa a
percentagem do potencial tedrico de encapsulamento efetivamente atingido. Esse
valor evidencia a utilizacdo eficaz do espaco interno das particulas de zeina para a
encapsulamento, sendo esse espaco criado pela utilizacdo de Na,CO3z; como nucleo
ou template sacrificial durante o processo de precipitacdo em etanol?’3. Sabe-se que
nanoparticulas ocas ou com estrutura do tipo “ndcleo-casca” apresentam vantagens
em termos de propriedades de encapsulamento e liberacdo de agentes terapéuticos,
embora o controle preciso do tamanho das nanoparticulas permaneca um desafio
técnico significativo?’*. Por fim, a leve reducdo nos valores observados em
comparacao com os reportados na literatura pode estar relacionada a adaptacdes no
aparato de encapsulamento utilizado neste estudo, o que possivelmente resultou em

uma maior adsorgdo de quercetina na superficie das particulas.
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Os resultados da caracterizacdo espectroscopica das principais matérias-
primas (quitosana e zeina) das nanoparticulas vazias (HNP), bem como das préprias
nanoparticulas estdo apresentados na Figura 16.

Figura 16 - Espectros de IV de nanoparticulas de zeina vazias (HNP) e suas matérias-
primas: zeina e quitosana.
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Fonte: Dados e elaboragéo préprios (2025).

O espectro da quitosana apresentou bandas de absorcdo caracteristicas em
1658 cm™ e 3442 cm™L, atribuidas as vibracdes de estiramento da carbonila (C=0) da
amida I, hidroxila (O-H) e grupos (N-H), respectivamente. No espectro da zeina, a
banda relacionada ao estiramento do grupo OH aparece em 3309 cm™, enquanto no
espectro no espectro da nanoparticula de zeina revestida de quitosana a banda
atribuida ao grupo OH esta deslocada para 3313 cm™. O deslocamento dessa banda
no espectro da nanoparticula sugere a presenca de ligacdes de hidrogénio entre os
componentes da nanoparticula, visto que a presenca de ligacdes de hidrogénio causa
um aumento na distancia da ligacdo O-H e uma diminuicdo na constante de forca
associada ao estiramento, resultando em um deslocamento para frequéncias mais

baixas. Aléem disso, consistente com a literatura, as bandas de absorcdo da amida | e
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Il deslocaram de 1660 e 1571 cm™ nos espectros da quitosana e zeina para 1658 e
1546 cm™ em nanopatrticulas de zeina revestidas com quitosana, devido a interacdes
hidrofébicas e eletrostaticas entre ambos 7275,

Na Figura 17, sdo apresentados os espectros de IV das nanoparticulas (a) HNP
e QNP e da (b) quercetina (QUE). Observa-se que as bandas caracteristicas da
quercetina, localizadas em 1614, 1355, 1240 e 1163 cm™, que correspondem,
respectivamente, as vibracdes de estiramento dos grupos C=C, C-O-Htenol), C-O-C e
C-OH, estdo ausentes nos espectros das nanoparticulas, HNP e QNP. A auséncia
dessas bandas, em particular no espectro da QNP sugere que a quercetina foi
eficientemente encapsulada nas nanoparticulas de zeina, o que restringe 0s
movimentos de estiramento e deformacdo de certas ligacdes moleculares 7. As
Unicas bandas de absor¢cdo em comum entre a QUE, HNP e QNP estdo em 3302
cm™, correspondendo as vibrag6es de estiramento O-H, e em 1658 cm™, associadas
aos grupos C=0.

Figura 17 - Espectros de IV das (a) nanoparticulas de zeina revestidas com quitosana,
HNP e QNP e da (b) quercetina.
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Fonte: Dados e elabora¢&o préprios (2025).

DRX é amplamente utilizada para identificar caracteristicas estruturais e
cristalinas de materiais. Esta técnica foi realizada com o intuito de identificar a
natureza cristalina ou amorfa das nanoparticulas e compreender como o

encapsulamento e o revestimento influenciam a organizacdo estrutural dos

compostos. Na Figura 18 estdo representados os difratogramas dos componentes

principais da HNP e da QNP, sendo a zeina (matéria-prima principal da nanoparticula)
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e a quitosana (revestimento) comum a ambas as nanoparticulas e na QNP a QUE é
encapsulada.

A zeina apresenta um padréo de difracdo caracteristico com picos largos, o que
é esperado de um material majoritariamente amorfo, com pouca cristalinidade?’®. A
quitosana, por outro lado, mostra um pico intenso e mais estreito, indicando uma maior
cristalinidade, possivelmente devido a sua estrutura polimérica semi-organizada®’”.

Ja& o difratograma de HNP exibe caracteristicas que se assemelham as de
ambas as amostras puras (zeina e quitosana), mas com diferengas importantes. O
padréao de difracdo da HNP apresenta picos mais suaves e largos, o que sugere uma
diminuicdo na cristalinidade?’’. Isso é esperado por varias hipéteses, seja pelas
interacbes moleculares que desorganizam as cadeias, pelo recobrimento que possa
impedir uma estrutura uniforme, ou ainda restrigbes de movimento nas cadeias da
zeina e, até mesmo, pelo método de producéo, que durante a evaporacao do solvente

ou na etapa de precipitacdo, crie uma camada desordenada/amorfa.

Figura 18 — DRX das nanoparticulas de zeina HNP e QNP e de seus principais componentes.
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Fonte: Dados e elaboracao préprios (2024).

O difratograma da QUE apresenta uma série de picos bem intensos e definidos
na faixa de 26 entre 10° e 30°, caracteristica que confirma a natureza cristalina da
quercetina. Entre os angulos observados, destacam-se os valores em 5,38°, 9,98°,
10,74°, 13,46°, 16,36°, 17,76°, 21,66°, 25,96° e 27,56°, os quais estdo diretamente
relacionados a disposicdo ordenada das moléculas de quercetina em sua rede
cristalina?’®. No difratograma da QNP, os picos caracteristicos da QUE ndo séo
identificados. Em substituicdo a esses picos, observa-se dois picos largos em 9° e
20°, o0 que sugere que a quercetina encapsulada esta em uma forma menos cristalina,
possivelmente amorfa ou distribuida de maneira uniforme na matriz da nanopatrticula.

Portanto, os resultados apresentados indicam que a HNP exibe caracteristicas
intermediarias entre a zeina e a quitosana pelo recobrimento da zeina com quitosana.
E ainda, que o encapsulamento da QUE foi bem-sucedido, com uma possivel
transicdo da QUE para uma forma menos cristalina devido a interacdo entre a

guercetina, a zeina e a quitosana.
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As curvas de TG, DTG e DTA das nanoparticulas HNP e da QNP estdo
apresentadas na Figura 19. Esta analise pode ajudar a entender se o encapsulamento
da QUE afeta a estabilidade térmica da zeina. Além disso, os resultados da
caracterizacdo térmica estdo sumarizados nas Tabelas 5.6 e 5.7.

Figura 19 — TG/DTG/DTA das nanoparticulas de zeina (a) vazias (HNP) e (b) com

guercetina encapsulada (QNP) sob atmosfera de Nz (fluxo de 20 mL/min) a uma taxa de
aquecimento de 10 °C min.
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Fonte: Dados e elaboragéo préprios (2024).

Tabela 5.6 - Dados da analise térmica para a HNP sob atmosfera de N2 (fluxo de 20
mL/min) e razdo de aquecimento de 10 °C/min

TG/DTG DTA
Evento Perda de _ Atribuicéo
Intervalo (°C) Pico (°C)
massa (%)
I 46 — 210 54 58,67 Desidratacéo
I 210 -332 36,5 329,09 Degradacéo i
i 332 - 400 11,2 379,99 Degradacéo i

Tabela 5.7 - Dados da andlise térmica para a QNP sob atmosfera de N (fluxo de 20 cm3/min) e
razdo de aquecimento de 10 °C/min.

Evento TG/DTG DTA Atribuicéo
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Perda de _
Intervalo (°C) Pico (°C)
massa (%)
I 38-177 6,4 43,36 Desidratacéo
Il 177 - 314 32,1 303,64 Degradacéo i
i 314 - 400 13,8 357,52 Degradacéo ii

As curvas de TG revelam uma diminuicdo significativa de massa em multiplos
estagios, indicando processos distintos de decomposicao térmica. No caso das HNP
(Figura 19a), a primeira etapa de perda de massa ocorre na faixa de 40-210 °C,
atribuida a eliminacdo de agua adsorvida. Este comportamento € esperado,
considerando a caracteristica hidrofilica da quitosana. Em temperaturas mais
elevadas, observa-se um segundo evento de degradacédo, com uma queda acentuada
na faixa de 250-350 °C, atribuida a decomposicdo térmica dos componentes
organicos, como a zeina e a quitosana. A analise da DTG confirma esses eventos,
apresentando picos bem definidos em aproximadamente 100 °C e 290 °C.

Para as QNP (Figura 19b), a curva de TG mostra comportamento semelhante
na eliminacao inicial de agua. H4 uma diferenca notavel no perfil de decomposicéo
térmica, com picos de degradacdo principal deslocados para temperaturas mais
baixas em relacdo as HNP. Esta diminuicdo na temperatura de degradacéo sugere
uma interacdo que pode estar induzindo a desestabilizacédo entre a zeina/quitosana e

a quercetina encapsulada e adiantando a decomposi¢éo térmica.

A Figura 20, obtida por MET utilizando microscépio JEM-2800 de 200 kV,
revela a morfologia esférica das HNP. E possivel também observar uma regido mais
escura em torno da particula, mais pronunciada na particula maior em destaque,
sugerindo a formacdo de uma casca externa as nhanoparticulas, atribuida ao

revestimento de quitosana.
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Figura 20 — MET das nanoparticulas de zeina revestidas com quitosana (HNP) utilizando
um microscépio modelo JEM-2800.

Fonte: Dados proprios (2024).

De forma complementar, as micrografias apresentadas na Figura 21
apresentam as caracteristicas morfoldgicas e distribuicdo de tamanho das HNP. Estas
micrografias também foram obtidas por MET, porém utilizando um microscopio Tecnai
G2-20 FEI SuperTwin. As HNP apresentaram um tamanho médio variando entre 50
e 300 nm, resultado que é consistente com os dados obtidos por disperséao dinamica
de luz (DLS) — discutidos anteriormente no item 4.5.4.

Figura 21 — MET das nanoparticulas de zeina revestidas com quitosana (HNP) utilizando
um microscopio modelo G2-20 FEI SuperTwin.

I N

Fonte: Dados proprios (2024).

E possivel observar com mais clareza a cavidade interna mais clara, que
corresponde a zeina, e uma camada externa nanométrica mais escura, composta por
quitosana, reforcando a observacdo na Figura 20 anterior e que também esta de
acordo com a descricdo de Xu?’3, Khan e seus colaboradores 27°. Em seu estudo,
Khan e colaboradores?’® sintetizaram particulas de zeina revestidas com o

biopolimero quitosana para avaliar o potencial de encapsulacdo do resveratrol,
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obtendo resultados morfolégicos muito semelhantes aos apresentados nas imagens
TEM deste trabalho.

Por fim, a micrografia por AFM é apresentada na Figura 22. De forma a
corroborar fortemente com as imagens obtidas por MET, € possivel observar que
todas as nanoparticulas vazias de zeina (HNP) exibem uma depressao central,
indicando a existéncia de uma cavidade interna, visivel inclusive nas nanoparticulas

de menor tamanho.

Figura 22 — Micrografia das nanoparticulas de zeina revestidas com quitosana (HNP) por
AFM.
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Fonte: Dados proprios (2024).
5.3 CARACTERIZAQAO DO HIDROGEL

Diversas caracteriza¢cfes foram realizadas nos hidrogéis produzidos, bem como

no hidrogel compdsito.
5.3.1 Avaliacéo qualitativa

Os hidrogéis foram reticulados pela reacéo de formacéo de ligacdes covalentes
dindmicas de imina (base de Schiff) entre alginato oxidado (-CHO) e gelatina (-NH2).
O tempo de gelificacdo foi determinado durante o teste de inversao do tubo e ocorreu
em 2,33 = 0,03 minutos apés a combinacdo das solug¢des precursoras a 37°C. Apés a

inverséo do tubo (Figura 23), ndo foi observada fluidez dentro de 30 segundos.
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O tempo de gelificacdo dos hidrogéis € um fator critico para seu uso biomédico,
devendo ser equilibrado; ndo deve ser muito curto, 0 que poderia resultar em
obstrucdo da agulha, nem muito longo, pois isso impediria sua conformac¢ao ao local
de injecdo e poderia interferir no tempo de liberagdo do farmaco. Hidrogéis utilizados
em aplicacBes de quimioterapia, desenvolvidos com diversas matrizes poliméricas e
agentes terapéuticos, também  apresentaram tempos de gelificacédo
comparaveis®2208.244  Além disso, esse comportamento de transicdo de fase sol-gel

do hidrogel também foi investigado por reometria e ser& discutido adiante.

Figura 23 — Imagens do teste de invers&o do tipo para determinagcdo do tempo de
gelificacdo e apresentagdo do hidrogel no molde.

Fonte: Dados e elaborag&o préprios (2025).

A injetabilidade do hidrogel também foi avaliada adicionando-se ambas as
solucdes precursoras em uma seringa e forcando sua extruséo através da agulha. O
hidrogel formado foi facilmente extrudado pela agulha, conforme mostrado na Figura
24a. A natureza dindmica da ligacao covalente da base de Schiff na rede dos hidrogéis
também sugere a capacidade dos hidrogéis de se autorrepararem. Para examinar
visualmente a capacidade de autorreparacdo dos hidrogéis, foi realizado um teste

macroscopico.

Figura 24 — a) Comportamento injetavel e extrudivel do hidrogel pré-formado, b) discos
de hidrogel antes do teste de autorreparo, c) teste de autorreparo apés 1 minuto e d) apés 24
horas, e e) Capacidade de autorreparo dos hidrogéis injetados.
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b)

Fonte: Dados e elaborag&o préprios (2025).

Inicialmente, dois discos de hidrogel (Figura 24b) foram seccionados ao meio,
e as metades opostas, previamente tingidas com cores distintas, foram unidas (Figura
24c). A Figura 24d ilustra o estado dos discos de hidrogel apdés 1 minuto de processo
de autorreparacdo a temperatura ambiente e apds 24 horas. Decorridas 24 horas, 0
hidrogel reparado demonstrou capacidade de sustentar-se de maneira independente,
preservando sua integridade estrutural, como evidenciado na Figura 24e.

5.3.2 Caracterizacao estrutural

A seguir, sdo apresentados os espectros de infravermelho (IV) do hidrogel
OSAG e de seus componentes individuais, OSA e gelatina, bem como dos hidrogéis
compasitos contendo nanoparticulas vazias (OSAGH) e nanoparticulas encapsulando
quercetina (OSAGQ), com o objetivo de possibilitar uma analise comparativa
detalhada.

Os espectros de 1V da gelatina e do OSA, apresentados na Figura 25, revelam
bandas de absor¢éo caracteristicas em 3421 e 3442 cm™, atribuidas as vibragfes de
estiramento dos grupos hidroxila (OH). No espectro do hidrogel vazio (OSAG), o pico
correspondente encontra-se deslocado, sugerindo a ocorréncia de interagbes por
ligacdo de hidrogénio entre os componentes da matriz polimérica durante o processo

de formacgé&o do hidrogel.
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Um indicativo interessante da formacéao do hidrogel € a auséncia da banda fraca
em 1732 cm™ no espectro do hidrogel, caracteristico do grupo CHO, sugere que a
oxidacdo do alginato foi bem-sucedida; assim como a intensificacdo de uma banda
aguda a 1606 cm™ atribuida ao estiramento do C=N resultante do deslocamento das
bandas atribuidas as vibracdes de estiramento da carbonila das amidas da gelatina e
dos grupos carboxilatos do OSA a 1641 e 1612 cm™ para um comprimento de onda
menor. Esses achados estdo relacionados a formacéo das ligacdes de reticulacdo de
base de Schiff (imina) a partir da interagcédo dos grupos aldeido e amino presentes nas

estruturas do alginato oxidado e da gelatina, respectivamente!8,

Figura 25 — Espectros de IV da gelatina, alginato oxidado (OSA) e do hidrogel vazio
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Fonte: Dados e elaborag&o préprios (2025).

Nos espectros apresentados na Figura 26, observa-se a auséncia de uma
banda localizada entre 1535 e 1546 cm™, atribuida a amida Il, (presente em ambos
os hidrogéis contendo nanoparticulas vazias e com quercetina encapsulada). Esse
fendmeno pode ser justificado pela natureza proteica dos materiais, uma vez que essa
banda se manifesta como um pico intenso nos espectros da zeina, HNP e QNP,
enquanto no espectro da gelatina é identificada apenas como um pico de baixa

intensidade. Aléem disso, conforme previsto, 0s picos caracteristicos da quercetina nao
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sdo detectados no espectro do hidrogel compdsito, o que pode ser atribuido ao

encapsulamento da molécula, como discutido previamente.

Figura 26 — Espectros IV do hidrogel e do hidrogel contendo nanoparticulas de zeina.
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Fonte: Dados e elaborag&o préprios (2025).

5.3.3 Intumescimento e degradacao

A capacidade de absorcdo de agua ou grau de intumescimento do OSAG foi
analisada em condicbes fisiolégicas (pH 7,4) e em um ambiente que simula o
microambiente tumoral (pH 6,8)%%°. Inicialmente, ao ser imerso em solucdo tampéao
PBS pH 7,4, o hidrogel exibiu um intumescimento rapido e significativo nas primeiras
horas, conforme ilustrado na Figura 27.

O grau de intumescimento apresentou um aumento continuo ao longo da analise,
atingindo um fator maximo de 1050 vezes o peso seco inicial. O comportamento
observado revelou uma fase inicial de absorcéo abrupta, caracterizada por um
aumento rapido de peso (0-50 min), seguida por uma fase de intumescimento mais
lenta e sustentada a partir de 50 minutos. ApGs cerca de 6 horas de imerséo, o hidrogel
atingiu o equilibrio do intumescimento, demonstrando sua capacidade de reter agua

por periodos prolongados.
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Figura 27 — Grau de intumescimento do hidrogel vazio (OSAG) a
temperatura ambiente.
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Fonte: Dados e elaboragéo préprios (2025).

Por outro lado, quando imerso em solucdo PBS com pH 6,8, caracterizado por
um ambiente levemente acido, o grau de intumescimento hidrogel apresentou um
comportamento distinto, com implicacdes para sua aplicacdo potencial em terapias
oncoldgicas?®®. Observou-se que néo ocorreu uma fase inicial de intumescimento
pronunciada, e a expansao do material foi limitada, ndo superando um aumento de
peso de 500 vezes.

A diferenca de comportamento pode ser atribuida ao pH, pois, em condi¢des de
pH 7,4, a maior ionizacdo dos grupos carboxila presentes nas estruturas de gelatina
e alginato promove maior pressdo osmatica e repulsdo eletrostatica, resultando em
um aumento de intumescimento. Em pH 6,8, os grupos carboxila estdo menos
ionizados, o que diminui a repulsdo eletrostatica e limita o intumescimento. Esses
resultados demonstram a significativa capacidade de absor¢céo de agua do hidrogel e
seu potencial para encapsular e liberar agentes terapéuticos tanto em condi¢cdes
fisiologicas quanto em condi¢des ligeiramente acidas, como aquelas presentes no
ambiente tumoral.

A estabilidade do hidrogel OSAG e seu potencial como sistema de liberacéo
controlada de farmacos foram investigados por meio do ensaio do grau de degradacao
tanto em pH 7,4, quanto em pH 6,8, sob temperatura de 37 °C, conforme ilustrado na
Figura 28.
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Figura 28 — Grau de degradacéo do hidrogel vazio (OSAG) a 37°C.
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Fonte: Dados e elaborag&o préprios (2025).

Nos primeiros 50 minutos de analise, o grau de degradacdo foi
consideravelmente maior em pH 6,8 em relacdo a pH 7,4. Com o avanco do tempo,
observou-se uma reducéo progressiva no grau de degradacdo em ambos os valores
de pH. No ambiente acido (pH 6,8), a degradacao inicial diminuiu rapidamente,
estabilizando-se em aproximadamente 20% apoés cerca de 150 minutos. Por outro
lado, em pH 7,4, a degradacéo ocorreu de forma mais lenta e gradual, alcancando
uma estabilizacdo entre 10% e 15%. Ao longo de 300 minutos de observacéo, a
degradacdo foi consistentemente mais elevada em pH 6,8, indicando uma maior
estabilidade do hidrogel em condicfes fisiologicas (pH 7,4). Esses resultados se
correlacionam com os padrdes de intumescimento observados anteriormente em
experimentos conduzidos a temperatura ambiente.

Em pH 7,4, o hidrogel demonstrou maior intumescimento durante os
experimentos, provavelmente resultando em alteragdes significativas na estrutura dos
poros. Essa modificacdo é atribuida a ionizagcdo acentuada dos grupos carboxila, o
que contribui para a formacdo de poros mais amplos e uma estrutura mais

estabilizada, reduzindo a taxa de degradacéo do material?:,
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Sob condi¢des de pH 7,4, observou-se uma rapida reducéo inicial no grau de
degradacédo, seguida por um aumento em tempos posteriores. Tal comportamento
pode ser interpretado como um periodo de ajuste estrutural do hidrogel durante os
primeiros 100 minutos, atribuido a adaptacdo a temperatura de 37 °C, em contraste
com os experimentos de intumescimento realizados em temperatura ambiente.

ApoOs essa etapa inicial, o hidrogel apresentou um processo de intumescimento,
embora em um grau mais baixo do que a verificada no teste anterior, possivelmente
devido ao impacto continuo da temperatura sobre as propriedades dindmicas da sua
estrutura. Em pH 6,8, menores graus de intumescimento e ionizacdo, combinados
com a hidrélise das ligacGes de reticulacdo, resultou em uma rede polimérica menos
estavel, o que levou a uma degradacdo mais acelerada.

Desse modo, os padrbes de intumescimento previamente observados sob
diferentes condicGes de pH desempenharam um papel determinante na cinética de
degradacdo subsequente, sugerindo que as mudancas estruturais e a expansao do
hidrogel durante o intumescimento tém um impacto direto na regulacéo das taxas de

degradacéo.
5.3.4 Caracterizacao térmica

O OSAG, juntamente com HNP, QNP, seus materiais precursores e 0S
hidrogéis compdésitos OSAGH e OSAGC, foram caracterizados por meio das técnicas

de analise termogravimétrica (TG) e calorimetria exploratoria diferencial (DSC).

Figura 29 — TG/DTG e DSC do hidrogel vazio (OSAG) e seus componentes gelatina e
alginato oxidado (OSA) sob atmosfera de N (fluxo de 20 mL/min) a uma taxa de aguecimento

de 10 °C min1,
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Fonte: Dados e elaboragéo préprios (2025).
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A curva TG referente a gelatina (Figura 29) apresentou um perfil tipico de
degradacédo em dois estagios, frequentemente observado em gelatinas de diferentes
origens. O primeiro estagio, caracterizado por uma perda de massa até
aproximadamente 100 °C, foi atribuido a eliminacdo da agua fisicamente adsorvida.
O segundo estagio, ocorrido em temperaturas mais elevadas, foi relacionado a
degradacdo da estrutura proteica da gelatina, em concordancia com relatos da
literatura®2, Em contrapartida, o termograma do OSA exibiu um comportamento
térmico em trés estagios, como analisado anteriormente.

A curva TG do OSAG revelou um padrdo de perda de massa em multiplos
estagios, ocorrendo em temperaturas superiores as observadas para seus materiais
precursores. Esse comportamento sugere um processo de decomposicdo mais
complexo, envolvendo diferentes componentes da matriz do hidrogel. A integracéo da
gelatina e do OSA no hidrogel parece gerar um perfil térmico heterogéneo, refletindo
as interacdes entre os componentes durante a degradacdo. Tal complexidade é
atribuida tanto as interacdes quanto as ligacdes resultantes da reticulagdo entre os
polimeros constituintes, como a formacédo de bases de Schiff, que podem introduzir
estagios adicionais de decomposicao, relacionados a sua quebra. Esses fenbmenos,
em conjunto, modulam o comportamento térmico do hidrogel.

No que se refere as QNP e ao OSAGQ, verifica-se uma evidente semelhanca
nos padrbes de perda de massa entre as nanoparticulas isoladas e aquelas
incorporadas a matriz do hidrogel, conforme demonstrado na Figura 30.

Figura 30 - TG/DTG e DSC das nanoparticulas com quercetina encapsulada
(QNP), do hidrogel contendo nanoparticulas vazias (OSAGH) e nanoparticulas com

quercetina encapsulada (OSAGQ) sob atmosfera de N (fluxo de 20 mL/min) a uma
taxa de aguecimento de 10 °C min~.
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Fonte: Dados e elaboragéo préprios (2025).
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A inclusdo de nanoparticulas de zeina provocou alteracGes detectaveis nas
propriedades térmicas, uma possivel indicacédo de sua incorporacdo bem-sucedida na
estrutura do material. Em todas as amostras avaliadas, foi observada uma perda de
massa gradual iniciada em temperaturas proximas a 100 °C, atribuida a evaporagéo
da &gua absorvida. Em seguida, identificou-se uma etapa predominante de
degradacédo na faixa de 200 a 350 °C, que pode estar associada a decomposicéo de
componentes menos estaveis. Notavelmente, no caso do OSAGH, a perda de massa
prolongou-se além de 350 °C, sugerindo a degradagdo térmica da estrutura do
hidrogel, possivelmente relacionada a decomposicdo da gelatina e do alginato
oxidado?83, Por outro lado, o comportamento de estabilizagdo térmica observado entre
350 e 400 °C, tanto no QNP quanto no OSAGQ, pode ser atribuido a formacéo de
estruturas mais resistentes ao calor, resultando em produtos de degradagdo mais
estaveis.

A curva DSC das QNP revelou um pico endotérmico em torno de 100 °C,
relacionado a evaporagdo da dgua absorvida, em conformidade com os resultados da
andlise TG. De acordo com Campos e colaboradores 284, esse evento endotérmico é
caracteristico de componentes como quitosana e zeina. Além disso, foram
identificados dois picos exotérmicos a 200 e 300 °C, seguidos por um pico
endotérmico mais acentuado proximo a 400 °C, possivelmente indicando transicfes
exotérmicas adicionais. Esses fenbmenos podem estar associados a decomposicao
de componentes organicos presentes nas nanoparticulas, a degradacao térmica de
residuos estaveis ou, ainda, a eventos de cristaliza¢do secundaria.

Por sua vez, a curva DSC do OSAGH exibiu eventos térmicos distintos. Um
pico endotérmico destacado foi identificado a 225 °C e atribuido ao inicio da
decomposicao dos polimeros constituintes do hidrogel. Pequenos picos exotérmicos
e endotérmicos adicionais foram registrados em 340 e 400 °C, associados,
respectivamente, a desintegracdo das cadeias laterais intermoleculares da gelatina e
a sua degradacéo progressiva. Esses achados corroboram estudos anteriores, como
o de Shehap e colaboradores que investigaram filmes compdsitos baseados em
gelatina?8®, O OSAGQ apresentou comportamento térmico semelhante ao do OSAGH
até 350 °C, contudo, tanto 0 OSAGQ quanto o QNP demonstraram maior estabilidade
térmica quando comparados ao OSAGH. Portanto, os resultados obtidos a partir das
analises térmicas evidenciam a existéncia de interagbes complexas entre o0s

diferentes constituintes do sistema.
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5.3.5 Caracterizacdo morfologica do hidrogel

A analise de microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi empregada para
caracterizar a microestrutura e as propriedades morfolégicas dos hidrogéis e das
nanoparticulas, conforme ilustrado na Figura 31.

Figura 31 — Micrografias de MEV do a) hidrogel OSAG (vazio), b) poro do hidrogel
contendo nanoparticulas, c) hidrogel OSAG autorreparado e d) QNPs.
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Fonte: Dados préprios (2025).

Na Figura 31a, observa-se uma distribuicdo heterogénea dos poros, resultando
em uma rede estruturada que proporciona uma abundéancia de locais favoraveis para
0 carregamento e a liberacdo tanto de nanoparticulas encapsuladas com farmacos
guanto de farmacos livres. Em conjunto com as caracterizacdes anteriores, esses
resultados fornecem evidéncias substanciais de que o hidrogel pode atuar como um
veiculo eficaz para o transporte de agentes terapéuticos.

A Figura 31b apresenta o hidrogel contendo as particulas carregadas dentro de
um poro. A imagem revela a superficie do poro e a presenca de um aglomerado de
nanoparticulas, o que indica a incorporacao bem-sucedida das mesmas na matriz do
hidrogel?®. A Figura 31c mostra a morfologia do hidrogel vazio autorreparado. Areas
de reconexao e fuséo sao visiveis de forma diagonal, demonstrando a capacidade do
material em se autorreparar. Ja a Figura 31d revela que as QNPs apresentam uma
morfologia esférica, com diametro médio variando entre 220 e 380 nm, o que é
consistente com os resultados obtidos por DLS e claramente observados pelo MET e
AFM. Além disso, a superficie das particulas exibe um acabamento liso, sem
irregularidades ou rugosidade significativas.

Em sintese, as imagens obtidas por MEV fornecem informacgdes valiosas sobre

as caracteristicas morfologicas do OSAG em diferentes estados, oferecendo uma
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visdo detalhada de suas propriedades estruturais, capacidades de carga e potencial

de autorreparacdo. Esses resultados ampliam nossa compreenséao sobre as possiveis

aplicagbes do OSAG, particularmente em sistemas de liberagdo controlada de

farmacos e em diversas areas biomédicas.

5.3.6 Caracterizacdo mecanica e de textura

As propriedades reoldgicas do OSAG foram investigadas e os resultados,

conforme ilustrado na Figura 32. Inicialmente, foi conduzido um teste de varredura

temporal a uma frequéncia angular de 1 Hz durante 10 minutos, conforme

apresentado na Figura 32a. Durante este teste, 0 médulo de armazenamento (G') do

hidrogel ultrapassou o0 modulo de perda (G") aos 150,9 segundos (ou 2 minutos e 31

segundos), o que corresponde ao ponto critico da transi¢cao sol—gel, corroborando os

resultados obtidos no teste de inversao do tubo.

Adicionalmente, foi realizada uma varredura dinamica de frequéncia com o

objetivo de avaliar a viscoelasticidade e a estabilidade do OSAG, conforme mostrado

na Figura 32b. O gréfico resultante indicou que tanto G' quanto G" apresentaram

dependéncia de frequéncia, aumentando com o incremento da frequéncia. Na regiao

viscoelastica linear, a razdo entre G" e G’ foi inferior a 1, 0 que sugere que o hidrogel

mantem um comportamento elastico desejavel 254,

Figura 32 — (a) Teste de varredura temporal e (b) teste de varredura dindmica de

frequéncia do hidrogel OSAG.
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Fonte: Dados e elaboracao préprios (2025).
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As propriedades texturais do hidrogel OSAG foram avaliadas e os resultados
estdo apresentados na Tabela 5.8. A dureza do OSAG, representando a forca
necessaria para provocar uma deformacdo especifica, foi avaliada em 1,01 + 0,33
Newtons. Este valor indica um baixo nivel de rigidez e resisténcia a deformacéo, o que
estd de acordo com o esperado, pois para aplicacdes de liberacdo de farmacos e
como hidrogel injetavel, uma menor rigidez pode ser preferivel. Por outro lado, um
hidrogel utilizado em engenharia tecidual pode demandar maior dureza para fornecer

0 suporte mecanico necessario?!.

Tabela 5.8 - Propriedades texturais do hidrogel vazio (OSAG).

Propriedades Valores
Dureza (N) 1.01 +0.33
Elasticidade (mm) 447 +0.24
Coeséo (N) 0.87 £ 0.06
Forca Adesiva (N) 0.40 £ 0.00
Gomosidade (N) 0.86 £0.21

Valores médios das analises duplicadas.

No que se refere a elasticidade, o hidrogel apresentou um valor de 4,47 + 0,24
mm, indicando sua capacidade de resistir a compressao inicial. Tal resisténcia
contribui para a preservacao da integridade estrutural do material. A coesividade do
hidrogel OSAG, representando a sua resisténcia a ruptura interna, foi observada em
0,87 £ 0,06 Newtons. Esse valor é superior aos resultados recentemente publicados
para hidrogéis a base de polissacarideos e de gelatina/amido oxidado?87:288, |sso
sugere uma natureza coesiva e elastica, contribuindo para a estabilidade geral do
hidrogel, que ¢é atribuida a rede de liga¢des internas densas.

A forca adesiva registrada reflete a capacidade do hidrogel de aderir a
superficies, caracteristica que pode ser particularmente vantajosa apos a injecéo do
hidrogel compdsito e durante a fase subsequente de liberagcdo do farmaco. Enquanto
a gomosidade, parametro que combina dureza e coesividade, foi determinada em 0,86
+ 0,21 N, demonstrando a capacidade do hidrogel de manter sua integridade e aderir
entre suas particulas. No conjunto, os resultados indicam que o hidrogel apresenta
caracteristicas favoraveis para aplicacdes de liberagdo de farmacos e, como hidrogel

injetavel, oferece um equilibrio entre flexibilidade, integridade estrutural e adesividade.
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5.4 APLICACAO DO HIDROGEL

5.4.1 Avaliacéo da liberacao dos agentes terapéuticos in vitro

Foi analisado o comportamento de liberacdo simultanea do hidrogel compdésito
(OSAGC) em pH 7,4 e pH 6,8, os quais simulam, respectivamente, condicdes
fisioldgicas e tumorais 2.

A liberacéo individual da QUE demonstrou um perfil constante e prolongado a
pH 7,4, com uma liberagdo cumulativa maxima de 37,5% durante um periodo de 6,5
horas, conforme apresentado na Figura 33a. Em pH 6,8, o comportamento de
liberacdo da quercetina foi semelhante, embora com uma liberagcdo cumulativa um
pouco inferior, atingindo 34,7%. Este fendmeno pode ser principalmente explicado
pela resposta de intumescimento mais modesta do hidrogel a pH 6,8, devido a menor
ionizacdo dos grupos carboxila presentes, o que resulta em uma leve diminuicdo na

absorcao de agua e, consequentemente, uma ligeira reducao nas taxas de difusao.

Figura 33 — Liberacé@o de QUE e DOX a partir do hidrogel compdsitos (OSAGC) em pH 7,4
e pH 6,8: a) individualmente e b) combinados, respectivamente.

Liberagao cumulativa (%)

(a) (b)
100 + [ = QueEpH 74 100 |- [ ® DOxpHZ4
s f ey
90 O DOXpH E:B %0 < QUE EH E:S
80 |- § 5? 80 | %
70 § ‘} o 70+
60 | g 60 |
50l : % 50| 5 %
40} g @ 8 40} L I ]
] : o 2 2 3§
30t - g & o 5 ] g 30 F -
20 o * ¥ 3 nflaen®
& =l
10 | § % . 10 | - )
& E]
0 a s L ® ¢ L ? L L L L L 1 0 ﬁ g L % hd L % ¥ L % $ L s 1 * L 1
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
Tempo (min) Tempo (min)

Fonte: Dados e elaboragéo préprios (2025).

Além disso, dado que as nanoparticulas de quercetina (QNP) séo revestidas
com quitosana, a pH 6,8, a quitosana se apresenta mais protonada, o que eleva sua
solubilidade e capacidade de intumescimento, podendo, assim, aumentar de forma
marginal a taxa de liberacdo da quercetina a partir das nanoparticulas. Contudo, a

taxa geral de liberagéo permanece constante devido a restrigdo no intumescimento do
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hidrogel a esse pH. A liberagcdo de doxorrubicina a partir da matriz do hidrogel
apresentou perfis de liberagdo semelhantes para ambos os pH 7,4 e 6,8, com
quantidades cumulativas distintas. A 7,4, a liberacdo acumulada alcancou 95,9%,
enguanto a 6,8, essa liberacao foi consideravelmente mais baixa, atingindo 68,2%.

Notavelmente, o comportamento de liberacdo a pH 6,8 revelou um padréao de
liberacdo mais gradual durante o periodo de 6,5 horas de analise, contrastando com
a liberacdo observada a pH 7,4. As diferencas observadas, atribuidas aos padrdes de
intumescimento, podem ter influenciado a taxa de liberagdo da doxorrubicina,
especialmente a pH 6,8. Isso ocorre porque, a pH 6,8, o intumescimento reduzido
resulta em canais de difusdo menores, dificultando a liberacdo de doxorrubicina. Além
disso, dado que a doxorrubicina possui um pKa de 8,25, a pH 6,8, a forma protonada
da doxorrubicina pode interagir de forma mais intensa com 0S grupos carregados
negativamente presentes no hidrogel, diminuindo sua taxa de difusdo. Em resumo, a
guercetina teve que superar multiplas barreiras para sua liberacdo, envolvendo tanto
as particulas quanto a matriz do hidrogel, enquanto a doxorrubicina estava apenas
dispersa na matriz polimérica do hidrogel.

Na liberagcdo combinada (Figura 33b), apenas a quercetina apresentou um
perfil de liberagéo distinto em comparacao com a sua liberacéo isolada, resultando em
uma quantidade de liberacdo ligeiramente inferior. Por outro lado, a liberacéo
cumulativa de doxorrubicina a partir do hidrogel foi maior a pH 7,4 do que a pH 6,8,
corroborando os resultados do experimento de liberacao isolada. O intumescimento
reduzido a pH 6,8 restringiu a difusdo de ambos os farmacos, resultando em menores
porcentagens de liberacdo acumulada.

A incorporacao simultdnea de QNP e DOX também introduziu complexidades
adicionais que contribuiram para esse fenébmeno. A pH 7,4, a doxorrubicina se
encontra menos protonada, 0 que resulta em interacées menos intensas com a matriz
do hidrogel e as nanoparticulas de quercetina, resultando, assim, em uma liberacéo
maior. Adicionalmente, o recobrimento com quitosana nas nanoparticulas de zeina
confere uma carga superficial positiva, facilitando as interagdes eletrostéaticas entre as
nanoparticulas e 0s grupos carregados negativamente na matriz do hidrogel,
conforme observado por Campos e seus colaboradores?84. Essas interagées podem
levar a uma liberacdo mais controlada e em menores propor¢des, quando comparada

a liberacéo de doxorrubicina.
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O modelo matematico de Peppas-Sahlin foi identificado como aquele que
proporcionou o melhor ajuste (r2 > 0,98) para a liberacao isolada de quercetina em pH
6,8, dentre os cinco modelos avaliados (Figura A4). Esse resultado sugere que o
mecanismo de liberag&o envolve processos mais complexos do que a simples difuséo.
Por outro lado, nas demais condi¢cdes avaliadas — tanto nas liberacdes individuais
guanto nas combinacdes —, o0 modelo de ordem zero mostrou-se o mais adequado
para descrever o perfil de liberag&o, indicando um mecanismo com taxa constante,
independente da concentracdo do farmaco. Assim, o perfil de liberagcéo de quercetina,
representado por um modelo distinto sob condi¢cdes especificas, é coerente com as

diferencas observadas nos demais perfis de liberacéo previamente apresentados.
5.4.2 Citotoxicidade in vitro

Os resultados da andlise de citotoxicidade na linhagem celular tumoral humana
MCF-7, apresentados na Tabela 5.9, indicam a concentracdo necessaria para inibir
50% do crescimento celular (ICso) em cada tratamento, apos 72 horas. Esses dados
foram obtidos a partir de trés experimentos independentes, realizados em triplicata ou
quadruplicata, sendo expressos como ICso + erro padrdo da média, calculado por
regressdo nao linear. As formulacfes testadas incluem: DOX (doxorrubicina livre);
QUE (quercetina livre); QNP (nanoparticulas contendo quercetina); OSAGQ (hidrogel
contendo QNP); OSAGX (hidrogel contendo DOX); e OSAGC (hidrogel contendo DOX
e QNP).

Tabela 5.9 - ICso das formulac¢fes obtidos por Meio do Ensaio MTT (MCF-7)

Formulagdes ICso (Mg/mL)
DOX 0.331 +£0.013
QUE > 6
QNP > 6
OSAGC 0.016 + 0.014
OSAGX 0.071 +0.039
OSAGQ 2.07£0.24

Fonte: Dados proprios (2024).
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Entre as amostras analisadas, apenas QUE e QNP néo apresentaram reducéo
significativa na viabilidade celular. Por outro lado, a formulagdo OSAGX demonstrou
um aumento de 4,66 vezes na citotoxicidade em comparagdo com a doxorrubicina
livre, enquanto a formulagcdo OSAGC exibiu um incremento ainda maior, de 20,7
vezes. A analise comparativa entre OSAGX e OSAGC evidenciou que a inclusao de
QNP contribuiu para um aumento adicional de 4,4 vezes na atividade citotoxica.

Estudos prévios corroboram esses resultados. Por exemplo, Hassan e
colaboradores® observaram que a quercetina intensifica a acdo citotéxica da
doxorrubicina em células de adenocarcinoma pancreatico (AsPC-1) e carcinoma
hepatocelular humano (HepG2), por meio de efeitos sinérgicos relacionados a
apoptose, além da inibicdo de HIF-1a e da atividade da proteina MDR1. De forma
semelhante, Zhang e colaboradores?®® relataram que a quercetina aumenta a eficacia
da doxorrubicina em células de cancer de mama, sugerindo seu potencial como
coadjuvante no tratamento oncoldgico.

Essas evidéncias indicam que o sistema desenvolvido apresenta um impacto
significativo na intensificagdo do efeito citotdéxico da doxorrubicina, constituindo uma
estratégia promissora para potencializar a eficacia do tratamento do cancer. O
sistema, por sua capacidade de combinar agentes hidrofobicos e hidrofilicos, como
guercetina e doxorrubicina, oferece uma alternativa viavel para ampliar as aplicacbes

terapéuticas dos hidrogéis multifuncionais.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Esperava-se que a funcionalizacdo da goma arabica com grupos aminos e
reticulagdo com alginato oxidado pudesse formar um hidrogel capaz de incorporar
agentes terapéuticos e liberados de forma sustentada. No entanto, devido as
dificuldades enfrentadas durante o desenvolvimento desse trabalho, bem como a
complexidade estrutural da goma arabica, optou-se por interromper os estudos com a
goma arabica, ficando o estudo restrito apenas a uma matriz polimérica conhecida de
gelatina com alginato oxidado e com apenas um dos derivados oxidados do alginato.

Assim, foi possivel incorporar a doxorrubicina na matriz do hidrogel e a
guercetina em particulas de zeina revestidas com quitosana, estabelecendo um
sistema compasito.

As nanoparticulas obtidas apresentaram caracteristicas morfologicas e
propriedades fisicas favoraveis para a incorporacéo da quercetina. A estrutura porosa
do hidrogel indicou a capacidade de incorporar doxorrubicina e as nanoparticulas de
zeina contendo quercetina. Observou-se também que o hidrogel apresentou
propriedades de autorreparacao, além de demonstrar injetabilidade.

As analises espectroscopicas do sistema polimérico revelaram alteracdes em
relacdo aos componentes isolados, demonstrando a complexidade das interacfes
entre os componentes do hidrogel e principalmente do hidrogel compadsito. Enquanto
a analise térmica do hidrogel contendo as nanoparticulas com quercetina encapsulada
(OSAGQ) apresentou estabilidade relativamente melhor que o hidrogel com
nanoparticulas vazias (OSAGH).

Por fim, a exposicdo do hidrogel compdsito a células de cancer de mama MCF-
7 resultou em um efeito toxico vinte vezes mais intenso em comparacdo a
doxorrubicina isolada, destacando o potencial deste sistema para terapias

combinadas com maior eficacia.
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7 PERSPECTIVAS

Para os estudos futuros, os esfor¢cos devem ser voltados para:

Um direcionamento estratégico que inclua ensaios clinicos, visando avaliar a
eficacia e seguranca da formulacdo em modelos biolégicos mais complexos.
A exploracao da incorporacao de outras combinacdes de agentes terapéuticos
e outros sistemas nanoméricos como porfirinas e estruturas de grafeno, além
de farmacos quimioterapicos e nao-quimioterapicos, com especial atencao a
combinacdes de moléculas hidrofébicas e hidrofilicas, pode expandir o
potencial terapéutico do sistema, maximizando sua aplicabilidade em terapias
combinadas.

Além disso, é pertinente investigar novas aplicacfes para essa matriz, como
no campo odontoldgico e biomédico, onde hidrogéis podem oferecer beneficios
em processos de regeneracao, diagnostico e reparo.

Paralelamente, a otimizacdo da formulacdo demanda atencédo aos métodos de
preparacéo e reticulag@o (iminas aromaticas ou hidrazonas), além do estudo
reoldgico/mecéanico do hidrogel compdsito, visando aprofundar o conhecimento
das interacbes quimicas entre os componentes e controlar a liberacdo dos
agentes terapéuticos, elementos cruciais para alcangcar uma maior precisao e

eficacia terapéutica.



10.

11.

12.

104

REFERENCIAS

Sritharan, S. & Sivalingam, N. A comprehensive review on time-tested
anticancer drug doxorubicin. Life Sci 278, 119527 (2021).

Martins-Teixeira, M. B. & Carvalho, I. Antitumour Anthracyclines: Progress and
Perspectives. ChemMedChem 15, 933-948 (2020).

Gorini, S. et al. Chemotherapeutic Drugs and Mitochondrial Dysfunction: Focus
on Doxorubicin, Trastuzumab, and Sunitinib. (2018) doi:10.1155/2018/7582730.
Bukowski, K., Kciuk, M. & Kontek, R. Mechanisms of Multidrug Resistance in
Cancer Chemotherapy. Int J Mol Sci 21, 3233 (2020).

Ye, Q. et al. Reversal of multidrug resistance in cancer by multi-functional
flavonoids. Front Oncol 9, 1-16 (2019).

Hassan, S. et al. Quercetin potentializes the respective cytotoxic activity of
gemcitabine or doxorubicin on 3D culture of AsPC-1 or HepG2 cells, through the
inhibition of HIF-1a and MDR1. PLoS One 15, (2020).

Ezzati, M., Yousefi, B., Velaei, K. & Safa, A. A review on anti-cancer properties
of Quercetin in breast cancer. Life Sci 248, (2020).

Mellati, A. & Akhtari, J. Injectable Hydrogels: A Review of Injectability
Mechanisms and Biomedical Applications. Research in Molecular Medicine 6,
1-19 (2019).

Patenaude, M., Smeets, N. M. B. & Hoare, T. Designing injectable, covalently
cross-linked hydrogels for biomedical applications. Macromol Rapid Commun
35, 598-617 (2014).

Wei, L., Chen, J., Zhao, S., Ding, J. & Chen, X. Thermo-sensitive polypeptide
hydrogel for locally sequential delivery of two-pronged antitumor drugs. Acta
Biomater 58, 44-53 (2017).

Wu, X., He, C., Wu, Y. & Chen, X. Synergistic therapeutic effects of Schiff's base
cross-linked injectable hydrogels for local co-delivery of metformin and 5-
fluorouracil in a mouse colon carcinoma model. Biomaterials 75, 148-162
(2016).

Jaipan, P., Nguyen, A. & Narayan, R. J. Gelatin-based hydrogels for biomedical
applications. MRS Commun 7, 416-426 (2017).



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

105

Kong, X., Chen, L., Li, B., Quan, C. & Wu, J. Applications of oxidized alginate in
regenerative medicine. J Mater Chem B 9, 2785-2801 (2021).

Michelini, L., Probo, L., Faré, S. & Contessi Negrini, N. Characterization of
gelatin hydrogels derived from different animal sources. Mater Lett 272, (2020).
Idrees, H. et al. A review of biodegradable natural polymer-based nanoparticles
for drug delivery applications. Nanomaterials 10, 1-22 (2020).

Luo, Y. & Wang, Q. Zein-based micro- and nano-patrticles for drug and nutrient
delivery: A review. J Appl Polym Sci 131, 1-12 (2014).

Khan, M. A., Zhou, C., Zheng, P., Zhao, M. & Liang, L. Improving
physicochemical stability of quercetin-loaded hollow zein particles with
chitosan/pectin complex coating. Antioxidants 10, (2021).

Peppas, N. A. Historical perspective on advanced drug delivery: How
engineering design and mathematical modeling helped the field mature. Adv
Drug Deliv Rev 65, 5-9 (2013).

Ferreira, N. N. et al. Recent advances in smart hydrogels for biomedical
applications: From self-assembly to functional approaches. Eur Polym J 99,
117-133 (2018).

Wichterle, D.; Lim, O. Industrial Research Associations: Some Taxation
Problems. Nature 185, 117-118 (1960).

Yannas, I. V., Lee, E., Orgill, D. P., Skrabut, E. M. & Murphy, G. F. Synthesis
and characterization of a model extracellular matrix that induces partial
regeneration of adult mammalian skin. Proc Natl Acad Sci U S A 86, 933-937
(1989).

Lim, F. & Sun, A. M. Microencapsulated islets as bioartificial endocrine pancreas.
Science (1979) 210, 908-910 (1980).

Arno Behr, T. S. Chemistry of Renewables. ChemSusChem (Springer Spektrum,
2020). doi:10.1007/978-3-662-61430-3.

Rizwan, M. et al. pH sensitive hydrogels in drug delivery: Brief history, properties,
swelling, and release mechanism, material selection and applications. Polymers
(Basel) 9, (2017).

Lee, S. C., Kwon, I. K. & Park, K. Hydrogels for delivery of bioactive agents: A
historical perspective. Adv Drug Deliv Rev 65, 17-20 (2013).

Buwalda, S. J. et al. Hydrogels in a historical perspective: From simple networks
to smart materials. Journal of Controlled Release 190, 254-273 (2014).



27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

106

Chirani, N., Yahia, L. Lh., Motta, F. L., Chirani, S. & Faré, S. History and
Applications of Hydrogels. Journal of Biomedical Sciencies 04, 1-23 (2015).
Liang-chang, D., Qi, Y. & Hoffman, A. S. Controlled release of amylase from a
thermal and pH-sensitive, macroporous hydrogel. Journal of Controlled Release
19, 171-177 (1992).

Sawhney, A. S., Pathak, C. P. & Hubbell, J. A. Photopolymerized Polyethylene
glycol)-co-poly( -hydroxy. Macromolecules 26, 581-587 (1993).

Elisseeff, J. et al. Transdermal photopolymerization for minimally invasive
implantation. Proc Natl Acad Sci U S A 96, 3104-3107 (1999).

Xu, X.-D. et al. ‘Click’ Chemistry for In situ Formation of Thermoresponsive
P(NIPAAmM-co-HEMA)-Based Hydrogels. J Polym Sci A Polym Chem 46, 5263—
5277 (2008).

Wu, M. et al. Injectable and Self-Healing Nanocomposite Hydrogels with
Ultrasensitive pH-Responsiveness and Tunable Mechanical Properties:
Implications for Controlled Drug Delivery. Biomacromolecules 21, 2409-2420
(2020).

Ghorbani, M., Roshangar, L. & Soleimani Rad, J. Development of reinforced
chitosan/pectin scaffold by using the cellulose nanocrystals as nanofillers: An
injectable hydrogel for tissue engineering. Eur Polym J 130, 109697 (2020).
Ma, L. et al. Synthesis and characterization of injectable self-healing hydrogels
based on oxidized alginate-hybrid-hydroxyapatite nanoparticles and
carboxymethyl chitosan. Int J Biol Macromol 165, 1164-1174 (2020).
Balakrishnan, B. & Jayakrishnan, A. Self-cross-linking biopolymers as injectable
in situ forming biodegradable scaffolds. Biomaterials 26, 3941-3951 (2005).
Kahar, N. N. F. N. M. N. et al. The versatility of polymeric materials as self-
healing agents for various types of applications: A review. Polymers (Basel) 13,
1-34 (2021).

De France, K. J., Cranston, E. D. & Hoare, T. Mechanically Reinforced Injectable
Hydrogels. ACS Appl Polym Mater 2, 1016—1030 (2020).

Mathew, A. P., Uthaman, S., Cho, K. H., Cho, C. S. & Park, I. K. Injectable
hydrogels for delivering biotherapeutic molecules. Int J Biol Macromol 110, 17—
29 (2018).



39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

107

Lim, D. W., Nettles, D. L., Setton, L. A. & Chilkoti, A. In Situ Cross-Linking of
Elastin-like  Polypeptide  Block  Copolymers for Tissue Repair.
Biomacromolecules 9, 222-230 (2008).

Li, Y., Yang, H. Y. & Lee, D. S. Advances in biodegradable and injectable
hydrogels for biomedical applications. Journal of Controlled Release 330, 151—
160 (2021).

Muir, V. G. & Burdick, J. A. Chemically modified biopolymers for the formation of
biomedical hydrogels. Chem Rev 121, 10908-10949 (2021).

Fathi, M., Ahmadi, N., Forouhar, A. & Hamzeh Atani, S. Natural Hydrogels, the
Interesting Carriers for Herbal Extracts. Food Reviews International (2021)
doi:10.1080/87559129.2021.1885436.

IUPAC. The IUPAC Compendium of Chemical Terminology. (International Union
of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), Research Triangle Park, NC, 2019).
doi:10.1351/goldbook.

Vert, M. et al. Terminology for biorelated polymers and applications (IUPAC
Recommendations 2012). Pure and Applied Chemistry 84, 377-410 (2012).
Bhatia, S. Natural Polymer Drug Delivery Systems Nanopatrticles, Plants and
Algae. Springer (Springer International Publishing, 2016). doi:10.1007/978-3-
319-41129-3.

Li, Y. et al. Click chemistry-based biopolymeric hydrogels for regenerative
medicine. Biomedical Materials (Bristol) 16, (2021).

E,J. S.C, Gopi, S., A R, G, S. & Pius, A. Highly crosslinked 3-D hydrogels
based on graphene oxide for enhanced remediation of multi contaminant
wastewater. Journal of Water Process Engineering 31, 100850 (2019).

Fan, M. & Tan, H. Biocompatible conjugation for biodegradable hydrogels as
drug and cell scaffolds. Cogent Eng 7, (2020).

Su, H., Jia, Q. & Shan, S. Synthesis and characterization of Schiff base
contained dextran microgels in water-in-oil inverse microemulsion. Carbohydr
Polym 152, 156-162 (2016).

Nair, L. S. & Laurencin, C. T. Biodegradable polymers as biomaterials. Progress
in Polymer Science (Oxford) 32, 762—798 (2007).

Madl, A. C., Madl, C. M. & Myung, D. Injectable Cucurbit[8]uril-Based
Supramolecular Gelatin Hydrogels for Cell Encapsulation. ACS Macro Lett 9,
619-626 (2020).



52.

53.

54.

55.

56.

S57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

108

Mo, C., Xiang, L. & Chen, Y. Advances in Injectable and Self-healing
Polysaccharide Hydrogel Based on the Schiff Base Reaction. Macromol Rapid
Commun 42, 1-18 (2021).

Ahmad, S., Ahmad, M., Manzoor, K., Purwar, R. & lkram, S. A review on latest
innovations in natural gums based hydrogels: Preparations & applications. Int J
Biol Macromol 136, 870-890 (2019).

Kaplan, D. L. Biopolymers from Renewable Resources. Biopolymers from
Renewable Resources (1998). doi:10.1007/978-3-662-03680-8.

Ray, P. et al. Alginate-based hydrogels for drug delivery applications. in
Alginates in Drug Delivery 41-70 (Elsevier, 2020). doi:10.1016/B978-0-12-
817640-5.00003-0.

Andriamanantoanina, H. & Rinaudo, M. Relationship between the molecular
structure of alginates and their gelation in acidic conditions. Polym Int 59, 1531—
1541 (2010).

Sabadini, R. C. Redes Poliméricas de Macromoléculas Naturais como hidrogéis
superabsorventes. (Universidade de S&o Paulo (USP), 2015).

Jensen, H. M., Larsen, F. H. & Engelsen, S. B. Characterization of Alginates by
Nuclear Magnetic Resonance (NMR) and Vibrational Spectroscopy (IR, NIR,
Raman) in Combination with Chemometrics. in Natural Products From Marine
Algae: Methods and Protocols vol. 1308 347-363 (2015).

Hartmann, M., Dentini, M., Ingar Draget, K. & Skjak-Breek, G. Enzymatic
modification of alginates with the mannuronan C-5epimerase AIgE4 enhances
their solubility at low pH. Carbohydr Polym 63, 257-262 (2006).

Hasnain, M. S. et al. Alginates: Sources, Structure, and Properties. Alginates in
Drug Delivery (INC, 2020). doi:10.1016/b978-0-12-817640-5.00001-7.

Llanes, F., Sauriol, F., Morin, F. G. & Perlin, A. S. An examination of sodium
alginate from Sargassum by NMR spectroscopy. Can J Chem 75, 585-590
(1997).

Iwaki, Y. O. Eletrolitos Solidos Poliméricos a Base de Alginato de Saodio.
(Universidade de S&o Paulo, 2010).

Jiao, W. et al. Effects of Molecular Weight and Guluronic Acid/Mannuronic Acid
Ratio on the Rheological Behavior and Stabilizing Property of Sodium Alginate.
Molecules 24, 1-12 (2019).



64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

109

Qin, Y., Jiang, J., Zhao, L., Zhang, J. & Wang, F. Applications of Alginate as a
Functional Food Ingredient. in Biopolymers for Food Design 409-429 (Elsevier,
2018). doi:10.1016/B978-0-12-811449-0.00013-X.

Abasalizadeh, F. et al. Alginate-based hydrogels as drug delivery vehicles in
cancer treatment and their applications in wound dressing and 3D bioprinting. J
Biol Eng 14, 1-22 (2020).

Szekalska, M., Pucitowska, A., Szymanska, E., Ciosek, P. & Winnicka, K.
Alginate: Current Use and Future Perspectives in Pharmaceutical and
Biomedical Applications. Int J Polym Sci 2016, (2016).

Posocco, B. et al. Polysaccharides for the Delivery of Antitumor Drugs. Materials
vol. 8 (2015).

Chowhan, A. & Giri, T. K. Polysaccharide as renewable responsive biopolymer
for in situ gel in the delivery of drug through ocular route. Int J Biol Macromol
150, 559-572 (2020).

Szabo, L., Gerber-Lemaire, S. & Wandrey, C. Strategies to functionalize the
anionic biopolymer na-alginate without restricting its polyelectrolyte properties.
Polymers (Basel) 12, (2020).

Forget, A. et al. Polysaccharide hydrogels with tunable stiffness and
provasculogenic properties via a-helix to B-sheet switch in secondary structure.
Proc Natl Acad Sci U S A 110, 12887-12892 (2013).

Zhao, K. et al. Targeted hydroxyethyl starch prodrug for inhibiting the growth and
metastasis of prostate cancer. Biomaterials 116, 82—94 (2017).

Cumpstey, I. Chemical Modification of Polysaccharides. ISRN Org Chem 2013,
1-27 (2013).

Hu, Y., Su, X., Lei, Y. & Wang, Y. A novel anti-calcification method for
bioprosthetic heart valves using dopamine-modified alginate. Polymer Bulletin
76, 1423-1434 (2019).

Growney, E. A., Linder, H. R., Garg, K., Bledsoe, J. G. & Sell, S. A. Bio-
conjugation of platelet-rich plasma and alginate through carbodiimide chemistry
for injectable hydrogel therapies. J Biomed Mater Res B Appl Biomater 108,
1972-1984 (2020).

Pawar, S. N. & Edgar, K. J. Alginate esters via chemoselective carboxyl group
modification. Carbohydr Polym 98, 1288-1296 (2013).



76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

110

Balakrishnan, B., Lesieur, S., Labarre, D. & Jayakrishnan, A. Periodate oxidation
of sodium alginate in water and in ethanol-water mixture: A comparative study.
Carbohydr Res 340, 1425-1429 (2005).

Ding, W., Zhou, J., Zeng, Y., Wang, Y. nan & Shi, B. Preparation of oxidized
sodium alginate with different molecular weights and its application for
crosslinking collagen fiber. Carbohydr Polym 157, 1650-1656 (2017).

Gomez, C. G., Rinaudo, M. & Villar, M. A. Oxidation of sodium alginate and
characterization of the oxidized derivatives. Carbohydr Polym 67, 296-304
(2007).

Lee, K. Y., Bouhadir, K. H. & Mooney, D. J. Evaluation of chain stiffness of
partially oxidized polyguluronate. Biomacromolecules 3, 1129-1134 (2002).
Vold, I. M. N., Kristiansen, K. A. & Christensen, B. E. A Study of the Chain
Stiffness and Extension of Alginates, in Vitro Epimerized Alginates, and
Periodate-Oxidized Alginates Using Size-Exclusion Chromatography Combined
with Light Scattering and Viscosity Detectors. Biomacromolecules 7, 2136-2146
(2006).

Wang, S., Oommen, O. P, Yan, H. & Varghese, O. P. Mild and efficient strategy
for site-selective aldehyde modification of glycosaminoglycans: Tailoring
hydrogels with tunable release of growth factor. Biomacromolecules 14, 2427—
2432 (2013).

Kristiansen, K. A., Potthast, A. & Christensen, B. E. Periodate oxidation of
polysaccharides for modification of chemical and physical properties. Carbohydr
Res 345, 1264-1271 (2010).

Ramos, E. L. de L. Preparo e Caracterizacdo de Hidrogéis Injetaveis de
Galactomanana de Delonix regia Oxidada e Gelatina. (Universidade Federal do
Ceard, 2016).

Emami, Z., Ehsani, M., Zandi, M. & Foudazi, R. Controlling alginate oxidation
conditions for making alginate-gelatin hydrogels. Carbohydr Polym 198, 509—
517 (2018).

Millan, C., Cavalli, E., Groth, T., Maniura-Weber, K. & Zenobi-Wong, M.
Engineered Microtissues Formed by Schiff Base Crosslinking Restore the
Chondrogenic Potential of Aged Mesenchymal Stem Cells. Adv Healthc Mater
4, 1348-1358 (2015).



86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

111

Balakrishnan, B., Joshi, N., Jayakrishnan, A. & Banerjee, R. Self-crosslinked
oxidized alginate/gelatin hydrogel as injectable, adhesive biomimetic scaffolds
for cartilage regeneration. Acta Biomater 10, 3650-3663 (2014).

Nguyen, T. P. & Lee, B. T. Fabrication of oxidized alginate-gelatin-BCP
hydrogels and evaluation of the microstructure, material properties and
biocompatibility for bone tissue regeneration. J Biomater Appl 27, 311-321
(2012).

Baniasadi, H., Mashayekhan, S., Fadaoddini, S. & Haghirsharifzamini, Y.
Design, fabrication and characterization of oxidized alginate-gelatin hydrogels
for muscle tissue engineering applications. J Biomater Appl 31, 152-161 (2016).
Bai, X. et al. Self-cross-linkable hydrogels composed of partially oxidized
alginate and gelatin for myocardial infarction repair. J Bioact Compat Polym 28,
126-140 (2013).

Chen, M. H. et al. Methods to Assess Shear-Thinning Hydrogels for Application
As Injectable Biomaterials. ACS Biomater Sci Eng 3, 3146-3160 (2017).
Gharaie, S. S., Dabiri, S. M. H. & Akbari, M. Smart shear-thinning hydrogels as
injectable drug delivery systems. Polymers (Basel) 10, 0-15 (2018).

Chen, X. & Liu, Z. A pH-Responsive Hydrogel Based on a Tumor-Targeting
Mesoporous Silica Nanocomposite for Sustained Cancer Labeling and Therapy.
Macromol Rapid Commun 37, 1533-1539 (2016).

Askari, E. et al. Stimuli-responsive hydrogels for local post-surgical drug delivery.
Gels 6, 1-31 (2020).

Dimatteo, R., Darling, N. J. & Segura, T. In situ forming injectable hydrogels for
drug delivery and wound repair. Adv Drug Deliv Rev 127, 167-184 (2018).
Perera, M. M. & Ayres, N. Dynamic covalent bonds in self-healing, shape
memory, and controllable stiffness hydrogels. Polym Chem 11, 1410-1423
(2020).

Ullah, F., Othman, M. B. H., Javed, F., Ahmad, Z. & Akil, H. M. Classification,
processing and application of hydrogels: A review. Materials Science and
Engineering C 57, 414-433 (2015).

Gonzalez-Henriquez, C. M., Sarabia-Vallejos, M. A. & Rodriguez-Hernandez, J.
Advances in the fabrication of antimicrobial hydrogels for biomedical
applications. Materials 10, 1-23 (2017).



98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112

Lee, K. Y. & Mooney, D. J. Hydrogels for tissue engineering. Chem Rev 101,
1869-1879 (2001).

Yuan, L. et al. Injectable photo crosslinked enhanced double-network hydrogels
from modified sodium alginate and gelatin. Int J Biol Macromol 96, 569-577
(2017).

Lee, J. H. Injectable hydrogels delivering therapeutic agents for disease
treatment and tissue engineering. Biomater Res 22, 1-14 (2018).

Gyles, D. A., Castro, L. D., Silva, J. O. C. & Ribeiro-Costa, R. M. A review of the
designs and prominent biomedical advances of natural and synthetic hydrogel
formulations. Eur Polym J 88, 373—-392 (2017).

Le, T. M. D. et al. Physically crosslinked injectable hydrogels for long-term
delivery of oncolytic adenoviruses for cancer treatment. Biomater Sci 7, 4195—
4207 (2019).

Grant, G. T., Morris, E. R., Rees, D. A., Smith, P. J. C. & Thom, D. Biological
interactions between polysaccharides and divalent cations: The egg-box model.
FEBS Lett 32, 195-198 (1973).

Lee, K. Y. & Mooney, D. J. Alginate: Properties and biomedical applications.
Progress in Polymer Science (Oxford) 37, 106—126 (2012).

Gu, Z. et al. Double network hydrogel for tissue engineering. Wiley Interdiscip
Rev Nanomed Nanobiotechnol 10, (2018).

Chu, W., Nie, M., Ke, X., Luo, J. & Li, J. Recent Advances in Injectable Dual
Crosslinking Hydrogels for Biomedical Applications. Macromol Biosci 21, 1-17
(2021).

Chen, Q., Chen, H., Zhu, L. & Zheng, J. Fundamentals of double network
hydrogels. J Mater Chem B 3, 3654-3676 (2015).

Chen, Q., Chen, H., Zhu, L. & Zheng, J. Engineering of Tough Double Network
Hydrogels. Macromol Chem Phys 217, 1022-1036 (2016).

Zhang, W. et al. Fatigue of double-network hydrogels. Eng Fract Mech 187, 74—
93 (2018).

Wang, W. et al. Injectable, Self-Healing Hydrogel with Tunable Optical,
Mechanical, and Antimicrobial Properties. Chemistry of Materials 31, 2366—2376
(2019).

Xu, F. et al. High-Throughput Synthesis, Analysis, and Optimization of Injectable
Hydrogels for Protein Delivery. Biomacromolecules 21, 214-229 (2020).



112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

113

Marco-Dufort, B., Willi, J., Vielba-Gomez, F., Gatti, F. & Tibbitt, M. W.
Environment Controls Biomolecule Release from Dynamic Covalent Hydrogels.
Biomacromolecules 0-43 (2020) doi:10.1021/acs.biomac.0c00895.

Zhang, K., Feng, Q., Fang, Z., Gu, L. & Bian, L. Structurally Dynamic Hydrogels
for Biomedical Applications: Pursuing a Fine Balance between Macroscopic
Stability and Microscopic Dynamics. Chem Rev 121, 11149-11193 (2021).
Chakma, P. & Konkolewicz, D. Dynamic Covalent Bonds in Polymeric Materials.
Angewandte Chemie - International Edition 58, 9682—-9695 (2019).

Uman, S., Dhand, A. & Burdick, J. A. Recent advances in shear-thinning and
self-healing hydrogels for biomedical applications. J Appl Polym Sci 137, 1-20
(2020).

Heidarian, P. et al. Dynamic plant-derived polysaccharide-based hydrogels.
Carbohydr Polym 231, 115743 (2020).

Picchioni, F. & Muljana, H. Hydrogels based on dynamic covalent and non
covalent bonds: A chemistry perspective. Gels 4, 1-11 (2018).

Zhang, Z., He, C. & Chen, X. Hydrogels based on pH-responsive reversible
carbon-nitrogen double-bond linkages for biomedical applications. Mater Chem
Front 2, 1765-1778 (2018).

Belowich, M. E. & Stoddart, J. F. Dynamic imine chemistry. Chem Soc Rev 41,
2003-2024 (2012).

Klein, D. Organic Chemistry. (John Wiley and Sons, Inc., 2017).

Ding, F. et al. A dynamic and self-crosslinked polysaccharide hydrogel with
autonomous self-healing ability. Soft Matter 11, 3971-3976 (2015).

Zhao, X. et al. Antibacterial anti-oxidant electroactive injectable hydrogel as self-
healing wound dressing with hemostasis and adhesiveness for cutaneous
wound healing. Biomaterials 122, 34—47 (2017).

Hafeez, S. et al. Viscoelastic Oxidized Alginates with Reversible Imine Type
Crosslinks: Self-Healing, Injectable, and Bioprintable Hydrogels. Gels 4, 85
(2018).

Chen, Y. et al. Multiresponsive and Self-Healing Hydrogel via Formation of
Polymer-Nanogel Interfacial Dynamic Benzoxaborole Esters at Physiological
pH. ACS Appl Mater Interfaces (2019) doi:10.1021/acsami.9b16139.

Luo, C. et al. Biocompatible Self-Healing Coating Based on Schiff Base for
Promoting Adhesion of Coral Cells. ACS Appl Bio Mater 3, 1481-1495 (2020).



126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

114

Wang, L. N. L. L. N. et al. A double-crosslinked self-healing antibacterial
hydrogel with enhanced mechanical performance for wound treatment. Acta
Biomater 124, 139-152 (2021).

Wei, Z. et al. Novel biocompatible polysaccharide-based self-healing hydrogel.
Adv Funct Mater 25, 1352-1359 (2015).

Shi, J. et al. Schiff based injectable hydrogel for in situ pH-triggered delivery of
doxorubicin for breast tumor treatment. Polym Chem 5, 6180—-6189 (2014).

He, Y. et al. Research on the printability of hydrogels in 3D bioprinting. Sci Rep
6, 1-13 (2016).

Liao, S., Tang, L. & Qu, J. Schiff-base-functionalized polymeric hydrogel with
high stretchability and multifunction. Polym Adv Technol 32, 1844-1852 (2021).
Atoufi, Z. et al. A novel bio electro active alginate-aniline tetramer/ agarose
scaffold for tissue engineering: synthesis, characterization, drug release and cell
culture study. J Biomater Sci Polym Ed 28, 1617-1638 (2017).

Hozumi, T., Kageyama, T., Ohta, S., Fukuda, J. & Ito, T. Injectable Hydrogel with
Slow Degradability Composed of Gelatin and Hyaluronic Acid Cross-Linked by
Schiff's Base Formation. Biomacromolecules 19, 288—-297 (2018).

Koivisto, J. T. et al. Mechanically Biomimetic Gelatin-Gellan Gum Hydrogels for
3D Culture of Beating Human Cardiomyocytes. ACS Appl Mater Interfaces 11,
20589-20602 (2019).

Li, W. et al. All-natural injectable hydrogel with self-healing and antibacterial
properties for wound dressing. Cellulose 27, 2637-2650 (2020).

Ferreira, C. R. et al. Synthesis and characterization of scaffolds produced under
mild conditions based on oxidized cashew gums and carboxyethyl chitosan. Int
J Biol Macromol 176, 26—-36 (2021).

Yang, X., Bakaic, E., Hoare, T. & Cranston, E. D. Injectable polysaccharide
hydrogels reinforced with cellulose nanocrystals: Morphology, rheology,
degradation, and cytotoxicity. Biomacromolecules 14, 4447—-4455 (2013).
Pandit, A. H., Mazumdar, N., Imtiyaz, K., Alam Rizvi, M. M. & Ahmad, S. Self-
Healing and Injectable Hydrogels for Anticancer Drug Delivery: A Study with
Multialdehyde Gum Arabic and Succinic Anhydride Chitosan. ACS Appl Bio
Mater 3, 8460-8470 (2020).

Kbélmel, D. K. & Kool, E. T. Oximes and Hydrazones in Bioconjugation:
Mechanism and Catalysis. Chem Rev 117, 10358-10376 (2017).



139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

115

Cordes, E. H. & Jencks, W. P. On the Mechanism of Schiff Base Formation and
Hydrolysis. J Am Chem Soc 84, 832-837 (1962).

Kalia, J. & Raines, R. T. Hydrolytic Stability of Hydrazones and Oximes.
Angewandte Chemie International Edition 47, 7523-7526 (2008).

Flynn, J., Durack, E., Collins, M. N. & Hudson, S. P. Tuning the strength and
swelling of an injectable polysaccharide hydrogel and the subsequent release of
a broad spectrum bacteriocin, nisin A. J Mater Chem B 8, 4029-4038 (2020).
Li, J. & Mooney, D. J. Designing hydrogels for controlled drug delivery. Nat Rev
Mater 1, (2016).

Cascone, S. & Lamberti, G. Hydrogel-based commercial products for biomedical
applications: A review. Int J Pharm 573, 118803 (2020).

Vigata, M., Meinert, C., Hutmacher, D. W. & Bock, N. Hydrogels as drug delivery
systems: A review of current characterization and evaluation techniques.
Pharmaceutics 12, 1-45 (2020).

Hu, B. et al. An intrinsically bioactive hydrogel with on-demand drug release
behaviors for diabetic wound healing. Bioact Mater 6, 4592—-4606 (2021).
Thambi, T., Phan, V. H. G. & Lee, D. S. Stimuli-Sensitive Injectable Hydrogels
Based on Polysaccharides and Their Biomedical Applications. Macromol Rapid
Commun 37, 1881-1896 (2016).

Kolate, A. et al. PEG - A versatile conjugating ligand for drugs and drug delivery
systems. Journal of Controlled Release 192, 67-81 (2014).

Ehrbar, M. et al. Cell-Demanded Liberation of VEGF121 from Fibrin Implants
Induces Local and Controlled Blood Vessel Growth. Circ Res 94, 1124-1132
(2004).

Distler, T. et al. lonically and Enzymatically Dual Cross-Linked Oxidized Alginate
Gelatin Hydrogels with Tunable Stiffness and Degradation Behavior for Tissue
Engineering. ACS Biomater Sci Eng 6, 3899-3914 (2020).

Salmaso, S. et al. Cyclodextrin/PEG based hydrogels for multi-drug delivery. Int
J Pharm 345, 42-50 (2007).

Thoniyot, P., Tan, M. J., Karim, A. A., Young, D. J. & Loh, X. J. Nanoparticle—
Hydrogel Composites: Concept, Design, and Applications of These Promising,
Multi-Functional Materials. Advanced Science 2, 1-13 (2015).

Manzari, M. T. et al. Targeted drug delivery strategies for precision medicines.
Nat Rev Mater 6, 351-370 (2021).



153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

116

Campea, M. A., Majcher, M. J., Lofts, A. & Hoare, T. A Review of Design and
Fabrication Methods for Nanoparticle Network Hydrogels for Biomedical,
Environmental, and Industrial Applications. Adv Funct Mater 31, (2021).
MacFarlane, L. R. et al. Functional nanoparticles through 1-conjugated polymer
self-assembly. Nat Rev Mater 6, 7-26 (2021).

Deng, S., Gigliobianco, M. R., Censi, R. & Di Martino, P. Polymeric nanocapsules
as nanotechnological alternative for drug delivery system: Current status,
challenges and opportunities. Nanomaterials 10, (2020).

Hamidi, M., Azadi, A. & Rafiei, P. Hydrogel nanopatrticles in drug delivery. Adv
Drug Deliv Rev 60, 1638-1649 (2008).

Lavrador, P., Esteves, M. R., Gaspar, V. M. & Mano, J. F. Stimuli-Responsive
Nanocomposite Hydrogels for Biomedical Applications. Adv Funct Mater 31, 1—
30 (2021).

Brouillard, C. et al. Silver absorption and toxicity evaluation of silver wound
dressings in 40 patients with chronic wounds. Journal of the European Academy
of Dermatology and Venereology 32, 2295-2299 (2018).

Wei, S. et al. A composite hydrogel with co-delivery of antimicrobial peptides and
platelet-rich plasma to enhance healing of infected wounds in diabetes. Acta
Biomater 124, 205-218 (2021).

Tortorella, S. et al. Zein as a versatile biopolymer: different shapes for different
biomedical applications. RSC Adv 11, 39004—-39026 (2021).

Sun, C., Dai, L., Liu, F. & Gao, Y. Simultaneous treatment of heat and high
pressure homogenization of zein in ethanol-water solution: Physical, structural,
thermal and morphological characteristics. Innovative Food Science and
Emerging Technologies 34, 161-170 (2016).

Paliwal, R. & Palakurthi, S. Zein in controlled drug delivery and tissue
engineering. Journal of Controlled Release 189, 108-122 (2014).

Sharma, V. et al. Injectable hydrogel for co-delivery of 5-azacytidine in zein
protein nanoparticles with stem cells for cardiac function restoration. Int J Pharm
603, 120673 (2021).

Bavya, M. C., Vimal Rohan, K., Gaurav, G. B. & Srivasatava, R. Synergistic
treatment strategies to combat resistant bacterial infections using Schiff base
modified nanoparticulate - hydrogel system. Materials Science and Engineering
C 95, 226-235 (2019).



165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.
176.

177.

178.

117

Correa, S. et al. Translational Applications of Hydrogels. Chem Rev 121, 11385~
11457 (2021).

Alonso, J. M., Del Olmo, J. A., Gonzalez, R. P. & Saez-martinez, V. Injectable
hydrogels: From laboratory to industrialization. Polymers (Basel) 13, 1-24
(2021).

Vedadghavami, A. et al. Manufacturing of hydrogel biomaterials with controlled
mechanical properties for tissue engineering applications. Acta Biomater 62, 42—
63 (2017).

Liu, J. et al. Sericin/Dextran Injectable Hydrogel as an Optically Trackable Drug
Delivery System for Malignant Melanoma Treatment. ACS Appl Mater Interfaces
8, 6411-6422 (2016).

He, Y. Y. et al. A double-network polysaccharide-based composite hydrogel for
skin wound healing. Carbohydr Polym 261, 117870 (2021).

Silva, K. A. da. Sintese e caracterizacdo morfolégica, Optica e elétrica do
composito hidrogel/MBBA. (Universidade Estadual de Maringa, 2009).

Callister Jr., W. D. & Rethwisch, D. G. Materials Science and Engineering - An
Introduction. Wiley (John Wiley & Sons, Ltd, 2014).

Kaberova, Z. et al. Microscopic structure of swollen hydrogels by scanning
electron and light microscopies: Artifacts and reality. Polymers (Basel) 12,
(2020).

Yan, C. & Pochan, D. J. Rheological properties of peptide-based hydrogels for
biomedical and other applications. Chem Soc Rev 39, 3528 (2010).

von Lospichl, B. et al. Injectable hydrogels for treatment of osteoarthritis — A
rheological study. Colloids Surf B Biointerfaces 159, 477-483 (2017).

Loh, X. J. In-Situ Gelling Polymers. in Series in BioEngineering 226 (2015).
Mahato, K. et al. Nanomaterial Functionalization Strategies in Bio-Interface
Development for Modern Diagnostic Devices. in Biointerface Engineering:
Prospects in Medical Diagnostics and Drug Delivery 195-214 (Springer
Singapore, Singapore, 2020). doi:10.1007/978-981-15-4790-4_9.

Qu, J. et al. Antibacterial adhesive injectable hydrogels with rapid self-healing,
extensibility and compressibility as wound dressing for joints skin wound healing.
Biomaterials 183, 185-199 (2018).

Qian, C. et al. Injectable and self-healing polysaccharide-based hydrogel for pH-
responsive drug release. Int J Biol Macromol 123, 140-148 (2019).



179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

118

Xu, J. H. et al. Intrinsic self-healing polymers for advanced lithium-based
batteries: Advances and strategies. Appl Phys Rev 7, (2020).

Huang, H., Tsai, Y., Lin, S. & Hsu, S. Smart polymers for cell therapy and
precision medicine. J Biomed Sci 26, 1-11 (2019).

Talebian, S., Mehrali, M., Taebnia, N. & Pennisi, C. P. Self-Healing Hydrogels :
The Next Paradigm Shift in Tissue Engineering? Advanced Science 1801664,
47 (2019).

Omidi, S., Pirhayati, M. & Kakanejadifard, A. Co-delivery of doxorubicin and
curcumin by a pH-sensitive, injectable, and in situ hydrogel composed of
chitosan, graphene, and cellulose nanowhisker. Carbohydr Polym 231, 115745
(2020).

Mukherjee, S., Hill, M. R. & Sumerlin, B. S. Self-healing hydrogels containing
reversible oxime crosslinks. Soft Matter 11, 6152—-6161 (2015).

Maiti, S., Khillar, P. S., Mishra, D., Nambiraj, N. A. & Jaiswal, A. K. Physical and
self—crosslinking mechanism and characterization of chitosan-gelatin-oxidized
guar gum hydrogel. Polym Test 97, 107155 (2021).

Zhang, X. et al. Thermoresponsive dendronized chitosan-based hydrogels as
injectable stem cell carriers. Polym Chem 10, 2305-2315 (2019).

Zhang, M. et al. A pH-sensitive oxidized-dextran based double drug-loaded
hydrogel with high antibacterial properties. Int J Biol Macromol 182, 385-393
(2021).

Karoyo, A. H. & Wilson, L. D. A review on the design and hydration properties of
natural polymer-based hydrogels. Materials 14, 1-36 (2021).

Leena, M. M., Anukiruthika, T., Moses, J. A. & Anandharamakrishnan, C. Co-
delivery of curcumin and resveratrol through electrosprayed core-shell
nanoparticles in 3D printed hydrogel. Food Hydrocoll 124, 107200 (2022).

Lu, Y., Aimetti, A. A., Langer, R. & Gu, Z. Bioresponsive materials. Nat Rev Mater
2, (2016).

Poustchi, F. et al. Combination Therapy of Killing Diseases by Injectable
Hydrogels: From Concept to Medical Applications. Adv Healthc Mater 10, 1-30
(2021).

Haugen, H. J., Basu, P., Sukul, M., Mano, J. F. & Reseland, J. E. Injectable
biomaterials for dental tissue regeneration. Int J Mol Sci 21, (2020).



192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

204.

205.

119

Daly, A. C., Riley, L., Segura, T. & Burdick, J. A. Hydrogel micropatrticles for
biomedical applications. Nat Rev Mater 5, 20—-43 (2020).

Gaharwar, A. K., Singh, I. & Khademhosseini, A. Engineered biomaterials for in
situ tissue regeneration. Nat Rev Mater 5, 686—705 (2020).

Carvalho, W. S. P., Wei, M., Ikpo, N., Gao, Y. & Serpe, M. J. Polymer-Based
Technologies for Sensing Applications. Anal Chem 90, 459-479 (2018).

Asadi, N. et al. Multifunctional hydrogels for wound healing: Special focus on
biomacromolecular based hydrogels. Int J Biol Macromol 170, 728-750 (2021).
Amsden, B. Solute diffusion within hydrogels. Mechanisms and models.
Macromolecules 31, 8382—-8395 (1998).

Portnov, T., Shulimzon, T. R. & Zilberman, M. Injectable hydrogel-based
scaffolds for tissue engineering applications. Reviews in Chemical Engineering
33, 91-107 (2017).

Siepmann, J. & Gopferich, A. Mathematical modeling of bioerodible, polymeric
drug delivery systems. Adv Drug Deliv Rev 48, 229-247 (2001).

Truong, V. X. et al. Photodegradable gelatin-based hydrogels prepared by
bioorthogonal click chemistry for cell encapsulation and release.
Biomacromolecules 16, 2246-2253 (2015).

Alvarez-Lorenzo, C., Grinberg, V. Y., Burova, T. V. & Concheiro, A. Stimuli-
sensitive cross-linked hydrogels as drug delivery systems: Impact of the drug on
the responsiveness. Int J Pharm 579, 119157 (2020).

Norouzi, M., Nazari, B. & Miller, D. W. Injectable hydrogel-based drug delivery
systems for local cancer therapy. Drug Discov Today 21, 1835-1849 (2016).
Brazel, C. S. & Peppas, N. A. Modeling of drug release from swellable polymers.
European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics 49, 47-58 (2000).
Chen, X. et al. Magnetic and self-healing chitosan-alginate hydrogel
encapsulated gelatin microspheres via covalent cross-linking for drug delivery.
Materials Science and Engineering C 101, 619-629 (2019).

Yuan, F. Z. et al. Fabrication of injectable chitosan-chondroitin sulfate hydrogel
embedding kartogenin-loaded microspheres as an ultrasound-triggered drug
delivery system for cartilage tissue engineering. Pharmaceutics 13, 1-15 (2021).
Huebsch, N. et al. Ultrasound-triggered disruption and self-healing of reversibly
cross-linked hydrogels for drug delivery and enhanced chemotherapy. Proc Natl
Acad Sci U S A 111, 9762-9767 (2014).



206.

207.

208.

2009.

210.

211.

212.

213.

214.

215.

216.

217.

120

Lee, K. Y., Peters, M. C., Anderson, K. W. & Mooney, D. J. Controlled growth
factor release from synthetic extracellular matrices. Nature 408, 998-1000
(2000).

Gatenby, R. A., Gawlinski, E. T., Gmitro, A. F., Kaylor, B. & Gillies, R. J. Acid-
Mediated Tumor Invasion: a Multidisciplinary Study. Cancer Res 66, 5216-5239
(2006).

Cheng, C., Zhang, X., Meng, Y., Chen, L. & Zhang, Q. Development of a dual
drug-loaded hydrogel delivery system for enhanced cancer therapy: In situ
formation, degradation and synergistic antitumor efficiency. J Mater Chem B 5,
8487-8497 (2017).

Fasiku, V. O. et al. Polyethylene glycol-gum acacia-based multidrug delivery
system for controlled delivery of anticancer drugs. Polymer Bulletin 76, 5011—
5037 (2019).

Kavanagh, O. N., Albadarin, A. B., Croker, D. M., Healy, A. M. & Walker, G. M.
Maximising success in multidrug formulation development: A review. Journal of
Controlled Release 283, 1-19 (2018).

Murney, P. To mix or not to mix - Compatibilities of parenteral drug solutions.
Aust Prescr 31, 98-101 (2008).

Farokhi, M. et al. Importance of dual delivery systems for bone tissue
engineering. Journal of Controlled Release 225, 152-169 (2016).

Mokhtari, R. B. et al. Combination therapy in combating cancer. Oncotarget 8,
38022-38043 (2017).

He, C., Tang, Z., Tian, H. & Chen, X. Co-delivery of chemotherapeutics and
proteins for synergistic therapy. Adv Drug Deliv Rev 98, 64—76 (2016).

Yu, S., He, C. & Chen, X. Injectable Hydrogels as Unique Platforms for Local
Chemotherapeutics-Based Combination Antitumor Therapy. Macromol Biosci
18, 1-13 (2018).

Kalyanaraman, B. Teaching the basics of the mechanism of doxorubicin-induced
cardiotoxicity: Have we been barking up the wrong tree? Redox Biol 29, 101394
(2020).

Pippa, L. F. Farmacocinética, metabolismo e excrecdo renal da doxorrubicina
em pacientes com cancer de mama. 101 (2016) doi:10.11606/D.60.2017.tde-
12122016-160641.



218.

2109.

220.

221.

222.

223.

224.

225.

226.

227.

228.

229.

230.

121

Xu, G. et al. Enhancing the anti-ovarian cancer activity of quercetin using a self-
assembling micelle and thermosensitive hydrogel drug delivery system. RSC
Adv 8, 21229-21242 (2018).

Nikolaou, M., Pavlopoulou, A., Georgakilas, A. G. & Kyrodimos, E. The challenge
of drug resistance in cancer treatment: a current overview. Clin Exp Metastasis
35, 309-318 (2018).

Huber, P. C., Maruiama, C. H. & Almeida, W. P. Glicoproteina-P, resisténcia a
multiplas drogas (MDR) e relacdo estrutura-atividade de moduladores. Quim
Nova 33, 2148-2154 (2010).

Henidi, H. A. et al. Despite Blocking Doxorubicin-Induced Vascular Damage,
Quercetin Ameliorates Its Antibreast Cancer Activity. Oxid Med Cell Longev
2020, (2020).

Chandran, H., Meena, M., Barupal, T. & Sharma, K. Plant tissue culture as a
perpetual source for production of industrially important bioactive compounds.
Biotechnology Reports 26, 0-9 (2020).

Shin, S.-A. et al. Structure-Based Classification and Anti-Cancer Effects of Plant
Metabolites. Int J Mol Sci 19, 2651 (2018).

Fakhri, S., Moradi, S. Z., Farzaei, M. H. & Bishayee, A. Modulation of
dysregulated cancer metabolism by plant secondary metabolites: A mechanistic
review. Semin Cancer Biol (2020) doi:10.1016/j.semcancer.2020.02.007.
Carvalho, C. et al. Doxorubicin: The Good, the Bad and the Ugly Effect. Curr
Med Chem 16, 3267-3285 (2009).

Rivankar, S. An overview of doxorubicin formulations in cancer therapy. J
Cancer Res Ther 10, 853—-858 (2014).

Li, S. et al. Quercetin enhances chemotherapeutic effect of doxorubicin against
human breast cancer cells while reducing toxic side effects of it. Biomedicine
and Pharmacotherapy 100, 441-447 (2018).

Vafadar, A. et al. Quercetin and cancer: New insights into its therapeutic effects
on ovarian cancer cells. Cell Biosci 10, 1-17 (2020).

Almatroodi, S. A. et al. Potential therapeutic targets of quercetin, a plant flavonol,
and its role in the therapy of various types of cancer through the modulation of
various cell signaling pathways. Molecules 26, 1-38 (2021).

Amorati, R., Baschieri, A., Cowden, A. & Valgimigli, L. The antioxidant activity of

guercetin in water solution. Biomimetics 2, 6-9 (2017).



231.

232.

233.

234.

235.

236.

237.

238.

239.

240.

241.

122

Lesjak, M. et al. Antioxidant and anti-inflammatory activities of quercetin and its
derivatives. J Funct Foods 40, 68—75 (2018).

Tian, C. et al. Investigation of the anti-inflammatory and antioxidant activities of
luteolin, kaempferol, apigenin and quercetin. South African Journal of Botany
137, 257-264 (2021).

Escribano-Ferrer, E., Queralt Regué, J., Garcia-Sala, X., Boix Montanés, A. &
Lamuela-Raventos, R. M. In vivo anti-inflammatory and antiallergic activity of
pure naringenin, naringenin chalcone, and quercetin in Mice. J Nat Prod 82,
177-182 (2019).

Murakami, A., Ashida, H. & Terao, J. Multitargeted cancer prevention by
guercetin. Cancer Lett 269, 315-325 (2008).

Tang, S. M. et al. Pharmacological basis and new insights of quercetin action in
respect to its anti-cancer effects. Biomedicine and Pharmacotherapy 121,
109604 (2020).

Kee, J. Y. et al. Inhibitory effect of quercetin on colorectal lung metastasis
through inducing apoptosis, and suppression of metastatic ability.
Phytomedicine 23, 1680-1690 (2016).

Hassan, S. et al. Quercetin potentializes the respective cytotoxic activity of
gemcitabine or doxorubicin on 3D culture of AsPC-1 or HepG2 cells, through the
inhibition of HIF-1a and MDR1. PLoS One 15, 1-12 (2020).

Li, M. et al. Remodeling the tumor microenvironment to improve drug permeation
and antitumor effects by co-delivering quercetin and doxorubicin. J Mater Chem
B 7, 7619-7626 (2019).

Staedler, D., Idrizi, E., Kenzaoui, B. H. & Juillerat-Jeanneret, L. Drug
combinations with quercetin: Doxorubicin plus quercetin in human breast cancer
cells. Cancer Chemother Pharmacol 68, 1161-1172 (2011).

Wang, G., Zhang, J., Liu, L., Sharma, S. & Dong, Q. Quercetin Potentiates
Doxorubicin Mediated Antitumor Effects against Liver Cancer through p53/Bcl-
xl. PLoS One 7, (2012).

Xu, D., Qiu, C., Wang, Y., Qiao, T. & Cui, Y. L. Intranasal co-delivery of berberine
and evodiamine by self-assembled thermosensitive in-situ hydrogels for
improving depressive disorder. Int J Pharm 603, 120667 (2021).



242.

243.

244,

245.

246.

247.

248.

249.

250.

251.

123

Son, A. R. et al. Direct chemotherapeutic dual drug delivery through intra-
articular injection for synergistic enhancement of rheumatoid arthritis treatment.
Sci Rep 5, 1-12 (2015).

Haque, M. R., Lee, D. Y., Ahn, C. H., Jeong, J. H. & Byun, Y. Local Co-delivery
of pancreatic islets and liposomal clodronate using injectable hydrogel to prevent
acute immune reactions in a type 1 diabetes. Pharm Res 31, 2453-2462 (2014).
Gao, N. et al. Injectable shell-crosslinked F127 micelle/hydrogel composites with
pH and redox sensitivity for combined release of anticancer drugs. Chemical
Engineering Journal 287, 20—-29 (2016).

Naghizadeh, Z., Karkhaneh, A. & Khojasteh, A. Simultaneous release of
melatonin and methylprednisolone from an injectable in situ self-crosslinked
hydrogel/microparticle system for cartilage tissue engineering. J Biomed Mater
Res A 106, 1932-1940 (2018).

Wen, N. et al. A polysaccharide-based micelle-hydrogel synergistic therapy
system for diabetes and vascular diabetes complications treatment. Materials
Science and Engineering C 100, 94-103 (2019).

Sadeghi-Abandansari, H., Pakian, S., Nabid, M. R., Ebrahimi, M. & Rezalotfi, A.
Local co-delivery of 5-fluorouracil and curcumin using Schiff’'s base cross-linked
injectable hydrogels for colorectal cancer combination therapy. Eur Polym J 157,
110646 (2021).

Cheng, H. et al. Long-term antibacterial and biofilm dispersion activity of an
injectable in situ crosslinked co-delivery hydrogel/microgel for treatment of
implant infection. Chemical Engineering Journal 433, 134451 (2022).

Dalei, G. et al. In situ crosslinked dialdehyde guar gum-chitosan Schiff-base
hydrogels for dual drug release in colorectal cancer therapy. Chem Eng Sci 269,
(2023).

Du, M., Jin, J., Zhou, F., Chen, J. & Jiang, W. Dual drug-loaded hydrogels with
pH-responsive and antibacterial activity for skin wound dressing. Colloids Surf B
Biointerfaces 222, (2023).

Duarte, D. & Vale, N. Evaluation of synergism in drug combinations and
reference models for future orientations in oncology. Current Research in
Pharmacology and Drug Discovery vol. 3 Preprint at
https://doi.org/10.1016/j.crphar.2022.100110 (2022).



252.

253.

254.

255.

256.

257.

258.

259.

260.

261.

262.

263.

124

Ferreira, C. R. et al. Synthesis and characterization of scaffolds produced under
mild conditions based on oxidized cashew gums and carboxyethyl chitosan. Int
J Biol Macromol 176, 26—36 (2021).

Solomevich, S. O. et al. Chitosan — dextran phosphate carbamate hydrogels for
locally controlled co-delivery of doxorubicin and indomethacin: From
computation study to in vivo pharmacokinetics. Int J Biol Macromol 228, 273—
285 (2023).

Cui, B. et al. Emamectin benzoate-loaded zein nanoparticles produced by
antisolvent precipitation method. Polym Test 94, (2021).

Alioghli Ziaei, A., Erfan-Niya, H., Fathi, M. & Amiryaghoubi, N. In situ forming
alginate/gelatin hybrid hydrogels containing doxorubicin loaded chitosan/AuNPs
nanogels for the local therapy of breast cancer. Int J Biol Macromol 246, (2023).
Moreira, C. D. F. Hidrogéis injetaveis a base de quitosana/ gelatina/
nanoparticulas de vidro bioativo com potencial para regeneracao o6ssea: estudo
in vitro e in vivo. (Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), 2018).
Salem, D. M. S. A,, Sallam, M. A. E. & Youssef, T. N. M. A. Synthesis of
compounds having antimicrobial activity from alginate. Bioorg Chem 87, 103—
111 (2019).

Silverstein, R. M., Webster, F. X., Kiemle, D. J. & Bryce, D. L. Spectrometric
Identification of Organic Compounds. (2014).

Bouhadir, K. H. et al. Degradation of partially oxidized alginate and its potential
application for tissue engineering. Biotechnol Prog 17, 945-950 (2001).

Zhou, T., Li, J., Jia, X., Zhao, X. & Liu, P. PH/Reduction Dual-Responsive
Oxidized Alginate-Doxorubicin (MPEG-OAL-DOX/Cys) Prodrug Nanohydrogels:
Effect of Complexation with Cyclodextrins. Langmuir 34, 416—-424 (2018).
Sarker, B. et al. Fabrication of alginate-gelatin crosslinked hydrogel
microcapsules and evaluation of the microstructure and physico-chemical
properties. J Mater Chem B 2, 1470-1482 (2014).

Sirvid, J. A., Liimatainen, H., Visanko, M. & Niiniméki, J. Optimization of
dicarboxylic acid cellulose synthesis: Reaction stoichiometry and role of
hypochlorite scavengers. Carbohydr Polym 114, 73-77 (2014).
Huamani-Palomino, R. G. et al. Chemical modification of alginate with cysteine
and its application for the removal of Pb(ll) from aqueous solutions. Int J Biol
Macromol 129, 1056-1068 (2019).



264.

265.

266.

267.

268.

2609.

270.

271.

272.

273.

274.

275.

276.

125

Huamani-Palomino, R. G., Cordova, B. M., Elvis Renzo Pichilingue, L.,
Venancio, T. & Valderrama, A. C. Functionalization of an alginate-based material
by oxidation and reductive amination. Polymers (Basel) 13, 1-15 (2021).

Kinh, C. D., Thien, T. V., Hoa, T. T. & Khieu, D. Q. Interpretation of 1H-NMR
spectrum of alginate by 1H-1H TOCSY and COSY spectrum. J Chem 45, 772—
775 (2007).

Oliver, S. et al. Tuneable catechin functionalisation of carbohydrate polymers.
Carbohydr Polym 169, 480-494 (2017).

Afinjuomo, F. et al. Influence of oxidation degree on the physicochemical
properties of oxidized inulin. Polymers (Basel) 12, 3-8 (2020).

Maia, J., Ferreira, L., Carvalho, R., Ramos, M. A. & Gil, M. H. Synthesis and
characterization of new injectable and degradable dextran-based hydrogels.
Polymer (Guildf) 46, 9604-9614 (2005).

Wang, H. et al. A Study on the Correlation between the Oxidation Degree of
Oxidized Sodium Alginate on Its Degradability and Gelation. Polymers (Basel)
14, (2022).

Jiménez-Gomez, C. P. & Cecilia, J. A. Chitosan: A Natural Biopolymer with a
Wide and Varied Range of Applications. Molecules 25, (2020).

Chen, S. et al. Effect of molecular weight of hyaluronan on zein-based
nanoparticles: Fabrication, structural characterization and delivery of curcumin.
Carbohydr Polym 201, 599-607 (2018).

Zou, Y. et al. Encapsulation of quercetin in biopolymer-coated zein
nanoparticles: Formation, stability, antioxidant capacity, and bioaccessibility.
Food Hydrocoll 120, (2021).

Xu, H., Shen, L., Xu, L. & Yang, Y. Controlled delivery of hollow corn protein
nanoparticles via non-toxic crosslinking: in vivo and drug loading study. Biomed
Microdevices 17, (2015).

Reddy, N. & Rapisarda, M. Properties and applications of nanoparticles from
plant proteins. Materials 14, (2021).

Chen, N. et al. Cellulose-based injectable hydrogel composite for pH-responsive
and controllable drug delivery. Carbohydr Polym 225, 115207 (2019).

Silva, S. C. M., Fuzatto, R. H. S., Botrel, D. A., Ugucioni, J. C. & Oliveira, J. E.
Development of zein nanofibers for the controlled delivery of essential amino
acids for fish nutrition. SN Appl Sci 2, (2020).



277.

278.

279.

280.

281.

282.

283.

284.

285.

286.

287.

288.

126

Morsy, M. et al. Synthesis and characterization of freeze dryer chitosan
nanoparticles as multifunctional eco-friendly finish for fabricating easy care and
antibacterial cotton textiles. Egypt J Chem 62, 1277-1293 (2019).

Lu, S. et al. Preparation and Characterization of a Novel Natural Quercetin Self-
Stabilizing Pickering Emulsion. Foods 12, (2023).

Khan, M. A., Chen, L. & Liang, L. Improvement in storage stability and resveratrol
retention by fabrication of hollow zein-chitosan composite particles. Food
Hydrocoll 113, (2021).

Hao, G., Xu, Z. P. & Li, L. Manipulating extracellular tumour pH: An effective
target for cancer therapy. RSC Adv 8, 22182-22192 (2018).

Bashir, S. et al. Fundamental concepts of hydrogels: Synthesis, properties, and
their applications. Polymers (Basel) 12, 1-60 (2020).

Figueredo, G. P. de et al. Synthesis of MgAI204 by gelatin method: Effect of
temperature and time of calcination in crystalline structure. Materials Research
20, 254-259 (2017).

Nasreen, Z., Khan, M. A. & Mustafa, A. I. Improved Biodegradable Radiation
Cured Polymeric Film Prepared from Chitosan-Gelatin Blend. Journal of Applied
Chemistry 2016, 1-11 (2016).

Campos, L. A. de A. et al. Ceftazidime/Tobramycin Co-Loaded Chitosan-Coated
Zein Nanoparticles against Antibiotic-Resistant and Biofilm-Producing
Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella pneumoniae. Pharmaceuticals 17,
(2024).

El-Basheer, T. M., Shehap, A. M., Mahmoud, K. H. & Abd El-Kader, M. F. H.
Preparation and Thermal Properties of Gelatin/TGS Composite Films. Middle
East Journal of Applied Sciences 5, 157-170 (2015).

Noh, M. et al. Magnetic Nanoparticle-Embedded Hydrogel Sheet with a Groove
Pattern for Wound Healing Application. ACS Biomater Sci Eng 5, 3909-3921
(2019).

Cui, T., Wu, Y., Ni, C., Sun, Y. & Cheng, J. Rheology and texture analysis of
gelatin/dialdehyde starch hydrogel carriers for curcumin controlled release.
Carbohydr Polym 283, (2022).

Zhang, Q. et al. Synthesis and Rheological Characterization of a Novel Salecan
Hydrogel. Pharmaceutics 14, (2022).



289.

290.

127

Mohammadi, M., Karimi, M., Malaekeh-Nikouei, B., Torkashvand, M. &
Alibolandi, M. Hybrid in situ- forming injectable hydrogels for local cancer
therapy. Int J Pharm 616, (2022).

Zhang, P., Zhang, J., Zhao, L., Li, S. & Li, K. Quercetin attenuates the
cardiotoxicity of doxorubicin—cyclophosphamide regimen and potentiates its
chemotherapeutic effect against triple-negative breast cancer. Phytotherapy
Research 36, 551-561 (2022).



128



Apéndice A

Informacdes Suplementares — Resultados Experimentais

Figura Al. Curva padrdo da quercetina (A = 373 nm).
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Figura A2. Curva padrao da Doxorrubicina (A = 478 nm).
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Figura A3. Espectros de RMN de tH (400 MHz, D20) alginatos oxidados (regido

anomerica).
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Figura A4. Modelos matematicos aplicados na liberacéo

simultanea de quercetina e doxorrubicina em pH 6,8 e 7,4.
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ABSTRACT: This study explores the combined delivery of —

doxorubicin and quercetin using a gelatin-oxidized alginate-based

hydrogel as a promising strategy for localized breast cancer therapy. [Ep—

Ohir approach involves the incorporation of doxorubicin within the
hydrogel matrix and loading quercetin into chitosan-coated zein
nanoparticles. The hydrogel exhibited self-healing properties
attributed to Schiff base crosslinking and demonstrated inject-
ability. Characterization of its microstructural, mechanical, and = -.
textural properties revealed a porous and flexible structure, e ~
demonstrating its suitability for drug release applications. Both ~ "on @
drugs exhibited distinct in vitro release profiles at pH 6.8 (typical of oo —
tumor tissue), with doxorubicin at 81.2% and quercetin at 9.7%.

After 72 h of release, the cytotoxicity against MCF-7 breast cancer

cells was assessed. The hydrogel formulation containing doxorubicin increased the cytotoxic action by 4.66-fold, whereas the
hydrogel composite, containing both doxorubicin and quercetin-loaded nanoparticles, enhanced it by 20.7-fold compared with
doxorubicin alone. Thus, the findings of our study highlight the enhancing effect of the dual release system, thereby expanding the
utility of gelatin-oxidized alginate-based hydrogels as advanced drug delivery systems, as exemplified by the combined delivery of
doxorubicin and quercetin.
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