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RESUMO

Quitosana (QT) e N,N,N-trimetilquitosana (TMC) foram complexadas com heparina
(HP) para a obtencdo de complexos polieletroliticos (PECs). O PEC formado por QT e
HP (QT/HP) foi denominado como PEC1. Este foi o inico PEC de QT/HP obtido neste
trabalho e sua obtencdo ocorreu em pH 5, por isso, foi rotulado como PEC1-5. Os PECs
formados de TMC e HP (referidos como PEC2) foram preparados em pHs 5, 8, 10, e 12
(PEC2-5, PEC2-8, PEC2-10 e PEC2-12, respectivamente). A formacdao dos PEC2 em
meio alcalino é possivel devido a quaternizagdo da QT e conseqiiente manutengdo da
densidade de carga positiva sobre os atomos de nitrogénio na estrutura da TMC. QT,
TMC, e todos os PECs obtidos (PEC1 ¢ PEC2) foram caracterizados através das
espectroscopias de FTIR e CP-MAS RMN "“C. Foram observadas diferencas
significantes nos espectros de CP-MAS RMN "*C dos PECs em relagio aos precursores
(QT, TMC e HP). Para os PEC2, as diferengas foram atribuidas principalmente ao
elevado grau de quaternizacdo (GQ = 59%) da TMC. Os espectros de CP-MAS RMN
PC dos PEC2 também apresentaram alteragdes expressivas e dependentes do pH das
solugdes nas quais estes materiais foram preparados. Os espectros de CP-MAS RMN
1C referentes aos PEC2 obtidos em meio alcalino apresentaram maior similaridade ao
espectro de CP-MAS RMN 13C da HP. Este fato foi relacionado a maior efetividade de
complexagdo entre TMC e HP em meio alcalino e ao conseqiiente aumento na razao dos
carbonos C2 ¢ Co (C2/Cw) na estrutura da TMC. C2 referem-se aos carbonos ligados
covalentemente aos sitios N-monometilados (NM) e N-dimetilados (ND) na forma nao
carregada, enquanto que o carbono Cw ¢ atribuido aos carbonos ligados covalentemente
aos sitios N-trimetilados ('NT) e N-monometilados ('NM) carregados positivamente.
Imagens de MEV confirmaram alta densidade de poros, de diferentes tamanhos e

distribuidos heterogeneamente, na matriz do PEC2-8. A estabilidade térmica dos PEC2
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foi avaliada por andlise termogravimétrica (TGA) e por calorimetria diferencial
exploratoria (DSC). A partir de ambas as técnicas foi constatado que a estabilidade
térmica dos PEC2 aumenta linearmente com a eleva¢do do pH da solucdo de TMC,
utilizada no preparo dos materiais. Estes fatores também foram diretamente
correlacionados com a razdo C2/Cw. Através da difragdo de raios-X pode-se verificar o
maior ordenamento do PEC2-8 em relagdo aos outros PEC2 preparados em meio
alcalino. Isto foi confirmado pelo calculo das areas de P1 (26 = 30,11°), P2 (20 =
43,04°) e P3 (26 = 54,91°) dos PEC2 obtidos em pH 5, 8 10 e 12 em relagdo a0 mesmos
picos que aparecem no difratograma da TMC. Estes resultados ratificaram o pH 8 como
sendo a melhor condi¢do para a TMC e HP complexar. Estudos in vitro de liberagao de
HP confirmaram que o PEC2-8 pode apresentar potencial para a liberagdo especifica de
HP em ambientes com condigdes proximas a do intestino (pH 7,4), pois a partir deste
PEC foi possivel liberar em agua destilada (pH ~ 6) aproximadamente 4,2 mg L' e/ou

420 UI Kg"' de HP em 7 horas de estudo.

Palavras chave: Quitosna, N, N N-trimetilquitosana, Heparina, = Complexos

polieletroliticos, liberacdo controlada.
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ABSTRACT

Chitosan (CT) and N, N, N-trimethyl chitosan (TMC) were complexed with heparin (HP)
to obtain polyelectrolyte complexes (PECs). The PEC from CS/HP, labeled as PECI,
was obtained at pH 5 (PECI-5). The PECs from TMC/HP, labeled as PEC2, were
obtained at pHs 5, 8 10 and 12 (PEC2-5, PEC2-8, PEC2-10 and PEC2-12,
respectively). The formation of PEC2 in alkaline media became possible due to the
quaternization of CT. The structures of PECs were characterized by FTIR and CP-MAS
BC NMR spectroscopies. There were significant differences in the spectra of CP-
MAS "*C NMR of PECs in relation to the precursors (CT, TMC and HP). For PEC2, the
differences were attributed mainly to the high degree of quaternization (DQ = 59%) of
TMC. Through CP-MAS 13C NMR the ratio of carbons bonded to not charged nitrogen
atoms (C2) to the carbons bonded to positively charged atoms (Cw) at TMC were
calculated for each of PEC2 ones. The spectra of CP-MAS *C NMR of PEC2 also
showed significant changes that were dependent on pH in which the PECs were
prepared. Furthermore, the CP-MAS *C NMR spectra of PEC2 obtained in alkaline
medium showed greater similarity to the spectrum of CP-MAS >C NMR of HP. This
fact was related to greater effectiveness of complexation between HP and TMC in
alkaline medium and to the consequent increase in the ratio of carbons C2 and Cw
(C2/Cw) in the structure of TMC. C2 refer to carbons covalently bonded to sites N-
monomethyl (NM) and N-dimethyl (ND) in a non-charged, while the carbon Co is
assigned to carbons covalently bonded to sites N-trimethyl (NT") and N-monomethyl
(NM") positively charged. SEM images confirm a high density of pores, of different
sizes and heterogeneously distributed, in the matrix of PEC2-8. Thermal stability of
PEC2 was analyzed by Thermogravimetry (TGA) and Differential Scanning
Calorimetry (DSC). Both techniques allowed finding that the thermal stability of PEC2
increase linearly with increasing pH of the solution of TMC used in the preparation of
the materials. These factors were directly correlated with the ratio C2/Cw. Higher self-
assembling of PEC2-8 in relation to the other PEC2 obtained in alkaline medium was
observed through WAXS analysis. This was confirmed calculating the areas of P1 (26 =
30,11°), P2 (26 = 43,04°) and P3 (20 = 54,91°) of PEC2 obtained at pH 5, 8, 10 and 12
compared to the same peaks that appear in the WAXS profile of the TMC. This ratified
the pH 8 as the best condition for the strongest complexation between TMC and HP. In
vitro studies of HP release confirmed that the PEC2-8 may have potential for specific
delivering of HP on environments with pH conditions close to the intestinal one (pH
7,4), because it was possible to release from this PEC, in distilled water (pH ~ 6),
approximately 4.2 mg L' and/or 420 UL kg of HP in 7 hours of study.

Keywords: Chitosan, N,N,N-trimethyl chitosan, Heparin, Polyelectrolyte complexes,

Controlled release.
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1. INTRODUCAO.

1.1 Heparina.

1.1.1. Historico.

Em 1916, um estudante de medicina chamado Jay McLean, realiza a descoberta
de um agente anticoagulante presente em figado de caes. Esta substincia foi
denominada mais tarde por Howell e Holt de heparina (HP) [1]. O termo heparina
(hepathos = figado) foi designado pelos seus proprios descobridores em 1918. Até
1928, pouco se conhecia sobre a estrutura da HP, até que o estudo quimico
desenvolvido por Howell em 1928 mostrou que se constituia de um carboidrato, mais
especificamente um glicosaminoglicano (GAG). Embora tenha sido descoberta em
1916, seu uso clinico na prevencdo de tromboembolismo venoso foi iniciado apds
algumas décadas, em 1940, devido a dificuldades na purificacdo e padronizacdo
terap€utica [2,3]. Atualmente ainda reservam-se alguns questionamentos com relacao a
sua atividade bioldgica e desde a sua descoberta, em 1916, muitos estudos tém sido

feitos com relacdo a sua estrutura quimica e sua farmacologia.

1.1.2. Propriedades fisico-quimicas.

A heparina apresenta cadeia linear constituida por uma seqii€ncia alternada de
unidades sulfatadas de acido urénico e D-glucosamina com ligagdes do tipo a e B
(1—4). O acido urdnico podendo ser o acido L-Idurénico ou ainda o acido D-

glucurdénico e as unidades de D-glucosamina apresentam-se N-sulfatadas ou N-
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acetiladas. As moléculas de acido L-Idurdnico apresentam-se sulfatadas na posigdo C2 e

as unidades de D-glucosamina apresentam-se N-sulfatadas e 6-O sulfatadas (Fig. 1) [4].

"W Q O
H NHOSO,
HO 3

0SO3

Figura 1. Unidades monossacaridicas repetitivas da Heparina.

O acido L-Iduronico corresponde entre 70-80% do contetido de acidos urdnicos
presentes na estrutura da HP e o acido D-glucurénico corresponde entre 20 a 30% [5]. O
alto grau de sulfatagdo faz da HP o GAG de maior acidez e, consequentemente o
polieletrolito natural mais fortemente carregado. Tal caracteristica quimica contribui
para a relativa facilidade de localizar a HP em tecidos animais empregando-se corantes
acidofilos como, por exemplo, o azul de metileno (AM) [6].

A HP ¢ biosintetizada e armazenada exclusivamente em mastocitos. Tecidos
animais ricos em mastocitos como os pulmdes de bois e mucosa intestinal de porcos sdo
utilizados como fonte de HP [7]. Com relagdo aos aspectos fisico-quimicos, a HP
comporta-se como polieletrolito em solugdes aquosas (principalmente em pH > 6)
devido a sua elevada densidade de carga negativa. Na HP sodica, os protons acidos das
unidades de sulfonatos sdo substituidos parcialmente por ions de sédio. A HP também
pode apresentar-se na forma de sais de calcio.

Atualmente, existem duas formas de heparinas (HPs) disponiveis para uso
clinico: HPs com massa molar em torno de 3000 a 30000 Daltons, em geral 15000
Daltons, sao denominadas de HPs ndo fracionadas ¢ as moléculas com massa molares

entre 2000 a 10000 Daltons, denominadas de HPs de baixa massa molar [§].
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1.1.3. Fatores que contribuem para inibicdo da coagulacao sanguinea.

Constata-se na literatura cientifica que a HP atua na liberacdo e ativagdo de
lipoproteinas e lipases hepaticas, possui efeito diurético, antinflamatorio e antiviral e
atua na promocdo da fibrindlise [2]. A HP exerce sua fungfo anticoagulante
indiretamente, por atuar como cofator da antitrombina (proteina inibitéria da
coagulacdo) [9]. A HP aumenta em até 1000 vezes a atividade desta proteina,
possibilitando a interferéncia no processo final de coagulacdo, que consiste na
conversdao da protrombina em trombina que, por sua vez, promove a conversdo do
fibrinogénio em fibrina, originando o coagulo [6].

A ligacdo da antitrombina & HP induz uma mudanga conformacional na
molécula de antitrombina, a qual acelera grandemente a inibi¢do de vérios fatores de
coagulagdo, principalmente os fatores Xa e Ila (trombina) [10,11]. A inativacdo da
trombina (fator Ila) pela HP ¢ dependente do tamanho da cadeia sacaridica, ou seja, a
HP retirada da mucosa intestinal ndo ¢ eficaz na inibicdo da coagulacdo sanguinea
quando comparada com a HP extraida dos pulmdes, [12]. HPs com menos de 18
unidades monossacaridicas (massa molar menor que 5400 Daltons), ndo podem ligar-se
a trombina e a antitrombina simultaneamente, sendo incapazes de inibir a trombina
através da antitrombina [13]. A atividade anticoagulante da HP ¢ atribuida
principalmente aos substituintes sulfato e carboxil, os quais deixam este biopolimero
com uma incomum alta densidade de carga negativa. Estudos com HPs modificadas e
oligossacarideos obtidos da mesma indicaram que cada uma dessas cargas negativas €
significante para assegurar uma alta atividade anticoagulante [14,15]. HPs
supersulfatadas apresentam diminui¢do significativa de sua atividade anticoagulante
quando comparadas com a HP padrido. Este efeito se deve a provavel ocorréncia de

sulfatacdo em posi¢des artificiais no polissacarideo. Isto sugere que a atividade
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anticoagulante da HP, via antitrombina, ndo dependa somente de seu conteudo de
grupos sulfato e carboxil, mas também da posi¢do desses grupamentos na estrutura do
polissacarideo [16].

A HP nao fracionada ¢ utilizada na prevencdo e tratamento de trombose venosa
profunda e tromboembolismo pulmonar. E também um importante agente na prevengio
de acidentes tromboembdlicos, freqiientemente observados no periodo pds-operatorio
de alguns tipos de cirurgias, principalmente pélvicas e ortopédicas [17]. A
administracdo da HP ¢ realizada por via intravenosa ou subcutanea ndo existindo um
mecanismo para a via oral. O efeito ¢ imediato quando administrada por via
intravenosa, em contraste, existe consideravel variacdo na biodisponibilidade quando a
administracdo e realizada pela via subcutanea. A biodisponibilidade da HP pela via
subcutanea ¢ baixa e dose-dependente. O inicio da acdo da HP administrada por esta via
ocorre entre 20 a 60 minutos [2].

Devido a alta quantidade de cargas negativas e a alta massa molar, a HP ¢
geralmente ineficiente quando administrada através da via oral [18]. Entretanto varios
estudos tém demonstrado que HPs ndo fracionadas e HPs de baixa massa molar, quando
administradas através do tubo estomacal de camundongos, ratos, e coelhos possuem
atividade antitromboética em baixas doses [19-21]. Embora a administracdo de HP pela
via oral demonstre atividade antitrombdtica, pouco ¢ conhecido sobre a farmacocinética.
Sabe-se apenas, que quando a HP ¢ administrada por via oral as moléculas sdo
incorporadas em células endotélias. Também foi observado que uma quantidade muito

pequena ¢ encontrada no plasma [22].
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1.1.4. Efeitos colaterais.

Os efeitos adversos mais comumente observados com o uso da HP sdo a
trombocitopenia induzida (TIH), hemorragia e osteoporose. Entre os efeitos adversos
conhecidos na terapia com HP, a TIH, é sem divida a mais freqiiente e importante [23].
A TIH ¢ definida quando ocorre a diminuicdo de 50% do nimero de plaquetas em
relagdo a contagem de plaquetas antes do inicio da terapia com HP [24]. Pacientes que
recebem altas doses de HP (15000 a 30000 UI Kg'1 ao dia) por periodos superiores ha
seis meses podem desenvolver osteoporose, entretanto o mecanismo pelo qual a HP
produz osteoporose ¢ incerto [25]. Estudos sugerem que a HP liga-se a diferentes ions

incluindo o calcio, impedindo assim a calcificagdo [26].

1.2. Complexos polieletroliticos e hidrogéis a base de quitosana utilizados em
remocio de ions metalicos em aguas residuais.

Cientistas t€ém dado muita atencao nos dias atuais para as novas descobertas que
ajudam a diminuir a poluicdo na biosfera. Poluicdo esta que ¢ causada principalmente
por agentes organicos e inorganicos. Neste contexto, os metais tem tido maior atencdo,
principalmente pela toxicidade de muitos deles, mesmo em baixas concentracdes [27].
A remocao de ions metalicos de detritos e de dguas industriais ¢ um grande problema
nos dias atuais. Processos de precipitagdo, troca iOnica, entre outros, tém sido
empregados no tratamento de efluentes com elevado teor de metais [28]. Destes, a
precipitagdo ¢ a mais comumente empregada. Devido a baixa seletividade do primeiro
processo (precipitagdo) e do alto custo do segundo (troca idnica) inimeros estudos tém
objetivado a busca de novos materiais (hidrogéis superabsorventes) que possibilitem a

remogao de ions metalicos em aguas residuais por processos ndo convencionais [29]. Os
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hidrogéis a base de polimeros naturais (quitina, quitosana, amido, celulose),
principalmente a base de quitosana (QT) tem despertado grande interesse de
pesquisadores, devido as suas excelentes propriedades [30].

A QT ¢ um polissacarideo derivado do processo de desacetilacdo da quitina, que
constitui a maior fragdo dos exoesqueletos de insetos e crustaceos. A quitina € o
biopolimero organico mais abundante da natureza, apds a celulose [31,30]. Enquanto a
quitina € inerte e insolavel, a QT ¢ reativa e soliivel em acidos organicos fracos ou
diluidos como acido acético 3% e acido formico. A QT ¢ insolavel em agua, podendo
ser caracterizada como um polieletrélito catidnico. Sua estrutura ¢ formada pela
repeticdo de unidades [(1—4)-2-amino-2-desoxi-D-glicose ou (D-glucosamina)
apresentando uma cadeia polimérica similar a da celulose, exceto pela substituicdo dos

grupos hidroxila na posi¢ao 2 por grupos acetamida (Fig. 2).
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Figura 2. Unidades monossacaridicas repetitivas da Quitosana.

3

O pKa do grupo amino da QT situa-se entre 5,9 e 6,7 e depende da dimensdo da
cadeia polimérica [32]. Os grupos amino atuam como polieletrdlitos cationicos em pH <
6,5, portanto podem servir como sitios quelantes.

Ha cerca de trés décadas a QT esta sendo usada em processos de purificagdo e
tratamento de agua para remog¢do de dleo. Dessa forma, modificacdes quimicas na

superficie deste biopolimero e conseqiiente imobilizagdo de agentes complexantes
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melhoram a seletividade por ions especificos e podem caracterizar novos materiais
adsorventes [33]. Este biopolimero tem sido amplamente utilizado na adsor¢do de
metais pesados, principalmente mercurio, cadmio, zinco, cobre e urdnio [34]. A
presenca de um percentual elevado de grupos amino distribuidos na cadeia polimérica
confere a QT caracteristicas de uma polibase, capaz de neutralizar solugdes acidas e
provocar a precipitagdo de varios fons de metais em solu¢des aquosas acidas [35].

Por ser um polissacarideo catidnico, a QT reage com substincias
macromoleculares similares de cargas opostas como, por exemplo, alginato, sulfato de
condroitina, pectina ¢ HP formando complexos polieletroliticos (PECs).

A existéncia de uma espécie macromolecular anidnica na matriz polimérica
favorece a interacdo com ions de cargas opostas. Microesferas de QT reticulada com
epicloridrina e impregnadas com HP apresentaram resultados significantes quanto a
adsorcao de ions Cu(Il) [36]. A adi¢do de um agente de reticulacdo (epicloridrina) se faz
necessaria para proporcionar estabilidade ao material polimérico. A impregnacdo de HP
na matriz polimérica possibilita o aumento de grupos funcionais favorecendo interagdes
eletrostaticas com metais. Desta forma, promove-se melhor especificidade e
seletividade ao material o que ajuda na adsor¢ao de ions metalicos [36].

A QT possui uma capacidade de adsor¢do de cinco a seis vezes superior a da
quitina [37]. A dissolugdo de tripolifosfato de sodio (NasP30;0) (TPF) em uma solugao
de QT induz reticulagdo idnica entre estas substincias e propicia a obtencdo de
microparticulas [38]. A reticulagdo da QT com TPF possibilita maior estabilidade ao
material obtido e introduz grupos fosfatos, os quais possuem sitios basicos que poderdo
interagir com fons H;O" e ions metéalicos em solugdio aquosa podendo aumentar sua

capacidade de remediagdo de ambientes aquaticos contaminados pela mineracdo de
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carvdo. A reticulagdo idnica da QT com TPF mostrou-se eficaz também na adsorgdo de

ions Cu(Il) (Fig. 3) [39].
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Figura 3. Dependéncia do pH para a ocorréncia de adsor¢do e dessor¢do de ions Cu(Il)
em matriz de quitosana reticulada com TPF [39].

1.3. Complexos polieletroliticos e hidrogéis a base de quitosana utilizados em
liberacao controlada de farmacos.

Nos ultimos anos muitos grupos de pesquisas na area de materiais poliméricos
tém dado muita atencdo para sistemas de entrega especifica. Estes sistemas oferecem
grandes vantagens sobre os sistemas farmacéuticos convencionais [40], devido a
liberacao do farmaco diretamente no sitio de agao [41], protecdo da substancia ativa em
condigdes acidas, reducdo do nimero de doses e pequena variagdo na concentragdo do
farmaco com o tempo, aumentando a acdo terapéutica. O mecanismo de entrega
controlada difere das formas farmacéuticas convencionais, que incluem principalmente

complexos de sais, suspensdes, emulsdes e comprimidos. Para estes sistemas de
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liberagdo controlada preferem-se a administracdo através da via oral, devido a facil
manipulacdo, maior conforto, menor risco e custo [40].

Entretanto, a administragdo por esta via apresenta limitagdes devido a varios
fatores que afetam o modo de absorcdo de farmacos. No organismo humano as
substancias sdo absorvidas no intestino delgado e entdo levadas para todo o corpo
através da corrente sanguinea. Muitas destas substincias degradam quando estdo em
contato com o pH do estdmago (pH ~ 2). Assim, estas substincias ao atingirem a regido
gastrica se degradam e para que uma fragdo do farmaco passe por essa regido sem se
degradar s3o necessarias altas doses e isto pode ser nocivo ao paciente. Dessa forma,
tém sido desenvolvidas medidas para se contornar esse problema. Uma dessas medidas
seria a administragdo da substiancia via parenteral (injecdo) o que inclui as vias
subcutanea, intramuscular e endovenosa. Porém, essas vias podem causar dores no local
da injecdo, riscos de infeccdo ou reacdes alérgicas ao paciente e, portanto, algumas
rejeicdes e contra-indicagdes podem existir.

Dessa forma, a administracao através da via oral pode ser utilizada fazendo o
uso de sistemas carreadores de farmacos. Estes sistemas podem ser obtidos através de
PECs. Quando dois polimeros com cargas opostas sdo misturados em meio aquoso a
atracdo eletrostatica entre eles pode conduzir a formacdo de (PECs). Desta forma, PECs
sdo estruturas formadas por interacdes fisicas entre um polimero que possui grupos com
cargas positivas e outro com cargas negativas em solu¢do. Tais materiais podem ser
obtidos a partir da QT (Fig. 2) e HP (Fig. 1) respectivamente [42]. A atragdo
eletrostatica entre os grupos catidnicos e grupos anionicos de polieletrolitos sdo as
principais interacdes na formagdo dos PECs. Elas sdo mais fortes do que quaisquer
outras interagdes secundarias, tais como ligacdes de hidrogénio, interagdes dipolo-

dipolo e interagdo de Van der Waals [43]. Se as interagdes entre os polieletrolitos de
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cargas opostas forem muito intensas, os PECs podem precipitar [43]. Os PECs podem
ser sensiveis as alteracdes de pH e forca i6nica de solugdes aquosas. Dependendo do
meio em que estdo inseridos, podem exibir alta densidade de carga e diferentes
comportamentos de intumescimento. Esta caracteristica permite a difusdo de moléculas
de 4gua e de solutos, tais como farmacos [44] e proteinas do interior da matriz dos PECs
[45] para o meio de intumescimento.

O PEC formado entre HP (polimero anidnico) e QT (polimero cationico) foi

estudado por Kweon e colaboradores [46] (Fig. 4).
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Figura 4. PEC de Quitosana e Heparina.

Sistemas assim constituidos podem apresentar interagdes eletrostaticas fortes e
continuam a apresentar estabilidade relativa mesmo variando o pH [42]. Materiais com
estas caracteristicas apresentam grandes vantagens em relagdo aos hidrogéis
irreversiveis  (cadeias  poliméricas  hidrofilicas  tridimensionais, reticuladas
covalentemente) por apresentarem, freqiientemente, constituintes toOxicos em sua matriz.
Em se tratando de PEC de QT/HP, a QT apresenta importantes caracteristicas para obter
sistemas como o descrito acima, pois ¢ um polimero obtido a partir da fonte natural
quitina, ¢ cationico, portanto interage com a HP através de interagdes eletrostaticas,

além de ser biodegradavel o que facilita a sua elimina¢do pelo corpo humano.
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Por se tratar de um polimero de fonte natural, biodegradavel, extremamente
abundante e atoxico a QT tem sido proposta como material potencialmente atraente para
usos diversos, principalmente em engenharia, biotecnologia e medicina [47]. A QT ¢
biocompativel com tecidos vivos por ndo causar reacoes alérgicas e rejeicdes, degradada
sob a acdo de fermentos e ¢ facilmente removivel do organismo sem causar reagdes
colaterais.

Sistemas de microparticulas cuja matriz ¢ composta de QT foram estudados no
sentido de tratar infecgdes gastricas, pois podem atingir uma area extensa da mucosa e
liberar o farmaco instantaneamente [48]. O grupo amino protonado da QT permite o
estabelecimento de diferentes tipos de interagdo com farmacos idnicos € ndo iOnicos
[49] e também fornece sistemas pH-sensiveis, que intumescem em pH gastrico
permitindo uma liberacao local-especifica [50].

A vantagem dos PECs em relacdo aos hidrogéis irreversiveis se deve a nao
necessidade de acrescentar uma substancia que atue na reticulagdo (formagao do arranjo
tridimensional), ou seja, um agente de reticulacdo que ¢ imprescindivel na sintese de
hidrogéis irreversiveis. Na maioria das vezes os agentes de reticulagdo sdo substancias
danosas a saude (substancias toxicas), € possa uma vez incorporado a matriz polimérica,
diminuir sua possivel biodegradabilidade e biocompatibilidade. A microencapsulagdo
de farmacos ¢ uma alternativa da qual se tem lancado mado para minimizar e até eliminar
efeitos colaterais indesejaveis [51].

O genipin ¢ uma substancia natural atoxica extraida de plantas medicinais. Tem
sido relatado em trabalhos recentes que esta substancia liga-se covalentemente a QT,
atuando como agente de reticulacdo. Estudos indicaram enorme vantagem deste agente
comparado as substancias sintéticas, pois o genipin apresenta em torno de 5000 a 10000

vezes menor toxicidade em relagdo ao glutaraldeido [52].
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Um sistema alternativo que pode ser potencialmente tutil na remog¢do de HP da
circulagdo sangiiinea foi desenvolvido por Kaminski e colaboradores [53]. Este sistema
¢ baseado na aplicagdo de microesferas de QT utilizando genipin como agente de
reticulacdo. A principal vantagem do dispositivo polimérico proposto acima ¢ que todos
os reagentes basicos utilizados para preparar as microesferas (QT, genipin, surfactantes)
sdo de baixo custo e atoxicos. A taxa de remog¢ao de HP pode ser ajustada alterando o
valor de pH. Além disso, para permitir a remocao de HP em maiores valores de pH, fez
se a modificagdo da QT com cloreto de glicidiltrimetilaménio (GTMAC). A
modificacdo torna o nitrogénio do grupamento amino da QT quaterndrio mantendo uma
carga positiva nos atomos de nitrogénio mesmo em pH alcalino. Isto resultou em uma
alta taxa de remogdo de HP em pH tipico do sangue (7,4). A carga positiva
remanescente nos atomos de nitrogénio dos grupos amino da QT favorece a interagdo
eletrostatica com grupos sulfatos existente ao longo da cadeia polimérica da HP (Fig. 5).

Portanto, verificou-se a remog¢dao de HP mesmo o meio sendo alcalino.
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Figura 5. Interacdo eletrostatica entre o derivado de Quitosana e Heparina [53].
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1.4. Quitosana versus N,/N,N-Trimetilquitosana (TMC) em liberacao controlada.

A QT possui propriedades interessantes, tais como biodegradabilidade,
biocompatibilidade, atoxicidade, mucoadesividade e atividades antimicrobianas. Devido
a isso, tem sido extensivamente estudada e aplicada em diversas areas [54-58]. O grupo
amino presente na estrutura sacaridica da QT atua como polieletrélito cationico em pHs
< 6,5; [59,60] mas ¢ insoluvel em pH > 6,5. Essa insolubilidade restringe a aplicacdo
biomédica da QT, principalmente em situacdes onde a entrega controlada de farmacos ¢
necessaria. Para superar essa limitagdo, pesquisadores tém sintetizado derivados que
apresentam solubilidade em ampla faixa de pH, incluido o fisiologico (7,4) [61].

Neste sentido, varios grupos de pesquisadores obtiveram a N,N,N-
trimetilquitosana (TMC) (Fig. 6), que ¢ soluvel em grande faixa de pH [62,63]. Assim, a
TMC tem atraido a atengdo de quimicos de polimeros e outros, pois este pode manter,
ou superar algumas propriedades da QT. Por exemplo, este derivado pode manter a
biodegradabilidade, biocompatibilidade, mucoadesividade e atoxicidade, além de
melhorar a acdo antimicrobiana em relagdo a QT, assegurando assim, um futuro
promissor em algumas aplicagdes biotecnologicas [64]. Na area de liberagdo controlada
de farmacos a TMC permite maior solubilidade e permeabilidade em meios bésicos e
neutros [65-67]. Pesquisas tém mostrado que a TMC pode melhorar a permeagao de

peptideos e algumas proteinas na regido do trato gastrointestinal [68-70].
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Figura 6. Estrutura da N, N, N-trimetilquitosana (TMC).

E bem conhecido que a absorgdo de medicamentos dirigida para a corrente
sanguinea ocorre na regido intestinal, onde o pH ¢ ligeiramente alcalino (7,4). De tal
forma, novos materiais poliméricos (hidrogéis) com base na TMC podem ser
desenvolvidos visando a liberagdo controlada de farmacos (no trato gastrointestinal) e
ainda pode vir a apresentar utilidade promissora em culturas de células, regeneracdo e
reparagao de tecidos [71].

A TMC possui um interesse particular devido a sua estrutura definida, melhor
solubilidade e facil preparo [62,63]. Le Dung e colaboradores [62] obtiveram a TMC
com aproximadamente 35% de substituicdo. Sieval e colaboradores [63], com base nos
resultados de Le Dung, buscaram desenvolver uma nova rota sintética que obtivessem
TMC com diferentes e preferivelmente graus de quaternizacdo (GQ) maiores. A
inten¢do era investigar o efeito da metilacdo na QT em aplicacdes farmacéuticas. Sieval
confirmou experimentalmente que Le Dung interpretou erroneamente seus resultados,
segundo ele, Le Dung obteve TMC com apenas 15% de quaternizagdo. Com a nova
metodologia desenvolvida, em duas etapas de reagdo, Sieval pode obter TMC com GQ
proximos e superiores a 60%.

A TMC pode apresentar solubilidade em concentracdo de até 5% (m/v), fato este
de grande importancia, pois reduz a limitagdo de baixa solubilidade da QT. Em um

procedimento de trés etapas foi possivel obter TMC com maiores GQ (GQ > 85%).
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Porém, esta via sintética resultou também na metilagdo completa do oxigénio do
grupamento alcool presente na QT. Por isso, a solubilidade da TMC foi diminuida
consideravelmente [63].

Dessa forma, com a TMC novos materiais poliméricos (hidrogéis) podem ser
desenvolvidos para fins de liberagdo controlada de farmacos na regido intestinal.
Portanto, processando a metilagdo da QT obtém-se a produgcdo da TMC, derivado
hidrossoltivel que possui cargas positivas permanentes ao longo das cadeias, devido a

quaternizagdo dos grupos amino.

2. OBJETIVOS

e Sintetizar a N,N,N-trimetilquitosana (TMC), derivado hidrossoluvel da
Quitosana (QT).

e Caracterizar a QT e a TMC através das técnicas de RMN de polarizagdo cruzada
(CP-MAS RMN "C) e espectroscopia de infravermelho (FTIR) e ainda
quantificar o grau de quaternizacao (GQ) da TMC por RMN 'H.

e Preparar complexos polieletroliticos de quitosana/heparina em pH 5 (PEC1-5) ¢
N,N, N-trimetilquitosana/heparina (PEC2), sendo este tltimo em ampla faixa de
pHs e caracterizar os PECs e precursores por meio de RMN de sélidos (CP-
MAS RMN "C) e espectroscopia de infravermelho (FTIR).

e (aracterizar as propriedades fisico-quimicas dos complexos polieletroliticos de
N,N,N-trimetilquitosana/heparina utilizando as técnicas de TGA, DSC e
Difracdo de raio-X e correlacionar com suas estruturas.

e Analisar a morfologia do PEC2-8 através da Microscopia Eletronica de

Varredura (MEV).
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e Estudar, utilizando sistemas in vitro, a liberagdo controlada de heparina a partir
dos PECs de TMC/HP (PEC2) obtidos em pH 8 e 12 (PEC2-8 e PEC2-12) e
avaliar a estabilidade destes materiais em meio 4cido, condi¢do de pH proxima

da encontrada na regido géstrica.

3. EXPERIMENTAL

3.1. Materiais

Quitosana (CAS 9012-76-4) com grau de desacetilagdio de 85% e massa
molecular média de 87 x 10° g mol™ foi adquirida através da Golden-Shell Biochemical
(China); Iodeto de Metila (CAS 74-88-4), N-metil-2-pirrolidona (CAS 872-50-4) e Azul
de Metileno (CAS 97130-83-1) foram obtidos da Sigma-Aldrich. Heparina Sodica
(CAS 9041-08-1) foi gentilmente fornecida pela Kin Master (Passo Fundo/RS, Brasil).
Outros reagentes tais como, Hidroxido de Sddio, lodeto de Sodio, Cloreto de Sddio,
Acido Cloridrico, Etanol e Eter Etilico, todos de grau analitico, foram também
utilizados neste trabalho. Todos os reagentes foram empregados como recebidos, pois

ndo houve necessidade de processos adicionais de purificagao.

3.2. Procedimentos

3.2.1. Modificacio quimica da quitosana, sintese da N,N,N-trimetilquitosana
(TMO).

A metodologia empregada neste trabalho para a obtengdo da TMC esta

apresentada na Figura 7 ¢ foi adaptada do trabalho de Sieval e colaboradores [63].
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A TMC foi sintetizada através de uma reagdo de metilagdo redutora da QT,
utilizando Todeto de Metila (CH;I) na presenga de base (NaOH) a 60 'C. A QT (2 g) e
4,8 g de lodeto de Sodio (Nal) foram dissolvidos em 80 mL de N-metil-2-pirrolidona
(NMP) em banho de agua a 60 °C com agitacdo magnética. Em seguida, foram
adicionados ao meio reacional 11 mL de uma solucdo aquosa de NaOH (15% m/v) e
11,5 mL de CH;l. A solugdo foi mantida em refluxo e agitada durante 1 h e depois disso
o produto resultante foi precipitado em etanol. Assim, o material foi separado por
centrifugacdo, lavado varias vezes com etanol e éter etilico e finalmente filtrado a vacuo
e seco em estufa a 40 °C. Em uma segunda etapa o produto foi novamente dissolvido
em 80 mL de NMP em banho de agua a 60 'C e agitagdo magnética juntamente com
4,8 g de Nal. Novamente, apos a completa solubilizagdo o sistema foi colocado em
refluxo e, em seguida, foram adicionados ao meio reacional 11 mL de uma solugdo
aquosa de NaOH (15% m/v) e 7 mL CHzl. Apdés 30 minutos de reacdo foram
adicionados 0,6 g de NaOH e 2,0 mL de CHsl e a solucdo resultante foi mantida sob
agitacdo por mais 1 h. Depois deste tempo, o produto foi coletado e seco. O produto
obtido até esta etapa foi o lodeto de N,N,N-trimetilquitosana. Em uma etapa final, o
produto resultante foi solubilizado em 40 mL de uma solugdo aquosa de cloreto de
sodio (10% m/v) para a troca e remogao do ion iodeto (I') pelo ion cloreto (CI'). Por fim,

obteve-se um precipitado branco o cloreto de N, N, N-trimetilquitosana (TMC).
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Figura 7. Esquema de reacdo: sintese da N, N, N-trimetilquitosana (TMC).

3.2.2. Formacao dos complexos polieletroliticos de quitosana/heparina (PEC1-5) e
N,N,N-trimetilquitosana/heparina (PEC2).

Para a obtengdo dos PECs de TMC/HP (PEC2), inicialmente foram preparadas
solugdes de TMC 1% m/v (10 mL) nos pHs 5, 8, 10 e 12. O pH para cada solugdo foi
ajustado com auxilio de solu¢des aquosas de hidréxido de sodio e/ou éacido cloridrico,
Imol L e 0,1 mol L, respectivamente. Posteriormente, 3 mL de uma solugdo de HP
1% (m/v) foram adicionados as solu¢des de TMC ja preparadas ¢ com os pHs
corrigidos. A adicdo de HP foi feita lentamente em temperatura ambiente sob agitagdo
magnética. O procedimento acima foi repetido para o preparo do PEC de QT/HP em pH
5 (PECI1-5). Nesse caso, utilizou-se uma solu¢do de QT 1% m/v em pH 5 ao invés da
solucdo de TMC. Depois do preparo dos PECs, estes foram congelados em nitrogénio
liquido, liofilizados a -55 °C por 48 h e foram obtidos, como produtos finais, solidos de
coloracgdo branca.

Os PEC2, preparados em meio alcalino, adquiriram estabilidade. Por isso, foram
obtidos na forma de precipitado. O sobrenadante foi removido para que o precipitado

pudesse ser congelado antes de proceder a liofilizagdo. O pH dos sobrenadantes
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manteve-se proximo aos valores das solucdes originais de TMC. Somente o PEC2-5
(PEC de TMC/HP preparado em pH 5) ndo adquiriu estabilidade suficiente para
precipitar, por isso apresentou-se na forma de suspensdo. Ja o PEC1-5 apresentou uma
fragdo solivel em agua. A fracdo soliivel deste PEC foi separada por filtragdo, em
seguida congelada em nitrogénio liquido e liofilizada a -55°C por 24 h para posterior

analise.

3.2.3. Ensaios in vitro de liberacio controlada de heparina a partir da matriz do
PEC2-8 e PEC2-12 utilizando azul de metileno.

Ap6s serem liofilizados, o PEC2-8 e o PEC2-12 foram processados para formar
pastilhas de aproximadamente 100 mg (didmetro de 1 cm e espessura de 1 mm) e
colocados em 15 mL de 4gua destilada (pH ~ 6) a 37 °C. Aliquotas de 100 pL foram
coletadas do sobrenadante ¢ a concentragdo de HP foi avaliada em fun¢do do tempo,
como descrito a seguir. As aliquotas foram adicionadas diretamente a um volume de 4
mL (pH ~ 6) de uma solugio aquosa de Azul de Metileno (AM) 5 mg L. A
quantificagdo de HP liberada a partir do PEC2-8 e PEC2-12 foi feita a partir de uma
curva analitica que confirma a crescente absorbancia do complexo metacromatico de
azul de metileno/heparina (AM/HP) com o aumento da concentracdo de HP [72-74]. A
curva obtida ¢ constituida de 8 pontos, variando a concentracao das solugdes de HP
adicionadas a solugdo de AM. As solugdes de HP que foram usadas para obter a curva
foram preparadas com as concentragdes de 0,2; 0,4; 0,8; 1,0; 3,0; 5,0; 6,0 ¢ 7,0 mg L
As medidas de absorbancia do complexo AM/HP foram realizadas imediatamente apos
a mistura ¢ homogeneizagdo das amostras do complexo AM/HP usando um
espectrofotometro UV-Vis modelo UV MINI 1240 de marca Shimadzu, no

comprimento de onda de 567 nm.
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Para a construgdo da curva analitica e quantificagdo da HP liberada em fungdo
do tempo, as medidas de absorbancia foram repetidas duas vezes (n = 2). Entdo, a partir
da curva de calibragdo pode-se quantificar a massa de HP em cada aliquota de 100 puL
do estudo de liberagdo. Para a analise da quantidade em massa de HP incorporada na
complexacdo do PEC2-8 e PEC2-12, 100 pL do sobrenadante foi coletado logo apds a
precipitacdo dos materiais e imediatamente adicionado a solugdo de AM (4 mL). As
quantidades de HP complexada no PEC2-8 e no PEC2-12 foram determinadas
efetuando-se a diferenca entre a quantidade de HP adicionada inicialmente e a
quantidade de HP existente no respectivo sobrenadante, apos a obten¢do do material que

permaneceu sem reagir.

3.2.4. Estudo da estabilidade do PEC2-8 em pH 2.

Inicialmente 300 mg do PEC2-8 foram colocados em contato com uma solucdo
aquosa de acido cloridrico de pH 2 (50 mL). Esta solu¢do foi mantida a temperatura
ambiente e sob agitagdo por 24 horas. Apos este tempo o PEC2-8 foi centrifugado e

seco em estufa a 30 °C.

3.3. Caracterizacoes

3.3.1. Espectroscopia de infravermelho (FTIR).

Foram obtidos espectros FTIR dos precursores (QT, TMC e HP) e dos PECs, em
pastilhas de KBr, a 3% m/m. Os espectros foram adquiridos no modo de transmitancia
com resolugio tipica de 2 cm™ utilizando um espectrdmetro de marca Bomen-MB 100.
Para isso, foram acumuladas 64 varreduras para cada espectro.
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3.3.2. Espectroscopia de RMN "H e BC (CP-MAS).

Os espectros de RMN 'H da QT e da TMC foram adquiridos utilizando um
espectrometro de RMN Varian, Mercury Plus 300 BB, operando em 300,06 MHz para a
frequéncia do 'H. Para a aquisigdo dos espectros de RMN "H, foram utilizadas solugdes
de QT e de TMC (10 mg) dissolvidas, respectivamente, em 0,7 mL D,O/HCI (100/1
v/v) e D,0. Os espectros de RMN 'H foram adquiridos em temperatura ambiente e os
principais parametros para a aquisi¢do foram os seguintes: um pulso de 45°; tempo de
relaxamento de 10 s e 128 actimulos de sinais. Dados de dominio do tempo foram
apodizados com funcdo exponencial de 0,2 Hz (LB) para melhorar a relacao sinal-ruido
antes de aplicar a transformacdo de Fourier.

Os espectros de RMN "°C de estado solido dos PEC2, PEC1-5, HP, QT ¢ TMC
foram adquiridos utilizando a técnica de polarizagdo cruzada CP-MAS. Os principais
pardmetros para a aquisicdo foram: largura do pulso de n/2; tempo de contato 3 ms e
tempo de espera 3 s. Todos os espectros foram apodizados por uma fungdo de
decaimento exponencial (LB) de 50 Hz. As amostras foram colocadas em Si3Ny, rotor
de 7 mm de diametro, que foi rotacionada em 4 KHz durante as medigdes. Os
deslocamentos quimicos foram referenciados externamente, definindo a ressonancia de
carbonos metilicos com hexametilbenzeno (HMB) em 17,3 ppm. Para ajudar na
atribuigdo dos deslocamentos quimicos (3) de 'H e "*C foram realizados experimentos

em 2D (RMN 'H 2D gHSQC e gCOSY).

3.3.3. Microscopia eletronica de varredura (MEYV).

A morfologia do PEC2-8 foi avaliada por meio de Microscopia Eletronica de

Varredura (MEV) utilizando um equipamento Shimadzu, modelo SS-550. Antes das
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analises, foi depositada uma fina camada de ouro sobre a superficie da amostra para
torna-la eletricamente condutora. As imagens foram obtidas aplicando uma tensdo de
aceleragdo de elétrons entre 10 a 12 kV. Para isso, imediatamente apos a
obtencdo do PEC2-8, este foi congelado em nitrogénio liquido, liofilizado por

48 h a -55 °C e fraturado.

3.3.4. Analise Térmica

3.3.4.1. Analise Termogravimétrica (TGA)

Analises de TGA ¢ DTG dos PEC2 e dos precursores HP, QT ¢ TMC foram
realizadas em um analisador termogravimétrico Shimadzu, modelo TG-50, operando
com taxa de aquecimento 10 °C min”', em atmosfera de gas nitrogénio com fluxo de 50

mL min™, na faixa de temperatura entre 25 a 600 °C.

3.3.4.2. Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Todos os PEC2 foram submetidos a analises calorimétricas por DSC. Os ensaios
foram realizados em um equipamento Shimadzu, modelo DSC-50, operando com taxa
de 10 °C min™, sob fluxo de nitrogénio gasoso de 50 mL min™', na faixa de temperatura

de 25 a 400 °C.

3.3.5. Difracao de Raios-X

Ap6s serem liofilizados e triturados, os precursores (QT, TMC e HP) e os PEC2
foram caracterizados por meio de difracdo de raio-X de alto angulo (WAXS). As
medidas foram conduzidas em um difratobmetro Shimadzu, modelo XRD-6000,
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operando na regido de 5° a 70° com resolu¢io 0,02° e velocidade de 26 = 2° min". A
radiag¢do foi gerada em linha de Cu K, a 40,0 kV ¢ 30,0 mA (A = 0,15418 nm). Foi
usado um sistema de fenda de 0,300 mm para coleta do feixe de luz difratada com

angulo de divergénciade 1 °.

4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacio dos precursores, PEC1-5 ¢ PEC2 através da Espectroscopia de
Infravermelho (FTIR).

Os espectros de FTIR da TMC, QT, HP, PEC1-5 ¢ PEC2-5 sdo apresentados na
Figura 8 enquanto na Figura 9 sdo mostrados os espectros de FTIR da TMC, HP e PEC2
obtidos em pHs 5, 8, 10 e 12 (PEC2-5, PEC2-8, PEC2-10 e PEC2-12).

A banda em 1489 cm™ foi atribuida a deformagio angular das ligagdes C-H do
grupamento metilico, existentes em maior propor¢do na TMC (Figs. 8a e 9f) em relacdo
a QT (Fig. 8e) [75-77]. Os sinais em 2939 e 2896 cm’” que aparecem nos espectros da
HP e TMC foram atribuidos aos estiramentos caracteristicos das ligacoes C-H e
permanecem nos espectros dos PEC2 (Fig. 8b, 9b, 9¢c, 9d e 9¢) [75-77]. As bandas em
2931 e 2889 cm™ presentes no espectro FTIR do PEC1-5 (Fig. 8d) foram atribuidas ao
estiramento das ligagdes C-H que aparecem com menor intensidade no espectro de
FTIR da QT (Fig. 8e) comparado com o espectro de FTIR da TMC (Fig. 8a). Ainda, as
bandas em 1661 ¢ 1601 cm™ presentes no espectro da QT (Fig. 8¢) sdo referentes as
ligagdes C=0O de amida secundaria e as vibragdes de amina primdria respectivamente
[78]. Nos espectros dos PECs, a banda em 1601 desloca-se para menor nimero de onda,
de 1601 cm™ (Fig. 8e) para 1555 cm™ (Figs. 8b, 9b, 9¢, 9d e 9¢). Além disso, no

espectro de FTIR do PEC1-5 esta banda desloca-se ainda mais e aparece em 1521 cm’”
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(Fig. 8d). Estes deslocamentos sdo atribuidos as vibragdes das ligagdes 'N-H ainda
remanescentes na TMC e QT. Portanto, intera¢des i6nicas entre QT/HP ¢ TMC/HP
podem ser evidenciadas pela analise dos respectivos espectros de FTIR na regido entre
1520-1560 cm™ (Figs. 8 ¢ 9).

A banda em 1079 cm™, atribuida ao estiramento das ligagdes C-O de alcoois
primérios (Fig. 8e), apresenta diferenca significativa entre os espectros FTIR do PEC1-5
(Fig. 8d) e PEC2 (Figs. 8b, 9b, 9c, 9d, e 9e) [78]. Esta diferenca ¢ atribuida
principalmente a complexacdo da QT com a HP (Fig. 8d), e a existéncia dos
grupamentos e/ou sitios N-trimetilados (NT"), N-dimetilados (ND), N-monometilados
(NM) e O-metilados (OM) na estrutura da TMC (Figs. 8b, 9b, 9c, 9d, e 9e). Estes
fatores influenciam na intensidade das interagdes intermoleculares na estrutura da QT

(em especial, as liga¢des hidrogénio) [79].
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Figura 8. Espectros de FTIR da TMC (8a), PEC2-5 (8b), HP (8c), PEC1-5 (8d) e QT
(8e).
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Figura 9. Espectros de FTIR da HP (9a), PEC2-12 (9b), PEC2-10 (9¢), PEC2-8 (94d),
PEC2-5 (9¢) e TMC (9f).

As bandas que aparecem no espectro de FTIR da HP em 1626 cm™ e 1429 cm™
sdo atribuidas as deformacgoes axiais, assimétrica e simétrica, respectivamente, do anion
carboxilato (Figs. 8c e 9a). Em relacdo aos PECs, estas bandas possuem mudancas
significativas devido a complexacdo dos grupos COO™ da HP com os grupamentos
cationicos da QT e da TMC. Desta forma, pode ser observada diminui¢do na
intensidade das bandas em 1626 e 1429 cm’! (Figs. 8b, 8d, 9b, 9c¢, 9d e 9e) [46,80,81].

No espectro FTIR da HP as bandas em 1238 ¢ 807 cm™ sdo atribuidas,
respectivamente, a deformacgado axial assimétrica dos grupos S=O e a deformagao axial
das ligacoes C-O-S [80,82]. Estas bandas também apresentaram grandes diferencas em
relagdo aos espectros dos PECs obtidos. Por exemplo, além da grande atenuagdo na

banda em 1238 cm™ no espectro do PEC2-5 (Fig. 8b), observa-se o deslocamento da
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mesma no espectro do PECI1-5 para 1249 cm’ (Fig. 8d). Isto foi atribuido a
complexagdo dos grupos sulfonatos da HP com polications ou com cations simples [80].
Assim, foi sugerida que a existéncia de interagdes eletrostaticas entre grupos 'NHj da
QT com grupos sulfonatos da HP contribuem para a formagao do complexo polimérico
anidnico-cationico — PEC1-5 (Fig. 4) [80]. J4 a banda em 807 cm’ presente no espectro
FTIR da HP desaparece por completo no espectro do PEC1-5 (Fig. 8d). Com relagdo
aos PEC2, os sinais em 1238 e 807 cm™ atribuidos aos estiramentos das ligagdes S=O e
C-O-S se mantém, porém apresentam menores intensidades quando comparadas ao
espectro de FTIR da HP, indicando a complexagdo da HP com a TMC (Figs. 8b, 9b, 9c,
9d e 9¢). Vale ressaltar que a intensidade da banda em 1238 cm™ no espectro FTIR do
PEC2-12 (Fig. 9b) ¢ menor quando comparada aos espectros FTIR do PEC2-5, PEC2-8
e PEC2-10 (Figs. 9e, 9d e 9c). Isto ¢ um indicio de maior interacdo entre HP e TMC em

pH 12.

4.2. Caracterizacio e calculo do grau de quaternizacio (GQ) da TMC através de
RMN 'H.

As diferengas nos espectros de RMN 'H apresentados na Figura 10 indicam que
a TMC foi efetivamente obtida e permitem calcular o grau de quaternizacao (GQ) da
mesma. O espectro da QT (Fig. 10a) apresenta sinais em 1,84 ppm, referentes aos
atomos de hidrogénio metilicos do grupo acetamida; em 2,96 ppm (H2); 3,53-3,70 ppm
(H3-H5); e H1 na faixa entre 4,37 a 4,67 ppm. Todos estes sinais sdo atribuidos aos
atomos de hidrogénio presentes nas unidades sacaridicas repetitivas da QT,
apresentadas na Figura 11a [75,83].

De acordo com Sieval [63] o sinal em 3,38 ppm (Fig. 10b) é atribuido aos

atomos de hidrogénios metilicos dos sitios 'NT [grupos "N(CH;)s] (Fig. 10b) e o pico
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em 2,54 ppm (Fig. 10b) ¢ referente aos atomos de hidrogénio metilicos dos sitios ND
[grupos N(CH3),] (Fig. 11b). Sieval comprovou experimentalmente que o sinal em 2,54
ppm referente aos atomos de hidrogénio metilicos dos sitios ND desloca-se para a
regido entre 2,95 a 3,05 ppm pela adi¢do de uma simples gota de acido cloridrico
deuterado na solugdo de TMC antes de proceder a andlise de¢ RMN 'H. Desta forma,
obteve-se o espectro de RMN 'H da TMC com um pico em 2,54 ppm, sinal este
atribuido aos atomos de hidrogénio metilicos dos sitios ND (Fig. 10b) [63]. Isto
comprova que a TMC sintetizada possui, em solu¢do aquosa, grupamentos ND na forma
ndo carregada. Os sinais em 3,48 ¢ 3,55 ppm (Fig. 10b) ocorrem devido a metilagdo em
C3-OH (sitios OM) e C6-OH (sitios OM) nas unidades sacaridicas da QT (Fig. 11b)
[63,75]. Os atomos de hidrogénio dos sitios NM [grupos NHCHj3] deve absorver na
regido de 2,54 ppm, assim como os atomos de hidrogénio dos sitios ND (Fig. 11b).

A regido delimitada de 4,7 a 5,7 ppm (Fig. 10b) corresponde ao sinal dos 4tomos
de hidrogénio H1 (Fig. 11b) ligados covalentemente ao carbonos anoméricos da
estrutura sacaridica da TMC [75,76]. A area deste sinal pode ser utilizada como
referéncia para o célculo do GQ, do grau de dissubstituicdo (GD), do grau de metilacdo
em C3-OH (GM3) (Fig. 11b) e do grau de metilacdo em C6-OH (GM6) (Fig. 11b) [84-

86].
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Figura 10. Espectros de RMN 'H da QT (10a) e TMC (10Db).
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Figura 11. Estruturas sacaridicas repetitivas da QT (11a) e TMC (11b) com os atomos
de hidrogénio atribuidos e seus respectivos & apresentados na Figura 10.

O GQ para a TMC pode ser obtido através da equagao

A[NT] * 100 %

(GQ%) =— T+ 9

(1)
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onde o termo A[NT] ¢é atribuido & area dos 4tomos de hidrogénio dos sitios 'NT (Fig.
11b) e o termo A[H1] refere-se é a area de H1, ligado aos carbonos anoméricos (Fig.
11b) utilizada como referéncia para calcular o GQ [84-86].

De acordo com a equagdo (1) o termo [A(NT)] é proporcional a 1/9 do termo
[A(H1)]. Isto ocorre porque para cada carbono anomérico existe apenas um atomo de
hidrogénio ligado covalentemente, enquanto que em cada grupamento 'NT, existem
nove atomos de hidrogénio ligados covalentemente. Assim, para calcular o GQ ¢
necessario fazer a divisdo por 1/9 na equagdo (1). Portanto, através da equacdo (1) é
possivel calcular o GQ, além do GD, GM3 ¢ GM6 [84-86]. Vale ressaltar que a analise
de RMN 'H deveria ser realizada a 80 °C para que a equacio (1) pudesse ser empregada
no calculo do GQ, pois o sinal do solvente (D,O) interfere na area de H1 (Fig. 10b)
[76,87]. Além disso, esta metodologia para calcular o GQ conduz a erros consideraveis
devido a baixa intensidade e heterogeneidade do sinal de HI (Fig. 10b). Por isso, a
metodologia descrita acima ndo foi utilizada para calcular o GQ da TMC no presente
trabalho.

Todavia, pode-se calcular o GQ utilizando como referéncia o sinal dos atomos
de hidrogénio do grupo metilico presente nos sitios acetamida [(NHCOCH;)] em 2,10
ppm (Fig. 10b), [87,88]. A QT utilizada para a obtencdo da TMC apresenta-se 15%
acetilada. Esta porcentagem ndo apresenta variagdo com o processo de metilacdo da QT
[76,87,88], mesmo observando as diferengas nas intensidades dos sinais dos respectivos
atomos de hidrogénio dos grupos acetamida, em 1,84 ppm (Fig. 10a) e 2,10 ppm
(Fig.11b).

Portanto, o GQ da TMC foi determinado através da relagao entre as areas dos
sinais referentes aos atomos de hidrogénio dos grupos acetamida [(NHCOCH;)] com o

sinal relativo aos atomos de hidrogénio dos grupamentos metilicos dos sitios ND
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[(CH3),] e o sinal correspondente aos atomos de hidrogénio dos grupamentos metilicos
dos sitios 'NT [(CH;)s] [87,88]. As equagdes (2) e (3) apresentadas abaixo foram
utilizadas para calcular o GQ, com base nos dados obtidos a partir do espectro de RMN

'H da TMC, de acordo com Morya e Inamdar [87] e Curti e Campana Filho [88].

_ [(CH3)3 1
GQ (%) = [<522x] ©)
S = [(C1193)3] + [(CF?)Z] n [(NHC:CHe,)] 3)

onde o termo [(CH3)3] € a integral dos hidrogénios metilicos do grupo amino trimetilado
(sitios 'NT) em 3,38 ppm, o termo [(CH;3),] é a integral dos hidrogénios metilicos dos
grupos amino dimetilados (sitios ND) em 2,54 ppm e o termo [(NHCOCH;)] é a
integral dos hidrogénios metilicos dos grupos acetamida em 2,10 ppm (Fig. 10b). O GQ
calculado foi de aproximadamente 59 %, sendo este dado obtido através das equagdes 2
e 3. O valor do GQ foi elevado o que viabiliza a potencialidade da TMC em complexar
com polianions para formar PECs. Entretanto, o GQ encontrado pode apresentar um
erro, devido a incerteza no & do H2 (Fig. 11b). Isto ocorre devido a possivel
sobreposi¢ao do sinal do H2 com o sinal dos 4tomos de hidrogénio metilicos dos sitios

"NT [76,87].

4.3. Caracterizacio da QT e TMC através da técnica espectroscopica de CP-MAS
RMN 13C.

Na Figura 12 s3o mostrados os espectros de CP-MAS RMN BC da QT (Fig.

12a) e da TMC (Fig. 12b).
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Figura 12. Espectros de CP-MAS RMN "°C da QT (12a) e da TMC (12b).

Analisando os espectros da Figura 12 percebem-se diferencas que foram
atribuidas a existéncia dos sitios 'NT, ND e NM na estrutura da TMC (Fig. 12b). Os
novos sinais em 37,4; 48,0 ¢ 57,0 ppm foram atribuidos aos carbonos metilicos
presentes, respectivamente, nos sitios NM, ND e 'NT (Fig. 12b). O sinal em 57,7 ppm é
referente aos carbonos C6 e se sobrepde ao sinal dos carbonos C2 (Fig. 12a). No
espectro da TMC os sinais dos carbonos C6, C2, carbonos metilicos dos sitios OM, e
carbonos metilicos dos sitios 'NT aparecem na regido entre 50-62 ppm (Fig. 12b). O
sinal em 68,4 ppm foi atribuido aos carbonos C6 ligados aos sitios OM (Fig. 12b).
Enquanto o sinal dos carbonos C4 ¢ facilmente localizado em 82,4 ppm no espectro da
QT (Fig. 12a), este ndo ¢ visualizado no espectro da TMC (Fig. 12b) devido a

sobreposi¢do com os sinais de C3 e C5. Os sinais que aparecem em 107,0 ¢ 175,0 ppm
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no espectro da QT referem-se aos carbonos C1 e C=0 que também sdo visualizados no
espectro da TMC [75,76,83].

Devido ao efeito proporcionado pelo alto GQ, os carbonos ligados diretamente
aos sitios 'NT carregados positivamente foram designados como Cw (Fig. 12b) e os
carbonos ligados aos sitios NM, ND, NHCOCH; (Fig. 12b) e NH, (Fig. 12a) ndo
carregados positivamente foram designados como C2 (Fig. 12). Portanto, na TMC
pode-se calcular a razdo C2/Cw e o valor dessa razdo dependera principalmente do GQ
e do pH de obtencdo da TMC. A TMC foi sintetizada em meio alcalino sendo que seu
pH em solugdo aquosa foi inicialmente 8,0. Assim, pode-se dizer que a densidade de
cargas positivas existentes ao longo da cadeia da TMC ¢ proveniente, principalmente,
dos sitios 'NT. Vale ressaltar que a TMC sintetizada apresentou GQ = 59%, sendo este
dado obtido através do espectro de RMN 'H da TMC em estudo (Fig. 10b) [87,88].

Assim, pode-se calcular o valor da razio C2/Cow da TMC sendo este
aproximadamente 0,69. A existéncia de uma elevada densidade de cargas positivas
sobre os carbonos do tipo Co faz com que estes absorvam na regido entre 70-82 ppm
(regidio confirmada pelos experimentos 2D, RMN 'H 2D gHSQC e gCOSY) juntamente
com a absorcao dos carbonos C3, C4 e C5; ¢ diferentemente dos carbonos C2. Isto esta
relacionado a maior desblindagem nos carbonos Cew quando comparados aos carbonos
C2 e também pela baixa razdo entre C2/Co» da TMC em estudo. Portanto, a maior area
na regido dos sinais referentes aos carbonos C3, C4 e C5 no espectro CP-MAS RMN
BC da TMC, quando comparada & area na mesma regido do espectro CP-MAS RMN
B3C da QT, se deve a existéncia dos sinais adicionais dos carbonos C6 dos sitios OM e
dos carbonos Cw que ocorrem na mesma regido no espectro CP-MAS RMN BC da

TMC (Fig. 12b).
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4.4. Caracterizacdo do PEC1-5 e do PEC2 através da técnica espectroscopica de
CP-MAS RMN 13C.

4.4.1. Caracterizacao do PEC1-5 e PEC2-5.

Na Figura 13 sdo mostrados os espectros de CP-MAS RMN C da QT, TMC,
HP, PEC2-5 e do PEC1-5. Os sinais de absor¢do dos carbonos *C, CA, C=0 e CB,
referentes aos residuos de acido urénico e D-glucosamina da HP, sdo equivalentes aos
dados publicados na literatura (Fig. 13¢) [89,90].

Existem duas regides espectrais que chamam a atenc¢ao na Figura 13. A primeira
regido (50-62 ppm) ¢ atribuida a absor¢do dos carbonos C2, C6, carbonos metilicos dos
sitios "NT [75,76,83] e dos carbonos CB [89,90] (Figs. 13b e 13d). No espectro CP-
MAS RMN "°C do PEC2-5 (Fig. 13b) os sinais dos carbonos C6, C2 ¢ CB possuem
menores intensidades e apresentam-se mais separados quando comparados aos mesmos
sinais que aparecem no espectro CP-MAS RMN "*C do PECI1-5 (Fig. 13d). Os sinais
dos carbonos C2 ligados aos grupamentos 'NH;, 'NM e, possivelmente, aos sitios 'ND
carregados positivamente também foram denominados de carbonos Cw, assim como 0s
carbonos ligados aos sitios 'NT da TMC (Fig. 12b). As diferencas espectrais citadas
acima estdo diretamente ligadas a razdo entre os carbonos C2/Cw nas estruturas da QT e

TMC.
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Figura 13. Espectros de CP-MAS RMN C: TMC (13a), PEC2-5 (13b), (HP (13c),
PECI1-5 (13d) e QT (13e).

A TMC (GQ = 59%) possui, em solucdo aquosa, cargas positivas permanentes
[63]. Ja a existéncia de cargas positivas nos grupamentos amino da QT depende do pH
[59,60]. Como o pH de obtenc¢do do PEC1-5 ¢ préximo do pKa do grupo amino (pKa =
6,5) [59,60] pode-se inferir que a QT apresenta, no pH 5, menor densidade de carga em
solucdo aquosa, em relagdo a TMC. Assim, o PEC2-5 pode possuir os sitios NM ¢ ND
nas formas protonadas, como 'NM e "ND. A protonagdo ocorrera preferencialmente nos
sitios NM, devido a menor hidrofobicidade e/ou efeito estérico frente aos sitios ND.
Este fato pode ser observado pelo aumento no deslocamento quimico do sinal atribuido
aos grupos metilicos ligados aos sitios NM, passando de 37,4 ppm (Fig. 13a) para 41,0

ppm (Fig. 13b). Este efeito contribui para o menor valor da razdo C2/Co no PEC2-5 em
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relagdo ao PECI1-5, pois, além de parte dos sitios 'NT estarem positivamente carregados
(GQ = 59%), existe a contribui¢io dos sitios "NM no fornecimento de carbonos do tipo
Co na estrutura da TMC. Assim, o PEC2-5 possui razdo C2/Co < 0,69; enquanto o
PECI1-5 apresenta razio C2/Co > 0,69 (Fig. 13). Desta forma, explica-se a menor
intensidade e maior heterogeneidade dos sinais na regido entre 50-62 ppm (Fig. 13b) em
relacdo ao espectro do PEC1-5 (Fig. 13d).

A segunda diferenca significativa nos espectros CP-MAS RMN "°C dos PECs
obtidos em meio acido ¢é relacionada a absor¢do dos carbonos C3, C4, C5 [75,76,83] ¢
Co, regido que aparece entre 70 a 82 ppm (Fig. 13b e 13d). A maior densidade de
carbonos Co na estrutura da TMC em relagdo a QT contribui para o maior alargamento
do sinal nesta regido no espectro CP-MAS RMN BC do PEC2-5 em relagdo ao PEC1-5.
Novamente, este fato foi atribuido a maior densidade de cargas existentes na TMC, ou
seja, menor valor da razdo C2/Cw na estrutura da TMC em relacdo a estrutura da QT.
Como esperado, a regido de absorcdo dos carbonos C1, C3, C4, C5, CA, C=0 e CH;
ndo apresentaram mudangas significativas nos espectros CP-MAS RMN °C dos PECs

obtidos em pH 5 (Fig. 13) [75,76,83].

4.4.2. Caracterizacio dos PEC2.

Os espectros de CP-MAS RMN 13C dos PEC2 preparados em ampla faixa de pH
sdo mostrados na Figura 14. Novamente, observam-se diferengas entre os diversos
espectros da Figura 14, principalmente na regido de 50 a 62 ppm para os carbonos C2,
C6, carbonos metilicos dos sitios 'NT [75,76,83] ¢ os carbonos CB [89,90]. No entanto,
os espectros de CP-MAS RMN C dos PEC2 obtidos em meio alcalino (Figs. 14b, l4c

e 14d) ndo apresentaram mudancas significativas entre si na regido de 50 a 62 ppm.
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Além disso, a regido dos sinais atribuidos aos carbonos C3, C4, C5 e Co apresentam
maior semelhanca com a regido dos carbonos *C no espectro da HP (Fig. 14a) com o

aumento do pH de obtencao dos PEC2 (Figs. 14b, 14c, e 14d).

C1

1
100 50 0
(ppm)

I I
200 150

Figura 14. Espectros de CP-MAS RMN "°C de: HP (14a), PEC2-12 (14b), PEC2-10
(14c), PEC2-8 (14d) PEC2-5 (14e) e TMC (14f).

O sinal referente aos sitios ND que aparece em 48,0 ppm (Fig. 14) ndo apresenta
mudancas no deslocamento quimico com a variagdo do pH de preparo dos PEC2. Isto
sugere que em pH 5 ndo ocorre protonagdo efetiva nos sitios ND. Assim, a densidade de
cargas positivas da TMC na obtencdo do PEC2-5 decorre, provavelmente, dos sitios
"NT e 'NM.

Os espectros de CP-MAS RMN °C do PEC2-8, PEC2-10 ¢ PEC2-12 ndo

apresentam diferengas significativas entre si (Figs. 14b, 14c e 14d). Entretanto, os
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espectros de CP-MAS RMN BC desses PEC2, que foram obtidos em meio basico,
apresentam maior similaridade ao espectro de CP-MAS RMN 3C da HP (Fig. 14a). Isto
pode ser atribuido a maior efetividade de complexacao entre HP ¢ TMC em condigdes
alcalinas. Possivelmente, neste meio a densidade de cargas positivas na TMC provém
exclusivamente dos sitios 'NT, enquanto a HP apresenta-se totalmente ionizada,
sugerindo interacdo ioOnica mais efetiva entre TMC e HP em pH alcalino [91]. Com a
elevagdo do pH a densidade de cargas positivas na TMC decresce, ao ponto de ser
constante (DQ = 59% e C2/Co > 0,69) em valores elevados de pH, enquanto a
densidade de cargas negativas na HP aumenta com a eleva¢do do pH. Este fator esta
diretamente ligado a maior efetividade de complexacdo da HP com a TMC em meio
bésico. A completa ionizagdo da HP e a ndo existéncia de sitios na forma "NM na TMC
induz maior aproximagdo entre as cadeias da HP e TMC, proporcionando interacdo
ionica altamente efetiva entre os polissacarideos. Desta forma, a densidade de cargas
negativas na HP ¢ suficiente para neutralizar parte da densidade de cargas positivas na
TMC. Os fatores fisico-quimicos citados acima, relacionados & obten¢ao dos PEC2

obtidos em meio basico, foram esquematizados na Figura 15.
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Figura 185. Ilustracdo esquematica da estrutura dos PEC2 obtidos em meio alcalino com
razdo C2/Co > 0,69. A maior razdo entre os carbonos C2/Co em meio basico
proporciona elevada intensidade de regides com interagdo efetiva envolvendo os sitios
"NT da TMC com os sitios anidnicos da HP, portanto maior aproximagdo entre 0s
polimeros. Ao mesmo tempo existe minima intensidade de regides com repulsdo
eletrostatica envolvendo os sitios 'NT em meio basico.

Em meio basico a TMC (soluc¢do de 1% m/v) apresentou-se soluvel em até pH
12 (16a). A interagc@o entre HP e TMC foi efetiva o suficiente para que a formacdo dos
PEC2 obtidos em meio basico ocorra na forma de precipitado (16b - direita) que, apos
ser liofilizado, o PEC2-8 produz um material altamente poroso (16¢). As interacdes
eletrostaticas entre os sitios 'NT e '"NM com os grupamentos aniénicos da HP ocorrem,
em pH 5, com menor intensidade. Devido a proximidade do pH de preparo do PEC2-5

com o pKa do anion carboxilato da HP (pKa = 4,57) [91], este biopolimero ndo estara

totalmente ionizado nestas condigdes. Este fator, somado a alta densidade de cargas

51



positivas na TMC em meio acido, propicia a obtengdo do PEC2-5 na forma de
suspensdo (Fig. 15b - esquerda). Portanto, a parcial ionizacdo da HP e o baixo valor da
razdo C2/Co (< 0,69) que proporciona alta repulsdo entre os grupos positivamente
carregados na TMC, impede a efetiva complexacdo entre TMC e HP em pH 5. Além
disso, a maior disponibilidade de densidade de cargas positivas como 'NM frente aos
sitios "NT induz, preferencialmente, interacdes de longo alcance destes sitios ("NM)
com os grupamentos anionicos da HP, pois as cargas positivas dos atomos de nitrogénio
dos sitios 'NM estdo mais disponiveis frente as cargas positivas dos atomos de

nitrogénio dos sitios "NT.

Figura 16. Solucdes de TMC (pH 8, pH 10 e pH 12) antes da adi¢ao de heparina (16a),
PEC2-5 (PEC em suspensdo — esquerda obtido em pH 5), PEC2-8, PEC2-10 e PEC2-12
(direita) preparados em meio alcalino apds 24 horas de obtencdo (16b).

Figura 16¢. PEC2-8 ap0s ser liofilizado por 48 horas a -55° C.
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Os fatores fisico-quimicos acima citados, relacionados ao preparo do PEC2-5,

foram esquematizados na Figura 17.
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Figura 17. Ilustracdo esquematica da estrutura do PEC2-5 com razdo C2/Cw < 0,69. A
menor razdo entre os carbonos C2/Co em pH 5 proporciona minima intensidade de
regides com interaciio efetiva envolvendo os sitios 'NT da TMC com os sitios anidnicos
da HP, portanto menor a aproximacdo entre os polimeros. Ao mesmo tempo, existe
elevada intensidade de regides com repulsdo eletrostatica envolvendo os sitios 'NT e
"NM em pH 5.

Desta forma, as diferencas espectrais (Fig.14) envolvendo as regides em que
absorvem os carbonos C2 e Co estdo diretamente ligadas a razdo C2/Cw. A grande
semelhancga nos sinais referentes aos carbonos C3, C4, C5 ¢ Co nos espectros dos PEC2
com o sinal dos carbonos *C no espectro da HP (Fig. 13c e 14a) [89,90] se deve a maior

efetividade de complexagdo entre HP ¢ TMC em meio bésico. Outro indicio de que a

complexacdo da HP com a TMC em meio basico € mais forte estd na convergéncia do
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sinal referente aos carbonos C1 e CA (Fig. 13b) com o sinal referente ao carbono CA
(Fig. 14a, 14b e 14¢) [89,90]. Os sinais dos carbonos C=0 e CHj (residuos acetilados)
que ocorrem em 176,3 e 23,2 ppm, [75,76,83,89,90] respectivamente, se mantém

inalterados em todos os espectros dos PEC2 estudados (Fig. 14).

4.5. Analise morfoldogica do PEC2-8.

Na figura 18 sdo apresentadas quatro micrografias do PEC2-8 com diferentes
ampliagdes. As micrografias obtidas do PEC2-8 comprovam a elevada densidade de
poros com diversos tamanhos e distribuidos heterogeneamente no interior da matriz do

PEC2-8.
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Figura 18. Micrografias do PEC2-8 processadas apds este ser congelado em nitrogénio
liquido e liofilizado a -55° C por 48h.

A alta porosidade do PEC2-8 obtido proximo a condi¢do neutra de pH viabiliza
uma provavel aplicagdo deste material em culturas de células. A alta densidade de poros
ocorre devido as caracteristicas iniciais dos precursores TMC e HP. Em pH 8 ambos
polimeros apresentam elevada densidade de carga. As unidades de acido L-Idurénico na
estrutura da HP apresentam-se sulfatadas na posi¢do C-2 e as unidades de D-
glucosamina apresentam-se N-sulfatadas e 6-O sulfatadas [6,92]. Este alto conteudo de
grupamentos anidnicos ionizados em solugdo (pH 8) interagem fortemente com a TMC
devido ao elevado GQ (baixa razdo C2/Cw). Esta condi¢cdo, somada a heterogeneidade
estrutural da TMC, contribui para a formacdo de um material com elevada porosidade

(Fig. 18).
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4.6. Caracterizacio dos precursores e PEC2 por TGA e DSC.

Na Figura 19 sdo mostradas as curvas de TGA obtidas para HP, QT ¢ TMC.
Cada uma das curvas apresenta dois eventos de perda de massa. O primeiro deles foi
atribuido a evaporagdo de agua e compostos volateis. Deve-se observar que as amostras
dos precursores dos PECs apresentaram conteudos diferentes de agua adsorvida. A HP
apresentou o maior teor de 4gua adsorvida, enquanto a QT possui teor intermediario e a
TMC o menor teor de 4gua adsorvida dentre os trés polimeros precursores (Fig. 19). O
maior conteido de dgua na HP ocorre devido & alta densidade de cargas em sua
estrutura, grupos como carboxilato (-COO’) e sulfonato (-OSO;3) sdo altamente
hidrofilicos e interagem fortemente com a 4gua via interacdes tipo ligacdo de
hidrogénio, dipolo-dipolo e ion-dipolo. Ja a QT possui grupamentos hidroxila (OH) e
amino (-NH;) em sua estrutura sacaridica. Tais grupos podem fornecer sitios para
interagdes tipo liga¢do hidrogénio e dipolo-dipolo com a 4gua.

Quando comparada a QT, a TMC apresentou o menor teor de agua devido ao seu
elevado GQ. A densidade de cargas positivas nos atomos de nitrogénio na TMC
deveria possibilitar maior interagdo com a agua quando comparada a QT. Segundo
Britto ¢ Campana-Filho [79], as TMCs com baixo GQ (5%, 21% e 33%) mostraram-se
levemente hidrofilicas, em relacdo a QT, fato este atribuido a quaternizagao dos atomos
de nitrogénio [79]. Entretanto, a TMC utilizada neste trabalho para a obtencdo dos
PEC2 apresentou GQ = 59% ¢ os resultados de TGA mostraram uma redugdo de
hidrofilicidade no derivado, em relacdo a QT. No presente trabalho, a menor
hidrofilicidade da TMC foi atribuida a metilagdo nos carbonos C3-OH, C6-OH e C2-

NH; na estrutura glicosidica da QT. Isto também acontece devido ao baixo valor da
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razdo C2/Cw, que confere alta porcentagem de grupamentos CHj; na estrutura da TMC.
Estes fatores impedem interagd@o mais intensa com a agua e, por isso, foi encontrada
menor porcentagem de dgua de hidratacdo na TMC em relagdo a QT. Os teores de agua
nas amostras, obtidos por TGA, estdo descritos na Tabela 1.

O segundo evento de perda de massa foi atribuido a degradagdo dos
polissacarideos (Fig. 19). Verificou-se que a QT ¢é termicamente mais estavel em
relacdo a TMC e HP (Fig. 19). A menor estabilidade térmica da TMC em relacdo a QT
se deve ao elevado valor de GQ na TMC, ou seja, é devido a presenga de grupos
metilicos nos atomos de nitrogénio (sitios 'NT, ND e NM). A inclusio destes
grupamentos volumosos (grupos metilicos) ndo favorece a ocorréncia de interagdes
intermoleculares de grande intensidade (em especial ligacdes de hidrogénio) na

estrutura do derivado, diferentemente do que prevalece na QT [79].
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Figura 19. Curvas de TGA dos precursores QT, TMC e HP.
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Na Figura 20a sao mostradas as curvas de TGA referentes aos PEC2 formados
em diferentes condi¢cdes de pH. Observam-se, no grafico, dois eventos de perda de
massa para todos os PEC2 obtidos (Fig. 20a). Os valores de temperatura dos eventos
térmicos sdo fornecidos na Tabela 1. O primeiro evento ocorre na faixa de 25 °C a
125 °C e, compreende a regido onde as amostras apresentaram perda de massa variando
de 8 a 14% (Tabela 1). Isto foi atribuido & perda de agua adsorvida na estrutura dos
PEC2, cujo conteudo depende da hidrofilicidade dos polimeros precursores, TMC e HP.

A perda de massa, correspondente a evaporacdo de agua para os PEC2, mostrou
ser funcdo do pH (Fig. 20a). Como ja relatado anteriormente, em meio bdsico a
densidade de cargas na HP ¢ bastante elevada enquanto que em pH 5 parte dos grupos
carboxilicos ndo estdo totalmente ionizados, devido a proximidade do pKa deste
grupamento com o pH de obtengdo para o PEC2-5 [91]. Em meio acido (pH <5) a TMC
apresenta alta densidade de cargas positivas devido ao elevado GQ e a protonacao dos
atomos de nitrogénio dos sitios NM e, possivelmente, dos sitios ND (razdo C2/Cw <
0,69). Em meio basico, a densidade de cargas positivas na TMC provém quase que
exclusivamente dos sitios 'NT e, como o valor de GQ ¢ de 59%, pode-se afirmar que a
densidade de cargas positivas da TMC em meio basico ¢ também alta (razdo C2/Cw >
0,69). Desta forma, o PEC2-5 apresentou menor conteudo de 4gua adsorvida em relagdo
aos outros PEC2, devido a condi¢@o de pH de sua obtencdo favorecer menor densidade
de cargas negativas na HP. Portanto, em pH 5 existe baixa efetividade de complexagdo
envolvendo TMC e HP. Por isso, a curva de TGA do PEC2-5 é similar a curva de TGA
da TMC no primeiro evento de perda de massa (Figs. 19 e 20a).

Os PEC2-8 ¢ PEC2-10 apresentaram contetidos de agua adsorvida similares. Em
meio basico a HP ¢ a TMC apresentam alta densidade de carga. Assim, a complexagao

destes polimeros ocorre com maior efetividade quando comparada ao meio acido. O
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maior conteudo de dgua adsorvida na estrutura do PEC2-8 ¢ PEC2-10 comparado ao
PEC2-5 e PEC2-12 sdo ratificados pela maior similaridade da curva de TGA no
primeiro evento de perda de massa desses PECs com a curva de TGA da HP (Figs. 19 e
20a). Assim, a maior porcentagem de agua no PEC2-8 e no PEC2-10 ¢ uma indicacdo
de acréscimo no contetdo de HP na estrutura destes PECs, pois a HP possui
caracteristicas mais hidrofilicas que a TMC. A maior perda de massa no primeiro evento
foi atribuida, também, a existéncia de interagdes intermoleculares envolvendo
moléculas de agua e atomos de nitrogénio dos sitios NM e ND que se encontram na
forma neutra.

A densidade de cargas positivas, caracteristica da TMC, se mantém alta ¢
constante no PEC2-12, pois provém exclusivamente dos atomos de nitrogénio
quaternarios, enquanto a HP apresenta-se totalmente ionizada. Este fato promove alta
efetividade na interagao eletrostatica entre estes polimeros na obtengdo do PEC2-12. Tal
efetividade faz com que a quantidade de dgua adsorvida no PEC2-12 seja menor em
relagdo ao PEC2-8 ¢ PEC2-10. Isto pode ser devido a maior aproximagao das cadeias
poliméricas de HP e TMC em pH 12. Tal aproximacdo faz com que grupos
positivamente carregados da TMC prefiram interagir com grupos da HP ao invés de
serem simplesmente solvatados pela dgua. Desta forma, explica-se a menor quantidade
de 4gua adsorvida e maior estabilidade térmica do PEC2-12 quando comparado ao
PEC2-8 e PEC2-10. As quantidades de 4gua perdida (em percentagem) pelos

precursores QT, TMC e HP; e pelos PEC2 sdo descritas na Tabela 1.
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Figura 20. Curvas de TGA (20a) e DSC (20b) dos PEC2 obtidos em ampla faixa de pH.

O segundo evento de perda de massa se inicia na faixa de 200 a 375 °C e foi
atribuido a degradacdo térmica das amostras. No entanto, a completa decomposicdo
térmica acontece em temperaturas superiores a 450 °C.

As curvas de DSC dos PEC2 sdao apresentadas na Figura 20b. Os picos
endotérmicos que aparecem na faixa de 25 a 125 °C foram atribuidos a vaporizacdo de
compostos volateis, especialmente agua adsorvida pelos PEC2. Os picos exotérmicos na
faixa de 220 a 300 °C estdo relacionados com a degradag@o térmica desses materiais. As
curvas de DSC corroboram com as curvas de TGA, evidenciando a crescente
estabilidade térmica dos PEC2 com o aumento do pH de obtencao do PEC. Portanto, foi
observado por meio de duas técnicas independentes que o aumento do pH da solugao de
TMC usada para preparar os PEC2 contribuiu para formagdo de materiais com maior
estabilidade térmica, principalmente devido a maior aproximacdao das cadeias
poliméricas da TMC e HP. Comparando as curvas de DSC relativas aos PEC2 obtidos
nos dois extremos de pH, verificou-se um aumento na estabilidade térmica em cerca de

22 °C no PEC2-12 em relagdo ao PEC2-5 (Fig. 20b).
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Tabela 1: Temperaturas dos eventos, perda de agua e degradacdo térmica, de cada
PEC2, determinadas por meio de curvas de TGA.

Temperatura (°C) Perda de Massa (%)
Faixa Pico (DTG)

Primeiro Evento

HP 25-125 - 17,5
QT 25-125 - 9,2
T™C 25-125 - 3,9
PEC2-5 25-125 - 8,0
PEC2-8 25-125 - 14,3
PEC2-10 25-125 - 14,2
PEC2-12 25-125 - 12,3
Segundo Evento

HP 200-269,0 269,0 47,5
QT 200-312,2 312,2 59,7
T™C 200-264,4 264.,4 52,9
PEC2-5 200-258,3 258,3 422
PEC2-8 200-268,5 268,5 35,3
PEC2-10 200-276,6 276,6 34,0
PEC2-12 200-248,5 285,5 35,7

Na Figura 21 ¢ mostrada a dependéncia da temperatura de degradagao dos PEC2
em fungdo do pH de preparo dos hidrogéis, obtida por meio de curvas de TGA (Fig.
21a) e de DSC (Fig. 21b). Vale mencionar que a estabilidades térmicas dos PEC2
observadas por TGA e por DSC aumentam linearmente com o aumento do pH de

obtenc¢ao do PEC (Fig. 21) e sdo representadas pelas equagdes
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Tp1 = 239,24+ 3,8pH (obtida da curva de TGA, R* = 0,997) 4)

Tps = 233,4+3,2pH  (obtida da curva de DSC, R*=0,994)  (5)

onde o Tp, é a temperatura de degradagdo obtida a partir da curva de TGA (esta
temperatura foi obtida no ponto de inflexdo do segundo evento que aparece nas curvas
de DTG para todos os PECs de TMC/HP — Tabela 1) e Tp, refere-se as temperaturas
maximas dos picos exotérmicos das curvas de DSC; e o termo pH ¢ a condicao de pH
em que cada PEC de TMC/HP (PEC2) foram preparados.

Esse comportamento ¢ entendido em termos de interacdo molecular ¢ também
pela capacidade de estabilizagdo de cargas entre os polimeros TCM e HP, em solugdo,
de acordo com o pH de preparo dos PEC2. Vale mencionar a proximidade dos
coeficientes angulares obtidos nas equagdes 4 e 5 ¢ coeficientes de determinagdo (R?).

No PEC2-5, a TMC possui a maior densidade de cargas positivas, como ja
discutido. No entanto, em pH 5 a HP apresenta a sua menor densidade de cargas
negativas entre os pHs estudados, pois neste pH os grupos carboxilicos estdo apenas
parcialmente ionizados. Assim, em pH 5 a HP ndo € capaz de estabilizar o excesso de
densidade de cargas positivas da TMC, o que gera valor baixo para a razdo C2/Co.
Desta forma, na TMC coexistem, nestas condigdes, grandes quantidades de sitios ('NT
e 'NM) resultando em alta repulsio eletrostatica, o que gera um complexo menos
estdvel em meio acido. Na Tabela 1, mais precisamente através das temperaturas do
ponto de inflexdo obtidas da DTG, observa-se que o PEC2-5 ¢ o unico PEC de
TMC/HP que apresenta menor estabilidade térmica em relagdo a TMC pura. Os valores
de perda de massa, em porcentagem, da TMC, da HP e do PEC2 referentes ao segundo

evento também sdo apresentados na Tabela 1.
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Figura 21. Dependéncia linear de degradacdo térmica dos PEC2 com a variacdo do pH
da solugao de TMC obtida através das curvas de TGA (a) e de DSC (b).

A densidade de cargas nas cadeias da TMC diminui com o aumento do pH do
meio (pH 5 — pH 8). Mesmo com a elevag¢ao do pH de obtencao dos PEC2 (pH 8 —
pH 12), a densidade de cargas, provenientes da quaternizacdo dos dtomos de nitrogénio
na TMC, mantém-se praticamente inalterada. No entanto, a densidade de cargas
negativas nas cadeias da HP aumenta com o acréscimo do pH, favorecendo assim maior
efetividade na interagdo entre TMC e HP nos PEC2 preparados em meio alcalino. Tal

efeito possibilitou a obtencdo de complexos mais estaveis.

4.7. Analise dos precursores e PEC2 por difracdo de Raios-X.

Na Figura 22 sdo apresentados os difratogramas dos polissacarideos puros (QT,
TMC e HP) e PEC2 obtidos em diferentes condi¢cdes de pH. No difratograma da HP
observa-se um sinal de intensidade fraca, porém alargado compreendendo a regido de
(20) de 15° a 30° o qual foi atribuido a auséncia de cristalinidade na HP. No
difratograma da QT observa-se o surgimento dos picos de difracdo, em 20 = 9,26° ¢
16,13° que confirmam a existéncia de dominios cristalinos na estrutura da QT. Estes

dominios cristalinos sao regides ordenadas devido a alta propor¢ao de grupos NH; e OH
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na QT, que favorecem a ocorréncia de ligagdes de hidrogénio intra ou entre as cadeias
de QT [91,93].

Comparando os difratogramas da QT e TMC, pode-se observar uma grande
diferenca entre os mesmos. No difratograma da TMC nao sdo observados os picos de
difragdo em 20 = 9,26° e 16,13°, entretanto ha o surgimento de novos sinais de difracao,
em 20 = 25,45°, 30,11°, 43,04°, 54.91° e 65,28°. A grande quantidade de picos de
difragdo no difratograma da TMC em relacdo a QT mostra o qudo a TMC ¢ mais
cristalina. A TMC néo deveria apresentar maior cristalinidade que a QT, pois o processo
de metilacdo diminui a intensidade das interacdes de ligagdes de hidrogénio antes
existentes na QT [79]. Entretanto, os varios picos de difragdo presentes no difratograma
da TMC sao devido ao fato da obtengao deste derivado acontecer na forma de sais de
cloreto (Fig. 7) [62,63]. Desta forma, explica-se a diferenca entre os difratogramas da
QT e TMC e, assim, a maior cristalinidade da TMC em relagdo a QT, pois os picos em
20 = 25,45°, 30,11°, 43,04°, 54,91° sdo atribuidos a interagdes eletrostaticas entre ions
cloreto e, principalmente, os atomos de nitrogénio dos sitios 'NT carregados

positivamente.
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Figura 22. Difratogramas referentes aos PEC2 e precursores.

Com relagdo aos difratogramas dos PEC2 podem-se observar grandes mudangas
em relacdo ao difratograma da TMC pura. Como ja discutido anteriormente, o PEC2-5
apresenta baixa efetividade de complexacdo e menor estabilidade térmica frente aos
outros PEC2. Desta forma, os mesmos picos observados no difratograma do PEC2
ocorrem também no difratograma da TMC, com intensidades semelhantes em ambos
difratogramas. Em pH 5, as interagdes entre ions cloreto e o dtomos de nitrogénio
quaternario (sitios 'NT) se mantém. Desta forma, ¢ como se o PEC2-5 mantivesse a
estrutura e ordenamento cristalino equivalentes da TMC. A ionizagdo apenas parcial da
HP em pH 5 e a alta densidade de carga da TMC (C2/Co < 0,69) favorecem a elevada
cristalinidade do PEC2-5.

Quando comparados ao difratograma da TMC pura, os difratogramas do PEC2-
8, PEC2-10 e PEC2-12 apresentam diferencas consideraveis de intensidades nos picos
em 20 = 25,45° 30,11°, 43,04°, 54,91° ¢ 65,28°. As interacOes eletrostaticas que

passam a existir na formagcdo dos PEC2 diminuem o perfil de cristalinidade do
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componente TMC em relagdo ao perfil apresentado pela TMC pura. A efetiva interagdo
entre os dois polissacarideos (HP e TMC) perturba o ordenamento estrutural do sal de
TMC por meio da desestabilizacdo das ligacdes eletrostaticas envolvendo os anions
cloreto e os atomos de nitrogé€nio quaternario existentes nos segmentos das cadeias da
TMC. Nos difratogramas dos PEC2 obtidos em meio basico observa-se o aparecimento
de um pequeno pico de difracdo na regido de 20 = 63,56°. Tal pico ocorre devido a
maior aproximacdo das cadeias poliméricas de TMC e HP em meio basico. Este pico
pode estar associado a maior estabilidade térmica do PEC2-12 frente aos outros PEC2,
pois este pico é mais significativo no difratograma do PEC2-12.

Foi feito um estudo envolvendo as areas dos picos em 26 = 30,11° (P1), 43,04°
(P2) e 54,91° (P3) nos difratogramas da TMC e PEC2 e os resultados estdo descritos na
Tabela 2. Tal analise revela alteragcdo nas areas de P1, P2 e P3 quando se tomam as
respectivas areas no difratograma da TMC pura. Para o PEC2-5 ha pequeno aumento
das areas desses picos, em relacdo aos mesmos picos no difratograma da TMC. Por
outro lado, os aumentos que ocorreram nas areas de P1, P2 e P3 nos difratogramas dos
demais PEC2 foram bem maiores e, dentre esses, o PEC2-8 foi o que apresentou maior
alteragdo. Ainda, foi verificado que as areas de P1, P2 ¢ P3 nos PEC2-8, PEC2-10 ¢
PEC2-12 apresentam valores decrescentes de areas com o aumento do pH de obtengdo
dos materiais (Tabela 2 e Figura 23). Na Figura 23 ¢ apresentada a razdo das areas de
P1, P2 e P3 dos PEC2 em relacdo aos mesmos picos no difratograma da TMC. Na
Figura 23a ¢ ilustrada a razdo das areas de P1 (PEC2/TMC), enquanto a Figura 23b
mostra a razao das areas de P2 (PEC2/TMC) e a Figura 23c ilustra a razdo das areas de
P3 (PEC2/TMC). Como ja discutido acima, o PEC2-8 apresentou as maiores areas de
P1, P2 e P3 (Fig. 23). Isto significa que o PEC2-8 apresenta maior ordenamento que os

demais PEC2 obtidos em meio alcalino. Tal fato pode ser atribuido a maior proporgao
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de HP neste PEC quando comparado aos outros materiais obtidos. Esta afirmacdo
também pode estar relacionada ao maior conteudo de dgua adsorvida no PEC2-8 em
relacdo aos outros PEC2.

As areas de P1, P2 e P3 decrescem com o aumento de pH de obtencdo para os
PECs obtidos em meio alcalino. Tal fato sugere que nos pHs 10 e 12 a quantidade de
HP complexada perturba o ordenamento das cadeias de TMC, se comparada ao PEC2-8.
Este fato pode ser relacionado com a crescente estabilidade térmica dos PEC2 com a
elevacdo do pH de preparo. O aumento de pH favorece maior aproximagdo das cadeias
de HP e TMC (afirmagdo feita com base na crescente estabilidade térmica com o
aumento de pH). Assim, uma maior repulsdo entre as cadeias poliméricas da HP podem
favorecer interagdes mais fortes entre TMC e HP levando a formagao de materiais mais
consistentes em elevados valores de pH. Entretanto, sugere-se que para diminuir a

repulsdo das cadeias poliméricas uma menor quantidade de HP deve se complexar.

Tabela 2. Areas dos Picos em 20 = 30.11° (P1), 43.04° (P2) e 54.91° (P3) obtidos pelos
difratogramas de raio-X referentes a TMC e PEC2 (Fig. 23).

P1(20=30.11° P2(20=43.04°  P3 (20 =54.91°)

(Area) (Area) (Area)
TMC 0,252 0,150 0,054
PEC2-5 0,292 0,165 0,057
PEC2-8 0,710 0,354 0,152
PEC2-10 0,688 0,344 0,131
PEC2-12 0,638 0,304 0,122
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Figura 23. Razdo das areas de P1 (23a), P2 (23b) e P3 (23¢c) PEC2/TMC.

Outro fator que deve ser considerado € que as menores areas de P1, P2 ¢ P3 no
PEC2-12 estao relacionadas a baixa disponibilidade da densidade de cargas positivas
dos sitios "NT quando o PEC2 ¢ obtido em maiores valores de pH. Isto possibilita maior
aproximacao dos polimeros na complexagdo (maior estabilidade térmica), porém tal fato
pode indicar uma menor quantidade de HP complexada, devido a menor disponibilidade
de cargas positivas em relacdo aos outros PEC2 obtidos em valores baixos de pH. Desta
forma, o PEC2-12 apresenta maior estabilidade térmica, menor contetido de dgua de
hidratagdo e menor cristalinidade em rela¢do aos demais PEC2 obtidos em meio basico.
J& o PEC2-5 foi o que apresentou menores valores de P1, P2 e P3. Isto ocorre devido a
elevada densidade de cargas positivas na TMC (C2/Co < 0,69) e pelo fato da HP estar

com os grupamentos —COO" (pKa = 4,57) apenas parcialmente ionizados em pH 5. A
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existéncia dos sitios 'NM favorece complexagdo a longa distancia e de baixa efetividade

(menor estabilidade térmica).

4.8. Estudos in vitro de liberacido controlada de heparina utilizando azul de
metileno a partir das matrizes do PEC2-8 e PEC2-12.

A quantifica¢do de HP foi baseada na caracteristica de metacromasia do azul de
metileno (AM) [72-74]. Metacromasia ¢ definida como a propriedade de um corante
produzir tons diferentes em tecidos distintos. O AM ¢ um corante com propriedade
metacromatica empregado para identificar HP em tecidos, devido a mudanga de
coloragdo caracteristica do azul para a coloragdo roxa [72-74]. Desta forma, foi possivel
quantificar HP utilizando AM gracas a formag¢do de um complexo metacromatico de

azul de metileno/heparina (AM/HP) que apresenta como particularidade a coloragdo

roxa (Fig. 24).
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Figura 24. Complexo metacromatico de azul de metileno/heparina (AM/HP).

Assim, foi possivel estabelecer uma curva de calibracao (Fig. 25), pois o

complexo AM/HP apresenta uma banda de absorcdo maxima em 567 nm,
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diferentemente do AM puro, que possui duas bandas de absor¢do caracteristicas, uma
em 660 nm referente aos monomeros de AM na forma livre ¢ outra banda em 610 nm
atribuidos ao processo de dimerizacdo do AM [94]. Foi observado que a absorbancia da
coloracdo roxa do complexo AM/HP aumenta linearmente com o aumento da
concentracdo das solugdes de HP adicionadas, conforme mostrado na Figura 25. O

coeficiente de determinacdo, R%, para a curva da Figura 25 ¢ 0,9869.
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Figura 25. Curva de calibragdo do complexo metacromatico AM/HP obtida em agua
destilada (pH ~ 6), utilizada para quantificar heparina (R*=0,9869).

A dependéncia linear da Figura 25 ¢ representada pela equagdo 6. Portanto, a
partir desta equacao foi possivel quantificar a liberagdo de HP em 4gua destilada (pH ~
6) a partir de pastilhas de 100 mg do PEC2-8 e PEC2-12.

Y=0,01649x +0,11114 (6)

Na Figura 26 sao mostrados os perfis de liberagdo de HP referente ao PEC2-8 e

PEC2-12 em termos de fracdo liberada (Fig. 26a) e concentragdo (Fig. 26b).
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Figura 26. Fracdo liberada (%) (26a) e concentragdo (mg. L'l) (26b) de Heparina a
partir do PEC2-8 e PEC2-12 em agua destilada (pH ~ 6).

Os resultados apresentados na Figura 26 estdo diretamente relacionados a razao
C2/Co e estabilidade térmica dos PEC2. O PEC2-12 apresenta a maior razdo C2/Cw
(>0,69) e estabilidade térmica (Fig. 21) dentre todos os PEC2 preparados. Com isso, no
PEC2-12 as cadeias poliméricas de HP e TMC estdo mais proximas, ou seja, a
reticulagdo fisica entre estes polimeros ocorre com maior efetividade. A maior
efetividade de complexacdo no PEC2-12 dificulta a liberacdo de HP, quando se
compara com o PEC2-8. Do perfil de liberacdo de HP a partir do PEC2-12 observa-se
que a fracdo de HP liberada ndo ultrapassa 0,05% (Fig. 26a) que corresponde
aproximadamente 1,2 mg L™ em 12 horas de estudo (Fig. 26b).

Ja para o PEC2-8 a razdo dos carbonos C2/Cw e a estabilidade térmica sdo
menores em relacdo ao PEC2-12. A diferenga de estabilidade térmica do PEC2-8 em
relagdo ao PEC2-12 fica em torno de 17 °C (Fig. 21a). Além disso, dentre os pHs
estudados, a melhor condigdo para TMC e HP complexarem foi o pH 8 (Fig. 23).
Portanto, em pH 8 a HP ligada a TMC encontra-se mais livre, devido a menor
efetividade de complexagdo, quando comparada a HP ligada a TMC no PEC2-12. Tal

fato explica o perfil de liberagcdo da curva do PEC2-8 em relagdo a curva de liberacdo do
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PEC2-12. A fragdo liberada de HP a partir do PEC2-8 durante 7 horas de ensaio foi,
aproximadamente, 0,25% (Fig. 26a), o que corresponde 4,2 mg L' (Fig. 26b).

A baixa fracdo de HP liberada tanto para o PEC2-12 e PEC2-8 ocorre devido ao
elevado GQ da TMC que proporciona elevada estabilidade térmica para os PEC2.
Entretanto, o PEC2-8 mostrou ser um material promissor para a utilizagdo de sistemas
de entrega especifica de HP através da via oral, proxima a condi¢do de pH intestinal,
pois a partir do PEC2-8 libera-se em torno de 4,2 mg L™ (420 UI Kg') de HP (Fig.
26b).

Nao foi realizado o estudo de liberacdo de HP partindo-se do PEC2-5 e PEC2-
10. Seria interessante estudar a liberagdo de HP a partir da matriz do PEC2-5, todavia a
pastilha deste PEC se desfez apds a imersdo em agua destilada, impossibilitando a
quantificagdo de HP por UV-Vis. O desmanche da pastilha do PEC2-5 ocorre devido a
complexagio da HP acontecer preferencialmente com os sitios 'NM em pH 5, fato este
atribuido a baixa razdo C2/Cw. O estudo de liberacdo da HP foi realizado proximo a
neutralidade (pH acima de 5), condi¢do em que provavelmente os sitios "NM voltam a
ficar no estado NM, liberando a HP instantaneamente para o meio o que provoca a

desintegracdo da pastilha do PEC2-5.

4.9. Analise do sobrenadante do PEC2-8 e PEC2-12.

A analise do sobrenadante do PEC2-8 (SBPEC2-8) e PEC2-12 (SBPEC2-12)
revelaram que a TMC atua como agente limitante na complexagdo. Cerca de 30 mg de
HP foram inicialmente utilizadas no preparo dos PEC2, e a massa deste polimero sem
complexar remanescente em solucdo encontra-se na Tabela 3. Pode-se observar que

quase toda HP se liga a TMC, entretanto uma maior massa deste biopolimero
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permanece sem complexar no SBPEC2-12 em relagdo ao SBPEC2-8. Esta diferenca de
massa ¢ minima, todavia este fato pode ser atribuido a maior efetividade de
complexacdo entre TMC e HP em pH 12, que confere elevada estabilidade térmica e
maior razdo C2/Cw para o PEC2-12 em relag@o aos demais PEC2 obtidos. Isto também
pode estar relacionado a melhor condi¢do de pH para a HP e TMC se complexarem, fato
ja relatado anteriormente através da analise das areas de P1, P2 e P3 (Fig. 23). Sabe-se
que a melhor condig@o para a TMC e HP interagirem foi o pH 8. Isto pode estar ligado a
menor massa de HP no SBPEC2-8 quando comparado ao SBPEC2-12. Na Tabela 3
constam, ainda, os valores de absorbancia do complexo metacromatico AM/HP e as

concentragdes de HP referentes ao SBPEC2-8 e ao SBPEC2-12.

Tabela 3. Analise do SPEC2-8 e SPEC2-12, valores de absorbancia do complexo
metacromatico AM/HP (n = 2), concentracdo e massa de heparina remanescente em
solucdo relativo a cada sobrenadante em estudo.

Sobrenadante PEC2-8 PEC2-12
Absorbancia (AM/HP) 0,182+0,0074 0,201+0,0041
Concentragdo de HP (mg/L) 4,29 5,45
Massa de HP (mg) 0,055 0,071

Através da Figura 16b verifica-se que ocorreu a formac¢dao dos PEC2 em
condigdes basicas. Observa-se que parte destes materiais precipitou e o solido coexiste
com um sobrenadante turvo o que gera certa opalescéncia (Fig. 16b). Este fato é um
indicativo de que parte dos PEC2 obtidos em meio basico ndo adquiriram estabilidade
suficiente para precipitar permanecendo em solucdo aquosa, juntamente com 0 excesso
de HP que n3o complexou. A Figura 27 lista os espectros de FTIR dos precursores

(TMC e HP), do PEC2-8 e de seu respectivo sobrenadante (SBPEC2-8).
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Figura 27. Espectros de FTIR da TMC (a), SBPEC2-8 (b), PEC2-8 (c), HP (d).

A existéncia de PEC2-8 no sobrenadante ¢ confirmada analisando os espectros
de FTIR da Figura 27. O espectro do SBPEC2-8 ndo ¢ similar ao espectro do PEC2-8 e
aos espectros dos precursores (TMC e HP). Isto pode ser atribuido a existéncia de
PEC2-8 ¢ HP no SBPEC2-8. O pico em 1489 cm™ atribuido a deformagdo angular das
ligagdes C-H dos grupamentos metilicos dos sitios 'NT, [75-77] e a banda em 1238
cm™, referente 4 deformacio axial assimétrica dos grupos S=0 [80,82], persistem no
espectro do SBPEC2-8. Estas bandas aparecem com menor intensidade no espectro do
SBPEC2-8 (Fig. 27b), porém apresentam maior similaridade as mesmas bandas
observadas no espectro do PEC2-8, quando se compara com os espectros FTIR dos
precursores TMC e HP (Fig. 27). J4 a regido entre 2810 a 3012 cm™ do espectro do
SBPEC2-8 (Fig. 27b) se mostra similar a respectiva banda do espectro de FTIR da HP
(Fig. 27d), fato este que deve ser atribuido a fracdo em massa de HP remanescente no
SPEC2-8, pois a HP esta em excesso. Portanto, a existéncia de PEC2 remanescente

nos sobrenadantes pode ser confirmada pela analise dos respectivos espectros (Fig. 27).
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O estudo do sobrenadante ¢ importante, pois o seu descarte interfere na
quantifica¢do exata de HP, fato que ¢ conferido a incerteza na massa deste biopolimero
complexada com a TMC. Desta forma, o rejeite dos sobrenadantes do PEC2-8 e PEC2-
12 contribuem para um erro na fragdo de HP liberada (Fig. 26a), pois ndo se conhece
com exatidao a massa de HP complexada com a TMC, massa esta presente na fracdo
dos PEC2 que apresentam estabilidade para precipitar em solucdo (Fig. 16b — direita).
Porém, o importante deste estudo foi a concentragdo de 420 Ul kg'1 de HP liberada a

partir da matriz do PEC2-8 em aproximadamente 7 horas de estudo.

4.10. Estabilidade do PEC2-8 em pH 2.

Na Figura 28a ¢ mostrado o espectro de FTIR do PEC2-8 imediatamente apos o
seu preparo e na Figura 28b ¢ apresentado o espectro de FTIR do PEC2-8 apos este ter
sido imerso em uma solu¢do aquosa de acido cloridrico (pH 2) por 24 horas sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente. O PEC2-8 submerso em écido cloridrico
sera referido de agora em diante como PEC2-8*. Como discutido anteriormente, o
PEC2-8 mostrou ser bastante promissor para a entrega especifica de HP na condigdo de
pH préxima da intestinal (Fig. 26). Assim, o objetivo do estudo da estabilidade do
PEC2-8 em pH 2, descrito nessa secdo, foi avaliar a estabilidade do PEC2-8 nas
condigles gastricas. Se o PEC2-8 apresentar estabilidade em tal condigdo, esse fato

reforgaria a sua potencialidade para seu uso na entrega especifica de HP no intestino.
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Figura 28. Espectros de FTIR do PEC2-8 (28a) e PEC2-8* (28b).

No espectro de FTIR do PEC2-8 as bandas em 1238 e 807 cm’ sdo atribuidas,
respectivamente, a deformacgado axial assimétrica dos grupos S=O e a deformagao axial
das ligagdes C-O-S [80,82] e o pico em 1489 cm™ ¢ atribuido & deformagdo angular das
ligacdes C-H dos grupamentos metilicos [75-77] (Fig. 28a). Todos estes sinais
caracteristicos do PEC2-8 aparecem no espectro de FTIR do PEC2-8* ¢ sdo idénticos,
considerando o espectro FTIR do PEC2-8. Além disso, observa-se grande semelhanca
entre os espectros de FTIR (Fig. 28a e 28b). Isto ratifica que o PEC2-8 conserva a sua
estrutura apds contato com uma solucao acida (pH 2) por 24 horas. A estabilidade
quimica do PEC2-8 em pH gastrico ¢ importante, pois este meio ¢ uma via de acesso até
atingir a regido do trato gastrointestinal, local onde o PEC2-8 precisa liberar a HP para
que esta possa ser absorvida pelo organismo humano. Além disso, o PEC2-8 manteve-

se consistente todo o periodo (24 h) que esteve em contato com a solugdo de pH 2.
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5. CONCLUSOES

Os PECs de QT/HP (PEC1-5) e TMC/HP (PEC2) foram obtidos e caracterizados
através das técnicas de CP-MAS RMN 13C, TGA, DSC e difracdo de Raios-X. A
obtenc¢ao dos PEC2, como descrito nesta dissertagdo, ¢ inédita e o preparo destes em pH
> 6,5 ocorre devido a solubilidade da TMC em ampla faixa de pH. Dentre os PEC2, o
obtido em pH 5 (PEC2-5) foi o que apresentou menor efetividade de complexacio, fato
este atribuido a elevada densidade de cargas positivas na TMC nesta condicdo de pH
(C2/Cw < 0,69). Além do pH do meio, o alto valor de GQ (59%) da TMC contribui para
a elevada densidade de carga positiva neste polimero. O PEC2-5 ¢ o PEC que
apresentou menor razdo C2/Cwo dentre todos os PECs obtidos neste trabalho, pois a
existéncia de sitios 'NM e 'NT (DQ=59%) em pH 5 favorece o aumento de carbonos
Co na estrutura da TMC em relagdo aos carbonos C2. Quando comparada com a razao
C2/Co em meio acido, a elevada razdo C2/Cw nos PEC2 obtidos em meio basico
favorece a complexagdo entre TMC e HP. A maior efetividade de complexacao entre
estes polimeros em meio basico foi comprovada pela maior similaridade dos espectros
de CP-MAS "*C do PEC2-8, PEC2-10 e PEC2-12 com o espectro de CP-MAS °C da
HP e também pela maior estabilidade térmica dos PEC2 preparados em meio bésico.

Os PEC2 obtidos em meio basico apresentaram estabilidade térmica crescente
(dependéncia linear) com a elevacdo do pH de obtencdo do PEC. Isto foi atribuido a
complexagdo entre TMC e HP ocorrer com maior efetividade em meios mais basicos e
também pelo fato da HP estar, nestas condicdes, totalmente ionizada. O PEC2-12
apresentou maior estabilidade térmica dentre todos os PECs obtidos. A anélise por DSC
também confirmou a crescente estabilidade térmica adquirida pelos PEC2 com o
aumento do pH. Desta forma, pode-se inferir que em condi¢des de pH maiores, ocorre

maior aproximagdo das cadeias poliméricas de TMC e HP, resultando em uma
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complexagdo mais efetiva entre estes polissacarideos. A analise por difracao de raios-X
revelou que os difratogramas dos PEC2 apresentaram mudangas significativas no perfil
de cristalinidade em relagdo a TMC e a HP puras. Através dos difratogramas pode-se
perceber que o PEC2-8 foi o que apresentou maior cristalinidade dentre todos os PEC2
obtidos em meio alcalino. Este fato pode estar relacionado com o maior favorecimento
em complexar TMC e HP no pH 8.

Estudos in vitro de liberagdo de HP a partir do PEC2-8 e PEC2-12 mostraram
que a quantidade de HP liberada ¢ dependente da razio C2/Cw. Dos parametros
avaliados neste trabalho, pode-se concluir que o PEC2-8 é um material bastante
promissor para a utilizagdo de sistemas de entrega especifica de HP através da via oral,
na condigio de pH proxima da intestinal. Foi possivel liberar em torno de 4,2 mg L
(420 UI Kg") de HP a partir do PEC2-8. Vale ressaltar ainda que este material mostrou-
se quimicamente estavel e mecanicamente consistente em condig¢des de pH proxima da
gastrica. Isto pode viabilizar a liberacdo especifica de HP na regido do intestinal, apds
transito pela regido gastrica. Assim, a HP e também outros farmacos podem ser
incorporados aos PEC2 e finalmente serem absorvidos para circularem na corrente

sanguinea.
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