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RESUMO

Pesquisas voltadas ao desenvolvimento de sistemas de liberagdo controlada de farmacos tém
mostrado o grande potencial de dispositivos & base de polissacarideos para este fim, pois estes
materiais sdo, frequentemente, de baixo custo, atdxicos, biodegradaveis e de fontes renovaveis.
Este trabalho teve como objetivo principal obter hidrogéis baseados em matrizes de pectina para
serem usados como dispositivos para liberacdo controlada de farmacos. Desta forma, a pectina
(Pec) foi, primeiramente, modificada pela reacdo com o anidrido maleico (AM) visando a
insercdo de grupamentos vinilicos, imprescindiveis a formacdo de hidrogéis. A reacdo foi
devidamente caracterizada pelas analises espectroscopicas de FTIR e RMN (*H e 13C-CP/MAS).
Em seguida, a partir da pectina modificada (PecAM) foram obtidos géis microparticulados com
geometria esférica (microesferas, pP), com tamanho entre 20-36 um, em reacdo induzida por
ultrassom, utilizando método de emulsdo inversa e 0 PVA como estabilizante. A formacdo das
matrizes reticuladas foi confirmada por anélise de RMN !H, na qual foi possivel observar o
desaparecimento dos sinais referentes aos atomos de hidrogénio vinilicos e o aparecimento de
sinais referentes aos atomos de hidrogénio das ligacdes CH e CH>. A formacdo de microesferas
foi confirmada por imagens de MEV. Foram obtidas microesferas de PecAM-co-
PNIPAmM/Magnetita (uUPPM), com tamanho entre 0,5-26 pm. A presenca de magnetita foi
confirmada por DRX, EDX e FTIR e quantificada por absorcdo atdbmica. A sensibilidade ao
campo magnético foi analisada pelo uso de um magnetémetro de amostra vibrante (MAV). A
presenca de PNIPAm foi confirmada por RMN H, por meio do aparecimento de sinais
referentes aos grupos metileno e metil terminais. A medida da sensibilidade térmica (LCST) das
microesferas foi avaliada por medidas de luz transmitida e de potencial zeta. Dependendo da
formulagéo utilizada a LCST situa-se entre 31° e 43° C. Ensaios de liberagdo controlada de
Curcumina (CUR) foram realizados em fluidos de simulacdo gastrica (SGF) e de simulacdo
intestinal (SIF) empregando as microesferas do tipo pP-1 e pPPM-4, como dispositivos. Os
resultados obtidos revelaram potencial para 0 uso destes sistemas como dispositivos para
liberacdo de farmacos na regido do intestino. Os estudos de cinética de liberacdo revelaram que a
particdo do farmaco entre a matriz e 0 meio externo, em conjunto com os fenémenos de difuséo e
relaxamento macromolecular, como o0s sugeridos por Reis et. al e por Ritger-Pepas,
respectivamente, sao 0s mecanismos associados a liberacdo de CUR a partir das microesferas
obtidas nesta dissertacdo. Além disso, as amostras, principalmente a PecAM, apresentaram efeito
inibitério no crescimento de células Caco-2. Os resultados obtidos indicam que este material
possui caracteristicas e propriedades desejaveis para aplicacdo no tratamento anticancer.

Palavras-chave: Microesferas; pectina; anidrido maleico, PNIPAAmM, magnetita, sistemas de
liberacdo controlada de farmacos; Curcumina, células Caco-2.
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ABSTRACT

Researches dedicated to the development of systems for controlled drug release have focused in
devices based on polysaccharides because, usually, such polymers are of low cost, nontoxic,
biodegradable and from renewed resources. Therefore, the main target of this work was to obtain
hydrogels based on Pectin to be used as devices for controlled drug release. For this, the Pectin
(Pec) was chemically modified by reacting with maleic anhydride (MA), aiming to insert vinyl
groups on Pec that are essential to the formation of Pec-based hydrogels. The reaction was
adequately characterized by FTIR and NMR (*H and 3C-CP/MAS) spectroscopies. Based on
modified pectin (PecMA) microspheres-typed hydrogels were obtained with size between 20-36
MM using a reaction induced by ultrasound and a specific emulsion method and using PVA as
stabilizer. The formation of crosslinked matrix was confirmed by *H NMR analysis, in which
was possible to observe the disappearance of the signals related to the vinylic hydrogen atoms
and the appearance of signs related to the hydrogen atoms due to CH and CH2 bonds. The
spheric geometry and micro dimension (microspheres, uP) were observed by SEM images.
PecAM-co-PNIPAmM/Magnetite (WPPM) microspheres were obtained, sized from 0.5 to 26 pum.
The presence of Magnetite was confirmed by XRD, EDX and FTIR. The quantification was
performed by flame atomic absorption spectrometry (FAAS) and the sensibility to the magnetic
field was measured by use of a vibrating sample magnetometer (VSM). The presence of
PNIPAmM was confirmed by NMR 'H through of the appearance of signals related to the
methylene and methyl terminals groups. The thermal sensitivity (LCST) of microspheres was
evaluated by measures of transmitted light intensity and Zeta potential. Depending on the used
formulation, the LCST fall between 31 to 43 °C. Tests of controlled release of Curcumin (CUR)
were performed in simulated gastric fluid (SGF) and simulated intestinal fluid (SIF) employing,
as devices, microspheres type puP-1 and uPPM-4. The results revealed the potential for the use of
these systems as devices for drug delivery in intestine environments. Kinetic studies carried out
revealed that the mechanisms of release from the microspheres are the matrix-solute-external
fluid partition together the diffusion and macromolecular relaxation phenomena as suggested by
Reis et. al. and Ritger-Pepas, respectively. Furthermore, the samples, especially the PecAM,
showed an inhibitory effect on the growth of Caco-2 cells. The results indicate that these
materials possess desirable properties and characteristics for use in anticancer treatment.

Keywords: microspheres; pectin; maleic anhydride, PNIPAAmM, magnetite, systems controlled
drug release; Curcumin, Caco-2 cells.
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO GERAL

O desenvolvimento de novos materiais utilizados como dispositivos de libera¢do controlada
de moléculas farmacologicamente ativas tém mostrado ser de grande interesse (Rubinstein, Radai et
al. 1993), (Lorenzo-Lamosa, Remunan-Lopez et al. 1998), (Tammaro, Costantino et al. 2007). Na
maior parte das pesquisas, busca-se resolver problemas atualmente associados a administracao
convencional de farmacos. Entre os principais problemas, podem ser citados: a distribuicdo
sistémica geral, a inespecificidade para um local patoldgico, a necessidade de uma alta dose para
atingir alta concentracdo local, a toxicidade e outros efeitos secundarios adversos (Mahmoudi, Sant
et al. 2011), (Mandal, Biswas et al. 2010). A exemplo disto, a quimioterapia convencional é incapaz
de fornecer doses de medicamento suficientes para tratar apenas as areas afetadas do corpo (Working
and Dayan 1996). Além da toxicidade sistémica, que limita o uso de farmacos necessarios ao
tratamento, a necessidade de uma alta dosagem de medicamento para que o tratamento seja eficaz é
um problema adicional.

Na busca para solucionar tais limitacdes, os dispositivos construidos de materiais
poliméricos sdo alternativas promissoras para o encapsulamento de farmacos quimioterapicos, uma
vez que muitos materiais poliméricos apresentam frequentemente reduzida toxicidade. Por isso,
funcionam como uma caixa de protecdo para o farmaco, o que limita a sua interacdo com células
saudaveis e proporciona, ainda, entre outros efeitos: i) taxa de liberacdo controlada a longo tempo;
ii) bioatividade prolongada; e iii) reducdo de efeitos secundarios.

Dispositivos poliméricos com tecnologias inteligentes, ou seja, que respondem a estimulos
externos tém recebido destaque e podem ser divididos em duas classes. Na primeira, chamada de
direcionamento local, as particulas ativas do farmaco ligam-se especificamente a células doentes por

meio da utilizacdo de moléculas como anticorpos, ligantes e aptameros. Na segunda classe, chamada
15
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de desencadeamento local, qualquer alteracdo quimica ou fisica no ambiente, onde se encontra o
dispositivo, desencadeia a liberagdo do farmaco (Brewer, Coleman et al. 2011).

Nesse sentido, os hidrogéis tém desempenhado um papel primordial para o desenvolvimento
de sistemas de liberacdo controlada de farmacos (Peppas, Bures et al. 2000), (Van Vlierberghe,
Dubruel et al. 2011). Os hidrogéis pertencem a uma classe extremamente importante de materiais
com enorme potencial de aplicagdo em biotecnologia e ciéncias farmacéuticas. Podem ser
concebidos para exibir variagOes significativas de volume em resposta a pequenas mudangas no
ambiente ao qual esta inserido, tais como pH, forca i6nica, temperatura, campo elétrico, solvente,
campo magnético, etc. (Sahiner, Godbey et al. 2006). Além disso, o uso de polimeros naturais na
preparacdo de hidrogéis apresenta vantagens adicionais tais como biocompatibilidade e
biodegradabilidade, conduzindo seguranca ecoldgica e possibilidade de preparacdo de uma
variedade de derivados, quimica e/ou enzimaticamente modificados, para usos especificos
(Racovita, Vasiliu et al. 2009). Dentre as propriedades mais importantes presentes nos dispositivos
de hidrogéis poliméricos para liberacdo controlada de farmacos estdo as sensibilidades a variacdo de
pH, da temperatura e de intensidade de campo magnético.

Hidrogéis poliméricos termicamente sensiveis podem apresentar dois diferentes
comportamentos em fungdo da temperatura: i) aqueles que, em resposta ao aumento de temperatura,
colapsam, exemplo: poli(N-isopropril acrilamida), portanto diminuem seu volume; e ii) 0s que, em
resposta ao aumento de temperatura, se expandem, exemplo: poli(acido acrilico), exibindo um
aumento no grau de intumescimento (Owens, Jian et al. 2007). Polimeros biocompativeis e
termossensiveis tém ganhado grande atencdo na decada atual. Varios polimeros como elastina,
poli(alcool vinilico), poli(N-isopropil acrilamida), hidroxipropil celulose, etc., ja foram amplamente
investigados e suas potencialidades continuam sendo exploradas. Dos polimeros sensiveis a

temperatura, o poli(N-isopropil acrilamida) (ou PNIPAAmM) é 0 mais extensivamente estudado. Este
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responde a mudangas de temperatura, tendo sua temperatura de transicdo hidrofilico-hidrofébico
entre 32-33 °C. Esta temperatura é conhecida como LCST (Lower Critical Solution Temperature)
(Jaiswal, Banerjee et al. 2010), (Oh, Drumright et al. 2008). A estrutura quimica e fisica de um
polimero a base de PNIPAAmM pode ser projetada, por uso de metodologia especifica, para que sua
LCST possa ocorrer proximo da temperatura do corpo humano (Jaiswal, Banerjee et al. 2010), (de
Moura, Aouada et al. 2006). Abaixo da LCST, a estrutura do PNIPAAmM permanece hidratada e
acima da LCST ela adquire uma forma mais compacta, perdendo grande quantidade da agua de
intumescimento.

Os materiais sensiveis ao pH e a temperatura que atuam em funcionalidades especificas
apresentam, frequentemente, sérias limitagdes nos tratamentos in vivo, principalmente nos pacientes
que sofrem de doencas com episddios febris ou doencas que afetam o sistema gastrico. Estes podem
apresentar significativa variacdo da temperatura corp6rea ou do pH fisioldgico e, assim, a liberagdo
do farmaco poderd estar comprometida. Desta forma, materiais que respondem a estimulos
magnéticos podem apresentar-se como alternativas para solucionar estes problemas (Mauricio,
Guilherme et al. 2012).

Desde os meados dos anos 1970, as particulas magnéticas micro/nanométricas tém sido
amplamente utilizadas nos campos biomédicos. A alta relacdo superficie/volume das nanoparticulas
magnéticas (MNPs) fornece inGmeros sitios quimicamente ativos para a conjugacdo de
biomoléculas, permitindo um delicado design e engenharia destas para o desempenho das fungdes
pretendidas, tal como a circulagdo na corrente sanguinea por longo tempo, alvo especificidade para o
tecido lesionado, deteccdo Optica ou por imagens utilizando propriedades espectroscopicas ou
magnéticas, liberacdo de medicamentos e ressonancia magnética (Purushotham and Ramanujan

2010).
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Dispositivos consistindo exclusivamente de materiais magnéticos tais como a magnetita,
maghemita, ferrita de cobalto, diéxido de cromo, ferro, niquel carbonilo, cobalto, neodimio-ferro-
boro ou de samario-cobalto para liberacdo de farmacos podem ser desenvolvidos. No entanto, as
principais limitagBes destes materiais sdo a sua baixa capacidade de carregamento de farmacos e o
dificil controle de liberacdo (Arias, Ruiz et al. 2008). Dentre os materiais magnéticos de maior
interesse estdo as nanoparticulas que apresentam comportamento superparamagnético, como a
magnetita e a maghemita que sdo as mais empregadas em aplica¢fes biomédicas, uma vez que a sua
biocompatibilidade ja foi comprovada (Mahmoudi, Sant et al. 2011).

Superparamagnetismo ocorre em particulas cujo tamanho é bem reduzido, estando abaixo de
cerca de 15 nm (Batlle and Labarta 2002). A excitacdo térmica induz flutuagcbes do momento
magnético dessas particulas com relacdo ao tempo de observacdo (Kodama 1999). Devido ao seu
tamanho, as nanoparticulas superparamagnéticas individuais necessitam da aplicacdo de um forte
campo magnético para que sejam eficientemente manipuladas pelo campo. No entanto, as particulas
maiores ferri/ferromagnéticas podem ser facilmente manipuladas por um campo magnético mais
baixo, mas frequentemente aglomeram-se devido as atragdes magnéticas (Gyergyek, Makovec et al.
2010). Em contraste, quando as nanoparticulas superparamagnéticas sdo dispersas em uma matriz
polimérica, formando nanocompositos, toda a natureza superparamagnética das nanoparticulas é
mantida no nanocompdsito, o qual se torna suficientemente grande, portanto com tamanho desejado
para ser efetivamente manipulado por um campo magnético. Ao mesmo tempo, exibe alta
magnetizacdo e os problemas de aglomeracao séo reduzidos.

Por sua vez, as particulas magnéticas de magnetita e maghemita encapsuladas em polimeros
funcionais tém recebido enorme atencdo devido as suas potenciais aplicagdes em diferentes areas
tais como a liberacdo direcionada de farmacos, purificacdo de proteinas, deteccdo, separagéo,

marcagdo celular, biossensores, imobilizacdo de enzimas, entre outras (Arruebo, Fernandez-
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Pacheco et al. 2007), (Satarkar, Biswal et al. 2010), (Ma, Guan et al. 2006), (Dressman, Yan et al.
2003), (Girginova, Daniel-Da-Silva et al. 2010). O encapsulamento de particulas de 6xido de ferro
magnético em matrizes poliméricas proporciona qualidades que ndo podem ser encontradas em
particulas magnéticas ndo revestidas. Por exemplo, nas particulas magnéticas revestidas com
polimero contendo grupos funcionais ionizaveis formando microesferas magnéticas de
poli(metacrilato de glicidila) (PGMA), estabilizadas por carboximetil dextrana, o grupo COO"
possui afinidade com ions Fe®* enquanto a parte de dextrana permite a dispersdo em agua e previne
a agregacdo das particulas (Pollert, Knizek et al. 2006). Além disso, o revestimento da superficie de
particulas magnéticas por polimeros funcionais fornece um material com propriedades
biocompativeis 6timas, protege as particulas de susceptibilidade de lixiviacdo e oxidacdo (Rahman,
Chehimi et al. 2011).

Nanocompositos magnéticos sdo, geralmente, produtos da unido de materiais inorganicos, tal
como 0s materiais magnéticos, e organicos, tal como os hidrogéis. Estes tém sido amplamente
utilizados em diversas aplicacfes devido a sua comprovada biocompatibilidade e resposta rapida a
diferentes alteracGes externas. Particulas baseadas em polissacarideos e magnetita nas escalas
micro/nanométrica surgiram como uma estratégia inovadora para novas formulagGes cujas
propriedades podem ser ajustadas para utilizacdo em diferentes areas.

Polissacarideos sdao polimeros naturais e constituem a classe de polimeros mais abundante na
biosfera. Sdo extremamente bioativos e biocompativeis (Van Vlierberghe, Dubruel et al. 2011). Ha
grande variedade de tipos de polissacarideos. Muitos sdo derivados de matérias-primas agricolas, de
residuos da casca de crustaceos ou ainda sintetizados por micro-organismos (Van Vlierberghe,
Dubruel et al. 2011), (Racovita, Vasiliu et al. 2009). Os polissacarideos sdo polimeros constituidos
por unidades repetitivas monossacaridicas e podem ser de diferentes origens, vegetal (por exemplo:

pectina, goma de guar), microbiana (por exemplo: dextrana, goma de xantana), animal (por
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exemplo: quitosana, sulfato de condroitina) e oriundos de algas (por exemplo: alginato). A
diversidade na composi¢do quimica dos polissacarideos contribui para uma enorme variedade de
estruturas e propriedades, devido a presenca de um grande numero de grupos reativos e ampla faixa
de peso molecular. Os polissacarideos positivamente carregados (por exemplo: quitosana, N,N,N-
trimetil quitosana, etc.) ou negativamente carregados (por exemplo: alginato, heparina, acido
hialurénico, pectina, etc.) sdo denominados como polietrdlitos. Mas ha, ainda, os polissacarideos
que ndo apresentam grupos ionizaveis em sua estrutura e por isso ndo sdo facilmente carregéaveis
eletricamente (ndo-polietrélitos) (Sinha and Kumria 2001).

A presenca de uma grande variedade de grupos quimicos ligados a cadeia polimérica de um
polissacarideo permite que este seja quimica/biologicamente modificado, dando origem a uma
enorme variedade de derivados. Além disso, os grupos hidrofilicos, tais como hidroxila, grupos
carboxila e amino, presentes na maioria das estruturas de polissacarideos podem se ligar a tecidos
bioldgicos, principalmente epitélios e mucosas, por ligagdes ndo covalentes, funcionando como
materiais bioadesivos (Liu, Jiao et al. 2008).

A pectina é um polissacarideo natural, ndo-toxico, extraido da casca de frutas citricas ou do
bagaco da macd. E constituida essencialmente por residuos de acido o (1-4) D-galacturénico
linearmente ligados (Racovita, Vasiliu et al. 2009). No entanto, a pectina, tal como os demais
polissacarideos, ndo tem boa capacidade para formar particulas esféricas devido a complexidade dos
fragmentos macromoleculares e as suas caracteristicas estruturais e conformacionais, dificuldades
estas que se tornam ainda mais relevantes nas escalas micro e nanométrica (Mauricio, Guilherme et
al. 2012). A formacéo de arquitetura especifica depende das forcas de atracdo que se estabelecem
entre os compostos em um meio com hidrofilicidade/hidrofobicidade apropriada (Rahman, Chehimi

et al. 2011), (Ebewele 1996).
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1.1. OBJETIVO GERAL DA DISSERTAQAO

Na presente dissertagdo, buscou-se unir as propriedades:

1) termo responsivas do PNIPAAm;

ii) magnéticas das nanoparticulas de magnetita;

iii) biocompatibilidade da pectina,
visando obter micro/nanogéis magnéticos e termossensiveis. A hipétese investigada é que materiais
baseados em pectina, PNIPAAmM e possuindo magnetita, preparados por meio de metodologias
especificas a serem descritas nos proximos capitulos desta Dissertacéo, apresentem valor de LCST
acima de 42 °C e sensibilidade magnética para aplicacdes no tratamento de cancer por hipertermia.
Neste sentido, estes materiais seriam alternativas interessantes para o tratamento por hipertermia
combinado ao sistema de liberacdo de farmacos, no qual algum principio ativo carregado
previamente ao material poderia ser liberado quando acima da LCST, devido a hipertermia
magnética. Assim, tais materiais podem ser eficazes para a terapia do cancer utilizando a

combinacéo da hipertermia e da quimioterapia (Jaiswal, Banerjee et al. 2010).

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS DA DISSERTACAO

Para investigar a hipdtese acima descrita, foram necessarias varias etapas experimentais,
buscando atingir os seguintes objetivos especificos:
- Insercdo de grupamentos vinilicos na estrutura da pectina, por meio de reacdo quimica com
anidrido maleico, para posterior reagdo de polimerizacao/reticulacéo;
- Obtencdo de micro/nanoparticulas por polimerizacdo em emulsdo, agua em alcool benzilico,
induzida por sonicacao;
- Caracterizacdo dos materiais de partida e das microparticulas com foco nas propriedades

espectroscopicas: FTIR e RMN; propriedades térmicas: TGA/DTG; propriedades de superficie:
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potencial zeta; propriedades estruturais: DRX e MEV (morfologia) e anélise quimica: EDX,
FAAS;

- Avaliacdo da LCST dos materiais obtidos por meio de medidas de luz transmitida.

- Avaliacdo das melhores condicGes para obtencdo de micro/nanoparticulas;

- Avaliacdo da liberacdo de Curcumina a partir das microparticulas carregadas com este
farmaco.

- Andlises de citotoxicidade frente células tumorais do tipo Caco-2.

1.3. METODOS DE CARACTERIZACAO

1.3.1. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier — FTIR

Todos os espectros FTIR foram obtidos em espectrdmetro Bomem FTIR modelo MB-100, na
faixa de 4000 a 500 cm™. As amostras, em p6, foram misturadas com KBr a 1% m/m e prensadas na
forma de pastilhas. Os espectros foram adquiridos no modo de transmitancia com resolucéo tipica de

4 cm, Para isso, foram acumuladas 64 varreduras para obter cada espectro.

1.3.2. Ressonancia magnetica nuclear de hidrogénio — RMN 1H

Os espectros de RMN H? foram obtidos em um espectrémetro Varian, modelo Mercury Plus
300, operando a 300 MHz com tempo de relaxacdo e frequéncia de pulsos iguais a 30 s e 90°,
respectivamente. Todos os espectros foram obtidos a partir de solugdes em D20 na concentracdo de

5 mg mL, contendo 0,05% de tetrametilsilano (TMS) como referéncia.
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1.3.3. Ressonancia magnética nuclear no estado sélido — CP/MAS RMN 13C

Espectros de RMN 3C no estado sélido foram obtidos em espectrdmetro de RMN Varian,
modelo Mercury Plus 300, que opera na frequéncia de 75,457 MHz para o nicleo de *C, equipado
com sonda de solidos CP/MAS de 7 mm. Utilizou-se a técnica CP-MAS, sendo os principais
parametros de aquisi¢cdo: tempo de contato de 3 ms e tempo de espera para reciclagem (d1) de 3 s.
Os deslocamentos quimicos foram obtidos usando como referéncia externa da ressonancia do

carbono metilico, em 17,3 ppm, o padrdo hexametilbenzeno (HMB).

1.3.4. Microscopia eletrénica de Varredura - MEV

As analises morfoldgicas das amostras foram realizadas em microscopio eletrdnico de
varredura (MEV) Shimadzu, modelo SS550 Superscan, acoplado a um sistema de analise por
energia dispersiva de raios-X (EDX). Antes de proceder as analises de MEV as amostras secas (p0)
foram colocadas sobre fitas de carbono, aderidas ao porta-amostra e recobertas com uma fina
pelicula de ouro. Aplicou-se uma tensdo de 15 kV e intensidade de corrente de 30 mA. A anélise
quimica foi obtida pela técnica espectroscopica de energia dispersiva de raios-X (EDX), que
possibilita a determinacdo da composi¢do quimica qualitativa e semiquantitativa das amostras, a

partir da emissao de raios-X caracteristicos.

1.3.5. Anélise Termogravimétrica (TGA)

As curvas de TG foram obtidas em um analisador termogravimétrico Shimadzu, modelo TG-
50, operando com taxa de aquecimento 10 °C mint, em atmosfera de N2 com fluxo de 50 mL min™,
na faixa de temperatura entre 25 a 600 °C. As Curvas de DTG foram obtidas, para cada material,

aplicando-se a derivada primeira aos dados da respectiva curva de TG.
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1.3.6. Difratometria de Raios-X (DRX)
As amostras secas, em forma de po, foram analisadas em um difratdmetro de raios-X,
modelo D8 Advance, da marca Bruker, em uma faixa de varredura (20) de 5 a 70°, com resolucéo

de 0,02°, em uma velocidade de varredura de 0,6° min. A radiacdo foi gerada em linha de Cuk, a

40,0 kV e 30,0 mA (A = 0,15418 nm).

1.3.7. Medidas de Potencial Zeta e de Tamanho de Particulas em Solucéo
Considerando as particulas como sendo esféricas, o seu didmetro médio (Dn) foi determinado
usando um Zetasizer Nano ZS com laser de He-Ne (A = 633 nm) em um angulo fixo de 173°. As
medidas de potencial zeta foram realizadas no mesmo equipamento, utilizando uma cela capilar com
eletrodos. Todas as medidas foram realizadas a partir de uma solucdo tampao fosfato, pH 7,

contendo 1,0 mg mL* das amostras.
Para as medidas do didmetro e potencial zeta, nas temperaturas estabelecidas, aguardou-se o

tempo de 2 min (suficiente para atingir o equilibrio térmico) e as medidas foram realizadas em

triplicatas.

No caso de Pec e PecAM, em que as medidas foram realizadas no material ndo reticulado,
portanto solavel, foi medido o didmetro hidrodindmico das cadeias dos polimeros utilizando a

mesma metodologia acima descrita.
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1.3.8. Cromatografia de Permeacéo em Gel (GPC)

As andlises foram realizadas em cromatdgrafo Shimadzu LC-10AD acoplado a um detector
de indice de refracdo RID-6A. Utilizou-se coluna linear PolySep (7,8 mm x 300 mm), fluxo de 0,5
mL min, solugéo eluente aquosa de NaNOs (0,1 mol L1). O volume de amostra injetado foi 50 pL,

com concentragdo de 1,0 mg mL™.
1.3.9. Medidas de Intensidade de Luz Transmitida através das particulas

A LCST do PNIPAAmM em particulas do hidrogel, obtidas contendo este polimero monémeros
NIPAAmM na formulacdo, foi medida baseando-se no método da luz transmitida conforme descrito
por Crispim et al. (Crispim, Rubira et al. 1999). Um esquema do aparato utilizado esta representado
na Figura 1.1.

Em uma cela de vidro transparente, com camisa para controle de temperatura, foram adicionados
3 mL de uma solucdo tampéo fosfato, pH 7, e cerca de 3 mg das particulas do hidrogel, de modo a
obter concentracdo final de 1 mg mL™. As particulas de hidrogel intumesceram a temperatura

ambiente por 2 h, aproximadamente, antes de iniciar as medidas.

—
foto-diodo
—f—*

Recipiente Agua para
Transparente| [ |- “ aquecimento B9 Multimetro

—-——

Amoslra

. Espelho

Laser

Figura 1.1 Esquema do aparato utilizado para a medida da luz transmitida através das particulas do
hidrogel em fungéo da temperatura.

Um banho termostatizado foi acoplado a cela e os experimentos foram conduzidos no interior de
um caixa escura, completamente fechada, evitando assim, a interferéncia de luz espuria. Mediu-se a

intensidade da luz transmitida através da amostra usando, como detector, um fotodiodo (EG&G
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Optoeletctronics, modelo HUV200B) acoplado a um multimetro. A intensidade de luz (proveniente
de um laser He-Ne, L = 632,8 nm) transmitida através da amostra foi registrada em funcdo da
temperatura. As medidas foram realizadas, em triplicata, em temperaturas entre 25 °C e 45 °C. Antes
de cada medida, a solucdo contendo as particulas de hidrogel foi deixada por aproximadamente 1

hora na temperatura desejada, para atingir o equilibrio térmico.

1.3.10. Medidas de Magnetizacéo

As medidas de sensibilidade das particulas ao campo magnético foram realizadas no Instituto de
Fisica da USP, Sdo Paulo, em um magnetbmetro de amostra vibrante (MAV) montado com
eletroima que gera um campo magnético controlavel cuja intensidade méaxima atingida € de 20 kOe.

As amostras, previamente pesadas, foram preparadas na forma de pastilhas e colocadas no
extremo inferior da haste do MAV, o qual vibra a uma frequéncia de aproximadamente 100 Hz.
Foram realizados ciclos de histerese com taxa de varredura do campo de 33 Oe/s a temperatura

ambiente.
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CAPITULO 11
MODIFICACAO E CARACTERIZACAO DA PECTINA

2.1. INTRODUCAO

As aplicacbes de polissacarideos como biomateriais tem se destacado nos ultimos anos,
devido as propriedades unicas dessa classe de materiais (Schuetz, Gurny et al. 2008), (Lee and
Mooney 2012), (Fajardo, Lopes et al. 2012). Os polissacarideos sdo altamente estaveis, nao toxicos,
hidrofilicos, biodegradaveis além de serem recursos abundantes na natureza, cuja
transformacdo/modificacdo quimica pode ocorrer por véarias formas e sdo, frequentemente, de baixo
custo.

Diversos biopolimeros tém sido funcionalizados com metacrilatos, como a quitosana
(Amsden, Sukarto et al. 2007), &cido sialico (Woerly, Fort et al. 2008), 2008), dextrana (Desmedt,
Lauwers et al. 1995), (Vandijkwolthuis, Franssen et al. 1995), &cido hialurdnico (Oudshoorn,
Rissmann et al. 2007), inulina (Vervoort, Van den Mooter et al. 1997), goma arabica (Reis,
Guilherme et al. 2006), amido (Reis, Guilherme et al. 2008), pectina (Maior, Reis et al. 2008).

Os bio-macro-monémeros, como podem ser denominados os derivados metacrilatados de
biopolimeros, sdo polimerizados e utilizados na preparacédo de hidrogéis e nanogéis, biodegradaveis,
visando diversas aplicacdes como biomateriais em engenharia de tecidos, no desenvolvimento de
dispositivos para liberacdo de farmacos, entre outros(Oh, Lee et al. 2009).

A reacdo de biopolimeros com metacrilatos visa adicionar, na estrutura daqueles, grupos
vinilicos. Os grupamentos vinilicos entdo inseridos sdo usados para posterior reticulagdo e
consequente formacgdo de hidrogéis, por meio de ligagGes covalentes entre cadeias dos polimeros
modificados. A formacdo de ligagcbes cruzadas em derivados polissacaridicos tem grande

importancia na area farmacéutica, uma vez que as propriedades mecanicas dos hidrogéis sao
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melhoradas sem afetar, gravemente, a biodegradabilidade. Por serem os polissacarideos hidrofilicos,
a solubilidade destes em meio aquoso é reduzida pela formagdo da matriz tridimensional (3D),
impedindo a liberacdo prematura de farmaco encapsulados na matriz 3D. Além disso, tornam-se
susceptiveis a biodegradacdo enzimaética pelas bactérias presentes no célon (Reis, Guilherme et al.
2006).

A pectina é um polissacarideo complexo, heterogéneo, encontrado na parede celular priméria
da maioria das plantas. Devido a sua interagdo com outros componentes da parede celular a mesma
auxilia na adesdo entre células contribuindo para a firmeza, a resisténcia mecénica e a coesividade
tecidual sendo considerada, portanto, o principal agente cimentante da parede celular (Rosenbohm,
Lundt et al. 2003).

A estrutura predominante da pectina € uma cadeia polimérica linear composta por acido
galacturdnico unidos por ligagdes a-(1—4), conforme mostrado na Figura 2.1. Esta estrutura linear é
ocasionalmente interrompida por cadeias laterais ricas em acglcares neutros, principalmente,
arabinose, galactose, ramnose. Além disso, a pectina pode possuir diferentes graus de metilagdo, dos
residuos de &cido carboxilico, que sdo dependentes da fonte a partir da qual a pectina é isolada, bem

como das condicdes utilizadas durante o isolamento e respectiva purificagdo (Rosenbohm, Lundt et

al. 2003).
- 0. OH OCH, |
- 0
. 0
v
OH on
- gl (|

o (1-4)acido D-galacturonico

Figura 2.1. Unidade repetitiva da cadeia de uma pectina (Pec).
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As pectinas sdo muito utilizadas em diferentes ramos industriais. Nas indUstrias de alimentos
sdo Uteis como agentes de gelificacdo e de espessamento nos alimentos. Nas inddstrias
farmacéuticas sdo utilizadas em sistemas de liberacdo de farmacos devido a sua perfeita
biocompatibilidade, resposta a varicdo do pH, que permite entrega colon-especifica. Além disso,
acredita-se que a pectina contribui para a diminuicdo do nivel de colesterol no sangue, auxilia a
diminuicdo da absorcdo de glicose; facilita a excre¢do de toxinas e metais divalentes pela urina e
tém atividade anti-tumoral. Adicionalmente aos beneficios ja citados, a ingestdo diaria de pectina
por seres humanos ndo tem limites ou contraindicagdes (Ogonczyk, Siek et al. 2011).

A crescente demanda industrial por pectinas com diferentes capacidades de gelificacdo ou de
estabilizacdo de frutas e de produtos lacteos aumenta a necessidade de obtencdo de pectinas
diferentes ou derivados com propriedades especificas para uma determinada aplicacdo (Rosenbohm,
Lundt et al. 2003).

Varios derivados de pectina foram obtidos, reticulados (Souto-Maior, Reis et al. 2010),
amidados (Mishra, Datt et al. 2008), tiolados (Perera, Hombach et al. 2010), e sulfatados (Cipriani,
Gracher et al. 2009). As propriedades dos derivados ampliou as aplicagdes de pectinas, inicialmente
da area alimenticia para outras areas, sendo nestas utilizadas como dispositivos para liberacdo de
farmacos (Mishra, Datt et al. 2008), (Souto-Maior, Reis et al. 2010), agentes antitromboticos
(Cipriani, Gracher et al. 2009), e agentes mucoadesivos (Sharma and Ahuja 2011).

Por outro lado, a inser¢do de grupos vinilicos na pectina por meio da modificacdo usando
anidrido maleico ndo tem sido muito relatada e tampouco estudada. Quando comparado aos
acrilatos, o anidrido maleico (AM) atrai maior interesse para a modificacdo da pectina devido a sua
maior biocompatibilidade e alta reatividade do grupo anidrido (Huang, Wang et al. 2010).

O AM é um material facilmente acessivel (Yao, Mai et al. 2011). Cerca de 1,7 milhGes de

toneladas de AM foram produzidos e consumidos em 2009. Mais de 40% desta producdo foi
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utilizada para a fabricacdo de poliésteres insaturados. A utilizacdo de poliesteres insaturados em
resinas, materiais compasitos, dispositivos biomédicos e dispositivos de liberacdo de medicamentos,
permite melhorar as propriedades dos polimeros, por meio de modificagdes, pds-polimerizacéo, das
unidades maleato ou fumarato, oriundas do AM (DiCiccio and Coates 2011).

Poliésteres insaturados biodegradaveis, tais como o poli(propileno fumarato) (PPF), auxilia a
formacéo de scaffolds de tecido 6sseo e ndo é citotoxico. Portanto, podem ser usados em implantes
ortopédicos e sistemas de reparacdo de tecidos. Embora os poliesteres insaturados sejam materiais
com propriedades bem estabelecidas, os mesmos possuem aplicagcbes limitadas, devido a
incapacidade de incorporar funcionalidade diversificada na cadeia polimérica, dificuldade em atingir
0 peso molecular elevado e formacéo de ligacdes éter indesejaveis (DiCiccio and Coates 2011).

Copolimeros contendo produtos de modificagdo do AM tém sido considerados como
materiais versateis, possibilitando novas aplicacfes em diversas areas da industria. Por exemplo,
copolimeros de AM com metacrilato de metila, com acetato de vinila ou com estireno, mostraram
variadas atividades bioldgicas. Por exemplo, o copolimero anidrido maleico-estireno tem sido
reconhecido por conferir atividade anti-tumoral (Karakus, Yenidunya et al. 2011).

Os copolimeros contendo AM tém sido frequentemente utilizados na preparacdo de
polimeros funcionais. Uma vez que o AM é vulneravel ao ataque nucleofilico de grupos amino ou
hidroxila, estes podem reagir com 0 AM por abertura de anel. Este processo aumenta o nimero de
grupos &cido carboxilico disponiveis para possiveis modificacbes quimicas. Além disso, a hidrdlise
completa dos grupos anidrido é muitas vezes acompanhada pela formacao de ligacdes de hidrogénio,
distribuidas ao longo da cadeia polimérica. E também importante ressaltar que a atividade
antitumoral desses copolimeros de AM modificados tem se mostrado dependente da quantidade de

ligacGes de hidrogénio entre os grupos carboxila e da natureza da distribuicdo ao longo das cadeias
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laterais (Karakus, Yenidunya et al. 2011). Na Figura 2.2 encontra-se apresentada a estrutura do

anidrido maleico e a estrutura dos respectivos produtos de hidratacéo e hidrolise.

hidratacdo 0 hidrdlise
\!/\f‘\ / Anidrido Malelco\

Acido Mdlico i OH
HO =
0 Acido Maleico

Acido Fumdrico
Figura 2.2. Anidrido Maleico (AM) e reagdes de hidratacdo e hidrdlise.

Na literatura encontram-se alguns trabalhos que incorporam a estrutura do AM em diferentes
polissacarideos para diferentes aplicacbes. Um exemplo disso é o hidrogel baseado em colageno,
obtido via copolimerizacdo entre o AM, 0s grupos mono-amida ligados ao coldgeno e grupos
metacrilato de 2-hidroxietila (Potorac, Popa et al. 2012). Outros exemplos sdo: i) particulas
esféricas de géis de amido-maleato obtidas apos irradiacdo UV em solucdo de nitrato de aménio de
cério (1V), precipitado em etanol absoluto, sob condic¢des controladas (Tay, Pang et al. 2012); ii) um
hidrogel de amido e PVA reticulado usando o AM como agente de reticulacdo, para melhorar as
propriedades mecanicas e comportamento de intumescimento dos hidrogéis formados (Pang, Chin et
al. 2011); iii) a obtencdo da celulose modificada com AM na auséncia de solvente aplicada na
adsorcdo cations a partir de solucdes aquosas na interface solido/liquido (de Melo, da Silva et al.
2009).

A modificacdo da pectina com AM, proposta nesta Dissertacdo, foi realizada por meio de

metodologia adaptada dos trabalhos de Hamcerencu e colaboradores, nos quais esses promoveram,
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respectivamente, a modificacdo da goma de xantano e goma de gelano por meio de reacdo com AM
(Hamcerencu, Desbrieres et al. 2007, Hamcerencu, Desbrieres et al. 2008).

Nesta Dissertacdo, a modificagdo é realizada visando a inser¢do de grupamentos vinilicos,
oriundos da estrutura do AM. Além disso, ha a formacédo de ligagdes éster estaveis e a presenca de
grupos acido carboxilicos terminais. De acordo com Melo, Biswas e colaboradores materiais com
estas caracteristicas sdo viaveis para aplicacbes em industrias de revestimento, de cosmeéticos, de
alimentos, farmacéutica e para membranas de separacdo de anticorpos, enzimas, proteinas, etc (de

Melo, da Silva et al. 2009), (Biswas, Shogren et al. 2006),

2.2. OBJETIVOS

- Inserir grupamentos vinilicos na estrutura da pectina, por meio de reacdo com anidrido
maleico (AM);
- Caracterizacdo da pectina modificada (PecAM) por meio de FTIR, RMN (*H e C-CP/MAS),

GPC, TGA/DTG, DRX e MEV.

2.3. EXPERIMENTAL

2.3.1. Materiais

Pectina-USP (Pec) e tubos para didlise 32 mm de diametro, foram adquiridos da Sigma-
Aldrich (Alemanha); N,N dimetilformamida P.A.-ACS, (DMF), alcool etilico absoluto P.A. e
acetona P.A., foram fornecidos pela F. Maia (Brasil) e o anidrido maleico (AM) foi adquirido da

Vetec (Brasil).
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2.3.2. Procedimentos

Primeiramente, foi realizada a secagem da Pec e do AM em estufa sob presséo reduzida por
10 h a 40 °C. Solucdes de Pec (0,1 % m/v) e AM (0,2 % m/v) foram preparadas, separadamente, em
DMF, sob agitacéo por 12 h, a temperatura ambiente e na auséncia de umidade. Apds, a solucéo de
AM foi adicionada gota a gota a solucdo de Pec, que permaneceu sob agitacdo constante. A relacéo
em massa de AM:Pec usada foi 3:1. A reacéo foi entdo submetida ao aquecimento (70 °C) e mantida
nestas condi¢cdes por 24 h, seguindo procedimento descrito na literatura (Hamcerencu, Desbrieres et
al. 2007).

Por adicdo gota a gota da solucédo aquosa de PecAM em acetona (ou em etanol) sob agitacéo,
a pectina modificada (PecAM) foi precipitada e, apds, separada por filtracdo usando funil de
Buchnner. Apos, foi redissolvida em agua e colocada em tubos de celulose para dialise. O processo
de dialise ocorreu durante seis dias, realizando duas trocas diarias da agua destilada que envolvia os
tubos. Finalmente, a PecAM dialisada foi congelada e seca em liofilizador a -55 °C (Liofilizador
Alpha 1-2 LDplus, Christ) e caracterizada por FTIR, RMN (*H e 3C-CP/MAS), GPC, TGA/DTG,

DRX e MEV seguindo os procedimentos ja descritos na se¢do 1.3.
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2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os grupos hidroxila presentes nas estruturas de polissacarideos sdo suscetiveis a reacdes de
esterificacdo. A reatividade da hidroxila ligada a um anel glicosidico é afetada principalmente pela
sua posicdo. Em geral, as hidroxilas que se encontram ligadas ao carbono 6 (C6) ou na posicdo
equatorial do anel glicosidico séo as mais reativas (Liu 1988, Carey 2000). Dependendo do meio em
que ocorre a reacdo de modificacdo, é proposto que os grupos hidroxila presentes no biopolimero
atuem como agentes nucleofilicos. No caso do anidrido maleico (AM), sugere-se que 0S grupos
hidroxila do biopolimero atacam os grupos carbonila do AM e desestabilizam o anel do AM
(Hamcerencu, Desbrieres et al. 2007). Uma vez que o anel do AM se abre, 0 mesmo pode se ligar
na estrutura do biopolimero em duas diferentes formas isoméricas: fumarato (na forma trans) e
maleato (na forma cis), como esquematizado na Figura 2.3, sendo que ambas as formas isoméricas
podem ocorrer em um mesmo processo de modificacdo. Ainda, 0s grupos retiradores presentes
podem afetar a fracdo de uma ou de outra forma de isomerizagéo, de acordo com 0 Sseu respectivo
potencial de remover elétrons; fracdo essa que depende, também, do impedimento estérico causado
por esses grupos. No entanto, a forma fumarato é a mais estavel (de Melo, da Silva et al. 2009).

No espectro FTIR da Pec, Figura 2.4., pode-se destacar a absor¢ao em regides caracteristicas,
como a banda larga centrada em aproximadamente 3430 cm?, referente ao estiramento de ligagdes
O-H tipicas de polissacarideos. A banda centrada em 2940 cm™ corresponde ao estiramento de
ligagGes C-H dos grupos CHs. Por fim, observa-se na regido entre 1600 e 1800 cm™ a existéncia de
duas bandas. A primeira banda centrada em 1750 cm™ correspondente ao estiramento da ligagio
C=0 dos grupos carboxilicos protonados (COOH) e dos grupos carboxilicos esterificados com o
grupo metila (COOCHa). E a segunda banda, centrada em 1640 cm™, é devida a estiramentos

simétricos e assimétricos das ligagfes C=0 de carboxilatos.
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Pectina (Pec) Anidrido Maleico (AM)
OCH3 —
+
O (0
DMF/ 70° C/ 24h

PecAM (Fumarato) /

0, OH OCH3
o O PecAM (Maleato)
5 : M&/ OCH3

Pectina Modificada (PecAM)
Figura 2.3. Esquema da reacdo de modificacdo da pectina (Pec) com anidrido maleico (AM).

Abaixo de 1500 cm™ encontra-se uma regido na qual as bandas resultam da interacéo de
varios sistemas vibracionais complexos. Por isso, muitas vezes nesta regido os sinais sdo atribuidos
com ambiguidade. Essa regido é chamada finger print, Gnica para cada composto. Nesta regido estao
as bandas correspondentes as vibragdes tipicas dos polissacarideos, como as vibraces do anel
piranoide sobrepostas com as vibracGes de estiramento dos grupos (C-OH) e as vibracdes da ligacdo
glicosidica (C-O-C) (Sinitsya, Copikova et al. 2000), (Synytsya, Copikova et al. 2003), (Coimbra,

Ferreira et al. 2011).
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Figura 2.4. Espectros FTIR: do AM, da Pec, e do produto da modificacdo (PecAM).

A partir da comparacgdo dos espectros FTIR da Pec e da PecAM ¢é possivel perceber poucas e
discretas alteracGes. Pode-se inferir, por exemplo, a presenca de bandas atribuidas a carbonos
vinilicos, C=C, na PecAM devido ao deslocamento da banda, larga, centrada em 1750 cm™ no
espectro FTIR da Pec para 1736 cm™ no espectro da PecAM, indicando a presenca de sistema éster
conjugado na PecAM, oriundo da estrutura do AM. Uma ampliacdo dos espectros FTIR da Pec e

PecAM na regido 1800 a 1600 é mostrada na Figura 2.5.
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Figura 2.5. Espectro FTIR: da Pec e da PecAM, regido de 1800-1600 cm™. O deslocamento da banda de
carbonila indica a presenga de sistema éster conjugado na PecAM.

E evidente que a quantidade de grupos COOH aumentou apdés a insercio de
maleato/fumarato na estrutura da Pec. Portanto, é possivel confirmar a modificacdo da Pec por meio
da medida das areas referentes aos grupos COOH nos espectros FTIR da Pec e da PecAM.

Foram feitas integracdes das bandas atribuidas aos grupos COOH como mostrado na Figura
2.6.a-b. As areas relativas aos grupos COOH, pico 1, foram 52,95 para Pec e 80,32 para a PecAM. O
aumento da quantidade de grupos COOH ainda € reforcado pelo aumento da area referente a
deformacéo fora do plano desses grupos que aparece em 830 cm™ (Figura 2.6.c) que passa de 2,13
no espectro da Pec para 8,79 no espectro da PecAM. Por outro lado, nota-se que a area relativa aos
grupos carboxilato, pico 2 (Figura 2.6.a-b), diminui apds o processo de modificacdo. Tal fato pode
ser atribuido a formacéo de ligacdes de hidrogénio, devido a hidrolise dos grupos anidrido, as quais
podem atribuir ao polimero modificado uma possivel atividade antitumoral, como ja relatado

anteriormente (Karakus, Yenidunya et al. 2011). As ligacdes de hidrogénio podem ser observadas
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pelo ombro em 2550 cm™ existente no espectro da PecAM e atribuido a formagédo de dimeros de

acido carboxilico (de Melo, da Silva et al. 2009), (Pavia 2010).

E possivel observar ainda alteragdes na regido entre 1500-900 cm™, as quais correspondem a

vibragdes dos grupos hidroxila ligados ao anel glucopiranose. Esses grupos sdo muito sensiveis a

qualquer mudanca na vizinhanga dos grupos pendentes. Desta forma, quando a reacdo de

modificacdo ocorre nas hidroxilas do anel glucopiranose da Pec, como é sugerido, as alteracoes

nesta regido tornam-se evidentes (de Melo, da Silva et al. 2009).
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T“" .‘-. .... T';; ‘go‘o-o.oo-n----ooosc-auo-cnco ---------------------
2 s| ¢
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Figura 2.6. Espectros FTIR: a) area relativa a COOH e COO" da Pec, b) area relativaa COOH e COO" da
PecAM, c) &rea relativa COOH, deformagcéo fora do plano da Pec e PecAM
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Também foram feitas analises por meio de ressonancia magnética de hidrogénio (RMN H).
Na Figura 2.7 sdo apresentados espectros, obtidos em DO, de RMN *H da PecAM, da Pec e do AM.
Embora os espectros RMN tH ndo apresentem 6tima resolucéo, como desejado, a partir dos mesmos
é possivel confirmar a ocorréncia da reacdo de modificacéo.

A andlise de polissacarideos por meio da técnica de RMN !H em geral apresenta
complexidade devido a quantidade de sinais gerados e, por isso, a interpretacdo dos mesmos se torna
dificil. Além disso, as amostras de pectina possuem natureza heterogénea e, em agua deuterada,
apresentam elevada viscosidade. No entanto, a técnica de RMN *H tem sido utilizada em
combinacdo com técnicas de degradacdo quimica e/ou enzimética para a investigacdo da estrutura
deste polissacarideo, revelando-se uma ferramenta Util na elucidacdo da composicéo e da estrutura
das zonas ramificadas e do grau e padrdes de metilagdo nas zonas lineares das pectinas (Rosenbohm,
Lundt et al. 2003) (Winning, Viereck et al. 2007).

Pectina (Pec) Pectina Modificada (Pec-AM)

R: (OH),(OCHa)

0. °H OCHj,3
0] 9 (o)
HO 3
0
H6é -
n (0] 0
5 6,40 " bu
OCH,
4 6,35
H2
H6 H7 H1 Ha
86,60 56,30
,___/L\J/\___/C \Jh/ Pec-AM
J/'/ Pec
T
L AM
[TITTTITETY | BESARRLEAR) [ERASALAAAR [TIIFITTY LA LARARE AR | BARASEALGAN BABAREELRR | EEARSAARAL) 1
7,0 6,5 6,0 5,5 5,0 4, 4,0 3, 3,0
8/ppm

Figura 2.7. Espectro de RMN *H da PecAM, Pec e AM, obtidos em D,0, 300 MHz.
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De acordo com os espectros RMN !H obtidos nesta dissertagdo e comparados com a
literatura, foi possivel atribuir o sinal em & 3,78 ppm aos 4tomos de hidrogénio dos grupos metoxila
das unidades de acido galacturénico esterificadas (COOCH3), e os sinais em & 3,70, 6 3,98 e 6 4,44
ppm atribuidos, respectivamente, aos atomos de hidrogénio H2, H3 e H4 do acido D-galaturénico
que se mantém praticamente inalterados quando a unidade de &cido galacturdnico se encontra
esterificada (Morris, Hromadkova et al. 2002), (Rosenbohm, Lundt et al. 2003), (Tamaki, Konishi et
al. 2008), (Winning, Viereck et al. 2007), (Mukhiddinov, Khalikov et al. 2000). Por outro lado, os
sinais relativos aos atomos de hidrogénio H1 e H5 alteram-se significativamente conforme a unidade
de éacido galacturdnico é esterificada (AGalMe) ou ndo (AGal), sendo ainda influenciados pelas
unidades vizinhas. O aomos de hidrogénio H1 presentes em unidades de AGal apresentam sinal
entre 6 5,06-5,16 ppm, enquanto que nas unidades AGalMe, o sinal desloca-se para a regido de 6
4,97-4,92 ppm (Renard and Jarvis 1999). Ja os atomos de hidrogénio H5 presentes em unidades
AGal apresentam sinal entre 4,5-4,7 ppm e em unidades de AGalMe este sinal desloca-se para 4,9-
5,1 ppm, conforme a natureza das unidades vizinhas (de Souza, de Carvalho et al. 2009).

O espectro de RMN H da PecAM confirma a ocorréncia da reacdo de modificacdo também
pelo aparecimento de dois sinais atribuidos a 4tomos de hidrogénio ligados a carbonos vinilicos,
C=C, em 5 6,60 e 5 6,30 ppm. O sinal em & 6,60 ppm foi atribuido aos hidrogénios vinilicos
adjacentes ao grupo éster (H6) e o sinal em & 6,30 ppm aos hidrogénios vinilicos adjacentes aos
grupamentos acido carboxilico (H7) (Hamcerencu, Desbrieres et al. 2007), (Pavia 2010).

O sinal em & 6,35 ppm pode ser atribuido a presenca de acido maleico residual (AM em
agua), porém isto nao interfere na analise aqui realizada, pois o0 acido maleico apresenta simetria em
relacdo ao grupo vinilico, e por isso origina um dnico sinal em & 6,35 ppm no espectro de RMN H.,
Portanto, os sinais em & 6,60 e & 6,30 ppm sao atribuidos unicamente aos grupamentos vinilicos

inseridos nas cadeias da Pec. O grau de substituicdo (GS) foi determinado por meio do espectro de
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RMN 1H, considerando as areas obtidas por integracdo dos sinais H6 (vinilico) e H4, da unidade
galacturonica, respectivamente, Figura A1 (ANEXO).

Tabela 2. 1. Valor do grau de substituicdo da PecAM.

8 ppm AREA
H6 6,46 23,75
H4 4,40 76,25

Considerando a sensibilidade associada a técnica de RMN, a heterogeneidade e a alta
viscosidade das amostras de Pec e de acordo com os valores obtidos, pode-se considerar que 0 GS
esta em torno de 24,0 %.

A técnica de RMN B3C-CP/MAS (estado sélido) foi utilizada como técnica complementar
para confirmar a reacdo de modificacdo. Com esta foi possivel observar no espectro RMN 13C-
CP/MAS da PecAM, Figura 2.8, o aparecimento de um sinal em & 136 ppm, referente aos carbonos

vinilicos incorporados na estrutura da Pec por meio da reacdo com AM,

AM

il L LU ULl U L L L Ll L |
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 O

d ppm
Figura 2.8. Espectro de RMN $3C-CP/MAS no estado sélido da Pec, PecAM e AM.
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Foi realizada a anélise de cromatografia de permeacdo em gel (GPC) das amostras de Pec e
de PecAM para a avaliagdo da massa molar. Na Figura 2.9 estdo apresentados os cromatogramas
obtidos. Os perfis de eluicdo observados sdo similares, indicando que as amostras possuem uma
distribuicdo de pesos moleculares e polidispersidade semelhantes. A analise por meio de GPC
permitiu a determinagdo da massa molar média da Pec, MM = 2,9 x 10° g mol* (VE = 9,413 mL),
enquanto que a massa molar média € alterada no processo de modificacdo da Pec, passando para

MM = 2,3 x 10° g mol?, (VE = 9,552 mL).

- 9,413

R =0,99614

Resposta do detector

o 1
5 6 7 8 9 10 11 12
VOLUME DE ELUICAO(Ve) - [mL]

Figura 2.9. Perfil de eluicdo de Pec e PecAM, obtidos por GPC.

Quanto a reducdo da massa molar, sugere-se que cadeias da PecAM podem sofrer cisdo
durante a reacdo de modificacdo. Outra razdo para a reducdo da massa molar seria atribuida a
introducdo dos grupos metacrilatos, o que pode conduzir a alteracdo do comportamento em solucao
da PecAM se comparado a Pec. Por exemplo, a introducdo de grupos hidrofobicos leva a um
rompimento no balango entre forgas atrativas e repulsivas, intra e intermoleculares, estabelecidas

entre as moléculas do polimero em solugdo. Desta forma, a Pec e a PeCAM podem apresentar
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diferentes estruturas e conformagdes supramoleculares, o que pode resultar na alteragéo do perfil de
eluicéo do derivado obtido (Coimbra 2010)

O comportamento térmico também foi avaliado e as respectivas curvas de TG e DTG séo
apresentadas na Figura 2.10. As curvas de TG e DTG mostram a existéncia de dois eventos térmicos
distintos. O primeiro evento compreende o intervalo de 25-160 °C, relacionado a perda de agua nas
amostras. E importante notar que as amostras apresentaram ligeira diferenca no contetido de agua. A
Pec apresentou 9,7% e a PecAM 7,7% de &gua, em massa. Apesar de pequena, esta diferenca é outro
indicativo da maior hidrofobicidade da PecAM em relacdo a Pec. O segundo evento, referente a
maior perda de massa, foi atribuido a degradacdo dos polimeros que ocorreu entre 220-320 °C. A
Figura 2.10 mostra que o ponto de inflexdo da curva de TG da Pec ocorre em (250 °C) temperatura
menor do que a observada para a PecAM (268 °C) demonstrando que o processo de modificacao
melhora a estabilidade da pectina, o que estd de acordo com relatos na literatura (DiCiccio and
Coates 2011). No entanto, a degradacdo da PecAM se inicia em temperaturas menores que a

observada na Pec.
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Figura 2.10. Curvas de TG e a primeira derivada (DTG) (inset) para a Pec e PecAM.
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Os difratogramas de raios-X (DRX) do AM, da PecAM e da Pec, apresentados na Figura
2.11, revelaram, também, evidéncias da ocorréncia da modificacdo da Pec. No difratograma da Pec,
podem ser observados trés sinais de baixa intensidade (20 = 13°, 21° e 29°), dois deles alargados (260
= 13° e 21°) que foram atribuidos a baixa cristalinidade da Pec. No perfil de DRX da PecAM néo
aparecem 0s sinais em 20 = 13° e 21°. Observa-se, no entanto, neste difratograma um halo centrado
em 20 = 21,5° e, além disso, ha o surgimento de um sinal estreito e de maior intensidade em 26 =
31,6° ndo observado no difratograma da Pec, mas presente no difratograma do AM. Este sinal pode
estar relacionado a regides de ordem devido a possiveis ligacdes de hidrogénio entre 0s grupamentos
-COOH, oriundos da estrutura do AM, que se organizam formando dimeros de &cido carboxilico,
fornecendo a estrutura polimérica um maior ordenamento (de Melo, da Silva et al. 2009). Assim,
tais indicios sugerem que essas alteracdes possam ser atribuidas as mudancas na estrutura da Pec
devido ao processo de modificacdo.

O maior ordenamento e, consequentemente, a maior cristalinidade € observada no
difratograma do AM. Neste é possivel verificar que os sinais sdo estreitos. Cabe destacar a
existéncia no difratograma do AM de alguns sinais de maior intensidade em 20 = 20,5°, 22°, 26° e 0
sinal acima mencionado em 20 = 31,6°.

Aplicando-se a lei de Bragg, Equacdo 2.1, é possivel calcular as distancias periddicas (d)
presentes nas estruturas da Pec, da PecAM e do AM. Os valores sdo apresentados na Tabela 2.2.

A=2d sen (0) (Equacéo 2.1)
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Figura 2.11. Difratogramas de DRX da Pec, da PecAM e do AM.

Tabela 2. 2. Valores das distancias periodicas (d) na estrutura da Pec, da PecAM e do AM obtidas

por DRX apos aplicacdo da Equacdo (2.1).

AMOSTRA  20(°) d(A)

14,7 6,01

205 4,33

22 4,04

AM 228 390
260 342

282 316

31,6 2,83

130 6,80

Pec 21,0 4,23
200 3,08

215 412

PecAM 316 283

45



Elizangela M. S. de Almeida | 2013

As medidas de potencial zeta revelaram que a densidade de cargas negativas nas cadeias da
PecAM é maior que nas cadeias Pec. O potencial de superficie da PecAM ¢é -22,8 mV enquanto que
0 potencial de superficie da Pec é -13,0 mV. Esta diferenca foi relacionada a maior quantidade de
grupos carboxilicos na PecAM provenientes da estrutura do AM que foram inseridos na Pec. Além
disso, os didmetros hidrodindmicos médios das cadeias de Pec e de PecAM, medidos em solucéo,
s&o bem diferentes, como mostrado na Tabela 2.3.

Tabela 2. 3. Valores de didametro hidrodindmico médio e de PecAM, em solucdo. Os valores foram
obtidos por meio do equipamento Zetasizer Nano ZS com laser de He-Ne (A = 633 nm) em um

angulo fixo de 173°.

AMOSTRA Diametro (nm)  Potencial Zeta (mV)
Pec 463 + 16 -13,0+£0,5
PecAM 91+19 -228+1,3

Além disso, a morfologia da Pec (Fig. 2.12.a) e da PecAM (Fig. 2.13.b) sdo bem diferentes,
como mostrado nas imagens obtidas por MEV. Observa-se que a Pec possui um aspecto mais rugoso
e os fragmentos séo maiores. No entanto, ap6s a modificacdo os fragmentos da PecAM s&o menores
e a superficie apresenta maior homogeneidade e de aspecto mais liso se comparada a superficie da

Pec.

Figura 2.12. Imagens obtidas por MEV: (a) da Pec e (b) da PecAM.
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2.5. CONCLUSOES

A PecAM foi obtida, com sucesso, por meio da reacdo da Pec com AM em condicgdes
especificas. As analises espectroscépicas de FTIR, RMN (*H e B3C-CP/MAS) confirmaram a
ocorréncia da reacdo e o grau de substituicdo (GS = 24 %) determinado por meio de RMN tH. Além
disso, foram observadas alteragdes nas propriedades antes e ap6s a modificacdo. As anélises por
meio de GPC mostraram que a PecCAM possui menor massa molar que a Pec, possivelmente, devido
a cisdo de cadeias durante a reacdo de modificagdo ou a mudancas nas interacfes entre a PecCAM e a
solucdo eluente que influenciaram no resultado de GPC. Por outro lado, analises de TGA/DTG
revelaram que a PecAM possui estabilidade térmica ligeiramente maior que a Pec original. A anélise
de DRX revelou que a modificacdo afetou a organizacdo em relacdo ao material original. O perfil de
DRX da PecAM ¢é significativamente alterado em relagdo ao perfil de DRX da Pec. A PecAM
possui menor organizacao em relacdo a Pec. Porém o perfil de DRX da PecAM apresentou um sinal
bastante evidente em 20 = 31,6° presente no perfil de DRX do AM. Finalmente, as analises de MEV
e de potencial zeta mostraram mudancas na morfologia e no potencial de superficie que foram
atribuidas ao processo de modificacdo. Os fragmentos maiores e de aspecto rugoso presentes na
superficie da Pec tornaram-se menores na PecAM cuja superficie se tornou mais lisa. A superficie
da Pec apresentou potencial zeta igual a -13,0 = 0,5 mV e a PecAM apresentou o valor de -22,8 +

1,3 mV, fato atribuido ao maior nimero de grupos carboxilicos na estrutura da PecAM.
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CAPITULO III

PREPARACAO E CARACTERIZACAO DE MICROESFERAS DE PECTINA

MODIFICADA

3.1. INTRODUCAO

3.1.1. Sistemas de liberacéo de farmacos

A administracdo periddica de farmacos por meio de dispositivos convencionais, como

comprimidos de liberagcdo imediata (ou ndo controlada), pode resultar em constante alteracdo das

concentracdes plasmaticas, com periodos alternados entre ineficacia e toxicidade. Por outro lado,

sistemas de liberagdo controlada tém sido desenvolvidos com o objetivo de manter uma

concentracdo plasmatica no corpo dentro da faixa terapéutica do farmaco por um longo periodo de

tempo, controlando a sua taxa de liberacdo e/ou entrega. Na Figura 3.1 € ilustrada uma comparacgao

dos perfis de liberacdo de medicamentos administrados de forma convencional e medicamentos de

taxa liberacdo controlada.

Concentracdao plasmatica

— Convencional

Nivel Toxico

Faixa

Or L UL LR L CE LR EEL YRR L Terapéuﬁca
.
*

- == = Nive| Efetivo

Sem Efeito

Tempo (dosagens administradas)

Figura 3. 1. Perfil de liberacdo estabelecido por sistemas de administragdo convencional vs sistemas de

liberacdo controlada.
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A pesquisa e o desenvolvimento de sistemas para liberagdo de farmacos é de vital
importancia para o futuro da medicina e para a saude do individuo. A liberacdo controlada de
farmacos melhora a biodisponibilidade, a absor¢cdo e impede a degradagdo prematura do composto
ativo, mantém a concentracdo do farmaco na faixa terapéutica, controlando a taxa de liberacéo e
reduzindo os efeitos adversos e pode direciona-lo para a liberagdo “in situ” (Zhang, Chan et al.
2013).

As inovacles na quimica de materiais relacionadas a sistemas de liberacdo de farmacos se
iniciaram com o0 desenvolvimento de dispositivos transportadores de compostos ativos,
biodegradaveis, biocompativeis e sensiveis a estimulos externos, como pH, forca ibnica,
temperatura, entre outros (Kost and Langer 2012). No entanto, na Ultima década, descobertas
revelaram que o tamanho (muitos deles na escala nanométrica) e a forma desses dispositivos
(frequentemente esféricos) desempenham um importante papel para o controle da liberacdo e podem
ajudar no transporte de ativos biolégicos, contribuindo para o desenvolvimento da nanotecnologia
na area biomédica e farmacéutica (Zhang, Chan et al. 2013).

O tamanho das particulas tem um impacto significativo sobre o seu tempo de circulagéo.
Para aplicacdes intravenosas as particulas devem possuir tamanho entre nandmetros até alguns
poucos micrémetros, pois as vias intravenosas ndo podem ser obstruidas. Por isso, particulas com
tamanhos maiores que 1,5 pm devem ser evitadas para este fim (Moghimi, Hunter et al. 2001).
Quando injetadas por via intravenosa, as particulas menores que 20 nm sdo eliminadas da
circulacdo, dentro de algumas horas, através do sistema reticulo endotelial enquanto as maiores
ficam retidas, no figado e baco, poucos minutos apos a administracdo (Schipper, lyer et al. 2009).
Além disso, estudos indicam que particulas menores do que 500 nm sdo normalmente internalizadas
por endocitose e as particulas maiores do que 500 nm por fagocitose (Rejman, Oberle et al. 2004).

Por outro lado, estudos recentes indicam que células endoteliais possuem capacidade de internalizar
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particulas muito grandes (5 um) por meio de endocitose (Muro, Garnacho et al. 2008), (Gratton,
Ropp et al. 2008). Ja para o caso de tratamento de tumores, particulas com tamanho inferior a 250
nm sdo preferidas devido a maior probabilidade de penetracdo no tecido endotelial (Decuzzi, Lee et
al. 2005), (Nie, Xing et al. 2007).

As pesquisas recentes também revelaram claramente que a geometria das particulas tem
papel significativo na liberagdo direcionada de fa&rmacos (Doshi and Mitragotri 2009), (Champion,
Katare et al. 2007). Particulas de diferentes formas geométricas experimentam diferentes forcas
hidrodindmicas enquanto fluem através da vasculatura. As particulas esféricas ndo se desviam de seu
movimento a menos que elas experimentem a influéncia de forca(s) externa(s) (Petros and
DeSimone 2010), (Decuzzi, Pasqualini et al. 2009). Por outro lado, particulas ndo esféricas sdo
susceptiveis a sedimentacgdo e ao torque, resultando em maior tendéncia de se moverem em dire¢do a
parede dos vasos sanguineos, fenémeno designado como marginaliza¢do (Decuzzi, Lee et al. 2005),
(Decuzzi, Pasqualini et al. 2009).

Particulas discoides, de forma eliptica, demonstraram inibir a fagocitose em uma orientacao
particular, enquanto particulas cilindricas alongadas exibiram maior resisténcia em comparagdo com
a fagocitose de particulas esféricas de mesmo volume (Champion and Mitragotri 2009), (Geng,
Dalhaimer et al. 2007). As particulas alongadas apresentam maior razéo superficie/area de contato e
capacidade de direcionamento correspondentemente mais alta em comparacdo com particulas
esféricas. Portanto, podem exibir maior acumulacdo no tecido alvo. Além disso, estudos tém
demonstrado que particulas alongadas migram lentamente para o ndcleo e com orientacdo tangencial
Unica em comparacdo com particulas esféricas, que viajam relativamente rapido e exibem

empacotamento hexagonal na célula (Yoo, Doshi et al. 2010).
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3.1.2. Hidrogéis
Um grande nimero de pesquisadores tém se esforcado para desenvolver sistemas eficientes

de liberacdo de farmacos. Neste quesito, os hidrogéis tém atraido consideravel atencdo (Hoffman
2012). Hidrogéis pertencem a uma classe de materiais constituidos de uma grande variedade de
estruturas e propriedades. Dentre estes, os hidrogéis utilizados como dispositivos de liberacéo
controlada de farmacos tem se destacado entre os sistemas de entrega inteligentes (Hoffman 2002),
(Peppas, Hilt et al. 2006), (Bhattarai, Gunn et al. 2010).

Os hidrogéis séo redes poliméricas insolUveis formadas a partir de ligagdes quimicas/fisicas
cruzadas entre homo ou copolimeros. Sua estrutura tridimensional (3D) exibe compatibilidade
termodinamica com agua, pois sao altamente hidrofilicos e capazes de absorver grandes quantidades
de agua, de solucdes aquosas ou de fluidos biologicos (Peppas, Bures et al. 2000).

Depois dos anos 1960, quando Wichterle O. & Lim D. usaram o poli(2-hidroxietil
metacrilato) (pHEMA) reticulado como material para obtencdo de uma lente de contato macia
(Wichterle 1960), os hidrogéis tornaram-se objetos de estudos de um grande numero de
pesquisadores de diversas areas. Desde entdo, o nimero de trabalhos referentes a essa classe de
materiais, hidrogeéis, vém crescendo significativemente (Gupta, Vermani et al. 2002).

Quando intumescida, uma matriz polimérica hidrofilica possui ao menos 20% em peso de
agua, mas a quantidade de agua pode alcancar até 99% (Deligkaris, Tadele et al. 2010). A sua
capacidade de reter grandes quantidades de agua contribui para sua excelente biocompatibilidade,
consisténcia macia e elastica, que se assemelha aos tecidos vivos, apresentando utilidade para uma
grande variedade de aplica¢des na industria farmacéutica e biomédica (Van Vlierberghe, Dubruel et
al. 2011).

A rede tridimensional, reticulada, formada por ligacbes covalentes, ligagdes de hidrogénio,

interacOes de van der Waals, ou interages fisicas, protege o fA&rmaco contra ambientes hostis tal
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como presenga de enzimas ou grande acidez ou basicidade, e pode ainda atuar no controle da
liberacdo de farmaco, alterando a estrutura do gel em resposta a estimulos ambientais (Qiu and Park
2012).

Atualmente h& grande interesse no desenvolvimento de hidrogéis inteligentes. Eles sdo
concebidos para responder a alteracdes no seu ambiente quimico e/ou fisico. Entre os estimulos
quimicos/bioquimicos estdo o pH, a forca idnica e eventos especificos de reconhecimento molecular,
enquanto entre os estimulos fisicos estdo a temperatura, campo elétrico e/ou magnético, composicao
do solvente, luz, pressdo e som. Os hidrogéis inteligentes tém sido usados para diversas aplicacdes
como mausculos artificiais, valvulas quimicas, imobilizacdo de enzimas e células, entre outros. Além
disso, as matrizes de hidrogéis sdo materiais versateis, podendo exibir uma variedade de formas
fisicas, por exemplo, placas, microparticulas, nanoparticulas, revestimentos e filmes (Hoare and
Kohane 2008).

Sistemas de liberacdo de farmacos baseados em hidrogéis podem ser administrados por via
oral, retal, ocular, epidermal e aplicacdo subcuténea. A Figura 3.2, publicada no trabalho de Pepas e
colaboradores, ilustra os locais disponiveis para a aplicacdo de hidrogéis para liberacdo de farmacos

(Peppas, Bures et al. 2000).
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Figura 3. 2. Localizagdo de tecidos aplicaveis em sistemas de liberacdo de farmacos baseados em hidrogel.
(Peppas, Bures et al. 2000).

Dentre a ampla gama de polimeros que tém sido utilizados na sintese de hidrogéis, 0s
polissacarideos recebem destaque devido as vantagens em relagcdo aos polimeros sintéticos (Bouyer,
Mekhloufi et al. 2012), (Paulino, Guilherme et al. 2006). Os polissacarideos sdo abundantes e
disponiveis a partir de fontes renovaveis, tais como as algas, plantas, culturas microbianas, bem
como por meio de técnicas de DNA recombinante. Desta forma, os polissacarideos possuem grande
variedade na composicdo e nas propriedades. Além disso, a facilidade da sua producdo torna os
polissacarideos relativamente mais baratos do que os polimeros sintéticos (Coviello, Matricardi et
al. 2007).

Microgéis/nanogéis, a base de biopolimeros, atrairam, recentemente, grande interesse nas
aplicagdes em engenharia de tecidos e liberacdo de farmacos (Liu, Jiao et al. 2008); (Agnihotri,
Mallikarjuna et al. 2004); (Nanjawade, Manvi et al. 2007). Microgéis sdo hidrogéis particulados
com dimensdes situadas na escala micrométrica. Se sdo ainda menores, na escala nanométrica, as

particulas sdo denominadas nanogéis.
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Assim como o0s hidrogéis macroscopicos, 0s micro/nangéis possuem alto teor de éagua,
biocompatibilidade e propriedades quimica e mecénica compativeis para seu uso na area de
biomateriais. Além disso, eles possuem tamanho ajustavel de submicrons até dezenas de
nandmetros, com grande area superficial para bioconjugacdo multivalente e uma rede interior com
dimenséo adequada para a incorporacdo de agentes terapéuticos (Oh, Lee et al. 2009).

Véarios métodos de reacdes de polimerizacdo heterogénea de monbémeros hidrofilicos ou
sollveis em agua na presenca de agentes de reticulacdo tem sido utilizados para preparar micro e
nanogéis. Muitos destes métodos utilizam o processo de polimerizacdo radicalar e incluem
dispersdo, precipitacdo, (mini)emulsao inversa e microemulsdo inversa (Oh, Drumright et al. 2008).

Neste trabalho foi utilizada a técnica de polimerizacdo em emulsdo inversa (sistema
agua/alcool benzilico) induzida por ultrassom, para a obtencdo de matrizes de hidrogel da PecAM
utilizando o PVA como agente estabilizante. A hipdtese avaliada é que as matrizes obtidas usando as
metodologias adotadas nesta Dissertacdo tenham caracteristicas adequadas para serem utilizadas

como dispositivos de liberacdo controlada de medicamentos.

3.2. OBJETIVOS

- Sintese de microgéis de PecAM por polimerizacdo em emulsdo inversa, utilizando diferentes
condigdes tais como: PVA de diferentes massas molares (PVA10 e PVA22) e em diferentes
concentrages; diferentes proporcdes agua/alcool benzilico, diferentes tempos de reacéo e duas
diferentes amplitudes de ondas de ultrassom;

- Caracterizacdo fisico-quimica das particulas, por meio de FTIR, RMN 'H, TGA/DTG, DRX e
MEV;

- Anélise das melhores condi¢des de obtencdo de sistemas microparticulados em funcéo das

propriedades avaliadas na sua caracterizacao.
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3.3. EXPERIMENTAL

3.3.1. Materiais

Persulfato de sodio (PS) P.A. e Polivinil alcool (PVA10, 80% hidrolisado, MM média 9000-
10000 g mol?, foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Alemanha). Alcool benzilico (AB) P.A. e
acetona P.A. foram fornecidos pela F. Maia (Brasil). N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina (TEMED)
foi proveniente da Vetec (Brasil). Polivinil alcool (PVA22, 88% hidrolisado, MM média 22.000 g
mol?) foi adquirido da Across Organics (EUA). PecAM dialisada, MM=2,3 x 10° g mol, foi obtida

como descrito no Capitulo 2 desta dissertacéo.

3.3.2. Procedimentos

3.3.2.1. Preparacao das microparticulas de PecAM

As sinteses das microparticulas foram realizadas segundo metodologia adaptada do trabalho
de Mauricio e colaboradores em sistema de emulsdo (agua/AB) induzida por ultrassom, sob
atmosfera de N2 em banho de gelo (Mauricio, Guilherme et al. 2012). Para cada sintese, a fase
aquosa foi preparada a partir da adicdo dos polimeros (PecAM e PVA) em agua destilada sob
agitacdo, a 50° C. Em seguida, 12 ml da fase aquosa, homogénea e resfriada, foi adicionada gota a
gota a 36 ml da fase AB, sob atmosfera de Nyg e sonicacdo (Ultrasonic Processor
Ultraschallprozessor, UP200S, Hielscher Ultrassound Technology). O PS e o TEMED, usados
respectivamente como iniciador e catalisador da reacdo de formacdo de radicais livres, foram
adicionados ap6s a obtengdo de emulsédo estavel (aproximadamente 5 min). O sistema foi mantido

sob sonicacéo e atmosfera de Nz por mais 15 min.
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3.3.2.2. Avaliacéo da influéncia das condic¢es utilizadas na formacéao de
microesferas

Realizou-se um estudo para avaliar a influéncia da concentracdo e massa molar do PVA,
utilizado como agente estabilizante, na geometria, morfologia e tamanho das particulas de PecAM
formadas na reacdo em microemulsdo inversa. Para tal estudo, a proporcdo AB/agua, foi mantida
constante em 3/1 (v/v), bem como as quantidades de PS e TEMED em 1,5 e 1,0%, respectivamente,
em relacdo a massa de PecAM. A reacdo de polimerizacdo ocorreu com tempo total de 20 min, e
amplitude das ondas de ultrassom em 100%.

A concentracdo de PVA foi mantida em 0, 3,0 e 30,0% em relacdo a massa de PecAM. Além
disso, avaliou-se a influéncia da massa molar do PVA (usou-se PVA10 ou PVA22) para a formacéo

das particulas. As condicdes utilizadas para este estudo estdo apresentadas na Tabela 3.1.

Tabela 3. 1. Condicgbes utilizadas para o estudo da influéncia do PVA e de sua massa molar na

obtencdo de microesferas de PecAM.

Amostras  PecAM (% m/v)  PVA10(% m/m)  PVA22(% m/m)

HPO 25 0 0
HP1 2,5 0 3,0
P2 2,5 3,0 0

uP3 2,5 0 30,0

Para a avaliacdo de outras variaveis, tal como tempo de reacdo, proporcdo AB:H.O e da
amplitude das ondas de ultrassom na geometria, morfologia e tamanho das particulas de PecAM
formadas por microemulsdo inversa, foram utilizadas as condigdes descritas na Tabela 3.2. Neste
caso, manteve-se constante a concentragdo do PVA (3,0% em relacdo a massa de PecAM) e

utilizou-se somente o0 PVA22.
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Tabela 3. 2. Condicdes utilizadas para o estudo da influéncia do tempo de reacédo, da proporgéo
AB:H>0 e da amplitude das ondas de ultrassom na preparagdo de microparticulas de PecAM.

Proporcéo Tempo de Amplitude
Amostras ]
AB:H20 (v/v) reacdo (min) (%)
pP4 31 35 100
pP5 4:1 20 100
pP6 31 20 80

3.3.2.3. Purificacdo das microparticulas

A emulsdo contendo as particulas foi adicionada, gota a gota, sobre acetona gelada, razéo
acetona:emulsdo 4:1 (v/v). Apds, o sistema foi mantido sob refrigeracdo durante 24 h e,
posteriormente, centrifugado. O precipitado foi lavado com acetona, repetidas vezes, colocado sob

pressdo reduzida a temperatura ambiente por 24 h e finalmente liofilizado a -55 °C por 24 h.

3.4. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.4.1. Influéncia da concentracdo e massa molar do PVA

Para exercer sua fungédo, o estabilizante de emulsdo deve permanecer na interface formada pela
superficie das particulas s6lidas e 0 meio continuo. Assim, é necessario que o estabilizante tenha
natureza anfifilica. Frequentemente, os estabilizantes anfifilicos utilizados na polimerizacdo em
dispersdo/emulsdo sdo homopolimeros, copolimeros bloco, copolimeros por enxertia (graft
copolymers) e macromonémeros. Os macromondémeros e copolimeros bloco/enxerto séo,
normalmente, mais eficazes do que os homopolimeros. Contudo, os homopolimeros anfifilicos sao
amplamente utilizados em polimerizacdo em dispersdo, uma vez que tém menores custos de

producdo (Hong, Hong et al. 2007).

57



Elizangela M. S. de Almeida | 2013

A escolha do estabilizante para a polimerizacdo em dispersdo/emulsdo é baseada nas afinidades
quimicas entre os mondémeros e estabilizantes e entre estes e a fase continua. Devido a sua
versatilidade, biodegradabilidade, ndo toxicidade e baixo custo, o0 PVA é um material adequado para
ser aplicado como estabilizante em reacGes de polimerizagdo em dispersao/emulsédo (Hong, Hong et
al. 2007).

Na polimerizacdo em emulsdo, o estabilizante possui um papel importante na estabilidade e
reologia da emulséo e, por consequéncia, no controle do tamanho das particulas obtidas. Em alguns
casos, um estabilizante polimérico estérico, tal como o PVA, pode ser usado unicamente ou em
combinagdo com outros agentes tensoativos (Kim, Sudol et al. 2004). O PVA tem sido usado com
sucesso como estabilizante estérico na polimerizacdo em dispersdo de anilina, metacrilato de metila,
estireno e de acido acrilico (Kim, Sudol et al. 2003, Kim, Sudol et al. 2004, Kim, Lee et al. 2006).

O PVA ¢ obtido por meio da hidrdlise do poli(acetato de vinila) (PVAc). Por isso, é disponivel
comercialmente como copolimero aleatdério de unidades de alcool vinilico e de acetato de vinila.
Desta forma, a presenca dos grupos de acetato de vinila residuais da hidrdlise parcial do PVAc
fornecem o caréter anfifilico ao PVA, de forma que os grupos de acetato de vinila interagem
favoravelmente com o0s grupos organicos, enquanto o0s grupos alcool vinilico interagem
favoravelmente com a agua (Lee, Tsai et al. 2010).

O PVA pode ser fisicamente adsorvido ou covalentemente enxertado na superficie das particulas
formadas durante a polimerizacdo. E esperado que as particulas de microgel com PVA enxertado ou
adsorvido apresentem estabilidade significativamente melhorada em comparagdo com as particulas
coloidais estabilizadas apenas eletrostaticamente. Isto permite que as particulas obtidas na presenca
de PVA possam ser empregadas em ampla faixa de temperatura, pH e forca idnica, incluindo

condicdes fisioldgicas onde microgéis convencionais geralmente floculam (Lee, Tsai et al. 2010).
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A polimerizagdo em emulsdo formada por alcool benzilico/agua e usando PVA como agente
estabilizante foi favoravel para a formacdo de microgéis com geometria esférica (Reis, Guilherme et
al. 2011). Tal geometria pode ser associada ao movimento aleatério das goticulas de &gua para a
fase de AB, causado pela elevada velocidade de agitagdo. Assim, em altas velocidades de agitacéo
deve haver a formacdo de uma emulsdo de configuracdo mdltipla alcool benzilico-agua-alcool
benzilico, dentro da qual o polimero é estavel.

Nas imagens obtidas por MEV apresentadas na Figura 3.3 podem ser observadas microesferas
obtidas nas diferentes condi¢des de estudo empregadas e descritas na Tabela 3.1. Pode ser observado
que ocorreu a formacdo de microesferas de PecAM na auséncia de PVA, Figura 3.3.a, 0 que pode
ser atribuido a capacidade de biopolimeros atuarem, em alguns casos, como estabilizantes em
emulsbes, formando uma rede polimérica prolongada na fase continua, tornando-a altamente

viscosa, podendo até mesmo formar um gel (Bouyer, Mekhloufi et al. 2012).

Figura 3. 3. Imagens obtidas por MEV de: (a) uPO, sem PVA; (b) uP1, PVA22 3,0%; (c) uP2, PVA10
3,0%; (d) uP3, PVA22 30,0%.
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Apenas alguns polissacarideos (entre eles a pectina) possuem propriedades de superficie que
permitem sua adsorcdo na interface agua-oleo (Dickinson 2009). A pectina é capaz de produzir
emulsGes estaveis da mesma maneira como a goma arabica (Leroux, Langendorff et al. 2003); (Siew
and Williams 2008). A massa molar, os conteudos residuais de proteinas, de acido ferulico, de acido
acético, de ester metilico e a sua acessibilidade a superficie das goticulas de 6leo contribuem para as
propriedades de emulsificacdo de pectinas (Dickinson 2003).

Com a adicdo do PVA ao sistema observa-se que as microesferas passam a apresentar geometria
esférica melhor definida. No caso da adi¢éo de 3,0% m/m de PVA22, PVA de maior massa molar,
sdo formadas microesferas individuais com superficie rugosa, Figura 3.3.b, enquanto que se
adicionada a mesma quantidade do PVA10, PVA de massa menor molar, hd a formacdo de
microesferas aglomeradas e com superficie mais lisa, Figura 3.3.c. Fato semelhante ocorreu com a
adicdo de 30,0% de PVA22 (Figura 3.3.d).

A influéncia do PVA no tamanho médio e na distribuicdo de tamanho das microesferas pode ser
observada pela analise das imagens obtidas por MEV cujos histogramas sao apresentados na Figura
3.4. O tamanho médio e a distribuicdo de tamanho das particulas foram calculados a partir da anélise
das imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV), usando o programa para captura e
analise de imagens, IMAGE PRO-PLUS, versdo 4.5.1 da Media Cybernetics, baseando-se na

medida aleatoria de 75 particulas de cada amostra, Figura 3.4.
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Figura 3. 4. Tamanho médio e distribuicdo de tamanho das microesferas. (a) uP0; Sem PVA, (b) pP1,
PVA22 3,0%, (c) uP2, PVA10 3,0%, (d) uP3, PVA22 30,0%.

De acordo com a analise das Figuras 3.3 e 3.4, verifica-se que a adicao de 3,0% de PVA22 é
adequada (em termos de concentracdo e massa molar) para a obtencdo de microesferas com menor
tamanho médio e distribuicdo mais estreita de tamanho. Assim, foi considerado que o PVA22, na
concentracdo de 3,0% m/m, atuou de forma eficaz para obtencdo de uma emulsdo adequada para a

preparacdo de microparticulas esféricas de PecAM.

3.4.2. Influéncia do tempo de reagéo, proporcéo AB:H->0 e a amplitude das ondas de ultrassom.
A anélise das imagens de MEV, Figura 3.5, mostra que os fatores tempo de reacao, propor¢ao

AB:H>0 e a amplitude das ondas de ultrassom influenciam no sistema. Por esta analise, verificou-se
que o maior tempo de reacdo, a maior razdo AB:H>O e menor amplitude das ondas de ultrassom,
ndo resultou na formacdo de microesferas com geometria esférica bem definidas. No entanto, na
imagem da Figura 3.5.b, relativa a formulacdo puP5 (Tabela 3.2), observou-se a formacéo de algumas

microparticulas esfeéricas.
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Figura 3. 5. Imagens obtidas por MEV de: (a) uP4, tempo = 35 min; (b) uP5, AB:H,0 = 4:1; (c) UPS6,
Amplitude = 80,0 %.

A estabilidade da emulsdo é determinada por diversos fatores, entre eles o tempo de agitacao,
o0 equilibrio entre as fases e a intensidade de aceleracdo, determinada pela amplitude. A intensidade
da aceleracdo é um dos fatores mais importantes que influenciam na transformacédo eficiente de
energia em cavitacdo. Quanto maior a intensidade, mais elevada é a diferenca de presséao, a qual por
sua vez aumenta a probabilidade de criacdo de bolhas. Assim, quanto maior a intensidade, maior é a
fracdo da energia que é transformada em cavitacdo. E, como no caso deste trabalho, em que se usa
um transdutor de ultrassom, a intensidade da aceleracdo é descrita pela amplitude de oscilacao.
Desta forma, amplitudes superiores resultam na formacgédo mais eficaz de cavitagdo (Hielscher 2013).
Desta forma, fica evidente que as condicGes: tempo de reagdo de 20 min., AB/H20 = 3/1 e amplitude
das ondas de ultrassom 100% sdo adequadas para obter microparticulas esféricas na emulséo

PecAM/AB estabilizadas pelo PVA22 (na concentracédo de 3,0% m/m).
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As curvas de TG/DTG das microesferas obtidas (uPO, uP1, uP2 e uP3) e de PecAM séo
apresentadas na Figura 3.6. As estabilidades térmicas das microesferas de PecAM foram
comparadas a estabilidade da PecAM néo particulada. Na regido de 25 a 125 °C, a perda de massa é
referente & volatilizacdo da agua adsorvida nas amostras. Constatou-se que as microesferas uPO,
MP1, uP2 e puP3 apresentaram contedos de dgua levemente menores quando comparadas a PecAM.
O contetido de &gua nas microesferas variou de 6-4 %, enquanto a PecAM apresentou contetido de
agua de aproximadamente 7,0%. Entre as microesferas, a formulacdo pPO apresentou menor
porcentagem de &gua, aproximadamente 4,0%. Com a adi¢do do PVA, a porcentagem de agua nas
microesferas obtidas na formulacdo PPl e pP2 foi de aproximadamente 5% e, por fim, as

microesferas UP3 apresentaram teor de 4gua de aproximadamente 6,0%.
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Figura 3. 6. a) Curvas de TG e b) a primeira derivada (DTG), para as microesferas pP0, pP1, pP2, uP3 e
PecAM.

A menor porcentagem de agua nas microesferas UPO revela que estas apresentam diferente

hidrofilicidade em relacdo a PecAM. As microesferas pP0, obtidas sem a adicdo de PVA, sdo
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formadas devido a organizacdo das cadeias da PecAM, formando micelas, ou seja, 0S grupos
hidrofilicos da PecAM se organizam na parte interna e os grupos hidrofébicos na superficie das
micelas, o que explica o maior carater hidrofobico das microesferas pP0 em relagdo a PecAM néo
microparticulada.

Com a adigdo do PVA nas formulagdes, as microesferas obtidas contém PVA adsorvido e
apresentam maior hidrofilicidade se comparadas com as microparticulas uP0. Ainda, quanto maior a
concentracdo de PVA utilizada na formulagdo, maior é a porcentagem de &gua adsorvida na
superficie das microparticulas. Este fato se deve ao carater hidrofilico do PVA.

O outro evento presente nas curvas de TG € referente a degradacdo dos polimeros e ocorre
entre 250-270 °C como pode ser visualizado na Figura 3.6.b. As microesferas apresentaram
temperatura de degradacdo menor do que a PecCAM ndo microparticulada. Porém, ficou comprovada
a melhora da estabilidade térmica das microesferas estabilizadas com PVA, pois as particulas pP1,
MP2 e uP3 apresentaram temperaturas de degradacdo maiores que as particulas pP0. No entanto,
observou-se que a adi¢do de maior quantidade de PVA n&o apresenta vantagens para a estabilidade
térmica do material. Por outro lado, o PVA22 contribuiu mais efetivamente para a estabilidade das
microesferas que o PVA10. Diante dos dados até aqui discutidos, verifica-se que o uso do PVA22
com concentracdo de 3,0% relativo a massa de PecAM € bastante adequado para se obter
microparticulas esféricas de menor tamanho medio, distribuicdo mais estreita de tamanho e com
maior estabilidade térmica, portanto, microparticulas mais consistentes.

Os difratogramas (DRX) das microesferas e da PecAM sdo apresentados na Figura 3.7. O
primeiro e importante aspecto a ser discutido na analise dos difratogramas da Figura 3.7 € a auséncia
do pico em 26 = 31,6 ° nos difratogramas das microesferas. Este pode ser outro indicio de que este
sinal esta relacionado a liga¢des de hidrogénio na PecAM, ja que o0 mesmo nao aparece no perfil de

DRX das microesferas que, possivelmente, se organizam de forma diferente em relagédo a PecAM
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ndo microparticulada. Assim, a reorganizacgao das cadeias de PecAM na emulséo AB/H>0O pode nédo
favorecer as interacOes de hidrogénio entre as cadeias de PecAM.

De modo geral, os perfis dos difratogramas de DRX das microesferas sdo semelhantes entre
si. O sinal observado no difratograma da PecAM em 20 = 21,5° se desloca sutilmente nos
difratogramas das microesferas para valores menores, seguido por um estreitamento do sinal. Este
fato pode sugerir que as microesferas apresentam maior ordenamento. Além disso, pode-se observar
0 surgimento de um halo em 26 = 14° apenas na amostra PP1, podendo sugerir um melhor

ordenamento das microparticulas obtidas nesta formulacéo.

PecAM

[ A AR R RN REERE N N X )

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

20

Figura 3. 7. Difratogramas puP0, pP1, pP2, uP3 e PecAM.

A reacdo de polimerizagdo foi confirmada, por meio da analise de RMN H dos espectros
normalizados da PecAM e das microparticulas pP1, Figura 3.8. E possivel observar claramente que

0s sinais referentes aos hidrogénios vinilicos na regido de & 6-7 ppm que aparece no espectro RMN
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'H da PecAM, praticamente desaparecem no espectro das microesferas pP1. Além disso, ocorre o
aparecimento de sinais em 6 3,0 ppm, atribuidos a a&tomos de hidrogénio de ligacdes CH, e o sinal
em & 2,7 ppm referente a atomos de hidrogénio de ligagcbes CH,. Estes fatos tornam evidente o

processo de polimerizacgdo/reticulacdo durante a obtencdo das microesferas, formando microgéis.

AB 5 3,0 ppm

CH
Hp\\ / \ DMF

PVA

PVA

PecAM

70 65 60 55 50 45 40 35 30 25

o ppm

Figura 3. 8. Espectros de RMN tH da PecAM e de microparticulas puP1.

O potencial zeta das microesferas pP1 foi medido, sendo obtido o valor -16,04 £ 0,4 mV. O
potencial zeta revela que o processo de obtencdo das microesferas contribui para diminuir a
densidade de cargas negativas na superficie com relacdo a PecAM (-22,8 £ 1,3 mV, Capitulo 2). Tal
fato pode ser atribuido ao uso do PVA que como atua estabilizante e minimiza a densidade de cargas

negativas no sistema.
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3.6. CONCLUSOES

Foram obtidas microparticulas de PecAM, pelo método de emulsdo inversa, induzida por
ultrassom, utilizando PVA (de duas massas molares e concentracdes de 0, 3,0 e 30% m/m) como
estabilizante da emulsédo. A morfologia das microparticulas foi caracterizada por imagens de MEV.
Verificou-se que as particulas possuem geometria esférica. Pela analise das imagens de MEV (a
partir das quais se obteve o tamanho médio das microesferas e a respectiva distribui¢do de tamanho,
para cada condicdo estudada) foi possivel verificar que o PVA22 na concentracdo de 3,0% m/m
conduz a menor tamanho médio e distribuicdo mais estreita de tamanhos. Além disso, foi observado
que maior tempo de reacao (35 min), maior proporcdo de AB:H>O e menor amplitude de ondas de
ultrassom, ou seja menor intensidade, ndo sdo favoraveis para obtencdo de microesferas. De acordo
com as analises de distribuicdo de tamanhos, as microesferas apresentaram tamanhos entre 20-36
pm, com valor médio de 20 £ 5 um.

As anédlises das curvas de TG/DTG mostraram que as microesferas apresentam menor
estabilidade térmica quando comparada a PecAM, porém mostrou que a adicdo de PVA contribui
para maior estabilidade térmica das microparticulas. Além disso, os difratogramas de DRX
demonstram alteracdo na organizacdo estrutural das microparticulas, especificamente nas obtidas
usando a formulacdo pP1, cujo perfil de DRX apresentou um halo na regido de 26 = 14°.

O processo de polimerizacao foi confirmado por analise de RMN H, no qual foi possivel
observar no espectro das microparticulas o desaparecimento dos sinais referentes aos atomos de
hidrogénio vinilicos presentes no espectro RMN *H da PecAM original, regido § 6-7 ppm. Também
ocorreu 0 aparecimento de sinais atribuidos a &tomos de hidrogénio referentes a ligacdes CH e CHa,

em & 3,0 e 2,7, respectivamente, no espectro RMN *H das microparticulas.
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CAPITULO IV

PREPARACAO E CARACTERIZACAO DE MICROESFERAS DE PecAM
COM PROPRIEDADES TERMOSSENSIVEL E MAGNETICAS.
4.1. INTRODUCAO

4.1.1. Hidrogéis inteligentes

Hidrogéis inteligentes tém sido usados em diversas aplicacGes, como a fabricacdo de
masculos artificiais, valvulas quimicas, imobilizacdo de enzimas e de células, entre outras. Essa
classe de materiais pode ser concebida para exibir variagdes significativas de volume em resposta a
pequenas mudancas no ambiente no qual estd inserido, tais como pH, forca idnica, temperatura,
campo elétrico, luz, pressao, solvente, ou campo magnético (Sahiner, Godbey et al. 2006). Portanto,
os hidrogéis com estas caracteristicas sdo candidatos ideais para o desenvolvimento de sistemas de
liberacdo controlada de farmacos (Qiu and Park 2012).

A seguir sdo descritos alguns comportamentos de hidrogeéis sensiveis a temperatura e ao
campo magnético, que sdo algumas das propriedades intrinsecas dos materiais desenvolvidos nesta

Dissertacao.
4.1.1.1. Hidrogéis sensiveis a temperatura

A resposta a variacdo de temperatura é o sinal mais amplamente utilizado para uma ampla
variedade de sistemas de administracdo de farmacos. O uso da temperatura como estimulo é
justificado pelo fato de a temperatura do corpo frequentemente afastar-se do valor fisiol6gico (ca. de
37 °C) quando héa a presenca de patdgenos ou pirogénios. Este desvio pode ser um estimulo Gtil para
ativar a liberacdo de agentes terapéuticos a partir de carreadores inteligentes de farmacos,

termossensiveis, no caso para combater doengas acompanhadas por febre.
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Os veiculos de entrega de fArmacos sensiveis a temperatura utilizam vérias propriedades dos
polimeros, incluindo a transi¢do térmica reversivel, intumescimento das redes, transicdo vitrea e
fuséo cristalina (Bajpai, Shukla et al. 2008).

A resposta & variagdo da temperatura pode ser positiva ou negativa. Os polimeros com
dependéncia positiva da temperatura aumentam seu volume com o0 aumento da temperatura,
enquanto os que apresentam dependéncia negativa diminuem o seu volume com o aumento da
temperatura. Os polimeros com dependéncia negativa da temperatura sdo sollveis em agua a
temperaturas abaixo da regido da transi¢do (LCST) devido ao seu carater hidrofilico, mas colapsam
a temperaturas acima da regido de transicao, devido a prevaléncia de interagdes polimero-polimero
em detrimento de interagBes polimero-solvente, resultando na separacdo de fases da solucgéo.

Em oposicdo ao comportamento LCST, alguns polimeros termossensiveis possuem
temperatura critica de solucao superior (UCST, “Upper Critical Solution Temperature”). Hidrogéis
baseados em polimeros que apresentam diagrama de fases do tipo UCST para um determinado
solvente tendem a colapsar (ou contrair-se) a temperaturas inferiores a UCST e expandir
(intumescer) quando acima da UCST devido a afinidade com o solvente nesta condi¢do (Medeiros,
Santos et al. 2011).

Os hidrogéis termossensiveis sdo normalmente constituidos de polimeros que apresentam
diagramas de fase tipo LCST. Os polimeros com esta caracteristica possuem grupos moderadamente
hidrofébicos, ou possuem mistura de segmentos hidrofilicos e hidrofébicos (Deligkaris, Tadele et al.
2010).

Dentre os polimeros termossensiveis mais amplamente utilizados nas aplicacGes biomedicas,
estd o poli(N-isopropil acrilamida), mais conhecido como PNIPAAm (Zhang, Wu et al. 2004), (de
Moura, Aouada et al. 2006), (Wei, Cheng et al. 2009), (Leal, De Borggraeve et al. 2013). O

PNIPAAmM é obtido a partir da polimerizacdo de monémeros N-isopropil acrilamida (NIPAAm),
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Figura 4.1. Existem vérias metodologias para se obter o PNIPAAm (Francisco H. A. R et al 2013),

entre eles os que usam o sistema persulfato/ TEMED sdo os mais utilizados.

H,Cm=CH

h* Polimerizagdo n
H (0) H (o)
H3<:/l\0|-|3 H3C/I\C H,

N-isoproprilacrilamida Poli (N-isoproprilacrilamida)
Mondémero Unidade Monémerica

Figura 4. 2. Estrutura quimica de monémeros N-isopropil acrilamida (NIPAAmM) e da poli (N-isopropil
acrilamida) (PNIPAAmM).

O PNIPAAmM possui LCST em torno de 31-33 °C, sendo comumente referido como um
material inteligente (Schild 1992). A transicdo de fases (LCST) do PNIPAAmM em &gua esta
esquematicamente ilustrada na Figura 4.2.

O termo "inteligente" se deve a mudanca de comportamento do PNIPAAmM em solucéao
aquosa quando se atinge a LCST. Quando a temperatura esta abaixo da LCST, a 4gua atua como um
bom solvente para as cadeias do PNIPAAmM, que formam ligacdes de hidrogénio com os grupos
amida. No entanto, na LCST ou acima dela tais interacfes sdo desestabilizadas e interacdes
polimero-polimero tornam-se dominantes, resultando na expulsdo da agua de solvatacdo (Medeiros,
Santos et al. 2011). Entdo, um hidrogel a base de PNIPAAmM que esteja intumescido abaixo da
LCST contrai-se quando atinge a LCST. Tal fendmeno tem encontrado variadas aplicacdes
tecnoldgicas e biotecnoldgicas (Motornov, Roiter et al. 2010).

Por exemplo, a presenca de grupos funcionais nas cadeias do polimero obtido por
copolimerizar o NIPAAm com mondmeros mais hidrofilicos pode contribuir para ajustar a LCST
dos materiais para valores desejados (Rzaev, Dincer et al. 2007), (Lin and Cheng 2001). Vérios

estudos tém sido realizados considerando-se a copolimerizacdo de NIPAAmM com outros
71



Elizangela M. S. de Almeida | 2013

comondmeros mais ou menos hidrofilicos, tais como poli(N-isopropil acrilamida-co-2-hidroxi-
isopropil acrilamida) e poli(N-isopropil acrilamida-co-N-vinil pirrolidona), por exemplo. Estes

copolimeros possuem valores de LCST, em agua, maiores do que PNIPAAmM (Medeiros, Santos et

al. 2011).
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Figura 4. 3. a) Mudanca de comportamento (hidrofilica/hidrofobico) do PNIPAAmM frente & 4gua, LCST; b)
Diagrama de Fases LCST e UCST, destacando o comportamento LCST do PNIPAAmM.

4.1.1.2. Hidrogéis sensiveis ao campo magnetico

Hidrogéis que possuem particulas magnéticas incorporadas na matriz 3D s&o sensiveis ao
campo magnético e sdo frequentemente denominados como ferrogéis (Zrinyi, Barsi et al. 1996). Ao
incorporar nanoparticulas sélidas em um hidrogel, sdo produzidos sistemas hibridos
(nanocompdsitos) com o objetivo de combinar as propriedades das nanoparticulas com as
propriedades do hidrogel.

As propriedades dos hidrogéis compdsitos, magnéticos, sdo influenciadas pela presenca de
um campo magnético externo. Estes sistemas se destacam como materiais para um amplo campo de
aplicacOes, desde a medicina até a engenharia mecanica, devido a sua versatilidade (Alveroglu,

Sozeri et al. 2013).
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O magnetismo tem uma profunda influéncia sobre os organismos vivos. Por exemplo, a
hemoglobina (uma proteina que contém ferro) presente no sangue é magnética. H& evidéncias de
que todos os seres vivos, incluindo os seres humanos, contém particulas magnéticas que atuam como
receptores magnéticos. Desta forma, é um fato estabelecido que o magnetismo e materiais
magnéticos tém um papel importante a desempenhar na area da salde e em aplicagcdes bioldgicas
(Bajpai, Shukla et al. 2008).

A combinacdo de particulas com dimensfes nas escalas nano e submicrométrica e
magnetismo possibilita que areas da biologia e de biomateriais proponham aplicacGes biomédicas
Uteis e sofisticadas, tais como a separacdo de celulas/gene, liberagdo de farmacos, hipertermia e
tratamento magnético de cancer intracelular (Bajpai, Shukla et al. 2008).

O direcionamento magnético de dispositivos de liberacdo de farmacos é uma solucdo
alternativa para as limitacOes apresentadas pelos sistemas convencionais de administracdo de
farmacos. Entre as desvantagens das formas de administracdo convencionais podem ser citadas a
distribuicdo geral, a inespecificidade em direcdo a um local patoldgico, a necessidade de altas doses
para atingir a concentracéo local suficiente (Mahmoudi, Sant et al. 2011).

A resposta magnética é obtida, por exemplo, pelo uso de nanoparticulas de 6xido de ferro
superparamagnéticas (SPIONS). Esses materiais podem ser direcionados para a area desejada através
imds externos e, devido ao seu comportamento superparamagnético, essas particulas ndo apresentam
interacdo magnética quando o campo magnético externo é removido.

Dentre os materiais magnéticos de maior interesse estdo a magnetita e a maghemita. Elas sdo
as mais empregadas em aplicacbes biomédicas, uma vez que a sua biocompatibilidade ja foi
comprovada (Mahmoudi, Sant et al. 2011).

A Magnetita, FezO4, € um 0Oxido de ferro magnético comum que tem uma estrutura espinélio

inversa, constituida por 32 ions de O% regularmente organizados formando uma célula unitaria
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clibica compacta de face centrada, 8 sitios tetraédricos ocupados por Fe3* e 16 sitios octaédricos
ocupados por fons Fe?* e Fe** (SCHETTINO 2009).

Estudos provaram, experimentalmente, a alta eficiéncia de um material superparamagnético
em suspensdo para absorver a energia de um campo magnético alternado e converté-la em calor.
Considerando que células doentes sdo mais sensiveis a um aumento de temperatura do que as
saudaveis (Jordan, Scholz et al. 1999), esta propriedade pode ser utilizada in vivo para aumentar a
temperatura do tecido no qual se localiza o tumor e destruir as células patoldgicas por hipertermia.
Esta técnica é promissora para tratamento de cancer porque possui facilidade em atingir o tecido
canceroso e, portanto, apresenta menos efeitos colaterais do que a quimioterapia e radioterapia

(Laurent, Dutz et al. 2011).

Definicao de Hipertermia

A hipertermia (HT, terapia térmica, termoterapia) é definida como o fenémeno natural ou
artificial que envolve o aumento da temperatura do corpo ou de uma regido particular do corpo ou
de outro organismo vivo a patamares capazes de comprometer, ou mesmo de colapsar, seus
metabolismos. Na area de oncologia a HT € considerada como sendo uma forma de aumentar
artificialmente a temperatura do tecido corporal, por meio do calor gerado a partir de fontes
externas, para destruir células cancerosas ou impedir a sua crescimento (Chichet, Skowronek et al.

2007).
Sistemas multi-responsivos e suas aplicacdes biologicas

Os sistemas multi-responsivos podem alterar seu comportamento em resposta a diferentes
estimulos, como é o caso dos sistemas inteligentes que consistem de um nucleo magnético para a
producédo de calor e uma casca polimérica sensivel a outros estimulos, tais como pH e temperatura.

Nestes sistemas, o farmaco é carregado no dispositivo o qual protege e permite a sua liberacdo no
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destino desejado, onde a temperatura de nucleo magnético é aumentada, por exemplo, por uma
alternancia de um campo magnético externo, resultando em alteracfes estruturais/conformacionais
da casca polimérica. Essas alteragdes levam a liberacdo do farmaco especificamente na célula
cancerosa (Laurent, Dutz et al. 2011).

A principal aplicacdo destes sistemas é a liberacdo especifica de fA&rmacos, uma vez que os
mesmos podem diminuir os efeitos colaterais devido a sua especificidade e controle da dosagem por

meio de estimulos externos.

4.2. OBJETIVOS

- Sintetizar microparticulas esféricas magnéticas e termossensiveis a base de PecAM, contendo
PNIPAAmM e magnetita, por meio de sistema de emulsao agua/alcool benzilico.

- Caracterizar as microparticulas por meio de diferentes técnicas, a fim de avaliar as melhores
condicgdes de obtencdo de sistemas com propriedades apropriadas para 0 uso como dispositivos

de liberacdo controlada de farmacos.

4.3. EXPERIMENTAL

4.3.1. Materiais

Magnetita (F, 6xido de ferro I, 111; tamanho das particulas < 50 nm) foi adquirida da Sigma-
Aldrich (Alemanha). N-isopropil acrilamida, 99% (NIPAAmM), adquirida da Across Organics
(Alemanha). Os demais materiais utilizados, Persulfato de sodio (PS), Polivinil alcool (PVA22, 88%
hidrolisado, MM média 22.000 g/mol), Alcool benzilico (AB), acetona, N,N,N’,N’-
tetrametiletilenodiamina (TEMED) e PecAM sdo 0s mesmos ja descritos nos Capitulo 2 e 3 desta

Dissertacao.
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4.3.2. Procedimentos

4.3.2.1. Sintese da PNIPAAM

Foram solubilizados 5,0 g de NIPAAm e 0,4 g de persulfato de sédio (PS) em 100 mL de
agua. Gas nitrogénio foi borbulhado na solucdo durante 30 min. Em seguida, foi adicionado 0,7 mL
de TEMED (0,57 mol L1). O sistema foi mantido sob agitacdo por 24 h e finalmente o0 PNIPAAmM

foi precipitado por gotejar a solucdo do polimero, a temperatura ambiente (25 °C), em agua a 60 °C.
4.3.2.2. Microesferas de PecAM-co-PNIPAAmM-Magnetita (LPPM)

Para cada sintese, a fase aquosa foi preparada igualmente ao procedimento de sintese de
microesferas de PecAM (Capitulo 3, secdo 3.3.2.1), a partir da adicdo dos polimeros (PecAM e
PVA22, 3,0% m/m em relacdo a massa de PecAM) em agua destilada sob agitacdo, a 50° C. Em
seguida, a fase aquosa, totalmente solUvel e resfriada, foi adicionada gota a gota a fase AB, ja
contendo a magnetita, sob atmosfera de N2 e sonicagdo. O monémero NIPAAm foi adicionado
apos a obtencdo de emulsdo (aproximadamente 5 min) seguido da adi¢do do PS (1,5% m/m) e do
TEMED (1,0% m/m). Ap6s a adicdo de todos os regentes, o sistema foi mantido sob sonicagédo
(amplitude das ondas de ultrassom 100%) e atmosfera de N2 por mais 15 min, totalizando 20 min

para o tempo de reacdo. As condicgdes utilizadas para cada formulacédo estdo descritas na Tabela 4.1.
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Tabela 4. 1. Condicbes empregadas nas sinteses das microesferas uPPM.

Amostras PecAM  NIPAAmM Magnetita
(%-m/v)  (%-m/m) (%-m/m)

UPPM-1 2,5 2,0 1,0
UPPM-2 1,25 2,0 1,0
HPPM-3 2,5 2,0 10,0
UPPM-4 2,5 10,0 1,0
HPPM-5 2,5 10,0 10,0
UPPM-6 2,5 6,0 55
HPPM-6b(**) 2,5 6,0 55
UPPM-1b(*) 2,5 2,0 1,0

(*) uUPPM-6b foi usado o PVA22.

(**) UPPM-1b, foi realizada na auséncia de banho de gelo.

4.3.2.2. Experimentos complementares ao estudo da formacao de microesferas de

PecAM.

Para a melhor compreensdo do sistema PecAM, PVA, NIPAAm (ou PNIPAAmM) e
Magnetita, alguns experimentos complementares foram realizados. Seguindo basicamente o
procedimento descrito na secdo anterior, foram sintetizadas amostras compostas de PecAM e
PNIPAAmM, visando observar a influéncia do NIPAAm (ou do PNIPAAmM ao invés do NIPAAmM) na
formacdo de microesferas. Nestas sinteses foi avaliado como a copolimerizacdo partindo do
mondmero NIPAAmM ou do polimero PNIPAAmM, afeta as propriedades das microparticulas obtidas
na auséncia ou presencga de PVA. Além disso, foi avaliada a formac&o de microesferas por meio de
emulsdo agua/alcool benzilico utilizando apenas PecCAM e Magnetita na formulacdo. Finalmente,
avaliou-se como a adigéo direta do polimero, PNIPAAmM, influenciou nas sinteses de particulas de
PecAM-co-PNIPAAmM-Magnetita.

Em todas as sinteses foi usada a propor¢do de AB:H>O = 3:1, sonicacdo (amplitude das

ondas de ultrassom em 100%), concentracdo (m/m) de PS e de TEMED, respectivamente, de 1,5% e
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1,0% em relacdo a massa de PecAM, reacdo em banho de gelo e tempo total de reacéo igual a 20
min. As demais condi¢des utilizadas nos experimentos complementares estdo descritas na Tabela
4.2.

Tabela 4.2. Condi¢bes empregadas para 0s experimentos complementares descritos na secéo
4.3.2.2.

PecAM PVA22 NIPAAM PNIPAAmM  Magnetita

(% v) (Yom/m) (Yom/m) (Y%om/m) (Y%om/m)
MPP-1 2,5 3,0 2,0 0,0 0,0
uPP-1b 2,5 0,0 6,0 0,0 0,0
UPP-1c 2,5 3,0 0,0 6,0 0,0
MPM-1 2,5 3,0 0,0 0,0 5,5
UPM-1 2,5 0,0 0,0 0,0 55
HPPM-6¢ 2,5 3,0 0,0 6,0 5,5

4.3.2.3. Purificacdo das microesferas

Para a separagéo/purificacdo das microesferas de PecAM/PNIPAAmM/Magnetita, utilizou-se o
mesmo procedimento de purificacdo adotado para a separacdo/purificacdo das microesferas de

PecAM, ja descrito no Capitulo 3 (se¢do 3.3.2.3) desta Dissertacdo.
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4.4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.4.1. Microesferas de PecAM-co-PNIPAAmM-Magnetita (LPPM)

As imagens de MEV apresentadas na Figura 4.3 indicam que na maioria das formulacgdes
obteve-se microesferas. Porém, ndo foi possivel verificar total uniformidade nos tamanhos e na
geometria das microparticulas obtidas. No entanto, observou-se que a diminuicdo da concentracdo
da PecAM levou a desestabilizacdo do sistema de emulsdo. Por exemplo, ndo foi observada a
formacdo de microesferas quando a concentracdo de PecAM foi 1,25% m/v, formulacdo uPPM-2,
Figura 4.3.b. Na Tabela 4.3 sdo apresentados os valores médios de tamanho de particulas e o
intervalo de distribuicdo de tamanho para cada formulacéo.

Ainda, de acordo com a imagem mostrada na Figura 4.3.a, na amostra obtida na formulacédo
MPPM-1 ocorreu a formacdo de particulas com didmetro médio em torno de 500 nm, mas
aglomeradas formando clusters maiores, sem organizacdo, sendo os clusters distribuidos
heterogeneamente na amostra. Por outro lado, observou-se que o aumento da quantidade de
magnetita (UPPM-3) ou de NIPAAmM (uPPM-4) na formulacdo favoreceu a formacdo de
microesferas com geometria esférica e melhor definida, Figura 4.3.c-d. O aumento da concentracdo
de magnetita resultou em particulas de tamanhos maiores e com distribuicdo mais estreita de
tamanhos, enquanto o aumento da concentracdo de NIPAAm resultou em particulas menores porém
com maior intervalo de distribuicdo de tamanhos.

Concentragcbes intermediarias de ambos, NIPAAmM e magnetita, como as usadas na
formulacdo pPPM-6, resultou em particulas maiores, enquanto que concentragcbes maiores destes,
formulacdo pPPM-5, bem como a adigdo direta do polimero PNIPAAm, formulacdo uPPM-6b,
conduziu a microesferas com didmetros menores. N&o foram obtidas microesferas na auséncia de

banho de gelo (UPPM-1b).
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Figura 4. 4. Imagens obtidas por MEV de: (a) pPPM-1; (b) uPPM-2; (c) uPPM-3; (d) uPPM-4;
(e) uPPM-5; (f) uPPM-6; (g) uPPM-6b; (h) uPPM-1b.
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Tabela 4. 3. Tamanho médio e intervalo de distribuicdo de tamanho das microesferas de PecAM-
PNIPAAmM-Magnetita (LPPM). Tamanhos obtidos por meio das imagens de MEV (Fig 4.3).

UWPPM-1  pPPM-3 uPPM-4 pPPM-5 pPPM-6 pPPM-6b

Tamanho médio (um) 0,52 26,3 10,1 20,0 24,7 23,9
Desvio Padréao (um) 0,20 17,7 55 8,2 8,2 13,2

4.4.2. Analise dos experimentos complementares

A partir das imagens obtidas por MEV foi possivel observar que ndo foram obtidas
microesferas quando se utilizou apenas PecAM e PNIPAAmM, Figura 4.4.a. As Figuras 4.4 mostram
que a condigdo mais adequada para obtencdo de microesferas foi a que ndo se utilizou PVA (Fig.
4.4.b e 4.4.e), sugerindo que o PVA interfere negativamente na formacao de microesferas. Por outro
lado, a imagem de MEV das particulas obtidas na formulacdo em que se utilizou apenas PecAM e
magnetita (sem uso de NIPAAmM ou PNIPAAmM e PVA), Figura 4.4.e, mostra que a magnetita
favorece a formacdo de microesferas. Isto sugere que, possivelmente, interacfes entre PecAM e
magnetita equilibram o carater hidrofilico/hidrofébico do sistema, favorecendo a formacdo de
particulas esféricas, principalmente na auséncia de PVA, micrografia Figura4.4.b e 4.4.e.

Por ultimo, avaliou-se como a adicdo direta de PNIPAAmM no sistema influencia na
morfologia das microparticulas. A imagem de MEV apresentada na Figura 4.4.f, relativa as
particulas uPPM-6c, mostra que houve a formacéo de particulas com morfologia aproximadamente
esféricas, mais do tipo gotas, e aglomeradas. Isto se apresenta como uma possibilidade para
obtencdo de microesferas do tipo uPPM, utilizando o polimero PNIPAAmM como material de partida

nas sinteses, ao invés do uso de NIPAAm, realizando ajustes de outras variaveis.
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Figura 4. 5. Imagens de MEV, a) yuPP-1, b) uPP-1b, c) uPP-1c, d) uPM-1, €) uPM-1b, f) uPPM-6c.

A presenca de magnetita nas microesferas foi confirmada por analises de DRX e EDX,
Figuras 4.5 e 4.6, respectivamente. E possivel observar claramente no perfil de DRX das
microesferas do tipo uPPM (que contém PecAM, PNIPAAmM e magnetita) os sinais referentes aos
planos cristalinos da magnetita, sendo que estes se intensificam nos difratogramas das amostras
cujas formulagfes possuem maiores composicdes de magnetita.
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Figura 4. 6. Difratogramas da magnetita, das particulas uPPM-1, uPPM-4, uPPM-3,
MPPM-5, uPPM-6, uPPM-6b e da PecAM.
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A presenca de sinais caracteristicos de atomos de ferro (Fe), devido a magnetita, foi
detectada pelo aparecimento dos sinais caracteristicos dos atomos de Fe em 6,4 KeV, que ocorreu
como um sinal mais intenso em todas as amostras e em 7,1 KeV como um sinal menos intenso,
observado apenas nas formulagbes YPPM-3, UPPM-5, uPPM-6 e PPPM-6b, Figura 4.6. O
aparecimento destes sinais depende da quantidade de magnetita presente na amostra em analise e,

por isso, o sinal aparece menos acentuado em algumas amostras.

« tPPM-6b

o\ emienn uPPMIS

uPPM-5
uPPM-3
uPPM-4

uPPM-1

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Energia KeV
Figura 4. 7. Espectros de EDX das microparticulas tipo uPPM (que contém PecAM, PNIPAAmM e magnetita)
obtidas em emulséo agua/alcool benzilico.

Na Figura 4.7 séo apresentados os espectros FTIR das particulas pPPM-1, uPPM-3, uPPM-
4, UPPM-5, uPPM-6, uPPM-6b, da magnetita e da PecAM. Ocorreram alteragdes discretas em
relacdo ao espectro FTIR da PecAM. Por exemplo, ha o alargamento da banda de -OH na regido

3750 - 3060 cm™, 0 que pode sugerir possiveis interagdes desses grupamentos com a magnetita.
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O sutil alargamento da banda na regido de 1683 - 1552 cm™ pode ser atribuido as vibragdes
dos grupamentos C=0 de amidas primarias e vibracbes e das ligagdes N-H de amidas secundarias,
oriundos do PNIPAAmM (Jaiswal, Banerjee et al. 2010), (Leal, De Borggraeve et al. 2013). O sinal
referente as vibracdes das ligacdes N-H de aminas secundérias, em 3300 cm™, ndo foi observado nos
espectros FTIR das microesferas, pois esse sinal aparece na mesma regido referente a vibragoes das
ligagGes OH. O aparecimento de uma banda discreta proxima a 600 cm™ foi atribuida a ligagGes do

tipo Fe-O.
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Figura 4. 8. Espectros FTIR das microesferas uPPM-1, da uPPM-3, da uPPM-4, da uPPM-5, da uPPM-6,
da uPPM-6b.

Os espectros de RMN *H, Figura 4.8, foram usados para confirmar a presenga de
grupamentos oriundos do PNIPAAm. Para tal, necessitou-se obter espectros de RMN H de
amostras livres da magnetita, que interfere no campo magnético do equipamento. Desta forma, foi

usada uma amostra preparada em uma formulacgdo contendo o PNIPAAm e sem PVA (uPP-1b), pois
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sinais de grupos CHz do PVA poderiam interferir na visualizacdo dos sinais referentes aos

grupamentos CH> e CHz do PNIPAAm.

O espectro de RMN *H das particulas obtidas da formulagio puPP-1b revelou o aparecimento

de sinais na regido entre & 1,55 - 6 1,20 ppm. O aparecimento destes sinais foi atribuido a presenca

de grupos metileno e grupos metil terminais, na cadeia de PecAM, oriundos da estrutura do

PNIPAAmM (Leal, De Borggraeve et al. 2013). Como verificado na caracterizacdo das microesferas

de PecAM (uP), o sinal referente aos atomos de hidrogénio vinilicos, em & 6,0 - & 6,7 ppm,

desapareceu ou diminuiu, enquanto ocorreu o aparecimento de sinais em & 3,00 ppm e & 2,70 ppm,

referentes aos atomos de hidrogénio de ligacbes CH e CH>, respectivamente, referentes ao processo

de polimerizacdo da cadeia de PecAM ou seja, reticulacao (Pavia 2010).

AB acetona
N X\ \
CH, PVA

uP1

CH,,CH,
PNIPAAm

uPP-1b

PecAM
PNIPAAmM

7,0 6,5 6,0 5,5 5,0 4,5 4,0 3,56 3,0 2,5 2,0 1,5 1,0 0,5

S ppm

Figura 4. 9. Espectros de RMN *H da PNIPAAmM, PecAM, pP1 e pPP-1b.

A quantidade de atomos de Fe presentes nas microesferas foi determinada por espectroscopia

de absorcdo atbmica por chama (FAAS), com a analise de Fe total. Determinou-se que a quantidade
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de Ferro (em gramas) encapsulado por grama de amostra (UPPM-3, uPPM-4 e uPPM-5) é 4,67 x10
2, 5,84x103 e 3,71x1072, respectivamente, sendo as respectivas eficiéncias de encapsulamento iguais
a 31,0 %, 39,0 % e 25,0 %.

A analise termogravimétrica confirma a quantidade de Fe encapsulada nas amostras por meio
do perfil apresentado pelas amostras, Figura 4.9.a. No estagio inicial da degradagéo a presenca do Fe
altera o perfil das curvas. A presenca da magnetita nas amostras diminui a perda de massa a
temperaturas proximas a 200 °C. Observa-se que nesta faixa de temperatura as amostras que contém
magnetita apresentam menor perda de massa, quando comparadas com as microesferas formadas
apenas de PecAM (uP-1), ou PecAM/PNIPAAmM (UPP-1b). Por outro lado, o ponto méximo de
degradacdo das amostras com magnetita ocorre a temperaturas menores do que da PecAM e das
microesferas pP1, visualizado melhor no gréfico de DTG, Figura 4.9.b. Mas é importante ressaltar
que apds o méximo de degradacdo, em torno de 300 °C, as amostras com magnetita apresentam
massa residual entre 48-53%, enquanto as amostras sem magnetita apresentam residuo a 300 °C em
torno de 38-48%. Além disso, as curvas de TG das amostras UPPM-3 e pPPM-5 a 900 °C
apresentaram 9,95% e 7,0% de residuo, respectivamente. Tal fato confirma a presenca de magnetita
e sugere que o encapsulamento na formulacdo UPPM-3 foi mais eficiente do que na formulagéo
MPPM-5, 0 que esta de acordo com os resultados de absorcdo atdmica. No caso da formulacdo
MPPM-4, a quantidade de magnetita encapsulada € muito pequena, para visualizar alteracdes

significativas nas curvas de TG a 900 °C.
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Figura 4. 10. (a) Curvas de TG e (b) Curvas de DTG, amostras PeCAM, uP1, uPP-1-b, uPPM-3, uPPM-4,
HUPPM-5.

4.4.3. Analise da sensibilidade das particulas uPPM-3, uPPM-4 e uPPM-5 ao
Campo Magnético
A sensibilidade ao campo magnético e determinada pelas caracteristicas do ciclo de histerese

(Arias, Ruiz et al. 2008). Como observado em outros trabalhos, o comportamento magnético de

compositos contendo magnetita é semelhante ao das nanoparticulas de magnetita pura, exceto que o
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contetido polimérico reduz a magnetizacdo da amostra (Arias, Lopez-Viota et al. 2007); (Jaiswal,
Banerjee et al. 2010).

Na Figura 4.10 sdo apresentados os ciclos de histerese das microesferas puPPM-3, uPPM-4,
MPPM-5 e magnetita (inset). O maximo de magnetizacdo para as nanoparticulas de magnetita
(FesOs4) puras foi 64,4 £ 0,5 emu.g™, enquanto 0 maximo de magnetizacdo para as microesferas
(magnetita encapsulada) foi 6,2 + 0,1 emu.g?, 0,68 = 0,01 emu.g* e 4,20 + 0,05 emu.g* para as
formulacbes pPPM-3, uPPM-4 e uPPM-5, respectivamente (Figura 4.10). Os baixos valores da
magnetizacdo das microesferas compdsitas podem ser atribuidos a presenca da maior quantidade de
polimero. Apesar da reducdo da sensibilidade magnética, as microesferas compdsitas satisfazem os
requisitos propostos, sua superficie pode ser comparada a do polimero puro e, além disso, elas tém a
propriedade de ser magnetizadas. Assim, sdo candidatas para serem utilizadas na liberagdo

controlada de farmacos induzida pelo processo de magnetizag&o.

—— uPPM-3 (M=10,0%)
—— WPPM-4 (M=1,0%)
—— LWPPM-5 (M=10,0%)
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Figura 4. 11. Ciclos de histerese das microesferas WPPM-3, UPPM-4, uPPM-5 e magnetita (inset).
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4.4.4. Sensibilidade a Temperatura

4.4.4.1. Medida da LCST por luz transmitida através das particulas

A sensibilidade das microesferas a variacdo de temperatura foi determinada a partir de
medidas de intensidade relativa de luz transmitida atraves de uma solucéo diluida, tampéo fosfato,
pH 7, contendo as microesferas obtidas de uma determinada formulacéo.

A partir de curvas como as apresentadas na Figura 4.11 foi determinado o valor da LCST
para as particulas contendo PNIPAAmM a partir do aumento da opalescéncia da solu¢cdo com o
aumento de temperatura. A opalescéncia é devido a transicdo de fase do PNIPAAm de hidrofilica
para hidrofébica. O valor da LCST foi admitido como sendo o ponto de inflexdo de cada uma das
curvas da Figura 4.11.

De acordo com os dados obtidos, a quantidade de magnetita presente na amostra parece
influenciar no valor da LCST. De forma que a maior diferenca entre a quantidade de PNIPAAmM e
magnetita utilizados, resulta em valores de LCST maiores. Esta tendéncia esta de acordo com a
verificada no trabalho de (Jaiswal, Banerjee et al. 2010), no qual foram obtidos nanogéis baseados
em PNIPAAmM/Quitosana e nanoparticulas de magnetita, nas quais observou-se que maiores

porcentagens de magnetita resultam em maiores valores de LCST.
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Figura 4. 12. Intensidade relativa de luz transmitida através das solug¢Ges contendo as microesferas puPPM-3,
MPPM-4 ou uPPM-5.

4.4.4.2. Medidas de diametro médio

Verifica-se na Figura 4.12 que o didmetro médio das microesferas pP1, em solugdo, é
constante no intervalo de temperatura analisado (25 a 50 °C). Isto era esperado, uma vez que essas
microesferas ndo contém o PNIPAAmM nem magnetita. Esperava-se, no entanto, observar uma unica
transicdo na dependéncia do valor de didmetro com a temperatura, para as amostras contendo
PNIPAAmM, mas a amostra pPPM-3, apresentou diferentes variacbes no diametro com o aumento de

temperatura (possivelmente devido a vérias transicées).
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Figura 4. 13. Variacdo do didmetro das microesferas com o aumento de temperatura.

Dentre as amostras estudadas, as microesferas pPPM-3 foram as que apresentaram maior
didmetro a 25 °C (solucdo PBS, pH 7). Inicialmente, o aumento de temperatura dessa amostra
resulta em maior didmetro em aproximadamente 30 °C, o que indica um aumento do carater
hidrofilico. Em seguida, ocorre o decréscimo no diametro das microesferas em aproximadamente 32
°C, indicando a transicdo de um material hidrofilico para hidrofébico. Apds, retomam a
hidrofilicidade, aumentando o diametro de particula, entre 37-43 °C. Acima de 43 °C as
microesferas LPPM-3 apresentaram comportamento hidrofébico pois o didmetro médio decresce
gradativamente, atingindo um valor minimo em cerca de 50 °C. As microesferas pPPM-4
apresentam um discreto incremento no didmetro até ca. de 39 °C e tende a diminuir apds esta
temperatura. O incremento no didmetro das microesferas pPPM-5 é ainda mais discreto e a

diminuicdo do didmetro nestas s6 ocorre acima de 41 °C.
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Em relacdo as particulas pPPM-3, as microesferas uPPM-4 e as microesferas pPPM-5,
apresentaram, inicialmente, maior carater hidrofébico, pois possuem menores didmetros. No
entanto, acima de 27 °C o carater hidrofilico das particulas uPPM-4 tende a aumentar (devido ao
aumento no diametro), mas acima de 41°C tende a diminuir.

O comportamento observado torna o material obtido muito interessante, uma vez que as
particulas apresentaram maior carater hidrofobico quando acima de 37 °C (UPPM-3) e acima de 43
°C (LPPM-4 e yPPM-5). Isso significa que o aumento da temperatura leva a coalescéncia das redes

de PNIPAAmM e a consequente liberagdo do farmaco.

4.4.4.3 Medidas de Potencial Zeta

As medidas de potencial zeta também podem ser usadas para determinar a LCST de um
sistema (Pietsch, Mansfeld et al. 2012). No entanto, 0 comportamento observado ndo ocorreu como
0 esperado.

Em contato com uma solugdo aquosa eletrolitica, particulas adquirem cargas em sua
superficie como resultado de processos de adsor¢do ou ionizagcdo. Com o objetivo de avaliar a
existéncia de possivel repulsdo eletrostatica entre as microesferas, o potencial elétrico de superficie
foi avaliado usando potencial zeta. Na Figura 4.13 € descrita a dependéncia do potencial zeta com a
temperatura da suspensdo aquosa das microesferas, para trés diferentes formulagdes pPPM-3,
UPPM-4 e uPPM-5.

As curvas demonstram que os valores de potencial zeta sdo negativos nas condigdes
estudadas. Inicialmente, até aproximadamente 37 - 38 °C, as microesferas apresentam valores de
potencial de superficie relativamente semelhantes. No entanto, 0 aumento a partir desta temperatura
até aproximadamente 43 °C resulta em diferentes comportamentos de acordo com a composicao.

Nesta faixa de temperatura (38 a 43 °C), as microesferas uPPM-3 e UPPM-5 exibem maiores
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densidades de cargas negativas na superficie, 0 que esta relacionado a maior estabilidade do sistema.
Por outro lado, a composicdo UPPM-4 apresentou menor densidade de cargas negativas na

superficie, comparado com o seu estado inicial (Thammawong, Sreearunothai et al. 2012).
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Figura 4. 14. Potencial Zeta em fungéo da temperatura.

Em 41 °C, 45 °C e 50 °C as microesferas uPPM-3, uPPM-4 e UPPM-5, respectivamente,
adquirem tendéncia a diminuir sua estabilidade coloidal, uma vez que as cargas na superficie

tornam-se menos negativas.

4.5. CONCLUSOES

Foram obtidas microesferas com tamanhos médios dentro do intervalo de 0,5-26 pm,
constituidas de PecAM-co-PNIPAmM/Magnetita (formulacGes tipo WPPM); com a concentracdo de

2,5 % m/v de PecAM e 3,0 % m/m de PVA. Particulas obtidas com formulagcdo usando PecAM e
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NIPAAmM, na presenca ou auséncia de PVA, ndo apresentam geometria esférica. Formulagdes
usando PecAM e Magnetita apresentaram-se mais favoraveis para a formacdo de microesferas.
Desta forma, infere-se que hé sinergia no sistema constituido de PecAM-co-PNIPAAmM/Magnetita,
no qual interagdes entre todos os componentes conduzem a formacéo de microesferas mais estaveis
e organizadas. A presenca da magnetita nas particulas puPPM foi confirmada por DRX e EDX e por
absorcdo atomica (FAAS). Por absorcdo atdbmica foi mostrado que as microesferas uPPM-3, uPPM-
4 e yPPM-5 apresentaram concentracdo de Fe (dada como: g de Fe por g de amostra) iguais a
4,67x102, 5,84 x 10 e 3,71 x1072, representando, respectivamente, eficiéncia de encapsulamento de
31,0%, 39,0% e 25,0%. Além disso, as microesferas pyPPM-3, UPPM-4 e uPPM-5 apresentaram,
respectivamente, sensibilidade ao campo magnético com maximo de magnetizacdo (em emu.g?) de
6,2+0,1; 0,68 +0,01 e 4,20 + 0,05.

A presenca de PNIPAm foi confirmada pelo aparecimento de sinais entre & 1,55-1,20 ppm no
espectro de RMN-1H referentes aos grupos metileno e metil terminais das cadeias de PNIPAAmM. A
sensibilidade térmica do PNIPAAm foi avaliada por curvas de intensidade relativa de luz
transmitida através da amostra e medidas de potencial zeta. No entanto, os valores obtidos por estas
técnicas foram diferentes. Os valores de LCST obtidos por anélise de luz transmitida foi de 31 °C,
32,5 °C e 33 °C para as amostras uPPM-5, uPPM-4 e uPPM-3, respectivamente. Por outro lado as
medidas do potencial zeta ndo apresentaram uma Unica transicdo, como esperado. Porém, €
importante destacar que a amostra pPPM-3 apresentou carater hidrofébico acima de 37 °C, enquanto
que as amostras UPPM-4 e uUPPM-5 apresentaram-se hidrofobicas acima de 43 °C, o que torna esse
material com potencialidades para liberacdo de farmacos a temperaturas acima da temperatura

corporea.
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CAPITULO YV
ENSAIOS DE LIBERACAO “in vitro” DE CURCUMINA
5.1. INTRODUCAO

5.1.1. Curcumina

A Curcumina (1,7-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona), abreviada nesta
Dissertacdo como CUR, é um pigmento difendlico, extraido do acafrdo da terra, também conhecido
como curcuma longa. As investigacbes sobre esse composto, suas propriedades, arquitetura
molecular e eficacias multipotentes, tem mostrado que este pigmento possui variadas propriedades
especialmente aquelas para o dominio biomédico. Mas também atrai interesse na ciéncia de
materiais (Konwarh, Saikia et al. 2010). A arquitetura Gnica de CUR confere atributos especiais para
esta molécula, que pode ser util em tratamentos anti-inflamatdrios, fibrose cistica, doenca de
Alzheimer, maléria, hiperlipidemia, cancer, além disso, apresenta atividades antibacterianas e pode
atuar como agente de cicatrizacdo de feridas e como hepatoprotetor (Rejinold, Muthunarayanan et
al. 2011), (Yallapu, Jaggi et al. 2012), (Martins, Bueno et al. 2013).

Dentre os estudos de maior interesse se encontra o desenvolvimento de medicamentos
voltados ao tratamento do cancer; uma vez que o0 cancer continua a ser a segunda causa principal de
morte nos EUA e, possivelmente, no mundo. Os agentes quimioterapicos convencionais, tais como
os agentes alquilantes ou antimetabolitos, embora diminuam o tamanho do tumor, muitas vezes ndo
conseguem erradicar tumores ou impedir a sua recorréncia. Além disso, a eventual repeticdo do
tratamento com esses agentes resulta em tumores que tornam-se resistentes ao tratamento
quimioterapico. Portanto, € crucial identificar "produtos naturais" que inibam o crescimento tumoral

e possuam propriedades de inducdo de apoptose das células cancerosas em humanos e que, além
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disso, tenham como alvo vérias vias de sinalizacdo celular, sem resultar em problemas de toxicidade
em células normais (Yallapu, Jaggi et al. 2012).

A forte atividade antiproliferativa da CUR tem atraido interesses particulares como o seu
potencial de prevencgéo e quimioterapéutico contra o cancer (Tang, Murphy et al. 2010). A CUR tem
provado ser um modulador de vias de sinalizacdo intracelular, que controlam o crescimento celular
do cancer, inflamacdo, invasdo e apoptose, revelando seu potencial anticancerigeno. Além disso,
esse medicamento possui um mecanismo de captura de radicais livres. Mais recentemente, verificou-
se que a CUR atua como um antioxidante, por meio do grupo hidroxila fendlico, sendo que o
mecanismo de captura dos radicais livres € orientada pela natureza do radical livre (Konwarh, Saikia
et al. 2010), (Yallapu, Jaggi et al. 2012).

Estudos tém demonstrado que a Curcumina é mais eficaz em células tumorais do que os
quimioterapicos convencionais e a propria radiagdo. “In vitro”, a CUR demonstrou citotoxicidade
contra uma ampla variedade de linhas celulares de céncer, incluindo o carcinoma da prdstata,
carcinoma do pulmao, carcinoma do célon e alguns trabalhos mostraram que a CUR “in vivo” tem
efeitos preventivos e terapéuticos contra tumores humanos (Tang, Murphy et al. 2010), (Yallapu,
Jaggi et al. 2012).

Devido as suas propriedades valiosas, atualmente cerca de 100 empresas farmacéuticas e
quimicas produzem varios produtos de CUR na forma de comprimidos, capsulas, corantes, cremes,
produtos lacteos, bebidas, extratos, géis, sprays nasais, € assim por diante para as necessidades
diarias e assisténcia médica (Yallapu, Jaggi et al. 2012).

A limitacdo do uso da CUR ¢ sua caracteristica hidrofobica, praticamente insoltvel em agua
e em condigdes acidas. Degrada-se rapidamente em condic¢des neutras e alcalinas, com meia vida
inferior a 10 min em PBS a pH 7,2; resultando em baixa biodisponibilidade na administracdo tanto

vascular quanto oral. Esta baixa biodisponibilidade faz com que a CUR seja inativa para inibir
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tumores de pulmdo e mama. A insolubilidade aquosa e instabilidade e, portanto, baixissima
biodisponibilidade impede que as aplica¢des clinicas a partir da CUR sejam bem sucedidas (Tang,

Murphy et al. 2010).

"Curcumina"

1,7-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona
Figura 5. 1. Estrutura quimica da CUR.

Embora uma concentracdo de 10 ou 12 g mL™? de CUR seja administrado oralmente em
humanos, 0s niveis no soro sanguineo mostram cerca de 50 ng mL?, resultando numa
disponibilidade minima de CUR na circulagdo sanguinea (Yallapu, Jaggi et al. 2012). Ao mesmo
tempo, a CUR provou ser farmacologicamente segura, mesmo em doses muito altas, em muitos
estudos clinicos e varios animais modelos. Por exemplo, estudos mostram que a ingestao diaria de 8
g de CUR, por pacientes com lesdes malignas, durante 3 meses, ndo manifestou nenhuma toxicidade
(Cheng, Hsu et al. 2001). Dentre os varios esfor¢os realizados na busca por superar as limitacdes da
administracdo de Curcumina, a entrega por meio de dispositivos de liberacdo controlada de farmacos
(hidrogéis, particulas, entre outros) tem sido amplamente explorada (Martins, Bueno et al. 2013). A
Curcumina carregada em lipossomas (Li L, Ahmed B et al. 2007), (Marczylo, Verschoyle et al.
2007), (Chen, Johnston et al. 2009) em nanoparticulas (Cartiera, Ferreira et al. 2010), (Anand, Nair
et al. 2010), ou conjugado com dendrimeros hidrossoltveis de polia(amida imina) ou de PAMAM,

melhorou sua solubilidade em &gua, a estabilidade e a biodisponibilidade (Shi, Dolai et al. 2007).

97



Elizangela M. S. de Almeida | 2013

Uma proposta para solucionar as limitagdes dos farmacos usados no tratamento contra o
cancer, como a CUR, é encapsular o farmaco em um material biocompativel que possa ser injetado
na corrente sanguinea, podendo o dispositivo entregar o farmaco no local do tumor. Pesquisadores
estdo focados no desenvolvimento de sistemas poliméricos sollveis em &gua, sensiveis a estimulos
externos, demonstrando transi¢éo de fase em resposta a estimulos tal como temperatura, pH, ions,
campo magnético ou elétrico, entre outros (Rejinold, Sreerekha et al. 2011).

FormulacGes altamente estaveis sdo necessarias para aproveitar ao maximo o efeito EPR
(permeacdo e retencdo melhorada) no tratamento de tumores solidos e para o direcionamento
térmico, utilizando a hipertermia para direcionar o medicamento encapsulado para as células
cancerosas, alvo, onde a droga pode entdo ser liberada “in situ”. Uma vez que a CUR é especifica
para o tratamento de células cancerosas, uma maior eficacia pode ser atingida por meio da utilizacdo
de um sistema transportador do tipo LCST (Rejinold, Sreerekha et al. 2011).

Desta forma, prop0de-se nesta parte desta Dissertacdo realizar ensaios de liberacdo de CUR a
partir do sistema de microesferas termossensiveis e magnéticas preparadas com as formulacées pP-1

e UPPM-4 (Capitulo 4) e baseadas em pectina modificada (PecAM) como descrito no Capitulo 2.

5.2. OBJETIVOS

Avaliar o perfil de liberacdo da Curcumina a partir de microesferas termosensiveis e
magnéticas preparadas com as formulacdes puP-1 e pPPM-4, preparadas conforme descrito nos

Capitulos 2, 3 e 4 desta Dissertacéo.
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5.3. EXPERIMENTAL

5.3.1 Materiais

Alcool etilico absoluto P.A., acetona P.A., cloreto de sodio P.A. (NaCl, 99,5 %) e acido cloridrico
P.A. (HCI, 37 %) foram fornecidos pela F. Maia (Brasil). Fosfato de potdssio monobasico P.A.
(KH2PO4, 98 %) e hidréxido de sodio P.A. (NaOH, 97%) foram adquiridos da Nuclear (Brasil).
Curcumina (CUR) adquirida da Sigma Aldrich (China). Tubos para diélise de 32 mm de didmetro,

(membrana de celulose provenientes da Sigma Aldrich (Alemanha).

5.3.2. Procedimentos

5.3.2.1. Carregamento de Curcumina (CUR) nas microesferas pP-1 e uPPM-4.

Para carregar as microesferas com a CUR, 1,0 mg do farmaco foi solubilizado em 100 mL de
etanol e, em seguida, cerca de 1,0 g de microesferas foi transferida para a solucdo. O sistema foi
mantido sob agitacdo magnética durante 20 h a temperatura ambiente e, em seguida, as microesferas
foram separadas por centrifugacdo. Uma curva analitica foi construida a partir de solucdes padrdes

de CUR, de concentragdes entre 0,08-5,0 mg L, usando etanol como solvente.
5.3.2.2. Liberacdo “in vitro” de Curcumina

Os estudos de liberagcdo de CUR in vitro foram realizados em fluido intestinal simulado [SIF,
6,80 g de KH,PO4 e 77 mL de solugdo aquosa de NaOH 0,20 mol L* em 1 L de 4gua destilada, pH
= 6,8] e fluido gastrico simulado [SGF, 2,0 g de NaCl e 7,0 mL de uma solucdo aquosa concentrada
de HCl a 37% (v/v) em 1 L de agua destilada, pH = 1,2].

Os estudos de liberagdo foram realizados em um dissolutor (home-made: montado no nosso
laboratério). Para cada estudo, 100 mg de microesferas secas e carregadas com CUR foram
depositadas em uma membrana de celulose preenchida com 30 mL de SGF ou SIF. As membranas

foram acopladas a frascos selados com 220 mL de SGF ou SIF. Para cada condi¢do, a medida foi
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realizada em triplicata (n = 3). Depois de mergulhar a membrana contendo as microesferas
carregadas no fluido desejado, cada amostra foi mantida sob agitacdo mecénica (40 rpm), em
temperaturas determinadas, 25 °C ou 37 °C, na auséncia ou na presenca de campo magnético. O
campo magnético foi gerado por imés circulares, de intensidade maxima 63,8 Oe e 93,0 Oe para 0
ima circular médio e para o ima circular grande, respectivamente, acoplados externamente ao
sistema de liberacdo, onde ocorreu a liberagdo (Graficos do CM gerado pelos imés, Figura A3, em
anexo).

Uma aliquota (ca. 3,0 mL) era removida do frasco em tempos especificos e a quantificacéo
da CUR liberada foi realizada por medidas de UV-Vis. As condigdes experimentais estdo resumidas
na Tabela 5.1, a seqguir.

Tabela 5. 1. Condicdes estabelecidas para o estudo de liberacdo “in vitro” de Curcumina, a partir

das microesferas pP-1 e uPPM-4.

Amostra 25°C 37°C
pP-1 SIF SGF SIF SGF
SIF SGF SIF SGF
HPPM-4

SIF-CM  SGF-CM  SIF-CM  SGF-CM

CM: Presenca de campo magnético.
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5.3.2.3. Cinetica de Liberacdo

A determinacdo do mecanismo de difusdo de solutos a partir das microesferas foi realizada
aplicando a equacdo semi-empirica proposta por Ritger e Peppas a qual pode prever apenas 60 %
inicial da liberacdo (Ritger P. L. 1987), Equacao 5.1.

M

—L = kt" (Equacéo 5.1)

14
M,
onde M./M_ é a fracdo de fluido liberado em um determinado tempo, k € uma constante cinética,

que depende da geometria da matriz e n é o expoente difusional que pode ser relacionado ao
mecanismo de transporte de fluidos (Brazel and Peppas 1999) (Guilherme, Reis et al. 2010).

Além disso, aplicou-se 0 modelo de Reis et al. aos perfis de liberacdo de CUR (quantidade
liberada em funcdo do tempo). Este modelo é baseado na existéncia de difusdo/particdo entre
soluto/matriz e soluto/meio externo e descreve completamente o perfil de liberagé&o de solutos (Reis,
Guilherme et al. 2007). Reis et al. considera o processo de liberagdo a partir de matrizes
tridimensionais como um processo de transporte difusional e como um fenémeno de parti¢do, no
qual a particdo de solutos ocorre entre as fases, solvente e hidrogel. A fragdo de soluto liberada, Fi,
esta relacionada a um pardmetro de liberagdo designado com atividade de particao (a), o qual
determina a ocorréncia dos fendmenos de particdo (Reis, Guilherme et al. 2007). De acordo com o
modelo de Reis et al., para sistemas nos quais a liberacdo de um soluto segue uma cinética reversivel

de primeira ordem, a Equacéo 5.2 ¢ aplicada.
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F,=F,_.(1—e */Fmax) ) (Equacéo 5.2)
Por outro lado alguns sistemas a liberacdo segue uma cinética de segunda ordem, na qual a

Equacéo 5.3 é aplicada.

Frnax I:EZ(H!L.- x'jl.‘_ijl

FL =1 oF, 00 (Equacéo 5. 3)

Nas equagles o« = F,, ../ (1 — F,...), KL € a constante de velocidade de liberacdo e pode ser

calculada por meio da Equacdo 5.4.1 para sistemas de primeira ordem e por meio da Equacéo 5.4.2.

para sistemas de segunda ordem, sendo F,,,.. a fracdo méxima liberada.

k,t=F, . zn(ﬁj (Equaco 5.4.1)
& Fi—2Fp+Fumay+Fmax ~
K;t =>+In LFLT (Equacéo 5.4.2)

5.3.2.4. Avaliacéo da citotoxicidade sobre células Caco-2

Células Caco-2 (célula de adenocarcinoma de célon humano) foram cultivadas usando meio
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium - Gibco®) suplementado com 10% de SFB (soro fetal
bovino - Gibco®) e 50 pug/mL de gentamicina. A cultura foi mantida em garrafas plasticas com
tampa de rosca e dispositivo para entrada de CO- e incubadas a 37°C em estufa Umida com tensao
de 5% de CO: (Fischer Scientific® modelo Isotemp). Sempre que a monocamada de células
encontrava-se confluente era procedida a renovacdo ou repique da cultura, utilizando solugéo de
tripsina-EDTA a 37°C.

A avaliacdo da citotoxicidade foi realizada pelo método da Sulforrodamina B, descrito por
(Skehan, Storeng et al. 1990) com algumas modificacdes. Células Caco-2 foram cultivadas em
placas de 96 pocos. Apos a formacdo da monocamada confluente, em aproximadamente 24 h, o

meio antigo foi retirado e 100 pl de DMEM foi adicionado em cada po¢o. Em seguida, 0 meio foi
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retirado e 100 pl das amostras foram adicionados em cada pogo, em triplicata. Foram testadas as
concentragdes de 0,1 pg mL™?, 1 pg mL?, 10 pg mL%, 100 pg mL*?, 500 pg mL?t e 1000 pg mL™.
Apo0s a adicdo dos compostos, a placa foi incubada por 48 h a 37°C e 5% de CO.. Em seguida, 0
meio foi removido de cada poc¢o foi lavado com PBS (tampdo fosfato salina) estéril. Para fixacéo,
foram adicionados, em cada poco, 50 pl de &cido tricloroacético a 10% (SYNTH®) por 1h sob
refrigeracdo e ao abrigo de luz. Apos, a placa foi lavada 4 vezes em &gua corrente e mantida em
temperatura ambiente até secar. Apds a secagem da placa, adicionou-se, a cada po¢o, 50 ul de uma
solugdo a 0,4% de sulforrodamina B (Sigma®) em &cido acético 1%. A placa foi incubada
novamente sob refrigeracdo e ao abrigo da luz por 30 min. Em seguida, o corante foi retirado e a
placa lavada 4 vezes com acido acético glacial a 1% para remocao do corante em excesso. O corante
ligado as células viaveis foi dissolvido em 150 pl de solugdo Tris-base 10mM. Apds, determinou-se
a absorbancia em leitor de ELISA (Bio-Tek® modelo Power Wave XS) a 530 nm.

Os resultados foram comparados com o controle de células e a citotoxicidade foi
determinada pela destruicdo celular provocada pelos compostos, pela equacao abaixo:

% de toxicidade celular = 100 — (DO tto / Do cc) (Equacéo 5.5)

onde: DO tto = densidade Optica das células tratadas, DO cc = densidade Optica do controle de
células. O CCsp (dose toxica para 50% das células) foi determinado pela analise de regressdo de

curva dose-resposta.
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5.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.4.1. Ensaio de Liberacdo de Curcumina

Na Figura 5.2 sdo apresentados os perfis de liberacdo de CUR a partir de microesferas puP-1
em SIF e SGF a 25° C e 37° C. De acordo com a quantidade méaxima liberada de CUR, determinou-
se a eficiéncia de encapsulamento, aproximadamente 60%, ou seja, 0,6 mg de CUR, foi encapsulado
em cada grama de microesferas.

Observou-se que a liberacdo da CUR a partir de particulas do tipo puP-1 é favorecida a 37 °C,
principalmente em contato com o fluido de simulacéo intestinal (SIF), na qual foram liberados, ap6s
35 h, cerca de 98% da CUR encapsulada. No mesmo intervalo de tempo, foram liberados em SGF
aproximadamente 65% da CUR encapsulada em particulas do tipo pP-1. Embora o sistema pP-1 ndo
contenha a PNIPAAm, verificou-se que em temperaturas menores o dispositivo libera menor
concentracdo de CUR, ca. de 40% em SIF e 16% SGF, como mostrado na Figura 5.2.

Os perfis de liberacdo observados para o sistema pPPM-4 sdo mostrados na Figura 5.3. No
entanto, o ensaio de liberacdo foi realizado também na presenca de campo magnético. A partir dos
ensaios realizados, observou-se que o campo magnético afeta consideravelmente apenas a liberacdo
da CUR em SIF a 25° C, resultando na liberacdo de maiores concentracdes do farmaco, atingindo
até 88% da fracdo encapsulada, em aproximadamentel00 h de ensaio. Na auséncia do campo
magnético a fracdo de CUR liberada € ligeiramente superior a 50%, atingindo o equilibrio ap6s 20 h
de liberagdo. Os perfis de liberacdo de CUR a partir das particulas de pPPM-4 em SGF e SGF/CM
sdo apresentados na Figura 5.3. Verifica-se que neste meio a fracdo de CUR liberada é menos que

10% e ndo ¢ afetada pela presenca do campo magnético.
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Figura 5. 2. Perfis de liberagdo de CUR a partir de microesferas pP-1 em SIF e SGF a 25° C e 37° C. As
linhas sdo apenas “guias-de-olho™.

Na Figura 5.3. sdo apresentados os perfis de liberacdo de CUR a partir das microesferas
UPPM-4 em SIF e SGF a 25° C, na presenca e auséncia do campo magnético (CM). O perfil de
liberacdo de CUR a partir das microesferas uPPM-4, a 37° C em SIF, ndo se altera com a presenca
ou auséncia de campo magnético, sendo a fracdo liberada aproximadamente 96% e 83%,
respectivamente, Figura 5.4. Enquanto isso, em SGF, observou-se diferenca no perfil de liberacdo na
auséncia de campo magnético, onde a liberagdo foi ligeiramente maior (22% da fracdo de CUR

encapsulada) do que na presenca do campo (6% da fracdo de CUR encapsulada).

105



Elizangela M. S. de Almeida | 2013

100
90
uPPM-4 A ................... A

—= 80
< A A
o 70 2
s .
«
" — . X}( . .
_I 50 & b4 S *F‘Q\Q/ ‘b ‘-’b
tg P2 o .‘"
340 A-'" —4~=SIF A SIF/CM
I.t 30 —=%=SGF - @ SGF/ICM

20

R Lge—a o

0 3

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Tempo (h)

Figura 5. 3. Perfis de liberacdo de CUR a partir das microesferas uPPM-4 em SIF e SGF a 25° C, na
presenca e auséncia do campo magnético (CM). As linhas sdo apenas “guias-de-olho”.

A maior liberagdo de CUR a partir das microesferas em contato com a solugdo SIF pode ser
explicada pela ionizacdo dos grupamentos carboxilicos, presentes na estrutura da PecAM, quando
em contato com esta solugédo. A ionizacgdo destes grupos favorece a interacdo dos anions carboxilato
(COO") com as moléculas de agua, levando ao intumescimento das microesferas resultando na
liberacdo do farmaco. Esse fato contribui para que o dispositivo desenvolvido apresente potencial
para ser utilizado para liberar CUR, ou outros farmacos, no ambiente intestinal, pois ele protege o

farmaco na regido gastrica e permite a sua liberacdo na regido intestinal.
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Figura 5. 4. Perfis de liberagdo de CUR a partir das microesferas uPPM-4 em SIF e SGF a 37° C, na
presenca ¢ auséncia do campo magnético (CM). As linhas continuas sdo apenas “guias-de-olho”.

5.4.2. Cinética de Liberacéo

De acordo com Reis et al. existe uma condicao essencial para que soluto seja liberado a partir
do hidrogel, designado por esse autor como um fenémeno de particdo, o qual considera que a
particdo de um soluto ocorre entre as fases solvente/hidrogel. Para a ocorréncia de tal fendmeno
existe a atividade particdo («) que expressa a afinidade fisico-quimica do soluto com ambas as fases
(Reis, Guilherme et al. 2007).

Assumindo a existéncia dos fendmenos de parti¢éo, a difusdo de soluto a partir do hidrogel
para o0 solvente predomina até ao equilibrio. A taxa de liberagdo de soluto e de carregamento pode
ser estudada através da determinacdo da mudanga de concentracdo de soluto no solvente como uma

funcéo do tempo (Reis, Guilherme et al. 2007).
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A atividade particdo («) é definida como a razéo entre as concentragdes do soluto entre as
fases solvente/hidrogel e apresenta um valor constante na fase de equilibrio (Reis, Guilherme et al.
2007). O valor de a ¢ dependente em um grande nimero de variaveis, tais como a temperatura,
pressdo, pH, forca idnica, composi¢do de hidrogel, geometria do hidrogel, grau de intumescimento
do hidrogel, e da natureza quimica do solvente e do soluto. Como as variaveis podem assumir uma
namero infinito de valores, ha um grande ndmero estados de equilibrio possiveis e, por isso, um
grande numero de valores para a. Quando a > 0, a difusdo de soluto ocorre entre as fases
solvente/hidrogel, implicando que quanto maior o valor de o maior ¢ afinidade entre o soluto e o
solvente.

A difusdo é um fendmeno molecular, onde o material se move a partir de uma determinada
coordenada espacial para outro devido ao movimento aleatério das moléculas, que é causada pela
sua energia térmica (Reis, Guilherme et al. 2007) (E.L. Cussler 1997).

O modelo de Reis et. al prevé o perfil global da liberacdo de solutos “in vitro” a partir de
hidrogéis, ou seja, 100% de soluto liberado. Além disso, tanto a difusdo Fickiana e os mecanismos
controlados pelo relaxamento macromolecular e a geometria do hidrogel sdo considerados neste
modelo como fatores intrinsecos, nos parametros o e K.

Quando a = 0, ndo ha liberagdo de soluto, mas quando o > 0, observa-se a difusdo do soluto
entre as fases solvente/hidrogel e, em seguida, 0s processos de liberagcdo que sdo dependentes do
tempo e da absorg¢éo do soluto passam a ocorrem concomitantemente.

Os valores do coeficiente de determinacdo, R?, obtidos ao aplicar as equacfes do modelo
cinético de difusdo/particdo de primeira e de segunda ordem, reversivel, aos dados de liberagédo de
CUR (perfis apresentados nas Figuras 5.2 a 5.4) estdo resumidos na Tabela 5.2, juntamente com 0s

valores de R2 obtidos ao aplicar o modelo proposto por Ritger e Peppas aqueles mesmos dados.
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Tabela 5. 2. Pardmetros obtidos pela aplicacdo dos modelos propostos por Ritger e Pepas (Eg. 5.1)
e por Reis et. al (Eq. 5.2 a 5.4) aos perfis de libaracdo de CUR.

Modelo de Pepas

Modelo Reis et al.

Amostras  (°C) R? R? kL (10?)
n K R? 18 248
(12 Ordem) (22 Ordem)
Ordem  Ordem
uP1 25 047 -117 0966 0,66 0,977 0,978 3,25 2,80
MP1 37 1,0 2,0 1,0 17,62 0,958 0,919 5,33 48,50
MPPM-4 25 0,451 -117 10,9285 1,11 0,897 0,899 3,30 3,70
MPPM-4 25/CM 0,153 -1,17 10,7058 7,05 0,977 0,927 2,35 4,20
UPPM-4 37 0,479 -0,93 10,9404 4,89 0,973 0,980 2,33 4,00
UPPM-4 37/CM 0465 -0,89 09576 23,24 0,962 0,964 1,98 5,22

Nas Figuras 5.5 a 5.10, a seguir, sdo apresentados os perfis de liberacdo experimental e 0s

obtidos pela aplicacdo dos modelos para a cinética de liberacdo de primeira e de segunda ordem, de

acordo com (Reis, Guilherme et al. 2007) aos perfis de liberacdo de Curcumina. De acordo com 0s

resultados apresentados (Figuras 5.5 a 5.10), o modelo de difusdo/particdo se sobrepbe bem aos

perfis de liberacdo de Curcumina. Pode ser observado também que ndo houve diferenca significativa

na aplicacdo dos modelos de cinética de primeira e de segunda de liberacao aos perfis de liberacédo

de Curcumina tanto a 25 quanto a 37 °C em SIF e em SGF, na presenca ou auséncia de campo

magnético.
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Figura 5. 5. Valores de fragdo liberada (FL) experimental e o os obtidos da Eq. 5.2., para cinética de primeira
ordem reversivel, e Eq. 5.3., para cinética de segunda ordem reversivel, contra o tempo, para da pP-1, a 25°
C, em SIF.
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Figura 5. 6. Valores de fragdo liberada (F.) experimental e os obtidos da Eg. 5.2, para cinética de primeira
ordem reversivel, e Eq. 5.3., para cinética de segunda ordem reversivel, contra o tempo, para da pP-1, a 37°
C, em SIF.
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Figura 5. 7. Valores de fracdo liberada (F.) experimental e os obtidos da Eq. 5.2, para cinética de primeira
ordem reversivel, e Eg. 5.3., para cinética de segunda ordem reversivel, contra o tempo, para da uPPM-4, a

25° C, em SIF.
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Figura 5. 8. Valores de fragdo liberada (F.) experimental e os obtidos da Eq. 5.2, para cinética de priemeira
ordem reversivel, e Eq. 5.3., para cinética de segunda ordem reversivel, contra o tempo, para da pPPM-4, a
25° C, em SIF, na presenca de campo magnético (CM).
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Figura 5. 9. Valores de frag&o liberada (FL) experimental e os obtidos da Eq. 5.2., para cinética de primeira
ordem reversivel, e Eq. 4.3., para cinética de segunda ordem reversivel, contra o tempo, para da uPPM-4, a
37° C, em SIF.
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Figura 5. 10. F_ Valores de fracdo liberada (F.) experimental e os obtidos da Eq. 5.2., para cinética de
primeira ordem reversivel, e Eq. 5.3., para cinética de segunda ordem reversivel, contra o tempo, para da
HUPPM-4, a 37° C, em SIF, na presenca de campo magnéetico (CM).
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Tendo em vista os resultados apresentados, pode-se inferir que a liberacdo de Curcumina a
partir das particulas obtidas das formulagGes pP-1 e pPPM-4 pode ser explicada pelos modelos

propostos por Reis et. al ou por Ritger e Pepas.

5.4.3. Efeito citotéxico sobre células tumorais Caco-2

O efeito citotoxico das amostras de Pec, PecAM, pP1l, uPPM-3 pPPM-4 e pPPM-5, foi
avaliada, frente ao crescimento de células cancerigenas Caco-2. De acordo com o gréfico
apresentado na Figura 5.11, verificou-se que a PecAM apresentou maior efeito inibitério para o
crescimento de células Caco-2, quando comparada com a Pec. Esse fato, estd de acordo com a
hipotese de que materiais copolimerizados com 0 AM, apresentam maior atividade antitumoral.

Entre as microesferas (uP1, uPPM-3, uPPM-4 e uPPM-5), constatou-se que a adicdo de
PNIPAAmM e Magnetita auxilia no efeito inibitério, quando comparadas com as microesferas
sintetizadas exclusivamente com a PecAM. No entanto, verificou-se que concentragdes altas de
ambos (PNIPAAmM e Magnetita) conduzem a um menor efeito inibitorio do crescimento das células
Caco-2, ndo sendo interessante portanto trabalhar com concentracgdo alta destes.

De acordo com esses resultados, espera-se que o carregamento das microesferas com CUR,
conduza a maior inibigdo de crescimento de células Caco-2 e outras células tumorais, fazendo com
que estes sistemas tenham grande potencial de aplicagdo em sistemas de liberacdo controlada de

farmacos anticancer.
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5.5. CONCLUSOES

Os ensaios de liberacdo controlada de Curcumina (CUR) foram realizados em diferentes
meios (SGF e SIF), empregando as microesferas obtidas em diferentes formula¢es uP-1 e uPPM-4
como sistemas de liberagdo. Os resultados obtidos mostraram-se satisfatorios, uma vez que quase
100% da CUR foi liberada em solugdo SIF a 37 °C em um periodo de 120 a 150 h. Em SGF a fracao
liberada é bem menor. Isto mostra que as particulas atuam eficientemente para proteger as CUR da
acidez estomacal e permite que seja liberada gradualmente no intestino. Os estudos cinéticos
mostraram que a liberacdo a partir das microesferas sintetizadas ocorre devido ao fenbmeno de
particdo em conjunto com os fenbmenos de difusdo e relaxamento macromolecular, podendo ser
explicada pelos modelos de Ritger-Pepas e Reis et. al. Os estudos de citotoxicidade mostraram que a
PecAM tem atividade inibitoria ao crescimento de células Caco-2 maior do que a Pec. Além disso, a
formulacdo uPPM-4, foi a formulacdo de microesferas que apresentou maior atividade inibitdria no
crescimento de células Caco-2, dentre as formulacdes contendo PNIPAAmM e Magnetita estudadas.
Este fato, nos permite concluir que a adicdo de PNIPAAmM e Magnetita, em concentracdes

especificas e otimizadas, contribui para a melhor atividade antitumoral deste sistema.
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CAPITULO VI

CONCLUSAO GERAL

1. A PecAM foi obtida, com sucesso, por meio da reacdo de transesterificacdo da Pec com AM e a

ocorréncia da modificacdo foi confirmada por meio das anélises de FTIR e RMN 1H e 13C,

2. Foram obtidas microesferas de PecAM, uP1, e de PecAM-co-PNIPAm/Magnetita, uPPM;

3. A presenca da magnetita nas microesferas uPPM foi confirmada por DRX, EDX e absorcdo atdmica
(FAAS).

4. As microesferas uPPM apresentaram sensibilidade magnética, a qual foi determinada por analise de

amostra vibrante.

5. Os dispositivos apresentaram sensibilidade térmica evidenciada por potencial zeta (37°- 43°C).

6. As microesferas liberaram quase 100% da CUR encapsulada, em SIF a 37 °C, mostrando-se
satisfatorias no uso como dispositivo para liberacdo de CUR.

7. Ensaios biologicos revelaram que a PecAM e as microesferas uPPM-4 apresentam efeito citotoxico

sobre células Caco-2.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste trabalho abrem perspectiva para o uso dos hidrogéis
microparticulados multirresponsivos do tipo pPPM (a base de PecAM contendo PNIPAAmM e
Magnetita) como dispositivos de liberacdo controlada de Curcumina, no meio intestinal. No entanto
para tal aplicacdo, testes futuros devem ser realizados em busca de avaliar a biodegradabilidade,
bioabsorcdo, biocompatibilidade e citotoxicidade das microesferas carregadas com CUR. Além
destes, estudos de liberacdo de outros farmacos podem ser realizados e o0s respectivos perfis de
liberacdo analisados pelos modelos de Ritger & Peppas, Reis et. al., entre outros.

Espera-se que a aplicacdo dos dispositivos desenvolvidos nesta Dissertacdo na liberacdo de
farmacos anticancer, permita o direcionamento de tratamento unicamente para o local afetado, por
meio da variacdo de intensidade de campo magnético, o qual por sua vez levara ao aquecimento das
particulas magnéticas e conduzira ao colapso do PNIPAAm, resultando na liberacdo do farmaco
para tratar as células doentes. Neste sentido, faz-se necessario melhorar as propriedades dos
materiais obtidos, por meio do estudo mais completo das variaveis envolvidas na sintese/preparacao
das particulas, a fim de obter materiais em escala nanométrica, os quais possuem ampla aplicagdo no
tratamento anticancer.

Outra area importante de estudo revelada nesta Dissertacdo, decorre do fato da atividade
antitumoral apresentada pela PecAM. O estudo de citotoxicidade revelou que a PecAM inibe, mais
significativamente, o crescimento de células Caco-2 quando comparada com as demais amostras
analisadas. No entanto, sobre a atividade antitumoral apresentada pela pectina quimicamente
modificada com anidrido maleico (PecAM), ndo ha relatos na literatura. Portanto, o estudo contido
nesta Dissertacdo pode ser ampliado, a fim de desenvolver copolimeros de AM e avaliar o potencial

destes como inibidores no crescimento de células tumorais.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

1. Avaliar a citotoxicidade das composi¢des escolhidas sobre células saudaveis;

2. Avaliar a citotoxicidade das microesferas carregadas com CUR frente a células tumorais;
3. Estudar a liberacdo de diferentes farmacos a partir das microesferas desenvolvidas;

4. Sintetizar e caracterizar copolimeros de AM com diferentes polissacarideos.
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ANEXOS

PecAM-E1-80C
Elizangela-DQI

File: Protoa

Pulse Sequence: slpul

H4=76,25

H6 (23,76)

6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 ppm
I—,—l Iﬁ_l

76.25

Figura Al. Espectro de RMN *H da PecAM, Pec e AM, obtidos em D20, 300 MHz, obtido & 80°C.
(Capitulo 2)
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Figura A2. Ajustes lineares obtidos pela aplicagdo do modelo proposto por Ritger e Pepas (Eg. 5.1) no perfil

de liberacdo da amostras pP1 e uPPM-4 a 25 ou a 37 °C, na auséncia ou presenca de campo magnético em

SIF.
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Medida de Intensidade de Campo Magnético dos imas utilizados para o estudo de Liberacéo,
Capitulo 5.

Os campos magnéticos gerados pelos imas foram mapeados usando um Gaussimetro Lake

Shore modelo 425, equipado com sensor Hall, Lake Shore modelo HMNA-1904-VR, que possui

sensibilidade de 0,01 Gauss no modo estatico.
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Figura A3. Perfil do campo magnético (CM) gerado pelos imés utilizados no estudo de liberacdo de CUR.
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