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RESUMO

Este trabalho trata da preparacdo de complexos polieletroliticos (PEC), inéditos,
constituidos de poli [2-(dimetilamino)etil metacrilato] (PDMAEMA) e sulfato de condroitina
(SC). O PDMAEMA foi sintetizado via radicalar a partir dos mondémeros em THF e usando
AIBN como iniciador. A fim de investigar a melhor condi¢io para o preparo dos complexos,
foi realizado um planejamento fatorial completo 2° em que foram analisados os efeitos dos
fatores pH de preparacdo e concentracdo da solu¢do de PDMAEMA na quantidade de SC
incorporada. O tunico fator identificado como estatisticamente significativo foi o pH. As
amostras que forneceram os maiores rendimentos foram o PEC2a e o PEC3a, que foram
preparadas em pH 1 e nas concentragdes de PDMAEMA de 1,9 e 2,5% (m/v),
respectivamente. Estes complexos foram caracterizados por meio de difracdo de raios-X,
FTIR, TGA, MEV e DLS. Os resultados de TGA mostraram que os PECs possuem maior teor
de 4gua adsorvida quando comparados aos polimeros precursores e também que a
complexacdo modifica a estrutura cristalina do PDMAEMA. As micrografias obtidas por
MEV indicaram que a amostra PEC3a apresentou superficie porosa € mais compacta que o
PEC2a. Este resultado foi atribuido a maior propor¢ao de PDMAEMA na matriz do PEC3a. O
efeito do PDMAEMA e dos complexos PEC3a e PEC2a sobre bactérias Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa foi analisado a partir de testes
bactericidas. Constatou-se que tanto o polimero quanto os complexos nao apresentaram
atividade bactericida. Este resultado foi associado a baixa massa molar do PDMAEMA
sintetizado neste trabalho. Além disso, por meio de medidas de DLS, foi verificado que os
complexos PEC2a e PEC3a apresentaram transicdo de fases em pH 6 e 7, em contradicdo com
o observado para 0o PDMAEMA, que apresentou tal transi¢do em 52 °C somente em pH = 8.
Este fato foi associado a perda de mobilidade do PDMAEMA quando complexado com o SC.

O aumento do pH do meio provocou diminui¢do da LCST dos complexos. Esta relacdo esta



ligada aos diferentes processos de ionizacao que podem ocorrer nos grupos do PDMAEMA e
SC com a variacdo do pH do meio. A caracteristica de termo- e pH-sensibilidade mostra que
os complexos PDMAEMA/SC preparados nesta dissertagdo possuem grande potencial para
aplicacdes na drea farmacéutica. Estudos de liberacao de SC a partir do PEC3a confirmaram
que este complexo apresenta propriedade de liberacdo especifica de SC no célon. A partir
deste PEC foi observada liberacdo de SC apenas em meio bdsico (pH = 8). Ainda, com o
controle da temperatura da liberagdo acima ou abaixo da LCST, o PEC3a mostrou ser termo-
responsivo, podendo esta caracteristica ser melhor explorada nos tratamentos de cancer com

hipertemia.

Palavras-chave: poli [2-(dimetilamino)etil metacrilato], sulfato de condroitina, complexo

polieletrolitico, planejamento fatorial, sensibilidade temperatura e pH.



ABSTRACT

This work reports the preparation of a novel polyelectrolyte complex (PEC) between
poly [2-(dimethylamino)ethyl methacrylate] (PDMAEMA) and chondroitin sulfate (CS). The
PDMAEMA was synthesized by radical polymerization from the monomers in THF and using
AIBN as initiator. In order to investigate the best condition for preparing the complexes, a 2*
factorial design was used for evaluating the effects of i) pH on preparation; and ii)
PDMAEMA solution concentration, on amount of incorporated SC in each prepared complex.
The only factor found to be statistically significant was the pH. Samples that gave the highest
yields were the PEC2a and PEC3a, which were prepared at pH 1 and PDMAEMA
concentrations of 1,9 and 2,5% (w/v), respectively. These complexes were characterized by
WAXD, FTIR, TGA, SEM and DLS. The TGA results showed that the PECs have higher
water content compared to the adsorbed precursor polymers and that the complexation
modifies the crystalline structure of PDMAEMA. The SEM micrographs achieved indicated
that the PEC3a sample showed porous and more compact surface than the PEC2a. This result
was attributed to the higher proportion of PDMAEMA in PEC3a matrix. The antibacterial
activities of the PDMAEMA and PEC3a and PEC2a complexes against Staphylococcus
aureus, Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa were evaluated. It was found that the
polymer as well as the complexes showed no bactericidal activity. This result was associated
to the low molar mass of PDMAEMA synthesized in this work. Moreover, by means of DLS
measurements, it was found that the PEC2a and PEC3a complexes showed phase transition at
pHs 6 and 7, in contradiction with the observed for PDMAEMA that showed such a transition
at 52 °C as in aqueous solution at pH = 8. This was associated to the loose of PDMAEMA
mobility as complexed with SC. The increase of pH caused a reduction in LCST of the
complexes. This relationship was connected to the different ionization processes that can

occur in groups of PDMAEMA and SC with the variation of pH. The thermo- and pH-



sensitive properties show that the PDMAEMA/SC complexes prepared in this work have
great potential for applications in the pharmaceutical field. Release studies of SC from PEC3a
confirmed this complex to possess specific ability for SC release in the colon. This PEC can
release SC only whether in basic medium (pH = 8). In addition, the PEC3a proved to be
thermo-responsive by temperature controlling for releasing to occur above or below the

LCST. This characteristic may be better exploited in cancer treatment with hyperthermia

Keywords: Poly [2-(dimethylamino) ethyl methacrylate], chondroitin sulfate, polyelectrolyte

complex, factorial design, temperature and pH sensitivity.
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1. Introducao

1.1. Polimeros inteligentes

Biopolimeros tais como proteinas, polissacarideos e dcidos nucléicos estdo presentes
como componentes basicos em sistemas organicos vivos. Os sistemas vivos respondem a
estimulos externos de forma a se adaptarem as mudancas nas condi¢des do ambiente.
Pesquisadores da drea de polimeros vém tentando imitar este comportamento durante as
ultimas décadas por meio do desenvolvimento dos chamados polimeros inteligentes [1].

Os polimeros inteligentes também sao conhecidos como polimeros estimulo-
responsivos, pois apresentam mudanca de propriedade em resposta a um ou mais estimulos
externos (temperatura, pH, potencial elétrico, luz, e/ou campo magnético). Uma grande
variedade de polimeros inteligentes, com propriedades especificas, tem sido sintetizada.
Exemplos de polimeros inteligentes sintéticos sdo poli(acido acrilico) (PAA), poli(N-
isopropilacrilamida) (PNIPAAm), poli(N,N-dietilaminoetil metacrilato) (PDEAEMA),
poli(lisina) (PL), entre outros [2].

A singularidade desses polimeros ndo reside apenas nas alteragdes macroscopicas
rdpidas que ocorrem na sua estrutura em funcdo de variacdes de estimulos externos, mas
também no fato destas alteracdes serem reversiveis [3]. Desta forma, os polimeros inteligentes

tém aplicacdes em diversas areas da medicina e biomedicina [4-6].

1.1.1. Poli[2-(dimetilamino)etil metacrilato] (PDMAEMA)
O poli[2-(dimetilamino)etil metacrilato (PDMAEMA) é um polimero sintético que
que vem sendo bastante investigado devido principalmente a sua dupla sensibilidade a

variagdes de pH e temperatura. Sua estrutura quimica estd representada na Figura 1.
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Figura 1 - Estrutura da unidade repetitiva do poli [2-(dimetilamino)etil metacrilato] (PDMAEMA).

O PDMAEMA apresenta modificacdo estrutural quando aquecido em meio aquoso
cujo resultado € um diagrama de fases tipo temperatura consoluta inferior (ou LCST, do
inglés Lower Critical Solution Temperature). Na transicdo, a estrutura hidrofilica do
PDMAEMA passa para uma estrutura hidrofébica quando aquecido acima da LCST. Em tal
condi¢do, as interagOes entre as cadeias PDMAEMA e as moléculas de dgua s@o rompidas e
prevalecem interagdes polimero-polimero, ocorrendo entdo o colapso entre cadeias de
PDMAEMA [7]. Na Figura 2 estd ilustrado, de forma esquemitica, o diagrama de fases do
PDMAEMA.

A LCST do PDMAEMA ocorre na faixa de 32-53° C em condi¢des bdésicas [7-9]. A
faixa de temperatura na qual é observada tal transi¢do estd ligada principalmente & massa
molar média do polimero e ao pH do meio [10]. Ao mesmo tempo, 0 PDMAEMA ¢ um
polieletrélito fraco cuja densidade de cargas pode ser alterada por variagao do pH devido ao
fato dos grupos amino tercidrios estarem (ou nao) protonados. O pKa deste polimero é de
aproximadamente 7,0 [11], o que indica que em meio 4cido os grupos amino sdo protonados

(ionizados), tornando o PDMAEMA um policétion.
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Figura 2 — Esquema do diagrama de fases do tipo LCST. O desenho em amarelo representa uma molécula de
PDMAEMA e ilustra a morfologia do polimero acima e abaixo da LCST. Fonte: Adaptado de Dong et al (2012)

[7].

Dong et al [7] sintetizaram uma série de nanoparticulas de silica com PDMAEMA
enxertado na forma de escovas. Medidas de DLS das nanoparticulas em solucdo tampao
revelaram a dependéncia da LCST de cada formulacdio com o pH da solu¢do e com o
comprimento da cadeia do PDMAEMA enxertado. Com a diminui¢do do pH, a LCST
deslocou para temperaturas mais altas, o que foi atribuido as interacdes eletrostaticas
formadas na nova condi¢ao de pH. O aumento do comprimento das cadeias enxertadas causou
um decréscimo na LCST, quando o pH € mantido constante. Tal fato pode ser atribuido a
diminui¢do da mobilidade da macromolécula, portanto diminuicdo de entropia. Tendo sido
constatado que estes materiais sdo pH-responsivos, cuja LCST pode ser variada de forma
controlada, eles sdo, portanto, considerados potenciais candidatos para serem utilizados na
preparacdao de materiais com superficies ativas para aplicacdes em cromatografia liquida,
sensores, entrega de fairmacos, entre outros.

Recentemente foi demonstrado que a quaternizagdo dos grupos amino do PDMAEMA

permite que este polimero possua atividade bactericida [12-14]. Além disso, o PDMAEMA
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quaternizado € solivel nao somente em meio aquoso 4cido, mas também em meios aquosos
neutro e bésico.

Yancheva et al [12] sintetizaram complexos polieletroliticos entre o poli[2-
(dimetilamino)etil metacrilato] quaternizado (PDMAEMAQ) e a N-carboxitetilquitosana
(CECh). Foram avaliadas as atividades antibacteriana da CECh, do PDMAEMAQ e de seus
complexos contra Escheria coli. Dentre esses polimeros, somente 0 PDMAEMAQ apresentou
tal atividade. No entanto, foi constatado que a formag¢do do complexo resultou em uma perda
da atividade antibacteriana do PDMAEMAQ em meio neutro. J4 em meio acido, oS
complexos apresentaram uma forte atividade antibacteriana devido a desintegracdo e
liberacio do PDMAEMA (quaternizado). Em outro estudo [13], o mesmo grupo de
pesquisadores verificaram que o complexo PDMAEMAQ/CECh em contato com o sangue
possui atividade hemostitica, que depende fortemente do grau de quaternizacdo do
PDMAEMA.

Devido principalmente a caracteristica de termo- e pH-sensibilidade, o PDMAEMA
vem sendo aplicado em diversas formas de materiais, como em nanofibras [15], hidrogéis [9],

copolimeros [3, 16] e complexos polieletroliticos [17].

1.2. Complexos polieletroliticos (PECs)

Complexos polieletroliticos sdo estruturas formadas por interagdes fisicas entre um
polimero que possui grupos com cargas positivas € outro que possui grupos carregados
negativamente [18].

Como mostrado na Figura 3, na formacdo de PECs estdo envolvidas, principalmente,
trés etapas. Primeiramente ocorre a formacdo do complexo primdrio a partir das interacdes
eletrostdticas cdtion/anion. A segunda etapa € o processo de formacao intra-complexo. Trata-

se de formacdo de novas interagdes (de hidrogénio e dipolo-dipolo) e/ou a corre¢do das
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distorcdes das cadeias de polimero. Na terceira etapa ocorre a agregagdo inter-complexo, que

envolve a agregacdo dos complexos secunddrios principalmente por meio de interagdes

INTRA-COMPLEXO AGREG: x(;ao
INTER-COMPLEXO
PEC

Figura 3 - Representagdo esquemadtica do processo de formagdo de complexos polieletroliticos. Fonte: Adaptado

hidrofébicas [19].

POLIANION POLICATION

MISTURA

de Lankapalli et al (2009) [19].

E conhecido que vérios pardmetros influenciam a formacio dos PECs. Fatores
relacionados aos polimeros precursores tais como massa molar, flexibilidade, estrutura de
grupos funcionais, densidade de carga, equilibrio hidrofilico-hidrofébico, bem como as
condi¢des de preparo: pH, forca idnica, temperatura, solventes e concentracdo, entre outros
sdo importantes para o desenvolvimento de complexos polieletroliticos com propriedades
especificas. Diante disso, PECs de diferentes caracteristicas podem ser obtidos por pequenas
alteracdes na metodologia empregada. Assim a influéncia de tais fatores nas caracteristicas do
complexo € de extrema importancia e pode ser estudada a partir de experimentos planejados
com bases em métodos estatisticos, tal como o planejamento fatorial [20].

No preparo dos PECs ndo sdo utilizados agentes de reticulacdo, catalisadores ou
iniciadores que sdo, frequentemente, toxicos ao organismo humano [19]. Além disso, os
complexos sdo formados em solugdo aquosa, portanto em condi¢des brandas e ndo agressivas
ao ambiente. Estes fatores fazem com este tipo de material apresente melhor
biocompatibilidade quando comparados aos que sdo reticulados por meio de ligacdes

covalentes [21].
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Em termos de composi¢do, os PECs sdo versdteis. Podem ser constituidos por
polimeros naturais ou sintéticos ou ainda pela combinacdo entre eles; polieletrdlitos de sal,
surfactantes e proteinas; onde cada componente mantém suas caracteristicas individuais,
porém o complexo pode apresentar caracteristicas ndo observadas nos componentes [21]. A
partir de seus polimeros precursores, os complexos polieletroliticos podem apresentar,
simultaneamente ou ndo, sensibilidade a variacdes de temperatura, de pH e de forca idnica.
Dependendo do meio em que os PECs estdo inseridos, eles podem exibir alta densidade de
cargas e diferentes comportamentos de intumescimento [22, 23].

Recillas et al [24] sintetizaram complexos polieletroliticos entre o copolimero
quitosana-g-N-isopropilacrilamida (PNIPAAm) e pectina. Os PECs apresentaram um
comportamento de intumescimento durante o aquecimento, com um ponto de inflexdo em
33,1 °C. Esta temperatura foi atribuida a LCST, referente a transi¢do da fase rica em
PNIPAAm. A entalpia de transi¢cdo diminuiu com o aumento do pH, demonstrando que esta
propriedade termodindmica é dependente da variacdo do pH em tais complexos. A LCST nao
variou com a quantidade d¢ PDMAEMA, nem com o pH do meio, apresentando um valor de
33 °C em todos 0s casos.

Diante da diversidade das caracteristicas que os complexos polieletroliticos podem
adquirir, estes vém sendo aplicados em vdarios campos, mas principalmente na drea
farmacéutica e na medicina. Algumas aplicacdes destes materiais incluem preparacdo de
membranas para didlise e ultrafiltracdo, implantes médicos, carreadores para liberacdo de

farmacos (drug delivery), entre outros [12].

1.2.1. Sulfato de condroitina
O sulfato de condroitina (SC) € um glicosaminoglicano (GAG), composto por N-

acetilgalactosamina e dcido glucurdnico, extraido da aorta bovina ou suina (Figura 4). E um
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importante componente da matriz extracelular (ECM), promove formacdo da estrutura,
retencdo de dgua e nutrientes. E também responsdvel pela resisténcia a compressdao que sao

caracteristicas da cartilagem [25].

H3C

Figura 4 - Estrutura da unidade repetitiva do sulfato de condroitina.

O SC ¢ altamente soluvel sob condigdes fisiologicas, sendo esta uma limitagdo para
sua aplicacdo em estado sé6lido, como veiculo para liberacdo de farmacos. Neste sentido, a
formacdo de PECs de SC com substancias catidnicas é uma alternativa para manter o SC no
estado sélido [22, 26] e, a0 mesmo tempo, diminuir ou mesmo evitar a sua solubilidade. Neste
sentido, Fajardo et al [27] sintetizaram redes de polimeros com base em complexos
polieletroliticos constituidos de sulfato de condroitina e quitosana (SC/QT). Os complexos
apresentaram capacidade de se auto-reorganizar quando intumescido em meio cujo pH é
maior que 6,2. A reorganizacdo também se mostrou dependente do tempo de intumescimento
dos PECs. Através de um estudo aprofundado avaliando a reorganizacdo da rede polimérica
do PEC baseado em SC/QT, foi confirmado que este material € sensivel a alteragdes do pH.
Dessa forma, este material pode ser previamente tratado em condi¢des especificas de pH para
se obter diferentes propriedades, tal como estabilidade térmica mais elevada, diferenciados
comportamentos de intumescimento e diferentes quantidades e tamanhos de poros, tornado

este biomaterial muito versatil para aplicacdes especificas.
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Sabe-se que o SC possui vérias funcdes bioldgicas, incluindo atividades anti-
aterogénico, anti-inflamatdria, anti-trombogénico, e anti-coagulantes. Além disso, o SC ¢é
biocompativel e vem sendo utilizado no desenvolvimento de veiculos de entrega de farmacos
no tratamento de doencas relacionadas a arterosclerose, trombose, hiperlidemia e osteoartrites
[22]. Em relagdo ao uso farmacoldgico do SC, este é classificado como uma substancia que
produz alivio sintomadtico de acdo demorada, mostrando eficdcia terapéutica na dose de 800 a

1200 mg diariamente, em dose unica ou em doses divididas e oralmente administradas [28].

Devido as caracteristicas do SC e do PDMAEMA (Secao 1.1.1) apresentadas, a
hipétese a ser estudada nesta dissertagdo € que complexos polieletroliticos envolvendo esses
dois polimeros poderdo apresentar propriedades termo- e pH-sensitivas. Ainda, ao serem
sintetizados PECs em condi¢des de excesso de SC, pode haver a liberagdao de parte do SC
complexado, fato que pode ser controlado por alteracdes de pH e/ou temperatura do meio.
Enfatiza-se que na literatura nao ha mencao de estudo de complexos polieletroliticos baseados

nestes dois polimeros, o que torna este estudo inédito.

1.3. Planejamentos fatoriais

Nas ultimas décadas, planejamentos experimentais t€ém sido utilizados para diversas
aplicacdes. Estes podem ser adotados em vdrias fases de um processo de otimizagdo, tais
como em experimentos de triagem de fatores, coleta, andlise e interpretacdo de resultados.

Em um planejamento fatorial, o que se deseja € avaliar como k fatores [(ou variaveis),
X1, X2, X3 ,..., Xx] influenciam a(s) resposta(s) y [(y, ¥, ..., ¥,)] num dado sistema em estudo.
Este sistema pode ser representado pelo modelo esquemaético apresentado na Figura 5.

Podemos visualizar o processo como uma combinacdo de operagdes, maquinas,

métodos, pessoas e outros recursos que transformam alguma entrada (geralmente um
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material) direcionando para uma saida que possui uma ou mais respostas observaveis.
Algumas das varidveis do processo sdo controlaveis (xx) e as propriedades do material podem

ser determinadas por estas varidveis, enquanto outras varidveis sao incontroldveis (zy) [29].

FATORES CONTROLAVEIS

X, X Xj

ENTRADA PROCESSO SAIDA

Zy Z, z
FATORES INCONTROLAVEIS
Figura 5 — Modelo esquemadtico representando um processo ou sistema que é desenvolvido por aplicacdo de

modelo estatistico aos fatores controlaveis.

Para executar um planejamento fatorial tem-se primeiramente que determinar quais
fatores sdo mais influentes na resposta. A partir da escolha, especificam-se os niveis em que
cada fator deve ser estudado, isto é, os valores dos fatores (ou as classes, nos casos
qualitativos) que vao ser usados para fazer os experimentos. Cada experimento deve ser
realizado de forma que os fatores incontroldveis (z;,) sejam minimizados ou mesmo
eliminados.

Para um planejamento fatorial completo devem-se realizar experimentos em todas as
possiveis combinagdes de niveis. Assim, € possivel estudar o comportamento da resposta em
funcdo dos k fatores variando-os todos ao mesmo tempo. Um planejamento completo de dois
niveis exige a realizacio de 2x2x..x2=2" ensaios diferentes, sendo este chamado de

planejamento fatorial 2k, Portanto, se o numero de fatores (k) for dois, tem-se um fatorial 2?

10
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com 2 x 2 = 4 experimentos. Nos planejamentos de dois niveis sdo adotados os sinais (+) e (-)
para identificar, respectivamente, os niveis superior e inferior. Na Tabela I € apresentada a

matriz de experimentos de um planejamento fatorial completo 27 [30, 31].

Tabela I — Representagio de um planejamento fatorial 2* completo.

Fatores Resposta
Ensaios
X1 X2 Y
1 -1 -1 yi
2 +1 -1 Y2
3 -1 +1 y3
4 +1 +1 Va

Apés a execucdo dos experimentos e a respectiva coleta dos dados, com auxilio de
programas computacionais estatisticos (por exemplo, Design-Expert® e Estatistica®) &
possivel quantificar efeitos associados a cada fator sobre a(s) resposta(s) analisada(s), bem
como a interacdo entre eles. Os modelos obtidos sdo ditos empiricos, pois apenas descrevem o
comportamento do sistema e tais modelos sao validos unicamente no intervalo estudado [26].

Os resultados de planejamento experimental sdo mais bem aceitos do que os obtidos
por métodos convencionais onde se estuda o efeito, na resposta, de um fator a cada vez
mantendo os demais constantes. A metodologia de superficie de resposta ja € estabelecida
como um método conveniente para o desenvolvimento e otimizacdo de processos, e tem sido
utilizada para estudos que minimizem o custo de desenvolvimento e producdo em diversas

areas [20].

11
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1.4. Liberacao controlada de farmacos

Entre os novos materiais inteligentes que t€ém sido desenvolvidos estdo inseridos
aqueles que envolvem a liberacido de farmacos. A tecnologia de liberacdo representa uma das
fronteiras da ciéncia, a qual envolve diferentes aspectos multidisciplinares. Biologia,
farmécia, quimica, fisica e medicina trabalham conjuntamente para fornecer avancos rapidos e
consistentes nesta drea de extrema importancia para a saide humana [32].

Os sistemas de liberacdo de farmacos, frequentemente descritos na lingua inglesa
como “drug delivery systems”, oferecem vdrias vantagens quando comparados a outros de
dosagem convencional. Na Figura 6 sdo ilustrados o processo de liberacdo convencional e o

processo de liberacdo controlada de farmacos. A partir da Figura 6 podem ser observadas

diferencas significativas entre os dois processos.

== == |iberagdo controlada
Liberagdo convencional
Super dosagem
Tratamento
1] I |
.g - 4 .‘ "‘ L [’ 3\
© 'y [ [ I\ '
{ \ i ——— / J
g P o T (1 |4
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f \ ! H f i '
S / £ / \ / VN Vo terapéutico
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Tempo (dosagens administradas)

Figura 6 - Modelo simplificado de liberagdo controlada de farmacos. Fonte: Adaptado de Azevedo (2005) [33].
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Desde que cada farmaco possui uma faixa de agao terapéutica acima da qual € toxica e
abaixo desta € ineficaz, os niveis plasmaticos sdo dependentes das dosagens administradas.
Este fato € problematico principalmente se a dose efetiva estiver préxima do valor limitrofe a
partir do qual a dose passa a ser toxica. O objetivo de um sistema de liberacdo controlada é
manter a concentra¢o do farmaco no nivel terapé&utico por um tempo prolongado, utilizando-
se de uma tunica dosagem. A dosagem correta para o tratamento especifico maximiza a
eficdcia terap€utica, além de reduzir os efeitos colaterais [33].

Polimeros inteligentes, naturais ou sintéticos, sao grandes aliados dos materiais
utilizados para entrega de farmaco e tem a fungdo de ‘liberar’ o farmaco a partir de estimulos
externos. Os estimulos externos podem ser ambientais tais como variagdes de pH e de
temperatura ou serem aplicados remotamente, como campo magnético, ultrassom e luz, entre
outros. Os polimeros inteligentes ainda podem melhorar as propriedades do material tais
como solubilidade, resisténcia térmica, e ainda evitar a degradacdo em ambientes dcidos ou
basicos. Dessa forma, garantem que o farmaco seja liberado no ambiente especifico [34].

Os materiais para liberacdo controlada de farmacos incluem nanoparticulas [35],

nanofibras [36], hidrogéis de diferentes formas geométricas e tamanhos [9], dentre outros.

1.4.1. Liberacao especifica no célon

No organismo humano, a maioria das substancias, tais como nutrientes e firmacos, sdo
absorvidas no intestino delgado para, entdo, serem levadas para todo o corpo por meio da
corrente sanguinea. Além disso, muitas substincias degradam quando entram em contato com
a condicdo 4cida da regido estomacal (pH = 1-2). Nos ultimos anos, houve um crescente
interesse no desenvolvimento de sistemas de liberacdo de fiarmacos administrados via oral
passando por determinadas regides do trato gastrointestinal, como € o caso do c6lon (Figura

7) 122, 37].

13
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Estémago
Célon

Intestino
Delgado

FADAM.

Figura 7 — Localizagdo do cdlon no corpo humano. Fonte: www.adam.com.

Diante disso, dois tipos de sistemas vém sendo estudados: a liberacdo retardada e a
liberacao especifica no cdlon. A liberacdo retardada consiste em utilizar formulagdes que
prolongam a dissolugdo do farmaco até que este chegue ao cOlon. Nestes sistemas,
geralmente, € utilizado um polimero que tem o grau de intumescimento dependente do tempo.
A liberacdo especifica no c6lon consiste em explorar as suas propriedades como pH e
atividade enzimdtica. Esta especificidade pode ser obtida por meio do revestimento do
farmaco com polimeros naturais e polimeros sintéticos pH-sensiveis [38] e/ou que sejam
degradados enzimaticamente.

Uma importante aplicagdo dos sistemas de liberacdo especifica no célon consiste no
tratamento local de patologias do c6lon como a doencga inflamatéria do intestino, algumas

infeccdes, diarréia, obstipagdo ou carcinomas colorretais [39].

14
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2. Objetivos
2.1. Objetivo geral

Formar redes poliméricas de complexos polieletroliticos (PECs) constituidos de
poli[(2-dimetilamino)etil metacrilato] e sulfato de condroitina (PDMAEMA/SC) que sejam
sensiveis a variagdes externas de temperatura e de pH e avaliar a possivel liberacao de SC em

condig¢des especificas.

2.2. Objetivos especificos

¢ Obter o polimero PDMAEMA via polimerizacao radicalar (radical livre);

e Determinar a temperatura consoluta critica inferior (LCST) do PDMAEMA em meio
aquoso em diferentes condi¢des de pH;

¢ Obter redes de PDMAEMA e SC em diferentes razdes PDMAEMA/SC em diferentes pHs;

e Estudar o efeito dos fatores razio PDMAEMA/SC (em massa) e o pH do meio sobre o
rendimento dos PECs formados;

e (Caracterizar, por meio de diferentes técnicas instrumentais, os complexos formados e seus
polimeros precursores;

e Testar a sensibilidade dos PECs frente a variagdes de temperatura e de pH.

e Estudar, utilizando sistemas in vitro, a liberacdo controlada de SC em diferentes pHs e

temperatura.
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3. Materiais e métodos

3.1. Reagentes

2-(Dimetilamino)etil metacrilato (DMAEMA, 98%, Sigma-Aldrich); sulfato de condroitina
(fornecido pela Solabia, Brasil); tetrahidrofurano (THF, Quimica Moderna); hexano (Quimica
Moderna); 2,2-azobis(isobutironitrila) (AIBN, 98% Sigma-Aldrich); dcido bérico (Nuclear);
hidréxido de sédio (NaOH, 97%, Vetec); cloreto de sédio (NaCl, Nuclear); cloreto de
potassio (Synth); glicina (>98,5%, Sigma-Aldrich); azul 1,9-dimetil-metileno (DMB, 80%,

Sigma-Aldrich).

3.2. Procedimentos
3.2.1. Sintese do PDMAEMA

O PDMAEMA foi preparado por polimerizacdo radicalar a partir de mondmeros
DMAEMA. A sintese foi realizada, solubilizando cerca de 5 mL do mondmero (DMAEMA)
em 100 mL do solvente THF. Apds a completa solubilizagio do DMAEMA, foi borbulhado
nitrogénio na solu¢do durante 30 min e, entdo, adicionado 0,4 g de AIBN (iniciador). A
solucdo contendo DMAEMA e AIBN em THF foi condicionada a uma cela conectada a um
banho termostatizado a 60 °C, mantido nessa condi¢do durante 20 h. Por fim, o PDMAEMA

obtido foi precipitado em excesso de hexano, a frio, e seco em estufa a vacuo por 24 h [40].

3.2.2. Determinacao da massa molar do PDMAEMA por cromatografia de permeacao
em gel (GPC)

A massa molar do PDMAEMA foi determinada utilizando o equipamento de
cromatografia de permeacdo em gel (GPC) modelo Viscotek GPCmax VE2001 (Malvern
Instruments) equipado com detector de indice de refragdo. A preparacdo da amostra foi

realizada solubilizando 0,010 g da amostra em 5,0 mL de THF. Apds completa solubilizagao,
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a amostra foi filtrada diretamente no vial de 2,0 mL utilizando filtro seringa de 0,45 um e,
entdo, levada para andlise no equipamento. A amostra injetada (200 pL) foi submetida a
separagdo em 3 colunas de leito misto KF806M termoestabilizadas a 40 °C e THF sob fluxo
de 1,0 mL/min foi utilizado como fase mével. A massa molar obtida foi referente a curva de

calibracao utilizando poliestireno como padrao.

3.2.3. Preparacao das solucoes tampao

Solu¢des tampao foram preparadas em uma faixa de pH de 6 a 9, com concentragao de
50 mmol/L. A forca idnica foi ajustada em uma concentragao constante de 0,1 mol/L com a
adicao de KCl. As quantidades necessarias dos reagentes e solucdes aquosas de partida para a

producdo de 1 L de solug@o tampao estao descritas na Tabela IT [41].

Tabela II - Planilha utilizada para o preparo de solu¢des tampdo com forca idnica constante (0,1mol.L™").

Solucdes NaOH Adicao
pH Soluto
0,5 mol.L" (mL) 0,2mol.L"! (mL) KCl (g)
6,0 KH,PO,4 100 29 3,30
7,0 KH,PO,4 100 148 1,52
8,0 KH,PO,4 100 234 3,04
9,0 H;BO3/KCl 100 107 2,13

3.2.4. Ensaio com o corante azul 1,9-dimetil-metileno, para a quantificacio de SC
Para cada ensaio, foram utilizados 400 uL da solu¢ao contendo SC e 5 mL de solugdo
de DMB (preparada pela dissolu¢do de 16 mg DMB em 1 L de dgua destilada contendo 40

mmol/L de glicina, 40 mmol/L de NaCl, e 95 mL de HCI 0,1 mol/L, pH 3,0). Foi feita uma
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curva de calibragao com solugdes padrdes de SC no intervalo de 1 a 50 mg/L. A absorbancia

foi medida em um espectrofotdmetro UV-Vis (Femto, modelo 800XI) a A = 525 nm [42].

3.2.5. Formacao dos PECs PDMAEMA/SC

Para a formacdo dos PECs PDMAEMA/SC foram preparadas duas solu¢des. Em uma
delas o PDMAEMA foi solubilizado em 80 mL de solu¢do tampdo. A outra solug¢do foi
preparada ao dissolver SC em 20 mL de solu¢do tampao para obter uma concentracdo de 25%
(m/v) [22]. A concentragao em % (m/v) da solucdo de PDMAEMA e o pH das solucdes
tampdo foram variados para se adequar a um planejamento fatorial 2° que serd detalhado na
proxima se¢ao.

Ap6s o preparo das duas solugdes, estas foram misturadas lentamente, e sob agitacao
magnética, a temperatura ambiente. A mistura resultante foi deixada em repouso por 24 h. O
precipitado formado foi isolado por centrifugacdo a 9500 rpm por 30 min em temperatura 2
°C. O PEC isolado foi entéo purificado por imersdo em 400 mL de dgua destilada por 24 h.
Durante o processo de purificacdo, o pH do meio foi ajustado a neutralidade (pH 7) com o
gotejamento de uma solucdo aquosa de NaOH 0,2 mol/L. Depois de purificado, o PEC foi

congelado e liofilizado a -55 °C por 24 h.

3.2.6. Planejamento fatorial 2*

A fim de avaliar o efeito dos fatores i) razio PDMAEMA/SC; e ii) pH na formacao
dos PECs, foi realizado um planejamento fatorial 2%. Neste planejamento variou-se, em dois
niveis e com ponto central, a concentracdo [em % (m/v)] da solu¢ado de PDMAEMA e o pH
de preparo das solucdes iniciais (Tabela III).

Como resposta, foi avaliado o rendimento de incorporagdo do SC na matriz dos PECs

por meio de um ensaio com o corante azul 1,9-dimetil-metileno (DMB), como detalhado na
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secdo 3.2.4. Este planejamento fatorial foi realizado em triplicata no ponto médio e em
duplicata nos demais experimentos, o que gerou um total de 11 experimentos, como mostrado
na Tabela IV, onde sdo apresentadas as condi¢des € a nomenclatura utilizadas para cada

formulacao.

Tabela III - Fatores e niveis dos fatores utilizados no planejamento fatorial 2, com duplicata.

A PDMAEMA 9 (m/v) Numérica 1,9 2,2 2,5
B pH adimensional ~ Numérica 1 3 5

Tabela IV - Planejamento fatorial 2* completo.

Fatores
Amostra PEC A B
le2 2a 1.9 (-) 1(-)
3e4 3a 25+) 1(-)
Se6 2c 1.9 (-) 5(+)
7e8 3c 25(H+) 5(+)
9,10, 11 3 2,2 (0) 3(0)

3.2.7. Liberacio in vitro de SC a partir da matriz do PEC3a

Apo6s serem liofilizadas, amostras do PEC3a (350 mg) foram imersas em 150 mL de
solug@o tampao. Os experimentos foram realizados em um dissolutor Ethik Technology (Nova
Etica) modelo 299-6TS onde cada solugio permaneceu sob agitacio de 60 rpm. O pH e a
temperatura da solucdo foram variados em dois niveis. Foram coletadas aliquotas do

sobrenadante em intervalos de tempo. A concentragdo de SC liberada a partir do complexo
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polieletrolitico, em cada condi¢do e em cada intervalo de tempo analisado, foi avaliada por
meio do ensaio de DMB (descrito na secdo 3.2.4). Cada experimento foi realizado em

duplicata [43].

3.3. Caracterizacoes
3.3.1. Anilises de RMN 'H e RMN "*C

Os espectros de RMN 'H e RMN "°C foram obtidos usando um espectrdmetro Varian
modelo Oxford 300 operando a 300 MHz. Espectros de 'H e "*C do monémero DMAEMA e

do polimero PDMAEMA foram obtidos utilizando o CDCI3 como solvente.

3.3.2. Analise de FTIR
As amostras, em pd, dos polimeros PDMAEMA, SC e dos PECs 2a e 3a foram
misturadas com KBr e prensadas até obter a forma de pastilha. Os espectros foram adquiridos

no modo de transmitancia utilizando um espectrometro Bomen modelo MB 100.

3.3.3. Analise termogravimétrica

Andlises de TGA dos PECs 2a e 3a e dos precursores PDMAEMA e SC foram
realizadas em um analisador termogravimétrico Shimadzu, modelo TG-50, operando com
taxa de aquecimento 10 °C/min, em atmosfera de gds nitrogénio com fluxo de 50 mL/min, na

faixa de temperatura entre 25 a 700 °C.

3.3.4. Analise por difracio de raios-X
Amostras dos PEC2a e PEC3a foram liofilizadas, trituradas e caracterizadas por meio
de difragdo de raios-X. Também foram realizadas medidas de difracdo de raios-X de amostras

secas do PDMAEMA e sulfato de condroitina. As medidas foram conduzidas em um
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difratdbmetro XRD-6000 Shimadzu, operando na regidao de 5° a 70° com resolucdo 0,02 ° e

velocidade de 20 =0,1 ° min’.

3.3.5. Microscopia eletronica de varredura

Os PEC2a e PEC3a foram analisados por meio de microscopia eletronica de varredura
(MEV) utilizando um equipamento SHIMADZU, modelo SS-550. Para isso, os PECs foram
inicialmente congelados e, em seguida, liofilizados por 48 h a -55 °C e fraturados. Antes das
andlises por MEV foi depositada uma fina camada de ouro sobre a superficie das amostras

para torna-las eletricamente condutoras.

3.3.6. Teste bactericida

Foi utilizado o método difusdo em agar (halo de inibicdo) para testar a atividade de trés
microorganismos sobre as amostras PDMAEMA, SC, PEC2a e PEC3a. As bactérias utilizadas
foram gram-negativas, Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853) e gram-positiva Staphylococcus aureus (ATC 25923). Para cada teste, mergulhou-se
um swab de algoddo estéril na suspensdo dos micro-organismos ajustadas segundo a escala
McFarland (0,5), correspondente a concentracdo de 1,0x 10® UFC/mL. O swab foi girado vdrias
vezes e apertado firmemente contra a parede interna do tubo para a retirada de qualquer
excesso de indculo no swab. A superficie seca da placa de dgar Miieller-Hinton (bactérias) ou
agar Sabouraud (leveduras) foi inoculada esfregando o swab em toda a superficie estéril do
agar. Repetiu-se o procedimento esfregando outras duas vezes, a fim de assegurar a distribuicdo
uniforme do indculo por toda a placa, inclusive na margem. As amostras foram colocadas sobre
a placa de Agar semeada com os micro-organismos e estas foram incubadas em estufa, a 37° C,
por 24 h. Apds a incubacio examinou-se cada placa, verificando se foi observada a inibicdo ou

crescimento das bactérias nas regides proximas a amostra, mediante a formagdo ou ndo de
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halos de inibi¢dao. O halo de inibi¢ao foi considerado a drea sem crescimento detectdavel a olho

nu [44].

3.3.7. Medidas de espalhamento dinamico da luz (DLS)

O raio hidrodinamico (Rh) foi determinado usando um equipamento Zetasizer Nano
ZS com laser de He-Ne (633nm) em um angulo fixo de 173°. Solucdes de tampao com forca
ionica constante igual a 0,1 mol/L a pH = 6,0, 7,0, 8,0, e 9,0 (Tabela II) foram utilizadas para
avaliar a LCST do PDMAEMA e dos complexos polieletroliticos. As medidas de Rh e LCST
do polimero foram realizadas com as amostras contendo 20 mg/mL e as dos complexos
contendo 0,2 mg/mL. Antes das medidas, foi aguardado um periodo de dois minutos em cada
temperatura para que o sistema atingisse o equilibrio térmico. As medidas foram realizadas

em triplicata [7].
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4. Resultados e discussoes

4.1. Caracterizacao do PDMAEMA

Comparando os espectros de RMN de 'H ¢ C do mondémero DMAEMA e do
polimero PDMAEMA (Figura 8) pode-se constatar que o polimero foi efetivamente obtido. O
espectro de RMN °C do DMAEMA (Figura 8a) apresenta sinais em 125 e 136 ppm,
referentes aos carbonos com hibridizacdo sp” de grupo vinilico presente nas moléculas dos
monomeros. Este resultado é confirmado pela presenca de dois sinais em 5,6 ¢ 6,1 ppm no
espectro de RMN 'H, que sdo deslocamentos de hidrogénios ligados a carbonos vinilicos
(Figura 8b) [45]. Nos espectros de RMN 'H e >C do polimero estes sinais ndo aparecem,
indicando que ndo ha a presenca de grupos vinilicos na estrutura polimérica, o que era

esperado com a ocorréncia do processo de polimerizagao.

(A) ——— PDMAEMA (B) —— PDMAEMA
—— DMAEMA —— DMAEMA
125
A
136
A 6,1
4 | N 5,6

A

| ‘
| A
1

T T T T T T T T

T T T T T T T T T T T T T T
200 150 100 50 0 8 7 6 5 4 3 2 1 0
ppm ppm

Figura 8 - Espectros de RMN (A) BCe(B) 'Hdo polimero PDMAEMA e do mondmero DMAEMA.

A formacdo do polimero ainda pode ser confirmada pela analise mais detalhada dos
espectros de RMN de BC e 'H deste material, que apresentam sinais caracteristicos da
estrutura do polimero (Figura 9). O espectro RMN Be (Figura 9a) apresenta sinais com

deslocamentos na regido de 177 ppm [s, C=0], 63 ppm [O-CH;], 57 ppm [CH;-N<], 46 ppm
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[-N(CH3),]. O espectro de RMN 'H (Figura 9b) apresenta sinais em 4,08 ppm [O-CH,], 2,55

ppm [-CH»-N<], 2,27 [N(CH3),], 1.8 ppm [C(CH»)], 0.9 ppm [C(CH3)] [12].
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Figura 9 - Estrutura molecular e atribui¢do dos sinais dos espectros de RMN: (A) °C e (B) 'H do polimero
PDMAEMA.
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Por meio da técnica de GPC foi possivel determinar o valor da massa molar média
ponderal (Mw), da massa molar numérica média (Mn) e da massa molar Z média (Mz) do
PDMAEMA sintetizado, que foram respectivamente 8.194 Da, 4.004 Da e 10.740 Da. Assim,
o indice de polidispersidade (Mw/Mn) do polimero obtido foi 2,05.

O alto indice de polidispersidade encontrado para o PDMAEMA ¢ caracteristico da
polimerizacao radicalar. Neste mecanismo de polimeriza¢do hé o crescimento inicial rdpido e
desordenado das cadeias, onde os macroradicais apresentam tamanhos diferentes, ou seja,
varias cadeias de PDMAEMA que crescem rapidamente e ao mesmo tempo gerando uma
larga distribuicao de massa molar [46].

Sabe-se que 0o PDMAEMA exibe separacdo de fases (hidrofilica/hidrofébica) levando
a um diagrama de fases do tipo LCST em uma determinada faixa de pH. A fim de avaliar o
valor da LCST, solugdes aquosas de PDMAEMA foram submetidas a andlise de
espalhamento dindmico da luz (DLS). Foi medido o raio hidrodindmico do polimero em
solucdo aquosa nos pHs 6, 7 e 8 variando-se a temperatura (Figura 10).

Em meio 4cido, os grupos amino tercidrios presentes ao longo das cadeias do
PDMAEMA sdo protonados e o polimero se solubiliza completamente em 4dgua. Esta boa
relacdo do polimero com a dgua traduz-se numa impossibilidade de haver gelificacdo nesta
condic¢do [11]. Este comportamento pode ser observado na curva obtida em solu¢do com pH
6,0 (Figura 10). Em pH 7 (Figura 10) a transi¢do também nao € verificada, visto que este pH €
muito proximo do pKa do PDMAEMA [12]. Nestas duas condi¢cdes de pH (6,0 e 7,0) ndo
houve variac@o significativa do raio hidrodindmico no intervalo de temperatura de 25 °C a 60
°C. Assim, pode-se concluir que, nos pHs 6 e 7, ndo foi constatada transi¢do de fases
hidrofilica para hidrofébica para o polimero em meio aquoso, prevalecendo no polimero a

caracteristica hidrofilica.
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Figura 10 - Efeito da temperatura no raio hidrodindmico (Rh) durante o processo de aquecimento de solugdes de

PDMAEMA em pH = 6,7 e 8.
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Quando o pH da solugdo polimérica € igual a 8 (Figura 10), portanto maior que o pKa
do polimero, na mesma faixa de temperatura é observada uma variacao significativa no raio
hidrodinamico (ARy = 998,7 nm). Nesta condi¢ao, os segmentos poliméricos do PDMAEMA
tornam-se mais hidrofébicos e as intera¢des com a dgua se enfraquecem. Assim, as interacoes
entre grupos do polimero passam a prevalecer o que causa o colapso dos novelos poliméricos
que estavam expandidos na condi¢do hidrofilica. Com isso, os novelos hidrofébicos tendem a
atrair mutuamente o que causa o aumento do raio hidrodinamico. Dada esta dependéncia do
raio hidrodindmico com a temperatura e com o pH do meio, pode-se inferir que a medida que
o pH aumenta os grupos amino tercidrios sao desprotonados (polimero neutro) conduzindo ao
aumento da hidrofobicidade do polimero o que leva a ocorréncia da LCST [11]. Assim, com
base na transicdo hidrofilica-hidrofébica observada em pH 8, pdde-se determinar que a

temperatura de transi¢do de fase neste pH € proxima de 52 °C.

4.2. Influéncia da concentracio de PDMAEMA e do pH na formacao dos PECs
Para cada nivel de concentracio de PDMAEMA e de pH estudados (Tabela III) houve
a formacao do respectivo PEC. Na Figura 11 sdo apresentadas imagens fotogréificas dos PECs

obtidos em cada uma das formulagdes preparadas.

PEC2a PEC3a PEC3 PEC2c PEC3c

Figura 11 - Imagens fotograficas dos PECs formados de acordo com o fatorial 2* (Tabela I), apds serem

liofilizados.
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Em cada complexo, foi quantificado o SC remanescente, tanto no sobrenadante quanto
na 4agua de lavagem utilizada para a purificacdo do PEC. A quantificagdo foi realizada
segundo um experimento com o corante DMB (Ver Secdo 4.3). Assim, foi possivel
determinar o rendimento do processo de complexacdo em termos de incorporacdo de SC em

cada PEC, cujos resultados sdo descritos na Tabela V.

Tabela V - Valores de rendimento calculados para as amostras de PEC em cada ensaio para o fatorial 2°.

Fatores Resposta
Amostra PEC A B Rendimento (%)
PDMAEMA/SC

PDMAEMA pH (SC incorporado)
le2 2a -) -) 98,2+0,8 24/76
3ed 3a (+) -) 97,9+0,6 29/71
4e5 2c -) (+) 93,8+0,4 24/76
6e7 3c (+) (+) 91,8+2 30/70
8,9,10 3 (0) (0) 94,442 30/70

Os dados da Tabela V foram tratados por meio do software Design-Expert®, versao
7.0. Foi obtido um modelo quadratico a partir do planejamento fatorial por meio do qual se
procedeu a andlise de variancia (ANOVA) para estimar a significancia estatistica dos efeitos
principais, e de interacdo, associados aos fatores estudados. Foram considerados
estatisticamente significativos os valores associados com nivel de confianca minima de 95%
(valores de p < 0,05).

Na Tabela VI sdo apresentados os dados da ANOVA. Analisando os resultados
obtidos para o modelo quadratico, observa-se que este apresentou valor de p estatisticamente

significativo. Diante disso, a fun¢do quadritica (Equacdo 1) pode ser adotada como boa
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aproximacao para se obter a superficie de resposta [31] relativa aos dados da Tabela V.
Dentre os fatores estudados, o fator B (pH) foi o tinico cujo efeito no rendimento dos PECs é

significativo, sendo sua interacdo com o fator A nao significativa.

Tabela VI - Tabela de resultados ANOVA para o planejamento fatorial 2°, com duplicata.

Soma dos Graus de Média dos
Fonte Valor F Valor p

quadrados liberdade quadrados
Modelo 61,36 4 15,34 6,47 0,0229
A-PDMAEMA 2,64 1 2,64 1,12 0,3315
B-pH 55,12 1 55,12 23,25 0,0029
AB 1,45 1 1,45 0,61 0,4647
A’ 2,15 1 2,15 0,90 0,3782

Erro puro 14,23 6 2,37
Total 75,59 10

A Equacao 1 representa o modelo de ajuste da regressao quadrética aplicado:

Rendimento = +94,43 - 0,57*A - 2,62*B - 0,43*A*B + 0,99*A* [Equacio 1]

onde A e B representam, respectivamente, a concentracdo %, (em m/v) de PDMAEMA e o

pH de forma¢ao do PEC de PDMAEMA/SC.

Baseando-se nos dados da ANOVA, o termo com maior magnitude presente na
equacgdo (1) é referente ao efeito principal B (pH). Isto significa que este fator € o que mais

contribui para o modelo. O sinal negativo que acompanha o termo indica que o menor nivel
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para o fator B analisado € o que conduz a um melhor rendimento. Analisando os outros
termos da equagdo e associando-os aos valores da Tabela V, pode-se concluir que niveis mais
altos (+1) dos fatores A e B analisados contribuem de forma decrescente para o rendimento
[31].

A superficie de resposta obtida segundo o modelo quadritico (Equacdo 1) estd
apresentada na Figura 12. Pode-se observar que as melhores condi¢des para se obter um
material com maior rendimento em termos de incorporacdo de SC é prepard-lo em pH
préximo a 1 (nivel -1). Em meio 4cido tem-se uma grande concentracdo de fons H'
dissociados, que aumentam com a diminui¢io do pH. Quando se prepara a solu¢do de
PDMAEMA em pH=1, os grupos amino presentes na estrutura deste polimero sdo protonados
com mais eficiéncia do que em pH 3 ou 5. Diante disso, havera forte interacao eletrostatica do
PDMAEMA (positivamente carregado) com o SC o que facilita a formag¢do do complexo

polieletrolitico PDMAEMA/SC, resultando em um maior rendimento.

Rendimento

00T
B: pH DVUDE\ 0.00

R A: PDMAEMA

Figura 12 - Superficie de resposta obtida quando se aplica o modelo quadratico: Rendimento = 94,43 - 0,57*A-

2,62*B - 0,43*A*B + 0,99*A2
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4.3. Ensaio com o corante azul 1,9-dimetil-metileno para a quantificacio de SC

A quantificacdo de SC foi baseada na caracteristica de metacromasia do corante azul
1,9-dimetil-metileno (DMB) [47]. Metacromasia ¢ definida como a propriedade de um
corante mudar de cor quando outras substancias especificas estdo presentes. A intensidade da
nova cor € dependente da quantidade de substancia que induz a alterag@o da coloragdo.

Dessa forma, o DMB, um corante catidnico, é empregado para identificar e
quantificar polissacarideos sulfatados, como o sulfato de condroitina. Na Figura 13 €
mostrada a estrutura do DMB. Como resultado de forcas eletrostiticas entre os grupos
ionizados do SC e do DMB forma-se um complexo metacromatico SC/DMB, que apresenta

como particularidade a cor roxa [18, 48].

CHs CHs
N o o ZnCI2
N
< * _.CH
H3C |}l S/ '}' C 3

Figura 13 - Estrutura do corante azul 1,9-dimetil-metileno (DMB) (Fonte: http://www.sigmaaldrich.com)

Foi feita uma curva de calibragdo com solugdes padroes de SC no intervalo de 1-50
mg/L (Figura 14), onde a absorbancia foi medida em um espectrofotdmetro UV-Vis a A = 525
nm [42]. Foi observado que a absorbancia (intensidade da coloracdo roxa do complexo
DMB/SC) aumenta linearmente como o aumento da concentracdo de SC na solug¢do. O

coeficiente de determinagdo (R?) para a curva de calibracdo foi de 0,9962.
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Figura 14 - Curva de calibragdo do complexo metacromatico DMB/SC obtida em dgua destilada (pH ~ 6),

utilizada para quantificar sulfato de condroitina (R* = 0,9962).

A dependéncia linear da curva de calibragdo realizada € representada pela Equacao 2.
A partir desta equagao foi possivel quantificar o SC presente no sobrenadante utilizado para a

preparacao dos PECs e na dgua de lavagem dos PECs obtidos.

Abs =0,36754 + 0,003 [SC] [Equacdo 2]

4.4. Caracterizacao dos complexos polieletroliticos

A partir da andlise do planejamento fatorial 2* realizado e cujos resultados foram
discutidos na sec¢do 4.2, foram selecionadas as amostras PEC3a e PEC2a para serem
caracterizadas por difracdo de raios-X, TGA, MEV e DLS. Foram realizados testes de
liberacdo in vitro de SC a partir da matriz do PEC3a. Na Figura 15 tem-se uma representacao
quimica, esquemadtica, do complexo formado entre PDMAEMA e SC que serd util nas

discussdes dos resultados obtidos das caracterizacdes, descritas a seguir.
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Figura 15 - Representagdo quimica proposta do complexo polieletrolitico (PEC) entre PDMAEMA e SC.

4.4.1. Analise por meio de espectroscopia de infravermelho (FTIR)

Os espectros de FTIR do PDMAEMA, SC, PEC2a e PEC3a sdo apresentados na
Figura 16. No espectro do PDMAEMA ¢ possivel observar uma banda bem definida em 1730
cm™, que corresponde ao estiramento vibracional de carbonila de ésteres. Outras bandas
caracteristicas do PDMAEMA aparecem em 2772 e 2836 cm™, que sdo resultantes da
vibracdo de alongamento C-H no grupo N(CHj), e, em 1154 cm’, referente a vibracio de
alongamento C-N de grupos amino tercidrios [10, 49, 50].

As bandas referentes a vibracdo de alongamento C-H no grupo N(CHj), do
PDMAEMA (2772 e 2836 cm’™) aparecem com menos intensidade no espectro do PEC3a e
praticamente desapareceram no espectro do PEC2a. Isto pode ser explicado pela menor
quantidade de PDMAEMA nos PECs em comparacao com o SC (Tabela V) [20]. Além disso,

estes resultados podem indicar que no PEC2a houve uma melhor interacdo entre os grupos

carregados de PDMAEMA e SC.
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Figura 16 - Espectros de FTIR do PDMAEMA, SC, PEC2a e PEC3a.

As bandas que aparecem no espectro de FTIR do SC em 1644 e 1429 cm™ sdo
atribuidas respectivamente as deformacdes axiais assimétrica e simétrica do anion carboxilato.
Ja nos espectros dos complexos PEC 2a e 3a pode ser observada uma diminui¢ao significativa
na intensidade de tais bandas. Esta mudanca ocorre devido a complexagao dos grupos COO’
do SC com os grupamentos catidnicos do PDMAEMA.

Ainda, no espectro de FTIR do SC as bandas em 1240 e 806 cm’! sdo atribuidas a
deformacao axial assimétrica dos grupos S=0 e a deformagao axial das ligagcdes C-O-S [51].
Nos espectros dos complexos observa-se esta banda na mesma regido e com a mesma
intensidade. Isto permite inferir que os grupos sulfonatos ndo interagem com 0s grupos
cationicos do PDMAEMA no processo de complexag¢dao do SC com o PDMAEMA. Portanto,
interacOes iOnicas existentes entre grupos de PDMAEMA e de SC nos respectivos PECs

podem ser evidenciadas pela anélise dos espectros de FTIR.
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4.4.2. Analises por meio de TGA

Na Figura 17 s@o mostradas curvas de TGA dos PEC2a, PEC3a e de seus precursores.
Dois estdgios de perca de massa foram observadas nas curvas de TGA, a primeira ocorreu na
faixa de 25 a 125 °C, atribuida a evaporacao de dgua e compostos volateis. Os teores de dgua

nas amostras estdo descritos na Tabela VII.
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Figura 17 — Curvas de TGA do PDMAEMA, SC e dos PECs 2a 3a.

A perda de 4dgua no SC ocorre devido a alta densidade de cargas negativas em sua
estrutura. Grupos como carboxilato (-COQO") e sulfonato (-OSO3") sao altamente hidrofilicos e
interagem fortemente com moléculas de dgua via interagdes tipo ligacdo de hidrogénio,
dipolo-dipolo e ion-dipolo. J4 o PDMAEMA possui grupos amino terciarios em sua estrutura
e tais grupos sao sitios para interagdes tipo ligagao hidrogénio e dipolo-dipolo com moléculas
de dgua. Portanto, a quantidade de SC e PDMAEMA no PEC influenciam no teor de dgua dos

PECs.
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Quando comparado ao PEC3a, o PEC2a apresentou menor perda de dgua. Este fato
estd associado a menor quantidade de PDMAEMA na matriz do PEC2a, que € protonada com
mais eficiéncia, promovendo mais interacoes eletrostiticas entre o PDMAEMA e SC. Tal
efetividade faz com que grupos positivamente carregados do PDMAEMA prefiram interagir
com grupos do SC ao invés de serem simplesmente solvatados pela dgua fazendo com que o

PEC2a tenha menor quantidade de 4gua adsorvida que o PEC3a [18].

Tabela VII - Temperaturas dos eventos, perda de dgua e degradacdo térmica do PDMAEMA, SC, PEC2a e

PEC3a, determinadas por meio de curvas de TGA

Temperatura (°C)
Amostras Perda de massa (%)
Faixa Pico (DTG)

Primeiro Evento

PDMAEMA 25-125 -- 14,7
SC 25-125 - 13,5
PEC2a 25-125 -- 18,7
PEC3a 25-125 -- 21,1

Segundo Evento

PDMAEMA 230-320 270 65,1
SC 230-250 230 20,2
PEC2a 190-260 216 45,4
PEC3a 190-260 218 46,3

Terceiro Evento

PDMAEMA 330-450 415 92,56
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Além da perda de dgua, ocorreram outros eventos térmicos referentes a degradacao
dos polimeros. Os valores da temperatura associada a cada evento sdo também apresentados
na Tabela VII. Para o PDMAEMA, a degradacdo se iniciou em 230 °C e a quase completa
decomposicao ocorreu até em 450 °C. O SC apresentou uma grande perda de massa em 230-
250 °C (25%), porém este polimero apresentou melhor estabilidade térmica quando
comparado com o PDMAEMA. Este comportamento pode estar relacionado a formacgao de
residuos sulfatados (cerca de 36% a 700 °C) .

Até 280 °C as curvas de TGA para PECs sao mais semelhantes a curva de TGA do SC
do que a do PDMAEMA. No entanto, acima desta temperatura as curvas de TGA dos PECs
apresentaram um comportamento diferente das curvas de TGA dos seus precursores, com
residuos observados a 700 °C (menores que 5%). Este resultado foi inesperado e para melhor
compreensdo uma amostra foi preparada pela mistura fisica constituida de PDMAEMA/SC
50%/50% (m/m) e analisada por TGA (nas mesmas condicdes que as utilizadas para obter as

curvas da Figura 17).
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Figura 18 - Curvas de TGA do PDMAEMA, SC e da mistura fisica 50/50 (em massa) de PDMAEMA/SC.
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Pode-se observar na curva de TGA da mistura (Figura 18) a presenca de residuos (ca.
de 18%) na temperatura 700 °C. J4 nas curvas de TGA obtidas para os complexos (Figura 17),
na mesma temperatura, o residuo foi menor que 5% para o PEC3a e ainda menor que 0,2 %
para o PEC2a. A partir destes resultados é possivel inferir que as interacdes que ocorrem entre

o PDMAEMA e o SC sio responsaveis pelo perfil de degradacao do material.

4.4.3. Analise dos difratogramas de raios-X
Na Figura 19 sdo apresentados os difratogramas de raios-X (DRX) obtidos dos

polimeros precursores (PDMAEMA e SC) e dos PEC2a e PEC3a.

1 7,60 SC
y PEC3a

PEC2a
PDMAEMA

i 22,2

10 20 30 40
26

Figura 19 - Difratogramas de raios-X referentes aos PEC2a e 3a e aos precursores PDMAEMA e SC.

No perfil de DRX do SC hé somente um sinal alargado (halo) de intensidade fraca e
com um maximo na regido de 20 = 22,2°, o que mostra que este polimero tem baixa ou

nenhuma cristalinidade. No difratograma do PDMAEMA os picos de difracdo ocorrem,
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embora pouco intensos, em 20 = 7,7° ¢ 17,6°. A presenca destes picos indica a existéncia de
dominios cristalinos na estrutura deste polimero.

Os perfis de difragdo de raios-X dos PECs mostraram que a complexacdo modifica a
cristalinidade do PDMAEMA. Foram observados picos de difra¢do distintos em 20 = 8,9° e
18,5° para os PECs. Pode-se ainda notar que a complexa¢io diminui a intensidade dos picos
de difracdo com relacio ao PDMAEMA, tornando as bandas de difracdo mais largas para os

complexos polieletroliticos [52].

4.4.4. Analise morfolégica dos PEC

As imagens de MEV dos PECs 2a e 3a, obtidas apds os PECs serem liofilizados, sdo
mostradas na Figura 20. As imagens ilustram a dependéncia da morfologia com a composi¢ao
dos complexos. As micrografias obtidas do PEC2a e PEC3a mostram que estes materiais
possuem morfologia porosa, sendo a do PEC3a mais compacta que o PEC2a. A maior
compactagdo e porosidade (poros menores) do PEC3a estd correlacionada com a maior

proporcao de PDMAEMA na matriz do complexo [9].

Mag x 200 —| 50pm Mag x 200 }—{ 50pum

Figura 20 - Imagens obtidas por MEV das amostras (A) PEC2a e (B) PEC3a ap6s serem liofilizados.

Ao analisar uma determinada drea da imagem obtida para o PEC2a, em maior

ampliacdo, observa-se pequenos fragmentos desprendidos da matriz, aspecto que nao foi
39



Leticia C. Bonkovoski (2014)
Dissertacdo de Mestrado

observado na micrografia do PEC3a, na mesma ampliagdo. Estes fragmentos sado
provavelmente residuos de SC que ndo complexaram, ou ainda fragmentos do complexo que

permaneceram dentro da matriz polimérica.

4.4.5. Teste bactericida

Polimeros a base de amdnio quaterndrio, que causam a morte da célula bacteriana pela
interacdo com as membranas bacterianas carregadas negativamente, foram classificados como
biocidas. Em particular, o PDMAEMA quaternizado e seus derivados tém sido
intensivamente estudados como materiais antimicrobianos eficazes [12, 14, 53]. No entanto,
varios estudos t€ém mostrado que certos polimeros contendo amino podem proporcionar um
desempenho antibacteriano sem quaternizagdo adicional. Neste caso, esta atividade pode
depender de diversos fatores, como a estrutura do polimero [54] e a massa molar [55].

O efeito dos polimeros PDMAEMA e SC e dos complexos PEC3a e PEC2a sobre
bactérias Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa apos 24h de
incubacdo estdo apresentadas na Figura 21. Em todas as amostras ndo foi observada a
presenca de halos de inibi¢do, demonstrando que as amostras analisadas ndo apresentam
atividade bactericida. Na literatura ndo foi encontrado que o sulfato de condroitina apresente
tal atividade sem estar associado com outros polimeros. J4 o resultado observado para o
PDMAEMA pode estar associado a baixa massa molar obtida pela polimeriza¢do radicalar
utilizada neste trabalho. A quaternizacdo dos grupos amino do PDMAEMA poderia fornecer

tal atividade ao polimero e aos complexos.
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Figura 21 - Imagens da coldnia de (A) S aureus (B) E. coli (C) P. aeruginosa cultivadas em placa de dgar. Em
cada imagem tem-se a direita o controle e a esquerda cadaespécie incubada com as amostras: (1) PEC2a, (2)

PEC3a, (3) SC e (4) PDMAEMA.

4.4.6. Medidas de espalhamento dinimico da luz (DLS)

A sensibilidade dos PEC2a e PEC3a frente a variagdes de temperatura ¢ pH foi
investigada por meio de medidas de DLS em dispersdes aquosas destes materiais. Na Figura
22 é mostrada a dependéncia do raio hidrodinamico (Rh) medido durante o processo de
aquecimento das amostras da temperatura ambiente (ca. 23 °C) até ca. de 60 °C quando
imersos em solugdes tampao (pH 6, 7 e 8).

Pode-se observar que com o aumento da temperatura, o Rh das particulas dos PECs
apresentaram significativa diminui¢do em todas as condic¢des de pH analisadas (pH 6, 7 e 8).
O Rh das particulas em pH 9,0 ndo pode ser medida porque ocorreu floculagdo das cadeias de
PDMAEMA neste meio. A temperatura de transicdo (LCST) para cada amostra em cada pH

foi determinada a partir dos graficos da Figura 22 e sdo apresentados na Tabela VIIL
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Figura 22 - Dependéncia do raio hidrodindmico com a temperatura durante o processo de aquecimento das

amostras (a.1) PEC2a em pH = 6; (a.2) PEC2a em pH = 7; (a.3) PEC2a em pH = §; (b.1) PEC3a em pH = 6;

(b.2) PEC3aem pH =7, (b.3) PEC3a em pH = 8.

Os resultados da Tabela VIII revelam que a transi¢do de fase hidrofilica-hidrofébica

do PDMAEMA complexado nos PECs abrange uma ampla faixa de temperatura. Além disso,

verificou-se que a LCST exibe forte dependéncia do pH da solucdo. O aumento do pH, de 6,0
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para 8,0, conduz a um deslocamento da LCST para uma temperatura mais baixa tanto no

PEC2a quanto no PEC3a.

Tabela VIII - LCST em diferentes pH observado para as amostras PEC2a, PEC3a e PDMAEMA.

LCST (°C)
pH PEC2a PEC3a PDMAEMA
6 58+2 62+2 --
7 5242 60+2 --
8 46+2 50+2 5242

A dependéncia da LCST com o pH € atribuida principalmente a ioniza¢do dos grupos
—N(CHj3),, COOH e -SOsH residuais dos polimeros de partida [24]. Em um pH relativamente
baixo, as cadeias de PDMAEMA tornam-se mais carregadas fazendo com que a atragdo
eletrostidtica com o SC seja reforcada. Dessa forma, necessita-se de uma maior energia
térmica para que ocorra a separacdo de fases no sistema. Isto explica o alto valor da LCST em
condicdes mais acidas.

Quando a solu¢do muda de meio 4cido para meio bésico, as interagdes existentes no
meio 4dcido sdo enfraquecidas e as interacdes hidrofébicas predominam no PEC. Este fato leva
a ocorréncia de valores mais baixos para a LCST nos pHs 7 e 8. Além disso, quando a soluc@o
¢ suficientemente bésica, as cadeias de PDMAEMA complexadas sao rapidamente colapsadas
devido a potente interacdao hidrofébica, levando a formacao de agregados, como ocorrido em
pH 9. Na Figura 23 sdo ilustradas as possiveis alteracdes morfolégicas que ocorrem no

PDMAEMA complexado imerso em diferentes condi¢des de pH e temperatura do meio [7].
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Figura 23 — Esquema da alteracdo morfol6gica do PDMAEMA nos PECs em diferentes solu¢des tampéao

associadas a LCST. Fonte: Adaptado de Dong et al (2012) [7].

Observa-se, ainda, que o PEC3a apresentou maiores valores de LCST em todos os
meios analisados quando comparado com o PEC2a, ou seja, a maior concentracdo de
PDMAEMA na matriz dos complexos leva a um aumento da temperatura de separacao de
fases. Este resultado ndo estd de acordo com o observado na literatura. Costa [11] verificou
que o aumento da concentragio de PDMAEMA em solugdo, provoca uma diminuicdo da
LCST, que foi atribuido ao aumento do nimero de associagdes hidrofébicas. No entanto, no
caso dos complexos esse comportamento oposto pode ter ocorrido devido as interacdes fisicas
existentes no sistema que sdo mais freqiientes no PEC3a, por isso este apresenta
caracteristicas mais hidrofilicas comparado ao PEC2a.

Outro fato que foi investigado é que em pH 6,0 e 7,0 os complexos exibiram uma
transi¢do de fase na faixa de 24-65°C o que estd em contradi¢do com as caracteristicas de

PDMAEMA puro. O PDMAEMA ndo complexado ndo apresentou transi¢do (sensibilidade a
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temperatura) nesta condi¢ao de pH, como foi apresentado nos resultados deste trabalho (Se¢ao
4.1).

Dong et al [7] verificaram a transi¢do de fase do PDMAEMA em pH 6 em
nanoparticulas de silica com PDMAEMA enxertado na forma de escovas. Esta transi¢do foi
atribuida a alta densidade das escovas de PDMAEMA, que com uma pressao osmdtica mais
elevada impedem a protonag¢do dos grupos amino no sistema, o que faz com que o pKa do
PDMAEMA quando em forma de escovas seja menor que o PDMAEMA linear.

Mao et al [10] investigaram o comportamento termo- ¢ pH-responsivo de copolimeros
em bloco poli(4cido 1-lactico)-PDMAEMA e foi observado que em meio 4cido ndo ocorreu
transi¢do de fases, sendo somente observada em pH > 7,4.

Até o presente momento nao foi encontrado na literatura estudos sobre a termo- e pH-
sensibilidade de PECs envolvendo o PDMAEMA. No entanto, diante dos estudos existentes e
ja publicados envolvendo este polimero em outros materiais, como citados acima, pode-se
concluir que a transicdo de fases hidrofilica-hidrofébica do PDMAEMA depende das
interagdes existentes no sistema.

No presente estudo, a transi¢do observada nos PECs em pH 6 e em pH 7 € atribuida
principalmente a perda de mobilidade do PDMAEMA no complexo formado. As interagdes
eletrostéticas que ocorrem entre o SC e 0 PDMAEMA sdo suficientemente fortes para que os
segmentos poliméricos do PDMAEMA no PEC tenha menor mobilidade em meio 4cido do
que o PDMAEMA puro, que neste meio se solubiliza totalmente (vide Secdo 4.1). Com a
perda de entropia (AS negativo) hd um aumento na energia livre de mistura o que causa o

colapso das cadeias de PDMAEMA.
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4.4.7. Liberacao in vitro de SC a partir da matriz do PEC3a utilizando DMB
Experimentos de liberagdo in vitro de SC foram realizados utilizando a amostra
PEC3a. Os ensaios foram conduzidos em duas diferentes condi¢des de pH (6 e 7) e em duas

temperaturas, sendo uma abaixo (36,5 °C ) e outra acima (60 °C) da LCST, conforme Figura

24 [24].
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Figura 24 - Fragdo liberada de SC (%) a partir do PEC3a em pH 6 e 8 na temperatura (A) 36,5°C e (B) 60°C.
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Para ambas as temperaturas estudadas, a maior fracdo de SC liberado ocorreu em pH 8
(~1,6%). Este resultado estd de acordo com o discutido na sec@o 4.4.6. No meio bdsico as
interacdes existentes entre PDMAEMA e SC sao enfraquecidas, predominando as interagdes
hidrofébicas. A repulsdo eletrostitica permite que parte do SC que estava complexado seja
liberado para o meio. J4 em pH = 6 foram liberadas fracdes de SC menores que 0,1%.
Portanto, em meio dcido, o PDMAEMA estd positivamente carregado, intensificando suas
interacdes com o SC no complexo. Em adi¢ao a isto, a maior efetividade de complexagao no
PEC3a limita a liberac@o de SC a partir da matriz neste meio.

Outro resultado interessante observado na Figura 24 é que a liberagao de SC em pH 8
na temperatura 60 °C ocorreu cerca de 5,5 vezes mais rdpida que em 36,5°C. Este fato pode
ser atribuido as mudangas estruturais no complexo induzidas pela temperatura causando a
separacdo de fase do PDMAEMA. Abaixo da LCST, as cadeias de PDMAEMA ficam
totalmente estendidas (Figura 23) estabilizando o SC na matriz do PEC. No entanto, quando a
temperatura € elevada para acima da LCST (60 °C), as cadeias d¢ PDMAEMA tendem a se
contrair devido a hidrofobicidade. Assim, o SC é liberado mais rapidamente da matriz do
complexo [23].

Tendo sido constatado que os complexos formados entre o PDMAEMA/SC séo termo-
e pH-responsivos, este material tem um grande potencial para ser explorado em diversas
areas. Em meio 4cido e temperatura ambiente, o PEC3a se mostrou estavel, podendo ser
utilizado como protecdo de farmacos especificos para tratamento na regido do célon [39].
Ainda, a termo-sensibilidade apresentada pode ser explorada em tratamentos contra o cancer,
como a hipertemia local, onde o tecido tumoral € seletivamente aquecido (atinge-se em

determinados locais temperaturas maiores que a corporea) [56].
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4.4.8. Estudo da cinética de liberacao de SC em pH 8

O mecanismo de liberacdo de solutos a partir de uma matriz polimérica pode ocorrer
por meio de transporte difusional e/ou ainda como um fendmeno de parti¢iao [57]. O perfil de
liberacdo pode ser descrito por modelos matematicos. Ritger e Peppas propuseram um modelo
semi-empirico que descreve o mecanismo de transporte de solutos a partir de uma matriz

flexivel, dado pela seguinte equagdo [58].

My _ 1en -
Moo = kt [Equacio 3]

onde a razdo M, /M., representa a fracdo de soluto liberada da matriz, t é o tempo de

liberacdo, k é uma constante que integra as caracteristicas do sistema (solvente/polimero, pH,
temperatura, etc) e n é o expoente difusional. E importante expor que esta relagio proposta é
aplicavel somente para um determinado intervalo de tempo, isto €, o tempo no qual 60% da
quantidade inicial de soluto € liberada [58].

O expoente difusional presente no modelo de Ritger e Peppas esta relacionado com o
tipo mecanismo de liberacdo. Quando n € préximo de 0,5 o mecanismo de liberacdo é
comandado por difusdo Fickiana. Um valor de n = 1 significa que a liberagdo do farmaco é
independente do tempo e ocorre principalmente por cinética de liberacio de ordem zero.
Quando o valor de 7 fica entre 0,5 e 1,0, € observado o transporte anomalo, que € resultante
da contribui¢do simultanea dos efeitos de difusdo e relaxacdo da matriz polimérica [58].

Os valores dos parametros n e k obtidos para a liberacio do PEC3a em pH 8 nas
temperaturas 36,5 °C e 60 °C estdo apresentados na Tabela IX. Os valores de n obtidos para
ambas as temperaturas de liberacao estdo no intervalo entre 0,5 e 1,0 sendo possivel concluir

que o mecanismo de difusdo do SC a partir do PEC3a em pH=8 ocorre por transporte
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andmalo. Como k € uma constante dependente das condi¢des do sistema, os valores obtidos
confirmam que o PEC3a é sensivel a variacao de temperatura, sendo encontrados valores de k

maiores quando a temperatura da liberacao foi mantida em 60 °C.

Tabela IX - Valores do expoente difusional (1) e constante (k) obtidos por meio da aplicagdo do modelo de

Ritger-Peppas (Equacdo 3) para os dados das curvas de liberagdo de SC obtidos a partir do PEC3a em diferentes

temperaturas em pH 8.

Temperatura (°C) N K R’
36,5 0,93 1,43)(10'3 0,99
60,0 0,93 5,37)(10'3 0,96

Na Figura 24, foi apresentada a dependéncia da fragao de SC liberado (Fr) a partir do
PEC3a em funcdo do tempo, variando a temperatura e o pH. Nesta secao em particular
estamos analisando somente as curvas de liberagdo obtida em pH=8. Quando o equilibrio é
estabelecido em tais curvas, as velocidades de liberacdo e absor¢ao do SC sao equivalentes, e
a fracdo liberada atinge um valor maximo (Fmax). Nesta condi¢do, a fracdo de SC liberada a
partir do PEC3a pode ser tratada como fendmeno de particdo. O parametro que determina a

ocorréncia de tal fendmeno € a, que € calculado por meio da seguinte equacao [57].

Fmax

= [Equacao 4]
1-Fax quag
Na matriz polimérica, a difusdo € dependente de inimeras varidveis como
temperatura, pressdo, tamanho molecular do soluto, concentracdo do soluto e grau de
intumescimento, diante disso o valor do parametro o pode assumir um ndmero ilimitado de

valores [57].
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A partir dos parametros F,,, ¢ F, obtidos das curvas de liberacdo (Figura 24) e os
valores de a calculados para o PEC3a em cada condicao (Tabela IX), a respectiva constante
de liberacdo (ki) pode ser determinada utilizando o modelo matematico proposto por Reis et
al [57] descrito pela equagdo 5 (Tabela X). Assumiu-se que a libera¢do ocorre através de uma

cinética de segunda ordem.

F;—2F;F. +F
Zln( L= L max ’"“") = Kkt [Equagiio 5]
2 Fmax_FL

Tabela X - Valor da constante de liberacdo (k;) obtida a partir da aplicacdio do modelo de difusdo-particdo
(cinética de segunda ordem) para os dados coletados durante o estudo de liberagdo de SC a partir do PEC3a em

diferentes temperaturas em pH 8.

Temperatura (°C) a Ky, (107 R’
36,5 0,016 0,295 0,97
60 0,014 0,943 0,99

Sendo a cinética de liberacdo definida como de segunda ordem reversivel (Equacgao 5),
0 tempo necessdrio para que a concentracao do soluto no solvente atinja 50% do valor da F),,

(t12) pode ser determinado através da seguinte equagao:

B In(3-2F ) [Equacdo 6]

Para a liberacao de SC a partir do PEC3a estudado foram obtidos os valores de t;,, (em
horas) iguais a 2,97 e 0,83 para as temperaturas 36,5 °C e 60 °C, respectivamente. Isso
significa que, em maiores temperaturas o tempo necessario para que 50 % do SC seja liberado

da matriz do PEC3a € menor. Este resultado aliado ao alto valor de ki, obtido para a liberagdo
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na temperatura 60 °C (Tabela X) explica a rapida liberacdo de SC observada na Figura 24 em
comparacao com a temperatura 36,5 °C

Como ja enfatizado, o modelo proposto por Ritger e Peppas (Equacao 4) € aplicavel
até 60% da quantidade inicial do soluto liberado. Por outro lado, o modelo descrito por Reis et
al (Equagcdo 5) pode predizer 100%, além disso, os mecanismo de difusdo fickiana e
relaxamento macromolecular, considerado no modelo de Ritger e Peppas, também sao
considerados no modelo de Reis et al [57]. As curvas relativas a cada modelo foram

sobrepostas aos dados experimentais nas respectivas temperaturas (Figura 25).

35
(A) = Experimental
3.0 Modelo Peppas
Modelo Reis
Né\ 2.5
3
g 2.0+
=t
9 154 ﬁ
Q
o
8 1.0
e
=
0.5
0.0 -1 : T : T : T : T : T :
0 5 10 15 20 25 30
Tempo (h)
35
(B)
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3,01

Modelo Peppas
—— Modelo Reis

n
&
1

n
(=]
1

Fragdo SC liberada (10°)
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1 1

bt
[&]
1

o
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Figura 25 - Perfis experimentais e tedricos segundo Peppas e Reis (Eq. 4 e 5) obtidos para a liberagdo de SC a

partir do PEC3a em funcéo do tempo na temperatura (A) 36,5°C (B) 60°C.
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Foi possivel observar que os dados descritos pelo modelo de Ritger e Peppas estdo de
acordo com os resultados experimentais apenas nas primeiras horas de liberagdo. Por outro
lado, as curvas obtidas para o modelo de Reis et al estd em concordancia com os resultados
experimentais obtidos tanto na temperatura 36,5 °C como em 60 °C. Dessa forma, com o
auxilio de modelos matematicos, é possivel concluir que o mecanismo de liberacdo do SC a
partir do PEC3a € bastante complexo: ocorre tanto por um processo andmalo (que envolve

efeitos de difusdo e relaxacao da matriz) quanto como um fenémeno de particao.
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5. Conclusoes

O poli[(2-dimetilamino)etil metacrilato] (PDMAEMA) foi preparado por polimerizagao
radicalar de monoémeros DMAEMA, utilizando AIBN como iniciador. A sintese do polimero
foi confirmada por espectros de RMN °C e 'H. A massa molar foi determinada por GPC,
com My, igual a 8.194 Da e indice de polidispersidade de 2,05. Medidas de DLS obtidas do
polimero em solug¢do aquosa nos pHs 6, 7 e 8 revelaram que o PDMAEMA apresenta
transi¢do de fases somente em meio basico (pH = 8) levando a um diagrama tipo LCST. Estes
resultados foram associados a melhor solubilidade do PDMAEMA em meio acido, devido a
protonacdo de grupos amino tercidrios presentes nas cadeias do polimero. A temperatura de
transi¢do hidrofilico-hidrofébico (LCST) do PDMAEMA foi 52 °C, em pH = 8.

Complexos polieletroliticos (PECs) a base de sulfato de condroitina (SC) e poli[(2-
dimetilamino)etil metacrilato] (PDMAEMA) foram preparados em diferentes condi¢des de
pH e de concentracio %(m/v) de PDMAEMA. Foi realizado um planejamento fatorial 22,
onde os fatores pH e concentracio de PDMAEMA foram analisados em dois niveis € no
ponto central. Em todos os niveis analisados, foi possivel observar a formagao dos complexos
polieletroliticos. A resposta, rendimento em termos da quantidade de SC incorporada na
matriz dos PECs, foi obtida por meio de ensaios realizados com o corante DMB e os valores
dos rendimentos situaram-se entre 90 e 99%. Dentre os dois fatores analisados, o pH de
obtencado dos PECs foi o tnico fator estatisticamente significativo.

As amostras PEC2a e PEC3a foram as que apresentaram os maiores rendimentos
(quantidade de SC incorporada), cerca de 98-99%. Estes PECs foram caracterizados por meio
das técnicas de FTIR, TGA, MEV, difracdo de raios-X e DLS. A formacado dos PECs foi
confirmada pelos espectros de FTIR, onde foi possivel observar a presenga das bandas
caracteristicas dos dois polimeros. Por TGA foi verificado que os complexos apresentaram

maiores teores de dgua absorvida quando comparados com seus precursores. Além disso, os
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difratogramas de raios-X mostraram que a formagao do complexo modifica a cristalinidade do
PDMAEMA. Foram observadas algumas diferencas na morfologia das amostras 2a e 3a,
sendo que o PEC3a apresentou superficie porosa e mais compacta que PEC2a devido a maior
propor¢ao de PDMAEMA na matriz. Os complexos ndo apresentaram atividade bactericida,
este resultado foi associado a baixa massa molar do PDMAEMA.

Por meio de medidas de DLS dos PEC2a e PEC3a, em meio aquoso e nos pHs 6, 7 e 8,
foi verificado que, em contradicio com o obtido para o PDMAEMA nao complexado, o
PDMAEMA complexado com SC apresentou transicdo de fase nas trés condicdes de pH
analisadas (pH = 6, 7 e 8). Este fato foi associado a perda de mobilidade do PDMAEMA
quando complexado.

Os valores da LCST nos PEC2a e PEC3a foram determinados nos pHs 6, 7 e 8. Foi
observado que o aumento do pH provoca uma diminuicdo da LCST. Esta dependéncia foi
atribuida a diferentes ioniza¢des que os grupos amino (do PDMAEMA) e grupos sulfato e
carboxilato (do SC) podem apresentar com a variacao do pH do meio.

Estudos de liberacdo de SC a partir do PEC3a mostraram que o perfil de liberacdo €
dependente do pH e da temperatura do meio. O complexo nio apresentou liberacao de SC
significativa em pH = 6 nas duas temperaturas analisadas (36,5 °C e 60 °C). J4 em meio
basico, pH = 8, ocorreu a liberacao de cerca de 1,6 % do SC complexado. A liberagio neste
meio foi acelerada quando a temperatura foi alterada de 36,5°C (abaixo da LCST) para 60 °C
(acima da LCST). A partir de modelos matematicos foi verificado que a liberagdao do SC a
partir do PEC3a por meio de um processo andomalo (efeitos de difusdo e relaxacdo da matriz)
assim como a ocorréncia de parti¢ao.

Uma vez que os complexos PDMAEMA/SC mostraram ser termo- pH-responsivos, estes

sdo candidatos para futuras pesquisas no desenvolvimento de carreadores de farmacos.
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