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Abstract

The main purpose of this work is the preparation and development of several
controlled drug delivery systems built with natural polymers and suitable for
different applications, like for colon-specific drug delivery or for the localized and
prolonged delivery of drugs.

With this objective, three potential controlled drug delivery systems, based
on natural polymers, were prepared and characterized.

In the first investigated system, the natural occurring polyester poly(3-
hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate), PHBV, was processed in microparticles
loaded with the hydrophobic drug flurbiprofen, by means of an oil-in-water
emulsion/extraction solvent evaporation method, using chloroform as the organic
phase and polyvinyl alcohol (PVA) as the emulsion stabilizer.

A central composite experimental design was employed to evaluate the effect
of two process variables - the polymer concentration in the organic phase and the
surfactant concentration in the aqueous phase - on some of the final microparticles
properties, specifically the encapsulation efficiency of the drug, the mean particle
size, the width of the particles size distribution, and the required time for the in vitro
release of 50% of the encapsulated drug (tso%). The statistical analysis of the
implemented experimental design revealed that the two investigated variables had a
significant and opposite effect on the encapsulation efficiency of the drug. Also, it
was found that the microparticles mean particle size increased with increasing
concentrations of PHBV in organic phase and that the concentration of the
surfactant in the aqueous phase played a critical role in the aggregation degree of
the microparticles. It was concluded that a minimum PVA concentration was
required to stabilize the oil-in-water emulsion and, in this way, obtain non-
aggregated particles. The in vitro flurbiprofen release profiles from PHBV
microparticles were very similar for all the prepared formulations, showing that
more than 90% of the drug was released in the first eight hours of the essay. The
time for the in vitro release of 50% of the encapsulated drug, tso%, was not

significantly influenced by any of the two investigated variables. The comparison
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Abstract

between the release profiles of flurbiprofen from the PHBV microparticles and the
dissolution profile of the pure drug lead to the conclusion that the drug was
essentially dispersed at the surface of the microparticles, rather than effectively
entrapped in the polymeric matrix.

Although the investigated formulations didn't led to an effective
immobilization of the flurbiprofen in the PHBV microparticles, this objective can be
achieve with further investigation, namely by the manipulation of the drug/polymer
mass ratio used in the microparticles preparation, among other variables. With the
flurbiprofen effectively immobilized in the microparticles, it will be possible to then
optimize the drug release profile in order to obtain a controlled and prolonged
release of the immobilized flurbiprofen, suitable for the use of the microparticles as
localized and prolonged drug delivery systems.

In the second investigated system, the polysaccharide pectin was chemically
modified by introducing, in its structure, vinylic or methacrylic terminal functional
groups. The functionalized pectin derivatives, alone or together with the macromer
poly(ethylene glycol) diacrylate (PEGDA), were transformed in chemical hydrogels
by UV-induced free radical reticulation. In vitro drug release studies were used to
evaluate the behavior of the produced hydrogels as controlled drug delivery
systems. For this purpose, two low molecular weight hydrophilic drugs (gentamicin
sulphate and sodium flurbiprofen), and two model proteins (bovine serum albumin
(BSA) and lysosyme), were incorporate in the hydrogels during their formation and
subsequently released in vitro.

It was concluded that the extension of the chemical modification of pectin,
which was carried out in a heterogeneous environment, was limited/controlled by
the accessibility of the OH groups of the polysaccharide, which, in turn, was directly
controlled by the swelling degree of the polysaccharide particles in the reaction
solvent. The two low molecular weight hydrophilic drugs were rapidly liberated
from the hydrogels. The release profiles revealed that, in approximately four hours,
the entire incorporated drug was released. On the other hand, the in vitro release
studies of the model proteins revealed an incomplete release of the incorporated
proteins, probably because a fraction of protein was physical adsorbed in to
polymeric matrix and/or covalently bounded to it. The presence of pectinolytic

enzymes in the release medium result in a higher fraction of BSA released from the
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hydrogels, supposedly due to the enzymatic degradation of the tridimensional
network structure of the polymer matrix.

The results obtained with this work show that the produced hydrogels are
suitable to be use as colon-specific drug delivery systems, especially of proteins.

In the third and last investigated system, sponges of pectin and chitosan,
prepared by the freeze-drying of the insoluble polyelectrolyte complexes (PECs)
formed between the two polysaccharides, were produced and characterized. Three
pectin/chitosan PECs sponges were prepared, using different initial proportions of
the two polysaccharides. The three sponges, independently of the used proportions,
had very similar compositions, being composed mainly from pectin (74 to 78%,
mass percentage). The sponges were submersed in aqueous solutions, either at pH 2
or pH 7.4, and the weight loss was record during six weeks. The results revealed a
continuous weight loss, attributed to the gradual liberation of polymers chains, as a
consequence of the progressive loss of the ionic interactions established, during
PECs formation, between the COO- groups of pectin and the NH3* groups of chitosan.
The composition analysis of the sponges during dissolution time, and their FTIR
spectra, revealed that, at pH 2, the weight loss of the sponges was caused, equally, by
the loss of pectin and chitosan. On the other hand, it was concluded that, at pH 7.4,
the weight loss of the sponges was mainly due to the loss of pectin. A preliminary
evaluation of the sponges as controlled drug delivery systems was made, by the
incorporation of BSA in the sponges followed by the in vitro release, at pH 2 and pH
7.4. The in vitro release profiles obtained suggest that the released of the protein
from the sponges is controlled by the strong interactions established between the
protein molecules and the polymeric matrix. This preliminary study indicates that
the produced PECs matrixes can be use to immobilized proteins and built colon-
specific delivery systems of this type of biomacromolecules.

In the three works presented in this Thesis it was possible to obtained
significant conclusions that can be used in the future as basis for the continuation of
the development of the different controlled drug delivery systems proposed in this

work.
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Resumo

Este trabalho tem como principal objectivo a preparagdo de sistemas de
libertacdo controlada com base em polimeros de origem natural e com o potencial
de serem utilizados em diversas aplicagdes como a entrega especifica de farmacos
no célon ou a libertacao prolongada e localizada de fArmacos.

Para isto desenvolveram-se e caracterizaram-se trés potenciais sistemas de
libertacdo controlada de moléculas bioactivas, preparados com diferentes polimeros
de origem natural.

O primeiro sistema estudado envolveu a utilizacdo do poliéster de origem
natural poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato), PHBV, o qual foi investigado
enquanto matriz para a imobilizacdo do antiflamatério ndo esterdide flurbiprofeno
em microparticulas preparadas pelo método da extrac¢ao/evaporacao do solvente
numa emulsdo 6leo/agua, utilizando o cloroférmio como fase organica e o alcool
polivinilico (PVA) como surfactante.

Um desenho composto central de experiéncias foi implementado de forma a
investigar o efeito de duas variaveis envolvidas no processo de preparagdo das
microparticulas - a concentragdo do polimero na fase organica e a concentragao do
surfactante na fase aquosa - sobre algumas das propriedades finais dessas mesmas
microparticulas, nomeadamente a eficiéncia de encapsulacdo do farmaco, o tamanho
médio e a distribuicdo de tamanhos das microparticulas, e o tempo correspondente
a libertagdo in vitro de 50% do farmaco encapsulado. Concluiu-se que as duas
variaveis investigadas afectavam, significativamente e de forma oposta, a eficiéncia
de encapsulacdo do farmaco. Igualmente, verificou-se que o tamanho médio das
particulas era afectado positivamente pelo aumento da concentracdo do polimero na
fase organica. A concentragao do surfactante revelou ser um factor critico no grau de
agregacao das microparticulas obtidas, tendo-se concluido que existe um limite
minimo requerido de concentracdo de surfactante para estabilizar a emulsdo
0leo/agua e, consequentemente, obter microparticulas ndo agregadas.

Os perfis de libertagdo in vitro do farmaco, a partir de microparticulas

produzidas em diferentes condi¢oes experimentais, revelaram que mais de 90% do
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farmaco era libertado nas primeiras oito horas de ensaio. A analise estatistica dos
valores de tsoy (tempo correspondente a libertacao in vitro de 50% do farmaco
encapsulado) revelou que nenhuma das duas variaveis experimentais investigadas
influenciava significativamente este parametro.

A comparacao dos perfis de libertacdo in vitro do farmaco a partir de
microparticulas e o perfil de dissolu¢do do farmaco puro conduziu a conclusao de
que o farmaco se encontra essencialmente disperso a superficie das microparticulas
e ndo, como seria desejavel num sistema de libertagcdo controlada, efectivamente
aprisionado na matriz polimérica.

Embora, com as formulagdes investigadas, ndo se tenha obtido um sistema de
libertacao do furbiprofeno com a capacidade de libertar este de forma controlada ao
longo de um periodo de tempo significativo (de semanas ou meses), a investigacao e
optimizacdo de outras variaveis experimentais, nomeadamente a razao massica
farmaco/polimero utilizada na produc¢ao das microparticulas, podera conduzir a um
sistema de libertacdo capaz de libertar o flurbiprofeno da forma referida
anteriormente, e que podera ser utilizado na libertacdo controlada e localizada
deste.

No segundo sistema investigado o polissacarideo pectina foi quimicamente
modificado através da introduc¢do na sua estrutura de grupos terminais vinilicos ou
metacrilicos. Os derivados de pectina assim obtidos, por si s6 ou em conjunto com o
macréomero poli(etileno glicol) diacrilato (PEGDA), foram utilizados na formacgao de
hidrogéis quimicos preparados por fotoreticulacdo. A actuacdo destes hidrogéis
enquanto sistemas de libertagcdo controlada foi investigada através de estudos de
libertacdo in vitro de dois farmacos hidrofilicos de baixo peso molecular (sulfato de
gentamicina e flurbiprofeno sédico) e de duas proteinas modelo (albumina de soro
bovino (BSA) e lisozima). Todos os compostos bioactivo acima referidos foram
imobilizados no hidrogel durante a sua formacao.

Relativamente a modificagcdo quimica da pectina, a qual se processou em meio
heterogéneo, conclui-se que a extensio da modificagio quimica era
limitada/controlada pela acessibilidade dos grupos hidroxilo do polissacarideo,
encontrando-se essa acessibilidade directamente relacionada com a capacidade de
inchaco das particulas do polissacarideo no solvente reaccional. No caso dos

farmacos hidrofilicos de baixo peso molecular imobilizados nos hidrogéis

Xiv



Resumo

preparados, verificou-se que estes se libertavam rapidamente, sendo a libertacdao
total atingida, no maximo, passado quatro horas de ensaio. A libertacdo das
proteinas modelo, a partir dos hidrogéis, revelou-se incompleta devido,
provavelmente, a ligacao covalente e/ou adsorgao fisica de uma frac¢ao da proteina
a matriz polimérica. Constatou-se ainda que a presenga de enzimas pectinoliticas no
meio de libertagdo conduzia a uma maior quantidade de BSA libertada,
supostamente devido a degradacao por via enzimatica da estrutura tridimensional
do hidrogel.

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que os hidrogéis produzidos
poderdo ser utilizados enquanto sistemas de libertacdo especifica no célon, em
particular na libertagdo de protéinas.

Por fim, o terceiro sistema estudado envolveu a preparacdo e caracterizacao
de esponjas de pectina e quitosano, as quais foram obtidas a partir da liofilizacao dos
complexos polielectroliticos (PECs) formados, em meio aquoso, entre os dois
polissacarideos. Foram produzidas trés esponjas de PECs de pectina/quitosano
utilizando  diferentes  propor¢des iniciais dos dois polissacarideos.
Independentemente das proporgdes utilizadas, os resultados da andlise elemental
revelaram que a composicao das trés esponjas era muito semelhante, sendo estas
constituidas maioritariamente por pectina (entre 74 e 78%, percentagem massica).

Estudos da variacdo do peso das esponjas, realizados ao longo de seis
semanas, revelaram que as esponjas perdiam massa de forma continua, quando
mergulhadas em solu¢des aquosas a pH 2 ou pH 7.4. Esta perda de massa foi
atribuida a libertagdo gradual das cadeias dos dois polissacarideos, causada pela
quebra progressiva das ligagdes idnicas estabelecidas durante a formacao dos PECs
entre os grupos COO- da pectina e os grupos NHz* do quitosano.

A andlise da composicdo das esponjas ao longo do tempo de dissolugao, e o
registo dos espectros de FTIR, revelou que, nas esponjas mergulhadas a pH 2, a
perda de massa resultava tanto da perda de pectina como de quitosano, enquanto, a
pH 7.4, a perda de massa podia ser maioritariamente atribuida a dissolucao das
cadeias de pectina. Este comportamento distinto pode ser atribuido aos diferentes
estados de ionizacao/protonacao dos dois polissacarideos nos dois meios aquosos.

Uma avaliagao preliminar destas esponjas, enquanto sistemas de libertagao

controlada de proteinas, foi feita, através de um estudo de libertagao in vitro de
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libertacdo da proteina BSA. Os resultados sugerem que a libertacdo de proteinas a
partir deste tipo de material sera controlada pelas fortes interacgdes fisicas
estabelecidas entre as proteinas e a matriz polimérica. Este resultado sugere que as
matrizes de PECs desenvolvidas apresentam o potencial para serem utilizadas na
preparacado de sistemas de libertacao especifica de protéinas no célon.

Em cada um dos trés trabalhos desenvolvidos e apresentados nesta Tese foi
possivel obter conclusées significativas, que poderdo ser utilizadas como bases
sélidas para a continuag¢do do trabalho de desenvolvimento dos diferentes sistemas

de libertagdo propostos.
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Preambulo

Ao longo deste trabalho procurou-se desenvolver e caracterizar trés
potenciais sistemas de libertagdo controlada de farmacos. Estes sistemas, com
diferentes propriedades e poténciais aplicacdes, ttm em comum o facto de serem
constituidos por polimeros de origem natural.

Este trabalho encontra-se dividido em cinco capitulos.

No Capitulo 1 faz-se um enquadramento geral do trabalho experimental
apresentado nos capitulos posteriores através da abordagem sucinta de varios
topicos relacionados com os sistemas de libertacdo controlada de farmacos.
Nomeadamente define-se o que se entende por um sistema de libertagdo controlada
de farmacos e discute-se o papel que os materiais de base polimérica tém nesta area,
dando-se especial atengdo aos polimeros de origem natural e aos seus derivados.

Os Capitulos 2, 3 e 4 sdo dedicados a apresentagdo do trabalho experimental
efectuado no desenvolvimento dos trés sistemas de libertacdo controlada estudados,
aos resultados obtidos e a discussao destes. Cada um destes capitulos é iniciado por
uma introducdo tedrica, onde sido apresentados e discutidos alguns aspectos
importantes directamente relacionados com o trabalho experimental apresentado
nesse mesmo capitulo.

O Capitulo 2 é dedicado ao primeiro dos sistemas investigados e envolve a
imobilizagcdo de um farmaco hidrofébico em microparticulas de poli(hidroxibutirato-
co-hidroxivalerato) preparadas pelo método da extrac¢ao/evaporacao do solvente
numa emulsdo 6leo/4agua.

No Capitulo 3 apresentam-se e discutem-se os resultados referentes aos
estudos da modificacdo quimica do polissacarideo pectina, a formag¢do de hidrogéis
quimicos de pectina com base nos derivados obtidos, e a investigacdo dos hidrogéis
preparados enquanto potenciais sistemas de libertacdo controlada de farmacos.

No Capitulo 4 descreve-se a preparacdo e caracterizacdo de esponjas
bioerodiveis/biodegradaveis compostas por pectina e quitosano e obtidas a partir
da liofilizagdo dos complexos polielectroliticos formados entre estes dois

polissacarideos.
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Finalmente, no Capitulo 5, fazem-se algumas consideracdes sobre o trabalho
efectuado e apresentam-se sugestdes para o desenvolvimento e estudos futuros dos

trés sistemas apresentados.
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Capitulo 1

Introducao Geral







Capitulo 1

Neste capitulo pretende-se apresentar e enquadrar, dentro da area mais
alargada dos sistemas de libertacao controlada (SLC) de farmacos, os SLC
preparados com base em polimeros de origem natural.

Desta forma, nesta Introducdo Geral comecga-se por definir o que se entende
por um SLC, abordando-se de seguida os SLC de base polimérica e, em particular, os
SLC com base em polimeros de origem natural. Aqui apresentam-se as principais
classes de polimeros naturais utilizados na preparacao de SLC, as suas propriedades,
e as varias aplicacdes que cada uma destas classes encontra na area da libertagdo

controlada de farmacos.

1.1 Libertacdo controlada de farmacos

Quando um farmaco é administrado, a um ser humano ou animal, apenas uma
pequena fraccdo da dose atinge o tecido alvo, sendo que a maior parte é
desperdicada, devido a sua distribuicdo por outros tecidos e a sua metabolizacao ou
excrecdo antes de atingir o local de acgao.

A libertacdo controlada de farmacos tem como objectivo principal o controlo
temporal e espacial, in vivo, da concentracdo de fairmacos para que o beneficio
clinico da administracdo destes seja maximizado e os efeitos adversos minimizados?.
Neste contexto, o termo “farmaco” engloba todos compostos bioactivos
administrados com intuito terapéutico, desde moléculas de baixo peso molecular a
proteinas e a material genético.

A libertacdo controlada implica a associacdo, quimica ou fisica, dos farmacos
com materiais biocompativeis em sistemas que, quando administrados in vivo,
tenham a capacidade de (i) controlar, de forma pré-determinada, a taxa de
libertacao/entrega do farmaco a partir desse mesmo sistema, e/ou (ii) conduzir o
farmaco até ao sitio especifico em que este deve actuar. Estes sistemas sdo
designados assim por sistemas de libertacao controlada (SLC) de farmacos.

Materiais de natureza lipidica® 3, inorganica*® e polimérical’ 712 tém sido
utilizados como suportes de SLC. Destes, os materiais poliméricos sdao, sem duvida,
0s mais investigados.

Os SLC sao classificados de acordo com os mais variados critérios, incluindo a

classe de materiais utilizados (poliméricos ou nao poliméricos), tipo de agente
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terapéutico incorporado no SLC (moléculas de baixo peso molecular, proteinas,
material genético), estado fisico (liquidos, semi-solidos ou sélidos), via de
administracao, forma como o farmaco se encontra imobilizado no sistema e a
natureza do mecanismo que controla a libertagdo deste, etc. Na literatura, é possivel
encontrar inimeros livros e artigos de revisdao sobre SLC817.

O desenvolvimento de um SLC eficaz é um empreendimento complexo, pois
envolve o conhecimento e integracdo de uma série de aspectos de natureza diversa,
tais como:

- As propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e farmacodinamicas do
farmaco.

- A via de administracdo e as consequentes barreiras fisiolégicas e bioquimicas
impostas a absorg¢ao do farmaco.

- As propriedades do material/materiais base do SLC: propriedades fisico-quimicas,
biocompatibilidade, comportamento in vivo, interacgdes com o farmaco, etc.

- Os métodos e tecnologias envolvidas na produgao do SLC.

Estas varias vertentes envolvem o dominio de conhecimentos associados a
areas cientificas como a medicina, farmacia, bioquimica, quimica, engenharia e
outras. Por esta razao, a drea da libertacao controlada de fArmacos é considera uma

area inerentemente interdisciplinar.

1.2 Sistemas de libertac¢io controlada de base polimérica

Os materiais poliméricos, pela sua variedade, versatilidade e propriedades,
sdo a classe de materiais mais investigada no desenvolvimento de SLC. De facto, o
desenvolvimento actual de novos SLC mais sofisticados e eficientes anda a par com o
desenvolvimento de novos polimeros, desenhados para ter propriedades cada vez
mais especificass.

Uma grande variedade de polimeros, sintéticos, naturais ou semi-sintéticos,
pode encontrar aplicagdes no desenvolvimento de SLC. Na Tabela 1.1 encontram-se
listados alguns dos polimeros sintéticos mais utilizados e investigados nesta area.

Um requisito fundamental para que os materiais poliméricos possam ser
utilizados na preparacao de um SLC é que estes e os seus produtos de degradacao
nao sejam toxicos, e que apresentem uma boa biocompatibilidade, pelo menos nos

tecidos com que vao ter contacto directo.
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Como os sistemas vivos sdo compostos maioritariamente por agua, as
propriedades hidrofilicas/hidrofébicas dos polimeros sdo também um aspecto
fundamental a ter em conta na altura de seleccionar um polimero para uma
aplicacdo especifica.

Outra propriedade determinante na viabilidade de um polimero para uma
determinada aplicagdo é a forma como este se degrada (ou nao) in vivo, ou seja, se
este é biodegradavel ou nao biodegradavel. Um polimero biodegradavel pode ser
definido como um polimero que sofre degradagdo quimica in vivo, por hidrélise ou
accdo enzimatica, originando produtos nao téxicos e bicompativeis capazes de ser
metabolizados e excretados pelas vias fisiolégicas normais!3. Os poliésteres,
polifosfazenos, poliortoésteres, poliaminoacidos, polianidridos e as poliuretanas sao
exemplos de classes de polimeros sintéticos biodegradaveis utilizados na construcao
de SLC.

Alguns polimeros podem ainda ser classificados de bioerodiveis, sendo estes
definidos como polimeros que, embora ndo sofram uma degradagdo quimica (quer
por via hidrolitica ou enzimatica) sdo susceptiveis de serem dissolvidos em
condicoes fisioldgicas. Dependendo das suas propriedades, nomeadamente do peso

molecular, estes podem ser excretados ou permanecer no organismo.

Tabela 1.1 Exemplos de polimeros sintéticos utilizados na fabricacao de SLC% 13,

Polimeros ndo biodegraddveis

- Acrilatos: poli(metacrilato de metilo) (PMMA), poli(acido acrilico) (PA), poli(metacrilato
de 2-hidroxietilo) (PHEMA), ...

- Acrilamidas: poliacrilamida, poli(N-isopropilacrilamida)

- Polidimetilsiloxano (PDMS)

- Polietilenoglicol (PEG)

- Copolimeros de acetato de etilenovinil (EVA)

- Polivinilpirrolidona (PVP)

Polimeros biodegraddveis

- Poliésteres: poli(acido lactico) (PLA), poli(acido glicélico) (PGA), poli(acido lactico-co-
glicolico) (PLGA), poli-e-caprolactona (PLC), poli(diaxanona) (PDS)

- Poliortoésteres

- Polifosfazenos

- Polianidridos

- Poliuretanas

-Poliaminodcidos sintéticos

Os SLC preparados a partir de materiais poliméricos podem ser classificados

em trés grandes categorias, de acordo com o mecanismo/principio que governa a
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libertacdo do farmacol’: (i) Sistemas de libertagdo controlados por difusao; (ii)
Sistemas de libertacao activados pelo solvente; (iii) Sistemas de libertagdo
controlados por ac¢do quimica.

Os sistemas de libertacao controlados por difusao encontram-se divididos em
dois tipos: sistemas de reservatorio e sistemas matriciais.

Um SLC reservatoério consiste num dispositivo constituido por um nucleo de
farmaco, no estado liquido ou sélido, rodeado por uma membrana polimérica nao
biodegradavel, através da qual o farmaco se difunde lentamente. Geralmente, estes
dispositivos assumem uma geometria esférica, cilindrica ou na forma de disco. As
propriedades do farmaco e da membrana polimérica determinam a taxa de difusdo
e, consequentemente, a taxa de libertacdo do farmaco.

Num sistema matricial o farmaco encontra-se uniformemente disperso ou
dissolvido numa matriz polimérica, sendo a taxa de libertagdo controlada pela taxa
de difusdo do farmaco através dessa mesma matriz.

Os sistemas de libertacdo activados pelo solvente encontram-se também
divididos em dois tipos - sistemas de libertagdo controlados pela pressao osmotica e
sistemas controlados pela absorcao de agua (swelling).

O mais simples sistema de libertacdo controlado pela pressio osmotica
consiste num reservatério de volume constante constituido por um invélucro de
uma membrana polimérica semi-permeavel (permedvel ao solvente mas ndo ao
soluto), com um orificio, e com o interior cheio com o farmaco no estado sélido e
uma solucdo saturada de farmaco. A pressao osmotica, formada devido a diferenca
de concentragdes do fArmaco no exterior e interior da membrana semi-permeavel,
origina um fluxo de fluido (dgua) do exterior para interior do dispositivo, forcando
desta forma a solucdo saturada no interior a sair pelo orificio presente na
membrana.

Nos sistemas de libertagdo controlados pela absorcao de dgua o farmaco
encontra-se disperso ou dissolvido numa matriz polimérica constituida por um
polimero hidrofilico reticulado (hidrogel). Estas matrizes tém a capacidade de
absorver uma grande quantidade de agua sem se dissolverem sendo que, nestes
sistemas, a taxa de libertacdo do farmaco € essencialmente controlada pela taxa de

absorcao de agua da matriz polimérica.
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Os sistemas de libertacdo controlados por ac¢do quimica sdo normalmente
divididos em sistemas de cadeias pendentes e em sistemas biodegradaveis.

Nos sistemas de cadeias pendentes, também designados de pro-farmacos, as
moléculas de farmaco encontram-se quimicamente ligadas a cadeia de polimero por
ligagdes susceptiveis de degradagdo. In vivo, estas ligacdes sdo quebradas por
hidrélise ou por acg¢do enzimatica, originando assim a libertacao do farmaco a uma
taxa controlada.

Nos sistemas biodegradaveis, o farmaco é disperso ou dissolvido numa
matriz polimérica biodegradavel, sendo a taxa de libertacdo controlada pela
desintegracdo da matriz, provocada pela biodegradacdo do polimero.

Refira-se que, na pratica, alguns SLC ndo encaixam perfeitamente em
nenhuma destas trés categorias, pois em muitos casos ndo existe um mecanismo
dominante responsavel pela libertagcdo do fAirmaco, sendo este determinado por uma
combinacdo dos varios mecanismos possiveis. Exemplos sdo alguns sistemas
matriciais biodegradaveis em que a libertacdo controlada do farmaco é controlada
tanto pela difusdo do farmaco como pela biodegradacdo do polimero ou, em alguns
hidrogéis, em que a libertacdo do farmaco é determinada tanto pela taxa de absorgao
de agua como pela taxa de difusdo do polimero através da matriz inchada pelo

solvente.

1.3 Polimeros de origem natural e seus derivados:
aplica¢des na area da libertacao controlada de farmacos
Os polimeros naturais sao polimeros produzidos por organismos vivos. Estes
incluem as proteinas, os acidos ribonucleicos (ARN) e acidos desoxirribonucleicos
(ADN), os polissacarideos, e outros polimeros como a borracha natural e alguns
poliésteres. Os derivados de polimeros naturais, também designados por semi-
sintéticos, sdo polimeros naturais modificados quimicamente.
Tal como os polimeros sintéticos, os polimeros naturais e seus derivados sao
também bastante utilizados na producao de SLC.
Na Tabela 1.2 encontram-se listados alguns dos polimeros naturais e

derivados com mais interesse na area da libertacao controlada de farmacos. Estes
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podem ser divididos em trés grandes classes: polimeros de base proteica,

polissacarideos e polihidroxialcanoatos.

Tabela 1.2 Exemplos de polimeros naturais e seus derivados utilizados na preparacao de
SLC.

Polimeros de base proteica:
- Gelatina, albumina, colagénio, fibrina, proteina de soja, ...

Polissacarideos:
- Quitosano, dextrano, alginato, agarose, carragenina, sulfato de condroitina, acido
hialurénico, pectina, amido, derivados de celulose, ....

Polihidroxialcanoatos
Poli(3-hidroxibutirato), poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato), .....

1.3.1 Polimeros de base proteica

Os polimeros de base proteica encontram uma extensa aplicacdo na area da
libertacao controlada de farmacos. Dos mais utilizados e investigados, encontram-se
algumas proteinas de origem animal como a albumina, a fibrina, o colagénio e a
gelatinal0 18-26  esta dltima obtida a partir da desnaturacdo quimica do colagénio.

Proteinas de origem vegetal, como é e caso da proteina de soja, ou de
poliaminoacidos produzidos por microrganismos, como o poli(e-L-lisina) e o poli(y-
acido glutamico), tém sido também investigados na preparacao de SLC, mas de uma
forma muito mais limitada27-31.

Indmeros sistemas a base de albumina?3, fibrina2? 26, colagéniol® 21, e
gelatina?d, processados na forma de géis injectaveis, filmes, hidrogéis, esponjas,
fibras e nano- e microparticulas, tém sido preparados e investigados enquanto
sistemas de libertacdo controlada de farmacos de baixo peso molecular, factores de
crescimento, proteinas terapéuticas0 24 e DNA1°,

Os polimeros mencionados acima, para além de serem biocompativeis e
biodegradaveis por hidrélise quimica ou ac¢do enzimatica, apresentam muitas vezes
uma arquitectura e propriedades quimicas, fisicas e mecanicas semelhantes a matriz
extracelular, podendo até conter residuos quimicos reconhecidos pelas células e aos
quais elas respondem?¢, Estas caracteristicas fazem com que estes materiais exibam
propriedades bioactivas tUnicas e com grande interesse para a ciéncia dos

biomateriais, especialmente na area da engenharia de tecidos.
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Contudo, e devido a origem animal da maioria destes materiais, estes tém
sempre associados a si o risco de imunogenicidade e de transmissdao de vectores
patogénicos. Uma estratégia para superar estes riscos consiste no desenvolvimento
de tecnologias que permitam a obtencdo destas proteinas através de fontes nao
animais. Isto ja é possivel através da tecnologia recombinante de proteinas. Alguns
tipos de colagénio humano e gelatina ja foram expressos em diferentes tipos de
células e sistemas trangénicos3? e, possivelmente, o futuro destas proteinas,
enquanto biomateriais, encontrar-se-a ligado ao desenvolvimento destas

tecnologias.

1.3.2 Polissacarideos

A enorme diversidade de estruturas quimicas e de propriedades fisicas
exibidas pelos polissacarideos tem sido extensivamente explorada no
desenvolvimento de um grande numero de sistemas de libertacdo de farmacos
destinados as mais diversas aplicagdes.

Um elevado nimero de polissacarideos, sintetizados por animais, plantas e
microrganismos, ja foram utilizados. Na Tabela 1.2 sdo referidos alguns dos mais
investigados.

O que torna esta classe de polimeros naturais tdo atractiva, para além da sua
abundancia e facil obtencdo, é a biodegradabilidade, a biocompatibilidade e a
actividade bioldgica exibida por muitos dos seus membros. Para além disto, muitos
polissacarideos possuem uma série de propriedades reoldgicas atractivas como, por
exemplo, a capacidade de gelificar em certas condig¢des fisicas e quimicas33. A isto
somam-se a facilidade de processamento destes nas mais diversas formas (filmes,
particulas, fibras, capsulas, etc), e a disponibilidade de um grande niimero de grupos
funcionais, nomeadamente grupos hidroxilo, o que possibilita que estes polimeros
possam ser sujeitos facilmente a um grande nimero de modificacdes quimicas.

No contexto desta introducdo é impossivel, mesmo que sucintamente, falar de
todos os polissacarideos que se destacam na area da libertacao controlada de
farmacos, devido seu grande numero e a diversidade de aplicacdes que
proporcionam. Na literatura é possivel reunir facilmente uma a extensa bibliografia

acerca deste temal? 33,34,
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Algumas propriedades e aplicacdes do quitosano, um dos polissacarideos
utilizados na preparagdo dos SLC desenvolvidos neste trabalho, sdao apresentadas de
seguida. Para o outro polissacarideo utilizado neste trabalho, a pectina, optou-se por
fazer uma abordagem mais alargada acerca das suas propriedades e aplica¢des. Esta
sera apresentada no inicio do Capitulo 3.

A quitina, o polissacarideo a partir do qual o quitosano é obtido, é um
polimero linear, constituido maioritariamente por residuos de (1—4)-2-acetamida-
2-desoxi-p-D-glucopiranose (GIcNAc)33 35, Este polissacarideo, que se organiza numa
estrutura cristalina altamente ordenada, é sintetizado por um grande ndmero de
organismos, nomeadamente por animais que possuem exoesqueleto. A quitina é
insoluvel em solventes aquosos e na maioria dos solventes organicos convencionais,
sendo esta caracteristica o principal factor limitante a sua utilizacao.

O quitosano, Figura 1.1, é obtido através da desacetilagdo da quitina em meio
alcalino. Geralmente designa-se por quitosano todos os derivados da quitina que
apresentam um grau de acetilagdo (GA) inferir a 40%. Alguns autores propdem a
classificacdo de quitina ou quitosano com base, ndo no grau de acetilagdo, mas na
solubilidade numa solugdo aquosa de acido acético, considerando que o quitosano é
solivel numa solugdo de acido acético 0.1M e a quitina insolivel nessa mesma
solucdo3s.

A solubilidade em solugdes aquosas acidas e a insolubilidade em solugdes
aquosas neutras ou basicas é uma caracteristica bem conhecida do quitosano, isto

porque a sua solubiliza¢do é promovida pela da protonagdo dos grupos NH23>.

CH,OH
oo
H g 4
OH H \

H
H NHCOCH,

Figura 1.1 Estrutura quimica do quitosano (n>60).

Ao longo das ultimas décadas o quitosano e os seus derivados quimicos tém
sido intensivamente investigados e utilizados enquanto biomateriais3# 36-43, Este ¢,

sem duvida, o polissacarideo mais investigado em aplicacbes biomédicas e
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farmacéuticas. O grande interesse que o quitosano desperta advém das muitas
propriedades atractivas por ele exibidas. Na Tabela 1.3 encontram-se listadas

algumas dessas propriedades.

Tabela 1.3 Principais propriedades do quitosano enquanto biomaterial.

Biodegradibilidade

Biocompatibilidade

Bioadesividade/mucoadesividade

Promotor da absorc¢ado

Actividade antiflamatoéria, antifungica e antibacteriana
Promotor da regeneragdo de varios tecidos (pele, tecido 6sseo...)
Hemoestatico

Antitrombogénico

Processabilidade

As propriedades acima indicadas tém sido exploradas no desenvolvimento de
uma série de aplicagdes farmacéuticas e biomédicas, tais como scaffolds3¢ 4+, wound
dressings*> 46 e sistemas de libertacdo controlada de farmacos. Nesta ultima area de
aplicacdo, o quitosano e os seus derivados tém sido processados na forma de géis,
hidrogéis, particulas, nano- e microparticulas, filmes, esponjas e comprimidos, com
os mais variados agentes terapéuticos incorporados. Estes veiculos tém sido
investigados, in vitro e in vivo enquanto SLC administrados por via oral, ocular, nasal,

subcutinea e transdérmica37 39 41,43,

1.3.3 Polihidroxialcanoatos

Os polihidroxialcanoatos (PHAs) sdao uma classe de poliésteres produzidos
por uma grande variedade de microorganismos+’->4. A estrutura geral destes
poliésteres é apresentada na Figura 1.2a*’. Presentemente, conhecem-se mais de
100 monoémeros diferentes que podem incorporar a estrutura dos PHAs>L No
entanto apenas cerca de meia duzia destes polimeros sdo produzidos a escala
industrial através de processos biotecnoldgicos?*S.

Os PHAs investigados em aplicagdes biomédicas incluem o poli(3-
hidroxibutirato), PHB, o poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato), PHBV, o
poli(4-hidroxibutirato), o poli(3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato) e o poli(3-

hidroxioctanoato-co-3-hidroxihexanoato)*.
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Devido as suas propriedades, incluindo a sua biodegradabilidade e
biocompatibilidade, estes polimeros apresentam grandes potencialidades enquanto
biomateriais, sendo considerados como uma alternativa promissora aos varios
poliésteres sintéticos utilizados actualmente na producao de varios dispositivos
biomédicos, como por exemplo, o poli(acido lactico) e o poli(acido lactico-co-
glicdlico).

Por serem até ha poucos anos os Unicos PHAs produzidos a nivel industrial, o
PHB (Figura 1.2b) e o seu copolimero PHBV (Figura 1.2c), sdo presentemente os
PHA melhor caracterizados (nomeadamente a nivel da sua biocompatibilidade) e

simultaneamente os mais investigados na area biomédica*7.50-52,

a) o R Valores tipicos de x,n e R:
Aﬁ x=1a4
( n= 1000 a 10000
CHZ X 0 R= grupos alquilo ou grupos
L n alquilo funcionalizados
b)

AN

[0 CH,
MO
L n

L
L Ol O
Figura 1.2 Estrutura geral dos polihidroxialcanoatos (a); Estrutura do poli(3-

hidroxibutirato), PHB (b); Estrutura do poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato), PHBV
(c); Adaptado de Williams & Martin#47.

A\

Devido a diversidade estrutural, a familia dos PHAs é composta por
poliésteres com propriedades mecanicas e térmicas muito variadas, que incluem
desde polimeros termoplasticos com elevado grau de cristalinidade (como é o caso
do PHB e PHBV) até polimeros com propriedades tipicas de elastémeros>3.

O PHB é um polimero isotatico perfeito, com um elevado grau de
cristalinidade, consideravelmente rigido e duro, com uma resisténcia a trac¢do

comparavel com a do polipropileno isotatico e com uma temperatura de fusao entre

160 e 1802C>3.
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O copolimero PHBV apresenta um grau de cristalinidade e uma temperatura
de fusdo inferior a do PHB>2 33, A introdu¢do do comondmero hidroxivalerato (HV) é
responsavel pelas propriedades mecanicas mais atractivas deste copolimero
relativamente ao homopolimero PHB (i.e., aumento da elasticidade e resisténcia
(toughness) acompanhado pela diminui¢do da rigidez)>% 53. Estas propriedades sdo
controladas pela percentagem de HV no polimero. Adicionalmente, o PHBV é um
polimero piezoeléctrico, o que lhe confere um grande potencial em aplicagdes na
area da regeneracdo 6ssea, pois sabe-se que a estimulacao eléctrica promove a
regeneracdo do tecido dsseo*’ 52,

A biodegradibilidade do PHB e PHBYV, in vitro e in vivo, tem sido alvo de varios
estudos, por vezes com resultados contraditérios. Contudo, parece claro que a
degradacao destes dois polimeros, in vitro ou in vivo, é significativamente mais lenta
do que a degradacdo dos andlogos PLA e PLGA, processando-se esta
maioritariamente por erosdo da superficie, ao contrario do que acontece nos
sistemas compostos por PLA e PLGA, onde a erosao na massa representa o principal
mecanismo de degradacio*” 52, Os estudos in vitro evidenciam também que a
degradacao do PHB se processa de forma mais lenta do que a do seu co-polimero
PHBV. No entanto nao parece existir uma correlacdo directa e evidente entre o
aumento da taxa de degradagdo e o aumento do conteido de HV>2,

Um aspecto que tem um impacto profundo na taxa de degradacdo é a forma
como o polimero é processado. Técnicas de processamento em que os sistemas
produzidos apresentam uma baixa porosidade e em que o polimero se encontra num
estado altamente cristalino originam sistemas com uma taxa de degradagdo mais
lenta, devido a uma maior resisténcia ao ataque hidrolitico>2. Obviamente que outro
aspecto que influéncia significativamente a taxa de degradacdo é a area superficial
dos sistemas fabricados. Pensa-se que, in vivo, e para além da degradacgdo hidrolitica,
outros factores contribuem também para a degradacdo destes polimeros, como a
presenca de enzimas, de radicais livres, de lipidos, de peréxidos e a actividade de
fagocitose das células*7.52,

Na literatura, um periodo de tempo entre 24 a 30 meses é referido como o
tempo tipico que um sistema de PHB demora a ser completamente absorvido in

vivo?,
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Os PHAs ja foram investigados no desenvolvimento de uma série de
dispositivos biomédicos. Alguns exemplos incluem o fabrica de valvulas, grafts
vasculares e stents, para aplicacdes cardiovasculares, e implantes e dispositivos de
fixacdo, para aplicagdes ortopédicas*” 51, Alguns destes dispositivos ja se encontram
disponiveis comercialmente>>.

Também na area da engenharia de tecidos os PHAs sdo um material bastante
promissor. Scaffolds compoésitos de PHAs e de hidroxiapatite, ou de vidro bioactivo,
tém sido investigados para a reparacgdo e regeneracdo de tecido 4sseo. Igualmente,
mas embora em menor escala, diferentes matrizes de varios PHAs foram ja
investigadas como suporte na regeneracao de tecidos moles, como por exemplo na
reparacao de lesoes no tracto gastrointestinal#’.

O potencial do PHB e PHBV enquanto matrizes para a libertacao controlada
de farmacos tem sido igualmente alvo de varios estudos desde o inicio dos anos 8047
50, 52 Estes foram investigados sobretudo com o intuito de preparar sistemas de
libertacdo controlada de longa duracdo de, principalmente, drogas
anticancerigenas®®->9, antibi6ticos®0-> e esterdides®¢-¢?. Com este objectivo estes
polimeros tém sido processados através de varias técnicas na forma de implantes ou
de nano- e microparticulas destinadas a serem injectadas por via intramuscular ou
intra-venosa. Sem duvida a maior parte da investigacdo tém-se focado na producao
de nano/microparticulas destes dois polimeros enquanto sistemas de libertagdo
controlada. Uma revisdo da literatura sobre SLC de nano/microparticulas de PHB e
de PHBV é apresentada no Capitulo 2.

Uma das principais conclusdes que se pode retirar ao longo destes anos de
investigacdo sobre SLC construidos a base de PHB e PHBV é que, para a grande
maioria dos sistemas preparados, a libertacio do farmaco encapsulado ¢é
inteiramente controlada por processos difusionais e ndo pela degradacao do
polimero, uma vez que a totalidade do fArmaco é normalmente libertada num tempo
demasiado curto para que a degradagao do polimero tenha um papel significativo no

controlo da libertacao deste?7 52,

1.3.4 Derivados de polimeros naturais

Os polimeros naturais de base proteica e os polissacarideos tém sido alvo das

mais variadas modificacbes quimicas. Por possuirem inumeros grupos funcionais,
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principalmente grupos hidroxilo (OH), acido carboxilico (COOH) e amino (NH32), é
relativamente facil alterar a sua estrutura quimica e introduzir nesta outras
funcionalidades desejadas. Estas modificacdes tém sempre o intuito de modificar
e/ou melhorar algumas das propriedades fisicas, quimicas e biolégicas do polimero
natural. Estas estratégias permitem assim obter, a partir dos polimeros naturais
originais, uma enorme variedade de materiais com propriedades Unicas, desenhadas
e desenvolvidas especificamente para a aplicagdo a que se destinam, e que
simultaneamente conservam, em menor ou maior grau, as propriedades originais
especificas dos polimeros naturais.

Muitas das modifica¢des introduzidas nos polimeros naturais tém o intuito de
melhorar as propriedades mecanicas, de alterar o caracter hidrofébico/hidrofilico,
de melhorar a bicompatibildade, e de controlar a biodegradabilidade destes
materiais34. Normalmente estas modificacdes envolvem uma ou mais das seguintes
estratégias:

- Modificagdo ou alteracdo da quantidade de grupos funcionais.

- Acoplamento de novas entidades quimicas, através da reac¢do dos grupos
funcionais com os mais variados compostos quimicos.

- Introducdo de cadeias de polimeros sintéticos, através de copolimeriza¢des de
enxerto.

- Auto-reticulacdo ou reticulacio com outros polimeros por meio de variados
reagentes quimicos.

Na literatura é possivel encontrar um enorme nimero de trabalhos dedicados
a modificacdo quimica de inimeros polissacarideos e de polimeros de base proteica
e a investigacdo dos derivados assim obtidos na preparacdo dos mais variados
sistemas de libertacao controlada.

Por exemplo, a modificacdo quimica do quitosano tem sido intensamente
investigada. Esta envolve normalmente reac¢des com o grupo NH, na posi¢ao C-2,
ou com os grupos OH, nas posi¢cdes C-3 e C-63% Na literatura é ainda possivel
encontrar varios artigos de revisdo sobre os muitos derivados de quitosano
preparados bem como as suas potenciais aplicacdes na area da libertacdo controlada

de fArmacos34 36, 37, 39,42,70-72,
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Dos muitos derivados investigados referem-se dois exemplos com grandes
potencialidades na construcao de SLC: os quitosanos quaternizados e os
carboximetilquitosanos.

Os quitosanos quaternizados, como por exemplo o cloreto de N,N,N-
trimetilquitosano, sao derivados de quitosano com uma elevada densidade de carga
eléctrica positiva. Ao contrario do quitosano, estes derivados sdo soluveis tanto a pH
acido como basico. Simultaneamente, apresentam excelentes propriedades
mucoadesivas e aumentam significativamente a permeacdo/absor¢do de fadrmacos
através de varios tecidos de natureza mucosa’®.

Os carboximetilquitosanos, nomeadamente o O- e o N-carboximetilquitosano,
constituem outro tipo de derivados que apresentam uma excelente
biocompatibilidade e propriedades quimicas e fisicas unicas, derivadas da sua
natureza polianfotérica’2.

Quando, na area da libertagdo de fairmacos, se fala de derivados de polimeros
naturais, é impossivel ndo referir os derivados da celulose, nomeadamente alguns
éteres de celulose, como a metilcelulose, a etilcelulose, a hidroxipropilmetilcelulose
e a carboximetilcelulose de sddio, e alguns ésteres de celulose como o acetato de
celulose, o acetatoftalato de celulose ou o acetatobutirato de celulose. Estes
derivados tiveram um grande impacto no desenvolvimento de varias tecnologias e
formas de dosagem farmacéuticas, sendo por isso muito utilizados pela industria
farmacéutica’3. Note-se ainda que muitos dos processos/técnicas de modificacdo
quimica aplicados actualmente aos mais diversos tipos de polissacarideos foram

desenvolvidos originalmente para a modificagao da celulose.

1.4 Hidrogéis

Os hidrogéis podem ser descritos como sendo polimeros hidrofilicos, com
cadeias mais ou menos reticuladas, e com a capacidade de absorver e reter uma
grande quantidade de agua sem perder a sua estrutura tridimensional, ou seja, sem
se dissolverem74 75,

Devido a grande percentagem de agua retida por estes materiais, os hidrogéis

em equilibrio num sistema aquoso apresentam algumas propriedades semelhantes
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aos tecidos vivos, como sejam uma consisténcia macia e elastica e uma baixa tensao
superficial com a dgua e fluidos bioldgicos7>.

Desde que ha cerca de 50 anos Wichterle e Lim propuseram a utilizagdo do
hidrogel de poli(metilmetacrilato de 2-hidroxietilo) em aplicagdes biomédicas’®,
esta classe de biomateriais tem sido alvo de grande interesse por parte dos
investigadores. Na literatura encontram-se um enorme numero de artigos dedicados
ao desenvolvimento e aplicagdes de muitos tipos de hidrogéis. Estes apresentam um
grande potencial na area da libertagao controlada de farmacos, especialmente como
SLC de macromoléculas terapéuticas como sejam os péptidos, proteinas e material
genético.

Presentemente, hidrogéis com as mais variadas propriedades fisico-quimicas
e biolégicas sdo preparados recorrendo a diversas técnicas. Esta diversidade
permite que os hidrogéis sejam classificados com base num grande numero de
critérios, normalmente relacionados com as suas propriedades e o seu modo de
fabricacdo. Na Tabela 1.4 sdo apresentadas algumas caracteristicas dos hidrogéis
utilizadas na classificacdo destes.

Os hidrogéis podem ser preparados a partir de varios polimeros e
copolimeros sintéticos ou naturais’> 77 78, Como seria de esperar, os hidrogéis
obtidos a partir de polimeros naturais apresentam as propriedades caracteristicas
destes biomateriais. No entanto, geralmente as propriedades mecanicas destes
hidrogéis ndo sdo as ideais sendo ainda relativamente dificil manter a fabricacao
destes com propriedades reprodutiveis, devido a inerente variabilidade dos
polimeros naturais. Pelo contrario, os polimeros sintéticos permitem construir
hidrogéis com arquitecturas e propriedades bastante bem definidas e constantes. No
entanto muitos destes ndo sdo biodegradaveis. A combinacdo de polimeros naturais
e sintéticos, na construcao dos chamados hidrogéis hibridos, permite a conjugacao
das propriedades destas duas classes de polimeros, o que geralmente resulta em
hidrogéis com propriedades bastante atractivas.

Os hidrogéis podem ser classificados em hidrogéis quimicos ou fisicos,
conforme o tipo de ligacdes estabelecidas entre as cadeias poliméricas. Nos
hidrogéis quimicos as cadeias dos polimeros encontram-se covalentemente ligadas

entre si. Nos hidrogéis fisicos as cadeias encontram-se associadas através de
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ligacdes fisicas reversiveis, mais ou menos fortes, e que incluem as ligacdes por

pontes de hidrogénio, ligacoes idnicas ou interac¢oes hidrofobicas.

Tabela 1.4 Varios critérios utilizados para classificar os hidrogéis.

Natureza Sintéticos
Naturais
Hibridos (formados por polimeros naturais e sintéticos)

Tipo de reticulagdo Quimica (covalente)
Fisica (ndo covalente)

Formacao Pré-formados
Formados in situ

Biodegradibilidade Biodegradaveis
Nao biodegradaveis

Taxa de absor¢do de dgua Baixa taxa absor¢do de dgua
Média taxa de absorgao de dgua
Alta taxa de absorc¢do de 4gua
Superabsorventes

Porosidade Nao porosos
Microporosos
Macroporosos
Superporosos

Sensibilidade a estimulos Nio sensiveis
ambientais Sensiveis (ao pH, temperatura, sinais eléctricos,
luz, moléculas especificas, etc...)

Mais recentemente tém sido desenvolvidos hidrogéis com a capacidade de
formacdo in situ.”® Os precursores destes hidrogéis sdo colocados, normalmente no
estado liquido ou em solugdo, no local da aplicagdo, sendo o hidrogel formado de
seguida. Esta estratégia permite introduzir o hidrogel no local exacto da sua acgao
de uma forma muito pouco invasiva. A gelificacdo in situ da solug¢ao precursora pode
ocorrer através de varias formas de reticulagao, fisicas e quimicas.

Também ja foram desenvolvidos varios hidrogéis que possuem a capacidade
de responder a estimulos do ambiente que os rodeia, estimulos esses como a
temperatura, o pH, a luz ou a presenca de moléculas especificas. Estes hidrogéis
passam por transi¢des reversiveis de volume e de fases quando o ambiente a sua

volta sofre alteracdes especificas. Estes hidrogéis sdo designados por hidrogéis
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sensiveis/reactivos ao ambiente ou, mais comummente, por hidrogéis “inteligentes”.
Este tipo de hidrogéis permite assim o desenvolvimento de SLC “inteligentes”, com a
capacidade de libertar o agente bioactivo encapsulado apenas quando ocorre uma
mudanca especifica do ambiente que o rodeia80 81,

Os agentes terapéuticos podem ser incorporados no hidrogel depois deste se
encontrar formado ou durante a sua formacdo. No primeiro caso o farmaco é
normalmente incorporado no hidrogel pela difusdo do farmaco para o interior deste.
Isto implica mergulhar o hidrogel numa solucdao saturada com o farmaco por um
tempo suficiente para que o sistema atinja o equilibrio. Normalmente a libertacdo in
vitro dos fArmacos incorporados desta forma é caracterizado por um burst release
consideravel43. O burst release pode ser definido como a libertagdo, ndo controlada e
rapida, de uma quantidade significativa do farmaco encapsulado nos tempos iniciais
dos ensaios in vitro e/ou da administragao in vivo.

Quando o farmaco é incorporado durante a formacao do hidrogel, este é
adicionado a solugao precursora, ficando aprisionado na estrutura tridimensional do
hidrogel a medida que esta se forma. Normalmente nestes casos o fenémeno de
burst release ocorre numa escala mais moderada*3. Contudo, nestes casos pode
ocorrer, durante o processo de formagcdo da matriz tridimensional, a ligacao
covalente do agente terapéutico aos mondmeros ou polimeros constituintes dessa
matriz, o que resulta na imobilizacdo permanente do fairmaco na matriz polimérica.
Este fenémeno, que tem como consequéncia a libertacdo incompleta do fadrmaco
encapsulado, ocorre com alguma frequéncia em sistemas onde o agente terapéutico
é uma proteina ou DNA78,

O perfil de libertagdo do farmaco é determinado por uma série de factores,
entre eles as caracteristicas do meio de libertagio, as propriedades fisico-quimicas
do farmaco e do polimero/polimeros e as interac¢des estabelecidas entre estes. A
forma de incorporac¢do do farmaco, o grau de reticulacdo, a morfologia do hidrogel
(nomeadamente a presenga de poros, o seu tamanho e distribuicdo) e capacidade de
absorcao de agua sdo outros factores importantes. Em alguns casos, principalmente
nos hidrogeéis fisicos, a dissolucdo/desintegracio ou degradacdo da matriz
polimérica também afectam significativamente o processo de libertacdao do farmaco.

Geralmente existe um fendmeno dominante que controla a taxa a libertagao

do farmaco a partir do hidrogel. Este pode ser a difusdao do farmaco ou o processo de
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absorcao de agua por parte do hidrogel. Em alguns casos utiliza-se a estratégia de
ligar covalentemente o farmaco a matriz polimérica por meio de ligagdes
susceptiveis de degradacdo. Neste caso a libertacdo do farmaco a partir do hidrogel é
controlada pela degradacao quimica ou enzimatica dessas ligacoes.

Os polimeros naturais hidrofilicos (polimeros de base proteica e varios
polissacarideos), e os seus derivados, tém sido largamente utilizados no
desenvolvimento de hidrogéis para aplicagdes na area da libertacdo controlada de
farmacos. Estes tém sido utilizados por si s4, em misturas, ou em combinagdo com
polimeros sintéticos na preparacdo de hidrogéis fisicos e quimicos.

Os hidrogéis quimicos de polimeros naturais sdo maioritariamente
preparados recorrendo a agentes reticulantes ou através da pré-funcionalizacdo
destes polimeros com grupos reactivos e posterior reticulacao.

No primeiro caso sdo utilizadas pequenas moléculas bifuncionais para ligar
covalentemente as cadeias dos polimeros, através dos varios grupos funcionais
presentes ao longo destas (nomeadamente grupos OH). Exemplos de alguns agentes
reticulantes utilizados incluem o glutaraldeido, o éter de diglicidio ou varios
diisocianatos82-86, Uma das limitacbes desta estratégia encontra-se na
biocompatibilidade de algumas destas moléculas, pois algumas delas sao
reconhecidamente téxicas (como o glutaraldeido) enquanto a biocompatibilidade de
outras é ainda desconhecida*3.

Uma estratégia alternativa, e que evita o uso de agentes reticulantes, é a pré-
funcionalizagdo dos polimeros com grupos funcionais reactivos e a subsequente
formacgdo dos hidrogéis, através da reac¢do entre esses mesmos grupos ou entre
grupos complementares. Dentro desta estratégia, um método muito utilizado é a
funcionalizagdo dos polimeros com grupos susceptiveis de reticulagdo radicalar
(como por exemplo, grupos vinilicos ou metacrilicos), induzida por iniciadores
quimicos87-20 ou fotoquimicos®1.

Alguns polissacarideos com caracter iénico possuem a capacidade de gelificar
na presenca de certo tipo de ides di- ou tri-valentes de carga oposta, através de um
processo conhecido por gelificacdo ionotrdpica. Exemplos sdao os hidrogéis
preparados através da gelificacdo do quitosano na presenca de ides de

tripolifosfato®? e do alginato na presencga de ides calcio?3. Na literatura encontram-se
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muitos exemplos de SLC, a base de quitosano ou alginato, preparados a partir destes
processos.

Em certas condi¢des, polimeros com grupos pendentes ionizaveis de natureza
oposta formam hidrogéis fisicos estaveis, através de interac¢des electrostaticas.
Estes sdao geralmente designados por complexos polielectroliticos (PECs). Varios
tipos de PECs, formados por polimeros naturais, tém sido propostos e investigados
na preparacao de SLC. No Capitulo 4 é apresentada uma discussdo mais aprofundada
sobre este tipo de sistemas.

Relativamente aos hidrogéis quimicos, os hidrogéis fisicos formados por
gelificacdo ionotrdpica ou complexacdo polielectrolitica apresentam a vantagem de
serem produzidos em meios totalmente aquosos e de ndo requererem a utilizacao de
compostos quimicos como reticulantes, iniciadores, catalisadores, ou outros
compostos potencialmente toxicos e/ou nocivos. Por outro lado, este tipo de
hidrogéis apresenta geralmente fracas propriedades mecanicas e, por serem
formados por ligagcdes reversiveis, sdo susceptiveis de serem dissolvidos facilmente.

A conjugacdo de polimeros naturais e sintéticos no desenvolvimento de
hidrogéis é feita normalmente por meio de copolimeriza¢des de enxerto®#% ou pela
formacao de varios tipos de redes interpenetrantes (IPN’s)%7-102,

Nas copolimerizacdes de enxerto as cadeias do polimero sintético sao
geralmente enxertadas nas cadeias do polimero natural, recorrendo para o efeito a
iniciadores quimicos ou fisicos.

Nas redes interpenetrantes, as cadeias do polimero sintético sdo também
formadas na presencga do polimero natural, mas ndo se ligam covalentemente a este,
ficando apenas fisicamente aprisionadas. No entanto a reticulacdo entre os dois tipos
de cadeia pode ainda ser feita posteriormente através da utilizacdo de agentes
reticulantes.

Uma estratégia muito investigada é a associacdo de polimeros naturais com
polimeros sintéticos com grupos ionizaveis como por exemplo o poli(acido acrilico)
ou o poli(acido metacrilico), ou com polimeros cujas propriedades sdo sensiveis a
variacoes da temperatura, como por exemplo a poli(N-isopropilacrilamida). Desta
forma é possivel construir hidrogéis hibridos sensiveis a variacdes de pH e de
temperatura e que, simultaneamente, mantém a biocompatibilidade associada aos

polimeros naturais e, em certo grau, a biodegradabilidade®4-102,
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1.5 Nano- e microparticulas poliméricas

A utilizacao de particulas enquanto veiculos para a libertacdo controlada de
farmacos, especialmente nano- e microparticulas poliméricas, é e tem sido alvo de
muita investigacao103-111,

Embora ndo exista uma definicdo Unica do que é uma nanoparticula, a
definicdo que reune mais consenso define as nanoparticulas como sendo particulas
em que pelo menos uma das suas dimensdes tem um tamanho inferior a 100 nm112,
No entanto, em algumas areas, como € o caso da libertacdo controlada de farmacos, é
bastante comum classificar as nanoparticulas como sendo particulas com um
didmetro inferir a 1um?103 105,108,110 ¢ por sua vez, as microparticulas como sendo
particulas com um didmetro entre 1um e 1000 um!!l, Assim, esta ultima definicao
foi adoptada ao longo deste trabalho.

As nano/microparticulas poliméricas, enquanto sistemas de imobilizagao de
farmacos, sdao geralmente classificadas de nano/microesferas ou de
nano/microcdpsulas. Quando estas particulas sdo constituidas por uma matriz
polimérica maci¢ca, onde o farmaco se encontra uniformemente disperso ou
solubilizado, estas sdo designadas por microesferas ou por nanoesferas. Quando as
particulas sdo sistemas vesiculares, com um coro interior constituido pelo farmaco
no estado solido ou liquido envolvido por uma membrana polimérica, estas sdo
designadas por microcapsulas ou por nanocapsulas.

Tém sido desenvolvidos varios métodos para a producdo de nano- e de
microparticulas® 113-117, Geralmente, e variando as condi¢des operacionais, estes
métodos podem ser utilizados para produzir ambos os tipos de particulas. As
nano/microparticulas podem ser produzidas a partir de polimeros pré-fomados ou,
no caso de serem constituidas por polimeros sintéticos, estas podem ser ainda
produzidas simultaneamente aquando da formacao das cadeias poliméricas, através
técnicas de polimerizacdo em emulsido ou em suspensao.

As nano/microparticulas podem ser constituidas tanto por polimeros
hidrofébicos como por polimeros hidrofilicos. Neste ultimo caso tem de existir
algum tipo de reticulacdo entre as cadeias poliméricas, para que as particulas nao se
dissolvam quando em contacto com um meio aquoso. No fundo, estas particulas sao

hidrogéis processados na forma de nano- ou de microparticulas, exibindo por isso, e
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b bY

adicionalmente as propriedades associadas as nano/microparticulas, as
propriedades normalmente associadas aos hidrogéis.

As nanoparticulas, especialmente as de tamanhos iguais ou inferiores a 100
nm, exibem propriedades Unicas e apresentam um enorme potencial na area da
libertacao controlada de farmacos!03-107. 109-111 Estas possuem uma elevada area
superficial, podendo também exibir uma série de propriedades magnéticas e dpticas
interessantes. Para além disso sdo facilmente suspensas em meios liquidos,
podendo, em muitos casos, ser esterilizadas por meio de filtracao. Adicionalmente, e
por terem um tamanho comparavel ao dos organelos celulares, estas podem ser
facilmente interiorizadas por diversos tipos de células. Estas propriedades tém sido
exploradas no desenvolvimento de varios sistemas de libertagdo controlada
localizados, desenhados para libertarem o farmaco num tipo especifico de
tecido/células, como por exemplo nas células de tumores%. Ainda devido ao seu
tamanho, algumas nanoparticulas possuem a capacidade de penetrar a barreira
hematoencefalica e atingir o sistema nervoso central (cérebro), uma das zonas de
mais dificil acesso do organismo. Desta forma estas sdo vistas com grande interessa
na preparacdo de SLC de farmacos que actuam directamente sobre o sistema
nervoso centrall04,

Adicionalmente, e também devido seu tamanho, as nanoparticulas podem ser
injectadas por via intravenosa, permitindo-lhes uma rapida distribuicao e acesso aos
tecidos alvo. No entanto, as nanoparticulas hidrofébicas sido reconhecidas e
rapidamente eliminadas da circulacdo sanguinea pelo sistema reticuloendotelial. De
forma a se tornarem evasivas a este sistema e a, dessa forma, aumentar o seu tempo
de circulacdo, a superficie das nanoparticulas hidrofébicas, como sdo exemplo as
particulas de PLA ou PLGA, sio normalmente revestidas/modificadas com um
polimero hidrofilico, geralmente o polietileno glicol (PEG). A este agente de
revestimento podem ainda ser acoplados ligandos com a capacidade de interagir
especificamente com as membranas de determinadas células, através de um
processo de reconhecimento molecular. A utilizagdo desta estratégia permite
direccionar, de uma forma activa, as nanoparticulas até aos tecidos/células alvo.

Apesar do enorme esfor¢o de investigacao dedicado a nanotecnologia e as
suas aplicagdes biomédicas, o nimero de sistemas de libertacao de farmacos a base

de nanoparticulas aprovados para uso humano ou na fase de estudos clinicos é ainda
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bastante reduzido, sendo que, e dento deste grupo, a maioria destes sistemas é de
natureza lipidica (lipossomas)!04. Actualmente, um dos pouco produtos aprovado
para uso humano a base de nanoparticulas poliméricas é o Abraxane™, o qual é
utilizado no tratamento do cancro da mama. Este consiste em particulas de albumina
com cerca de 130 nm conjugadas com a droga anticancerigena paclitaxel195. Este
sistema aumenta a eficacia desta droga ao direcciona-la preferencialmente para as
células cancerigenas, minimizando desta forma os graves efeitos secundarios
associados a este farmaco.

As nanoparticulas tém também vindo a ser investigadas na administragdo de
farmacos de natureza proteica por via orall93 109 A natureza pouco invasiva desta
via de administracdo faz com que esta seja a via preferivel para a introducdo de
farmacos no organismo. No entanto, a administracdo de farmacos de natureza
proteica é sobretudo feita por via injectavel, isto porque a administracao oral deste
tipo de farmacos resulta numa baixa biodisponibilidade, devido a instabilidade
destes fAdrmacos no ambiente gastrointestinal e a sua fraca permeabilidade através
do tecido mucoso intestinal.

Varios estudos mostram que o encapsulamento de firmacos de natureza
proteica em nanoparticulas poliméricas resultam num aumento da
biodisponibilidade destes quando administrados por via orall%3, Este efeito deve-se
sobretudo a capacidade que as nanoparticulas tém de proteger eficazmente o
farmaco do meio fisico-quimico e enzimatico do tracto gastrointestinal e de,
simultaneamente, aumentarem a absor¢ao deste, pela promoc¢ao do transporte
através do tecido mucoso intestinal.

Outra area onde as nanoparticulas tém despertado grande interesse é na area
da libertacdo ocular0% 118, A entrega de farmacos a nivel ocular pelas formulag¢des
tradicionais  disponiveis = comercialmente resulta normalmente numa
biodisponibilidade do farmaco bastante baixa, isto devido a rapida eliminacdo deste
do local de acg¢ao pelos mecanismos de limpeza/protec¢do do olho. Um exemplo
tipico sao as formulagdes liquidas, na forma de solugdes ou suspensoes,
administradas topicamente no olho. Nanoparticulas de polimeros carregadas de
farmacos, administradas topicamente na forma de solugdes coloidais, ja
demonstraram serem capazes de aumentar significativamente a biodisponibilidade

dos farmacos, ao prolongarem o tempo de residéncia destes na area pré-corneal. A
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mucoadesividade dos polimeros que constituem estas nanoparticulas parece ser
uma propriedade chave no sucesso destas formulacdes!18. Exemplos de polimeros
mucoadesivos ja utilizados para construir nanoparticulas parar administracdo
oftalmolégica incluem o poli(acido acrilico) e os polimeros naturais quitosano e
alginato de sédiol18.

Relativamente as nanoparticulas, as microparticulas apresentam algumas
limitagdes pois, devido as suas maiores dimensdes, estas ndo sao interiorizadas pela
maioria das células e ndo podem ser administradas por via intravenosa, mas apenas
por via intramuscular ou subcutdnea. Contudo estas sdo preferiveis para alguns
tipos de aplicagdes, como para a libertagdo prolongada e localizada, uma vez que
permanecem maioritariamente concentradas no local de administragao, ao contrario
do que acontece com as nanoparticulas, que rapidamente entram na corrente

sanguinea e se dispersam no organismo04,
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Imobilizacdao de um Farmaco Hidrofobico em
Microparticulas de Poli(3-hidroxibutirato-co-
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O trabalho apresentado neste capitulo resultou na seguinte publicacio:

Coimbra, P.; de Sousa, H.C.; Gil, M.H., Preparation and characterization of flurbiprofen-
loaded poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) microspheres. Journal of
Microencapsulation 2008, 25 (3), 170-178.



Capitulo 2

Ao longo deste capitulo descreve-se o trabalho realizado para o
desenvolvimento de um sistema de libertacao controlada de farmacos sob a forma
de microparticulas de poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato), PHBV.

Com este objectivo, prepararam-se microparticulas deste polimero com um
farmaco hidrofébico nele imobilizado através da técnica de extrac¢ao/evaporacao
do solvente numa emulsdo 6leo/agua. O farmaco utilizado foi o flurbiprofeno, um
antiflamatorio nao-esteréide (AINE).

Adicionalmente, as propriedades das microparticulas mais relevantes no seu
desempenho enquanto sistemas de libertacdo controlada foram caracterizadas e
relacionadas com algumas das variaveis envolvidas no processo de preparagdo
dessas mesmas microparticulas. Para isto, planeou-se e implementou-se um

desenho de experiéncias composito central.

2.1 Imobilizacao de compostos bioactivos em
nano/microparticulas produzidas pelo método de
extraccao/evaporacao do solvente

A extraccdo/evaporacdo do solvente (EES) é uma das técnicas normalmente
utilizadas na industria farmacéutica para imobilizar compostos terapéuticos em
nano/microparticulas poliméricas, biodegradaveis e/ou biocompativeis. Na
literatura cientifica esta técnica tem sido extensivamente utilizada e investigada,
principalmente na preparacdo de nano/microparticulas de poli(acido lactico), PLA, e
do seu copolimero poli(acido lactico-co-acido glicdlico), PLGA-3. Varios artigos de
revisdo sobre esta técnica encontram-se disponiveis na literatura*¢,

Existem diversas formas de imobilizar um agente bioactivo em
nano/microparticulas poliméricas utilizando a técnica da extrac¢do/evaporagao do
solvente. A escolha do método especifico a utilizar é normalmente feita
considerando as caracteristicas de solubilidade do composto bioactivo, sendo
geralmente o critério subjacente a esta escolha a maximizacao da eficiéncia de
imobilizagao.

Para compostos hidrofobicos e com uma fraca solubilidade em solugdes

aquosas, o método geralmente adoptado é o da EES numa emulsdao 6leo/agua
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(O/W). A execucao deste método envolve quatro passos gerais que sdo
esquematizados na Figura 2.1:

(1) Preparacao da fase organica: dissolugdo do polimero e do composto bioactivo
num solvente organico volatil.

(2) Emulsificacao, por meio da adi¢do e agitacdo, da fase organica (fase dispersa)
numa solucdo aquosa contendo um agente estabilizante (fase continua).

(3) Formacgao das particulas: extraccdo do solvente organico da fase dispersa para a
fase continua e subsequente evaporacao deste, com a consequente precipitacdo do
polimero e farmaco na forma de particulas sélidas.

(4) Isolamento das particulas, por filtracao ou centrifugacdo, e posterior secagem.

Fase orgdnica .
& Evaporagao do
solvente organico
w P .

Composto

bioactivo Polimero

4 »
Solvente orgénico

volatil Fase aquosa Difusdo do solvente organico paraa
fase aquosa (extracgdo)

(10 ()] (3) (4)

Isolamento e
secagem das

oo | ) ol

microparticulas

Figura 2.1 Esquema da preparag¢do de nano/microparticulas pelo método de
extrac¢do/evaporacdo do solvente numa emulsdo 6leo/agua.

A escolha do solvente organico é feita com base numa série de critérios: o
solvente a utilizar tem de ser capaz de dissolver o polimero escolhido, deve possuir
uma fraca solubilidade na fase continua, deve ter um baixo ponto de ebulicdo e uma
alta volatilidade e, adicionalmente, deve possuir uma baixa toxicidade. Os solventes
mais utilizados sdo o cloroférmio, o diclorometano, o acetato de etilo e o formiato de
etilo®.

Por vezes, e quando o composto activo é pouco solivel no solvente organico
escolhido, sdo utilizados co-solventes como a acetona ou o metanol. No entanto, e
devido a relativa miscibilidade destes na fase aquosa, a sua utilizagdo tem um grande
impacto na estrutura interna das particulas obtidas e na eficiéncia final de

imobilizacdo do composto bioactivo.
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7

Uma alternativa ao uso de co-solventes é a imobilizacdo do composto
bioactivo no estado s6lido. Em vez de solubilizado, este é disperso na fase organica e
a suspensao resultante é emulsionada na fase continua (emulsao s6lido/6leo/agua -
S/0/W)3 6, Este método € utilizado também para preparar particulas compositas de
polimero e de materiais inorganicos bioactivos, como por exemplo, a hidroxiapatite”.
8.

Geralmente a emulsao é estabilizada com um surfactante que deve estar
presente na fase continua. Este reduz a tensdo superficial da fase continua, evitando
assim a coalescéncia e a aglomeracao das gotas da fase dispersa®. Dos surfactantes
tipicamente utilizados saliantam-se o poli(alcool vinilico) parcialmente hidrolizado
(PVA), um surfactante ndo ionico, o sulfato de dodecilo de sédio, um surfactante
anionico, e o cetiltrimetilamoénio de bromo, um surfactante catiénico. No entanto, e
nas emulsdes O/W, o surfactante mais frequentemente utilizado é, sem duvida, o
PVA. Para além do surfactante, é por vezes adicionado um agente anti-espuma a fase
continua, principalmente quando as condi¢des operacionais envolvem uma agitagdo
muito forte®.

As propriedades finais das nano/microparticulas com o composto activo
incorporado sdo afectadas por uma série de factores. Estes sdo, e para além das
propriedades fisico-quimicas dos materiais utilizados (isto é, principio activo,
polimero, solvente organico, surfactante, co-solvente, agente anti-espuma), as
condi¢coes operacionais do processo (tipo de agitacdo, velocidade de agitacao,
temperatura, pressao, etc) e outros parametros como a viscosidade da fase dispersa,
a concentracdo de surfactante, a fraccdo massica entre o composto bioactivo e o
polimero, e a frac¢do volumétrica entre fase dispersa e fase continua.

Este conjunto de factores, bem como os efeitos das interac¢des entre eles,
determinam as propriedades das nano/microparticulas obtidas (tamanho médio e
distribuicido de tamanhos das particulas, estrutura interna e morfologia da
superficie, quantidade de composto bioactivo imobilizado, distribuicao e estado do
composto bioactivo), propriedades essas que, por sua vez, determinardo o perfil de
libertagdo do composto bioactivo. Estas relagdes, entre factores, propriedades das
particulas e perfil de libertacao, sdo esquematizadas na Figura 2.2.

Considerando que o objectivo final do processo de imobilizacdo do composto

bioactivo em nano/microparticulas é a obtencdo de um perfil de libertacao
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controlada com as caracteristicas mais favoraveis para a aplicacdo que se tem em
vista, é necessario assim considerar ndo s6 os factores que determinam
directamente as propriedades das particulas como também as propriedades de
biodegradacdo do polimero que, embora nao afectem directamente o processo de
produc¢do das particulas podem ter um impacto significativo no perfil final de
libertacdo. Deve-se também ter em conta a natureza quimica do composto bioactivo
e do polimero, bem como as eventuais interac¢des que possam surgir entre estes,
como a aceleragao do processo de degradacdo do polimero induzida pelo composto
bioactivo. Um exemplo, bastante bem documentado, é a capacidade que algumas
drogas aminicas tém de actuarem como catalisadores das reac¢des de degradagdo

dos poliésteres PLA e PLGA3.

Fase Dispersa:
- Solvente orgénico
- Polimero P Biodegradaggo | ;
Propriedades | - Composto activo "~ |
dos _/ - (Co-solvente) O
materiais , \\ \\
Fase Continua: NV
- Surfactante pa : ~ i
- (Anti-espuma) Pmprle(’]ades das B
L Particulas ya N
- -Tamanho médio _// '
| - Viscosidade da fase dispersa \ -Distribuigio de tamanhos [ Perfilde
(concentragdo de polimero) \ | -Estrutura interna I |, [ libertagdo do "|
- Concentragao de surfactante \ | -Morfologia da superficie ‘. composto |
Parimetros < - Fraccdo mdssica entre composto .""‘I - Quantidade de composto | | "*«“ imobilizado
activo e polimero ‘,-"‘ activo encapsulado N
- Fraccdo volumeétrica entre fase / - Estado e distribui¢io do ~___
dispersa e fase continua \_composto bioactivo
‘ - Velocidade de agitacéo <7 N
Condigdes /- Geometria do reactor e agitador

operacionais ‘ - Temperatura
- Presséo

Figura 2.2 Esquema dos factores que influenciam as propriedades das particulas produzidas
pelo método de extraccdo/evaporacdo do solvente numa emulsio dleo/agua. Esquema
adaptado de Li et alé.

A utilizacdo do método de extrac¢iao/evaporacdo do solvente numa emulsdo
0/W na encapsulacdo (imobiliza¢cdo) de compostos hidrofilicos resulta, geralmente,
em eficiéncias de encapsulagdo muito baixas, devido a difusdo para a fase aquosa de
uma grande quantidade de composto bioactivo durante o processo de emulsificagcdo

e de solidificacao das particulas.
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De forma a evitar este problema normalmente recorre-se a métodos
alternativos a emulsdo O/W para imobilizar compostos bioactivos hidrofilicos
(moléculas de pequenas dimensdes ou proteinas e péptidos). Um dos métodos mais
utilizados é a dupla emulsao agua/dleo/agua (W/0O/W). Neste caso, uma solugdo
aquosa do composto bioactivo é emulsionada numa fase organica que contém o
polimero dissolvido, formando-se assim uma emulsdo W/O. Por sua vez, esta
emulsdo é depois dispersa numa segunda solu¢do aquosa, formando desta forma
uma segunda emulsdo. As particulas sélidas sao formadas pela evaporacdo do
solvente organico. Geralmente, a técnica da dupla emulsao é mais dificil de optimizar
do que a emulsao O/W. A estabilidade da primeira emulsdo parece ser fundamental
para o sucesso do processo de encapsulacdo* As particulas formadas por esta
técnica podem ter uma estrutura interna maci¢a ou assumir a forma de capsulas,
conforme as condi¢des operacionais utilizadas.

Outro método alternativo para imobilizar compostos hidrofilicos é a emulsado
6leo/6leo (0/0), onde a fase continua aquosa é substituida por uma fase organica
relativamente pouco volatil, como um 6leo mineral ou um 6leo vegetal. Contudo este
método tem a desvantagem de requerer um processo de lavagem final das
particulas, com hexano ou éter de petréleo, de forma a remover os residuos da fase

organica continua3 ©.

2.2 Imobilizacao de moléculas bioactivas em nano/
microparticulas de PHB e PHBV

Tal como foi referido no Capitulo 1, os poliésteres de origem natural
genericamente designados de polihidroxialcanoatos, e em particular o
poli(hidroxibutirato), PHB, e o copolimero poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivaletato), PHBV, tém vindo a suscitar grande interesse enquanto materiais
para as mais diversas aplicacdes biomédicas, inclusive na preparacao de sistemas de
libertagdo controlada. Neste ultimo caso estes polimeros tém sido maioritariamente
processados na forma de nano- e microparticulas. Na Tabela 2.1 apresenta-se um
resumo da maioria dos trabalhos publicados na literatura nos anos mais recentes
sobre a imobilizacdo de compostos bioactivos em nano/microparticulas de PHB ou

PHBV. O nimero de trabalhos ndo é muito elevado, principalmente se comparado
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com os inumeros trabalhos dedicados a imobilizacio de farmacos em
nano/microparticulas de PLA e PLGA. No entanto, nota-se uma tendéncia clara para
0 aumento deste nimero nos ultimos anos, o que reflecte assim o interesse
crescente nestes poliésteres.

Nestes trabalhos, a maioria das particulas obtidas foi preparada pelo método
de extraccdo/evaporacao do solvente, utilizando para isso os varios tipos de
emulsoes referidas anteriormente, conforme a natureza hidrofébica ou hidrofilica
do composto bioactivo a imobilizar.

A maioria dos trabalhos foi dedicada a imobilizacao de antibidticos? %13 ou de
anti-inflamatérios!? 1416, Além destes, existem outros compostos imobilizados, tais
como o anestésico tramadoll’, o contraceptivo levonorgestrell® ou a proteina
modelo BSA1? 20, Muitos destes trabalhos tinham como objectivo obter um sistema
de libertacdo controlada de libertagdo local e prolongada’-% 1213,

De forma a actuarem simultaneamente como promotores da regeneracdo do
tecido 6sseo e como sistemas de libertacdo controlada local de antibiéticos,
microparticulas compositas de PHB ou PHBV e granulos de minerais bioactivos,
como a hidroxiapatite e a volastonite, foram também preparadas através da EES
numa emulsdo sélido/6leo/agua’ 8 12,

Microparticulas resultantes da mistura de PHBV com o poliéster poli-e-
caprolactona, PCL, também ja foram preparadas e caracterizadas enquanto sistemas
de libertacdo controladals 16 21, Descobriu-se que a adicio de PCL ao PHBV da
origem a microparticulas com uma morfologia bastante diferenciada, e que os perfis
de libertacdo do composto bioactivo encapsulado podem ser também manipulados
com a varia¢do da percentagem de PCL na composi¢ao das microparticulas.

Paralelamente a estes trabalhos, a biocompatibilidade das microparticulas de
PHB e PHBV, preparadas pelo método de extrac¢do/evaporacdo do solvente, foi
também investigada in vitro e in vivo?2 23, Os resultados obtidos in vivo sugerem que
este tipo de particulas pode ser utilizado na preparacdo de sistemas de libertacao

injectaveis pela via intra-muscular.
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Tabela 2.1 Resumo dos artigos publicados na literatura cientifica, desde 1997 a 2010, relativos a imobilizacdo de compostos bioactivos em

nano/microparticulas de PHB e PHBV.

Materiais Método de Agente Tamanho das Aplicacao Libertacdo in vitro ou in vivo Referéncia
preparacio bioctivo particulas pretendida ou
imobilizado sugerida
PHBV EES, O/W Acido fusidico 100-138 pm Libertacdo local de In vitro: Burst release significativo que aumenta 9
antibidticos com a quantidade de fArmaco imobilizado
PHBV/ EES, S/0/W Alendronato de 215-232 pm Reparacdo 6ssea/ In vitro: Libertacdo sustentada até cerca de 20 8
hidroxiapatite sédio libertagdo local dias
prolongada
PHB/ EES, O/W seguida Piroxicam, 89 -410 um - In vitro: Libertagdo total até 24 horas. 14
quitosano de uma emulsdo Cetoprofeno Burst release controlado pela concentragao da
S/W/0 solucdo de quitosano e a reticulacdo com
glutaraldeido
PHB EES, W/0/W BSA 6.9 -20.3 pym - Invitro: 8.9% a 63.1% da proteina libertada 19
nos tempos iniciais
PHBV EES, W/0/W Cloridrato de 5.5-26.3 um _ Invitro: Libertagdo total em 2 horas 24
metformina
PHBV EES, O/W Rifampicina 20-60 pm Administracao oral In vitro: libertagao de 90% do antibidtico em 10
24 h
PHBV/ EE,S/0/W Gentamicina 3-4 ym Sistema de libertagdo  Invitro: Libertagdo controlada até cerca de 10 7
hidroxiapatite controlada de longa semanas
duragio
PHBV/ EES, O/W; Ibuprofeno 560-770 nm - In vitro: reducdo do burst effect e 1
QUIT/ALG revestimento com prolongamento do tempo de libertacdo nas
polielectrolitos microesferas revestidas por varias camadas
PHBV/ por layer-by-layer dos polielectrélitos.
PD/PSS self-assembly
PHBV/PCL EES, O/W Diclofenaco 122 -273 pm - In vitro: Perfis de libertacdo controlados pela 15
Indometacina varia¢do da % de PCL nas microparticulas
PHBV/PCL EES, O/W Acetato de 81-116 pm - In vitro: Libertagao sustentada até cerca de 10 16
dexametasona dias
PHBV/ EES, S/0/W Gentamicina 100-150 pm Reparacdo In vitro: libertagdo de 90% da gentamicina em 12
volastonite 6ssea/libertacdo local 22 dias.

de antibidticos




Tabela 2.1. Resumo dos artigos publicados na literatura cientifica, desde 1997 a 2010, relativos a imobilizacdo de compostos bioactivos em
nano/microparticulas de PHB e PHBV (continuacdo).

Materiais Método de Agente Tamanho das Aplicacao Libertacdo in vitro ou in vivo Referéncia
preparacio bioctivo particulas pretendida ou
imobilizado sugerida
PHB EES, O/W Tramadol 7.50+ 1.31um Anestesia local In vitro: 100% de libertacdo em 7dias 17
(epidural) In vivo (ratos): Efeito analgésico prolongado
até quase um dia
PHBV EES, O/W Diazepam 20-40 pm Invitro: libertagao de 40 a 90% do farmaco em 25
Gelatina/PHBV EES, W/0/W 30-45 pm 30 dias.
- Burst effect reduzido nas microesferas de
gelatina/PHBV
PHB EES, O/W Levonorgestrel 64 pm Contraceptivo de Invitro: libertagdo sustentada até cerca de 100 18
longa duragdo dias.
In vivo (ratos): Efeito contraceptivo até cerca
de 60 dias

PHBV EES, 5-fluorouracilo 12-335 um - In vitro: Microesferas preparadas por dupla 26

o/w, emulsdo W/0/W ou 0/0: 90% da droga

wW/0/W, libertada no primeiro dia. Microesferas

0/0 preparadas por emulsdo 0/W: libertagao

sustentada até cerca de 8 dias.
PHB Spray drying Dinitrato de 0.6 -1.1pum Administragdo oralou  Invitro: 80% da droga libertada num periodo 27
isossorbida injectavel de 12 h.
PHBV EES, W/0/W Tetraciclina 400-580 Administracdo/libert In vitro: perfis de libertacdo dependentes da 13
um acdo localizada parao  %HV no PHBV e na forma em que o antibiético
tratamento da doenga se encontra (forma neutra ou acidica)
peridontal
PHB EES, W/0/W BSA ? Administracio intra- Invitro: libertagdo sustentada até 20
PHBV muscular aproximadamente 15 dias

PHB- Poli(3-hidroxibutirato); PHBV - Poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato); PCL - Policrapolactona; QUIT - Quitosano; AlG - Alginato; PD -

Poli(cloreto de dialilodimetilaménium); PSS - Poli(estirenosulfonato) de sddio; EES - Emulsificacdo/extrac¢do do solvente; O/W - Emulsao dleo/agua;

W/0/W - Dupla emulsio dgua/d6leo/agua; S/0/W - Emulsio sélido/6leo/agua; BSA - Albumina de soro bovino; 0/0 - Emulsio 6leo/6leo.
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2.3 Parte experimental

0 método escolhido para encapsular o flurbiprofeno em microparticulas de
PHBV foi o método da extrac¢do/evaporacao do solvente (EES). Considerando a
fraca solubilidade aquosa deste composto, as particulas foram produzidas numa
emulsdo 6leo/agua, usando o cloroférmio como solvente organico volatil e o PVA

como surfactante.

2.3.1 Flurbiprofeno

O flurbiprofeno, Figura 2.3, é um derivado do acido propiénico pertencente a
classe dos anti-inflamatérios nio esteréides (AINE’s). E um composto quiral que é
utilizado enquanto mistura racémica.

O flurbiprofeno apresenta uma solubilidade em agua e em solu¢cdes aquosas
muito reduzida. Por ser um acido fraco, a sua solubilidade é ainda dependente do
pH. A 252C esta varia de cerca de 7ug/ml, a pH 2.0, até cerca de 130 ug/ml, a pH
7.428, Devido a esta baixa solubilidade, em algumas aplicagdes é utilizado na sua
forma salina (flurbiprofeno sédico), forma esta que é bastante soltivel em agua e
solu¢des aquosas.

O flurbiprofeno é normalmente administrado como anti-inflamatério e
analgésico no tratamento de vdarias desordens desenvolvidas pelo sistema
muscoesquelético e tecidos moles (como osteoartrites e artrites reumatéides). E
também utilizado na atenuacao de varias dores, como a dor pds-operatéria, dores de
cabeca ou dores de garganta. E ainda utilizado em oftalmologia, na inibicdo da miose
intra-operativa durante a cirurgia ocular e no controlo das inflamagdes pos-

operativas no segmento anterior do olho?°.

0

\ OH

Figura 2.3 Estrutura quimica do flurbiprofeno.
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O flurbiprofeno é administrado por via oral na forma de comprimidos ou por
via rectal na forma de supositérios. No tratamento da dor de garganta é
administrado na forma de pastilhas. No tratamento a nivel ocular é administrado na
forma de gotas oftalmolégicas. Nestas formulacdes normalmente é utilizado o
flurbiprofeno sédico.

A nivel académico o flurbiprofeno, tal como outros AINE’s, tem sido alvo de
varias investigacdes com o intuito de desenvolver formula¢des alternativas e mais
eficazes as disponiveis comercialmente. A encapsulacao deste firmaco em nano- ou
microparticulas tem sido uma das estratégias investigadas.

Um dos problemas associados a administracdo oral do flurbiprofeno, e dos
restantes AINE’s em geral, é a sua potencial toxicidade a nivel do tracto
gastrointestinal3?, De forma a minimizar este risco tem-se investigado o
desenvolvimento de formulacdes orais mais eficientes, que minimizem a dose de
farmaco necessaria para atingir o efeito terapéutico desejado. Uma das estratégias
investigadas é a imobilizacdo do flurbiprofeno em microparticulas destinadas a
administracdo oral31 32, Alternativamente tem-se investigado também a imobilizagdo
do flurbiprofeno em nano/microparticulas destinadas a serem administradas
localmente, no sitio onde ocorre o processo inflamatério, como nas articulacées33 ou
na regiao periodontal34.

A nivel da administracao ocular, os sistemas coloidais de nanoparticulas com
flurbiprofeno imobilizado tém sido desenvolvidos com o intuito de aumentar a
biodisponibilidade do farmaco pois, e como é reconhecido, a biodisponiblidade dos
farmacos administrados topicamente pelas solugcdes oftalmolégicas tradicionais é

bastante reduzida34-37.

2.3.2 Planeamento de experiéncias

Como foi referido, as propriedades das nano/microparticulas obtidas pelo
método EES numa emulsdao O/W e, em ultima andlise, o perfil de libertacdo do
composto bioactivo imobilizado, encontram-se fortemente dependentes de uma
série de variaveis operacionais/experimentais.

Devido a elevada quantidade das variaveis envolvidas, nao é facil estabelecer
uma formulacao optimizada, isto é, uma formulacdao que conduza a obtencao de

microparticulas com as propriedades mais adequadas para a aplicagdo desejada.
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Assim, a utilizacao de um desenho de experiéncias pode revelar-se bastante util. Na
literatura encontram-se varios exemplos de aplicacoes de desenhos de experiéncias
na optimizacdo das propriedades de nano/microparticulas preparadas pelo método
EES38-42_

Um desenho de experiéncias adequado pode revelar, através da analise
estatistica associada, quais as varidveis que afectam significativamente as
propriedades finais das particulas, e a forma como essas propriedades sdo afectadas
por essas mesmas variaveis (os chamados efeitos). Adicionalmente, o desenho de
experiéncias permite ainda investigar os efeitos das interac¢des entre as varias
variaveis.

As variaveis do processo sdo as chamadas variaveis independentes ou
factores (genericamente designadas pela letra X). As propriedades afectadas por
essas varidveis (como a eficiéncia de encapsulacdo ou o tamanho médio das
particulas) sdo designadas por variaveis dependentes ou respostas (genericamente
designadas pela letra Y).

Neste trabalho optou-se por utilizar um desenho composto central (DCC)
para investigar duas das variaveis do processo de formacdo das microparticulas:

- X1: A concentracdo do surfactante, PVA, na fase aquosa, [PVA].

- X2: A concentracdo do polimero na fase organica, [PHBV].

Uma esquematizacdo do DCC, para dois factores, é representada na Figura
2.4. Neste desenho cada factor é investigado a cinco niveis. Os valores desses niveis,
para as duas variaveis investigadas, sdo apresentados na Tabela 2.2. O desenho pode
ser visto como um desenho factorial do tipo 22 ao qual se adicionam quatro pontos
axiais e um ponto central. Este ponto central é replicado no minimo trés vezes, de
forma a possibilitar o calculo do erro puro associado as experiéncias.

Neste trabalho o ponto central foi replicado trés vezes. Ao todo a
implementacdo do DCC implicou a realizacdo de onze experiéncias, correspondentes
a producao de onze batches de microparticulas.

Quatro variaveis dependentes, correspondentes a quatro propriedades das
particulas, foram investigadas:

- Y1: A eficiéncia de encapsulagdo do farmaco, EE.

- Y2: O tamanho médio das particulas.
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- Y3: A largura da distribuicdo de tamanhos das particulas, expressa pelo
parametro SPAN.

- Y4: O tempo de libertacdo in vitro de 50% do farmaco encapsulado, tso.
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Figura 2.4 Representacdo esquemadtica do Desenho Composto Central (DCC).

Tabela 2.2. Niveis codificados e valores reais dos factores investigados.

Factores Niveis
-1.414 -1 0 1 1.414
Xy: Concentracao de PVA (%, m/v) 0.38 1.00 2.50 4.00 4.60
X,: Concentracdo de PHBV (%, m/v) 0.88 1.50 3.00 4.50 5.12

O desenho adoptado pertence a uma classe de desenhos designados por
Métodos de Resposta de Superficie (Surface Response Methods)*3. Este tipo de
desenhos permite ajustar a resposta investigada a um modelo polinomial
quadratico, o qual descreve quantitativamente os efeitos das variaveis
independentes na variavel dependente investigada. Para dois factores, o modelo

geral corresponde a seguinte equacao:

Nesta equacdo, X; e X2 sdo as variaveis independentes, e, Y, a variavel
dependente. O coeficiente by corresponde a média aritmética dos valores da
resposta obtidos em todas a experiéncias realizadas. Os coeficientes b; e b;
descrevem os efeitos das variaveis independentes, os coeficientes b;; e bz, os efeitos
de segunda ordem e, o coeficiente b;z, representa o efeito da interac¢do entre os dois

factores.
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Se os modelos quadraticos ajustados para as varias respostas forem validos,
ou seja, se descreverem adequadamente o comportamento das variaveis
dependentes no espaco experimental investigado, estes podem ser utilizados para
optimizar essas mesmas respostas, através da determinacao de pontos maximos ou
minimos.

A seleccao das variaveis independente a serem investigadas - a concentracao
do polimero na fase dispersa, [PHBV], e a concentracdao do surfactante na fase
continua, [PVA]- foi feita a pensar na optimizacao da distribuicdo de tamanhos das
particulas. Por detras deste propdsito encontrava-se a futura intencao de investigar
o desempenho das particulas formadas enquanto sistemas de libertacdo local para
actuar na regiao ocular, mais especificamente através da administragdo topica na
regido anterior do olho. Nesta aplicacdo em particular, o tamanho das particulas é
considerado uma propriedade fundamental, pois para que se torne vidvel a
administracdo tépica das microparticulas no olho estas tém de possuir um tamanho
inferior a 10 pm*4,

Assim, estipulou-se como objectivo principal a obtencdo de microparticulas
de PHBV com uma distribuicdao de tamanhos entre 1 e 10 um. Para isso decidiu-se
investigar as variaveis [PHBV] e [PVA], pois sabe-se que estas tém uma influéncia
significativa nas distribuicdo de tamanhos das particulas produzidas pelo método
EES. Adicionalmente, fixou-se a velocidade do sistema de agitacdo disponivel
(agitacdo mecanica) na velocidade maxima possivel (1400 rpm), pois este é o factor
com mais impacto no tamanho das particulas obtidas. As restantes variaveis foram

fixadas em niveis tipicos, depois de se ter consultado a literatura®11,13,16-18,25, 26,

2.3.3 Reagentes
Os reagentes utilizados, bem como o grau de pureza, fornecedor e niimero de

registo do Chemical Abstracts Service (CAS), sdo apresentados na Tabela 2.3.

Tabela 2.3 Lista de reagentes utilizados.

Reagente Pureza Marca CAS
PHBV (6% mol HV, M= 233 kDa) ? PHB Industrial SA 80181-31-3
Alcool Polivinilico , PVA (80% ? Sigma-Aldrich 9002-89-5
hidrolisado, M., =13-23 kDa)
Flurbiprofeno >98% Sigma-Aldrich 5104-49-4
Cloroférmio ? José Vaz Pereira 67-66-3
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2.3.4 Procedimento experimental

2.34.1 Preparagdo das microparticulas

O PHBV foi dissolvido em 10 ml de cloroférmio nas varias concentragdes
referidas na Tabela 2.2. Em cada uma das solu¢cdes preparadas dissolveu-se o
farmaco na proporg¢ao massica de 3:10 (3g de flurbiprofeno/10g PHBV).

Cada solucao organica assim obtida foi adicionada, gota a gota, a 100 ml de
uma solucdo aquosa de PVA sob agitacdo mecanica. As concentragdes das solugdes
de PVA utilizadas encontram-se igualmente indicadas na Tabela 2.2. De forma a
evaporar o cloroférmio, cada emulsiao O/W formada foi deixada sobre agitacdo
mecanica, a 1400 rpm, durante 4 horas e a uma temperatura de 30°C.

Depois de evaporado o solvente, as particulas formadas foram recolhidas por
centrifugacdo (3000 rpm, 10 minutos) e lavadas por trés vezes com 4agua
desionizada. Depois de lavadas, estas foram secas numa estufa de vacuo a 40°C e,
finalmente, armazenadas num excicador até futura utilizagao.

Desta forma, e de acordo com o desenho de experiéncias adoptado, foram
produzidos 11 batches de microparticulas de PHBV com flurbiprofeno encapsulado
(MS-PHBV-FLU). Adicionalmente, e utilizando um procedimento idéntico,
prepararam-se microparticulas sem farmaco, utilizando as concentragdes de PHBV e
PVA correspondentes ao ponto central do desenho de experiéncias (3% PHBV, 2.5%

PVA)

2.34.2 Determinagdo da quantidade experimental de farmaco encapsulado e
eficiéncia de encapsulagdo (EE)

A quantidade de flurbiprofeno presente nas microparticulas foi determinada
por espectroscopia UV/VIS. Para isso dissolveu-se uma quantidade conhecida de
MS-PHBV-FLU (~10mg) em 1 ml de cloroférmio, seguida da adicdo de 9 ml de
metanol, de forma a precipitar o polimero. A suspensdo de polimero resultante foi
depois centrifugada. O sobrenadante foi separado do precipitado e filtrado com
filtros de acetato de celulose (45 pm). O sobrenadante filtrado foi diluido com uma
mistura cloroférmio/metanol (1:9, v/v) até uma concentracdo apropriada, e a
absorvancia a 247 nm, correspondente ao pico de absor¢do do flurbiprofeno, foi

determinada num espectrofotometro UV/VIS (Jasco V-550). Solu¢des padrao de
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flurbiprofeno, com concentragdes entre 1.8 e 9 pug/ml e preparadas com a mesma
mistura de cloroférmio/metanol, foram utilizadas para construir a curva de
calibracdo. Este processo de quantificacao foi repetido trés vezes para cada batch de
microparticulas.

A quantidade experimental de farmaco encapsulado (imobilizado) nas

microparticulas foi calculada da seguinte forma:

Quantidade experimental de firmaco encapsulado (%)

massa de firmaco quantificada

100
massa (MS_PHBV_FLU)

A quantidade teérica de farmaco encapsulado corresponde a percentagem de
farmaco que as microparticulas teriam se nenhum farmaco fosse perdido durante o

processo da sua formacdo. Esta quantidade é definida da seguinte forma:

Quantidade tedrica de farmaco encapsulado(%)

massa de farmaco adicionado

= 100
massa de fairmaco adicionado + massa de PHBV adicionado X

Este parametro foi mantido constante em todas as formulagdes, a um valor de
23%.

A eficiéncia de encapsulagdo (EE, %) expressa a razdo entre a quantidade
farmaco efectivamente imobilizado (quantidade experimental de farmaco

encapsulado) e a quantidade de farmaco adicionada inicialmente:

Quantidade experimental de farmaco encapsulado
EE (%) = . — - x 100
Quantidade teérica de farmaco encapsulado

2.3.4.3 Determinagdo da solubilidade do flurbiprofeno em solugdes aquosas de
PVA

A solubilidade do flurbiprofeno em duas solu¢des aquosas de PVA, com
concentragdes de 0.50% (m/v) e 4.50%, foi determinada a 25°C. Para isso
adicionou-se uma quantidade conhecida de flurbiprofeno a 20 ml de cada solugao de
PVA, e deixou-se este a dissolver nestas durante 5 dias, em frascos fechados e com

agitacdo magnética. Foram preparadas 3 amostras para cada concentracdo de PVA.
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Passados esses dias, parou-se a agitacao e deixou-se as solugdes repousarem
durante algumas horas, de forma a deixar assentar os cristais de farmaco nao
solubilizados. Uma pequena quantidade dessas solu¢des foi entdo retirada,
convenientemente diluida com uma solucao de PVA de igual concentragdo, e a
absorvancia a 247 nm foi determinada num espectrofotometro UV/VIS (Jasco,
modelo V-550). A quantidade de flurbiprofeno solubilizado foi determinada
utilizando solugdes padrao de flurbiprofeno preparadas a partir de solu¢des de PVA

com a mesma concentra(;éo.

2.3.4.4 Determinagdo da distribuigcdo de tamanhos

A distribuicio de tamanhos das microparticulas foi determinada num
aparelho de difraccdo de luz laser (Coulter, modelo LS130). Para cada formulacdo,
uma quantidade apropriada de microparticulas secas foi suspensa em 4gua
desionizada e sonicada. A suspensdo resultante foi analisada e o didametro médio
volumétrico e a distribuicio de tamanhos foram determinadas pelo método de
Frauenhofer.

A amplitude da distribuicdo de tamanhos foi expressa em termos do factor

SPAN, definido como:
dog — dqo
dso

SPAN =

Nesta equacdo, os parametros dio, dso, € doo, representam os valores dos
didmetros para os quais uma certa percentagem de particulas da amostra
(percentagem indicada pelo valor do subindice) é inferior a esse tamanho. Um valor

de SPAN préximo de 1.0 indica uma distribuicao de tamanhos estreita.

2.3.4.5 Andlise morfoldgica das microparticulas

A morfologia da superficie das microparticulas de PHBV, com e sem farmaco,
foi analisada por microscopia electrénica de varrimento (SEM). As microparticulas
foram dispersas numa fita adesiva de grafite colada a um suporte de metal e
revestidas com ouro. As observacoes foram realizadas a 20 kV num microscépio

electrénico de varrimento JSM-5310 (JEOL, Japao).
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2.3.4.6 Andlise térmica

A andlise térmica das microparticulas e do farmaco puro foi realizada por
calorimetria diferencial de varrimento (DSC) num aparelho da TA Instruments
(modelo Q100). As amostras, com um peso entre 2.5 e 12 mg, foram colocadas em
cadinhos de aluminio. Estes foram selados e as amostras aquecidas, a uma taxa
constante de 52C/min, desde a temperatura ambiente até 2002C, sob uma atmosfera

de azoto.

2.3.4.7 Estudos de libertagdo in vitro

Os perfis de libertacgdo in vitro do flurbiprofeno foram avaliados num meio de
libertacdo composto por uma solucao de cloreto de s6dio (3.5g/1 Na*, 5.4 g/l CI,
pH~6), utilizando o método da dialise.

Uma quantidade conhecida de MS-PHBV-FLU, correspondente a
aproximadamente 1 mg de farmaco, foi colocada no interior de membranas de
acetato de celulose (com um cut-off entre 12 e 14 kDa). Os sacos com as
microparticulas foram cheios com 20 ml da solucdo salina, fechados, e colocados em
frascos selados contendo 50 ml de solugdo salina, sob agitacdo magnética (120 rpm).
A temperatura do meio de libertacdo foi mantida a cerca de 372C, por meio de um
banho de agua termoestatizado.

Em tempos pré-determinados, um certo volume do meio de libertagdo
exterior (1.6 ml) era retirado e substituido por um volume igual de solugao salina
fresca.

A quantidade de flurbiprofeno nas amostras foi determinada através da
analise da absorvancia a 247 nm, num espectrofotémetro UV /VIS (Jasco V-550).

Como controlo negativo, microparticulas de PHBV sem farmaco encapsulado
foram sujeitas ao mesmo procedimento e andlises.

Para efeitos comparativos, o estudo da dissolucdo de 1mg de farmaco puro, e
de 1mg de farmaco puro fisicamente misturado com microparticulas de PHBV sem
farmaco, foi realizado, utilizando o mesmo procedimento adoptado para a libertacao

das particulas MS-PHBV-FLU.
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2.4 Resultados e discussao

Os valores experimentais das respostas investigadas, obtidos com a
implementacdo do desenho compdsito central (DCC) ja descrito, sdo apresentados

na Tabela 2.4.

Tabela 2.4 Valores das respostas investigadas com o DCC.

Batch Xi X Y: Y, Ys Y.,
(formulagdes) [PVA] [PHBV] EE Tamanho SPAN t50%
(%, m/v) (%, m/v) (%) médio (um) (min)
B1* 2.5 3 40.6 +1.4 8.7 2.2 105
B2 0.38 3 71.1+2.1 7.0 3.7 108
B3 4.62 3 29.6+19 10.4 1.8 123
B4 2.5 0.88 22.0+1.0 4.6 1.7 112
B5 4 1.5 209 £0.7 5.4 2.2 105
B6 1 1.5 42.5+1.1 9.9 35 145
B7 4 4.5 56.0+1.3 8.5 1.8 155
B8 1 4.5 60.4 + 3.8 11.3 4.6 220
B9* 2.5 3 419+19 12.0 1.6 112
B10 2.5 5.12 50.2+0.5 19.2 2.0 110
B11* 2.5 3 39.5+0.7 10.3 1.8 112

* Ponto central.

O software Design Expert® (versdao 7.0.0) foi utilizado para analisar as
respostas obtidas e ajustd-las a modelos matematicos através da correlacdo dos
valores experimentais. Cada varidvel dependente (resposta) foi inicialmente
ajustada a um modelo quadratico. No caso de nenhum dos termos quadraticos se
revelar estatisticamente significante, o modelo era simplificado e transformado num
modelo linear. Quando pelo menos um dos termos quadraticos se revelou
significativo manteve-se o modelo quadratico integral, de forma a ndo comprometer
a hierarquia polinomial da equag¢ao. Um resumo dos modelos ajustados a cada
variavel, e dos parametros associados as respectivas regressdes, é apresentado na
Tabela 2.5.

Mais do que ajustar um modelo é necessario verificar a validade deste, ou
seja, averiguar se este possui ou ndo a capacidade para descrever de forma
adequada o comportamento exibido pela variavel dependente investigada. Existem
uma série de ferramentas que permitem avaliar a validade do modelo, como testes
estatisticos, o calculo de parametros associados a regressao, como o coeficiente de

correlacdao quadratico, R?, ou métodos graficos de analise dos residuos*3. No entanto
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ndo existem normas rigidas que se possam seguir para tomar a decisdo de validar ou
ndo o modelo matematico ajustado. Neste trabalho estabeleceu-se como critérios
necessarios para que o modelo fosse valido que este fosse estatisticamente
significativo (Analise ANOVA do modelo com valores de p < 0.05, Tabela 2.5) e que o
R? do ajuste tivesse um valor superior a 0.9. Seguindo estes critérios, e considerando
o valor destes parametros para os modelos ajustados, apresentados na Tabela 2.5,
apenas se pode validar o modelo quadratico ajustado para a variavel EE (variavel
Y1). Para as variaveis tamanho médio das particulas (Y2), e indice SPAN (Y3), ndo foi
possivel validar nenhum dos possiveis modelos ajustaveis (linear ou quadratico),
sendo que os modelos apresentados na Tabela 2.5 sdo os modelos que melhor se
ajustam aos dados experimentais. Relativamente a variavel Ys, concluiu-se que a
média de todos os valores experimentais era uma melhor previsdo do que a dada
por um modelo linear ou quadratico.

Assim, os modelos apresentados na Tabela 2.5 (excepto o modelo quadratico
ajustado a EE) tém de ser vistos apenas de forma qualitativa. Isto significa que estes
podem ser utilizados para elucidar a forma como as varidveis independentes
afectam as variaveis dependentes, mas ndo podem ser utilizados, sem um risco
elevado de obter resultados duvidosos, como modelos interpolativos, ou em

processos de optimizagdo das respostas.

Tabela 2.5 Resumo dos modelos ajustados as variaveis dependentes.

Y1: Yz: Y3: Y4:
EE Tamanho SPAN ts00
médio (min.)
(pm)
Tipo de Quadratico Linear Quadratico Média
modelo
Y1=56.6 Y,=4.08 Y3=4.17 Y4=
Modelo -24.5[PVA] + 7.9[PHBV]  -0.23[PVA]  -1.45[PVA] + 0.05[PHBV] 128
+2.4[PVA]2-0.8[PHBV]z2  +2.10[PHBV] +0.28[PVA]* + 0.08[PHBV]’
+ 1.9[PVA]x[PHBV] -0.17[PVA]x[PHBV]
ANOVA p=0.0059 p=0.0501 p=0.0383 -
R2 0.9329 0.6024 0.8528 -
Validacao Sim Nao Nao -

Nos 11 batchs de microparticulas, a EE do flurbiprofeno (Tabela 2.4) varia
entre 20.9 + 0.7 (para a formulagdao com 4% PVA e 1.5% PHBV) e 71.1 £ 2.1 (0.38%

PVA, 3% PHBV), o que corresponde a uma percentagem de flurbiprofeno nas
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microparticulas de 4.8 + 0.2% e 16.4 + 0.5%, respectivamente. Na Tabela 2.6 pode-se
observar os resultados da analise ANOVA para os coeficientes do modelo quadratico
ajustado a esta variavel. Esta revela que as duas varidveis independentes
investigadas tém um efeito muito significativo sobre a EE (p < 0.01) e que,
adicionalmente, a concentracdo de PVA tem um efeito quadratico significativo (p <
0.1). Estes efeitos podem ser observados na Figura 2.5, onde as EE determinadas
experimentalmente e a superficie de resposta correspondente ao modelo quadratico
ajustado (Tabela 2.5) sdo representadas em funcao da concentragdo de PVA e da

concentra¢do de PHBV.

Tabela 2.6 Andlise ANOVA dos efeitos das variaveis investigadas na EE (Y1).

Origem da SQ GL QM F P
variacao Prob>F
[PVA]* 896.55 1 896.55 27.35 0.0034
[PHBV]* 1078.36 1 1078.36 32.89 0.0023
[PVA] x[PHBV] 73.96 1 73.96 2.26 0.1934
[PVA]Z 157.01 1 157.01 4.79 0.0803
[PHBV]Z* 19.37 1 19.37 0.59 0.4768
Residuo 163.93 5 32.79
Total 2441.39 10

SQ - Soma de quadrados; GL - Graus de liberdade; QM - Média de quadrados; F - teste F;
p —valor p do teste F.
* Efeitos significativos (p < 0.1)

A resposta de superficie apresentada na Figura 2.5 evidéncia o efeito oposto
que as duas variaveis independentes tém na eficiéncia de encapsulacio do
flurbiprofeno. Enquanto o aumento da concentracao do polimero na fase organica,
[PHBV], resulta num aumento da EE do farmaco (efeito positivo), o aumento da
concentragdo de PVA na fase aquosa, [PVA], resulta numa diminuicao acentuada da
EE (efeito negativo).

Na literatura, o efeito da concentragio de PVA na EE de compostos
encapsulados em nano/microparticulas pelo método de EES numa emulsdo O/W
varia conforme o sistema polimero/composto activo investigado. Enquanto alguns
autores descrevem que um aumento da [PVA] conduz a um aumento da EE3#4, outros
referem que esta variavel ndo afecta significativamente a EE#5, enquanto outros, tal
como neste trabalho, assinalam o efeito negativo que a [PVA] tem na EE do

composto bioactivo46 47,
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Considerando que a EE é uma consequéncia da particdo do composto
bioactivo entre a fase dispersa e a fase aquosa durante o processo de emulsificacao e
de solidificagdo das particulas, e que a magnitude dessa particdo é determinada
sobretudo pela solubilidade do composto bioactivo na fase aquosa, a diminuicdo da
EE do flurbiprofeno com o aumento da [PVA] pode ser justificada pelo aumento da
solubilidade deste farmaco em solugdes com uma crescente quantidade deste
surfactante. Este comportamento foi verificado experimentalmente através
determinac¢do da solubilidade do flurbiprofeno em duas solu¢des de PVA, tendo-se
observado que a solubilidade do flurbiprofeno aumentava de 0.173+0.010 mg/ml,
numa solucdo com 0.5% de PVA (m/v), para 0.336+ 0.006 mg/ml, numa solugdo
com 4.5% de PVA.

O aumento da solubilidade de farmacos fracamente soliiveis em agua em
solugdes de surfactantes (micelizacao) é um fenémeno bastante bem documentado,
sendo uma das estratégias utilizadas para aumentar a biodisponibilidade de

farmacos com uma solubilidade aquosa reduzida, como é o caso dos AINE’s*8 49 e do

flurbiprofeno em particular>0 51,
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Figura 2.5 Resposta de superficie do efeito das concentracdes de PHBV e de PVA na
eficiéncia de encapsulacido (EE) do flurbiprofeno nas microparticulas de PHBV produzidas.
Pontos: Valores experimentais. Superficie: modelo quadratico ajustado.
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Como foi mencionado, a concentra¢do do polimero na fase dispersa, [PHBV],
tem um efeito positivo significativo sobre a EE do flurbiprofeno. O aumento da EE
com o aumento da concentracdo do polimero encontra-se bem documentado e
estabelecido na literatura®, sendo a causa para este comportamento atribuida a
restricdo da migracdo do composto activo da fase dispersa para a fase continua,
devida ao aumento da viscosidade da fase dispersa com o aumento da concentracao

do polimero nesta.

A influéncia da [PVA] e [PHBV] nas dimensdes das particulas produzidas foi
investigada através da andlise das variaveis dependentes tamanho médio das
particulas (Yz) e factor SPAN (Y3). Nos 11 batches, o tamanho médio das particulas
varia entre 4.6 um (B4) e 19.2 um (B10). Os valores de SPAN variam entre 1.6 (B9) e
4.6 (B8).

Na Figura 2.6 encontram-se representadas as curvas de distribui¢cdes de
tamanhos de todos os batchs de particulas produzidas. Como é observavel, as
distribuicdes de tamanhos ndao assumem uma distribuigdo normal, e nem todas as
curvas sdo unimodais. Considerando que os conceitos de tamanho médio e do factor
SPAN, enquanto parametros validos para descrever as caracteristicas de uma
distribuicao de tamanhos, implicam uma distribuicdo normal ou aproximadamente
normal, os valores obtidos neste trabalho tém de ser interpretados criticamente. O
proprio facto dos valores experimentais destas duas varidveis ndo serem
adequadamente descritos por um modelo, linear ou quadratico, reflecte a inerente
inadequacdo destes parametros para caracterizar as curvas de distribuicdo de
tamanhos obtidas.

Na Tabela 2.7 encontram-se os resultados da analise ANOVA para os efeitos
das variaveis [PVA] e [PHBV] sobre o indice SPAN. Estes indicam que a [PVA] tem
um efeito muito significativo (p < 0.01) e que o efeito quadratico desta variavel é
também estatisticamente significativo (p < 0.1). Os efeitos da [PHBV] e da
interaccdao dos dois factores revelaram-se estatisticamente nao significativos (p>
0.1).

Pela observacao das curvas de distribui¢do de tamanhos da Figura 2.6 pode-

se ver que as particulas formadas utilizando as concentragdes de PVA mais baixas
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(B2, 0.38% PVA; B6 e B8, 1% PVA), apresentam as distribuicdes de tamanhos mais
irregulares e alargadas. Em contraste, as particulas formadas na presenca de
concentragdes mais elevadas de PVA (2.5%, 4% e 4.62%), apresentam uma
distribuicido de tamanhos mais semelhante a uma distribuicdo normal. Estas
observacgoes indiciam que existe uma concentracdo minima de PVA necessaria para
obter uma emulsdo O/W estavel, ou seja, que minimize a coalescéncia e a agregacao
das particulas formadas. Na literatura alguns autores referem também este efeito.
Adicionalmente é assinalado que uma concentracdo demasiado elevada de PVA pode
conduzir também a agregacao das particulas formadas?, o que pode justificar o efeito
positivo significativo do termo quadratico [PVA]?, detectado pela analise ANOVA

efectuada.

Tabela 2.7 Anélise ANOVA dos efeitos das variaveis investigadas no factor SPAN das
particulas produzidas (Y3).

Origem da SQ GL QM F p
variacao Prob>F
[PVA]* 5.76 1 5.76 19.23 0.0071
[PHBV] 0.16 1 0.16 0.53 0.5001
[PVA] x[PHBV] 0.56 1 0.56 1.88 0.2288
[PVA]2* 2.19 1 2.19 7.32 0.0425
[PHBV]?2 0.17 1 0.17 0.56 0.4865
Residuo 1.50 5 0.30
Total 10.17 10

* Efeitos significativos (p < 0.1)

Na Tabela 2.8 sdo apresentados os resultados da andlise ANOVA para o
tamanho médio das particulas. O Unico factor que apresenta um efeito (positivo)
estatisticamente significativo (p < 0.1) é a concentracdo do polimero na fase
organica. O aumento do tamanho médio das particulas produzidas pelo método EES
numa emulsdo 0/W, devido aumento da concentracdo de polimero, é um efeito
também bem estabelecido na literatura 4 5. O aumento da concentra¢do do polimero
implica um aumento da viscosidade da fase organica, tornando-a mais dificil de
dispersar em pequenas goticulas. Este efeito pode ser detectado observando
directamente as curvas de distribuicdo de tamanhos das particulas obtidas com uma
concentracao de PVA fixa de 2.5% (Figura 2.6) e concentracoes de PHBV de 0.88, 3.0
e 5.12%. Nestas observa-se o deslocamento das curvas para tamanhos mais elevados

com o aumento da [PHBV].

55



Capitulo 2

—— B2(0.38% PVA; 3% PHBV)

0,1 1 10 100
Diametro das particulas (um)

—— B6 (1.0% PVA; 1.5% PHBY)

—— B8(1.0% PVA; 45%PHBV)

01 1

Didmetro das particulas (um)

10 100 01 1

10 100

Didmetro das particulas (um)

—— B4 (2.5% PVA; 0.88% PHBV)

— B1(2.5% PVA; 3% PHBV)
—— BY (2.5% PVA; 3% PHBY)
—— B11(2:5% PVA; 3% PHBV)

—— B10/(2.5% PVA; 5.12% PHBV)

V 01 1 10 100

Didmetro das particulas (um)

Aumento da concentragio de PVA

01 1 10 100
Didmetro das particulas (um)

1 10
Didmetro das particulas (um)

BS (4.0% PVA; 1.5% PHBV)

—— B7 (4.0% PVA; 4.5% PHBV)

01 1

Didmetro das particulas (um)

10 100 01 1

—— B3 (4.6% PVA; 3% PHBV)

01

1 10 100
Didmetro das particulas (um)

10 100

Diametro das particulas (um)

Figura 2.6 Curvas de distribuicio de tamanhos dos onze batchs de microparticulas
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Tabela 2.8 Analise ANOVA dos efeitos das variaveis investigadas no tamanho médio das
microparticulas produzidas (Y2).

Origem da SQ GL QM F p
variacao Prob>F
[PVA] 0.96 1 0.96 0.080 0.7892
[PHBV]* 79.05 1 79.05 6.54 0.0509
[PVA] x[PHBV] 0.72 1 0.72 0.060 0.8166
[PVA]2 7.60 1 7.60 0.63 0.4638
[PHBV]?2 0.86 1 0.86 0.071 0.8007
Residuo 60.48 5
Total 152.12 10

* Efeitos significativos (p < 0.1)

A morfologia da superficie das microparticulas produzidas pode ser
observada nas imagens de SEM apresentadas na Figura 2.7. As microparticulas de
PHBV sem farmaco (Figura 2.7a) apresentam uma forma esférica e uma superficie
bastante rugosa que, segundo Martin et al >2, é uma consequéncia do elevado grau de
cristalinidade do polimero. A morfologia observada corresponde a morfologia tipica
exibida pelas microparticulas de PHBV ou PHB produzidas pelo método EES.

As microparticulas com o flurbiprofeno imobilizado (MS_PHBV_FLU), Figura
2.7b, apresentam uma morfologia bastante acidentada, onde é visivel a presenca de
grandes cavidades.

O aspecto das MS_PHBV_FLU depois dos ensaios de libertacdo in vitro pode
ser observado na Figura 2.7c. Comparativamente com o aspecto das microparticulas
antes do ensaio de libertacao, estas apresentam um aspecto “lavado”, o que sugere a
existéncia de farmaco a cobrir a superficie das microparticulas antes da libertagao, e
que, devido a sua dissolugdo, altera o aspecto e morfologia das microparticulas
libertadas. No entanto, a observacdo da superficie das microparticulas antes da
libertacao (Figura 2.7b) ndo permite afirmar, com certeza, que existem particulas de

farmaco a superficie destas.
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Figura 2.7 Imagens de SEM de: a) microparticulas de PHBV sem firmaco imobilizado; b)
microparticulas de PHBV com flurbiprofeno; c)microparticulas de PHBV com flurbiprofeno
depois dos ensaios de libertagdo in vitro.

Na Figura 2.8 apresentam-se as curvas de DSC do flurbiprofeno puro (curva
a), das microparticulas de PHBV sem farmaco imobilizado (curva b), da mistura
fisica de farmaco puro e microparticulas sem farmaco imobilizado (curva c), e das

MS_PHBV_FLU (curva d).
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Na curva correspondente ao farmaco puro é possivel observar um evento
endotérmico, centrado a cerca de 115 9C, correspondente ao fen6meno de fusdo do

sélido cristalino puro.

Fluxo de Calor
f

Exo up
—

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Temperatura (2C)

Figura 2.8 Curvas de DSC de: a) flurbiprofeno puro; b) microparticulas de PHBV sem
farmaco; c) mistura fisica de flurbiprofeno puro e de microparticulas de PHBV sem farmaco
imobilizado (1:3); d) microparticulas de PHBV com flurbiprofeno encapsulado.

Na curva b) observam-se dois picos endotérmicos, situados a cerca de 145 e
1659C. Estes sao atribuidos ao fendmeno de fusao dos dominios cristalinos do PHBV.
0 aparecimento de dois picos endotérmicos ou mais associados ao processo de fusdo
de filmes de PHB ou PHBYV, obtidos pelo método de solvent casting, encontra-se
relatado na literaturas3. Aparentemente este comportamento deve-se a fusao,
recristalizagdo, e a uma novamente fusio do polimero durante o processo de
aquecimento.

Na curva c), correspondente a mistura fisica de flurbiprofeno puro e
microparticulas sem farmaco imobilizado, manifestam-se os eventos térmicos
observados nas duas curvas anteriores.

A curva d) ilustra o comportamento térmico das MS_PHBV_FLU com uma
percentagem de flurbiprofeno de 9.4 % (B1). Nesta é possivel observar os picos
endotérmicos caracteristicos da fusdo do polimero. Pelo contrario, o pico de fusao
do farmaco nao é observado.

O desaparecimento do pico de fusdo do farmaco encapsulado em particulas

preparadas pelo método EES, nas curvas de DSC, é um fen6meno relatado por alguns
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autores®. Segundo Dubernet>* este comportamento indica que o farmaco se encontra
dissolvida no polimero, numa solucdo sélida, ou que este se encontra disperso a
nivel molecular na matriz polimérica, numa dispersdao molecular metaestavel. Uma
hipétese alternativa, e que parece ser provavel, atendendo aos perfis de libertagdo in
vitro, apresentados mais a frente, é que, devido a fraca solubilidade do farmaco no
polimero, este, durante o processo de evaporacao do solvente, precipite, na sua
maioria, numa forma ndo cristalina, em finas particulas, dispersas pelas cavidades e

superficie das microparticulas.

Os ensaios de libertagdo in vitro do flurbiprofeno a partir das MS_PHBV_FLU
revelaram perfis de libertacdo bastante semelhantes, para todos 11 batches de
microparticulas. Estes sdo caracterizados, na primeira meia hora de ensaio, por um
burst release de cerca de 15 a 25% do farmaco encapsulado, e pela libertacdo de
cerca de 90% do farmaco até 8 as horas de libertacao. Os perfis de libertagao in vitro
dos batches de microparticulas produzidas com a formulagdo do ponto central do
desenho de experiéncias (2.5% PVA, 3.0% PHBV; batches B1, B9 e B11) encontram-

se representados na Figura 2.9.
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Figura 2.9 Perfis de libertacdo in vitro do flurbiprofeno encapsulado nas microparticulas B1,
B9 e B11 (formulagao do ponto central: 2.5% PVA e 3% PHBV) e perfis de dissolugdo do
farmaco puro (média + DP; n= 3) e do farmaco puro fisicamente misturado com
microparticulas de PHBV sem farmaco (proporc¢do farmaco: microparticulas de 1:10).
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O tempo corresponde a 50% de libertacdo do farmaco encapsulado (tsoc,
variavel dependente Y4) variou entre 105 e 155 minutos, para todas as formulagdes,
excepto a formulacao B8, cujo tsoy foi calculado em 220 minutos. A analise ANOVA
sobre o efeito dos factores investigados sobre esta variavel é apresentada na Tabela
2.9. Esta revela que nenhum dos factores ou a interac¢do entre eles afecta de forma
estatisticamente significativa a variavel tsoy. Isto significa que a melhor previsao
para esta variavel corresponde a média dos valores de tsoy obtidos para os 11

batches de microparticulas libertadas (Ys= 128 min).

Tabela 2.9 Andlise ANOVA dos efeitos das variaveis investigadas no tempo de libertacao in
vitro de 50% do farmaco encapsulado, tsoy (Y4).

Origem da SQ GL QM F P
variacao Prob>F
[PVA] 877.53 1 877.53 0.57 0.4861
[PHBV] 1865.74 1 1865.74 1.20 0.3230
[PVA] x[PHBV] 156.25 1 156.25 0.10 0.7639
[PVA]2 1054.75 1 1054.75 0.68 0.4474
[PHBV]? 736.04 1 736.04 0.47 0.5218
Residuo 7764.40 5
Total 12056.91 10

Contrariamente ao esperado, os valores de tsoy associados aos perfis de
dissolucdo do flurbiprofeno puro, e da mistura deste com microparticulas de PHBV
sem farmaco, revelaram ser significativamente maiores (cerca de 255 minutos), o
que significa que a taxa de dissolucdo do fa&rmaco no estado puro é menor do que
taxa de libertacdo do flurbiprofeno a partir das microparticulas. Os perfis de
dissolu¢do do fArmaco encontram-se igualmente representados na Figura 2.9, onde
podem ser comparados com os perfis de libertacdo do flurbiprofeno a partir das
microparticulas.

A Figura 2.9 revela também claramente que a percentagem de flurbiprofeno
libertado a partir das microparticulas nos tempos iniciais do ensaio (primeira meia
hora) é claramente superior a percentagem de fArmaco puro dissolvido no mesmo
periodo de tempo (~10% do farmaco total).

Estes resultados sugerem que, com as formulagdes investigadas, mais do que
uma imobilizacdo do farmaco obteve-se uma dispersao deste. Ou seja, a formagao de

microparticulas com farmaco originou, essencialmente, uma dispersdao do farmaco
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pela superficie e cavidades das microparticulas, e ndo a imobilizagdo efectiva do
farmaco no interior da matriz polimérica.

Desta forma a libertacdo do farmaco a partir das microparticulas nao é
controlada pela difusdao deste através da matriz polimérica, ou pela biodegradacao
dessa mesma matriz, mas sim pela taxa de dissolucdo das particulas de farmaco
dispersas a superficie das microparticulas de PHBV.

O facto das particulas de fArmaco nas microparticulas se dissolverem mais
rapidamente que as particulas de farmaco original (farmaco puro) pode ser
atribuida a uma série de propriedades dessas mesmas particulas, como o seu
tamanho e area superficial, molhabilidade e natureza (amorfa ou cristalina), pois
sabe-se que todas estas propriedades afectam a taxa de dissolucao de s6lidos com
caracter marcadamente hidrofébico®5, como é o caso do flurbiprofeno.

Uma variavel ndo investigada, e que possivelmente é a principal responsavel
pelas caracteristicas dos perfis de libertacdo obtidos, é a proporc¢do
farmaco/polimero utilizada na preparacdo das particulas (equivalente a
percentagem tedrica de farmaco encapsulado _ PTFE, definida na seccdo 2.3.4.2),
pois esta é uma variavel que tem um grande impacto na modulacao dos perfis de
libertagdo. Normalmente a utilizacdo de PTFE elevadas, como se utilizou neste
trabalho (a PTFE foi fixada em 23%) resulta numa libertacdo rapida do farmaco
encapsulado, devido a formacgao de particulas irregulares e porosas e a separagao de

fases entre farmaco e polimero3.
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2.5 Conclusoes

Neste capitulo investigou-se a imobilizacdo do farmaco flurbiprofeno em
microparticulas de PHBV preparadas pelo método EES numa emulsdao O/W. O efeito
de duas variaveis do processo - a concentracdo do polimero na fase organica,
[PHBV], e a concentracdo do surfactante na fase aquosa, [PVA], - sobre as
propriedades das microparticulas obtidas, foi analisado através da implementacao
de um desenho composto central de experiéncias.

A analise dos resultados experimentais permitiu concluir que os dois factores
investigados afectam de forma muito significativa e oposta a EE do farmaco.
Enquanto o aumento de [PHBV] favorece a EE, o aumento da [PVA] afecta de forma
marcadamente negativa o EE do farmaco, isto devido ao aumento da solubilidade
deste na fase aquosa com concentragdes crescentes de surfactante. Um modelo
quadratico foi ajustado e validado para descrever a EE.

As caracteristicas das distribuicbes de tamanhos das particulas,
nomeadamente o tamanho médio (Yz) e o factor SPAN (Y3), revelaram também ser
afectadas significativamente pelos factores investigados. Enquanto o tamanho médio
das particulas revelou ser afectado positivamente pelo aumento da [PHBV], a [PVA]
revelou ser um factor critico no grau de agregacdo das particulas obtidas e,
consequentemente, nos valores do factor SPAN. Conclui-se que existe um limite
minimo requerido de [PVA] para estabilizar a emulsdao O/W e obter microparticulas
ndo agregadas. Os resultados indicam que o valor desta concentragdo é superior a
1% (w/v). Nenhum modelo, linear ou quadratico, se revelou valido para descrever
estas duas variaveis.

Os perfis de libertagdo in vitro do farmaco a partir dos varios batches de
microparticulas produzidas revelaram ser bastante semelhantes entre si, sendo que
em todos se verifica que cerca de 90% do farmaco é libertado nas primeiras oito
horas de libertacdo. A analise estatistica dos valores de tsoy (tempo correspondente
a libertagao in vitro de 50% do farmaco encapsulado) revelou que nenhum dos dois
factores investigado influéncia significativamente este parametro.

A comparacdo dos perfis de libertagio do farmaco a partir das
microparticulas com o perfil de dissolu¢do do farmaco puro revelou que este se
liberta mais rapidamente das microparticulas do que demora a dissolver-se na sua

forma pura. Esta constatacdo conduziu a conclusao de que o farmaco se encontra
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essencialmente disperso pelas cavidades e superficie das microparticulas
poliméricas, e ndo efectivamente imobilizado na matriz polimérica.

Como foi referido, o principal objectivo por detras da investigacdo da
variaveis [PVA] e [PHBV] e da seleccdo do desenho de experiéncias utilizado era a
optimizacao da distribuicdo de tamanhos das particulas, nomeadamente, obter
distribuicbes com um tamanho médio inferior a 10um, e uma distribuicdo de
tamanhos o mais apertada possivel (ou seja, com valores de SPAN préximos de 1.0).
Subjacente a este objectivo encontrava-se a intensdo de utilizar as microparticulas
de PHBV com flurbiprofeno imobilizado enquanto um sistema de libertacao
controlada para aplicagdes oftalmolégicas, nomeadamente através da aplicacao
topica destas, na forma de uma suspensdo, na zona anterior do olho. Como foi
referido no inicio deste trabalho, esta aplicacao requer particulas com um tamanho
inferior a 10 pm*4.

Infelizmente, e provavelmente porque algumas distribuicdes de tamanhos se
afastavam significativamente de uma distribuicdo normal, ndo foi possivel ajustar
um modelo linear ou quadratico que descrevesse de forma valida o comportamento
do tamanho médio das particulas e do factor SPAN em funcao dos dois factores
investigados. Desta forma ndo foi possivel utilizar os modelos ajustados para a
optimizacao deste problema (encontrar os valores de [PVA] e [PHBV] que dessem
origem a distribuicdo de tamanhos com um tamanho médio inferior a 10um e
valores de SPAN proximos de 1.0.

Contudo, e observando directamente as curvas de distribuicdo de tamanhos
(Figura 2.6) e os valores experimentais obtidos (Tabela 2.4), pode-se concluir que a
formulacdo que deu origem as particulas com a granulometria mais proxima da
desejada é a formulacdo B4, que deu origem a microparticulas com um tamanho
médio de 4.6 um e um factor SPAN de 1.7. Esta formula¢do corresponde
corresponde ao nivel médio da [PVA] investigada (2.5%) e ao nivel inferior da
[PHBV] (0.88%). Assim, pode-se afirmar que as microparticulas obtidas através
desta formulacao apresentam uma distribuicdo de tamanhos adequada para a
aplicacao pretendida.

Considerando que o tempo de residéncia das nano-microparticulas na zona
pré-corneal é bastante curto (podendo variar de alguns minutos a algumas horas,

conforme o tamanho das particulas e as interacdes que estas estabelecem com os
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tecidos pré-corneais)*4, pode-se dizer que os perfis de libertagdo in vitro obtidos, nos
quais se observa uma libertagdo de mais de 50% do farmaco nas duas primeiras
duas horas do ensaio, sao satisfatoriamente adequados para esta aplicagdo.

No entanto as aplicagdes mais promissoras para as microesferas de PHBV
com flurbiprofeno imobilizado passam pela sua utilizacdo enquanto sistemas de
libertacdo prolongada (com a duracdo de varias semanas ou meses) e localizada, em
locais do organismo sujeitos a processos inflamatérios créonicos, como por exemplo,
nas articulacdes. Para estas aplicagdes, e de forma a ter um perfil de libertacao
prolongado, o farmaco tem de se encontrar efectivamente imobilizado nas
microparticulas, e a sua libertacdo devera ser controlada pela difusdo deste através
da matriz polimérica e pela biodegradacdo dessa mesma matriz. Como se viu isto
ndo acontece nas microparticulas com flurbiprofeno preparadas neste trabalho.
Assim, e para estas aplicacdes, serd necessario investigar novas formulacdes que

conduzam a microparticulas com o farmaco efectivamente imobilizado.
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Preparacao e Caracterizacao de Hidrogéis de
base Pectina. Sua Utilizacao na Libertacao
Controlada de Moléculas Bioactivas




Com base no trabalho apresentado neste Capitulo encontram-se em preparacao
dois artigos com a intencao de serem submetidos para publicacao na revista
Carbohydrate Research:

P. Coimbra, H.C. de Sousa, M.H. Gil, Preparation and characterization of vinyl-
functionalized pectin derivatives and of their chemical hydrogels.

P. Coimbra, H.C. de Sousa, M.H. Gil, Methacrylated pectin based hydrogels prepared
by photoinduced reticulation: synthesis, characterization and their in vitro
evaluation as controlled drug delivery systems.
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Neste Capitulo, duas pectinas comerciais (pectina derivada de residuos de
frutos citricos e pectina derivada de residuos de mag¢d) foram modificadas
quimicamente através da introdu¢do na sua estrutura de grupos vinilicos ou
metacrilicos terminais. Os derivados assim obtidos foram caracterizados e
posteriormente utilizados na produ¢do de hidrogéis quimicos preparados por
fotoreticulacdo. Dois farmacos e duas proteinas, nomeadamente o flurbiprofeno
soédico, o sulfato de gentamicina, e as proteinas lisozima e albumina do soro bovino,
foram também incorporados nos hidrogéis produzidos e o desempenho destes foi
investigado enquanto sistema de libertacdo controlada (SLC) através de ensaios de

libertacao in vitro.

3.1 Pectinas: estrutura, propriedades, producao industrial e
aplicacoes

As pectinas constituem uma familia de polissacarideos estruturalmente
complexos que se encontram presentes nas paredes celulares primarias e regides
intracelulares das plantas, e onde desempenham varias fung¢des estruturais e
funcionais? 2.

O termo pectina provém do grego pektikos, que significa congelar ou
solidificar3 e que reflecte a capacidade que estes polissacarideos tém de gelificar.
Devido a esta propriedade a pectina é abundantemente utilizada na industria
alimentar como agente de gelificacdo*. Por apresentar uma boa biocompatibilidade,
a pectina é também utilizada na producao de produtos cosméticos, farmacéuticos e
de higiene pessoal.

Varios estudos tém evidenciado o potencial da pectina, por si s6 ou em
conjunto com outros polimeros, enquanto biomaterial para a fabricacao de scaffolds
5, revestimento de superficies de dispositivos biomédicos® e producao de sistemas
de libertacdo controlada de moléculas terapéuticas? 8. Por ser um polissacarideo que
nao é degradado no estdmago ou pelas enzimas presentes no tracto gastrointestinal
superior, sendo apenas degradado no colon, a pectina tem sido extensivamente
investigada na producao de sistemas de libertacdao de farmacos destinados a actuar

especificamente nesta parte do sistema gastrointestinal® 10,
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Seguidamente, apresentar-se-do os aspectos mais importantes relacionados
com estes polissacarideos, salientando-se a sua estrutura quimica, producgao

industrial, propriedades gerais e aplicagdes.

3.1.1 Estrutura quimica

O termo pectina é utilizado para descrever uma familia complexa e
heterogénea de polissacarideos e oligossacarideos encontrados nas plantas e que
tém como caracteristica comum o facto de possuirem na sua estrutura residuos de

acido D-galacturénico (AGal), (Figura 3.1) unidos por uma ligacdo a-(1—4) 12 11-13,

HO  COOH
o
H H
HO H H
H O on

Figura 3.1 Estrutura quimica do acido D-galacturénico (AGal).

Na Figura 3.2a encontra-se representado o modelo que actualmente retine
mais consenso sobre a forma como as vdarias estruturas pectidicas conhecidas se
encontram organizadas entre si. Trés tipos de polissacarideos pectidicos, designados
por Homogalacturonanas, Ramnogalacturonanas do tipo I e Ramnogalacturonanas
do tipo II, constituem os principais elementos estruturais deste modelo.

As Homogalacturonanas (HGA), também designadas por regido lisa,
constituem a maior parte da pectina (cerca de 65%), consistindo numa cadeia linear
de Poli-a-(1—4)-(acido D-galacturdnico) com 100 a 200 unidades de AGal. As HGA
apresentam proporg¢des variaveis de grupos carboxilicos esterificados com o grupo
metilo, podendo apresentar também, em menor grau, grupos acetilo nas posi¢des O-
2 e/ou 0-3.

As Ramnogalacturonanas do tipo I e Ramnogalacturonanas do tipo II
constituem a chamada regidao ramificada da pectina.

As Ramnogalacturonanas do tipo I (RG-I) sdo o segundo maior constituinte da
pectina (cerca de 25% a 30%). Estas consistem numa cadeia principal constituida

pela repeticdo do dissacarideo [—4)-a-D-GalA-(1—2)-a-L-Ram-(1—], onde Ram
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significa Ramnose. Ligados a esta cadeia, pelos residuos de Ramnose, encontram-se
varias cadeias de residuos de agtcar neutros, compostas predominantemente por L-
arabinose e/ou D-galactose. Estas cadeias laterais podem ter até cerca de 20
unidades de comprimento e podem ser, elas proprias, ramificadas.

As Ramnogalacturonanas do tipo II (RG-II) constituem cerca de 10% das
pectinas e sdo compostas por uma cadeia principal de poli-a-(1—4)-(acido D-
galacturénico) com cerca de 8 unidades de AGal. A estes residuos encontram-se
ligadas cadeias laterais ramificadas compostas por cerca de 12 tipos de agulcares
(alguns deles bastante raros), arranjados entre si numa forma complexa.

Para além dos trés principais polissacarideos pectidicos descritos acima, sao
ainda conhecidas outras duas estruturas pectidicas - as xilogalacturonanas e as
apiogalacturonanas, presentes em pequenas percentagem e expressas apenas por
algum tipo de plantas e/ou tecidos vegetais.

Até recentemente era consensual representar a pectina como sendo uma
cadeia principal constituida por HGA, onde pontualmente se inseriam zonas
ramificadas de RG-I e RG-II, tal como é esquematizado na Figura 3.2a. No entanto,
recentemente foi proposta uma nova estrutura para descrever a pectinal?. Neste
novo modelo, representado na Figura 3.2b, a pectina é representada como sendo
uma cadeia principal constituida por RG-I e onde as HGA, juntamente com as RG-II,
sdo consideradas como ramificacdes longas desta cadeia.

O facto de um modelo para a estrutura basica da pectina ainda ndo estar
completamente estabelecido reflecte bem a extrema complexidade e diversidade
estrutural deste tipo de polissacarideos. Sabe-se que a estrutura fina das pectinas
pode ser altamente heterogénea entre diferentes tipos de plantas, entre tecidos, e
até mesmo dentro de uma tnica parede celular. Também o tamanho das cadeias dos
principais dominios pode variar consideravelmente e sabe-se que composicido e
estrutura dos agtcares da regido RG-I sdo altamente variaveis. Pelo contrario, ha
estudos que indicam que a estrutura RG-II é consideravelmente conservada de

espécie para espécie.
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Figura 3.2 Representacdo esquemadtica da estrutura basica da pectina. a) Modelo
convencional. b) Modelo alternativo (imagem adaptada de Willats et al 3).

3.1.2 Pectina comercial

A estrutura da pectina descrita anteriormente corresponde ao que se pensa
ser a pectina tal como ela existe nas plantas intactas, designada por pectina nativa
ou protopectina.

Na producdo industrial das pectinas, a maior parte da regido ramificada é
perdida durante o processo extractivo. Assim, a pectina comercial é composta
principalmente por residuos de acido galacturénico (tipicamente mais de 70%), com
um grau de esterificacdo, GE (definido como a razao entre o nimero de unidades de
acido galacturdnico esterificadas com o grupo metilo e o nimero total de unidades
de acido galacturénico), entre 30 a 80%.

Por esta razdo, muitas vezes a pectina comercial é considerada como sendo
apenas um polimero linear de residuos de acido D-galacturénico (AGal) unidos por
uma ligacdo o-(1—4) e com parte dos grupos carboxilicos parcialmente
esterificados com o grupo metilo (Figura 3.3). Contudo esta representacdo € uma
simplificacdo da realidade pois, em maior ou menor grau, parte da regido ramificada

da pectina é retida apds o seu processamento industrial.
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Figura 3.3 Poli a-(1—4) (acido D-galacturénico) parcialmente esterificado com grupos
metilo (também designado por Poli a-(1—4) (metil galacturonato)).

Na Tabela 3.1 encontra-se a composicdo tipica de duas pectinas comerciais
obtidas a partir de residuos de frutos citricos e de maga, as duas grandes fontes de
matéria-prima da indudstria de producdo de pectinas!®* Sendo -constituidas
maioritariamente por acido galacturénico, na sua composicdo existe ainda uma
quantidade significativa de aclcares neutros e uma percentagem residual de
proteinas e de compostos fendlicos. Estima-se também que algumas unidades de
AGla se encontrem acetiladas, num grau de 1.5% para as pectinas de limao e de 5%
para a pectina de ma¢a. Encontra-se ainda uma pequena percentagem de compostos
inorganicos (principalmente ides s6dio e potassio). A pectina extraida da macga
contém mais aglcares neutros e mais compostos fenélicos mas menos proteinas que

a pectina de limao.

Tabela 3.1 Composicao tipica de duas pectinas comerciais (composicdo representada em
percentagem de massa seca)l4.

Componente (%) Citrinos (Limao) Maca
Acido galacturénico anidro 76.4 60.8
Grupos metoxilo (% GE) 4.4 (71.5) 3.6 (74.3)
Grupos acetilo (% GAc) 0.26 (1.4) 0.72 (5.0)
Acucares neutros 8.5 27
Proteinas 3 1.6
Fenois 0.18 0.59
Cinza 2.38 1.89

O grau de esterificacdo das pectinas (GE) é o parametro que mais influéncia

tem nas suas propriedades funcionais, tendo uma importancia fundamental na sua
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solubilidade e nas suas condi¢cdes de gelificacdo. Por esta razdo as pectinas
comerciais sdo classificadas em duas categorias, de acordo com o seu grau de
esterificacdo: Pectinas de elevado grau de esterificacdo - pectinas EGE- quando estas
tém um GE superior a 50%, e pectinas de baixo grau de esterificacdo - pectinas BGE-
para as pectinas de com um GE inferior a 50%.

Industrialmente sdo ainda produzidas as chamadas pectinas amidadas#, onde
parte dos grupos éster sdo substituidos por grupos amida, sendo o grau de amidacgao
(GA) resultante definido como a razdo entre as unidades de acido galacturénico
amidadas e as unidades de acido galacturénico totais. Normalmente este tipo de
pectinas é produzido a partir pectinas com elevado grau de esterificacdo, resultando
em pectinas com GE menor de 50% e GA entre 10% e 25%, sendo por esta razdo

designadas por pectinas amidadas de baixo grau de esterificacao (pectinas ABGE).

3.1.3 Producao industrial

Como ja foi referido, as pectinas comerciais sdo quase exclusivamente obtidas
a partir dos residuos de frutos citricos (limao, laranja e lima) e de macg3, os quais se
encontram disponiveis em grandes quantidades enquanto subprodutos da industria
alimentar.

A pectina contida nestes residuos (10-15%, em base seca, para os residuos de
mac3, e 20 a 30% para os residuos de frutos citricos), é extraida com agua quente
acidificada por um &cido forte (acido nitrico) # 15. As condi¢des de extracg¢do tipicas
sdo pH entre 1 e 3, temperatura de 50 a 902C, e um tempo de extraccao de 3 a 12
horas. A razdo soélido/solvente utilizada é escolhida de forma a que, no final da
extrac¢ao, a concentracao de pectina em solugdo seja cerca de 5-10g/l. Dependendo
das condicOes de extraccdo e da matéria-prima, o GE da pectina extraida varia entre
55% e 80%.

Depois da extrac¢do, a solucdo aquosa obtida é filtrada, para remover os
sélidos insoluveis, e feita passar por uma resina de permuta i6nica, para remover os
ides calcio, sendo de seguida concentrada por evaporacdo ou por filtragdo por
membranas.

A pectina é entdo precipitada e lavada com alcool (normalmente alcool
isopropilico), prensada, seca, moida e as particulas obtidas peneiradas de forma a

obter um p6 com uma distribui¢cdo de tamanhos controlada.
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Na produgdo de pectinas com um GE <55%, um passo de de-esterificacao
adicional é realizado depois da extrac¢do. Este pode ser feito imediatamente antes
da precipitacdo, por tratamento acido da pectina dissolvida, ou imediatamente
depois da precipitacao, por reac¢do com uma base forte (como por exemplo NaOH),
com a pectina suspensa no alcool. Se neste ultimo método for utilizada aménia como
o reagente basico, alguns grupos éster (OCHs) sdo convertidos, por amonolise, em
grupos amida (ONHz), obtendo-se dessa forma as chamadas pectinas amidadas.

Por ser obtida a partir de um produto natural, a pectina assim extraida é
bastante polidispersa, podendo apresentar, em diferentes batchs, variagdes
significativas no que diz respeito ao peso molecular médio, grau de esterificagdo,
presenca de outros substituintes (como grupos amida e grupos acetilo) e
percentagem de AGla. Assim, no final do processo, é necessario fazer a sua
padronizac¢do para que as caracteristicas do produto final obedegam a uma série de
especificacdes. Algumas dessas especificagdes, como a % de AGla, sdo gerais para
todos os tipos de pectinas e sdo estabelecidas pelas autoridades competentes. Outras
especificacdes caracterizam um tipo de pectina em particular, sendo implementadas
para garantir que as propriedades do produto final sejam as adequadas para o uso a
que é destinado. Estas especificacdes podem envolver propriedades simples de
padronizar, como o grau de esterificacio e a percentagem de AGla, ou mais
complexas, como a forga de gelificacao.

A padronizagdo é feita misturando quantidades adequadas de diferentes
batchs de forma as propriedades da mistura final obedecam as especificacdes
pretendidas. Se as especificagdes incluirem a forga de gelificacdo, como é o caso das
pectinas comerciais que tém como destino a indudstria alimentar, podem ser ainda

adicionados agucares, normalmente a sacarose.

3.1.4 Propriedades da pectina

3.1.4.1 Propriedades dcidas
Devido a presenca das unidades de AGla, a pectina apresenta as propriedades
caracteristicas de um acido fraco poliproético e, como tal, sem um pK, bem definido.

Os valores apresentados na literatura para o pKa (correspondente a 50% de grupos
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carboxilicos dissociados) situam-se entre 3.5 e 4.5. Estimativas do pK intrinseco (o

pK extrapolado para os zero graus de dissociacdo) varie entre 2.9 e 3.3

3.1.4.2 Gelificagdo e interacgdes com outros biopolimeros

Como ja foi referido, as pectinas sao muito utilizadas pela industria alimentar
na preparac¢do de uma grande variedade de produtos. Uma das razdes desta extensa
utilizacdo advém da sua capacidade para formar géis fisicos em meio acido, na
presenca de ides divalentes ou de agucares.

A gelificacdo das substancias pectidicas pode ocorrer por via de dois
mecanismos diferentes, sendo o mecanismo dominante na formacao de um gel de
pectina determinado pelo grau de esterificacao.

As pectinas de elevado grau de esterificagcdo (pectinas EGE) gelificam a um pH
inferior a 3.8 e na presenca de sélidos soliveis (tipicamente agucares) numa
concentragdo superior a 55% (m/m)* Estas condi¢des promovem as interacgdes
entre as moléculas de pectina, permitindo a formacao e estabilizacdo de zonas de
juncdo, quer por meio da formacao de ligacdes de pontes de hidrogénio entre os
grupos -COOH e OH, quer pelo estabelecimento de interac¢des hidrofébicas entre
grupos metilo®. Este mecanismo de gelificacdo encontra-se presente em muitas das
utilizacdes comerciais da pectina, nomeadamente na producdao de geleias e de
compotas.

As pectinas de baixo grau de esterificacao, pectinas BGE, amidadas ou ndo,
apresentam um mecanismo de gelificacdo completamente diferente e que requer um
pH superior a 3 e a presenca de uma quantidade suficiente de ides metdlicos di- ou
tri-valentes* 16, O processo de gelificagcdo deste tipo de pectinas é semelhante ao que
ocorre na gelificacao do alginato, sendo descrito por um modelo denominado de egg
box17. Este mecanismo envolve a formacdo de complexos iénicos coordenados entre
os grupos carboxilicos dissociados da pectina e os catides di- ou tri-valentes. Na
industria alimentar, o ido Ca2* é normalmente utilizado. Como a gelificacdo deste
tipo de pectinas ndo requer a presenca de acucares, estas sdo utilizadas na
preparacao de compotas e geleias com baixo teor de acgucar.

Sendo que o grau de esterificagdo é o factor que determina o tipo de
mecanismo pelo qual as pectinas gelificam, outros factores intrinsecos das moléculas

de pectina, como o padrdo de distribuicdo dos grupos carboxilicos livres, o peso
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molecular, o grau de amidacdo, a presenca de grupos acetilo e de regioes
ramificadas, vdo também determinar as propriedades finais dos géis obtidos.

A pectina interage com outros biopolimeros em solu¢do como é o caso de
proteinas e outros polissacarideos. Dependendo da natureza do outro biopolimero, e
de factores como o pH, forga idnica, concentracdo e temperatura, pode-se observar a
co-existéncia dos dois biopolimeros em solug¢do ou, pelo contrario, o aparecimento
de fenémenos de separacgao de fases segregativos ou associativos, como por exemplo
a coacervagdo complexals.

A estabilizacdo de bebidas lacticas acidificadas, como é o caso dos iogurtes
liquidos, é um exemplo de aplicagcdo das pectinas comerciais na industria alimentar
que envolve a interaccao entre este polissacarideo e as proteinas do soro de leite.
Nesta aplicacdo, a pectina actua como agente estabilizante ao ligar-se, por meio de
interaccOes electrostaticas, as proteinas do leite, nomeadamente a caseina,
impedindo dessa forma a tendéncia que estas proteinas tém de, em pH acido (pH~4)

se agregarem e formarem precipitados3 4.

3.1.4.3 Degradagdo quimica

As pectinas, em solu¢des aquosas, sofrem reacgdes de de-esterificacdo e
despolimerizacdo (Figura 3.4), apresentando uma estabilidade maxima em solucdes
aquosas a um pH entre 3 e 43 4. Acima ou abaixo destes valores de pH a velocidade
de ambas as reacgbes aumenta, especialmente quando estas condi¢coes sao
combinadas com temperaturas elevadas.

A pH alcalino, as cadeias das homogalacturonanas despolimerizam
rapidamente por elimina¢do  da ligacdo glicosidica a-(1—4). As pectinas EGE sdo
particularmente vulneraveis a este tipo de reac¢do. Para um pH inferior a 4, a
pectina sofre despolimerizagdo por hidrolise das ligacdes glicosidicas. As pectinas

BGE sdo mais sensiveis a esta reacc¢ao.
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Figura 3.4 Mecanismos mais comuns de degradacdo das pectinas (adaptado de
Zachariassen15).

3.1.4.4 Degradagdo enzimdtica

As substancias pectidicas sao degradadas por um largo e heterogéneo grupo
de enzimas, designadas por pectinases ou enzimas pectinoliticas, produzidas por
plantas e por microrganismos1°-21,

Estas enzimas estdo divididas em trés grandes grupos: I) Protopectinases; II)
Pectinoesterases; I11) Enzimas despolimerizantes.

[) As protopectinases sdo responsaveis pela transformag¢do da protopectina
(insolivel) em pectina solivel com um elevado grau de polimerizagdo. Estas sao
também conhecidas por enzimas digestivas, pois separam a protopectina dos
restantes constituintes das paredes celulares a que ela possa estar ligada.

II) As pectinoesterases (PE) catalisam a de-esterificacdo da ligagdo éster dos
residuos AGla metoxilados, transformando o Poli a-(1—4) (metil galacturonato) em
Poli a-(1—4) (acido D-galaturénico).

[II) As enzimas despolimerizantes quebram a ligacdo glicosidica a-(1—4)
entre as unidades galacturénicas da pectina, quer por hidrélise (hidrolases) quer
por eliminacao [ (liases).

As hidrolases e liases que atacam preferencialmente as ligacoes glicosidicas
estabelecidas entre residuos de AGla esterificados sdo designadas por poli-
metilgalacturonases = (PMG) e  poli-metilgalactaronato  liases = (PMGL),

respectivamente. As enzimas que actuam preferencialmente sobre as ligacdes
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glicosidicas estabelecidas entre duas unidades de acido galaturénico sao chamadas
de poligalacturonases (PG), no caso das hidrolases, e poligalacturonato liases (PGL),
no caso das liases. Estas quatro categorias de enzimas podem ser ainda classificadas
de acordo com o seu padrao de acgdo, ou seja, se quebram as ligacdes glicosidicas
aleatoriamente (endo-enzimas) ou se actuam apenas sobre a ligagao terminal (exo-
enzimas). Na Figura 3.5 encontra-se esquematizado o modo de actua¢do das
pectinoesterases e das enzimas despolimerizantes referidas acima.

As pectinases sdo produzidas industrialmente em culturas microbianas sendo
um produto com um elevado potencial comercial: estima-se que a comercializagao
destas constitui cerca de 25% do valor das vendas de todas as enzimas consumidas

pela industria alimentar a nivel mundial?°.
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Figura 3.5 Modo de actuacao de algumas pectinases (adaptado de Alkorta et alt?): PE -
Pectinoesterase (EC 3.1.1.11); PMGL - Poli(metilgalacturonato) liase; PMG - Poli
metilgalacturonase; PGL - Poligalacturonato liase (EC 4.2.2.2); PG - Poligalacturonase (EC
3.2.1.15).
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3.1.4.5 Actividade biolégica e farmacoldgica

Numa dieta ocidental normal, cada pessoa ingere cerca de 4 a 5 g de pectina
por dia, estando o seu consumo associado a varios beneficios para a saiude humana,
em parte devido a sua fung¢do enquanto fibra dietética. Existem evidéncias da relacao
entre o consumo desta e a reducao do colesterol no sangue. Este polissacarideo
actua também como um profilatico natural contra o envenenamento por catides
téxicos, como o chumbo e o mercurio, ao remover estes metais do tracto
gastrointestinal. A pectina é também conhecida pela sua eficacia no tratamento da
diarreia, sendo administrada frequentemente a criancgas e animais?2.

Varios estudos demonstram também a actividade anti-cancerigena de
algumas substancias pectidicas (como a redu¢do do crescimento de tumores e
inibicao da formacao de metastases), particularmente a chamada pectina de citrinos
modificada - uma pectina de baixo peso molecular (20 a 30 kDa) obtida a partir de
frutos citrinos e de um tratamento a pH e temperatura elevados?3-25. Embora estes
estudos tenham demonstrado o potencial dos polissacarideos pectidicos enquanto
agentes terapéuticos de doencgas cancerigenas, ainda se encontra por elucidar os
mecanismos pelos quais as pectinas induzem a apoptose de células cancerigenas e
inibem a propagacdo de metateses, bem como ainda nao é claro, devido a sua
complexidade estrutural, que tipos de estruturas moleculares em particular sdo
responsaveis por esta actividade. No entanto, a maioria das evidéncias obtidas até
agora sugerem que as zonas ramificadas da pectina desempenham um papel
importante na sua actividade anti-cancerigena bem como em outras propriedades

bioactivas 3.

3.1.5 Aplicagcoes comerciais

O mercado global das pectinas apresenta um crescimento anual de cerca de
3.5% e um volume anual de vendas estimado em 34 000 toneladas, com um valor de
mercado de cerca de 400 milhdes de euros?®. No grafico apresentado na Figura 3.6 é
possivel observar que a grande maioria das pectinas, cerca de 94%, tem como
destino final a industria alimentar, sendo que mais de um tergo destas é utilizada na
confeccao de geleias e gelatinas. A utilizacdo das pectinas na producao de bebidas
lacticas acidificadas ou fermentadas é outra das grandes aplicacdes na industria

alimentar, encontrando-se esta aplicagdo em rapido crescimento.
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As industrias farmacéutica e de produtos de higiene pessoal sdo responsaveis
pelo consumo da restante producdo de pectinas (cerca de 6% da producdo total),
utilizando estas na producao de cosméticos, lo¢coes, pasta de dentes, produtos para
os cabelos e pele e ainda compressas para o tratamento de feridas e sacos colectores

para doentes ostomizados?®.

Outros produtos
alimentares

Industria de panificagdo— 50

2% Produtos lacteos 5%

Confeitaria

5%

Produtos farmacéuticos
e de higiene pessoal
6%

Compotas de alto e baixo \
teor de agticar '
37%

Bebidas de fruta
9%

\
‘= Preparados de fruta
12%

Bebidas de leite acidificadas
21%

Figura 3.6 Estimativa do peso das diversas aplicacdes das pectinas no mercado global
(adaptado de Zachariassen?s).

3.2 Aplicagoes da pectina em sistemas de libertacao de
compostos bioactivos
Tal como outros polissacarideos, a pectina tem sido investigada como matriz
para a incorporacdo e libertacdo controlada de compostos bioactivos. Devido as
propriedades desta, a maior parte da investigacdo nesta drea encontra-se focada no
desenvolvimento de sistemas de libertacdo destinados a actuarem em zonas

especificas do tracto gastrointestinal.

3.2.1 Libertacio especifica de compostos bioactivos no célon por via
oral

Os polissacarideos tém sido extensivamente utilizados na formulacdo de
sistemas de libertacao capazes de, quando administrados por via oral, actuarem

numa zona especifica do tracto gastrointestinal - o célon.
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As propriedades dos polissacarideos tém sido exploradas para ultrapassar
uma série de desafios que o desenvolvimento destes sistemas apresenta: por um
lado, estes sistemas tém de permanecer intactos no seu transito pelo tracto
gastrointestinal (TGI) superior, de forma a proteger os compostos bioactivos da
degradacdo quimica e enzimatica e, por outro lado, devem ter a capacidade de
libertar os compostos incorporados logo que atinjam o seu alvo.

As pectinas, em particular, tém sido bastante estudadas enquanto material
para a construcao deste tipo de sistemas’ % 10. 22; estas sdo resistentes as proteases e
amilases activas na zona superior do TGl mas sdo degradadas pelas enzimas
produzidas por uma grande variedade de microrganismos presentes unicamente no
célon. Por outro lado, as pectinas apresentam sensibilidade a varia¢des de pH, tendo
uma tendéncia para formar agregados insoliveis em meio acido (meio caracteristico
do estdmago). Pelo contrario, em meios neutros ou perto da neutralidade (como se
verifica no célon), tém tendéncia a expandir-se e dissociar-se. Para além destas
propriedades, que teoricamente possibilitariam a libertagdo de compostos
bioactivos preferencialmente na zona do coélon, as pectinas exibem outras
propriedades atractivas como a sua biocompatibilidade, mucoadesividade e a
capacidade de gelificar facilmente na presenca de agentes ndo téxicos e ndo
agressivos para os compostos bioactivos.

Tém sido preparados sistemas de libertacdo, que tém como alvo o célon,
utilizando somente a pectina ou a pectina em combinacdo com outros polimeros.
Esta tem sido utilizada basicamente de duas formas:

- Como sistema matricial, onde sdao incorporados os compostos bioactivos
dispersos ou dissolvidos, formulada na forma de géis, particulas e comprimidos.

- Incorporada em filmes de revestimento.

Na Tabela 3.2 encontra-se o resumo de alguns trabalhos encontrados na
literatura e exemplificativos dos diversos modos como a pectina tem sido utilizada
na preparacdo de sistemas de libertacdo especifica no c6lon. A actuacdo destes
sistemas tem sido investigada in vitro e em alguns casos in vivo, utilizando variados
compostos bioactivos, desde moléculas de baixo peso molecular, hidrofilicas e

hidrofébicas, até biomacromoléculas terapéuticas.
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Tabela 3.2 Resumo de alguns trabalhos publicados na literatura sobre a utilizagdo da pectina no desenvolvimento de sistemas de libertagado especifica

no colon.
Forma de Composto Descricdo Desempenho Ref.
utilizacao da activo
pectina
Insulina Comprimidos de pectinato de calcio (PCa) e Invivo (caes): Os comprimidos come¢avam a libertar insulina 28
insulina passado pouco tempo de serem ingeridos.
BSA Particulas de pectinato de calcio obtidas por In vitro: perfil de libertacao dependente do tipo de pectina 27
gelificagdo ionotrépica. utilizada (pectina BGE ou pectinas ABGE) e extensao de
reticulagao.
Indometacina  Comprimidos pectina EGE + cloreto de calcio + Invitro: A compexacdo in situ da pectina com ides calcio permite 26
indometacina uma libertacao retardada do composto activo.
Teofilina Particulas de pectinato de calcio revestidas In vitro: Perfis de libertacdo adequados para sistemas especificos 30
com Eudragite®100 de libertagdo no célon.
Matrizes Marcador Comprimidos de PCa/pectina ou PCa/goma de  Invivo (humanos): Comprimidos desintegraram-se apenas no 32
radioactivo  guar revestidos com Eudragite®L célon.
Indometacina Comprimidos de HPMC/pectina EGE/cloreto In vivo (caes): concentracdo maxima de indometacina no sangue 36
de célcio atingida 4 horas depois da ingestdo dos comprimidos.
Vancomicina Particulas de pectina/quitosano. Comprimidos  In vitro: Perfis de libertagdo adequados para sistemas especificos 35,37
de vancomicina/particulas de de libertagdo no célon.
pectina/quitosano.
BSA Particulas de pectina/alginato/quitosano In vitro: sistemas com elevada sensibilidade ao pH e susceptiveis 38
de degradacdo enzimatica.
Marcador Revestimento por compression coating com In vivo (humanos): Comprimidos desintegraram-se apenas no 42
radioactivo  Pectina EGE célon.
Insulina Comprimidos com insulina revestidos por In vivo (caes): elevagdo abrupta da concentracao de insulina no 28
compression coating com PCa. sangue passado 5 a 8 horas depois da ingestao.
Filmes de Marcador Revestimento por compression coating com In vivo (humanos): Comprimidos desintegraram-se apenas no 4
revestimento radioactivo  Pectina/HPMC colon.
Paracetamol Revestimento por spray-coating com In vitro: Perfis de libertacdo modelados pela quantidade de pectina 52
dispersoes de pectina e etilcelulose presentes nos filmes. Revestimento sensivel ao ataque enzimatico.
Teofilina Revestimento por spray-coating com pectina In vitro: Os revestimentos de pectina EGE com o polimero acrilico 48,49

EGE ou PCa e dispersoes de etilcelulose ou
acrilicas

Eudragite ®NE30D revelaram-se os mais eficazes na retardagio da
libertacdo do farmaco.
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Sistemas matriciais

Quando utilizada isoladamente, a pectina tem sido frequentemente utilizada
na sua forma complexada com ides calcio, os chamados pectinatos de calcio® 26-2°.
Como foi referido anteriormente, as pectinas de baixo grau de esterificagdo formam
géis na presenca de ides calcio e outros ides di- ou trivalentes. Estes géis sdo estaveis
em meios com pH baixo, sendo capazes de absorver uma quantidade de agua
consideravel sem se dissolverem, e simultaneamente conservam a susceptibilidade
das pectinas as enzimas produzidas pela microflora presente no célon.

Num trabalho pioneiro, Rubinstein et al?° preparou pectinatos de calcio a
partir de pectina de-esterificada (GE 16%), utilizando estes para formular
comprimidos matriciais com indometacina, uma droga com uma solubilidade aquosa
muito reduzida. A degrada¢do das matrizes e a libertacdo do farmaco foram
avaliados in vitro, na presenca de Pectinex 3XL, uma mistura tipica de varias
pectinases, e na presenca da bactéria Bacteroides ovatus, uma estirpe presente na
microflora do c6lon humano. Os autores verificaram que a taxa de degradac¢do das
matrizes era influenciada positivamente pela concentragdo das enzimas em solugao
e que a velocidade de libertacdo do farmaco aumentava consideravelmente na
presenca destas. Este trabalho é referido como dos primeiros a provar o potencial da
utilizacdo da pectina enquanto material para o desenvolvimento de sistemas de
libertacdo especifica no célon sensiveis a microflora presente nesta regiao do TGI.

Liu et al’° estudaram a influéncia da quantidade de calcio utilizada nas
propriedades reolégicas destes tipos de géis e no seu desempenho enquanto
sistemas de libertacdo, tendo concluido que existe uma quantidade de calcio éptima
para a formacdo dos géis, a qual maximiza a forga de gelificacdo destes e minimiza a
velocidade de libertacdo da droga incorporada. Outros autores investigaram ainda a
influéncia do grau de esterificacao e amidacao da pectina nas propriedades dos géis
produzidos?’.

Outra estratégia investigada foi a formagdo de géis de pectinato de calcio in
situ. Wei et al?® prepararam comprimidos de pectina e de indometacina aos quais
adicionaram varias percentagens de cloreto de calcio, partindo do pressuposto que,
em contacto com um meio aquoso a pectina complexaria com os ides de calcio

dissolvidos, formando assim um gel que retardaria a libertacio da droga. Este
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pressuposto verificou-se, tendo-se também observado que a taxa da libertagdo do
farmaco diminuia com o aumento das quantidades de calcio nas formulagdes.

Os diversos estudos envolvendo pectinatos de calcio levou os investigadores
a concluirem que, devido a elevada hidrofilicidade destas matrizes, a aplicabilidade
destas enquanto sistemas efectivos de libertacao especifica no célon se encontra
restringida, na melhor das hipéteses, a libertagdo de moléculas pouco soliveis em
meio aquoso®. Com efeito, estudos in vivo realizados com compostos bioactivos
hidrofilicos, como por exemplo a insulina?8, revelaram que os pectinatos de calcio,
embora retardem a libertacdo do composto activo, comecavam a libertar este muito
antes de atingirem o célon.

Desta forma, o revestimento das matrizes de pectina com varios polimeros,
em particular com polimeros entéricos da familia Eudragite®, tem sido proposto
para aumentar a eficiéncia destas matrizes enquanto sistemas de libertacao
especifica de farmacos hidrofilicos no c6lon3%-32, Por exemplo, Maestrilli et al3?
revestiu com Eudragit®S100 microparticulas de pectinato de calcio preparadas por
gelificacdo ionotropica e investigou a libertacdo in vitro da droga modelo teofilina,
numa sequéncia de meios que simulava as varias condi¢cdes de pH encontradas ao
longo do tracto gastrointestinal. Estes autores verificaram que, com um
revestimento com uma espessura adequada, as particulas de pectinato de cdlcio
possuiam a capacidade de libertar a teofilina de forma modelada, inibindo de forma
completa a libertacdo da droga nas primeiras 2 horas de libertacio em ambiente
gastrico (pH 1.1) e limitando a 10% a sua libertacdo nas duas horas seguintes,
ocorridas num meio que simulava as condi¢coes do intestino delgado (pH 6.8), e
libertando a restante droga em menos de 24 horas, num meio que simulava as
condi¢des de pH do cdlon (pH 7.4). Investigacdes in vivo sobre a desintegracdo de
matrizes de pectinato de calcio revestidas com polimeros entéricos revelaram ainda
que estas atingiam o cOlon praticamente intactas, desintegrando-se depois
completamente passado apenas algum tempo32.

Outro modo de aproveitar as propriedades favoraveis das pectinas, por um
lado, e de desenvolver matrizes mais estaveis e menos hidrofilicas, por outro, é a
combinacdo da pectina com outros polimeros, particularmente outros

polissacarideos, como por exemplo, o quitosano e a hidroxipropilmetilcelulose33-38,
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Até agora os sistemas mais investigados envolveram a combinagdo da pectina
com o quitosano. O interesse desta combinacdo prende-se com as propriedades
sobejamente conhecidas do quitosano, e com o facto destes dois polimeros, por
possuirem grupos ionizaveis de natureza oposta, interagirem entre si por forgas
electrostaticas, tendo a capacidade de formar complexos polielectroliticos
insoluveis.

Na literatura encontram-se diversos trabalhos sobre a possivel utilizagdo
enquanto veiculos para a entrega especifica de compostos bioactivos no colon de
matrizes compostas por pectina e quitosano (ou de derivados de quitosano),
formuladas sobretudo na forma de particulas e microparticulas34 35 37-40, Estas
particulas sdo preparadas apenas pela complexagdo polielectrolitica da pectina e do
quitosano, em meios com um pH intermédio dos pKa dos dois polissacarideos, ou
formadas na presenca de agentes reticulantes, quer da pectina (Ca%*), quer do
quitosano (tripolifosfato). Estes trabalhos focaram-se sobretudo na optimizacao das
propriedades destas formulagdes que sdo relevantes para o seu desempenho
enquanto sistemas especificos de libertagio no coélon, como por exemplo a
sensibilidade ao pH e a degrada¢do enzimatica. Variando as proporg¢des dos dois
polimeros e a concentracdo dos agentes reticulantes, entre outras varidveis de
processo, é possivel encontrar as formulagdes com um comportamento de inchago
mais favoravel, isto é, que exibam um baixo grau de inchaco a pH acido e o maior
grau de inchago possivel em meios com valores de pH iguais aos encontrados no
célon.

Um exemplo destes estudos é o trabalho desenvolvido por Bigguci et al35 37
sobre o estudo de matrizes compostas de pectina e de quitosano enquanto veiculos
para a libertacdo de vancomicina no célon. Estes autores prepararam complexos de
pectina e de quitosano, utilizando varias propor¢des dos dois polimeros e meios de
complexacdo com diferentes valores de pH. Os complexos formados foram
processados em microparticulas por spray drying. O farmaco foi incorporado
durante a formagdo dos complexos ou, alternativamente, foi misturado fisicamente
com as microparticulas, e a mistura processada em comprimidos. Os autores
estudaram as condicoes de formagdao dos complexos que maximizavam a
sensibilidade ao pH e as propriedades mucoadesivas destes. Os testes de libertagdo

in vitro confirmaram a capacidade dos sistemas preparados de limitarem a
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libertacdo do farmaco em meio acido, libertando este preferencialmente num meio
com pH semelhante ao presente no co6lon (7.4). Adicionalmente, estudos de
libertacdo na presenca de pectinases revelaram que a percentagem do farmaco
libertado aumentava consideravelmente, indiciando assim a susceptibilidade destas

matrizes a degradagdo enzimatica.

Filmes de revestimento

O revestimento com filmes poliméricos de formulagdes s6lidas administradas
por via oral é frequentemente usado na industria farmacéutica como forma de
atingir uma libertacdo sustentada*l. Assim, e devido as propriedades ja
mencionadas, a pectina, isoladamente ou em combinacao com outros polimeros, tem
sido utilizada no revestimento de formulagdes soélidas destinadas a libertacdo
especifica no c6lon28 42-52,

Ashford et al*? revestiram com pectina EGE comprimidos de sorbitol com
vestigios de um marcador radioactivo e investigaram o comportamento destes in
vivo, em voluntarios humanos. O revestimento foi feito por compression-coating, um
processo onde o material de revestimento, em estado sélido, é submetido a pressoes
elevadas de forma a formar uma camada de revestimento em torno de um material
central. Em todos os voluntarios observou-se que a desintegracdo dos compridos
revestidos com pectina se processava apenas no célon. Contudo, os investigadores
verificaram que, para impedir o sistema de comecar a libertar o composto
radioactivo antes deste atingir o c6lon, era necessario um filme de revestimento com
uma espessura consideravel. Assim, os autores sugeriam o revestimento com filmes
de pectinato de calcio, por ser um derivado da pectina com mais resisténcia a
dissolucdo e que no entanto mantém a capacidade de ser degradado pela microflora
presente no célon.

Rubinstein & Radai?8 exploraram esta sugestdo e utilizaram a técnica de
compression coating para revestir comprimidos contendo insulina com um filme de
pectinato de calcio, tendo monotorizado de seguida a libertacdao da proteina in vivo a
partir dos comprimidos revestidos, utilizando cdes pancreatectomizados. Estes
autores verificaram que, em alguns animais, existia um atraso na libertacao,
observando-se uma elevacdo abrupta da concentracdo de insulina no sangue

passado apenas 5 a 8 horas depois da ingestdo da formulacdo, um intervalo de
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tempo suficiente para esta transitar do estobmago até ao intestino grosso do cdo. No
entanto, em alguns casos, observava-se uma libertagdo de insulina logo a partir dos
tempos iniciais. Estes resultados foram atribuidos as limitagdes técnicas associadas
ao método de compression-coating, com o qual é dificil obter um revestimento
homogéneo em termos de espessura e densidade. Desta forma, os revestimentos
formados por esta técnica apresentam uma maior probabilidade de colapsarem e de
desintegrem-se antes de atingirem o célon.

O desempenho de outros filmes preparados por compression-coating e
constituidos por uma mistura da pectina com outros polimeros, nomeadamente a
hidroxipropilmetilcelulose e o quitosano, foram também investigados*3-47. 50, 51,
Estudos de libertacao, in vitro e in vivo, de comprimidos revestidos com estes filmes
demonstraram a capacidades destes em retardar a libertacio de compostos
bioactivos. Além disso verificou-se que a taxa de libertacdo dos compostos activos
protegidos por estes filmes aumenta na presenc¢a de enzimas pectinoliticas, o que
indica que a pectina, quando misturada com outros polimeros, continua a manter a
sua susceptibilidade a degrada¢do enzimatica.

O revestimento de formulagdes com dispersdes aquosas de pectina e de
polimeros insoluveis (ex: etilcelulose, eudragite®) foi também alvo da atenc¢do dos
investigadores48 49,

Dispersdes aquosas de pectina EGE e de etilcelulose foram investigadas no
revestimento de comprimidos. A etilcelulose, por ser um polimero hidrofébico,
mascara a inerente solubilidade da pectina. A mistura destes dois polimeros permite
assim a obtencao de um filme compdésito com uma permeabilidade reduzida e capaz
de proteger o farmaco de uma libertagao prematura no TGI superior. Isto permitira a
libertacdo do principio activo preferencialmente no célon, onde a pectina encontra
as condicdes mais propicias para se dissolver e onde é ainda degradada pela flora
microbiana.

Wakerly et alP? utilizaram esta formulacdo para revestir comprimidos
contendo paracetamol. Estes verificaram que a proporc¢do entre os dois polimeros
controlava o perfil de libertacdo do farmaco, sendo que o aumento da proporgao de
etilcelulose e da espessura do revestimento conduzia a uma menor taxa de
libertagdo do farmaco, em meios aquosos a pH 1 e pH 7.4. A presenca de enzimas

pectinoliticas, num meio aquoso de pH 6, aumentava a taxa de libertacdo do
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farmaco. Os autores argumentaram que os perfis de libertacdo observados eram
compativeis com um mecanismo de libertacao que envolvia a formacao de canais no
filme protector, os quais eram formados pela dissolucdo da pectina no meio de
libertacao.

Semdé et al*® 4° investigaram a libertacdo de teofilina em comprimidos
revestidos com filmes preparados com diferentes tipos e percentagens de pectina
(pectina EGE ou pectinatos de calcio) e de dispersdes aquosas de etilcelulose
(Aquacoat® EDC 30 ou Surelease®) ou de polimeros insoluveis de base acrilica com
diferentes quantidades de grupos NH: (Eudragite@ NE30D, Eudragite® RS30D).
Estes autores verificaram que o perfil de libertacdo deste farmaco era afectado por
todas as variaveis estudadas, e sobretudo pelas proporc¢des de pectina incorporadas
nos filmes. Os revestimentos de pectina EGE com o polimero Eudragite® NE30D
revelaram-se os mais eficazes na retardacao da libertacdo do farmaco, atingindo o
seu melhor desempenho quando estes tinham uma composicao de pectina de 20%
(m/m, relativamente ao polimero insoluvel). Curiosamente os autores verificaram
que a libertagdo da teofilina dos comprimidos revestidos com estes filmes e com a
percentagem de pectina referida, era mais lenta na presenca de enzimas
pectinoliticas do que na sua auséncia.

Como conclusdo, e analisando as varias abordagens propostas até agora para
a utilizacdo da pectina na preparacdo de sistemas de libertagdo especifica no célon, a
mais promissora, em termos de viabilidade industrial, parece ser o revestimento de
compridos com dispersdes aquosas de pectina e de polimeros insoliveis. De facto, a
técnica utilizada na formacgao destes filmes, spray-coating, é utilizada comummente
pela industria farmacéutica no revestimento de formulagdes so6lidas, apresentando
uma série de vantagens relativamente a técnica referida anteriormente- o
compression-coating, onde a formacao dos filmes é feita pela compressao dos
materiais de revestimento em estado sélido. Refira-se, a propdsito, que esta ultima
técnica caiu em desuso ha varias décadas, sendo utilizada apenas na preparacao de

algumas formulagdes muito especificas>3.

3.2.2 Sistemas de libertacao mucoadesivos
Embora a maior parte da investigacdo dedicada ao desenvolvimento de

sistemas de libertacdo a base de pectina se encontre centrado na aplicacdo desta na
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formulacdo de sistemas de libertagdo especifica no célon, alguns estudos tém
evidenciado também o potencial deste polissacarideo na preparacao de diversas
formulacdes desenhadas para serem administradas topicamente em tecidos de
natureza mucosa como, por exemplo, os olhos ou a cavidade nasal>*>% Nestas
formulacdes, as propriedades mucoadesivas das pectinas sdo exploradas no
aumento da biodisponibilidade do composto bioactivo através do aumento do tempo
de residéncia do farmaco no local onde este é absorvido.

Refira-se que o desempenho da pectina enquanto polimero mucoadesivo é
altamente dependente de algumas das suas propriedades, como o peso molecular, o
grau de esterificacdo e o grau de amidagdo®0-3. Desta forma é redutor e pouco
esclarecedor classificar as pectinas, em geral, como bons ou maus polimeros
mucoadesivos. No entanto a influéncia das diversas propriedades moleculares da
pectina na manifestagdo de mucoadesividade ndo se encontram ainda
completamente esclarecidas, encontrando-se na literatura resultados contraditérios
sobre, por exemplo, a influéncia do grau de esterificagdo no aumento das
propriedades mucoadesivas destes polissacarideos.

Um exemplo de um sistema de libertacdo assente nas propriedades
mucoadesivas da pectina foi proposto por Giunchedi et al®8. Estes autores
investigaram a utilizacdo de microesferas de pectina BGE como forma de melhorar a
fraca biodisponibilidade das formula¢des oftalmoldgicas convencionais (colirios).

Microparticulas de pectina, com um marcador florescente incorporado, foram
preparadas pelo método de spray drying, tendo a distribuicdo deste ao longo do
tempo nos tecidos pré-corneais sido investigada in vivo em coelhos albinos.
Verificou-se que o marcador formulado com as microparticulas apresentava um
aumento consideravel do tempo de residéncia no local de administracdo, em
comparacdo com o tempo de residéncia exibido por este quando administrado em
solucdo (2.5 vs 0.5 h). Este estudo revelou ainda que, quando o piroxicam (um dos
mais potentes anti-inflamatérios nao estero6ides) era administrado incorporado nas
microparticulas, a biodisponibilidade deste no humor aquoso aumentava cerca de
2.5 vezes comparativamente a quando este era administrado com as formulagdes
comerciais.

A administragdo de farmacos por via nasal, tradicionalmente utilizada apenas

no tratamento de patologias locais, como o congestionamento e alergias, é
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presentemente vista com grande interesse enquanto via para a entrega de farmacos
a nivel sistémico e a nivel do sistema nervoso central®*. De facto, esta via apresenta
varias vantagens, como uma rapida actuacao dos farmacos, a auséncia da primeira
passagem a nivel hepatico e uma administracdo facil e com elevada aceitagcdo por
parte dos pacientes.

As pectinas, nomeadamente pectinas BGE, apresentam um grande potencial
enquanto veiculos para a entrega de farmacos por via nasal. Devido as suas
propriedades mucoadesivas, estas podem aumentar consideravelmente o tempo de
residéncia do farmaco no local de absor¢do, aumentando dessa forma a
biodisponibilidade deste. Por outro lado, sabe-se que solu¢des de pectinas BGE
gelificam em contacto com a mucosa nasal (sem a necessidade de adicionar ides
calcio), o que permite o desenvolvimento de formulagdes com libertagdo
prolongada. Este ultimo aspecto torna-se muito vantajoso no desenvolvimento de
formulagdes para a entrega de moléculas pequenas e lipofilicas, para as quais a
mucosa nasal é altamente permedavel. Explorando estas propriedades, a empresa
farmacéutica Archimedes desenvolveu e patenteou um sistema de libertacdo a base
de pectina destinado a administracdo nasal deste tipo de moléculas terapéuticas®>.
Este sistema de libertacdo, designado de PecSys™, consiste numa solugdo de baixa
viscosidade a base de pectina administrada sob a forma de spray na cavidade nasal®®.
Esta solucdo gelifica em contacto com a mucosa nasal permitindo, segundo os
inventores, a modulacdo da absor¢ao dos fAirmacos nela incorporados e a obtencao
de perfis farmacocinéticos mais favoraveis: ao mesmo tempo que a rapida absorgao
do farmaco é preservada, com Tmax curtos (Tmax - tempo que corresponde a
concentracdo maxima do farmaco na corrente sanguinea), o pico de concentragdo de
farmaco (Cmax) é reduzido, atenuando dessa forma o aparecimento de efeitos
secundarios indesejaveis. Presentemente, a Archimedes tem varios produtos
baseados nesta tecnologia em fase de testes clinicos. Destes, 0 mais promissor e que
se encontra em fase mais avangada (fase III de teste clinicos), é um spray destinado a
administracao do analgésico citrato de fentanilo - o NasalFent®¢%> 66, Este farmaco é
um analgésico altamente efectivo da familia dos opiaceos, comummente utilizado no
combate a episddios de dor repentina e intensa manifestada por cerca de 95% dos

pacientes com doencas oncologicas.

93



Capitulo 3

3.2.3 Sistemas de libertacao a base de pectina: perspectivas futuras.

Com a excepgdo de alguns casos, como o exemplo referido acima, e apesar
dos resultados promissores apresentados na literatura, o potencial comercial da
pectina na industria farmacéutica, nomeadamente na produc¢do de sistemas de
libertacao de farmacos, encontra-se ainda por realizar. Um dos maiores obstaculos a
realizacdo deste potencial deve-se a inerente complexidade e diversidade molecular
deste polissacarideo. Actualmente, a grande maioria das pectinas extraidas
industrialmente tem como aplicagdo final a indudstria alimentar. Desta forma, o
controlo de qualidade e as caracteristicas finais destes produtos sdo desenvolvidos
de forma a satisfazer as necessidades e requisitos desta industria, e ndo os requisitos
da industria farmacéutica que sao, naturalmente, bem mais exigentes e complexos.
Assim, e para que a pectina possa competir com outros polissacarideos ja utilizados
pela industria farmacéutica, serd necessario desenvolver produtos com uma elevado
grau de padronizacdo e bastante bem caracterizados a nivel molecular. Isto
implicard a investigacdo e o desenvolvimento de novas tecnologias de isolamento,
purificacdo e caracterizacdo destes polissacarideos, sé possiveis de realizar com o
reconhecimento, por parte dos produtores de pectina, do potencial comercial

subjacente a estas novas aplicagoes.

3.3 Modificacao quimica da pectina e preparacao de
hidrogéis de base pectina

Devido a disponibilidade de numerosos grupos funcionais, a modificacdo
quimica e a reticulagdo quimica dos polissacarideos tém sido extensivamente
exploradas como forma de obter derivados destes com novas caracteristicas e
propriedades favoraveis para a sua utilizacdo em aplicacdes especificas, como por
exemplo, na preparacdo de sistemas de libertacdo controlada de moléculas
bioactivas.

Também com a pectina estas estratégias foram investigadas. No entanto, e
comparativamente com outros polissacarideos, como por exemplo o quitosano e o
alginato, o numero de trabalhos publicados na literatura sobre a modificacao

quimica das pectinas é surpreendentemente escasso.
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A maioria dos estudos dedicados a modificacdao quimica da pectina tem como
objectivo modificar a hidrofilicidade desta, através da introducdo na sua estrutura
de grupos alifaticos, aromaticos ou outros grupos hidrofébicos.

Crescenzi & Callegaro®’ patentearam um método de producdo de ésteres de
acidos pécticos ou acidos pectinicos num solvente organico em meio homogéneo.
Como a pectina é praticamente insoluvel em todos os solventes organicos comuns, a
solubilizacdo desta em solventes como, por exemplo, o DMSO, requer a sua
transformacgdo prévia numa forma soluvel de sais de tetrabutilaménio (TBA). Esta
transformacao envolve normalmente a de-esterificacao total ou parcial dos grupos
COCHs3, e a conversao dos grupos carboxilicos formados em sais de TBA, através de
permuta i6nica. Na forma de sais de TBA, a pectina é completamente soltivel em
DMSO, e a reaccdo de esterificagdo ocorre na presenca de agentes esterificantes
como haletos alquilicos ou haletos arilicos (Figura 3.7). Como a reac¢do ocorre em
meio homogéneo, o grau de modificagdo pode ser facilmente controlado através da
variacdo das proporg¢des dos reagentes. Para além disso, visto que a reac¢do ocorre
em meio organico, a despolimerizacao por hidrélise das cadeias poliméricas ocorre
numa fraca extensao.

A introducdo de grupos hidrofébicos altera drasticamente as propriedades
das pectinas em meio aquoso, quer em termos de solubilidade (os derivados podem
ser soluveis, parcialmente soltiveis ou insoldveis), quer em termos das propriedades
de gelificacao e de emulsificagdo®’-70. Desta forma, variando a natureza dos grupos
introduzidos e controlando o grau de modificagdo, é possivel desenvolver derivados

da pectina que exibam propriedades optimizadas para uma aplicacdo especifica.

o) o "N(CH,CH,CH,CH,), o
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Figura 3.7 Esquema da modificacdo da pectina em meio homogéneo.

Sinitsya et al tém vindo a produzir e a caracterizar uma série de derivados de

pectinas amidadas’!73. No método de modificagio desenvolvido por estes
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investigadores a pectina de elevado grau de esterificacao é modificada na presenca
de diferentes aminas primarias em metanol. Através da reaccao de amindlise entre
os ésteres de metilo da pectina e as aminas primarias obtém-se pectinas
parcialmente amidadas (Figura 3.8). Esta reac¢do ocorre em meio heterogéneo, com
as particulas de pectina suspensas em metanol. Tal como no método referido
anteriormente, variando a natureza da amina primadria utilizada na modificacdo, é
possivel obter uma série de derivados de pectina com diferentes propriedades
fisico-quimicas. No entanto, por esta reac¢do ocorrer em meio heterogéneo o grau de

modificacdo é mais dificil de controlar.
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R = CH,(CH,),CH,; Ar; etc...

Figura 3.8 Esquema da reac¢do de formacdo de pectinas amidadas em meio heterogéneo.

A reticulacdo das cadeias de pectina através dos grupos funcionais OH ou
COOH por agentes reticulantes tais como o glutaraldeido, etileno glicol diglicidil éter
e epicloridrina, tem sido uma estratégia investigada na preparacdo de hidrogéis
quimicos deste polissacarideo?? 74 75, Comparativamente com os hidrogéis fisicos, de
que sdo exemplo os pectinatos de calcio, os hidrogéis quimicos sdo mais estaveis,
sendo que as propriedades destes, nomeadamente o grau de inchac¢o, podem ser
facilmente manipuladas através da variacdo da densidade de reticulacio.
Adicionalmente, estudos de degradacao efectuados com a presenca de enzimas
pectinoliticas indicam que estes conservam a sensibilidade a ac¢ao destas enzimas?°.
Estes hidrogéis tém sido indicados como possiveis veiculos para a libertacdo
controlada de farmacos.

A funcionalizacdo da pectina com grupos insaturados terminais, e a sua
consequente transformacdo em hidrogéis por reticulacdo radicalar, uma das
estratégias vulgarmente apresentadas na literatura na preparacdo de hidrogéis
quimicos de uma variedade de polissacarideos, foi apenas relatada por um grupo de

investigacdo’6-78. Nestes trabalhos, a funcionalizacdo da pectina foi feita através da
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reaccdo com o reagente metacrilato de glicidilo, quer em condi¢des homogéneas
quer heterogéneas.

A preparagdo de hidrogéis hibridos de pectina e de polimeros sintéticos
também ja foi investigada. A combinacdo de polissacarideos com polimeros
sintéticos é uma estratégia bastante promissora, pois permite desenvolver materiais
que retém as propriedades favoraveis dos polissacarideos, como a
biocompatibilidade e a biodegrabilidade, ao mesmo tempo que apresentam
melhores propriedades mecanicas, mais estabilidade e, dependendo do polimero
utilizado, alguma sensibilidade a estimulos exteriores, como a temperatura e ao pH.

Na literatura, encontram-se alguns exemplos de hidrogéis hibridos de pectina
preparados quer por co-polimerizacdo de enxerto quer pela formagdo de redes
poliméricas interpenetradas’¢ 7983, O 4acido acrilico, a acrilamida e a
dimetilacrilamida foram os monoémeros sintéticos utilizados. A conjugacdo da
pectina com os polimeros resultantes da polimerizacdo deste tipo de monémeros
permite obter hidrogéis com uma elevada sensibilidade a variagdes de pH e, como
tal, com propriedades atraentes para aplicacbes como sistemas de libertacao

controlada destinados a actuarem no tracto gastrointestinal.
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3.4 Parte experimental

A producao dos hidrogéis quimicos de pectina envolveu a realizagdo de duas
etapas distintas:

i) Numa primeira fase, a pectina foi modificada quimicamente com a
introducdo de grupos reactivos terminais (vinilicos ou metacrilicos), tendo-se
procedido a caracterizagdo dos derivados obtidos.

ii) Numa segunda fase, os derivados de pectina foram convertidos em
hidrogéis quimicos por fotoreticulagio dos grupos funcionais introduzidos
anteriormente. Estes hidrogéis foram subsequentemente caracterizados e
investigados enquanto sistemas de libertagdo controlada de farmacos, recorrendo a
ensaios de libertacdo in vitro de alguns farmacos de baixo peso molécular e

proteinas modelos.

Para a modificagdo da pectina foram seleccionadas duas pectinas com
diferentes graus de esterificacdo e obtidas a partir de dois residuos diferentes: polpa
de macgad ou frutos citricos (Tabela 3.3). Nos cdalculos realizados, o acido
galacturénico anidro (AGlAn, Figura 3.9) foi considerado como sendo a unidade

basica constituinte destes polissacarideos.

Tabela 3.3 Caracteristicas das pectinas utilizadas.

Tipo de Descricdo Grau de AGla* Mw**

Pectina esterificacdo (GE)* (g/mol)
Pectina de elevado grau de

Pectina A esterificacdo, extraida da 70.5% ? 1.2x106

polpa de macas (Apples)
Pectina de baixo grau de
Pectina C esterificacdo, extraida de 40.0% 87.0% 1.0x106
frutos citricos (Citrus)

* Dados do fornecedor.
** Determinado por cromatografia de exclusdo de tamanhos.

N"'FH

0

Figura 3.9 Acido galacturénico anidro.
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Dois isocianatos com grupos pendentes insaturados, o isocianato de alilo (Al)
e o metacrilato de 2-isocianoetilo (IMA), representados na Figura 3.10, foram
utilizados na modificagdo quimica das pectinas. A reaccao entre as pectinas e estes
compostos ocorre na auséncia de agua, através da formacao de ligagcdes uretana
entre os grupos OH da pectina e os grupos isocianato. Como a pectina ¢ insolivel em
solventes organicos, a reac¢ao ocorreu em meio heterogéneo, com as particulas de

pectina em suspensao.

N=—C=0
(0]
Y
C
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0
H3C \CH
a) CH2 b) 2

Figura 3.10 Isocianatos utilizados na modificacdo quimica da pectina. (a) Metacrilato de 2-
isocianoetilo (IMA). (b) Isocianato de alilo (Al).

Neste trabalho procedeu-se também a preparacdo e caracterizacdo de
hidrogéis hibridos, compostos por pectina modificada e por um polimero sintético
biocompativel, o polietileno glicol (PEG). Na producdo destes hidrogéis utilizou-se
um PEG de baixo peso molecular funcionalizado com dois grupos acrilicos terminais,

o macromero PEG diacrilato (PEGDA), representado na Figura 3.11.

@
Hzcﬁ%o\/}OMCHz
O n

Figura 3.11 Macrémero poli(etilenoglicol) diacrilato (PEGDA), Mn~700.

De forma a avaliar o desempenho dos hidrogéis produzidos enquanto
sistemas de libertacdo controlada de moléculas hidrofilicas de baixo peso molecular,
dois farmacos com hidrofilicos, o flurbiprofeno sédico (Figura 3.12) e o sulfato de
gentamicina (Figura 3.13), foram incorporados nos hidrogéis durante a sua

producado e posteriormente a sua cinética de libertacao in vitro foi investigada.
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O sulfato de gentamicina é um antibiotico aminoglicosidico de largo espectro,
produzido pela estirpe bacteriana Micromonospora purpirea. O sulfato de
gentamicina é constituido pela mistura de 3 substancias na forma de sais de sulfato
(Figura 3.13). Este antibidtico é administrado normalmente por meio de uma
injec¢do intra-muscular, sendo utilizado com frequéncia no tratamento de infec¢des
graves.

0]
ONa
N

Figura 3.12 Estrutura quimica do flurbiprofeno sédico dihidratado (PM = 302.28).
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NH,
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HO NH,
(|3| 0
HO—S—OH 4 o
HO
H,CHN OH
Nome R1 | R2 Férmula Quimica Peso Molecular (g/mol)|
GentamicinaC1 | CH3 | CH3 | C21H43N507 477.61
.GentamicinaC1a H . H ‘ C19H39N507 ‘ 449,55
_ Gentamicina C2 | H | CH3 C20H41N507 463.58

Figura 3.13 Estrutura quimica do sulfato de gentamicina.

Adicionalmente, e de forma a avaliar o desempenho dos hidrogéis na
libertagdo de biomacromoléculas terapéuticas, procedeu-se a incorporacdo e
libertacdo de duas proteinas - a lisozima e a albumina - comummente utilizadas na
literatura enquanto proteinas modelo. Algumas caracteristicas destas duas proteinas

encontram-se assinaladas na Tabela 3.4.
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Tabela 3.4 Algumas caracteristicas das proteinas modelo investigadas.

Proteina Origem Ponto Peso Molecular* Raio de
Isoeléctrico (kDa) Stokes* (A)
Albumina (BSA)  Soro bovino 4.7 65.0 34.8
Lisozima Clara de ovo 11.1 14.1 16.0

*Valores retirados de Lu & Anseth 84,

3.4.1 Planeamento de experiéncias

Nos dois tipos de pectinas modificadas com o reagente Al investigou-se a
forma como algumas das condi¢des reaccionais afectam o grau de substituicao
obtido, ou seja, a quantidade de grupos insaturados introduzidos na estrutura
quimica da pectina.

Para isso construiu-se e implementou-se um desenho de experiéncias
factorial fraccionada do tipo 231 85, Este tipo de desenho experimental permite, com
um minimo de experiéncias, identificar as varidveis investigadas (factores) que
afectam significativamente a resposta de interesse (neste caso o grau de
substituicao).

Trés factores foram investigados: a adicdo ou nao de catalisador (factor A), a
quantidade de reagente Al (factor B), e o tempo de reac¢do (factor C). Estes factores
foram analisados a dois niveis, nivel inferior, (-), e nivel superior, (+). Os valores
atribuidos a estes niveis, para os trés factores investigados, encontram-se
assinalados na Tabela 3.5. As combinagdes destes trés factores, a dois niveis, podem
ser visualizadas como sendo os oito vértices de um cubo, onde cada dimensio deste
corresponde a um dos factores investigados. Por ser um desenho factorial
fraccionado, apenas metade destas condi¢cdes sdo implantadas, ou seja, apenas sdo
realizadas quatro experiéncias (Figura 3.14). Este desenho foi implementado, de

forma independente, para os dois tipos de pectina (Pectina A ou Pectina C).

Tabela 3.5 Factores e niveis seleccionados para construir o desenho factorial fraccionado 23-
1, utilizado para investigar a modificacdo quimica da pectina com o reagente Al.

Factor Nome Tipo de Nivel (-) Nivel (+)
factor
A Catalisador Qualitativo Sem adicao de Com adicdo de
catalisador catalisador
B Quantidade de AI* Quantitativo 0.5/1 1/1
C Tempo (h) Quantitativo 24 72

* Razdo molar: moles Al/moles AGIAn
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Tempo (C)

4\

ABCY

A*BC

Catalisador (A)

—» Quantidade Al (B)
ABC

Figura 3.14 Esquema do desenho de experiéncias factorial fraccionado 23-1 implementado
para investigar a modificagcdo quimica das pectinas com o reagente Al.

3.4.2 Reagentes

0 nome dos reagentes utilizados, bem como o seu grau de pureza, fornecedor,

e numero de registo do Chemical Abstract Service (CAS), sdo apresentados na Tabela

3.6.

Tabela 3.6 Lista dos reagentes utilizados.

Reagente Pureza Marca CAS

Dimetil sulféxido (DMSO) >99% Fluka 67-68-5
Dilaurato de dibutilo de estanho 95% Aldrich 77-56-7
Isocianato de alilo (Al) >97.0 Fluka 1476-23-9
Metacrilato de 2-isocianoetilo (IMA) 98% Aldrich 30674-80-7
Poli(etilenoglicol) diacrilato (Mn ~ 700) - Aldrich 26570-48-9
Irgacure®2959 . .
(Zg:hidroxi—l—[4—(2—hidr0xiet0xi)fenil]-2- 97-99.5% Ciba Spgaalty 106797-53-9

. Chemicals
metil-1-propanona)
Pectina de citrinos - Sigma 900-69-5
Pectina de macga - Fluka 900-69-5
Flurbiprofeno Sédico dihidratado - Edol 56767-76-1
Sulfato de gentamicina - Aldrich 1405-41-0
o-ftaldialdeido >97.0 Sigma 643-79-8
2-Mercaptoetanol >99% Aldrich 60-24-2
Metanol - J. Vaz Pereira 67-56-1
Alcool isopropilico - J. Vaz Pereira 1303-96-4
Borato de Sodio - J. Vaz Pereira 1303-96-4
Lisozima de clara de ovo de galinha >95% Sigma 12650-88-3
(EC3.2.1.17)
Albumina de soro bovino (BSA) >96% Sigma 9048-46-8
Reagente de Bradford - Sigma -
Pectinase de Aspergillus niger, > 1 U/mg - Biochemika 9032-75-1
(EC3.2.1.15)
Cloreto de Sédio >99.5% Sigma 7647-14-5
Tampao fosfato salino (tablets) - Sigma -
Acido cloridrico - ]. Vaz Pereira 7647-01-0
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3.4.3 Procedimento experimental

3.4.3.1 Sintese dos derivados de pectina

O procedimento geral adoptado na sintese dos derivados de pectina
modificada com o reagente isocianato de alilo (Pectina-Al) e com o reagente
metacrilato de 2-isocianoetilo (Pectina-IMA) baseia-se no procedimento descrito e
utilizado por Zhang et al®® na sintese de dextrano-Al.

Antes da reacc¢ao, a pectina foi seca numa estufa a cerca de 80 2C durante dois
a trés dias, de forma a remover toda a humidade do polimero.

5g de pectina seca (A ou C) foram adicionadas a 125 ml de dimetilsulf6xido
(DMSO) num baldo de fundo redondo com uma tubuladura, ao qual se adaptou uma
torre de desumificagdo de forma a evitar a entrada de humidade no sistema. O balao,
com o solvente e o polimero, foi colocado num banho de dgua termoestatizado a
60°C, e a mistura foi deixada a agitar, com um agitador magnético, durante cerca de
4 horas, de forma a permitir que o solvente impregnasse e inchasse as particulas de
polimero. Decorrido este periodo de tempo, o balao foi retirado do banho tendo-se
adicionado a suspensdo o catalisador da reac¢do (dilaurato de dibutilo de estanho,
adicionado na razao molar 0.1/1, catalisador/acido galacturénico anidro), se fosse
esse o caso, e o reagente de modificacdo (Al ou IMA). O baldo foi colocado
novamente no banho termoestatizado a mesma temperatura e a mistura reaccional
foi deixada a agitar durante o periodo de tempo estabelecido para o decorrer da
reaccao (24 ou 72 horas).

No final, a mistura reaccional foi deixada a arrefecer até a temperatura
ambiente tendo-se de seguida adicionado a esta uma certa quantidade de alcool
isopropilico, de forma a precipitar a fraccdo de pectina solivel em DMSO (~200 ml).
Este precipitado foi filtrado e resuspenso varias vezes em alcool isopropilico de
forma a remover o DMSO. Por dltimo, a pectina modificada precipitada foi dissolvida
em agua destilada e colocada em membranas de didlise (membranas de celulose,
cut-off ~ 14 000 Da), onde foi dialisada contra dgua destilada durante cerca de 5
dias, de forma a remover o solvente organico residual e os possiveis residuos do
catalisador e dos isocianatos. Depois de dialisada, a solu¢ao de pectina modificada
foi congelada e a agua removida por liofilizacdao. As amostras foram entdo guardadas

num excicador ao abrigo de luz até futura utilizacao.
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3.4.3.2 Andlise elemental
A quantidade de Oxigénio, Carbono, Nitrogénio e Enxofre presentes nas
amostras de pectina, original e modificada, foi determinada por analise elemental

(Fissons Instruments, modelo EA1108 CHNS-O).

3.4.3.3 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier com
reflectdncia total atenuada (FTIR-ATR)

Os espectros na zona de infravermelhos das pectinas originais e modificadas
foram registados pela técnica de espectroscopia de infravermelho por transformada
de Fourier com reflectancia total atenuada (FTIR-ATR), num espectrofotometro
Magma-IR Spectrometer 750 (Nicolet Instrument Corp.). Os espectros foram
registados a 32 scans e a uma resolucdo de 4 cm-1, entre os nimeros de onda de

4000 e 400 cm.

3.4.3.4 Ressondncia magnética nuclear de protdo (*H-RMN)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Protao (1H-RMN) das
pectinas A e C e dos respectivos derivados foram registados em agua deuterada (20-
25 mg em 0.2 ml) com um espectrémetro de RMN (Varian 500), utilizando uma
sonda de banda larga de 5 mm, um pulso de 902, e um tempo de relaxamento de 30s.
O sinal da agua foi utilizado como linha de referéncia tendo sido fixado a 4.75 ppm e
parcialmente suprimido por irradiacao durante o tempo de relaxamento. Um total

de 32 scans foram adquiridos para cada espectro.

3.4.3.5 Cromatografia de exclusdo de tamanhos (SEC)

Os pesos moleculares das pectinas A e C e dos respectivos produtos
modificados foram determinados por Cromatografia de Exclusdo de Tamanhos (Size
Exclusion Chromatography -SEC). As analises foram realizadas num cromatégrafo
equipado com uma coluna PLaquagel-OH Mixed, 8um, 300x7.5 mm (Varian Inc.) e
um detector de difrac¢ao de luz (modelo PL-EMD 960, Polymer Laboratories). A fase
movel utilizada foi uma solu¢do aquosa de dihidrogénio fosfato de sédio numa
concentracgao de 0.001M, sendo o caudal fixado em 0.4 ml/min.

As amostras de pectina e dos padrdes foram preparadas a uma concentragao

de cerca de 2 mg/ml utilizando uma solu¢do com a mesma composicdo da fase
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movel. Antes de injectadas as amostras foram filtradas com um filtro de teflon de
0.45 pm.

A curva de calibragdo foi construida com amostras padrdao de dextrano
(Fluka) com pesos moleculares de 12000, 25000, 50000 e 80000 g/mol. Os
cromatogramas foram adquiridos e tratados com o software EZChrom™ (Scientific

Software Inc.)

3.4.3.6 Preparagdo dos hidrogéis por fotoreticulagdo

Prepararam-se varios hidrogéis com os derivados de pectina e com o
macromero poli(etilenoglicol) diacrilato (PEGDA), por fotoreticulacao radicalar
induzida por luz UV.

Os precursores Pectina-Al (ou Pectina-IMA) e PEGDA, em diferentes
proporg¢des massicas, foram dissolvidos em dgua destilada de forma a obter solugdes
com uma concentracdo de 5 % (massa/volume). As proporg¢des massicas Pectina-
AI/PEGDA utilizadas foram: 100% Pectina-AI (100/0), 75/25, 50/50, 25/75 e 100%
PEGDA (0/100). O fotoiniciador Irgacure®2959 (1% ou 5% da massa dos
precursores) foi adicionado e dissolvido nestas solugdes.

As solugdes homogéneas foram vertidas em pequenos pogos (8 mm diametro
x 4 mm altura) escavados em placas de teflon, e irradiadas com uma lampada
portatil de luz UV (365 nm, 8W) durante cerca de 2 horas. Ao fim deste tempo, os
hidrogéis obtidos, na forma de discos, foram desenformados e mergulhados em 4gua
destilada durante 24 horas, de forma a remover da estrutura tridimensional as
cadeias de polimero nao reticuladas. Depois de extraidos, os hidrogéis foram secos
numa estufa de vacuo a temperatura ambiente durante varios dias.

Em alguns casos os hidrogéis foram secos logo depois de formados, pesados,
e s6 depois extraidos em agua destilada. Desta forma foi possivel determinar a
percentagem de pectina e de PEGDA nao reticulados ainda presentes na estrutura
dos diferentes hidrogéis.

Na preparacdao dos hidrogéis com os farmacos ou proteinas incorporados
utilizou-se apenas a Pectina A modificada com o reagente IMA (Pectina A-IMA).
Neste caso, as propor¢des massicas de Pectina A-IMA/PEGDA utilizadas foram:
100% Pectina A-IMA (100/0), 50/50, e 100% PEGDA (0/100). Os precursores foram

dissolvidos em agua destilada numa concentracdo de 5% (massa/volume),
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juntamente com 1% de fotoiniciador e 10% de farmaco (percentagens relativas a
massa total dos precursores). O tempo de irradiagdo manteve-se em 2 horas. Depois
de formados os hidrogéis foram secos numa estufa de vacuo a temperatura

ambiente.

3.4.3.7 Determinagdo do grau de inchago dos hidrogéis

Estudos de inchaco, em estado dinamico e em equilibrio, foram efectuados
em varios meios aquosos: agua desionizada, solu¢do salina tampao fosfato (pH= 7.4;
0.01M KH2PO4/Na;HPO4; 0.1M NacCl) e solugdo salina acidificada (pH= 2.0; 0.01M
HCI; 0.1M Nacl).

Os hidrogéis secos foram pesados e mergulhados nos varios meios, em tubos
de ensaio, e estes colocados num banho de agua termoestatizado a 37°C.

Nos estudos de inchaco dindmicos, os hidrogéis foram pesados a intervalos
de tempo pré-determinados, depois de a 4gua em excesso a superficie ser removida
cuidadosamente com papel de filtro. Depois de pesados, os hidrogéis eram
novamente mergulhados nos meios e os tubos de ensaio recolocados no banho de
dgua. Nos estudos de inchaco em equilibrio, os hidrogéis foram deixados
mergulhados durante 24 horas e pesados ao fim desse tempo.

A quantidade de 4agua ou de solucdo absorvida pelos hidrogéis foi

quantificada pelo grau de inchaco, definido da seguinte forma:

We=Ws 100
w.

N

Graude inchago (%) =

Nesta relacdo, W: representa a massa do hidrogel no tempo t e, W;, a massa do

hidrogel seco.

3.4.3.8 Ensaios de libertagdo in vitro

Os hidrogéis secos em forma de disco (com pesos entre 10-20 mg) e com
farmaco ou proteina modelo incorporado (10% da massa de polimero), foram
mergulhados em 10 ml de meio de libertacdo, em tubos de ensaio com tampa, e
colocados numa incubadora a 37+ 0.12C e agitacdo orbital de 100 rpm. Em tempos
pré-determinados, uma amostra do meio de libertagdo era retirada e substituida por

um volume igual de meio de libertacao fresco.
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Uma solucao salina de tampao fosfato (pH= 7.4; 0.01M KH:PO4/Na;HPO4;
0.137M NaCl; 0.0027M KCl; I= 0.16M) e uma solucao salina acidificada (pH= 2.0;
0.01M HCI; 0.15M NaCl, I= 0.16M), foram utilizadas como meios de libertagao.

Foi também investigado a libertagdo da proteina modelo BSA num meio com
a presenca de enzimas pectinoliticas, para os hidrogéis constituidos por pectina.
Neste caso o meio consistia numa solugdo salina de tampao fosfato (pH= 7.4) com
uma concentragdo de enzima de 1mg/mL (pectinase de Aspergillus niger, > 1 U/mg).
Nestes ensaios, e de forma a preservar a actividade enzimatica, em cada amostragem
o meio de libertacdo era totalmente substituido por um meio de libertacdo fresco e
preparado no momento.

As drogas e proteinas libertadas ao longo do tempo foram quantificadas por
espectroscopia UV/VIS. Os pormenores dos procedimentos seguidos para a

quantificagdo dos diferentes compostos encontram-se descritos no Anexo 3.1.

3.4.3.9 Microscopia electrdnica de varrimento (SEM)

A morfologia interna e superficial dos hidrogéis preparados com Pectina A-
IMA, PEGDA, e com diferentes proporg¢des destes dois polimeros, foi analisado por
microscopia electrénica de varrimento (scanning electronic microscopy - SEM). Estes
foram preparados conforme foi descrito anteriormente e secos numa estufa de
vacuo. Seguidamente os hidrogéis foram rehidratados até atingirem o estado de
equilibrio. Neste estado foram cuidadosamente fracturados em duas partes. Em
seguida foram congelados e liofilizados.

As amostras liofilizadas foram colocadas em suportes revestidos de fita de
carbono e revestidas com ouro. Estas foram dispostas para que durante a analise de
SEM fosse possivel observar tanto a superficie como o corte transversal. As analises
foram realizadas com espectrometro electrénico de varrimento JSM-5310 (JEOL,

Japao). A diferenca de potencial aplicada foi de 20 kV.

107



Capitulo 3

3.5 Resultados e discussao

3.5.1 Caracterizacao dos derivados de pectina

Na Figura 3.15 encontra-se representada, de forma esquematica, a reac¢ao de
modificacdo efectuada nos dois tipos de pectinas utilizadas. Nesta reac¢do, que
ocorre em meio heterogéneo, os grupos isocianato dos reagentes Al ou IMA
(representados na Figura 3.10), reagem com os grupos hidroxilo do polissacarideo,
formando uma ligacdo uretana. Em algumas reac¢des foi utilizado o catalisador
metalico dilaurato de dibutilo de estanho. Este catalisador é frequentemente
utilizado nas reacgdes de formagdo de uretanas pois é extremamente efectivo na
promocdo da reac¢do entre os grupos isocianato e os grupos hidroxilo®.

Esta reac¢do permite introduzir, na estrutura quimica das pectinas, grupos
insaturados terminais. Estes grupos funcionais possibilitardo, posteriormente, a

formacgdo de hidrogéis quimicos de pectina, através da reticulagao radicalar destes.
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Figura 3.15 Esquema da reaccdo de modificagdo da pectina (exemplificada com o reagente
Al).

A extensdo das modificacbes obtidas nas varias reaccbes realizadas foi
quantificada recorrendo aos resultados da analise elemental, apresentados no Anexo
3.2.

Como se pode ver por estes resultados, os dois tipos de pectina apresentam
uma quantidade residual de azoto (0.466% para a pectina A e 0.560% para a pectina
C), atribuido a vestigios de proteinas, presentes normalmente em quantidade

residual nas pectinas comerciais, como ja foi mencionado na secg¢ao 3.1.2.
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Nas amostras de pectina modificada verifica-se um aumento da percentagem
de azoto relativamente as amostras do polissacarideo nao modificado, e que
correspondente aos atomos de azoto das ligacdes uretana introduzidas. Este
aumento da percentagem de azoto foi utilizado para quantificar o grau de
modificacdo dos derivados de pectina, através do parametro grau de substitui¢do, GS,
definido como o ndmero de ligagdes duplas presentes por cada 100 unidades de

acido galaturénico anidro, calculado de acordo com a seguinte formula:

B %N X M,, (AGlaAn)
~ 100 x My, (N) — %N x M,,(ISO)

GS x 100

Nesta expressdo, %N (massa/massa), é a diferenca entre a quantidade de
azoto presente na amostra de pectina modificada e a quantidade de azoto presente
na pectina por modificar. Mw(N) representa o peso molecular do azoto e Mw(AGaAn)
o peso molecular do acido galaturénico anidro (176.1 g/mol). My(ISO) é o peso
molecular dos isocianatos Al (83.09 g/mol) ou IMA (155.15 g/mol).

Nestes calculos assume-se que as pectinas sdo constituidas somente por
unidades de acido galaturdnico anidro e que, a cada atomo de azoto corresponde
uma ligacdo dupla terminal (grupo vinilico ou metacrilico, conforme o isocianato
utilizado na modificacdo).

Os valores GS calculados desta forma, para as diferentes reacgdes de
modificacdo efectuadas com o reagente Al, realizadas de acordo com o desenho
experiéncias esquematizado na Tabela 3.5, sdo apresentados na Tabela 3.7, para as
reacc¢oes efectuadas com a pectina A, e na Tabela 3.8, para as reac¢des com a Pectina
C. A interpretacdo estatistica dos resultados, bem como discussao da influéncia das
condi¢des reaccionais investigadas nos valores de GS obtidos, serd discutida um

pouco mais a frente.

Tabela 3.7 Resposta (grau de substituicao, GS) obtida para a Pectina A.

Amostra Factor Resposta
A Catalisador B Quantidade AI**  C Tempo (h) GS
A-R1 Sem cat. 1/1 24 4.8+0.5
A-R2 Sem cat. 0.5/1 72 3.5+0.5
A-R3 Com cat. (0.1/1)* 1/1 72 18.3+0.5
A-R4 Com cat. (0.1/1)* 0.5/1 24 22.6+0.7

* Razdo molar: moles Catalisador/moles AGIAn.
** Razdo molar: moles Al/moles AGlAn.
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Tabela 3.8 Resposta (grau de substituicdo, GS) obtida para a Pectina C.

Amostra Factor Resposta
A Catalisador B Quantidade AI** € Tempo (h) GS

C-R1 Sem cat. 1/1 24 1.8+0.2

C-R2 Sem cat. 0.5/1 72 4.7+0.1

C-R3 Com cat. (0.1/1)* 1/1 72 2.6:0.1

C-R4 Com cat. (0.1/1)* 0.5/1 24 3.0+0.7

* Razdo molar: moles Catalisador/moles AGlAn.
** Razdo molar: moles Al/moles AGlAn.

Na reac¢do de modificagio com o isocianato IMA, a qual foi efectuada
unicamente para a pectina A, verificou-se que o derivado de pectina obtido se tornou
parcialmente insoldvel em agua. Assim separou-se a frac¢do soltivel da insoltuvel por
centrifugacdo e filtracdo. A frac¢do soluvel (A-IMA sol.) foi liofilizada e a fracg¢ao
insoluvel (A-IMA-Ins) foi seca numa estufa. Como se pode ver pelos GS obtidos para
as duas fraccdes de pectina A-IMA, apresentados na Tabela 3.9, a frac¢do insoluvel
apresenta um grau de substituicdo bastante elevado, cerca de sete vezes superior ao
calculado para a fracgdo soltuvel. De facto, a alteracdo das propriedades aquosas
desta fraccdo de pectina altamente modificada é devida a introdugdo, na sua
estrutura quimica, de numerosos grupos metacrilicos (hidrofébicos). A formacgao de
duas frac¢des de derivados de pectina e os seus respectivos GS indicam que a
reaccdo de modificacdo ndo ocorreu na mesma extensdo em todas as cadeias de
polimero presentes na mistura reaccional, tal como seria de esperar num meio

reaccional heterogéneo.

Tabela 3.9. GS da fraccdo soluvel e da fracgio insolavel (em dgua) da pectina A modificada
com o reagente IMA.

Amostra Catalisador* Quantidade IMA** Tempo (h) GS

A-IMA-Sol
(fracgao 0.1/1 0.75/1 24 6.1+0.5
solavel)
A-IMA-Ins
(fracgao 0.1/1 0.75/1 24 41.0+1.4
insolavel)

* Razdo molar: moles Catalisador/moles AGIAn.
** Razdo molar: moles IMA/moles AGlAn.
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Os espectros FTIR-ATR dos dois tipos de pectina encontram-se representados
na Figura 3.16. Estes espectros podem ser divididos em trés regioes:

i) Entre os 3600 e 2800 cm], onde se encontram duas grandes bandas de
absorcao. A primeira, centrada a volta dos 3300 cm-1, e com uma extensa largura, é
caracteristica dos polissacarideos, sendo atribuida ao elongamento dos grupos O-H.
A segunda banda, centrada a volta dos 2900 cm-!, corresponde as vibragdes de
elongamento da ligacdo C-H dos grupos CHs.

ii) Entre os 1600 e 1800 cm-! encontra-se a regido mais interessante do
espectro no que diz respeito a informacgdo fornecida sobre o grau de esterificagdo
das pectinas, pois nesta encontram-se as bandas de absorvancia do grupo carbonilo
(C=0) do acido carboxilico e do éster metil carboxilico. A analise desta regido do
espectro revela a existéncia de duas bandas centradas a volta de 1715 cm e de
1630 cml. Segundo varios autores’! 8890, 3 primeira banda desta regidao (1710 -
1750 cm™1) corresponde as vibragdes de elongamento da ligagdo C=0 nos grupos
carboxilicos protonados (na sua forma nao ionizada, COOH) e nos grupos
carboxilicos esterificados com o grupo metilo (COOCH3). A ionizagdo dos grupos
carboxilicos (com formacdo de sais de s6dio ou potassio, por exemplo) leva ao
aparecimento de duas novas bandas, correspondentes as vibragdes de elongamento
simétricas e assimétricas da ligagdo C=0 do grupo carboxilico na sua forma COO-. A
segunda banda nesta regido, assinalada entre 1600-1650 cm-l, corresponde a
vibracdo de elongamento assimétrica.

iii) Abaixo dos 1500 cm! situa-se a chamada regido finger print, inica para
cada composto. Nesta zona encontram-se uma série complexa de bandas que muitas
vezes ndo podem ser atribuidas sem ambiguidade a uma vibragdo em particular,
pois estas sdo o resultado da interaccdo de varios sistemas vibracionais complexos.
Nesta regido encontram-se as bandas correspondentes as vibragdes tipicas dos
compostos polissacarideos, como as vibra¢des do anel pirandide sobrepostas com
as vibragdes de elongamento dos grupos (C-OH) e as vibrag¢des da ligagao glicosidica

(C-0-C).
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Figura 3.16 Espectros FTIR-ATR dos dois tipos de pectina utilizados.

Como se pode verificar pela Figura 3.16, os espectros FTIR-ATR das Pectinas
A e C sdo praticamente idénticos, apesar dos seus diferentes graus de esterificacao e
muito provavelmente das diferencas existentes na quantidade e composicao dos
residuos de acicares presentes nas zonas ramificadas.

Na Figura 3.17 pode-se comparar o espectro FTIR-ATR da pectina A ndo
modificada com os espectros da pectina A modificada com o reagente isocianato de

alilo (Al).
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Figura 3.17 Espectros FTIR-ATR da pectina A modificada com o reagente isocianato de alilo
(AI): a) Pectina A sem modificagdes. b) Pectina A-R1 (GS= 4.8). c) Pectina A-R2 (GS = 3.5).d)
Pectina A-R3 (GS= 18.3). e) Pectina A-R4 (GS= 22.6).
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Da andlise dos espectros destaca-se, nas pectinas A modificadas, o
aparecimento de duas novas bandas, caracteristicas das vibracdes dos grupos
envolvidos na ligagcdo uretana. Estas duas bandas, resultantes do acoplamento das
vibracdes de deformacdo da ligagdo N-H com as vibragdes de elongamento da ligagdo
C-N, situam-se aproximadamente a 1530 cm™? e 1230 cm e sdo designadas na
literatura por Amida II e Amida III, respectivamente®’ 2. Na Tabela 3.10 estao
indicadas as principais bandas identificadas nos espectros FTIR-ATR das pectinas
ndo modificadas e modificadas. Outras bandas caracteristicas da ligacao uretana,
como o elongamento da ligagdo C-N (~3300 cm™) e a deformacao do grupo carbonilo
(1700-1740 cm1), encontram-se sobrepostas com bandas correspondentes ao
espectro da pectina, o que torna impossivel a sua atribuicao. Esta limitacao estende-
se também a identificacdo da banda correspondente a vibracdo de elongamento da
ligacao dupla C=C, pois esta, localizada a cerca de 1640 cm-1, encontra-se sobreposta
com a banda correspondente a vibracdo assimétrica da ligagdo C=0 dos grupos
carboxilicos ionizados.

Note-se que, como seria de esperar, a intensidade das bandas Amina II e
Amina III aumenta com o aumento do grau de substituicdo (GS) das pectinas
modificadas. Assim, nos espectros dos derivados de pectina A-R4 e A-R3 (Figura
3.17, e) e d)), com um GS de cerca de 20, as bandas Amida Il e Amida III sdo
perfeitamente detectaveis, enquanto nos espectros correspondentes aos derivados
A-R1 e A-R2, com GS de aproximadamente 4, a banda Amida II aparece apenas como

uma pequena elevagdo sendo que a banda Amida III ndo é de todo identificavel.

Tabela 3.10 Bandas dos espectros FTIR-ATR da pectina e da pectina modificada.

N2 de onda (cm-1) Atribuicao Referéncias
Pectina
3000 - 3600 v OH 71,72,88-90
2800 - 3000 Us, as C-H
1710-1750 v C=0 (COOH e COOCH3)
1600 -1650 Las C=0 (COO0-)
Ligagdo uretana
1530-1540 (Amida II) ON-H + v C-N 91,92
1220-1230 (Amida III) ON-H + v C-N

v -elongamento; 6-deformacdo; s -simétrico; as - assimétrico.

Na Figura 3.18 encontram-se representados os espectros FTIR-ATR da

pectina C e dos derivados produzidos pela reac¢do com o reagente Al Devido ao
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pequeno grau de substituicdo obtido com este tipo de pectina (GS entre 1.8 e 4.7), os
espectros correspondentes as pectinas modificadas sdo idénticos ao espectro da
pectina C original, sendo praticamente impossivel assinalar a presenca das bandas
caracteristicas da ligacdo uretana identificadas anteriormente nos espectros das

pectinas A modificadas.

Amida I1 ‘

Absorvancia

3500 3000 2500 2000 1500 1000

Ntimero de Onda (cm'l)

Figura 3.18 Espectros FTIR-ATR da pectina C modificada com o reagente isocianato de alilo
(AI): a) Pectina C sem modificac¢des. b) Pectina C-R1 (GS= 1.8). c) Pectina C-R2 (GS = 4.7). d)
Pectina C-R3 (GS= 2.6). e) Pectina C-R4 (GS= 3.3).

Na Figura 3.19 encontram-se representados os espectros FTIR-ATR da
fraccdo soluvel e da frac¢ao insolivel da pectina A modificada com o reagente IMA.
Como se pode observar, e devido aos GS substancialmente diferentes apresentados
por estas duas fracgdes, os dois espectros apresentam diferencas notoérias. O
espectro da fraccdo de pectina A-IMA soluvel, Figura 3.19b), com um GS
relativamente baixo de 6.1, nao difere muito do espectro da pectina A nao
modificada, distinguindo-se apenas pelo aparecimento de uma deformacdo na banda
atribuida a vibracdo de elongamento assimétrica da ligacido C=0 dos grupos
carboxilicos ionizados. Esta deformacdo, situada a cerca de 1530 cml, ¢é

provavelmente a banda nao resolvida Amida II, da ligacao uretana.
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Amidall Amida Il

Absorvancia

3500 3000 2500 2000 1500 1000
Niumero de Onda (cm’l)

Figura 3.19 Espectros FTIR-ATR da Pectina A modificada com o reagente metacrilato de 2-
isocianoetilo (IMA): a) Fracc¢do da Pectina A-IMA insoluvel em 4dgua (GS=41.0). b) Fraccdo
da Pectina A-IMA soluvel em 4gua (GS= 6.1).

No espectro da frac¢do insolivel de pectina A-IMA, com um grau de
substituicao consideravel (GS = 41.0), a banda correspondente a Amida II aparece
totalmente resolvida com um pico a 1540 cm-1. Também a banda Amida III é visivel
neste espectro, aparecendo como uma banda a 1220 cm-! que se sobrepde as varias
combinacdes de vibragdes presentes nessa regiao do espectro. Na regidao do espectro
entre 1600 e 1800 cm-1, tal como acontece na pectina ndo modificada, sdo apenas
visiveis duas bandas. No entanto no caso da pectina modificada estas duas bandas
sdo o resultado de uma série de vibragdes combinadas que se manifestam nesta zona
do espectro, atribuidas ao grupo carbonilo das pectinas, bem como aos grupos

envolvidos na ligacdo uretana e a vibragao de elongamento da ligagdo dupla C=C.

Os espectros de Ressondncia Magnética Nuclear de Protdo (1H-RMN), em
agua deuterada, das pectinas originais e dos respectivos derivados, foram
registados, numa tentativa de obter mais evidéncias da modificagdo quimica destes
polissacarideos. Os espectros TH-RMN dos dois tipos de pectina (Pectina A e Pectina

C) encontram-se representados na Figura 3.20.
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Antes de se passar a discussao dos resultados obtidos refira-se que a
aquisicao dos espectros de 'H-RMN deste polissacarideo revelou-se uma tarefa
complexa devido a elevada viscosidade das amostras. Os espectros apresentados,
embora ndo exibam grande qualidade, correspondem aos melhores registos
conseguidos, no que se refere a resolucdo e a sensibilidade dos sinais.

Para além das dificuldades técnicas experimentadas na aquisicdo dos
espectros de pectina, os espectros 'H-RMN de compostos polissacarideos sao
intrinsecamente dificeis de interpretar devido a complexidade e quantidade de
sinais gerados, resultantes da diversidade estrutural dos diferentes protdes
presentes nestes compostos. Esta complexidade torna-se ainda maior nos espectros
de polissacarideos de natureza heterogénea como é o caso da pectina. Relembre-se
que esta, embora seja composto maioritariamente por cadeias lineares de poli(acido
galaturdnico) parcialmente metilado, possui zonas ramificadas, compostas por
residuos de varios acucares como a arabinose, a galactose e a ramnose. Refira-se no
entanto que a espectroscopia de 'H-RMN tem sido utilizada, em combinacdo com
técnicas de degradacdo quimica e enzimatica, na investigagdo da estrutura deste
polissacarideo, revelando-se uma ferramenta bastante util na elucidagdo da
composicdo e da estrutura das zonas ramificadas e do grau e padrdes de metilagao

nas zonas lineares das pectinas?3-96,

OCHs,

Pectina A .

Figura 3.20 Espectros 1H-RMN (em D»0) das pectinas utilizadas.

116



Capitulo 3

Da observacao dos espectros H-RMN das pectinas A e C destaca-se, pela sua
intensidade, o sinal correspondente aos protoes do grupo metoxilo das unidades de
acido galaturonico esterificadas, situado na zona de campo alto do espectro. Como
nao foi utilizado nenhum composto de referéncia durante o registo dos espectros, e
visto este ser o unico sinal no espectro H-RMN das pectinas claramente
identificavel, estabeleceu-se a posicao deste sinal como referéncia, na posicao 3.78
ppm, de acordo com o que se encontra assinalado na literatura®.

Com base nos valores dos desvios quimicos indicados na literatura para os
protdes das unidade do acido D-galacturénico em homogalaturanas padrao (Poli a-
(1—4) (acido D-galacturoénico) totalmente deesterificado), foi possivel identificar a
origem de alguns sinais presentes no espectros, conforme é assinalado na Figura
3.20. Assim, foram atribuidos os sinais a 3.70, 3.98 e 4.44 ppm aos protdes H-2, H-3 e
H-4 do acido D-galaturénico, respectivamente®? 93-97, De acordo com a literatura, os
padrdes de ressonancia destes trés protdes mantém-se praticamente inalterados
quando a unidade de 4acido galacturénico se encontra esterificada®® °7. Pelo
contrario, os padrdes de ressonancia dos protdes H-1 e H-5 alteram-se
significativamente conforme se encontrem numa unidade de acido galaturénico nao
esterificada (AGal) ou numa unidade de acido galacturénico esterificada (AGalMe),
sendo ainda influenciados pelo estado das unidades de acido galacturdnico vizinhas.

Quando presente em unidades de AGal, o protdo H-1 manifesta um sinal de
ressonancia entre 5.06 e 5.16 ppm, conforme o estado das unidades vizinhas.
Quando este protdo se encontra numa unidade AGalMe, o sinal desloca-se para a
zona de campo alto, manifestando-se entre 4.97 e 4.92 ppm?’. Quanto ao protao H-5,
este apresenta um pico de ressonancia entre 4.5 e 4.7 ppm, quando se encontra
numa unidade AGal, sendo que, quando presente numa unidade de AGalMe, este
sinal desloca-se para a zona de campo baixo, entre 4.9 e 5.1 ppm, conforme a
natureza das unidades vizinhas®8.

Considerando o comportamento de ressonancia destes dois protdes, e tendo
em conta que o padrdo de esterificacdo das unidades de acido galacturénico é, nas
pectinas produzidas industrialmente, aleatorio, € 6bvio que um espectro de pectina
na zona de ressonancia destes dois protdes apresentara um padrdao complexo,
composto de multiplos sinais. Devido a fraca qualidade dos espectros obtidos neste

trabalho, todos esses sinais aparecem completamente nao resolvidos na forma de
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uma larga banda situada sensivelmente entre 4.8 e 5.2 ppm (Figura 3.20).
Adicionalmente, e adjacente a esta zona do espectro, manifesta-se o sinal da agua
residual presente nas amostras, o que torna ainda mais complicado a obtencdo de
um espectro bem resolvido.

Os restantes sinais presentes nos espectros das duas pectinas, situados fora
das posicoes assinaladas como correspondentes a ressonancia dos protoes
constituintes das unidades de acido galacturénico, nao foram atribuidos, sendo que
estes sdo provavelmente originados pelos protdes presentes nos residuos de
acucares que compoem a regido ramificada das pectinas.

Na Figura 3.21 encontram-se representados os espectros 'H-RMN da pectina
A e dos derivados obtidos pela modificagdo com o reagente Al Relativamente ao
espectro da pectina A original destaca-se, nos espectros das pectinas modificadas, o
aparecimento de uma nova banda a cerca de 5.85 ppm. De acordo com Zhang et al8¢
este sinal corresponde aos dois protdes ligados ao carbono terminal do grupo
vinilico (=CH2) presente no composto Al. A presenga deste sinal representa uma
evidéncia da presenca de grupos insaturados na estrutura quimica das pectinas
modificadas. Note-se ainda que este sinal apresenta uma maior intensidade nos
espectros A-R3 e A-R4, que correspondem precisamente aos derivados com um
maior grau de substituicdo (GS), de acordo com os valores calculados com base dos

dados recolhidos por andlise elemental.
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Figura 3.21 Espectros 1H-RMN (em D,0) da pectina A original e dos derivados obtidos por
modificacdo com o reagente Al.
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Ainda de acordo com Zang et al®® nos espectros das pectinas modificadas
seria de esperar a observagdao de mais dois sinais com um desvio quimico superior
ao referido anteriormente: um a cerca de 7.22 ppm, correspondente ao protao do
grupo -CH=CH3, e outro a 7.38 ppm, correspondente ao protao da ligagdo uretana (-
CO-NH-). No entanto nos espectros obtidos estes sinais ndo foram detectados,
possivelmente devido a sua menor intensidade.

Em relacdo a zona do espectro correspondente as ressonancias dos protoes
do polissacarideo (entre 3.5 e 5.5 ppm aproximadamente), verifica-se algumas
diferencas nos espectros das pectinas modificadas relativamente ao espectro da
pectina original, o que seria de esperar, pois a presenca dos protdes da molécula de
Al provoca alteragdes no ambiente quimico sentido pelos protdes da pectina, o que
leva a alteragdes dos padrdes de ressonancia destes. Em teoria seria possivel,
através dessas diferencas, obter algumas informag¢des sobre o padrdo de
substituicdo como, por exemplo, a localizagdo preferencial da ligagdo uretana. No
entanto, devido a multiplicidade de sinais e fraca qualidade dos espectros, torna-se
impossivel extrair qualquer informacao a partir desta zona do espectro.

Contudo tentou ainda quantificar-se, a partir espectros 'H-RMN, o grau se
substituicao (GS) dos derivados, de forma a comparar estes com os valores obtidos
com base na anadlise elemental. Para isso dividiu-se a area do pico identificado com a
ressonancia dos protdes envolvidos na ligacdo dupla (=CH2, 6= 5.85 ppm) pelo
dobro da area do pico atribuido a ressonancia do protao H-4 (6= 4.44 ppm) da
unidade de acido glaturdnico. O pico do protdo H-4 foi escolhido porque, dentro dos
sinais assinalados no espectro como pertencentes aos protdes da pectina, este é o
pico mais isolado/resolvido. Os valores de GS obtidos para os quatro derivados
foram: A-R1, 8.0; A-R2, 8.5; A-R3, 30.0; A-R4 81.0. Se considerarmos que, através da
metodologia de cdalculo utilizada, os valores de GS obtidos incorporam um
consideravel grau de sobrestima¢do (a area do pico do protdo H-4, representa
apenas as unidades de AGla e AGlaMe), pode-se dizer que estes sdo comparaveis, em
termos relativos, aos obtidos por analise elemental (A-R1, 4.8; A-R2, 3.5; A-R3, 18.3;
A-R4, 22.6), com excep¢ao para os valores calculados para o derivado A-R4, que
diferem consideravelmente, mesmo tendo em conta a sobrestimacao dos valores

obtidos com base nos espectros de TH-RMN.
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Os espectros 'H-RMN dos derivados da Pectina C-Al e da frac¢ao soluvel da
Pectina A-IMA nao sdo apresentados pois foi impossivel extrair qualquer informacgao

relevante destes.

A cromatografia de exclusio de tamanhos de alta eficiéncia (HPSEC),
acoplada a varios modos deteccao (indice refractivo, dispersao de luz, viscosimetria,
entre outros) é uma das técnicas mais utilizadas e investigadas na determinacao da
distribuicao dos pesos moleculares das pectinas®?-111, O desenvolvimento e a
optimizacdao de um método para a determinacgdo correcta dos pesos moleculares das
pectinas é uma tarefa bastante dificil pois, devido a natureza heterogénea da sua
estrutura e as suas propriedades enquanto polielectrélito, esta exibe estruturas e
conformacgdes complexas quando em solugdo.

Na Tabela 3.11 sdo apresentados os pesos moleculares médios das Pectinas A
e C e dos diferentes derivados sintetizados, obtidos por Cromatografia de Exclusao
de Tamanhos (SEC). Os varios pesos moleculares massicos médios (My) situam-se
sensivelmente entre os 500 000 e 1 500 000 g/mol. Estes valores sao,
provavelmente, sobrestimativas do My real das amostras analisadas. Embora os
compostos pectidicos possam apresentar pesos moleculares médios muito variados
(desde 15 000 até cerca de 1 000 000 g/mol), dependendo da natureza da matéria-
prima, condi¢des de extracgdo e processo de purificacdo, o peso molecular massico
tipico dos extractos de pectina comercial situa-se a volta dos 200 000 g/mol. A
sobrestimacdo dos pesos moleculares das pectinas é uma caracteristica do método
adoptado e as causas dessa sobrestimacdo encontram-se bem estudadas. De facto,
sabe-se que as substancias pectidicas formam agregados supramoleculares
termodinamicamente estaveis quando em d4gua ou solugdes salinas de baixa
concentragdo?? 103, 105-108 [sto conduz a uma sobrestimacdo dos pesos moleculares
quando utilizados modos de deteccao baseados em técnicas de dispersao de luz?9-101,
107 como é o caso do método utilizado neste trabalho.

Outro factor que conduz a sobrestimacao dos pesos moleculares, quando sao
utilizados métodos relativos, é a natureza dos padrdes empregues na construcdo da
curva de calibragdo universal. Normalmente sao padrdes de base dextrano ou
pululano. Contudo, a natureza estrutural destes é bastante diferente da estrutura

das pectinas. Adicionalmente, estes polissacarideos ndo possuem grupos ionizaveis,
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um factor que conduz a sobrestimacao dos pesos moleculares. Isto acontece porque,
considerando dois polimeros com o mesmo peso molecular, um de natureza i6nica e
outro neutro, o volume hidrodinamico do polimero carregado electricamente,
devido as repulsdes electrostaticas que se estabelecem entre os grupos ionizados, é
sempre superior ao volume hidrodindmico do polimero neutro. Neste trabalho, a
curva de calibracao foi construida com padrdes de dextrano o que, de acordo com a
discussdo anterior, pode ter contribuido para os resultados obtidos. Para além disso
a gama de pesos moleculares utilizada (entre 12 000 e 80 000 g/mol) nao terd sido a
mais adequada.

Ainda, e porque a pectina é um polielectrolito, a natureza da fase mével, como
o tipo de sal utilizado, pH e forc¢a idnica, afectam de forma muito significativa os
perfis de eluicdo obtidos.

Embora os valores dos pesos moleculares obtidos com o método utilizado
tenham de ser encarados com reserva, a andlise e comparacao dos perfis de eluigao
das varias pectinas providéncia alguma informacdo sobre as caracteristicas das
curvas de distribuicdo de pesos moleculares dessas e o impacto causado pelas
reac¢oes de modificacdo.

Na Figura 3.22 podem-se observar os perfis de eluicdo para as pectinas A e C
originais. Os cromatogramas das duas pectinas sao parecidos, indicando que estas
duas pectinas possuem uma distribuicdo de pesos moleculares semelhante. A curva
da Pectina A apresenta um pequeno patamar na zona de tempos de retengdo mais
baixos, possivelmente devido aos agregados de pectina com um tamanho
consideravel presentes em solugdo. Por terem graus de esterificacao diferentes, é de
esperar que a extensdo e o tamanho dos agregados formados pelos dois tipos de
pectina sejam diferentes pois, para além das propriedades da solu¢ao aquosa, o grau
de esterificacdo é um factor determinante no tipo de conformacdes e de agregados
formados pelas moléculas de pectina quando estas se encontram em solu¢do103-105,
Embora o estado de agregacdo das pectinas em solugao afecte os pesos moleculares
obtidos e o indice de dispersdao desses mesmos pesos moleculares, os indices de
dispersao obtidos (Mw/M,) (Tabela 3.11) e os perfis de elui¢do indicam que as
amostras de pectina sdo extremamente polidispersas. A inerente polidispersividade

deste polimero, que deriva da forma como este é obtido, é assinalada na literatura®®
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103, 105, fndices de polidispersdo na gama dos apresentados na Tabela 3.11 sido

também referidos por alguns autores1%,

Tabela 3.11 Pesos moleculares médios, massicos (Mw) e numéricos (M), da pectina A,
pectina C, e diferentes derivados, determinados por SEC.

Pectina Mw M, Mw/ | Pectina My M, M/
A M, C M,
A 1.2x106  7.2x10% 16.2 C 1.0x106  9.7x104 10.2
A-R1 1.1x106  1.1x10° 9.7 C-R1 1.0x106  8.9x10* 11.6
A-R2 5.3x105  6.3x104 8.2 C-R2 1.1x106  6.1x10* 17.4
A-R3 7.3x105  6.5x104 11.2 C-R3 1.4x106  8.0x10* 16.9
A-R4 7.5x105  8.7x104 8.6 C-R4 9.7x105  9.3x10¢* 10.4
A-IMA 1.6x106  2.9x105 5.5

PectinaC
Pectina A

T : T T T
0 5 10 15 20 25
Tempo de Retengido (min.)

Figura 3.22 Cromatogramas SEC dos dois tipos de pectinas utilizadas.

Na Figura 3.23 sdo comparados os cromatogramas das duas pectinas com os
cromatogramas dos respectivos derivados obtidos com o reagente Al Estes dois
graficos evidenciam que, enquanto os perfis de eluicdo dos derivados de pectina C se
mantém semelhantes ao cromatograma da pectina C original (Figura 3.23b), os
cromatogramas dos derivados da pectina A diferem significativamente do
cromatograma desta pectina antes da modificacdo (Figura 3.23a).
Independentemente do grau de substituicao dos derivados, as curvas de eluicdo sao
mais estreitas, com os tempos de retencdo, correspondentes aos maximos das
curvas, mais elevados (o que corresponde a pesos moleculares mais baixos). Para
além disso, surge um segundo pico a tempos de retencao mais elevados, sobreposto

a curva de distribuicao principal. Uma vez que a reac¢ao de modificacao se da em
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DMSO, é pouco provavel que as cadeias de pectina tenham sofrido alguma reacg¢do
de despolimerizacao durante o processo reaccional. No entanto, durante o processo
de dialise é possivel que as pectinas tenham sofrido alguma despolimerizagdao por
eliminacdo B, sobretudo a pectina A, pois como se referiu na sec¢do 3.1.4.3, esta, por
ser uma pectina de elevado grau de esterificagcdo, é mais susceptivel a sofrer este

tipo de reaccgao.

PecA

—— A-R1(GS=48)
—— A-R2(GS=35)
—— A-R3(GS=183)
A-R4 (GS = 22.6)

PecC

—— C-R1(GS=1.8)
—— C-R2 (GS=4.7)
—— C-R3(GS=2.6)
C-R4 (GS =3.0)

/
/5
|
14

8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 8 10 12 16 18 20 22 24 26
Tempo de Retengdo (min) Tempo de Retengiio (min)

Figura 3.23 Cromatogramas SEC das duas pectinas e dos respectivos derivados: a) Pectina A
e Pectina A modificada com o reagente Al. b) Pectina C e Pectina C modificada com o
reagente Al

Outra hipotese possivel, para justificar a alteracdo dos perfis de eluicdo dos
derivados de pectina A, é que a introdu¢ao de novos grupos quimicos possa conduzir
a uma alteracdo do comportamento em solucdo da pectina A modificada. Ou seja, a
introducdo de grupos hidrofébicos nas cadeias de pectina A pode ter um efeito
disruptivo no balanco entre forgas atractivas e repulsivas, intra- e intermoléculares,
estabelecidas entre as moléculas de pectina quando em soluc¢ao, levando a que estas
assumam diferentes estruturas supramoleculares e conformacgdes, e alterando dessa
forma o perfil de elui¢dao dos derivados.

As mesmas alteragdes referidas acima podem ser observadas no perfil de
eluicdo do derivado da pectina A modificada com o agente IMA (frac¢do soluvel),

representado na Figura 3.2
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Pectina A
Pectina A -IMA

0 5 10 15 20 25
Tempo de Retengdo (min.)

Figura 3.24 Cromatogramas da Pectina A e da Pectina A modificada com o reagente IMA
(fracgdo soluvel em agua)

Como foi referido, para os dois tipos de pectinas modificadas com o reagente
Al foi implementado um desenho de experiéncias factorial fraccionado do tipo 231
(Tabela 3.5), de forma a investigar a influéncia de trés parametros reaccionais na
extensdo da reaccdo de modificacdo, expressa de forma quantitativa pelo grau de
substituicao (GS) determinado por andlise elemental. Os parametros investigados
foram a adi¢do ou ndo de catalisador (factor A), a quantidade de reagente Al (factor
B), e o tempo de reac¢ao (factor C). Os valores de GS obtidos foram ja apresentados
anteriormente nas Tabelas 3.7 e 3. 8.

O software Design-Expert® v7.0.0 (Stat-Ease, Inc) foi utilizado para a avaliar
a forma como os factores investigados influenciavam o GS obtido. Nas Figuras 3.25 e
3.26 encontram-se os graficos de Pareto obtidos para a Pectina A e a Pectina C,
respectivamente.

Num grafico de Pareto os efeitos dos factores sobre uma determinada
variavel, estimados a partir dos dados experimentais, sio ordenados de forma
decrescente da sua magnitude. Nas Figuras 3.25 e 3.26, os factores com efeitos com
valores t superiores ao valor t limite (valor t para p=0.05) sdo considerados como
muito provavelmente significativos. Se o valor t for superior ao limite de Bonferroni
(uma estimativa mais conservadora do valor t limite) os factores sdo considerados
quase de certeza significativos. Os factores com efeitos com valores t inferiores ao

valor t limite sdo considerados muito provavelmente nao significativos.

124



Capitulo 3

765 S Limite de Bonferroni 7.6488
w 5.74 —
2
&
5]
8 ] Valor ¢ limite 4.30265
T 3.82 — '
-~
vy
L
—
2
R
191 —
0.00 —H = l .
T T T
A C B
(adigdo de (tempo) (quantidade
catalisador) de AI)

Figura 3.25 Grafico de Pareto representando o efeito estimado dos factores investigados
sobre o GS da Pectina A. Efeitos positivos (laranja); Efeitos negativos (azul).
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Figura 3.26 Grafico de Pareto representando o efeito estimado dos factores investigados
sobre o GS da Pectina C. Efeitos positivos (laranja); Efeitos negativos (azul).

Considerando os graficos de Pareto para a Pectina A e Pectina C, e o resultado
de outros testes estatisticos dados pelo software Design-Expert®, chegou-se as
seguintes conclusdes:

- Nas reacgdes com a pectina A, apenas o factor qualitativo A (adi¢do ou nao
de catalisador) apresenta um impacto (positivo) significativo no GS.

-Para a pectina C, nenhum dos factores investigados influéncia

significativamente o GS obtido.
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Estes resultados tém de ser interpretados com alguma cautela pois o desenho
de experiéncias que originou estes resultados tem um grau de resolucdo III, o que
significa que os efeitos dos factores principais, embora nao estejam confundidos uns
com os outros, encontram-se confundidos com os efeitos das interac¢des entre dois
factores 8. Isto significa que este tipo de desenho pode conduzir a conclusdes
erradas se existirem interac¢des muito significativas entre os varios factores. Por
outro lado, e por ser um desenho sem réplicas, ndo é possivel obter uma estimativa
do erro interno (o chamado erro puro). Apesar de tudo, os resultados obtidos podem
ser Uteis na elucidacdo de algumas questdes, desde que interpretados com espirito
critico e enquadrados com o conhecimento que se tem sobre o fendmeno em
investigacao.

Assim, os dois factores que se revelaram estatisticamente insignificantes no
GS obtido, para os dois tipos de pectinas, foram os factores quantitativos: tempo e
quantidade de reagente Al

Considerando o tempo, e os niveis a que este factor foi investigado, 24 e 72h,
é razoavel que este ndo tenha um efeito muito significativo no intervalo pesquisado,
pois 24h (e tendo em consideragdo a temperatura reaccional utilizada) é um tempo
consideravelmente longo para que a reac¢do ocorra na maxima extensao possivel,
mesmo sem a presenca de um catalisador.

Por outro lado, os resultados estatisticos obtidos para o outro factor, a
quantidade de reagente Al, nos niveis a que este foi investigado (0.5/1 e 1/1 (mol
Al/mol AGlan)), também sao plausiveis, considerando as condi¢des heterogéneas em
que a reacg¢ao ocorre. A pectina ndo se encontra dissolvida no solvente da reaccao,
mas sim em suspensdo e na forma de particulas. Assim muitos dos grupos OH nas
cadeias de pectina encontram-se inacessiveis para reagir. Dessa forma, e no
intervalo dos niveis a que o factor foi investigado (que se traduziria num GS de 50%
e 100%, se a eficiéncia da reac¢do fosse de 100%) é muito plausivel admitir que este
factor ndo influencie de forma significativa o GS, devido ao reagente se encontrar em
excesso no intervalo das proporg¢des investigadas. Isto implica admitir que o factor
limitante, ou seja, a varidvel que afectara de forma sensivel o GS obtido, sera a
acessibilidade dos grupos OH.

A assumpcgdo de que as conclusdes obtidas sdo verdadeiras, ou seja, que os

factores quantitativos nao influenciam significativamente o GS nos dois tipos de
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pectina, permite, em termos estatisticos, projectar os dois desenhos de experiéncias
executados de forma independente num unico desenho factorial do tipo 22, com
duas réplicas em todos os pontos 8, onde os factores em andlise sdo o tipo de
pectina (pectina C (-) ou pectina A (+)) e a adicdo ou ndo de catalisador a reac¢do
(sem catalisador (-) ou com catalisador (+)). O esquema deste desenho encontra-se

representado na Figura 3.27.

(_ ’ +) (+ s +)
(+) A
Pectina A A-R1(GS=4.8) A-R3 (GS= 18.3)
A-R2 (GS=3.5) A-R4 (GS=226)
<
8
3]
©
o
C-R1(GS=1.8) C-R3 (GS=26)
() C-R2 (GS=4.7) C-R4 (GS=3.0)
Pectina C (-,-) (+,-)
>
(-) Factor B (+)
Sem Sem
catalisador catalisador

Figura 3.27 Desenho de experiéncias factorial 22 resultante da projec¢do dos dois desenhos
do tipo factorial fraccionado 23-1 implementados para a pectina A e pectina C.

Os graficos de Pareto dos efeitos e os resultados da andlise ANOVA obtidos
com o software Design Expert® sdo apresentados nas Figura 3.28 e na Tabela 3.12,
respectivamente. Estes revelam, claramente, a influéncia significativa que os dois

factores qualitativos tém no GS, bem como a interac¢do entre os dois factores.

692 — =

5.19 —

Limite de Bonferroni 3.96079
3.46 —

Valor t limite 2.77645

Valores t dos efeitos

1.73 —

0.00— = — —
T T T
A AB B

(tipo de (tipo de pectina *adigdo de (adigdo de

pectina) catalisador) catalisador)

Figura 3.28 Grafico de Pareto representando o efeito estimado dos factores tipo de pectina,
adicdo de catalisador, e interacgdo entre eles, sobre o GS das pectinas. Efeitos positivos
(laranja).

127



Capitulo 3

Ambos os factores afectam positivamente o GS o que significa que, para o
factor tipo de pectina, e de acordo com os niveis atribuidos a cada tipo (nivel inferior
para a Pectina C e nivel superior para a pectina A), o uso da pectina A conduz a GS
mais elevados relativamente aos obtidos com a pectina C, ou por outras palavras, a

pectina A é mais reactiva que a pectina C.

Tabela 3.12 Analise ANOVA para o grau de substituicdo, obtida a partir do desenho de
experiéncias factorial 22.

Origem da SQ GL QM F P
variacao Prob>F
Modelo 437.94 3 145.98 40.62 0.0019
A: tipode 172.05 1 172.05 47.88 0.0023
pectina
B: adigdo de 125.61 1 125.61 34.95 0.0041
catalisador
AB 140.28 1 140.28 39.03 0.0033
Erro puro 14.37 4 3.59
Total 452.32 7

Efeitos significativos: p < 0.01.

Esta diferenca de reactividade pode ter uma explicagdo no comportamento
que os dois tipos de pectina apresentam no solvente reaccional (DMSO). Embora as
duas pectinas se tenham revelado praticamente insoldveis em DMSO, observou-se,
no decorrer das reacgdes, que as particulas de pectina A, quando em suspensao em
DMSO, inchavam significativamente, transformando-se numa espécie de gel, e que,
pelo contrario, as particulas de pectina C mantinham aproximadamente as suas
dimensdes originais. Estas observagdes foram registadas fotograficamente, com a
ajuda de um microscopio dptico.

Na Figura 3.29 apresentam-se fotografias de particulas dos dois tipos de
pectina, quer secas, quer suspensas em DMSO. Como se pode observar, quando secas
as particulas dos dois tipos de pectina apresentam formas e dimensdes semelhantes.
Contrariamente, quando mergulhadas em DMSO, as particulas de pectina A tornam-
se consideravelmente maiores do que as particulas de pectina C, devido a um grau

de inchaco superior, o que reflecte a maior afinidade da pectina A para com o DMSO.
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Figura 3.29 Particulas de pectina observadas ao microscépio 6ptico. Al e C1: particulas
secas de pectina A e pectina C, respectivamente (ampliacdo 10x). A2 e C2: particulas de
pectina A e pectina C suspensas em DMSO (ampliacdo 10x). A3 e C3: particulas de pectina A
e Pectina C suspensas em DMSO (ampliacao 40x).

Uma vez que as curvas de distribuicdo de pesos moleculares da Pectina A e
Pectina C sdo muito parecidas, o comportamento diferenciado que estas apresentam
em DMSO devera ser o resultado de diferencas quimicas e estruturais, e ndo devido
as diferencas dos pesos moleculares das duas pectinas. O mais 6bvio, e que
concerteza contribui para esta diferenca de comportamento, é o diferente grau de
esterificacdo. Relembre-se que a Pectina A apresenta um GE de 70% enquanto a
pectina C tem um GE de 40%. Outra caracteristica que podera ser determinante
neste comportamento é a quantidade de residuos de agucares neutros (presentes
nas regioes ramificadas). Embora nao seja possivel comparar a percentagem de AGla
presente nas duas pectinas, pois so foi possivel obter esta informacgao para a Pectina

C (ver Tabela 3.3), para a qual a percentagem referida pelo fornecedor é de cerca de
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87%, é muito provavel que, tendo em conta a composicao tipica dos extractos
comerciais destes dois tipos de pectina (referidos na Tabela 3.1), a quantidade de
AGla presente na pectina A seja inferior a presente na Pectina C. Isto significa que a
Pectina A tera uma maior percentagem de agticares neutros, o que, em conjunto com
um grau de esterificacdo mais elevado poderao justificar a maior afinidade para com
o solvente DMSO.

Devido ao elevado grau de inchago das particulas de pectina A no solvente
DMSO, os grupos OH desta pectina tornam-se mais acessiveis para reagir com o
reagente Al, o que faz com que a extensdo de modificacdo deste tipo de pectina seja
superior a obtida com a pectina C, cuja menor acessibilidade aos grupos OH limita a
extensdo de modificacdo da mesma.

Por outro lado ndo se pode excluir que, e para além das questdes de
acessibilidade os grupos OH, outros factores possam contribuir para uma maior
reactividade da pectina A, como por exemplo a hipétese de a reaccdo se dar
preferencialmente nas unidades de AGla metil esterificadas ou nas unidades de
agucares neutros (basicamente L-ramnose, L-arabinose e D-galactose).

Voltando aos resultados do novo desenho de experiéncias, e analisando agora
o outro factor qualitativo (a adicdo ou nao de catalisador), verifica-se que este
também tem uma influéncia positiva significativa no GS, ou seja, a presenca do
catalisador da reac¢ao resulta em valores maiores de GS.

Este resultado ndo surpreende pois, e como ja foi referido, o catalisador
utilizado, o dilaurato de dibutilo de estanho (DBTDL), é conhecido por ser um
catalisador muito eficaz na promoc¢do da reac¢ao entre os grupos isocianato e os
grupos hidroxilo, sendo este efeito devido sobretudo a minimizagdo da extensdo de
outras reacgdes em que 0S grupos isocianatos se envolvem, nomeadamente a
reaccdo com a agua. Pensa-se que o mecanismo da reac¢do de formagdo da ligacao
uretana na presenca do DBTDL envolve a formacdo de um complexo de transicao
entre este, o isocianato e o grupo hidroxilo. Como o DBTDL activa preferencialmente
o grupo hidroxilo, em detrimento da agua, devido a maior nucleofilicidade do atomo
de oxigénio do grupo hidroxilo, a extensao da reac¢ao entre os isocianatos e a agua é
reduzida®e.

Os resultados do desenho de experiéncias indicam também que o efeito da

interaccdo entre os dois factores ¢é estatisticamente muito significativo,
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apresentando uma contribuicao positiva no GS obtido. Quando a interac¢ao de dois
factores é significativa isto quer dizer que o efeito que um factor apresenta na
variavel de resposta é depende do nivel a que o outro factor se encontra. Neste caso,
ter um efeito significativo na interaccdo entre o tipo de pectina e a adicao ou nao de
catalisador significa que a adi¢do do catalisador na reaccao da pectina A resulta em
GS bastante mais elevados, comparativamente com os obtidos quando ndo é
adicionado o catalisador e que, pelo contrario, a adi¢do do catalisador na reac¢do da
pectina C tem um efeito no GS praticamente nulo, comparativamente com os GS
obtidos quando nao se adiciona o catalisador. Isto pode ser observado graficamente
na Figura 3.30, onde se encontra representado o efeito da interaccdo entre os dois
factores.

O facto de esta interaccdo ser extremamente significativa corrobora a
conclusdo de que, dentro das condi¢des reaccionais investigadas, a disponibilidade
dos grupos OH é o factor limitante da extensdo da modificagdo das pectinas, pois o
catalisador s sera eficaz a promover a reac¢ao uretana se este tiver acesso, tal como
o reagente Al, aos grupos OH. Visto que, pelas razdes ja expostas, a pectina A
apresenta uma maior acessibilidade dos grupos OH, o impacto da presencga do
catalisador na reac¢do de modificacdo com a pectina A serd muito mais significativo

do que o observado quando este é adicionado a reac¢ao de modificacao da pectina C.

24 —
B: adicdo de catalisador:

B Sem catalisador

A Com catalisador
18 —
@ @ Pontos do desenho

12 —

Grau de substituicio (%)

Pectina C A: tipo de pectina Pectina A

Figura 3.30 Representacao grafica do efeito da interaccido entre os dois factores qualitativos
investigados no GS das pectinas.
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3.5.2 Caracterizac¢ao dos hidrogéis de pectina modificada e hidrogéis
hibridos de pectina modificada e macromero PEGDA

As pectinas modificadas anteriormente foram depois, em meio aquoso,
transformadas em hidrogéis, através de fotoreticulacio radicalar dos grupos
terminais reactivos (vinilicos ou metacrilicos) (Figura 3.31), um processo analogo a
polimerizagdo radicalar de compostos de baixo peso molecular 112,

Este processo requer a utilizacdo de fotoiniciadores. Estes sio compostos
que, quando expostos a uma luz com um comprimento de onda especifico (UV ou
visivel), geram radicais livres que irdo ser responsaveis pelo desencadeamento da
reaccdo de reticulacdo. Neste trabalho foi utilizado o fotoiniciador Irgacure®2959,
pertencente a familia quimica das a-hidroxi-alquilfenonas e a classe de
fotoiniciadores do tipo I (fotoiniciadores que sofrem uma fotofragmentacao
directa)l13. Este fotoiniciador é muito utilizado na preparacdo de artigos com
aplicagdes biomédicas, como hidrogéis e scaffolds, formados a partir de polimeros
fotopolimerizaveis. Esta popularidade deve-se, sobretudo, a sua grande
biocompatibilidade, ja demonstrada para varios tipos de linhas celulares!!4, e ao

facto de este poder ser utilizado em sistemas de base aquosa.
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Figura 3.31 Esquema da preparacio, por fotoreticulagio, dos hidrogéis de pectina
modificada com o reagente Al

Para além da preparacao de hidrogéis quimicos de pectina prepararam-se
ainda hidrogéis hibridos de pectina modificada com o macrémero poli(etileno glicol)

diacrilato (PEGDA) (Figura 3.11), em varias proporg¢des massicas ( 25/75, 50/50,
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75/25 pectina/PEGDA). Para fins comparativos, hidrogéis constituidos apenas por
PEGDA foram também preparados

O poli(etileno glicol), PEG, é um polimero sintético ndo biodegradavel com
uma excelente biocompatibilidade e hidrofilicidade. Estas e outras propriedades
levaram a agéncia americana Food and Drug Administration (FDA) a aprovar a
utilizacao destes em diversas aplicagdes biomédicas, sendo por essa razdo um dos
polimeros sintéticos mais intensamente utilizados e investigados na area biomédica,
nomeadamente na preparacdo de hidrogéis para a libertacdo de biomoléculas e na
preparacao de scaffolds8* 115-118_ Qs hidrogéis de PEG podem ser formados por varios
métodos, sendo o mais comum o utilizado neste trabalho - a fotopolimerizacao de
macromeros de PEG com grupos terminais acrilicos (PEGDA) ou metacrilicos
(PEGDMA)18,

A preparacgdo de hidrogéis hibridos de PEG com varios polimeros de origem
natural, nomeadamente polissacarideos, tem sido também alvo de muita
investigacao. A conjugacao do PEG com este tipo de polimeros permite aumentar a
hidrofilicidade destes sistemas e obter hidrogéis com propriedades mecanicas
melhoradas relativamente aos hidrogéis preparados apenas com polissacarideos.
Alguns exemplos de polissacarideos utilizados incluem o quitosanol1? 120 ¢
dextrano!?l, o alginato!??, o sulfato de condroitinal?3 e o acido hialurénicol24.

Hidrogéis hibridos de PEG e de gelatina também ja foram preparados!25 126, A
semelhanca da metodologia seguida neste trabalho, normalmente estes polimeros
naturais sdo previamente funcionalizados, com grupos acrilicos ou metacrilicos, e
posteriormente co-reticulados, por fotoreticulacdo, com os macrémeros PEGDA ou

PEGMA.

Por definicdo, os materiais classificados como hidrogéis possuem a
capacidade de absorver e de acomodar na sua estrutura tridimensional grandes
quantidades de dgua e de solu¢des aquosas. Quando utilizados como sistemas de
libertacdo, a forma como os hidrogéis (ndo degradaveis) absorvem agua (incham), e
a extensdo com que a absorvem sdo, conjuntamente com as propriedades fisico-
quimicas dos compostos bioactivos encapsulados e o proprio método de
encapsulamento, os factores que determinam a forma como o composto bioactivo é

libertado ao longo do tempo.
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A forma e a extensdo com que um hidrogel absorve agua, quando mergulhado
num meio aquoso, sdao determinadas pelas propriedades fisico-quimicas do
polimero, a densidade de reticulagdo das cadeias poliméricas e a morfologia interna
do hidrogel.

Assim, o conhecimento das caracteristicas de inchago do hidrogel sdo o
primeiro passo para o entendimento da estrutura tridimensional das cadeias que
formam o hidrogel e para perceber se este é ou ndo capaz de funcionar como um
sistema de libertagdo controlada.

Na Figura 3.32 sdao apresentados os perfis do grau de inchaco ao longo do
tempo de trés hidrogéis, obtidos em dois meios aquosos com diferentes valores de
pH (2.0 e 7.4). Um dos hidrogéis é composto por pectina A-Al (A-R4, GS= 22.6), e o
outro é formado a partir da mistura de pectina A-R4 com o macrémero PEGDA, em
proporg¢des massicas iguais. Por fim, o ultimo hidrogel foi preparado pela
fotoreticulacdo do macrémero PEGDA. Na formagdo destes trés hidrogéis a

concentra¢do massica das solugdes precursoras foi fixada em 5% (w/v).
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Figura 3.32 Perfis do grau de inchac¢o ao longo do tempo dos hidrogéis de PEGDA, da pectina
modificada A-R4 (GS= 22.6), e do hidrogel hibrido de PEGDA e pectina A-R4
(50PEGDA/50A-R4); média + DP, n=3.

Como se pode observar pela Figura 3.32, cada tipo de hidrogel apresenta um
comportamento distinto, quer em termos da cinética de absor¢ao de solugdao tampao
quer em termos do grau de inchaco em equilibrio. Enquanto os hidrogéis A-R4 e
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50PEGDA/50A-R4 atingem o grau de inchaco maximo (equilibrio) passado
sensivelmente duas horas, o hidrogel constituido apenas pelo macrémero PEGDA
apresenta uma cinética de absorcao de solucao tampdo mais lenta, aumentando de
peso durante todas as oito horas investigadas. Relativamente ao grau de inchago em
equilibrio, observa-se que o hidrogel hibrido apresenta um grau de inchago
consideravelmente inferior (sensivelmente 250%) aos apresentados pelos hidrogéis
de pectina A-R4 e PEGDA, que apresentam graus de inchago cerca de duas vezes
maiores (aproximadamente 500%).

Como a pectina possui na sua estrutura grupos acidos ionizaveis, o hidrogel
A-R4 é sensivel ao pH, apresentando um grau de inchaco significativamente maior
em pH 7.4 (cerca de 500%) do que em pH 2 (cerca de 400%). O pH do meio em que o
hidrogel estd mergulhado vai determinar o estado dos grupos carboxilicos (se estes
se encontram ionizados ou protonados), o que por sua vez vai alterar o grau de
inchaco do hidrogel. A pH 7.4, acima do pKa da pectina (situado entre 3.5 e 4.5,
segundo Rolin*), a totalidade dos grupos carboxilicos presentes no hidrogel
encontra-se ionizada. A repulsdo electrostatica gerada entre estes grupos leva a uma
expansdo das cadeias do hidrogel, resultando num aumento de absorc¢ao de agua.
Contrariamente, e a pH 2, o efeito da repulsao electrostatica ndo se manifesta pois,
ao pH mencionado, praticamente todos os grupos carboxilicos se encontram
protonados. Embora, e como se discutiu, os hidrogéis de pectina investigados
apresentem sensibilidade ao pH, pode-se dizer que esta sensibilidade nao é muito
elevada, comparativamente com outros hidrogéis com grupos carboxilicos
ionizaveis, como por exemplo hidrogéis sintetizados a partir de monémeros como o
acido acrilico, acrilamida e metacrilamidal27-129, onde é possivel observar diferencas
drasticas do grau de inchaco em funcdo do pH. Esta relativa falta de sensibilidade
dos hidrogéis de pectina podera ter varias causas entre as quais poderdo estar a
baixa densidade de grupos carboxilicos e a sua distribuicao aleatéria ao longo das
cadeias do polimero. Para além disto, e devido ao elevado peso molecular que este
polissacarideo apresenta, é provavel que as cadeias de pectina, para além de
reticuladas quimicamente, se encontrem altamente emaranhadas, o que pode
contribuir para restringir o efeito da expansdo da estrutura do hidrogel devido ao

efeito das repulsdes electrostaticas geradas entre os grupos carboxilicos ionizados.
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Ainda na Figura 3.32, pode-se observar que o grau de inchaco dos hidrogéis
de PEGDA nao é dependente do pH, uma vez que o PEG nao possui grupos ionizaveis.
Quanto ao hidrogel hibrido 50PEGDA/50A-R4 este apresenta, a pH 7.4, um grau de
inchago em equilibrio, ligeiramente superior ao exibido em pH 2.

A forma como um hidrogel absorve agua ao longo do tempo pode ser
classificada em trés categorias, determinadas pelo passo cinético limitante deste
processo130:

i) Caso I ou difusdo Fickiana simples: Ocorre quando taxa de difusdo do
permeante (dgua) na matriz polimérica é muito mais lenta que o processo de
relaxamento da matriz polimérica, induzido pela absor¢ao de agua. Neste caso a
cinética de absorcao de agua segue a primeira lei de Fick.

ii) Caso II ou transporte controlado pelo relaxamento: Ocorre quando a
difusdo é muito mais rapida do que o processo de relaxamento das cadeias
poliméricas. Este processo de relaxamento normalmente envolve uma transicao de
fase do estado vitreo para o estado amorfo. Esta transicao de fase é induzida pela
absorcao de agua: a dgua actua como plastificante, diminuindo a temperatura de
transicdo vitreo do polimero (Tg). Quando esta temperatura se torna igual a
temperatura a que se encontra o sistema, o polimero passa do estado vitreo, onde as
cadeias de polimero tém uma mobilidade muito reduzida, para o estado amorfo,
onde estas apresentam uma maior mobilidade e uma expansao do volume?31,

iii) Difusdo ndo Fickiana ou anormal: Ocorre quando a taxas de difusdo da
adgua e de relaxamento das cadeias poliméricas sdo comparaveis. Neste caso a
absorc¢do de 4gua depende simultaneamente destes dois processos.

A determinac¢do de qual destes mecanismos governa a absor¢do de 4gua num
determinado hidrogel é geralmente feita através do ajuste, a curva de inchaco

dindmico, da equagdo empirica proposta por Ritger & Peppas132 133;

%:kt"
M
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Nesta equacdo, M, é o peso do hidrogel inchado num determinado tempo t,
M., o peso do hidrogel inchado em equilibrio, k, uma constante cinética
estrutural/geométrica caracteristica do sistema e, n, o exponente difusional, cujo

valor depende do mecanismo de absorc¢do de agua. Esta expressao so é valida para
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valores de M;/M.,, inferiores a 0.6, sendo por isso aplicada apenas aos pontos da
curva de inchaco dinamico que estdo dentro deste limite.

Para um sistema com uma geometria plana, como é o caso dos hidrogéis
preparados (onde o didmetro é pelo menos 10 vezes superior a espessura), n
assume o valor de 0.5, para o caso da absor¢cdo de dgua seguir o mecanismo da
difusado Fickiana, e 1.0, se o mecanismo for do tipo Caso II. Valores de n entre 0.5 e 1
indicam uma difusao nado Fickiana ou anormal!30 131,

Analogamente ao descrito anteriormente, a cinética de libertacdo de
compostos bioactivos a partir de um hidrogel ndo degradavel pode também ser
classificada de acordo com os mecanismos descritos. Neste caso, o que se encontra
em consideracdo é a mecanismo de libertacdo do composto bioactivo ao longo do
tempo.

Na Tabela 3.13 encontram-se os resultados da aplicagdo da equagdo de
Rigter-Peppas aos perfis de inchago dindmico dos hidrogéis PEGDA, 50PEGDA/50A-
R4 e A-R4, representados na Figura 3.32. Como se pode constatar, os valores obtidos
para o exponente difusional n sdo inferiores a 0.5, para os trés hidrogéis. Isto
significa que nenhum dos mecanismos descritos acima governa a cinética de
absorcao de agua destes hidrogéis. Valores de n inferiores a 0.5 sdo por vezes
relatados na literatura, associados a hidrogéis altamente porosos!34. De acordo com
Ritger & Peppas!32 133 yalores de n inferiores a 0.5 podem ser obtidos para hidrogéis
porosos e com poros de tamanho elevado, em que o inchaco do hidrogel é
controlada pela preenchimento desses poros por moléculas de agua. Este parece ser

o caso dos hidrogéis produzidos, cuja estrutura parece ser altamente porosa.

Tabela 3.13 Resultados do ajuste da equagao de Ritger-Peppas as curvas de inchago
dindmico dos hidrogéis PEGDA, 50PEGDA/A-R4, e A-R4, nos dois meios aquosos

investigados.
pH= 7.4, 0.1M NaCl pH= 2.0, 0.1M NaCl
PEGDA 50PEGDA/ A-R4 PEGDA 50PEGDA/ A-R4
50A-R4 50A-R4
n 0.28 0.27 0.36 0.31 0.26 0.35
k (hm) 0.615 0.745 1.062 0.635 0.811 0.945
N* 5 3 3 5 3 3

Ragj? 0.9958 0.9849 0.9987 0.9994 0.9976 0.9967

* Numero de pontos ajustados.

Nao foi possivel investigar o comportamento de inchaco dos hidrogéis de

pectina C modificada com o reagente Al pois, devido aos baixos GS obtidos com esta
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pectina (Tabela 3.8), os hidrogéis produzidos a partir dos derivados desta
revelaram-se demasiado frageis para serem manipulados. O mesmo se verificou com
os hidrogéis produzidos a partir das pectinas A com um menor grau de substitui¢do
(A-R1 e A-R2Z, Tabela 3.8). Assim para investigar se existia alguma diferenca de
comportamento entre os hidrogéis produzidos com os dois tipos de pectina,
determinou-se o grau de inchago em equilibrio dos hidrogéis de pectina/PEGDA
produzidos com as pectinas A-R1 (GS= 4.8) ou C-R2 (GS= 4.7), com graus de
substituicdo idénticos. Os resultados sao apresentados na Figura 3.33. Se
compararmos os hidrogéis de pectina A e Pectina C, preparados com as mesmas
quantidades de PEGDA, observa-se que nao existem diferengas muito significativas,
o que indica que o tipo de pectina ndo é um factor determinante nas propriedades de
inchaco dos hidrogéis hibridos obtidos. Se compararmos o grau de inchago dos
hidrogéis hibridos com diferentes propor¢oes de PEGDA com o hidrogel produzido a
penas com PEGDA, observa-se uma tendéncia para o aumento do grau de inchago
com o aumento da proporc¢do de pectina na solugdo precursora, isto para os dois
tipos de pectina. A justificagdo para este comportamento encontra-se no baixo GS
das pectinas utilizadas. Por estas terem na sua estrutura poucos grupos funcionais
disponiveis para sofrer reticulagdo, o aumento da propor¢ao de pectina
relativamente ao PEGDA implica uma diminuicdo da quantidade de grupos
insaturados reactivos na solugdo precursora, originando por isso hidrogéis com uma
menor densidade de reticulacdo, e assim com mais flexibilidade e volume livre para
acomodar uma maior quantidade de 4gua na sua estrutura.

O impacto do GS das pectinas no grau de inchaco dos hidrogéis hibridos
produzidos pode ser verificado na Figura 3.34, onde se compara o grau de inchago
de dois hidrogéis, produzidos a partir de solu¢des com as mesmas proporgdes de
pectina e de PEGDA, mas com pectinas com diferentes GS (pectina com elevado GS,
A-R4 e pectina com um menor GS, A-R1). Como se pode observar, os hidrogéis
produzidos com a pectina com um menor grau de substituicdo apresentam graus de

inchaco consideravelmente mais altos (cerca de cinco vezes maiores).
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Figura 3.33 Grau de inchaco de equilibrio, em agua desionizada, solu¢do salina tampao
fosfato (pH 7.4), e solucdo salina acidificada (pH 2.0), dos hidrogéis: PEGDA; hidrogéis
compostos de PEGDA e pectina A-R1 (GS=4.8) em diferentes propor¢des; hidrogéis
compostos de PEGDA e pectina C-R2 (GS=4.7) em diferentes propor¢des; média + DP, n=3.

Relativamente a influéncia que o meio aquoso tem no grau de inchago dos
hidrogéis, observa-se que os hidrogéis que contém pectina absorvem uma maior
quantidade de agua quando mergulhados em agua desionizada do que quando
mergulhados nas duas solu¢des tampao, que tém uma forca iénica (I) ligeiramente
superior a 0.1M. A diminuicao do grau de inchago dos hidrogéis com o aumento da
forca i6nica do meio em que se encontram mergulhados é um fendmeno bem
estabelecido na literatura, devendo-se este a pressdo osmdtica originada devido a
diferenca de concentracao de ides entre o meio no interior do hidrogel e o meio
exteriorl2l 127, Nos hidrogéis com caracter idnico, a diferenca do grau de inchaco
destes quando mergulhado em agua destilada ou quando mergulhados em meios
que contém ides torna-se ainda mais significativa, pois nestes ultimos os grupos
ionizados presentes no hidrogel estabelecem interac¢des com os ides de carga
oposta, reduzindo dessa forma as repulsoes electrostaticas entre esses grupos, o que
diminuiu o fendmeno de expansao da estrutura polimérica e consequentemente, a

absorcao de agua.

139



Capitulo 3

2500
B Agua desionizada
[ pH 7.4, 0.1M NacCl
2000 1 [ pH 2.0, 0.1M NaCl
s
3. 1500
©
=
[
=
=
S 1000 -
g
&}
500 A

50PEGDA/50A-R1 S50PEGDA/50A-R4

Figura 3.34 Grau de inchaco de equilibrio, em 4agua desionizada, solu¢do salina tampao
fosfato (pH 7.4), e solucgdo salina acidificada (pH 2.0), dos hidrogéis produzidos a partir de
50% PEGDA e 50% de pectina A-Al com diferentes graus de substituicdo: A-R1 (GS=4.8) e

A-R4 (GS= 22.6); média = DP, n=3.

A fracgdo soluivel da pectina A modificada com o reagente IMA foi também
utilizada para produzir hidrogéis. Hidrogéis de PEGDA, PEGDA/A-IMA e A-IMA
foram produzidos em condig¢des idénticas as utilizadas para produzir os hidrogéis de
pectina A e pectina C modificados com o reagente Al (5% (m/v) solu¢do precursora,
2h de reticulacdo), diminuindo-se apenas a quantidade de fotoiniciador utilizado (de
5%, relativamente a massa dos precursores, para 1%). Este ajuste foi feito de forma
a tentar minorar o impacto do fotoiniciador nos compostos bioactivos, durante o
encapsulamento destes. Este aspecto sera discutido mais adiante.

Para estes hidrogéis determinou-se a frac¢do de massa extractavel (frac¢ao
Sol), ou seja, a quantidade de polimero presente no hidrogel que, por nao ter sofrido
reticulacdo ou estar fracamente reticulada, é soldvel numa solu¢ao aquosa. Para isso,
e como se referiu no procedimento experimental, os hidrogéis produzidos foram
secos, pesados e s6 posteriormente mergulhados em dgua destilada durante alguns
dias, de forma a extrair as cadeias poliméricas ndo reticuladas. Depois deste
processo os hidrogéis foram novamente secos e pesados. Através da diferenca de
peso antes e depois da extraccao calculou-se a percentagem de massa do hidrogel
susceptivel de ser solubilizada. Estes resultados sdao apresentados na Figura 3.35,

para os hidrogéis constituidos apenas pelo macrémero PEGDA, pela pectina
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modificada A-IMA, e pela mistura dos dois em diferentes propor¢des. Como se pode
observar, aos hidrogéis constituidos apenas por PEGDA corresponde a menor
percentagem de frac¢do Sol (cerca de 14%), enquanto que os hidrogéis constituidos
apenas por pectina A-IMA apresentam a maior frac¢ao Sol (um pouco mais de 50%).
Os hidrogéis hibridos de PEGDA/A-IMA apresentam fracgdes Sol intermédias, que
aumentam com o aumento da propor¢do de pectina A-IMA na solugdo precursora.

No mesmo grafico da Figura 3.35 encontra-se representado o nimero tedrico
de grupos reactivos, acrilicos e metacrilicos, presentes por cada grama de polimero
precursor (ou mistura de polimeros precursores) dos diferentes hidrogéis. Como se
pode ver, a uma diminuicdo do nimero de grupos reactivos corresponde um
aumento da fraccao Sol do hidrogel. Este resultado é 16gico pois a diminuicdo dos
grupos insaturados disponiveis implica uma menor densidade de reticulagao, ou
seja, uma estrutura tridimensional menos coesa e com um maior nimero de cadeias
poliméricas “soltas”.

As elevadas fracgoes Sol obtidas, nomeadamente nos hidrogéis com pectina
A-IMA, derivam também da baixa concentragdo das solug¢des precursoras dos
hidrogéis (5% m/v). Uma baixa concentragao da solugdo precursora implica uma
baixa concentracdo de grupos reactivos e por isso uma maior dificuldade para os
grupos insaturados pendentes das vdarias cadeias se “encontrarem” e reagirem.
Assim, é provavel que nem todos os grupos reactivos disponiveis estejam envolvidos
em reac¢des de reticulagdo. Adicionalmente, e nos hidrogéis com pectina, e
considerando o elevado peso molecular deste polimero e a baixa concentracido de
grupos funcionais, é também muito provavel que alguns grupos reactivos se
envolvam em ligagcdes intramoleculares (reticulagdes entre grupos funcionais
presentes numa mesma cadeia).

Infelizmente ndo foi possivel preparar solucdes precursoras de pectina
superiores a 5% (m/v) pois este polimero, devido ao seu elevado peso molecular,
origina solugbes com elevada viscosidade. Assim, optou-se por fixar em 5% a
concentracao de todas as solu¢des precursoras dos diferentes hidrogéis, de forma a
poder, no final, estabelecer uma relacdo entre as propriedades obtidas e as

diferencas de composicao das solugdes precursoras.
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Figura 3.35 Percentagem massica de polimero soldvel presente nos hidrogéis de PEGDA, A-
IMA, e PEGDA/A-IMA em varias proporg¢des. Comparac¢io com a quantidade de grupos
insaturados (acrilicos e metacrilicos) presentes nas solu¢des precursoras; média + DP, n=4.

Na Figura 3.36 pode-se observar os graus de inchaco em equilibrio dos
hidrogéis preparados com varias propor¢des da pectina A-IMA e PEGDA e dos
hidrogéis preparados apenas com PEGDA ou apenas com pectina A-IMA. Como se
pode ver os hidrogéis preparados apenas com o macrémero PEGDA ou a pectina
modificada A-IMA apresentam um grau de inchago mais elevado comparativamente
com os hidrogéis hibridos. Relativamente aos hidrogéis de PEGDA (preparados com
1% de fotoiniciador), estes apresentam graus de inchago superiores aos obtidos
pelos hidrogéis de PEGDA sintetizados com 5% de fotoiniciador e cujos graus de
inchaco foram comparados anteriormente com os hidrogéis produzidos com pectina
A e pectina C modificadas com o reagente Al. Esta diferenca pode ser observada na
Figura 3.37. Estes resultados indicam que a concentracao de fotoiniciador na solugao
precursora afecta as propriedades dos hidrogéis obtidos, pelo menos para os

hidrogéis produzidos com o macrémero PEGDA.
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Figura 3.36 Grau de inchaco de equilibrio, em agua desionizada, solu¢do salina tampao
fosfato (pH 7.4) e solucdo salina acidificada (pH 2.0), dos hidrogéis: PEGDA, 75PEGDA/25A-
IMA, 50PEGDA/50A-IMA, 25PEGDA/75A-IMA e A-IMA (GS= 6.1); média £ DP, n=3.

Relativamente aos hidrogéis hibridos, o grau de inchago destes aumenta com
o aumento da proporgdo de pectina A-IMA na solugao precursora, tal como acontecia
para os hidrogéis hibridos de pectina A e pectina C modificados com o reagente Al.
No entanto, os hidrogéis hibridos com pectina A-IMA apresentam graus de inchago
mais reduzidos comparativamente com os hidrogéis hibridos produzidos com a
pectina A-R1, embora os GS dos dois derivados ndo sejam muito diferentes (6.1 para
a pectina A-IMA e 4.8 para a pectina A-R1). Estas diferencas podem ser explicadas
pelas diferencas quimicas dos dois reagentes utilizados para modificar a pectina A
(Figura 3.10): enquanto a pectina A modificada com o reagente Al esta
funcionalizada com grupos vinilicos, a pectina A-IMA apresenta grupos funcionais
metacrilicos. Possivelmente estes grupos apresentam reactividades diferentes para
com os grupos funcionais do macrémero PEGDA (grupos acrilicos). Se isto se
verificar, o padrao de reticulacio nos hidrogéis hibridos produzidos sera

forcosamente diferente, o que se reflectira nas propriedades exibidas por estes.
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Figura 3.37 Grau de inchaco de equilibrio, em agua desionizada, solugio salina tampao
fosfato (pH 7.4) e solucdo salina acidificada (pH 2.0), de dois hidrogéis PEGDA formados na
presenca de diferentes quantidades do fotoiniciador Irgacure®2959; média + DP, n=3.

Na Figura 3.38 é possivel observar o aspecto dos hidrogéis A-IMA, 50A-
IMA/50PEGDA e PEGDA, imediatamente depois de formados e depois de terem sido

secos numa estufa de vacuo.
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Figura 3.38 Fotografias dos hidrogéis preparados por fotoreticulagio. a) A-IMA; b) 50A-
IMA/50PEGDA; c) PEGDA. Da esquerda para a direita: vista superior dos hidrogéis acabados
de formar; vista superior dos hidrogéis secos; vista lateral dos hidrogéis acabados de
formar; vista lateral dos hidrogéis secos.
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Como se pode ver pelas fotografias, os hidrogéis pectina A-IMA e 50A-
IMA/50PEGDA sdo opacos e com uma cor amarelada, enquanto os hidrogéis de
PEGDA sdo translucidos.

Como os hidrogéis sdao formados na presen¢a de uma grande quantidade de
agua, devido a baixa concentracdo da solucdo precursora (5% m/v), estes sofrem
uma grande deformacao durante o processo de secagem, sendo que os hidrogéis A-
IMA e 50A-IMA/50PEGDA assumem uma forma distinta da dos hidrogéis de PEGDA.
Enquanto a estrutura dos hidrogéis de A-IMA e 50A-IMA/50 PEGDA (e dos outros
hidrogéis hibridos com diferentes propor¢des dos dois precursores, cujas imagens
ndo sdo mostradas) colapsa durante a secagem, originando discos com uma
espessura fina e um didmetro semelhante ao exibido pelos hidrogéis antes de secos,
os hidrogéis de PEGDA, por terem uma grande elasticidade, “encolhem” nas duas
dimensdes (espessura e diametro) a medida que a 4gua evapora.

A morfologia destes hidrogéis, depois de rehidratados, foi observada por
microscopia electréonica de varrimento - scanning electronic microscopy (SEM). Para
preservar a morfologia dos hidrogéis no estado hidratado estes foram congelados e
a agua removida por liofilizacdo. As imagens de SEM da superficie dos hidrogéis A-
IMA, 75A-IMA/25PEGDA, 50A-IMA/50PEGDA, 25A-IMA/75PEGDA e PEGDA podem
ser observadas na Figura 3.39. Como se pode observar, as superficies de todos os
hidrogéis sao irregulares e apresentam grandes fissuras. Relativamente a morfologia
do hidrogel PEGDA, esta ndo sera a exibida quando este esta hidratado pois, durante
o processo de liofilizagdo, verificou-se o colapso da estrutura deste hidrogel. Dai a
estrutura completamente fracturada que as imagens de SEM evidenciam. Nas
imagens do hidrogel A-IMA (Figura 3.39a) é possivel observar uma série de
estruturas filamentosas sobre a superficie deste, e um emaranhado desses
filamentos situado entre uma larga fissura. Este tipo de estruturas foi observado nos
hidrogéis de A-IMA e, em menor extensdo, nos hidrogéis hibridos (Figura 3.39b, c e
d), mas ndo nos hidrogéis de PEGDA. Isto conduz a conclusdo que estes filamentos
sdo provavelmente fragmentos de pectina nao reticulada, que podem ser extraidos
da estrutura tridimensional que constitui o hidrogel. A observacdao de uma grande
quantidade destas estruturas a superficie dos hidrogéis compostos apenas por
pectina A-IMA, coaduna-se com a elevada frac¢do de extractaveis obtida para este

hidrogel (Figura 3.35).
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A estrutura interna dos hidrogéis A-IMA e PEGDA pode ser observada na
Figura 3.40. Como se pode ver, o hidrogel A-IMA apresenta uma enorme quantidade
de poros de enormes dimensdes. Novamente, é possivel detectar as estruturas
filamentosas observadas a superficie do hidrogel. Uma morfologia semelhante,
embora ainda mais irregular, foi observada para os hidrogéis hibridos de pectina A-
IMA/PEGDA.

Quanto ao hidrogel PEGDA, e por este estar colapsado, ndo se observa
nenhuma estrutura porosa mas sim uma estrutura fracturada semelhante a
morfologia exibida pela superficie deste hidrogel.

Uma das causas para obtenc¢do de hidrogéis A-IMA e hidrogéis hibridos com
estas estruturas irregulares devera ser, como ja se referiu, a presenca de grandes
quantidades de agua durante a formacdo dos hidrogéis. A evaporagdo desta agua
durante o processo de secagem, particularmente num meio com pressao reduzida,
como aconteceu com estes hidrogéis, parece ser o processo responsavel pela
determinag¢do das morfologias obtidas.

Embora nao se tenha procedido a analise por SEM dos hidrogéis preparados
com as pectinas A e C modificadas com o reagente Al, é razoavel admitir que a
morfologia destes hidrogéis ndo seja muito diferente das observadas para os
hidrogéis A-IMA, considerando que todos os hidrogéis foram formados em
condic¢oes idénticas. Ou seja, é provavel que os hidrogéis com pectina A-Al e pectina
C-Al apresentem uma estrutura altamente porosa, o que justificaria os valores
obtidos para o exponente difusional n da equacao de Ritger-Peppas, quando esta
equacdo foi aplicada aos perfis de absorcao de agua dos hidrogéis A-R4 e hidrogéis

50PEGDA/A-R4 (Tabela 3.13).
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Figura 3.39 Imagens de microscopia electréonica de varrimento da superficie dos hidrogéis:
a) A-IMA; b) 75A-IMA/25PEGDA; c) 50A-IMA/50PEGDA; d)25A-IMA/75PEGDA; e)PEGDA.
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Figura 3.40. Imagens de microscopia electrénica de varrimento de uma secgdo transversal
dos hidrogéis: a) A-IMA; b) PEGDA.

3.5.3 Libertacao in vitro de farmacos e proteinas modelo.

As propriedades dos hidrogéis PEGDA, A-IMA e 50A-IMA/50PEGDA,
enquanto sistemas de libertacdo controlada de compostos bioactivos, foram
investigadas através de estudos de libertacao in vitro. Com este objectivo, foram
preparados hidrogéis com varios tipos de compostos bioactivos incorporados: dois
farmacos hidrofilicos de baixo peso molecular - o antiflamatério nao-esteréide
flurbiprofeno sédico e o antibiético sulfato de gentamicina (Figuras 3.12 e 3.13),
bem como duas proteinas modelos - a lisozima e a albumina de soro bovino, BSA
(Tabela 3.4). Estes compostos foram dissolvidos nas solu¢cdes precursoras dos
hidrogéis numa quantidade equivalente a 10% da massa dos polimeros. As solugdes
precursoras com os farmacos dissolvidos foram fotopolimerizadas nas condi¢cdes
mencionadas na seccdo 3.4.3.6, originando assim hidrogéis com os compostos

bioactivos imobilizados por oclusao.
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Nas Figuras 3.41 e 3.42 encontram-se os perfis de libertacdo in vitro, em
solucdo salina tampdo fosfato (pH= 7.4; 0.01M KH:PO4/NazHPO4; 0.137M NaCl;
0.0027M KCI; I= 0.16M), do flurbiprofeno soédico e do sulfato de gentamicina,
respectivamente. A massa de farmaco libertada ao longo do tempo encontra-se
representada em termos da fraccdo massica libertada acumulada, tendo-se
considerado, para efeitos de calculos, que a massa total de farmaco presente no
hidrogel corresponde a 10% da massa do hidrogel seco.

Para os trés de hidrogéis investigados (PEGDA, 50PEGDA/50A-IMA, A-IMA)
observa-se uma libertagdo rapida de ambos os farmacos. Em todos os hidrogéis, e
para os dois farmacos investigados, verifica-se que em cerca de duas horas se liberta
mais de 80% do farmaco, sendo que a libertagdo total é atingida, no maximo,
passado quatro horas do inicio do ensaio. Este comportamento ndo é de todo
inesperado, visto que os trés hidrogéis apresentam graus de inchago bastante
elevados o que, aliado ao baixo peso molecular dos farmacos e a sua hidrofilicidade,
resulta na rapida difusdo das moléculas de fArmacos por entre a matriz polimérica

do hidrogel até ao meio exterior de libertagao.
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Figura 3.41 Curvas da libertacao in vitro do flurbiprofeno sédico, a partir dos hidrogéis
PEGDA, 50PEGDA /50A-IMA e A-IMA, num meio de libertacao de solucao salina tampao
fosfato (pH= 7.4); média = DP, n=3.
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Figura 3.42 Curvas da libertacgao in vitro do sulfato de gentamicina, a partir dos hidrogéis
PEGDA, 50PEGDA /50A-IMA e A-IMA, num meio de libertacao de solugdo salina tampao
fosfato (pH= 7.4); média + DP, n=3.

Nos perfis de libertacdo dos dois farmacos a partir dos hidrogéis A-IMA e
50A-IMA/50PEGA verifica-se o fenémeno de burst release - a libertacio de uma
percentagem significativa do farmaco encapsulado nos instantes seguintes ao
sistema de libertagdo controlada ter sido mergulhado no meio de libertacao. Neste
caso, verifica-se que a percentagem de farmaco libertada nos primeiros 10 minutos,
a partir dos hidrogéis A-IMA e 50A-IMA/50PEGDA, é de cerca de 25 a 30%, para o
flurbiprofeno sédico e cerca de 40 a 45% para o sulfato de gentamicina. Estas
percentagens sdo bastante altas comparativamente as obtidas para os hidrogéis
PEGDA (cerca de 4% para o flurbiprofeno soédico e 14% para o sulfato de
gentamicina). O fenémeno de burst release é frequentemente observado em varios
tipos de sistemas de libertacdo controlada formados por polimeros hidrofilicos ou
hidrofébicos 135. Algumas das causas que podem explicar a ocorréncia deste
fenbmeno em sistemas do tipo matriciais capazes de absorver uma quantidade
significativa de dgua (hidrogéis) sdo, segundo Huang & Brazell35: a migracdo dos
compostos activos para a superficie dos hidrogéis durante o processo de secagem, o
que origina uma distribuicao heterogénea deste ao longo da matriz do hidrogel e

com uma concentracdo mais elevada a superficie; a morfologia heterogénea e
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estrutura porosa; as propriedades fisico-quimicas dos agentes bioactivos
encapsulados. Considerando a morfologia dos hidrogéis de pectina A-IMA e 50A-
IMA/50PEGDA, discutida anteriormente, é muito provavel que esta seja a principal
causa do fenémeno de burst release observado na libertacdo a partir destes
hidrogéis. Como sdo porosos e com a superficie fracturada, o meio em que se da a
libertacdo rapidamente preenche estes poros e dissolve o farmaco que se encontra a
superficie destes. As moléculas de farmaco, uma vez dissolvidas nesse meio,
rapidamente se difundirdo pelos poros e fracturas até ao meio exterior. A restante
quantidade de farmaco, que se encontra ndo a superficie dos poros mas sim
aprisionada na parte ndo porosa da matriz polimérica, liberta-se-a depois de forma
controlada, forma essa que serd determinada pelo processo de absor¢do de agua e
pelo relaxamento das cadeias poliméricas e/ou pela taxa de difusdo das moléculas
de fArmaco por entre essas mesmas cadeias.

Por detras da escolha destes dois farmacos em particular encontram-se as
propriedades fisico-quimicas destes. Ambos os farmacos tém caracter ionico, sendo
que o flurbiprofeno sédio apresenta grupos carboxilicos, tendo por isso um caracter
aniénico, enquanto o sulfato de gentamicina apresenta um caracter catidnico,
conferido pelos grupos amina presentes na sua estrutura.

Como os hidrogéis compostos por pectina tém, eles préprios, um caracter
anidénico, teoricamente as moléculas destes farmacos quando encapsuladas nestes
hidrogéis estabelecem interac¢des de natureza i6nica com a matriz polimérica, de
natureza repulsiva, no caso do flurbiprofeno sédico, onde tanto o polimero como o
farmaco apresentam um cardcter aniénico, ou de natureza atractiva, no caso do
sulfato de gentamicina, onde farmaco e polimero tém caracteres i6nicos de natureza
oposta.

Ao realizar-se a libertagao in vitro destes dois farmacos tentou-se perceber de
que forma estas interac¢des entre farmaco e polimero afectariam os perfis de
libertacao dos farmacos. Ao pH do meio de libertacdo, 7.4, os grupos carboxilicos
presentes na pectina encontram-se totalmente ionizados. Para o flurbiprofeno
sodico seria de esperar que, devido as forcas repulsivas geradas entre o farmaco e a
matriz de pectina, o farmaco libertar-se-ia mais rapidamente dos hidrogeéis que
tivessem pectina (A-IMA e 50A-IMA/50PEGDA) na sua composicao do que do

hidrogel onde nao se verificassem essas interac¢des entre farmaco e polimero (isto
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é, o hidrogel PEGDA, composto por um polimero neutro). Realmente parece que a
cinética de libertacdo do flurbiprofeno (e ignorando o burst release) é ligeiramente
mais rapida nos hidrogéis com pectina do que no hidrogel com somente PEGDA. No
entanto devido as diferentes morfologias dos hidrogéis, que afectam os perfis de
libertacdo, ndo se pode atribuir esta observacdo somente a natureza repulsiva das
interac¢des que se estabelecem entre a matriz polimérica do hidrogel e farmaco
encapsulado. O mesmo se pode dizer para os perfis de libertacdo do sulfato de
gentamicina, onde se esperaria que as interac¢des atractivas entre polimero e
farmaco retardassem a libertacdo deste ultimo nos hidrogéis com pectina. Nos perfis
de libertacao do sulfato de gentamicina (Figura 3.42) observa-se uma intersec¢ao
das curvas de libertacdo dos trés hidrogéis: enquanto a taxa de libertacao da
gentamicina dos hidrogéis PEGDA parece manter-se constante durante quase todo o
processo de libertacdo, nos hidrogéis A-IMA e 50A-IMA/50PEGDA verifica-se que
existe um abrandamento da taxa de libertacao a partir de cerca de 80% de fAirmaco
libertado. Este abrandamento pode ter como causa as forgas atractivas idnicas
estabelecidas entre as restantes moléculas de farmaco e o polimero. Estas
interac¢des ndo sdo suficientemente estaveis ou fortes para reter o farmaco
infinitamente no interior da matriz polimérica. A libertacdo destas moléculas de
farmaco acontecera gradualmente a medida que as interac¢des idnicas entre
farmaco e polimero vdo sendo desmanteladas devido a ac¢do dos contra-ides

presentes em solucao (nomeadamente Na* e Cl-).

Analogamente ao realizado com os perfis de inchago dindmico, a equagao
empirica de Rigter-Peppas foi ajustada aos perfis de libertagdo dos farmacos. Neste
caso, a fraccdo M(/M, corresponde a fraccdo de massa acumulada libertada no
tempo t, representada em funcdo do tempo nas Figuras 3.41 e 3.42. O ajuste da
equacao foi feita para os pontos das curvas de libertacdo com valores M:/M,
sensivelmente inferiores a 0.6. Os resultados das regressdes ndo lineares sdo
apresentados na Tabela 3.14, para as curvas de libertagdao dos dois farmacos.

Para os hidrogéis PEGDA, o expoente difusional n, para os dois farmacos,
assume o valor de 1.0. Este valor indica, para a geometria do hidrogel sobre
investigacao, que a libertacdo dos dois farmacos é controlada pelo relaxamento e

inchaco da matriz polimérica (Caso II ou transporte controlado pelo relaxamento),
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ou seja, o processo de libertagdo dos farmacos ¢ limitado pelo inchacgo do hidrogel ao

longo do tempo e nao pela taxa de difusao do farmaco.

Tabela 3.14 Resultados do ajuste da equacao de Ritger-Peppas as curvas de libertacdo in
vitro, numa solucdo salina tampao fosfato (pH= 7.4), dos farmacos flurbiprofeno sédico e
sulfato de gentamicina.

Flurbiprofeno Sddico Sulfato de Gentamicina
PEGDA 50PEGDA/ A-IMA PEGDA 50PEGDA/ A-IMA
50A-IMA 50A-IMA
n 1.01 0.48 0.55 1.00 0.42 0.40
k (hm) 0.465 0.709 0.562 0.820 0.966 0.869
N* 8 7 7 6 4 5
Ragj? 0.9801 0.9546 0.9723 0.9952 0.9885 0.9812

* Nuimero de pontos ajustados.

Comparando os perfis de libertagdo do flurbiprofeno sédico (Figura 3.41) e
do sulfato de gentamicina (Figura 3.42) nos hidrogéis PEGDA com o perfil de inchago
dindmico do mesmo hidrogel (Figura 3.32), verifica-se que a cinética de inchago
deste hidrogel é muito mais lenta que a cinética de libertacao dos farmacos, logo o
mecanismo limitante do processo de libertacdo é o inchago do hidrogel, tal como os
expoentes difusionais obtidos indicam.

Os expoentes difusionais para os hidrogéis 50PEGDA/50A-IMA e A-IMA sao
proximos de 0.5, no caso da libertagdo do flurbiprofeno sédico, indicando um
mecanismo de libertacdo controlado pela difusdo do farmaco (Caso I ou difusdo
Fickiana simples). No caso da libertagcdo do sulfato de gentamicina, os expoentes
difusionais assumem valores inferiores a 0.5 (cerca de 0.4), indicando que neste caso

a estrutura porosa dos hidrogéis afecta a cinética de libertacdo do farmaco.

Na Figura 3.43 encontram-se representados os perfis de libertacdo da
proteina lisozima a partir dos hidrogéis PEGDA, 50PEGDA/50A-IMA e A-IMA, em
dois meios de libertagao: numa solucdo salina tampao fosfato (pH 7.4) e numa
solucdo salina tampdo acidificada (pH 2.0). Observa-se um comportamento
semelhante para todos os perfis de libertacdo: o fenémeno de burst release (cuja
extensdo varia muito conforme a natureza do hidrogel), seguido de um periodo de
cerca de oito horas de libertacio a uma taxa constante. A partir de 1 dia de
libertagdo praticamente nenhuma proteina é libertada. Em todos os casos verifica-se
que a libertacdo € incompleta, ou seja, existe uma fraccdo de proteina que

permanece no interior dos hidrogéis.

153



Capitulo 3

Nos hidrogéis 50PEGDA/50A-IMA verifica-se que cerca de metade da
proteina presente no hidrogel é libertada nas primeiras duas horas de ensaio
(41.2% na solucdo salina tampao fosfato e 51.1% na solucdo salina acidificada). Para
os hidrogéis A-IMA e PEGDA o fenémeno de burst release é mais limitado. Nos
hidrogéis A-IMA verifica-se a libertacdo, nas primeiras duas horas, de 11% e 30% da
proteina, em solucao solucdo tampdo fosfato e em solucdo salina acidificada,
respectivamente. Nos hidrogéis de PEGDA, 23% da proteina é libertada nas duas

primeiras horas em solu¢do salina tampao fosfato, e 6.5% em solucdo salina

acidificada.
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Figura 3.43 Curvas da libertacdo in vitro da proteina lisozima: em solucdo salina tampao
fosfato, pH= 7.4 (simbolos a negro); em solucdo salina tampao acidificada, pH= 2 (simbolos
sem preenchimento); média + DP, n=3.

A grande extensdo do fendmeno de burst release observada nos hidrogéis
50PEGDA/50A-IMA pode ser uma consequéncia das interac¢des idnicas que se
estabelecem entre proteina e pectina na solugdo precursora do hidrogel. O ponto
isoelétrico da lisozima é notavelmente elevado (cerca de 11.1, Tabela 3.4), o que
significa que, em agua destilada, a lisozima apresente carga positiva. Por sua vez, em
agua destilada a pectina apresenta carga negativa. Assim é provavel que quando em
solucdo, as moléculas de pectina e lisozima complexem entre si. Na presenca do
macréomero PEGDA é possivel que surja uma separacdo de fases com um

aparecimento de uma fase rica em PEGDA e outra rica em pectina e lisozima. A
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fotoreticulagdo dos precursores nestas condi¢des originara um hidrogel compdsito,
com dominios ricos em PEGDA reticulado e pobres em pectina e lisozima e outros
dominios ricos em pectina e lisozima e pobres em PEGDA. Também devido a
formacao destes complexos, muitos dos grupos reactivos presentes na pectina
podem encontrar-se inacessiveis para reagirem entre si, o que resultard numa fraca
reticulacdo das cadeias de pectina. Nestas condi¢des, os dominios do hidrogel
fracamente reticulados, e ricos em pectina e lisozima, facilmente se dissolverao
quando mergulhados no meio de libertacdo, originando a libertacdo de uma grande
quantidade de enzima nos primeiros tempos do ensaio de libertagao.

A libertacdo incompleta dos compostos bioactivos encapsulados,
nomeadamente proteinas, é frequentemente assinalada na literatura, especialmente
na situagdo em que estas se encontram presentes durante o processo de formacgao
do hidrogel por reticulagdo radicalar.

Embora o processo de formacdo de hidrogéis através de fotoreticulagdo
radicalar induzida por luz UV tenha inimeras vantagens, e seja por isso mesmo
comummente utilizado na produc¢do de hidrogéis para aplicacdes biomédicas, este
processo implica a formacao de radicais livres extremamente reactivos que, para
além de iniciarem as reacc¢des de reticulagdo (ao atacarem as ligacbes C=C dos
grupos terminais vinilicos ou metacrilicos, por exemplo) podem também reagir com
os residuos de aminodcidos das proteinas, originando alteragdes quimicas e
estruturais nas proteinas e a formacdo de ligagcdes covalentes entre proteina e
matriz polimérica. Assim, estas reacgdes entre radicais livres e proteina sao
responsaveis ndo apenas pela diminuicdo da biodisponibilidade da proteina
encapsulada mas também pela diminuicdo da sua bioactividade, visto que esta se
encontra intimamente relacionada com a estrutura tridimensional da proteina.

Varios autores investigaram o impacto que a gera¢ado de radicais livres tem na
biodisponibilidade e bioactividade de varias proteinas encapsuladas em hidrogéis
produzidos por fotoreticulagido radicalar136 137,

Lin & Metters!3¢ investigaram a biodisponibilidade e bioactividade da
lisozima quando encapsulada em hidrogéis preparados a partir da fotoreticulacdo de
solu¢cdes do macromero PEGMA (poli(etilenoglicol monoacrilato), PM ~3000) na
presenca do fotoiniciador Irgacure®2959, um sistema semelhante ao utilizado neste

trabalho para encapsular a lisozima nos hidrogéis PEGDA.

155



Capitulo 3

A fraccdo de proteina libertada e a sua bioactividade foi analisada para varias
condicoes de fotopolimerizacao (concentracao de fotoiniciador, tempo de exposicao
a luz UV, concentracao de macrémero, etc.) Os autores verificaram uma diminuicao
da bioactividade da enzima libertada com o aumento da concentragdo de iniciador
presente na soluc¢do precursora do hidrogel (de 0.1 para 0.3% (m/m)). Esta perda de
actividade foi relacionada com altera¢des nas estruturas secundarias da proteina,
detectadas por espectroscopia de dicroismo circular (circular dichroism
spectroscopy). Verificaram também que um aumento da concentracio do
fotoiniciador e/ou um aumento de tempo de exposicao a luz UV (de 10 para 20 min,
~10 mW/cm?) resultavam numa maior percentagem de proteina ndo libertada.

Considerando este exemplo, e as condicdes de fotopolimerizacdo adoptadas
neste trabalho, é provavel que uma das causas para a libertacdo incompleta da
lisozima seja a conjugacdo covalente desta com as cadeias poliméricas do hidrogel,
induzida pelos radicais livres produzidos durante o processo de fotopolimerizagao.
Para além desta imobilizacdo quimica, é provavel que exista, em alguma extensao,
também uma imobilizacdo fisica, resultante do estabelecimento de interac¢des
fisicas fortes (ligagdes idnicas, ligacdes por pontes de hidrogénio) entre proteina e
polimero. Adicionalmente, e como se trata de macromoléculas, alguma molécula de
proteina podem se encontrar fisicamente presas nas estruturas tridimensionais
mais densas do hidrogel, onde o espaco entre as reticulacdes é menor que o tamanho
das moléculas de proteina.

Claro que, para além das causas referidas acima, no final do processo de
libertacdo a quantidade total de proteina libertada sera também determinada pela
extensdo do fendmeno de burst release, cujas causas ja foram discutidas
anteriormente.

Os perfis de libertagdo in vitro da lisozima nao parecem ser afectados de
forma muito significativa pelo pH do meio de libertacdo. Contudo, e embora nao se
tenham realizado estudos de actividade enzimdtica, a actividade da lisozima
libertada em meio acido deve ser residual, em comparag¢do com a actividade da
proteina libertada na solucao tampao fosfato, pois a gama de pH em que esta
proteina se mantém activa encontra-se entre 6.0 e 9.0, sendo que atinge a actividade

maxima a um pH de 6.2138,
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Na Figura 3.44 encontram-se os perfis de libertacao in vitro da proteina BSA.
Neste caso, observa-se que os perfis de libertacdo assumem um comportamento

distinto nos dois meios de libertacao.
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Figura 3.44 Curvas da libertacao in vitro da proteina BSA: em solucdo salina tampao fosfato,
pH= 7.4 (simbolos a negro); em solucao salina tampao acidificada, pH= 2 (simbolos sem
preenchimento); média + DP, n=3.

Em solucdo salina tampao fosfato (pH 7.4) observa-se uma libertacdo de BSA
a uma taxa constante até cerca de 3 dias. A partir desse tempo, e até cerca de 60 dias
de ensaio, apenas uma pequena quantidade de proteina é libertada. Neste caso nao
se verifica uma libertacdo substancial de proteina nas primeiras horas de libertagao.
Nos hidrogéis de PEGDA, apenas 0.54% da proteina encapsulada é libertada nas
primeiras duas horas e, nos hidrogéis A-IMA, apenas cerca de 2% da proteina é
libertada neste tempo. Tal como acontece na libertacdo da lisozima, nos hidrogéis
50PEGDA/50A-IMA verifica-se uma maior quantidade de BSA libertada nos tempos
iniciais - cerca de 7.4%. Ao fim de 3 dias, a percentagem de BSA libertada a partir
dos hidrogéis 50PEGDA/50A-IMA atinge os 25% e, nos hidrogéis PEGDA e A-IMA,
cerca de 11 e 13%, respectivamente. A quantidade de BSA libertada pelos hidrogéis
PEGDA e A-IMA correspondem a cerca de metade da quantidade de BSA libertada
pelos hidrogéis 50PEGDA/50A-IMA, evidenciando que, também com esta proteina, a

mistura da pectina com o macromero PEGDA conduz a um hidrogel hibrido
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susceptivel de uma maior libertacdo de proteina nos tempos iniciais,
comparativamente com os hidrogéis produzidos apenas com o macrémero ou
apenas com a pectina modificada.

Relativamente aos perfis de libertacio em meio salino acidificado (pH 2)
verifica-se a libertacdo de uma menor quantidade de BSA nos primeiros dias de
libertacdo, comparativamente com a libertacio em solucdo salina tampdo fosfato.
Neste meio, a quantidade de proteina libertada aumenta gradualmente ao longo do
tempo, ao contrario do que acontece na solucdo salina tampao fosfato, onde se
verifica uma libertagdo muito limitada de BSA a partir do terceiro dia de ensaio.
Enquanto nos hidrogéis PEGDA o perfil de libertagdo é praticamente linear durante
os cerca de 60 dias de ensaio, nos hidrogéis A-IMA e 50PEGDA/50A-IMA verifica-se
uma maior quantidade de proteina libertada no primeiro més (cerca de 50%),
verificando-se um abrandamento da taxa de libertacdo a partir do segundo més.

Os diferentes perfis de libertagdo observados nos dois meios de libertacdo
podem ser associados a instabilidade da BSA em meio 4cido, que conduz muito
rapidamente a desnaturacdo e degradagdo da proteina.

Estey et al13° investigaram a degrada¢do da BSA num meio salino acidificado
(pH 2) durante um més, em solugdes com varias concentracdes de proteina e
diferentes forgas iodnicas, incubadas a 37°C. Os resultados obtidos por estes
investigadores ajudam a elucidar os perfis de libertacdo da BSA em meio 4cido
obtidos neste trabalho. Através de SE-HPLC (Size-exclusion high performance liquid
chromatography), e SDS-PAGE (electréforese do gel de poliacrilamida de sulfato de
dodecilo de s6dio), os autores verificaram que, nos primeiros dias de incubacao a
pH &cido, as moléculas de BSA formavam agregados soliveis, com pesos
moleculares, estimados por SEC-HPLC, superiores a 500 kDa. A concentracao destes
agregados aumentava gradualmente durante a primeira semana de incubagdo.
Depois desta fase inicial, a concentragcdo dos agregados diminuia, verificando-se o
aumento gradual da concentragdo de fragmentos de proteina, com pesos
moleculares entre os 7 e 40 kDa. Segundo estes autores esta fragmentacdo é devida a
hidrolise da ligacdo péptica entre os aminoacidos Asparagina e Prolina, ligacdo
susceptivel a degradacdao em meio acido. Os resultados de SE-HPLC e SDS-PAGE
publicados pelos autores sdao reproduzidos na Figura 3.45. Passado um més de

incubacdo, os cromatogramas SE-HPLC revelavam o desaparecimento completo do
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pico de eluicdo correspondente ao mondémero de BSA, indiciando a degradagao
completa da proteina em solucdo. Contrariamente, nas solucdes de proteina
incubadas em soluc¢do salina tampdo fosfato (pH 7), a presenca do monémero BSA,
passado um més, correspondia a cerca de 80% do mondémero presente no tempo
inicial de incuba¢do. Em complemento das analises SEC-HPLC e SDS-PAGE os
autores realizaram ainda estudos espectrofotométricos, onde a alteragdo das
estruturas secundarias da proteina ao longo do tempo foram investigadas.

Esta investigacao realizada por Estey et al'3° ajuda a esclarecer os perfis
de libertacdo obtidos para a BSA em meio acido. Assim, pode-se justificar a
menor taxa de libertacdo de proteina nos primeiros dias de ensaio,
comparativamente com o que acontece a pH 7, com a formacdo inicial de
agregados de proteina que, devido ao seu elevado peso molecular, se difundem

mais lentamente por entre a estrutura da matriz polimérica até ao exterior.
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Figura 3.45 Resultados de SE-HPLC (A) e SDS -PAGE (B) representativos da degradagio da
BSA numa solugao salina a pH 2 incubada a 372C. Figuras reproduzidas de Estey et al139 sem
autorizacao.

Passados os dias iniciais, a libertacdo em meio acido prossegue gradualmente,
com a libertacdo de fragmentos de proteina. Ao contrario, e a pH 7, onde a
degradacdo da proteina é muito mais limitada, a libertacdo desta torna-se muito

reduzida, pois, tal como acontece com a lisozima, é muito provavel que uma frac¢ao
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significativa da proteina encapsulada se encontre covalentemente ligada a matriz
polimérica devido a ac¢do dos radicais livres.

De facto, Lin & Metters!3¢, a semelhan¢a do que fizeram com a lisozima,
investigaram o processo de imobilizagdo da BSA em hidrogéis de PEGDA durante a
formacao do hidrogel por fotoreticulagdo radicalar, na presenca do fotoiniciador
Irgacure®2959. Com estudos de libertacdo in vitro (em solucdo salina tampdo
fosfato), os autores verificaram que apenas uma fraccdo da proteina encapsulada
(menos de 40%) era libertada, sendo que essa fraccdo diminuia com o aumento da
concentracdo de fotoiniciador na solu¢do precursora. Estudos de SDS-PAGE de
solugdes de proteina, PEGMA e Irgacure®2959, irradiadas com luz UV, revelaram a
conjugacdo covalente da proteina com o macrémero PEGMA. Perante estes
resultados, os autores apresentaram um método para proteger a BSA da ac¢do dos
radicais livres durante o processo de formacdao do hidrogel. Este consiste em
adicionar a solugao precursora acido iminodiacético e ides divalentes de metais de
transicdo (como Cu?* e Ni%*), pois este acido, na presenca destes ides, forma
complexos que se ligam a alguns residuos de aminoacidos das proteinas. Os autores
puseram a hipotese que estas ligacdes protegeriam os residuos reactivos da BSA da
accdo dos radicais livres. De facto, a libertagdo in vitro da BSA encapsulada em
hidrogéis de PEGDA na presenca destes complexos revelou um aumento
significativo da percentagem de proteina libertada.

Por ser um polissacarideo, a pectina é susceptivel de sofrer degradagdo
quimica (com quebra das ligagcdes glicosidicas por hidrélise, a pH <4, ou B-
eliminacdo, a pH >7, conforme se encontra descrito na Figura 3.4). Igualmente, os
grupos uretana introduzidas na pectina, e presentes nas reticulagdes entre as varias
cadeias, sdo susceptiveis de hidrdlise, embora a uma taxa bastante lenta. Assim é
provavel que, para tempos de libertacao longos, como é o caso da BSA, a degradagao
quimica da matriz polimérica dos hidrogéis com pectina afecte igualmente o perfil
de libertacdo dos compostos bioactivos. Contudo este efeito ndo é muito evidente na
libertacdo da BSA, e considerando os perfis de libertacido da BSA a partir dos
hidrogéis com pectina e os perfis de libertacao partir dos hidrogéis PEGDA (que nao

sdo susceptiveis de degradacao quimica).
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Para os hidrogéis com pectina (A-IMA, 50PEGDA/50A-IMA), procedeu-se
também a libertagdo in vitro da BSA em solugdo salina tampao fosfato na presenga
de enzimas pectinoliticas. Os resultados de libertacao sao apresentados na Figura
3.46 e comparados com os perfis de libertagdo in vitro obtidos em solucao salina
tampdo fosfato. Embora o pH 6ptimo para a actividade das pectinases utilizadas
(produzidas pelo fungo Aspergillus niger) seja de cerca de 5.0, optou-se por realizar
os ensaio a pH 7.4, de forma a poder comparar os perfis de libertagdo com e sem a
presenca da enzima. Ao pH do ensaio estas enzimas perdem entre 40 a 70% da sua
actividade em duas horas. Por esta razao optou-se por utilizar uma concentracao
elevada de enzima (1mg/ml) e, durante os primeiros dias de ensaio, a solucdo de
libertacdo foi sendo substituida frequentemente por uma solugdo fresca, preparada

na hora.
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Figura 3.46 Curvas da libertacao in vitro da proteina BSA em solugao tampao salina fosfato
(pH= 7.4): sem a presenca de pectinase (simbolos a negro); na presenca de pectinase na
concentracdo de 1mg/ml (simbolos sem preenchimento); média + DP, n=3.

Como se pode ver na Figura 3.46, e embora as condi¢des de pH nao sejam as
ideais para a actividade das enzimas pectinoliticas, a presen¢a destas no meio de
libertacdo origina um aumento da quantidade total de BSA libertada no final do

ensaio, bem como uma taxa de libertacao mais elevada nos primeiros dias de ensaio.
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Obviamente este efeito é mais pronunciado nos hidrogéis constituidos apenas por

pectina modificada (A-IMA) do que nos hidrogéis hibridos (50PEGDA/50A-IMA).
Estes resultados indiciam que as cadeias de pectina, mesmo reticuladas

quimicamente, entre si ou entre outros polimeros, mantém-se susceptiveis de serem

degradadas por via enzimatica.
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3.6 Conclusoes

Na primeira parte deste capitulo investigou-se a reaccao de modificagdao
quimica da pectina, um polissacarideo de origem vegetal. A reac¢do, da qual
resultaram derivados de pectina funcionalizados com grupos terminais vinilicos ou
metacrilicos, envolvia a formacdo de ligagdes uretana entre os grupos hidroxilo do
polissacarideo e os grupos isocianato presentes na estrutura do agente modificante.
Duas pectinas comerciais (provenientes de diferentes matérias-primas e com
diferentes graus de esterificacdo), denominadas Pectina A e Pectina C, foram
investigadas. Adicionalmente foram utilizados dois agentes de modificagdo - o
isocianato de alilo (Al) e metacrilato de 2-isocianoetilo (IMA).

Evidéncias da ocorréncia da reac¢do quimica, nomeadamente da presenca de
ligagbes uretana, foram obtidas por meio de andlise elemental e espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier com reflectancia total atenuada (FTIR-
ATR). Adicionalmente, a andlise de Ressonadncia Magnética Nuclear de Protdo (1H-
RMN), para os derivados de pectina A modificados com o reagente Al, revelou a
presenca, nestes derivados, de protdes ligados a atomos de carbono envolvidos em
ligacdes duplas terminais.

Através da andlise elemental foi possivel quantificar o grau de substituicao
(GS) dos derivados obtidos, ou seja, o nimero de grupos insaturados terminais
introduzidos por cada 100 unidades de acido galacturdnico anidro.

Através da implementacdo de um desenho de experiéncias investigou-se a
influéncia de algumas condi¢des reaccionais na extensdo da reac¢ao de modificacao
com o reagente Al (representada pelo GS). A interpretacdo estatistica dos resultados
revelou que o tempo de reac¢do e a propor¢do do reagente de modificacdo, nos
intervalos investigados, ndo influenciavam significativamente o GS obtido.
Contrariamente, verificou-se que o tipo de pectina utilizada na reac¢ao (pectina A ou
pectina C) influenciava significativamente o GS, constatando-se que a Pectina A
apresentava uma maior reactividade (maiores GS) do que a Pectina C. Verificou-se
também que a adi¢ao do catalisador dilaurato de dibutilo de estanho contribuia para
o aumento da extensao da reac¢do, sobretudo na modificacdo da pectina A.

Estes resultados foram interpretados considerando as condigdes
heterogéneas em que as reaccdes de modificacdo ocorreram. Nestas condi¢cdes

concluiu-se que o factor que limitava da extensdao de modificacdo das pectinas era a
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acessibilidade dos grupos OH do polissacarideo para reagirem com o agente
modificante. Relacionou-se ainda a maior reactividade da Pectina A, relativamente a
exibida pela Pectina C, com a maior afinidade desta com o solvente da reacgdo, o
DMSO, nomeadamente a sua maior capacidade de inchaco neste solvente.

Numa segunda fase deste trabalho as pectinas modificadas com grupos
insaturados reactivos foram utilizadas na preparacao de hidrogéis quimicos,
formados por fotoreticulacdo radicalar induzida por luz UV. Foram preparados
hidrogéis somente com pectina modificada ou hidrogéis hibridos, preparados a
partir de misturas de pectina modificada e do macrémero PEGDA, em varias
propor¢des. Como termo de comparacdo foram também sintetizados hidrogéis
compostos apenas pelo macromero PEGDA. O grau de inchaco destes hidrogéis, em
varios meios, foi investigado e relacionado com factores como o GS das pectinas e a
composicdo da mistura precursora do hidrogel.

De forma a investigar o desempenho dos hidrogéis preparados enquanto
sistemas de libertacdo controlada de compostos bioactivos, dois fArmacos e duas
proteinas modelos foram incorporados nos hidrogéis, em simultdneo com a sua
formacao. A pectina utilizada foi a pectina A modificada com o agente IMA (GS = 6.1).

Realizaram-se ensaios de libertagdo in vitro em solugdes salinas acidificadas
(pH 2) e solugdes salinas tampao fosfato (pH 7.4) dos farmacos flurbiprofeno sédico
e sulfato de gentamicina e das proteinas modelo lisozima e BSA, que foram
libertados a partir de hidrogéis compostos apenas por pectina (A-IMA), a partir de
hidrogéis hibridos, com pectina e o0 macrémero PEGDA (50PEGDA/50A-IMA) e a
partir de hidrogéis formados apenas com o macrémero PEGDA.

Para os dois farmacos hidrofilicos e de baixo peso molecular verificou-se que
estes se libertavam rapidamente de todos os hidrogéis, sendo a libertagdo total
atingida, no maximo, passado quatro horas de ensaio. Nos hidrogéis A-IMA e
50PEGDA/50A-IMA observou-se uma libertagdo substancial do farmaco
encapsulado nos primeiros instantes do ensaio, um fenémeno designado por burst
release. Este fendmeno foi relacionado com a morfologia (da superficie e interna)
dos hidrogéis A-IMA e 50PEGDA/50A-IMA, analisada por SEM. Estes hidrogéis
revelaram ter um interior cheio de poros de grandes dimensdes e uma superficie

rasgada por grandes fracturas. Uma das causas para esta morfologia heterogénea
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encontra-se na grande quantidade de agua presente durante a formacdo dos
hidrogéis, devido a baixa concentracdo da solucdo precursora (5% m/m).

A libertacdo das proteinas modelo revelou-se incompleta nos trés hidrogéis
estudados. Este fendmeno foi atribuido a conjugacdo entre as proteinas e os
polimeros devido a ac¢do dos radicais livres formados durante o processo de
formacao do hidrogel. Para além disto, a adsorcdo fisica das proteinas a matriz
polimerica é outro factor que também deve contribuir para a libertagdo incompleta
destas biomoléculas.

Verificou-se ainda que os perfis de libertacdo da proteina BSA eram
influenciados pelo meio de libertagdo, tendo-se relacionado os diferentes perfis de
libertacdo exibidos, em solucdo salina acidificada (pH 2) e solug¢do salina tampao
fosfato (pH 7.4), com instabilidade/degradacdo quimica da BSA em meio acido e com
arelativa estabilidade desta a pH 7.4.

Finalmente conclui-se, com estudos de libertagdo in vitro da BSA na presenca
de enzimas pectinoliticas, a partir de hidrogéis que continham pectina, que a pectina
modificada, mesmo reticulada, entre si ou com o macrémero PEGDA, continua a ser
susceptivel de ser degradada por via enzimatica.

Esta ultima evidéncia sugere que os hidrogéis preparados tém potencial para
serem utilizados enquanto sistemas de libertagdo especifica no célon.
Adicionalmente, e por serem hidrogéis quimicos, estes tém a vantagem de serem
bastante mais estaveis que os varios hidrogeis fisicos de pectina que tém sido
propostos como sistemas de libertacdo especifica no célon. No entanto, e com base
nos estudos de libertacao in vitro realizados, estes parecem ser mais promissores
enquanto sistemas de libertacdo especifica no célon de biomacromoléculas, como
por exemplo protéinas, do que na libertacdo de farmacos hidrofilicos de baixo peso
molecular pois, como se viu, a libertacao dos fairmacos modelo representativos deste
tipo de farmacos revelou ser bastante rapida e afectada de um burst release

consideravel.
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Esponjas de Pectina e Quitosano Formadas
por Complexacao Polielectrolitica:
Preparacao e Caracterizacao




Com base no trabalho apresentado neste Capitulo encontram-se em preparacao
um artigo que sera submetido para publica¢io na revista International Journal of
Biological Macromolecules:

P. Coimbra, H.C. de Sousa, M.H. Gil, Pectin/chitosan polyelectrolyte complexes
based sponges: preparation and characterization.
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Ao longo deste capitulo descreve-se a preparacao e caracterizacdo de
esponjas biodegradaveis produzidas através da liofilizacdo dos complexos
polielectroliticos formados entre os polissacarideos pectina e quitosano.

Adicionalmente, a viabilidade das matrizes produzidas enquanto sistemas de
libertacdo controlada/sustentada de proteinas é discutida, com base num estudo
preliminar que envolveu a imobilizacdo da proteina modelo BSA nas esponjas

produzidas e a sua subsequente libertacao in vitro.

4.1 Introducao

4.1.1 Polielectrélitos e complexos polielectroliticos

Os polielectrolitos (PELs) sdo macromoléculas ou polimeros soltiveis em agua
com uma grande quantidade de grupos ionizaveis. De acordo com a sua origem,
estes sdo classificados de naturais (ex: DNA, proteinas, alguns polissacarideos),
derivados de polimeros naturais (ex: carboximetilcelulose), ou sintéticos (ex:
poli(acido acrilico), poli(acido estirenosulfénico)). Em termos da natureza da carga
eléctrica estes sdo classificados de polianides, policatides ou polianfotéricos.
Dependendo da densidade da carga eléctrica e do grau de acidez ou basicidade dos
grupos funcionais, os PELs podem ser classificados de polielectrélitos de baixa ou
alta densidade de carga eléctrica e de polielectrdlitos fortes ou fracos?.

As principais for¢as envolvidas na formacdo dos complexos polielectroliticos
(PECs) sao as forgas electrostaticas de Coulomb, desenvolvidas entre PELs
carregados com cargas opostas, e que conduzem a condensacdo idnica
interpolimérica. A libertacdo concomitante de contra-ides é a principal driving force
para esta reacgao, pois isto corresponde a um aumento da entropia do sistema?- 2.

A formacdo dos PECs pode ser dividida em 3 etapas (Figura 4.1): a primeira
corresponde a formacdo de complexos entre as cadeias de dois polielectrélitos de
cargas opostas, determinada pelas forcas de Coulomb (Figura 4.1(a)). Numa segunda
fase, e dependendo da natureza dos polielectroélitos, pode ocorrer a reestruturagao
destes complexos, com a formacdo de estruturas mais ordenadas (Figura 4.1 (b)). A
terceira etapa corresponde ao processo de agregacdo entre complexos (Figura 4.1

(c)), o qual é determinado por interac¢des intermoleculares como ligacdes por
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pontes de hidrogénio, for¢as de van der Waals, e interac¢des hidrofdbicas e de

dispersaol 2.

. reestrututacao
mistura _—
_
(@) (b)
Polianido  Policatido Complexo primario Complexo secundario

desordenado / / ordenado

Agregagao entre complexos

// /

Emaranhados Redes Fibras
| | |

Agregados de complexos

Figura 4.1 Representacdo esquematica da formacdo dos PECs e seus agregados (figura
adaptada de Tsuchida?).

Em ultima andlise, as estruturas e propriedades dos PECs obtidos serao
sempre determinadas pelas propriedades fisico-quimicas dos componentes
polielectrdlitos (grau de acidez e basicidade, densidade de carga, peso molecular,
estrutura dos grupos idnicos, hidrofilicidade e hidrofobicidade, etc.) e as condi¢des
reaccionais presentes durante a sua formacao (propor¢des dos PELs, concentracao,
forca idnica, pH, temperatura, agitacao, etc.)

Da mesma forma, estes dois aspectos determinam o comportamento em
solucdo dos agregados de PECs. Complexos soliveis em agua podem ser obtidos
entre policatides e polianides com baixa densidade de carga eléctrica e com grandes
diferencas de pesos moleculares, quando estes sdao misturados em razdes nao
estequiométricas. Pelo contrario, complexos insoluveis com um elevado grau de
agregacao sao formados quando se misturam polielectrélitos com uma grande

densidade de carga eléctrica e/ou com pesos moleculares elevados e semelhantes.
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Com concentracdes baixas é possivel obter dispersdes coloidais com dimensdes

submicromeétricas? 2.

4.1.2 Aplicagoes farmacéuticas e biomédicas dos complexos
polielectroliticos

Os PEL e PECs encontram diversas aplicagdes em varias areas tecnoldgicas,
como por exemplo, em processos de separacdo de proteinas ou como suportes para
a imobilizacdo de enzimas3. Nas areas farmacéutica e biomédica estes tém sido
largamente investigados no desenvolvimento de sistemas de libertagdo controlada
de fArmacos e também na preparacao de scaffolds. Nesta ultima aplicagcdo os PELs e
PECs de origem natural (como PECs entre polissacarideos ou PECs de
polissacarideos e proteinas) tém um particular interesse, pois, do ponto de vista
estrutural e quimico, estes apresentam semelhangas com vdarios complexos
macromoleculares presentes em sistemas vivos*. Adicionalmente, estes apresentam
normalmente uma boa biocompatibilidade e, alguns sistemas, apresentam mesmo
actividades bioldgicas favoraveis como a promoc¢do da proliferagio e da

diferenciacado celular4.

4.1.3 Complexos polielectroliticos com quitosano

O polimero natural mais investigado nas areas biomédicas e farmacéuticas é
0 quitosano. As razoes para esta popularidade advém das propriedades exibidas por
este polissacarideo, as quais ja foram referidas na introdugao.

Uma dessas propriedades é o seu caracter de polielectrélito, sendo este
classificado como uma polibase fraca devido a presenca de grupos amina. Talvez a
aplicacao mais conhecida, e directamente relacionada com as propriedades do
quitosano enquanto polielectrélito, é a utilizacdo deste como veiculo na entrega de
material genético por via da sua complexacdo com alguns fragmentos de DNA>.

Uma grande diversidade de PECs, constituidos por quitosano e: proteinas® 7,
poliaminoacidos®, polissacarideos®15, polissacarideos modificados® 17 e
polielectrdlitos sintéticos!® 19, ja foram produzidos e investigados. Estes PECs foram
processados nas formas de membranas?? 18, particulas? 16, micro- e nanoparticulas?®
16,20 fibrasl5> e esponjasl? 13, e propostos para as mais diversas aplicacdes enquanto

sistemas de libertacdo controlada de farmacos? 16 15 20, scaffolds” 14 17. 21, ou wound
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dressings11-13. Na literatura encontram-se alguns artigos de revisdao dedicados a este
tema#* 22,

Apesar do grande ntimero de artigos publicados onde os PECs com quitosano
sdo sugeridos para as mais diversas aplicacdes, existem poucos estudos
fundamentais dedicados a investigacdo das reacgdes de complexacdo que dao
origem a estes PECs e a forma como as varias condi¢des reaccionais afectam a
formacao dos PECs e as propriedades por eles exibidas. Uma das excep¢des tem sido
o trabalho desenvolvido por Arglielles-Monal, que tem vindo a investigar as reac¢ées
de complexacdo entre o quitosano e varios polissacarideos através de técnicas como
a condutimetria e a turbidiometria23-2,

Os PECs podem ser visto como hidrogéis fisicos que sdao formados devido as
ligacbes idnicas estabelecidas entre as cadeias de polianides e policatides, e onde
outras interacgoes fisicas (como pontes de hidrogénio e hidrofébicas) desempenham
um papel cooperativo na estabilizacao dos complexos.

A formacgao de PECs com quitosano necessita apenas, e para além de uma
parte dos grupos amina ionizados, de um polianido ionizado ou semi-ionizado, nao
requerendo assim a adicdo de iniciadores, de catalisadores ou de solventes
organicos, os quais sao normalmente necessarios para produzir estruturas
hidrofilicas covalentemente reticuladas (hidrogéis quimicos). Este aspecto constitui
uma das grandes vantagens dos PECs, pois isto favorece a biocompatibilidade deste
tipo de materiais?2. Adicionalmente, os processos de purificacdo podem ser
dispensados.

Os hidrogéis de PECs sao conhecidos por apresentarem um comportamento
de inchaco dependente do pH do meio e, numa menor extensdo, da forca iénica
desse mesmo meio. Esta caracteristica possibilita o desenvolvimento de sistemas de
libertacdo sensiveis ao pH. Por outro lado, estudos indicam ainda que as
propriedades do quitosano, enquanto material biocompativel e promotor do
tratamento de feridas, ndo se perdem com a formagdo dos PECs. Adicionalmente, e
dependendo do polianido utilizado, os PECs com quitosano siao geralmente
considerados biodegradaveis*.

Por vezes a estrutura dos PECs é reforcada com a introducdo de reticulagdes
covalentes entre as varias cadeias poliméricas como, por exemplo, através da

reaccao entre os grupos funcionais OH, como acontece quando os PECs de
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polissacarideos sao tratados com glutaraldeido. Contudo, embora algumas
propriedades funcionais e mecanicas possam ser melhoradas com este processo,
este tem normalmente um impacto negativo na biocompatibilidade dos PECs?2.

Uma das desvantagens na produc¢do deste tipo de sistemas é a grande
sensibilidade destes as condi¢des reaccionais (nomeadamente ao pH e forga i6nica)
e as propriedades fisico-quimicas dos PELs envolvidos o que, aliado a inerente
variabilidade dos polimeros naturais, dificulta a reprodutibilidade das propriedades

dos PECs de batch para batch e a sua producdo em grande escala.

4.1.4 Complexos polielectroliticos com quitosano e pectina

A estequiometria da reac¢ao de complexacdo entre uma polibase fraca e um
poliacido fraco, como é o caso do quitosano e da pectina, respectivamente, é
determinada essencialmente pelo pH da solu¢do de mistura dos dois PELs, uma vez
que o grau de ionizacdo destes é uma funcao do pH# 22 24, De facto, e para que a
reaccdo de complexacdo possa ocorrer, ambos os PELs tém de apresentar grupos
ionizados. Isto significa que a formagdo de PECs insoliveis é apenas possivel em
meios com um pH intermédio entre os pKa's dos dois polimeros (Figura 4.2), regido
de pH’s onde mais de 50% dos grupos iénicos dos dois PELs se encontram ionizados.
Para além do pH, a temperatura, a forca iénica, a propor¢ado dos PELs, a agitacdo e a
ordem de adicdo sdo factores adicionais que afectam a reac¢do de complexacdo.
Além disto, as propriedades dos dois PELs, nomeadamente o peso molecular, o grau
de acetilacdo (GA) do quitosano e o grau de esterificacdo (GE) da pectina,
influenciam também a reacg¢do e as propriedades finais dos PECs obtidos.

Variando o pH da reac¢do (ou seja, o grau de ionizacdo dos dois PELs), é
possivel obter PECs com diferentes propor¢des dos dois polimeros. Assim, se os
PECs forem formados a valores de pH préximos do pKa da pectina é possivel obter
PECs ricos em pectina, com uma carga eléctrica total negativa (com grupos COOH
livres, ndo complexados com grupos NH3*). Contrariamente, e se reac¢ao ocorrer a
um pH proximo do pKa do quitosano, obter-se-ao PECs com uma carga total positiva.

As propriedades exibidas por estes PECs serdao forcosamente diferentes,

nomeadamente o comportamento de inchago destes com a variagdo do pH. Desta
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forma, variando o pH a que ocorre a reaccdo € possivel produzir PECs com as

propriedades mais adequadas para uma determinada utilizag¢ao.

Pectina
pKa~35-45

| | s e P e
COOH COOH COOH ‘ - ‘ —
COOH COO" COO

|
COOH COO COO
Ka Pectina < pH,ique < pKa Quitosano ——» : :
P PHuin < K2 Q NH;  NHi NHS'

/ NH:  NH,t  NHS L ™

NH
2 NH; PEC

Quitosano
pKa~6.2-7.0

Figura 4.2 Esquema da formacdo dos complexos polielectroliticos entre a pectina e o
quitosano.

Como ja se referiu no Capitulo 3, a maioria dos trabalhos publicados na
literatura sobre PECs de pectina e quitosano exploram a utilizacdo destes enquanto
possiveis veiculos para a libertagdo especifica de substancias bioactivas no c6lon2¢-
31, Este tipo de sistemas e as suas aplicacdes foram discutidos no capitulo anterior,
na sec¢do dedicada a revisao bibliografica das aplicagdes da pectina na formulagao

de sistemas de libertacdo de substancias bioactivas (sec¢do 3.2.1.1).
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4.2 Parte experimental

4.2.1 Reagentes

Os reagentes utilizados no trabalho desenvolvido neste capitulo, bem como o

seu grau de pureza, fornecedor, e nimero de registo do Chemical Abstracts Services

(CAS), sdo apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 Lista dos reagentes utilizados.

Reagente Pureza Marca CAS
Acido acético 96% Merk 64-19-7
Acido cloridrico 37% PRONALAB 7647-01-0
Tampao fosfato salino (tablets) - Sigma -
Cloreto de sédio 99.505 oMM 7647.14.15
Acetato de sédio >99% SigmaUltra 127-09-3
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil . .
carbe diigni da HCL (ED C)p pil) ? Sigma-Aldrich 25952-53-8
N-Hidroxisuccinimida (NHS) Fluka 6066-82-6
Acido 2-N-(morfolino) etano sulfénico Boehringer 4432-31-9
(MES) Mannheim GmbH
2-N-[morfolino] etano sulfonato de s6dio >99% Sigma 71119-23-8
(MESNa)
Azida de sédio 99.0% Aldrich 26628-22-8
Etanol de lavagem >96% Vaz Pereira 64-17-5
Etanol absoluto >99.5% Panreac 64-17-5
Pectina de citrinos - Sigma 900-69-5
Quitosano - Aldrich 9012-76-4

4.2.2 Especificagoes dos polissacarideos utilizados

As principais caracteristicas dos polissacarideos utilizados

neste trabalho,

nomeadamente o grau de esterificacdo (GE) da pectina e o grau de acetilagdo (GA)

do quitosano, sao apresentadas na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 Especificacdes da pectina e quitosano utilizados.

Pectina Quitosano
Descricao Pectina de baixo grau de Descricao Quitosano de peso molecular
esterificacdo, extraida de médio; extraido do
frutos citricos exoesqueleto de caranguejos
AGla (%) 98.0*
GE (%) 41.7** GA (%) 23.3 +1.2¢#

* Dado do fornecedor.

** Calculado a partir dos dados do fornecedor.

# Calculado a partir da analise elemental.

181



Capitulo 4

O grau de de acetilacao (GA) do quitosano foi determinado a partir das
percentagens de Azoto e Carbono presentes na sua constituicdo, obtidas por

analise elemental. O GA foi calculado pela seguinte formula3?:

C/N— 5.145

%)= —N
GA(%) 6.861 — 5.145

x 100

Nesta férmula, C/N representa a razao entre a percentagem de carbono e a
percentagem de azoto presentes na amostra de quitosano. O valor 6.861 representa
o valor de C/N numa amostra de quitina totalmente acetilada enquanto 5.145 é o
valor de C/N numa amostra de quitosano completamente desacetilada.

Os valores de GE, da pectina, e de GA, do quitosano, apresentados na Tabela
4.2, foram utilizados para estimar a quantidade de grupos COOH presentes por
grama de pectina e a quantidade de grupos NH; por grama de quitosano, valores
estes que foram depois utilizados nos calculos efectuados ao longo deste capitulo.
Considerou-se a pectina como sendo apenas constituida por unidades de acido
galacturonico (AGla) parcialmente metil esterificadas. Isto é uma boa aproximacao
da realidade pois, e segundo os dados do fornecedor da pectina, esta tem uma

percentagem de AGla de 98.0% (Tabela 4.2).

4.2.3 Procedimento experimental

4.2.3.1 Lavagem e purificagcdo da pectina comercial

Antes de ser utilizada a pectina comercial foi sujeita a um processo de
lavagem, para remover eventuais impurezas, cadeias de baixo peso molecular e,
simultaneamente, converter os grupos carboxilicos presentes na forma de sais de
potassio ou s6dio na forma protonada. Neste passo adoptou-se o procedimento
descrito por Synytsya et al33.

A pectina comercial foi lavada com 0.1 mol/l de HCI dissolvido numa mistura
de etanol /agua (1:1, v/v). Seguidamente foi lavada diversas vezes com uma mistura
agua/etanol (1:1, v/v) e, finalmente, com etanol 96%, sendo filtrada com papel de
filtro em cada lavagem. Por fim a pectina purificada foi seca numa estufa de vacuo a

602C durante 5 dias.
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4.2.3.2 Preparagdo dos complexos de pectina/quitosano

A pectina lavada e seca foi dissolvida em agua destilada numa concentracdo
de 1% (m/v). O quitosano, tal como fornecido, foi dissolvido numa solugao de acido
acético 0.1M, também numa concentra¢do de 1%. Ambas as solu¢des foram filtradas
por um funil com placa de vidro porosa, de forma a remover residuos de material
insoluvel. O pH das duas solugdes foi medido com papel indicador de pH, e situava-
se entre 3.0 e 3.5, para as solugdes de pectina, e entre 3.0 e 4.0, para as soluc¢des de
quitosano.

Os PECs de pectina/quitosano foram formados a partir de diferentes
proporg¢des iniciais dos dois polissacarideos (%, m/m): 75pectina/25quitosano,
50pectina/50quitosano, 25pectina/75quitosano.

As reaccoes de complexacdo processaram-se da seguinte forma: a solugdo de
quitosano (com maior viscosidade) foi vertida para um copo e colocada sobre
agitagdo mecanica (200 a 400 rpm). Seguidamente, adicionou-se rapidamente a
solucdo de pectina a esta solugdo. Verificou-se imediatamente o aparecimento de
zonas opacas, indicando a formacdo dos complexos entre os dois polimeros. A
mistura das duas solugdes foi deixada a agitar durante cerca de 20 minutos.
Seguidamente, a agitacdo foi desligada e a mistura, com os PECs em suspensao, foi
deixada em repouso durante 24 horas. Passado esse tempo, o sobrenadante foi
separado dos PECs por decantacdo. Isolados os PECs, estes foram sucessivamente
lavados com agua desionizada. Finalmente, estes foram filtrados com a ajuda de
papel de filtro. Depois deste passo, os PECs recolhidos foram colocados em tubos de
Falcon, congelados a cerca de -209C, e liofilizados durante 48 horas. Depois de
liofilizados, os PECs, ja na forma de esponjas, foram guardados num excicador até

futura utilizacao.

4.2.3.3 Preparacdo de esponjas de pectina e esponjas de quitosano por
tratamento com uma carbodiimida soltivel em dgua

Esponjas constituidas apenas por pectina, ou apenas por quitosano, foram
também preparadas, através do tratamento destes polimeros com uma carbodiimida
soluvel em agua, a 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida HCL (EDC).

As esponjas foram preparadas da seguinte forma: solu¢des de pectina, ou
solucdes de quitosano, preparadas da mesma forma que as solugdes utilizadas na

formacao dos PECs, foram congeladas e liofilizadas. As esponjas assim obtidas foram
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entdo tratadas com a EDC, numa mistura constituida por 50% etanol e por 50% de
solugio tampao MES (Acido 2-N-(morfolino) etano sulfénico (MES)/2-N-(morfolino)
etano sulfonato de Sédio (MESNa), C=0.05M, pH= 5.5).

A carbodiimida e o agente nucleofilico N-Hidroxisuccinimida (NHS) foram
dissolvidos nesta mistura apenas imediatamente antes de mergulhar as
esponjas na mesma. Adicionou-se 5 mmol de EDC por grama de polimero, o que
corresponde, para a pectina, a cerca de 1.6 moles de EDC para cada mole de grupos
COOH e, para o quitosano, a 1.1 moles de EDC para cada mole de grupos NH3. As
esponjas foram deixadas mergulhadas nesta mistura durante cerca de 24 h, sob
agitacdo magnética. No final da reac¢do as esponjas foram mergulhadas em agua
desionizada e colocadas numa membrana de dialise (membrana de celulose, cut-off
~ 14 000Da), onde foram dialisadas contra agua desionizada durante cerca de 5 dias.

Passado este tempo foram congeladas e novamente liofilizadas.

4.2.3.4 Tratamento dos PECs de pectina/quitosano com uma carbodiimida
soltivel em dgua

A semelhanca das esponjas de pectina e de quitosano, também alguns PECs
de pectina/quitosano foram sujeitos a um tratamento com EDC. Neste caso a reac¢ao
deu-se apenas em meio aquoso, numa solucdo tampao MES, a qual se adicionou EDC
e NHS nas proporg¢des ja mencionadas anteriormente. Depois de preparados
conforme descrito na seccdo 4.2.3.2, e antes de serem congelados e liofilizados, os
PECs foram mergulhados na solu¢do tampdo MES e deixados sobre agitacao
mecanica durante 24h. Estes foram entdo dialisados contra adgua destilada durante
cerca de 5 dias. No final foram congelados e liofilizados.

Um esquema do procedimento utilizado na obtencdo das varias esponjas é

apresentado na Figura 4.3.

4.2.3.5 Incorporagdo da proteina modelo BSA nas esponjas de PECs

Um sistema de libertacio a base das esponjas de PECs produzidas foi
preparado através da incorporacdo da proteina modelo BSA nessas mesmas
esponjas.

A proteina BSA foi adicionada as esponjas de PECs numa razao de cerca de
10% (massa de BSA/massa de esponja). Para isso preparou-se uma solucdao de BSA

com uma concentracao de 25 mg/ml. Dessa solucao retirou-se 200 ul e adicionou-se
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esta, gota a gota, sobre um pedago de esponja de PEC, com um peso aproximado de
cerca de 50 mg. A esponja com a solucdo de proteina absorvida foi de seguida
congelada e liofilizada. Estas foram entdo prensadas na forma de discos (1mm
espessura x 7 mm diametro) numa prensa hidraulica, utilizando uma forga de cerca

de 2000 psi.

Pectina (dissolvida em Quitosano (dissolvido em
agua desionizada) sol 0.1M Ac. Acético)
C =1% (m/v) C=1% (m/v)
pHsol=3.0-3.5 pH sol = 3.0 - 4.0

Proporgdes (em massa):
1) 25%Pec/75%Quit
2) 50%Pec/50%Quit
3) 75%Pec/25%Quit

p| Mistura com agitagio mecanica |
durante 20 min.

A Y
Congelamento (arca A Congelamento (arca
frigorifica)/ frigorifica)/
Liofilizagao Repouso durante 24 h Liofilizacao
h 4
/ Separac¢io dos complexos do /

- sobrenadante por decantacio -
Esponjas Esponjas
50% Tampao y 50% Tampdio
MES Lavagens sucessivas com agua MES
(pH = 5.5) EDC/NHS desionizada EDC/NHS (pH = 5.5)
+ +
50% Etanol 50% Etanol
A A Y
Dialise Decantacao/Filtra¢do Dialise
Tampao
MES EDC/NHS
(pH = 5.5)
Dialise
Y
Congelamento (arca frigorifica)/ |
- Liofilizagao -

,_I
\/

ESPONJAS

Figura 4.3 Esquema dos procedimentos adoptados na preparacido das varias esponjas.
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4.2.3.6 Capacidade de absor¢do de dgua

A capacidade de absorc¢do de agua, das esponjas produzidas, foi analisada em
diferentes meios aquosos: agua desionizada; solucao salina tampao acidificada (0.01
M HC], I= 0.1M, pH ~ 2); solucdo salina tampao acetato (0.01M, I= 0.1M, pH= 4.5);
solucdo salina tampao fosfato (0.01M, I= 0.1M, pH= 7.4). A forg¢a i6nica das trés
solugdes tampado foi ajustada para 0.1M, utilizando cloreto de sddio.

Pedagos de esponjas, previamente pesados, foram submersos em agua
desionizada ou nas diferentes solucdes tampdo usadas e colocados numa estufa a
372C durante 24 de horas, de forma a atingirem o equilibrio. Passado esse tempo as
esponjas foram removidas dos meios e pesadas logo de seguida.

A quantidade de agua ou solugdo tampdo absorvida pelas esponjas foi

quantificada pela seguinte formula:

~ . I/Veq - VVS
Absorcdo de agua: (%) = —w X 100

N

Onde, Weq representa a massa da esponja em equilibrio e, Ws, a massa da

esponja seca.

4.2.3.7 Estudos de perda de massa

De forma a investigar a degradac¢ao e/ou dissolugdo das esponjas produzidas,
a perda de massa destas foi registada ao longo do tempo quando mergulhadas numa
solugdo salina tampao fosfato ou numa solugao salina tampao acidificada.

Uma série de pedacos de esponjas, previamente pesados, foram colocados em
pocos de cultura e cobertos com solu¢ao salina tampao fosfato (C=0.01 M, [= 0.16M,
pH= 7.4) ou solugdo salina tampao acidificada (0.01 M HCI, I= 0.16M, pH ~ 2). As
solugdes tampao adicionou-se previamente azida de sédio na concentracdo de
0.025% (m/v), de forma a evitar a proliferacao de microrganismos.

As placas de pogos de cultura com as esponjas foram colocadas numa estufa a
372C. Regularmente, os meios eram renovados com solu¢des tampao frescas. Em
tempos pré-determinados (0.5, 1, 2, 4 e 6 semanas), algumas esponjas eram
retiradas e lavadas cuidadosamente com agua desionizada. Depois eram colocadas
em eppendorfs, liofilizadas, e posteriormente pesadas. A perda de massa foi

quantificada da seguinte forma:
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W, w,
20 Tt w100

Perda de massa: (%) = W
t

Onde, Wy, é a massa da esponja original e, W;, a massa da esponja depois de

ter estado mergulhada na solugdo tampao durante o tempo t.

4.2.3.8 Andadlise elemental

As quantidades de Hidrogénio, Carbono, Azoto e Enxofre presentes nas
amostras de pectina, de quitosano e nas esponjas produzidas, foi determinada por

analise elemental (modelo EA 1108 CHNS-O, Fisons Instruments).

4.2.3.9 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier com
reflectdncia total atenuada (FTIR-ATR)

Os espectros na zona de infravermelhos da pectina, do quitosano e das
diferentes esponjas produzidas foram registados pela técnica de espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier com reflectancia total atenuada (FTIR-
ATR), num espectrofotometro Magma-IR Spectrometer 750 (Nicolet Instrument
Corp.). Os espectros foram registados a 32 scans e a uma resolu¢do de 4 cm-1, entre

os numeros de onda de 4000 e 400 cm™!

4.2.3.10 Microscopia electrénica de varrimento (SEM)

A morfologia das diferentes esponjas foi analisada por microscopia
electrénica de varrimento (scanning electronic microscopy - SEM). Pedacos das
varias esponjas liofilizadas foram colocados em suportes metalicos por meio de fita
de carbono adesiva e revestidos com ouro. As andlises foram realizadas num
espectrometro electrénico de varrimento JSM-5310 (JEOL, Japao). A diferenca de

potencial aplicada foi de 20 kV.

4.2.3.11 Andlise térmica: termogravimetria (TGA) e calorimetria diferencial de
varrimento (DSC)

As propriedades térmicas das esponjas obtidas foram investigadas através
das técnicas de Termogravimetria (TGA) e Calorimetria Diferencial de Varrimento
(DSC).

As anadlises de TGA e de DSC foram realizadas simultaneamente num aparelho
da TA Instruments (modelo SDT Q600), a funcionar no modo DSC-TGA. As amostras,

com pesos entre 3.0 e 4.5 mg, foram colocadas em cadinhos de aluminio e aquecidas,
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a uma taxa de 102C/min, desde a temperatura ambiente (cerca de 25 2C) até 4509C,

sobre uma atmosfera de azoto.

4.2.3.12 Estudos de libertagdo in vitro da proteina BSA

A libertagdo in vitro da BSA a partir das esponjas em forma de disco, cuja
preparacdo foi descrita na sec¢do 4.2.3.5, foi realizada em dois meios: uma solugao
salina tampao acidificada (pH~ 2.0; 0.01M HCIl; 0.15M NaCl, I= 0.16M) e uma solucao
salina tampao fosfato (pH= 7.4; 0.01M KH2PO4/Na2HPO4; 0.137M NaCl; 0.0027M
KCl; I= 0.16M).

Os discos foram mergulhados em 10 ml de meio de libertagdo, em tubos de
ensaio selados, e colocados numa incubadora a 37+ 0.12C sob agitacdo orbital de 100
rpm. Uma amostra do meio de libertacao (0.5 ml) era retirada em tempos pré-
determinados e substituida por um volume igual de meio de libertacao fresco.

A proteina libertada ao longo do tempo foi quantificada por espectroscopia
UV/VIS, por meio da reac¢do com o reagente de Bradford e utilizando um protocolo
semelhante ao utilizado nos estudos de libertacdo in vitro da BSA a partir dos

hidrogéis quimicos de pectina (Anexo 3.1)
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4.3 Resultados e discussao

Na Figura 4.4 é possivel observar o aspecto geral das esponjas de pectina
/quitosano preparadas através da complexacdo polielectrolitica dos dois

polissacarideos. As esponjas, obtidas por liofilizacdo, eram flexiveis e compressiveis.

Figura 4.4 Aspecto das esponjas de pectina/quitosano preparadas por complexacio
polielectrolitica.

Como foi referido no procedimento experimental, trés PECs de
pectina/quitosano foram formados a partir de diferentes proporg¢des iniciais dos
dois polissacarideos (%, m/m): 75%pectina/25%quitosano, 50%pectina/
50%quitosano, 25%pectina/75%quitosano, cujas respectivas esponjas sdo
designadas neste trabalho como pec75/quit25, pec50/quit50, pec25/quit75.

Através dos dados obtidos por andlise elemental (apresentados no Anexo
4.1), e nomeadamente a partir da percentagem de azoto presente nas esponjas, na
pectina e no quitosano, foi possivel calcular a percentagem madssica de quitosano e
de pectina presentes nos diferentes PECs (esponjas). Com base nas percentagens
obtidas, e tendo em conta o GE da pectina e o GA do quitosano, estimou-se
igualmente o niimero de moles de grupos carboxilicos, n[COOH], e de grupos amina,
n[NHz], presentes nos complexos formados. Estes resultados, para os PECs
preparados a partir das 3 diferentes propor¢des dos dois polissacarideos, sdo
apresentados na Figura 4.5, onde se representa a percentagem massica de pectina
presente nos complexos e a respectiva razao n[COOH]/n[NH:]. Ainda na Figura 4.5

estes valores sdo comparados com os valores tedéricos da % massica de pectina que
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os PECs teriam se, durante a reac¢do de complexacdo, tanto os grupos carboxilicos
da pectina como os grupos amina do quitosano se encontrassem totalmente
ionizados, e considerando uma estequiometria reaccional de 1:1, ou seja, cada grupo
carboxilico ionizado reage com um grupo amina ionizado (n[COOH]/n[NHz]=1).

Como se pode ver pela Figura 4.5, a percentagem massica de pectina nos trés
complexos é semelhante, apresentando os valores de 74.3+0.4%, 78.0+0.9% e
76.6+1.8%, para os PECs pec25/quit75, pec50/quit50 e pec75/quit25,
respectivamente. Estes valores correspondem a uma razdo n[COOH]/n[NHz]
sensivelmente entre 2 e 2.6 (2.05+0.05, para pec25/quit75; 2.58+0.14 para
pec50/quit75; 2.33+0.22 para pec75/quit25).

100 4
[ 9% massica de pectina nos pecs
—e— n[COOH]/n[NH,]
80 1 = -
-3
g
S 0 /{\ =
2 =
T~
™~ 5
@ o
w40 A 8
g =
X
1
20 H
0 T T T T O

pec25/quit75 pec50/quit50 pec75/quit25 tedrica(1:1)

Figura 4.5 Razdo entre a quantidade de grupos carboxilicos e amina (pontos), e
percentagem massica de pectina (barras), nos trés PECs preparados a partir de diferentes
proporcoes dos trés polissacarideos. Comparacio com os valores tedricos que seria
esperado obter se o grau de ionizacdo de ambos os polissacarideos fosse de 100% e a
estequiometria da reaccio fosse de 1:1.

Estes resultados indicam que a proporgdo inicial entre os dois
polissacarideos, pelo menos dentro da gama investigada, ndo afecta grandemente a
composicao dos PECs obtidos.

A percentagem de pectina nos PECs é superior a esperada (58.4%). Isto e as
razoes n[COOH]/n[NH:] indicam que o grau de dissociagdo dos grupos carboxilicos

da pectina € inferior a 1. De facto, e embora o pH final das misturas reaccionais dos
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PECs ndo tenha sido determinado exactamente, as medicdes feitas com papel
indicador de pH indicaram que o pH final, nas trés reac¢des, era aproximadamente
igual a 4. Como o pKa da pectina se situa entre 3.5 e 4.5 34, isto significa que numa
solucdo a pH 4 a pectina se encontra apenas parcialmente ionizada. Relativamente
ao quitosano, o pKa deste varia entre 6.2 e 7.0 35, logo a pH 4 praticamente todos os
grupos amina do quitosano estdo ionizados.

De acordo com Peniche et al?* a composicdo de um PEC entre um polidcido

fraco [PA] e uma polibase fraca [PB] pode ser descrita pela seguinte equacao:
Xpy [PA] =Xpp [PB]

Aqui, [PA] e [PB] sao as concentragdes molares do poliacido e da polibase e,
opa € opp, Sd0 0s respectivos graus de dissociacdo. A partir dos valores de
n[COOH]/n[NH:], e considerando que o grau de dissociagdo do quitosano é igual a

um 1, é possivel estimar o grau de dissociagdo da pectina, apa:

_ [PB] __ n[COOH]
XPa= 1pa) = / n[NH,]

Ou seja, apa, situa-se entre:
1

1
— < X <
258~ A= 205

0.39 < ap, < 0.49

Estes graus de dissociacdo, obtidos para um pH sensivelmente igual a 4, sdo
concordantes para um pKa da pectina também sensivelmente ou ligeiramente
superior a 4, ou seja, dentro da gama de valores indicada na literatura para o pKa da
pectina34,

Na Figura 4.6 encontram-se representados os espectros FTIR-ATR da pectina,
do quitosano, a soma ponderada dos espectros dos dois polimeros, e os espectros do
PEC pec50/quit50. A regido mais informativa destes espectros encontra-se na gama
entre os 1800 e 1400 cml, pois € nela que aparecem algumas das vibragdes
atribuidas aos grupos carboxilico e amina. A ampliacdo desta regido encontra-se
representada no lado direito da Figura 4.6. Nesta regido é possivel observar, no

espectro da pectina (Figura 4.6a), a vibracao de elongamento do grupo C=0 nos
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grupos carboxilicos ndo ionizados e esterificados com o grupo metilo (1732 cm1) e,
a cerca de 1625 cm’, a vibragdo de elongamento assimétrica do grupo C=0 nos
grupos carboxilicos ionizados3® 37. A presenca desta ultima banda indica que uma
parte dos grupos carboxilicos se encontra ainda na forma de sal (de ides Na* ou K*),
apesar de a pectina ter sido lavada com uma solugao etanoélica de HCl. No espectro
do quitosano sdo também visiveis duas bandas nesta regido (Figura 4.6b). A
primeira, a cerca de 1640 cml, é atribuida a vibragdo de elongamento do grupo
carbonilo dos grupos amida (Amida I), presentes nas unidades acetiladas deste
polimero. A segunda banda, centrada a cerca de 1543 cm-l, é o resultado da
sobreposicao de duas vibragdes: as vibragoes das ligagdes N-H e C-N do grupo amida
(designada por Amida II), e a vibracao de deformacao da ligagio N-H das aminas
primdrias presentes nas unidades desacetiladas3® 3° Na Tabela 4.3 encontram-se

resumidas a atribuicdo destas bandas.

1593

Absorvancia
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|
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3500 3000 2500 2000 1500 1000 1800 1700 1600 1500
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Figura 4.6. Espectros FTIR-ATR de: a)Pectina; b) Quitosano; c) Soma ponderada dos
espectros de pectina e quitosano (0.75pectina + 0.25quitosano); c) PECs de pectina e
quitosano (pec50/quit50). Lado direito: ampliacdo da regido dos espectros entre 1450 e
1850 cm-L.

Ainda na Figura 4.6 é possivel observar o espectro resultante da soma
ponderada dos espectros de pectina e quitosano. Atribuiu-se um peso de 0.75 ao
espectro de pectina e 0.25 ao espectro de quitosano de forma a simular,
aproximadamente, as propor¢des massicas de pectina e quitosano presentes nos

PECs, tal como se viu anteriormente. No espectro resultante (Figura 4.6¢c), e na
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regido entre 1800 e 1400 cm-1, encontram-se trés bandas: a primeira provém do
espectro da pectina e é atribuida a vibracdo v C=0 dos grupos carboxilicos nao
ionizados e esterificados com o grupo metilo. A segunda banda nesta regido resulta
da soma das bandas atribuidas a vibragdo Amida I, do quitosano, e a vibragdo v.sC=0
dos grupos carboxilicos ionizados da pectina. A terceira banda provém do espectro

do quitosano, correspondendo as vibragdes Amida Il e 5(N-H) dos grupos amina.

Tabela 4.3 Atribuicdo das bandas nos espectros de FTIR-ATR da pectina, quitosano e PECs.

n.o (cm-1) Atribuicao Referéncias
Pectina
1732 v C=0 (COOH e COOCH3) 37
1625 VasC=0 (CO0-) 36
Quitosano
1640 vC=0 grupo amida (AmidaI) 38,39
1543 S(N-H) + v(C-N) grupo amida (Amida II)
S(N-H) grupos amina (NH3)
PECs
1593 das(N-H) grupos amina protonados (NH3+) 38,40, 41
1530 S(N-H) +v (C-N) grupo amida (Amida II)

ds(N-H) grupos amida protonados (NHz+)
O(N-H) grupos amina (NH)

v -elongamento; 6-deformacao; s -simétrico; as - assimétrico.

O espectro dos PECs de pectina/quitosano (Figura 4.6d) difere do espectro
resultante da soma dos espectros dos dois polissacarideos. No espectro dos PECs é
possivel observar o aparecimento de uma banda com uma forte intensidade, com um
pico a cerca de 1593 cm, que se sobrepdes a todas as bandas presentes nessa
regido. De acordo com a literatura, esta vibracao pode ser atribuida a deformacao
assimétrica da ligacdo N-H dos grupos amina protonados (NHs*), 3.s(N-H), a qual
esta situada entre 1625 e 1560 cm-1 38 40, Esta vibracdo encontra-se sobreposta com
a vibracdo vasC=0 dos grupos COO- da pectina e a vibracao Amida [ do quitosano.
Ainda de acordo com a literatura, o “ombro” que aparece a cerca de 1530 cm-! pode
ser atribuido a deformacgdo simétrica da ligagdo N-H dos grupos amina protonados
(NHs*), 8s(N-H), situada entre 1550 e 1505 cm-! 38 40, Esta vibragdo encontra-se
sobreposta com a vibracao Amida Il do quitosano e, possivelmente, com as vibracdes

O(N-H) de alguns grupos amina ndo protonados.
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Varios autores tém referido o aparecimento de diferentes bandas nesta
regido como prova da formag¢do de PECs (ou seja, do estabelecimento de liga¢des
ionicas entre os grupos COO- e os grupos NHs*). No entanto, tal como nota Lawrie et
al®8, o aparecimento de bandas associadas as vibrag¢des dos grupos COO- e NH3* nao
prova, por si s6, a formacao de ligacdes ionicas entre estes dois grupos.

Na Figura 4.7 é possivel observar os espectros FTIR-ATR dos trés PECs
preparados a partir de diferentes proporg¢des iniciais dos dois polissacarideos.
Verifica-se que os trés espectros sdo idénticos, ndo existindo nenhuma diferenca
identificavel. As proporg¢des entre as bandas, nomeadamente entre as atribuidas a
pectina e as atribuidas ao quitosano, mantém-se constantes nos trés espectros. Esta
observacdo corrobora os resultados obtidos por analise elemental que, e como ja se

viu, revelaram que a composicao dos trés PECs é muito semelhante.

pec75/quit25

Absorvancia

pec50/quit50

pec25/quit75

T T T T

T
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Figura 4.7 Espectros FTIR-ATR das esponjas dos PECs de pectina/quitosano produzidos.

Como se referiu, algumas esponjas de PECs foram sujeitas a um tratamento
adicional com uma carbodiimida solivel em agua, a 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida HCL (EDC).

As carbodiimidas soluveis em agua, especialmente a EDC, sdo frequentemente
utilizadas em quimica organica como agentes reticulantes de ordem zero na sintese
de péptidos ou na imobiliza¢do de diferentes moléculas em suportes sélidos*2. Numa
reaccao tipica, a carbodiimida reage com os grupos carboxilicos de outras moléculas,

dando origem a uma espécie intermediaria altamente reactiva - a O-acilisoureia.
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Esta por sua vez reage com grupos nucleéfilos, especialmente com aminas primarias,
formando dessa forma uma ligagdo amida. Para além de grupos amina este
intermediaria reage com outros grupos nucleéfilos como grupos sulfrido (SH) e
hidroxilo (OH).

A EDC tem sido utilizada também para preparar filmes e hidrogéis de varios
polissacarideos com grupos carboxilicos, por auto-reticulacdo destes através da
formacdo de ligagoes éster entre grupos COOH e OH. Exemplos disto sdo a
preparacdo de filmes de acido hialurénico*? 44, de poli(acido galacturénico)*> ou de
misturas de acido hialurénico com alguns derivados de celulose*® 47. Normalmente,
e a semelhanca do procedimento adoptado neste trabalho, os polissacarideos sdo
primeiramente dissolvidos numa solu¢do aquosa e processados na forma de filmes
ou esponjas através de secagem ou liofilizacdo. Estes filmes ou esponjas sdo entao
tratados com EDC numa mistura etandlica/aquosa. No final do processo obtém-se
filmes ou esponjas insoluveis em agua.

Como foi concluido anteriormente, os PECs obtidos apresentavam grupos
carboxilicos livres, ou seja, que ndo estabeleceram ligacdes i6nicas com os grupos
amina protonados do quitosano, devido a ndo se encontrarem ionizados durante a
ocorréncia da reac¢do de complexacdo. Assim seria de esperar que, e devido ao
tratamento com EDC, ocorre-se um processo de reticulagdo entre os grupos
carboxilicos livres da pectina e os grupos OH, da pectina ou do quitosano.

Na Figura 4.8 encontra-se um esquema do possivel mecanismo de reac¢do da
pectina com a EDC, baseado no esquema proposto por Nakajima & Ikada*® para a
reaccdo entre as carbodiimidas e os grupos carboxilicos em meio aquoso.

No mecanismo proposto por Nakajima & Ikada 48, a reac¢do em meio aquoso
entre uma carbodiimida e um grupo carboxilico requer que este ultimo se encontre
ionizado e, adicionalmente, que existam protdes em soluc¢do (i.e, um meio acido),
pois a carbodiimida tem de reagir com um protdo para formar um carbocatido (2).
Este carbocatido reagira entdo com um grupo carboxilico ionizado para formar o
intermediario altamente reactivo O-acilisoureia (3). Na presenca de grupos
nucleofilos, neste caso os grupos OH da pectina, o intermediario (3) reage com estes
dando origem a pectina reticulada por uma ligacao éster (4) e a uma molécula de
ureia (5). Porque o intermediario O-acilisoureia é extremamente instavel, mesmo na

presenca de grupos nucleofilos este facilmente se rearranja dando origem ao
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derivado estavel N-acilureia (7). Para minorar a extensdo desta reac¢do secundaria
indesejada é normalmente adicionado a mistura reaccional um agente nucleofilico,
como o N-Hidroxisuccinimida (NHS), que actua como estabilizante do composto (3).
Por outro lado, a O-acilisoureia pode reagir também com outro grupo carboxilico
originando uma molécula de ureia e um anidrido carboxilico (6) que, por sua vez,

pode reagir com um grupo OH e originar o produto desejado (pectina reticulada).
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Figura 4.8 Esquema das possiveis reac¢des da pectina com a carbodiimida soltvel em agua
EDC. (1) pectina; (2) carbocatido (3) O-acilisoureia; (4) pectina auto-reticulada através de
uma ligacdo éster; (5) ureia; (6) anidrido carboxilico; (7) pectina ligada a grupos N-acilureia
estaveis.

Os espectros FTIR-ATR dos PECs tratados com EDC sdo apresentados na
Figura 4.9, onde podem ser comparados com os espectros dos respectivos PECs ndo
tratados com EDC. Como se pode observar, os espectros dos PECs tratados sao em
tudo semelhantes aos espectros dos PECs ndo tratados, o que sugere que o
tratamento com EDC ndo resultou em modificagdes quimicas significativas
(modificagcdes que, e de acordo com o esquema reaccional proposto na Fig.4.8,
poderiam ser a formacgdo de grupos ésteres, resultantes da reac¢do entre os grupos
COOH e o grupos OH, ou introducao de grupos N-acilureia, devido ao rearranjo do

intermediario da reac¢do O-acilisoureia).
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Figura 4.9 Espectros FTIR-ATR dos PECs de pectina/quitosano (linhas a preto) e dos PECs
de pectina/quitosano tratados com a carbodiimida EDC (linhas a azul).

Contudo, e apenas com base nos espectros FTIR, ndo se pode concluir que ndo
tenha ocorrido, pelo menos numa pequena extensdo, uma modificagdo dos PECs,
pois as bandas da pectina e do quitosano, situadas na regidao entre os 1400-1800 cm-
1, encobrem as possiveis bandas correspondentes a modificagdo dos PECs com EDC
(v C=0 das ligagoes éster ou as bandas Amida I e Amida II dos grupos amida da N-
acilureia).

Relativamente aos resultados da analise elemental estes revelam um pequeno
aumento da percentagem de azoto nos PECs tratados com EDC relativamente aos
PECs nao tratados (Tabelas A.4.1.3 e A.4.1.4, Anexo 4.1). Contudo também nao se
pode afirmar com certeza que este aumento é devido a introdugdo de alguns grupos
N-acilureia nos PECs tratados com EDC. Isto porque este aumento também pode ser
atribuido ao aumento relativo da percentagem de quitosano nos PECs, devido a
perda de alguma pectina durante o processo reaccional e o processo de dialise.

Adicionalmente as esponjas de PECs foram produzidas esponjas constituidas
apenas por pectina ou apenas por quitosano, as quais foram preparadas através do
tratamento com EDC de amostras de pectina ou de quitosano liofilizados.

Na Figura 4.10 sao comparados os espectros FTIR-ATR da pectina original e
das esponjas de pectina obtidas através do tratamento com EDC (Pectina-edc). Como

se pode ver, no espectro correspondente a pectina-edc surge uma terceira banda na
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regido entre os 1800-1400 cml. Esta banda, com um pico a cerca de 1540 cm-],
encontra-se situada na regido correspondente a vibragdo Amida II dos grupos amida.
Adicionalmente nota-se um aumento da intensidade da banda situada entre 1620 -
1650 cm atribuida, na pectina original, a vibracdo de elongamento assimétrica do
grupo C=0 nos grupos carboxilicos protonados (vasC=0). Considerando que nesta
mesma zona do espectro se manifesta a vibragdo Amida I, o aumento da intensidade
desta banda resulta provavelmente da sobreposi¢do das vibragdes vasC=0 e Amida I.
O aparecimento destas novas vibracdes sugere a presenca de grupos amida na
pectina-edc o que, e de acordo com esquema reaccional apresentado na Figura 4.8,
indica presenca de cadeias de pectina ligadas covalentemente a grupos N-acilureia
(produto reaccional (7), Figura 4.8), resultantes do rearranjo do intermediario O-
acilisoureia. Este resultado é corroborado pelos dados de analise elemental (Anexo
4.1, Tabela A.4.1.2), onde se detectou uma percentagem de 2.317% de azoto nas
amostras de pectina_edc. Considerando que a pectina apresenta apenas uma

percentagem residual de azoto (0.696+0.023, Tabela A.4.1.1, Anexo 4.1), este

aumento pode ser atribuido ao grupo N-acilureia.
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Figura 4.10 Espectros FTIR-ATR de: a) pectina; b) pectina tratada com EDC.

Infelizmente através dos espectros FTIR-ATR ndo é possivel identificar
evidéncias da ocorréncia da reac¢do pretendida, isto é, da auto-reticulagdo da
pectina através da formacao de ligacdes ésteres intra e intermoléculares. Isto porque

a pectina apresenta uma forte banda a cerca de 1730 cm-l, correspondente
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by

precisamente a vibragdo vC=0 dos grupos carboxilicos metil esterificados e dos
grupos carboxilicos ndo ionizados, a qual se sobrepde a uma possivel banda que
possa surgir na pectina_edc devido as ligacdes ésteres.

Assim, os resultados de FTIR-ATR e da andlise elemental parecem indicar que
a reac¢ao que ocorreu em maior extensao foi a transformac¢do do intermediario O-
acilisoureia numa N-acilureia estavel covalentemente ligada a pectina. A grande
extensdo desta reac¢do, que nao era a pretendida, tem provavelmente varias causas.
Uma delas pode ser as condi¢cdes heterogéneas em que ocorre a reac¢do. Como a
EDC reage com o polissacarideo em estado sélido, as cadeias de pectina apresentam
uma mobilidade reduzida. Devido a isto, a probabilidade dos grupos O-acilisoureia
formados “encontrarem” grupos OH para reagirem também é reduzida. Nao
encontrando um grupo nucleéfilico com quem reagir este intermediario instavel
transforma-se-a, mais cedo ou mais tarde, numa outra espécie mais estavel, neste
caso a N-acilureia.

Igualmente, o quitosano liofilizado foi sujeito a um tratamento com EDC, em
condi¢des reaccionais semelhantes as realizadas com a pectina.

Uma das reacgdes conhecidas das carbodiimidas é a reaccdo destas com
grupos amina primarios dando origem a guanidinas*? 0. Assim, como o quitosano
apresenta grupos amina primdrios, uma das possiveis reac¢des deste com a EDC é a
introdugdo na estrutura do quitosano de grupos guanidina (Figura 4.11). Berrada#*®
preparou hidrogéis de quitosano guanidinizado, precisamente através da reacg¢do
entre os grupos amina do quitosano e a carbodiimida EDC. A reac¢do ocorreu em
meio homogéneo, a valores de pH perto da neutralidade (6.3- 7.1), a temperatura
ambiente e na presenca do agente nucleéfilico NHS que, segundo Berrada*® actua
como catalisador da reacgao.

Refira-se que o quitosano guanidinizado, bem como outros polissacarideos
guanidinizados, sdo materiais com caracteristicas muito interessantes, conferidas
pelas propriedades dos grupos guanidina. Estes encontram-se carregados
positivamente a pH fisiologico, o que é um propriedade interessante para muitas
aplicacdes biomédicas. Adicionalmente estes materiais apresentam uma enorme
capacidade de absorc¢do de agua, sendo utilizados em diversas aplicagdes enquanto

materiais superabsorventes+°.
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Figura 4.11 Esquema da possivel reac¢do do quitosano com a carbodiimida EDC.

Na Figura 4.12 apresentam-se os espectros FTIR-ATR do quitosano e das
esponjas de quitosano tratadas com EDC (quitosano-edc). Observa-se que existem

diferencas significativas entre os dois espectros.
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Figura 4.12 Espectros FTIR-ATR de: a) quitosano; b) quitosano tratado com EDC.

Uma das alteracdes que pode evidenciar a introduc¢do de grupos guanidina no
quitosano é o aumento da intensidade da banda situada a cerca de 1640 cm-1, que,
no quitosano nao modificado, corresponde a banda Amida I. A intensificacdo desta
banda pode ser atribuida a vibragcdo de elongamente do grupo C=N da guanidina
que, e de acordo com a literatura, aparece entre 1690 e 1640 cm- 30, Contudo, a
percentagem de azoto nestas esponjas, determinada por andlise elemental
(resultados apresentados na Tabela A.4.1.2, Anexo 4.1) é igual a apresentada pelo
quitosano original (Tabela A.4.1.1, Anexo 4.1). Este resultado contraria a hipdtese da
introducdo de grupos guanidina nas esponjas quitosano_ edc. No entanto apenas
através dos espectros FTIR-ATR e de andlise elemental é impossivel concluir com
certeza se esta reaccao ocorreu ou nao. Contudo, os espectros FTIR indicam

claramente que ocorreu uma modificagdo quimica da estrutura do quitosano devido
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ao tratamento deste com a EDC. E provavel que possam ter ocorrido outras reaccdes,
envolvendo a EDC, os grupos amina do quitosano e, possivelmente, também os
grupos OH deste. Infelizmente nao se encontrou na literatura qualquer informagdo
elucidativa sobre que tipo de reac¢des em meio aquoso as carbodiimidas se podem
envolver com compostos que apresentem grupos amina e grupos OH.

Na Figura 4.13 encontram-se os resultados dos testes de absorcao de agua
realizados com as esponjas dos PECs de pectina/quitosano (pec75/quit25).
Observa-se que as capacidades de absor¢do de agua sido bastante idénticas para
todos os meios, excepto para o meio a pH 2, onde se obteve uma percentagem de
absorcao de agua ligeiramente superior as restantes. Curiosamente, e considerando
que os PECs formados possuem grupos carboxilicos livres, seria de esperar que, a
este valor de pH, a capacidade de absor¢do de agua fosse mais reduzida, pois neste
meio os grupos COOH ndo se encontram ionizados, ao contrario do que acontece a
pH 7.4, onde estes se encontram completamente ionizados. No entanto, e
globalmente, os resultados indicam que a absor¢do de agua por parte das esponjas é

pouco sensivel as variacdes de pH, pelo menos na gama de pHs investigada.
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Figura 4.13 Capacidade de absorcio de agua das esponjas de pectina/quitosano
(pec75/quit25) em agua destilada, solugdo salina tampao acidificada (pH 2), solugdo salina
tampao acetato (pH 4.5), e solugdo salina tampao fosfato (pH 7.4); média + DP; n=3.

Na Figura 4.14 apresentam-se os resultados de absorcdo de agua das
esponjas de pectina e das esponjas de quitosano tratadas com a carbodiimida EDC

(Pectina-edc e Quitosano-edc). Contrariamente as esponjas dos PECs formados por
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estes dois polissacarideos, a absorcao de agua destas esponjas parece ser mais
sensivel ao pH do meio, especialmente no caso das esponjas Quitosano-edc.

As esponjas Pectina-edc sao menos sensiveis ao pH pois, comparativamente
com 0 quitosano, apresentam uma menor densidade de grupos iénicos. Contudo
observa-se que estas absorvem uma quantidade de agua ligeiramente maior quando
mergulhadas em agua destilada e em solucdo salina tampao fosfato (pH 7.4), do que
quando mergulhadas nas solug¢des salinas tampdo acidificada (pH 2) e solugdes
salinas tampao acetato (pH 4.5). Este comportamento é esperado para uma esponja
com um caracter anionico como é o caso da Pectina-edc, sendo este semelhante ao
observado com os graus de inchaco dos hidrogéis quimicos de pectina
desenvolvidos no capitulo anterior. As razdes para este comportamento foram ja

discutidas na sec¢ao dos Resultados e Discussao do Capitulo 3.
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Figura 4.14 Capacidade de absorcdo de 4gua das esponjas Quitosano-edc e Pectina-edc em
agua destilada, solugao salina tampao acidificada (pH 2), solucio salina tampao acetato (pH
4.5), e solucdo salina tampao fosfato (pH 7.4); média + DP; n=3.

Relativamente ao comportamento de absor¢do de agua das esponjas
Quitosano-edc observa-se que estas absorvem uma maior quantidade de agua nos
meios acidos e em 4gua destilada do que na solucdo tampdo fosfato. Este
comportamento pode ser interpretado considerando apenas as caracteristicas dos
grupos amina presentes no quitosano. Como o pKa destes se situa entre 6.3 e 7.4, a
quase totalidades destes encontra-se no estado ionizado a pH 2 e pH 4.5. Isto origina
forcas de repulsdo electrostaticas, que conduzem a absor¢io de uma maior

quantidade de agua, como forma de minimizar essas mesmas forgas.
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Contrariamente, a pH 7.4, a maior parte dos grupos amina nao se encontra ionizado,
o que significa que a repulsdes electrostaticas sdo menos intensas, conduzindo a que
as esponjas mergulhadas neste meio absorvam uma menor quantidade de agua.

A perda de massa das esponjas PECs (pec50/quit50), e dos PECs tratados
com EDC (pec50/quit50_edc), quando mergulhadas numa solugdo salina acidificada
(pH 2), ou numa soluc¢ao salina tampao fosfato (pH 7.4), foi monitorizada ao longo

do tempo. Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 4.15.
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Figura 4.15 Perda de massa ao longo do tempo dos PECs (pec50/quit50) e dos PECs
tratados com EDC (pec50/quit50_edc) quando mergulhados numa solugao salina tampao
acidificada (pH 2) ou numa solucio salina tampao fosfato (pH 7.4); média + DP, n=3.

Para todas as esponjas observa-se uma perda de massa significativa nos
primeiros trés dias (0.5 semanas) e que provavelmente é causada pela dissolucao da
fraccdo dos polissacarideos fracamente complexados. A partir da meia-semana, e até
as 6 semanas de duracdo do ensaio, os PECs perdem massa a uma taxa
sensivelmente constante, sendo essa taxa maior para as esponjas mergulhadas na
solucao tampao fosfato do que na solugao acidificada.

Esta perda de massa é o resultado de dois fenémenos: a dissolu¢do das
cadeias dos dois polissacarideos e a degradacdo quimica das mesmas. Devido a
natureza labil das ligacOes ionicas, as ligacOes estabelecidas entre os grupos COO-da
pectina e NH3* do quitosano vao sendo perdidas, originando cadeias livres dos dois
polissacarideos, que se dissolvem no meio aquoso. Por outro lado, as ligacoes

glicosidicas dos polissacarideos sao susceptiveis de degradacao quimica, originando
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fraccoes de polissacarideos de baixo peso molecular, que mais facilmente se
dissolvem no meio aquoso. Infelizmente, s6 com estudos de perda de massa é
impossivel determinar qual o peso da degradacao quimica nos resultados da perda
de massa dos complexos. Para isso teria sido necessario monitorizar as alteragdes
dos pesos moleculares dos dois polissacarideos ao longo do tempo na fraccdo de
massa solubilizada, por exemplo, através de cromatografia de exclusdo de tamanhos.

Apesar desta limitacdo, é possivel tirar algumas conclusdes importantes a
partir dos estudos de perda de massa. Neste estudo verifica-se que, no final das 6
semanas, as esponjas dos PECs (ndo tratados e tratados) perdem entre 20 a 30% da
sua massa inicial, quando mergulhadas na solucao salina acidificada. Quando
mergulhadas em solugdes salinas tampao fosfato este valor aumenta para 50 a 60%,
0 que é uma indica¢do de que os PECs sdo mais estaveis a pH 2 do que a pH 7.4.

Os espectros FTIR-ATR das esponjas nos diferentes tempos de degradagao, a
pH 2 e pH 7.4, foram registados. Os resultados, para o pec50/quit50, sdo
apresentados na Figura 4.16.

Como se pode ver pela Figura 4.16b, os espectros das esponjas mergulhadas
na solucdo tampao salina acidificada mantém-se idénticos ao longo de todo o tempo
de degradacdo. Contrariamente, os espectros FTIR-ATR das esponjas mergulhadas
em solucdo tampao salina fosfato alteram-se com o tempo. A regido entre 1200 e
1500 cm1, onde o espectro é o resultado da soma de uma série de bandas atribuidas
a pectina e ao quitosano, altera-se com o tempo devido a diminui¢do da intensidade
das bandas associadas a pectina (ver Figura 4.6).

Ainda nos espectros a pH 7.4 observa-se, com o aumento do tempo, a
diminuicdo da intensidade da banda situada a 1737cm-1, associada as vibragdes do
grupo C=0 da pectina. A razdo, ao longo do tempo, entre a intensidade desta banda e
a banda associada a vibragdo de deformagdo assimétrica dos grupos amina
protonados (NH3*) do quitosano (8as(N-H); 1593 cm1) é representada na Figura
4.17a). Neste grafico observa-se que, para as esponjas mergulhadas em solugao
salina tampao fosfato, esta razdo diminuiu com o tempo. Contrariamente, e para as
esponjas mergulhadas na solugdo tampao acidificada, esta razdo mantém-se

sensivelmente constante.
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Figura 4.16 Espectros FTIR-ATR dos PECs (pec50/quit50) ap6s se terem encontrado
mergulhados, durante 0, 0.5, 1, 2, 4 e 6 semanas, em: a) Solucdo salina tampao fosfato (pH
7.4); b) Solucao salina tampao acidificada (pH 2).

Assim, estes resultados de FTIR-ATR indicam que, a pH 2, a composi¢do dos
PECs se mantém sensivelmente constante ao longo do tempo de degradagdo, ou seja,
que a perda de massa que ocorre se deve tanto a perda de cadeias de pectina como
de quitosano, ao contrario do que acontece a pH 7.4, onde a perda de pectina é
superior a perda de quitosano. Este comportamento é ainda confirmado com os
resultados de andlise elemental, apresentados na Figura 4.17b), onde a razao entre a
percentagem de azoto e carbono nas esponjas, %N/C, é representada em funcao do
tempo de degradacdo. Neste grafico observa-se que, a pH 2, a razdo %N/C aumenta
apenas ligeiramente durante as 6 semanas, indicando que as proporg¢des de pectina
e quitosano nas esponjas ndo se alteram grandemente. Pelo contrario, a pH 7.4
observa-se um aumento significativo da razdao %N/C com o tempo, reflectindo o

aumento, na composicdo dos PECs, da propor¢cao de quitosano. Estes valores
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correspondem a uma diminui¢do de cerca de 5% na composicdo de pectina nos PECs

apH 2 (de 78.5 + 1.0% (m/m) na semana 0, para 73.7 + 1.3% na semana 6), e uma
diminui¢do de cerca de 20% em pH 7.4 (de 78.5 + 1.0% (m/m) na semana 0, para

59.8 + 2.9% na semana 6).

b)

Ajzs7/ A3
%(N/C)
=

0,0 —&— pec50/quit50, pH 7.4 62

—&— pec50/quit50, pH 2 —A&— pec50/quit50, pH 7.4

|
—A— pec50/quit50, pH 2

T T T T T T 5 T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7

Tempo (semanas) Tempo (semanas)

Figura 4.17 a) Razdo entre a intensidade das bandas 1737 e 1593cm 1, nos espectros FTIR-
ATR das esponjas pec50/quit50, em funcdo do tempo de degradacao, a pH2 e pH 7.4. b)
Razdo entre a quantidade de azoto e carbono presente nas esponjas pec50/quit50 em
funcdo do tempo de degradagdo, a pH 2 e pH 7.4.

Estes diferentes comportamentos podem ser explicados considerando o
estado de dissociacao dos grupos COOH da pectina e dos grupos NHz do quitosano
nos diferentes meios. Como se concluiu anteriormente, os PECs produzidos
apresentam ainda grupos COOH livres que ndo estdo envolvidos em ligacdes idnicas
com os grupos amina do quitosano. A pH 2 estes grupos ndo se encontram ionizados,
encontrando-se envolvidos em ligagdes por pontes de hidrogénio com os grupos OH
da propria pectina ou do quitosano. Estas ligacdes reforcam e estabilizam as liga¢des
das cadeias de pectina as cadeias de quitosano. Por outro lado, e a pH 7.4, os grupos
COOH da pectina encontram-se completamente ionizados, o que implica a perda das
ligacbes por pontes de hidrogénio. Nestas condi¢des, as cadeias de pectina
encontram-se mais livres o que, associado a menor densidade de reticulagdo i6nica
destas relativamente as cadeias de quitosano, conduz a que as cadeias de pectina se
libertem mais facilmente das ligacbes estabelecidas com o quitosano e que,
consequentemente, se dissolvam no meio aquoso. Adicionalmente, a pH 7.4, os
grupos amina do quitosano que se libertam das liga¢cdes idnicas estabelecidas com
os grupos carboxilicos evoluem para o estado ndao protonado, limitando a

solubilidade do quitosano no meio aquoso. Assim, estes dois factores combinados
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podem ser a causa porque a perda de massa dos PECs a pH 7.4 se deva
maioritariamente a perda de pectina.

Note-se que, a pH 7.4, mesmo que a composicao dos PECs ndo se alterasse,
seria de esperar, nos espectros FTIR-ATR, que a intensidade da banda a 1737cm-1
diminuisse até um certo limite, devido a alteracao do estado dos grupos carboxilicos
de ndo ionizados para ionizados pois, como ja se referiu, esta banda corresponde a
vibracdo de elongamento do grupo C=0 nos grupos carboxilicos ndo ionizados e
esterificados com o grupo metilo. No entanto, como se pode ver nos espectros FTIR-
ATR a pH 7.4, esta banda quase que desaparece, no final da sexta semana, o que
parece indicar que quase ndo existe pectina nos complexos, ou que a grande maioria
das unidades de AGla metilesterificadas sofreu um processo de desterificacdo. No
entanto é pouco provavel que isto tenha acontecido, pois esta reaccdo da-se
sobretudo em meio acido (ver seccdo 3.1.4.3 do capitulo 3). Por outro lado, os
resultados de andlise elemental indicam que, embora exista uma diminuicao da
proporgao de pectina nos complexos, no final das 6 de semanas a pectina continua a
estar presente nos complexos em cerca de 60%. Assim, torna-se plausivel atribuir o
quase desaparecimento da banda a 1737cm-! ao surgimento de variagdes espaciais
da composicdo de pectina nos complexos, ou seja, com o tempo, o interior das
esponjas apresentara uma maior quantidade de pectina do que as zonas superficiais
destas. Isto porque, a superficie, as cadeias de pectina que se libertam das ligacoes
ionicas rapidamente se dissolvem no meio aquoso enquanto que, no interior das
esponjas, estas tém de se difundir até a superficie de forma a serem libertadas. Isto,
e o facto de o quitosano ser praticamente insoltivel a pH 7.4, pode originar a que as
regides superficiais das esponjas sejam constituidas maioritariamente por
quitosano. Desta forma, e devido ao modo ATR de aquisicdo dos espectros FTIR,
justifica-se a acentuada atenuacdo com o tempo da intensidade das vibracgdes
correspondentes a pectina, nomeadamente a vibracdo a 1737cm-1,

Em relacdo as esponjas de PECs tratadas com EDC, o comportamento de
perda de massa destas ao longo do tempo, tanto em solucdo salina tampao
acidificada como em solugdo salina tampao fosfato, é semelhante ao exibido pelas
esponjas nao tratadas (ver Figura 4.15), embora neste caso a percentagem de massa
perdida ao longo do tempo seja ligeiramente inferior. Igualmente, os espectros de

FTIR-ATR destas esponjas ao longo do tempo de degradacao, a pH 2 e pH 7.4
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(representados na Figura 4.18), sdo idénticos aos observados para as esponjas
formadas pelos complexos ndo tratados. Estes resultados sao mais uma indicacao de
que o tratamento com EDC ndo modificou ou reticulou de forma significativa os

complexos.
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Figura 4.18 Espectros FTIR-ATR dos PECs tratados com EDC (pec50/quit50_edc) apds se
terem encontrado mergulhados, durante 0, 0.5, 1, 2, 4 e 6 semanas, em: a) Solugdo salina
tampao fosfato (pH 7.4); b) Solucio salina tampao acidificada (pH 2).

A perda de massa das esponjas de pectina tratadas com EDC (pectina-edc), e
de quitosano tratado com EDC (quitosano-edc), foi também investigada. Os
resultados obtidos encontram-se representados na Figura 4.19. Ao contrario do
comportamento dos perfis de perda de massa exibidos pelas esponjas de PECs, onde
se observava uma perda de massa sensivelmente constante ao longo do tempo, com
as esponjas de pectina-edc e quitosano-edc observa-se uma tendéncia para a
estabilizacdo dos valores de perda de massa, passadas as duas semanas iniciais e até

ao final do ensaio, indicando uma maior estabilidade destas esponjas, ou seja, a
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menor labilidade das ligagdes intermoleculares estabelecidas entre as cadeias dos
polissacarideos.

Refira-se que, tanto para as esponjas de pectina-edc como quitosano-edc,
foram utilizados controlos negativo correspondentes a esponjas de pectina e
esponjas de quitosano ndo tratadas com EDC, obtidas apenas por liofilizagdo das

solugdes dos dois polissacarideos.

Perda de massa (%)

—A— pectina_edc, pH 7.4
—O— pectina_edc, pH 2

50 4 ~—®— quitosano_ede, pH 74
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Figura 4.19 Perda de massa ao longo do tempo das esponjas pectina-edc e quitosano-edc
quando mergulhados numa solugdo salina tampao acidificada (pH 2) ou numa solugao salina
tampao fosfato (pH 7.4); média + DP, n=3.

No caso da pectina, observou-se a completa dissolucdao destes controlos
passado um dia de incubagao, tanto a pH 2 como a pH 7.4. Pelo contrario, verificou-
se que as esponjas Pectina-edc perderam apenas pouco mais de 10% da sua massa
ao longo de todo o tempo do ensaio, apresentando, para os dois meios estudados,
perfis de perda de massa bastante semelhantes. Pelo que foi concluido
anteriormente acerca da reac¢do de pectina com a EDC, esta resisténcia a dissolugdo
em meios aquosos exibida pelas esponjas Pectina-edc sera mais uma consequéncia
da hidrofobizacdo das cadeias deste polissacarideo, devido a introdug¢do de grupos
N-acilureia, do que as reticulacdes intra e intermoleculares estabelecidas entre os
grupos COOH e OH, uma vez que as evidéncias apontam para que a primeira
modificacdo tenha ocorrido numa maior extensao.

Quanto as esponjas quitosano-edc, estas apresentam uma maior perda de
massa no final das seis semanas do que as esponjas pectina-edc, com valores

proximos dos 20%, no meio a pH 7.4, e de cerca de 40% no meio a pH 2. Neste caso a
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perda de massa nas esponjas incubadas a pH acido é superior a verificada nas
esponjas incubadas a pH 7.4, pois a este pH o quitosano torna-se insoltiivel no meio
aquoso. De facto, os controlos negativos de quitosano incubados a pH 7.4 (cuja perde
massa ao longo do tempo é também representada na Figura 4.19), mantiveram-se
parcialmente insoltuveis ao longo do ensaio. Pelo contrario, quando mergulhados na
solucdo acidificada, verificou-se a completa dissolucdo destes ap6s um dia de
incubacao.

Também para estas esponjas foram registados os espectros FTIR-ATR nos
diferentes tempos de degradagdo, a pH 7.4 e pH 2. Ao contrario dos PECs, verificou-
se, tanto para as esponjas Pectina-edc como para as esponjas Quitosano-edc, que os
espectros eram idénticos ao espectro adquirido no tempo inicial (Figura 4.10b, para

a Pectina-edc e Figura 4.12b para o Quitosano-edc), isto para ambos os meios.

A morfologia das diferentes esponjas foi analisada por microscopia
electrénica de varrimento (scanning electronic microscopy - SEM). Na Figura 4.20
apresentam-se as imagens obtidas para as diferentes esponjas. Como se pode ver
nas menores ampliacdes, as esponjas de PECs (Figura 4.20a) e b)) sdo estruturas
pouco densas e altamente porosas. Os PECs assumem a estrutura de folhas finas,
rendilhadas e emaranhadas entre si. Observadas em maiores ampliacdes estas folhas
apresentam uma textura rugosa, dando a sensacdo de que estas resultam da
condensacdo de uma série estruturas filamentosas. As esponjas de Pectina-edc e
Quitosano-edc, Figura 4.20c) e d), também parecem ser constituidas por
emaranhado de folhas mas, ao contrario dos PECs, a superficie destas é
completamente lisa.

A morfologia das esponjas PECs obtidas é o resultado da influéncia e da
interaccdo de uma série de factores, como a concentracdo dos polimeros iniciais, a
quantidade de agua presente nos complexos no momento da congelacdo, a
temperatura de congelacdo, e as proprias condi¢des de liofilizagdo. Numa forma
semelhante a realizada neste trabalho, Verma et al?! produziram scaffolds através da
liofilizacdo de suspensdes de PECs de quitosano e de acido (poligalacturénico). Os
autores analisaram a morfologia dos scaffolds obtidos em funcao da concentragao
das solugdes iniciais dos dois polissacarideos e da temperatura de congelacdo dos

PECs. Através da variacdo destes dois parametros, os autores conseguiram obter
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scaffolds com diferentes morfologias, desde scaffolds altamente porosos,
constituidos por fibras interconectadas, até scaffolds constituidos por estruturas na
forma de folhas finas. Os autores verificaram que a diminui¢ao da concentracdo dos
biopolimeros (de 1% até 0.1% (m/v)), e a diminui¢do da temperatura de congelacdo
(de -20 até -196 ©9C), originava a formacdo de estruturas fibrosas enquanto o
aumento da concentracdo dos biopolimeros e o aumento da temperatura de

congelacdo promovia o aparecimento de estruturas do tipo de folhas.
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Figura 4.20 Imagens de microscopia electrénica de varrimento de: a) Esponjas de PECs de
pectina/quitosano (pec50/quit50); b) Esponjas de PECs de pectina/quitosano tratados com
EDC (pec50/quit50_edc); c) Esponjas Pectina-edc; d) Esponjas Quitosano-edc. Amplia¢des
(da esquerda para a direita): x35; x200; x1000.

As imagens de SEM dos scaffolds obtidos a partir de uma concentragédo inicial
dos dois polissacarideos de 1% e uma temperatura de congelacdo de -20°C,
condicoes semelhantes as utilizadas na preparacio das esponjas de PECs

apresentadas neste trabalho, revelaram uma estrutura na forma de folhas finas,
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estrutura essa bastante semelhante a observada nas imagens de SEM das esponjas
de PECs apresentadas na Figura 4.20.

Tentou-se também registar as alteragcdes na morfologia dos esponjas com o
tempo de degradacdo, através da analise de SEM de esponjas de PECs com diferentes
tempos de degradacgao (0, 2, 4 e 6 semanas), em pH 7.4 e pH 2. Os resultados sdo
apresentados na Figura 4.21. Contudo, e porque as esponjas exibem intrinsecamente
uma estrutura desorganizada e heterogénea, é dificil detectar alteracdes evidentes

na morfologia ao longo do tempo de degradacao.
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Figura 4.21 Imagens de microscopia electréonica de varrimento das esponjas de PECs de
pectina/quitosano (pec50/quit50) em diferentes tempos de degradacio: a) Esponja antes
do ensaio de degradacdo (semana 0); b) 2 semanas; c) 4 semanas; d) 6 semanas. Coluna da

esquerda: esponjas mergulhadas em solucdo tampao fosfato (pH 7.4). Coluna da direita:

esponjas mergulhadas em solucdo tampao acidificada (pH 2). Ampliagdo: x200.
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As propriedades térmicas das esponjas produzidas foram investigadas pelas
técnicas de termogravimetria (TG) e calorimetria diferencial de varrimento (DSC).
As curvas termogravimétricas e de DSC obtidas foram analisadas com o software
Universal Analysis 2000, da TA Instruments, com o qual se obteve os parametros
associados as principais transi¢des térmicas observadas nestas curvas.

Nas Figuras 4.22 e 4.23 encontram-se representadas as curvas
termogravimétricas obtidas para as diferentes esponjas preparadas. Em todas as
curvas observa-se, desde o seu inicio e até cerca de 1002C, uma perda de massa,
correspondente a evaporacdo da agua presente nas esponjas. A percentagem de
agua presente nas diversas esponjas foi calculada através da diferenca entre a massa
inicial das esponjas e a massa restante ap6s esta primeira transi¢do. Os resultados

sdo apresentados na Tabela 4.4. A percentagem de dgua varia entre os 7 e 0s 11%.
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Figura 4.22 Curvas termogravimétricas de: a) Esponjas de pectina e pectina-edc. b) Esponjas
de quitosano e quitosano-edc.

Na Figura 4.22a) comparam-se as curvas termogravimétricas das esponjas de
pectina, obtidas apenas por liofilizagdo, e as esponjas de pectina que sofreram um
tratamento com EDC (pectina-edc). Como se pode observar, a temperatura a qual as
esponjas pectina-edc come¢am a perder massa devido a decomposi¢do quimica do
polissacarideo (214.1 °C) é ligeiramente inferior a observada para as esponjas de
pectina (226.9 ¢C), indicando que a esponjas tratadas com EDC sdo termicamente
menos estaveis que as esponjas nao tratadas. Os valores desta temperatura inicial de
decomposicao sao apresentados na Tabela 4.4.

Na Figura 4.22b) sdo comparados os termogramas das esponjas de quitosano

e as esponjas de quitosano tratadas com EDC (quitosano-edc). Nas esponjas de
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quitosano, antes da transicao correspondente a degradacao do polimero, observa-se
um passo de perda de massa, que comeca a cerca de 147.9 °C (Tabela 4.4). Esta
transicdo deve-se provavelmente a degradacao do acido acético e dos ides acetato
presentes nestas esponjas, pois estas foram preparadas a partir da liofilizacao do
quitosano dissolvido numa solu¢do de 0.1M de acido acético. Nas esponjas
quitosano-edc esta transicao desaparece porque o acido acético e os ides acetato,
inicialmente presentes nestas esponjas, sdo extraidos durante o tratamento com a
EDC e o subsequente processo de dialise.

A temperatura inicial de decomposicdo das esponjas quitosano-edc (231.72C)
é igualmente inferior a temperatura inicial de decomposicdo das esponjas de
quitosano ndo tratada (264.9 2C), o que indica, a semelhanca do que se verifica com
as esponjas de pectina, que o tratamento com a EDC origina esponjas termicamente

menos estaveis.
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Figura 4.23 Curvas termogravimétricas de: a) Esponjas dos complexos pec25/quit75 e
pec25/quit75_edc. b) Esponjas dos complexos pec75/quit25 e pec75/quit25_edc.
Comparacgdo com as curvas termogravimétricas das esponjas de pectina e esponjas de
quitosano (nao tratadas com EDC).

Na Figura 4.23 as curvas termogravimétricas das esponjas dos PECs
pec25/quit75 e pec25/quit75_edc (Figura 4.23a), e dos PECs pec75/quit25 e
pec75/quit25_edc  (Figura 4.23b), sdao comparadas com as curvas
termogravimétricas das esponjas de pectina e quitosano. Observa-se que, nos dois
graficos, as curvas dos PECs nao tratados e tratados com EDC se sobrepdem quase
completamente, o que é mais uma indicacao de que o tratamento dos PECs com a

carbodiimida nao teve como resultado uma modificacdao quimica significativa destes.
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Tabela 4.4 Caracteristicas das curvas termogravimétricas das varias esponjas.

Temperatura inicial % massa
Esponja % Agua* de decomposicao remanescente
(2C) (2450 2C)
Pectina 7.3 226.0 32.0
Quitosano 8.7 147.9 35.0
264.9
Pectina_edc 7.5 214.1 30.3
Quitosano_edc 7.7 231.7 33.6
Pec25/quit75 9.9 213.3 33.5
Pec25/quit75_edc 9.6 210.6 34.8
Pec75/quit25 10.4 210.9 31.1
Pec75/quit25_edc 10.8 209.9 31.2

* Calculada a partir da perda de massa do primeiro degrau de degradacao.

[gualmente muito semelhantes sdo as curvas termogravimétricas que foram
obtidas para as esponjas dos dois PECs preparados a partir de diferentes proporgoes
iniciais dos dois polissacarideos (pec25/quit75 e pec75/quit25), nomeadamente as
temperaturas iniciais de decomposicdo (Tabela 4.4). Este resultado também reforca
a conclusao feita anteriormente de que a proporcao inicial dos dois polissacarideos,
pelo menos na gama investigada, tem um impacto pouco significativo na composicao
e propriedades dos PECs obtidos.

Comparativamente com as esponjas de pectina e de quitosano, as esponjas
dos PECs apresentam uma temperatura inicial de degradacdo inferior, o que
significa que estas sdo termicamente menos estaveis.

As vdrias curvas termogravimétricas indicam ainda que percentagem de
massa remanescente no final do ensaio, a 450 °C, é semelhante para todas as
esponjas, com valores entre 30 e 35% (Tabela 4.4).

Nas Figuras 4.24, 4.25 e 4.26 podem ser observadas as curvas de DSC das
varias esponjas analisadas. Na Tabela 4.5 encontram-se os parametros associados as
transicoes detectadas nestas curvas, nomeadamente a temperatura inicial, a
temperatura do pico, e a temperatura final da transi¢do, bem como a variagdo de
entalpia (AH) associada a mesma.

Em todas as curvas é possivel observar, no seu inicio, uma larga transicao
endotérmica, situada entre os 30 e os 120 2C, correspondente a evaporacao da agua
associada aos grupos hidrofilicos dos dois polissacarideos. Esta transicao é
normalmente observada nas curvas de DSC dos polissacarideos, mesmo em

amostras sujeitas a um pré-aquecimento prévio>1 52,
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Fluxo de calor
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Figura 4.24 Curvas de DSC de: a) Esponjas de pectina. b) Esponjas de pectina-edc. c)
Esponjas de quitosano. d) Esponjas de quitosano-edc.

Tabela 4.5 Parametros das transicdes de primeira ordem, exotérmicas e endotérmicas,
observadas nas curvas de DSC das esponjas produzidas.

Esponja Transicio Temperatura (2C) AH
Inicio Pico Fim (J/g)

Pectina Endotérmica 335 61.5 99.2 130.9
Exotérmica 236.8 251.8 278.1 -33.5

Quitosano Endotérmica 29.2 60.5 115.3 247.1
Exotérmica 270.2 295.5 320.0 -59.57

Pectina_edc Endotérmica 29.9 63.4 110.3 183.8
Exotérmica 218.7 234.0 263.7 -94.0

Quitosano_edc Endotérmica 33.5 59.5 110.7 176.0
Endotérmica 232.7 239.0 254.3 33.9

Endotérmica 36.7 64.4 102.2 64.4

Pec25/quit75 Endotérmica 201.0 218.4 229.8 15.5
Exotérmica 229.8 242.1 262.4 -15.4

Endotérmica 32.9 69.1 107.7 154.4
Pec25/quit75_edc  Endotérmica 193.6 216.2 228.6 24.9
Exotérmica 228.6 240.1 262.4 -24.5

Endotérmica 30.0 70.2 110.7 202.8

Pec75/quit25 Endotérmica 197.4 218.3 231.5 32.1
Exotérmica 231.5 242.5 260.7 -19.6

Endotérmica 30.4 69.9 121.3 240.2
Pec75/quit25_edc  Endotérmica 190.7 216.9 230.2 31.2
Exotérmica 230.2 241.7 261.6 -21.5

Na Figura 4.24 pode-se observar as curvas de DSC das esponjas de pectina e
de quitosano e as respectivas esponjas tratadas com EDC (pectina-edc e quitosano-

edc). Na curva correspondente a pectina (curva a), observa-se uma transi¢do
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exotérmica com o pico a cerca de 251 °C, sendo esta atribuida a degradacdo da
pectina. Na literatura esta transicdo é reportada por varios autores na gama de
temperaturas entre 2102 e 2702C, conforme o grau de esterificagdo, o grau de
amidacao e peso molecular da pectina>l.

A curva b) da Figura 4.24 corresponde a curva de DSC das esponjas de
pectina tratadas com EDC. Comparativamente com a curva de DSC das esponjas de
pectina ndo tratadas esta apresenta uma transi¢do exotérmica a uma temperatura
mais baixa (com o pico a 234 2C) e com uma maior variacdo de entalpia (-94 ]J/g vs -
33 J/g). Isto significa, como ja foi verificado nas curvas de termogravimetria, que a
degradacdo das esponjas pectina-edc se da a temperaturas mais baixas e com a
libertacao de mais energia.

Na curva c) da Figura 4.24 é apresentada a curva de DSC das esponjas de
quitosano ndo tratadas. Para além da transicao endotérmica inicial, relacionada com
a evaporacao de agua, é possivel distinguir uma transicao exotérmica, com um pico a
cerca de 2952C. Na literatura esta transicdo é atribuida a degradacao das unidades
desacetiladas do quitosano®3. Em contraste, esta transicio desaparece na curva de
DSC correspondente as esponjas quitosano-edc (curva d da Figura 4.24), surgindo,
por sua vez, uma transicdo endotérmica a 2399C, temperatura muito préxima da
temperatura inicial de decomposi¢do (231.72C) determinada a partir da curva de
termogravimetria. Contudo esta transicdo ndo pode ser atribuida com certeza ao
fenomeno de decomposicao do polimero, pois esta pode ser uma consequéncia de
outros fenémenos sofridos pela amostra, como por exemplo, a fusdo antes da
subsequente degradacao.

Estas diferencas de comportamento térmico, tanto na pectina como como no
quitosano, sdo mais um indicio de que o tratamento com a EDC modificou
marcadamente a estrutura quimica das esponjas destes dois polissacarideos.

Nas Figuras 4.25 e 4.26, as curvas de DSC das esponjas dos PECs
pec25/quit75 e pec25/quit75_edc (Figura 4.25), e dos PECs pec75/quit25 e
pec75/quit25_edc (Figura 4.26), sdo comparadas com as curvas de DSC das esponjas
de pectina e das esponjas de quitosano. A semelhanca do verificado com as curvas de
termogravimetria, as curvas de DSC dos complexos preparados a partir de
diferentes proporg¢oes dos dois polissacarideos, e dos complexos tratados com EDC,

sdo bastante semelhantes. Estas diferem das curvas correspondentes a pectina e ao
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quitosano, apresentando duas transicoes consecutivas, entre os 200 e os 250 2C. A
primeira é uma transicao endotérmica, com um pico a cerca dos 2182C. Logo de
seguida observa-se uma transicao exotérmica, centrada a cerca de 2402C. Segundo
Smitha et al %, a transicdo endotérmica pode ser devida a formacdo de ligagdes
amida, promovidas pela temperatura, a partir dos pares de ides complexados (-COO-
*H3N-). A transicdo exotérmica que se segue apresenta uma variacdo de entalpia
praticamente simétrica a verificada na transicdo endotérmica, o que levanta a
hipétese desta segunda transicao corresponder a destruicdo das ligagdes amidas

formadas anteriormente

Fluxo de calor
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Figura 4.25 Curvas de DSC de: a) Esponjas de pectina. b) Esponjas dos PECs pec25/quit75.
c) Esponjas dos PECs pec25/quit75_edc. d) Esponjas de quitosano.
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Figura 4.26 Curvas de DSC de: a) Esponjas de pectina. b) Esponjas dos PECs pec75/quit25.
c) Esponjas dos PECs pec75/quit25_edc. d) Esponjas de quitosano.
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Uma primeira avaliagdo do comportamento das esponjas de PECs enquanto
matrizes para a preparacao de sistemas de libertagao controlada de biomoléculas foi
realizada, através de ensaios de libertagdo in vitro da proteina albumina de soro
bovino (BSA).

A proteina foi incorporada nas esponjas pela absorcao de uma solucdo de
proteina. As esponjas foram comprimidas em forma de disco numa prensa
hidraulica. Contudo, quando mergulhados na solucao de libertacdo, as esponjas
rapidamente perdiam a forma de disco e adquiriam a forma original que tinham
antes da compressao.

Os perfis de libertagdo in vitro da proteina, em meio salino acidificado (pH
~2) e em solucdo salina tampao fosfato (pH 7.4), sdo apresentados na Figura 4.27.
Durante as primeiras nove horas de ensaio as esponjas libertaram cerca de 20% da
proteina incorporada (17.5% a pH 7.4 e 24.3% a pH 2). Nas horas seguintes, e até ao
final do ensaio, a taxa de libertacdo diminuiu, verificando-se no final de 24 horas a

libertacdo de 25.5% da BSA em solugdo tampao fosfato e 28.6% em meio acido.
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—&— pH 2,[=0.16M
0,5 1 —&— pH7.4,1= 0.16M
0,4 1

Fraccgdo de massa libertada acumulada

0,0 T T T T
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Figura 4.27 Curvas da libertacao in vitro da proteina BSA a partir das esponjas
pec75/quit25_edc: em solugio salina tampao fosfato, pH= 7.4; em solucio salina tampao
acidificada, pH ~2.

Neste sistema, devido a natureza quimica da BSA e da matriz polimérica, a
proteina encontra-se provavelmente imobilizada nas esponjas por meio de

interac¢cOoes fisicas estabelecidas entre esta e a pectina e o quitosano
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(nomeadamente através de ligagdes ionicas e ligacdes por pontes de hidrogénio).
Assim, o mecanismo responsavel pelos perfis de libertacdo obtidos ndo é nem
difusdo da BSA através das cadeias da matriz polimérica, nem o processo de
absorcao de agua por parte das esponjas, mas sim o processo de desorcdo da
proteina, que envolve a quebra das interacgdes fisicas estabelecidas entre a proteina
e matriz polimérica. O pH do meio, por afectar directamente o estado dos grupos
ionizaveis da proteina e dos polissacarideos, é também um factor que afectara os
perfis de libertacao obtidos.

A quantidade de BSA libertada nas primeiras horas de ensaio correspondera
a fraccdo de proteina “livre”, ou seja, a fraccdo de proteina ndo adsorvida ou
fracamente adsorvida a matriz polimérica. Depois da dissolucao desta fracgdo, a

proteina libertada sera controlada pela cinética de desorgao.
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4.4 Conclusoes

Neste trabalho foram preparadas e caracterizadas esponjas produzidas
através da liofilizacdo dos complexos polielectroliticos (PECs) formados entre a
pectina e quitosano. Algumas propriedades destas esponjas foram analisadas, tendo-
se procedido a uma avaliacdo preliminar acerca do comportamento destas enquanto
possiveis sistemas de libertacdo controlada de proteinas.

Adicionalmente, as esponjas produzidas, de PECs ou de pectina e quitosano
isolados, foram tratadas com a carbodiimida EDC, tendo-se tentado caracterizar as
modificacdes quimicas resultantes deste tratamento, bem como algumas das
propriedades exibidas por estas esponjas.

Os resultados da analise elemental revelaram que, as trés esponjas de PECs,
produzidas a partir de diferentes propor¢des dos dois polissacarideos,
apresentavam uma composicdo aproximadamente semelhante, sendo constituidas
maioritariamente por pectina (entre 74 e 78%, percentagem massica).

Observou-se ainda que as esponjas, quando mergulhadas em meios aquosos,
apH 2 ou pH 7.4, sofriam uma perda de massa gradual, devido a progressiva quebra
das ligacdes idnicas e consequente libertagdo/dissolucdo das cadeias poliméricas. As
esponjas mergulhadas em solu¢des a pH 7.4 perdiam uma maior percentagem de
massa ao longo do tempo que as esponjas mergulhadas em solucdes a pH 2. A
analise da composicao das esponjas ao longo do tempo de degradagdo, e o registo
dos espectros de FTIR-ATR, revelou que, nas esponjas mergulhadas a pH 2, a perda
de massa resultava tanto da perda de pectina como de quitosano, enquanto a pH 7.4
a perda de massa podia ser maioritariamente atribuida a dissolugdo das cadeias de
pectina.

Aparentemente, as esponjas de PECs tratadas com a EDC mantiveram-se
idénticas as esponjas de PECs ndo tratadas, em termos da estrutura quimica e
propriedades exibidas. J4 o tratamento com a EDC da pectina liofilizada e do
quitosano liofilizado resultou em alteragdes quimicas na estrutura destes dois
polissacarideos, que foram identificadas nos espectros de FTIR e reflectidas em
algumas das propriedades exibidas pelas esponjas resultantes. Embora nao se tenha
identificado inequivocamente que modificagdes quimicas foram introduzidas nestes
dois polissacarideos, apresentaram-se e discutiram-se algumas das modificagoes

que possivelmente ocorreram.
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A andlise de SEM das esponjas de PECs revelou que estas sdo estruturas
pouco densas, altamente porosas, formadas por estruturas com aspecto de folha
finas e rendilhadas, emaranhadas entre si.

Finalmente, a proteina modelo BSA foi incorporada nas esponjas de PECs e,
uma avaliacdo preliminar destas, enquanto sistemas de libertacao controlada de
proteinas, foi realizada, através da libertacao in vitro, a pH 2 e pH 7.4, da BSA. Os
resultados obtidos indiciam o estabelecimento de fortes interac¢des fisicas entre a
matriz polimérica e a proteina, que resultam na imobilizagdo fisica desta ultima e,
por conseguinte, na limitacao e sustenta¢do da sua libertacao.

Este resultado preliminar indicia que os PECs de pectina e quitosano sdo um
material com potencial para a imobilizagdo de protéinas, sugerindo que este pode
ser utilizado como matriz para a preparacdo de sistemas de libertacdo controlada
deste tipo de biomacromoléculas. Devido a susceptibilidade dos polissacarideos que
constituem estes PECs de serem degradados por uma série de enzimas produzidas
por alguns microorganismos presentes na microflora intestinal, os PECs produzidos
poderdao ser utilizados para desenvolver sistemas de libertacdo especifica de

protéinas no célon.
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Ao longo deste trabalho produziram-se e caracterizaram-se potenciais
sistemas de libertagdo controlada de farmacos, fabricados a base de polimeros
naturais.

No Capitulo 2 descreveu-se uma tentativa de imobilizar um farmaco
hidrofébico em microparticulas de PHBV pelo método de extrac¢do/evaporacdo do
solvente (EES) numa emulsdo 6leo/agua (0O/W). No Capitulo 3 procedeu-se a
modificacdo quimica da pectina e a utilizacdo dos seus derivados na preparacdo de
hidrogéis quimicos. Nestes hidrogéis foram incorporados farmacos e proteinas
modelo, tendo-se estudado o seu comportamento enquanto sistemas de libertacao
controlada através de estudos de libertacao in vitro. Finalmente, no Capitulo 4,
preparam-se e caracterizaram-se esponjas obtidas por liofilizagdo dos complexos
polielectroliticos formados entre a pectina e o quitosano.

Reconhece-se que, em grande parte devido a dispersdo do esforcgo
investigativo entre os trés trabalhos, de natureza bastante diferente, nenhum deles
resultou num estudo aprofundado, em que resultasse um sistema de libertagdo
controlada totalmente caracterizado e optimizado para uma aplicac¢do especifica.

Contudo, em cada um dos trés trabalhos, foi possivel obter conclusdes
significativas, que poderao ser utilizadas como bases so6lidas para a continuacdo do
trabalho de desenvolvimento dos diferentes sistemas de libertacdo propostos.

Em seguida, e como término deste trabalho, fazem-se algumas consideragoes
sobre os trabalhos realizados e, com base nas conclusdes obtidas, apresentam-se
varias sugestdes para continuar a investigar e a desenvolver os sistemas de

libertagdo apresentados.

5.1 Imobilizacao de um farmaco hidrofébico em
microparticulas de poli(hidroxibutirato-co-
hidroxivalerato)

Neste trabalho tornou-se evidente, pelos perfis de libertagdo in vitro obtidos,
que as formula¢des utilizadas originaram microparticulas em que o flurbiprofeno
nao se encontra efectivamente imobilizado na matriz polimérica, mas sim
essencialmente disperso a superficie destas ou nas cavidades presentes nas
microparticulas. Desta forma, a libertacdo do farmaco a partir das microparticulas

nao é controlada pela difusdo deste através da matriz polimérica, ou pela
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degradacdo da matriz polimérica, mas sim pela taxa de dissolucao do farmaco.
Observou-se mesmo que o flurbiprofeno se dissolvia mais rapidamente quando
formulado nas microparticulas do que quando no seu estado puro original, isto
provavelmente devido as diferentes propriedades exibidas pelas particulas do
farmaco original e pelas particulas de farmaco formadas pela precipitacdo deste
durante o processo de producdo das microparticulas.

Estes resultados devem-se, provavelmente, a elevada razao farmaco
/polimero utilizada em todas as formulagdes, estipulada em 30% (m/m). Assim, de
forma a obter microparticulas de PHBV com flurbiprofeno efectivamente
imobilizado, que permitam verdadeiramente a libertagdo controlada deste, a
percentagem teorica de fairmaco encapsulada deve ser uma variavel cuidadosamente
investigada e optimizada. Nesta tarefa, o conhecimento da solubilidade do farmaco
no polimero no estado sélido pode-se revelar bastante utill. Esta pode ser
determinada experimentalmente, por exemplo por DSC ou XRD (X-ray powder
diffractometry). Outra estratégia a considerar para modelar os perfis de libertagdo é
a mistura do PHBV com outros poliésteres sintéticos, como a PCL, ou a utilizacdo de
PHBV’s com diferentes proporg¢des de HB e HV.

No trabalho apresentado, tentou-se optimizar o tamanho médio e a
distribuicdo de tamanhos das particulas, através da investigacdo das varidveis
concentragdo do polimero na fase organica, [PHBV], e concentragdo de surfactante
na fase aquosa, [PVA]. Concluiu-se que estas duas variaveis influenciavam de forma
significativa o tamanho médio das particulas e a sua distribuicdo de tamanhos. No
entanto, o factor que, de forma mais directa e profunda, afecta o tamanho das
particulas produzidas pelo método da EES numa emulsdao O/W ¢é o tipo de agitacao
utilizada e a poténcia empregue na formagdo da emulsao. Assim, a escolha do tipo de
agitacdo e a manipulacdo da poténcia/velocidade de agitacdo serd a forma mais
directa e adequada de obter microparticulas com o tamanho médio desejavel.

Seguindo as sugestdes apresentadas, e com o apoio das conclusdes obtidas
neste trabalho, nomeadamente sobre o impacto da [PHBV] e [PVA] sobre a eficiéncia
de encapsulacdo do farmaco e distribuicdo de tamanhos das particulas, cré-se ser
possivel desenvolver um sistema de libertacdo controlada do flurbiprofeno, com

base na imobilizagdo deste em microparticulas de PHBV.
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Claro que o desenvolvimento e a optimizag¢do do sistema de libertacdo tera de
ter como base uma aplicacao final em particular, pois s6 com objectivos finais bem
definidos fara sentido desenvolver e optimizar um SLC. A aplicacdo mais apropriada
para este sistema sera a libertacdo controlada do flurbiprofeno, prolongada e
localizada, em sitios do organismo sujeitos a processos inflamatoérios cronicos,

manifestados em doengas como a artrite reumatoide ou as doengas periodontais.

5.2 Preparacao e caracterizacao de hidrogéis de base
pectina. Sua utilizacao na libertagao de moléculas
bioactivas

Neste trabalho a pectina foi funcionalizada com grupos terminais vinilicos ou
metacrilicos e posteriormente transformada num hidrogel quimico por meio de
reticulacao radicalar induzida por luz UV.

A funcionalizacdo da pectina foi realizada através da formacao de ligagcdes
uretana entre os grupos hidroxilo do polissacarideo e os grupos isocianato dos
agentes de modificacdo isocianato de alilo (AI) ou metacrilato de 2-isocianoetilo
(IMA). Os derivados obtidos foram caracterizados por SEC, FTIR, TH-RMN e andlise
elemental, tendo-se, através desta ultima técnica, determinado a extensdo da
modificacdo dos varios derivados preparados, expressa pelo parametro grau de
substituicao (GS).

Dois tipos de pectina, Pectina A e Pectina C, extraidas de diferentes matérias-
primas e com diferentes graus de esterificacdo, foram alvo desta modificacao.
Através da implementacdo de um desenho de experiéncias investigou-se a influéncia
de algumas condi¢des reaccionais na extensdo da reac¢do de modificagdo com o
reagente Al (representada pelo GS). A interpretagdo estatistica dos resultados
revelou que o tempo de reaccdao e a proporc¢ao do reagente de modificagdo, nos
intervalos investigados, ndo influenciavam significativamente o GS obtido. Pelo
contrario, na presenca do catalisador da reac¢do uretana dilaurato de dibutilo de
estanho, a extensao de modificacdo pectina A revelou ser significativamente maior
do que a obtida com a pectina C.

Concluiu-se, com base nestes resultados, e tendo em conta as condigdes
heterogéneas em que ocorreu a reaccao, que a acessibilidade dos grupos OH,

directamente relacionada com o grau de inchago das particulas do polissacarideo no
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solvente reaccional, era o factor que controlava e limitava a extensao da reacgao.
Desta forma, a maior reactividade da pectina A relativamente a pectina C foi
atribuida ao maior grau de inchago no solvente reaccional exibido por as particulas
de pectina A.

A reaccao de modificacdo da pectina, em meio heterogéneo, apresenta varias
limitagdes, nomeadamente a dificuldade em controlar o GS e a nao homogeneidade
dos derivados obtidos (a distribuicdo ndo uniforme, ao longo das cadeias do
polissacarideo, dos grupos funcionais introduzidos). Estas limitagdes seriam
suprimidas se a reac¢ao ocorresse num meio heterogéneo.

Como esta reac¢do especifica ndo pode ocorrer na presenca de agua, e uma
vez que a pectina é insoluvel nos solventes organicos comuns, a solubilizacdo da
pectina implicaria a utilizagdo de solventes ndo convencionais, como por exemplo
liquidos i6nicos. Estes novos solventes ja sdo utilizados em varias reaccbes de
funcionalizagdo da celulose, precisamente porque proporcionam condigdes
homogéneas de modificacdo2 Uma alternativa, mais trabalhosa, seria a pré-
derivatizacdo da pectina numa forma soltiivel nos solventes organicos tradicionais,
como por exemplo, na forma de sais de tetrabutilamoénio3.

Num meio reaccional homogéneo a extensdo da reac¢do poderia ser
facilmente controlada pela manipulacao da razdo molar entre o agente modificante e
os grupos OH do polissacarideo. Isto possibilitaria a obtencdo de derivados de
pectina com toda uma gama de GS, o que permitiria investigar o impacto deste factor
nas propriedades dos hidrogéis quimicos produzidos, bem como no desempenho
destes enquanto sistemas de libertacdo controlado, o que, em ultima analise,
possibilitaria definir o GS mais adequado para produzir os hidrogéis quimicos com
as propriedades desejadas. Adicionalmente, os derivados obtidos numa reac¢ao de
modificacdo em meio homogéneo apresentariam uma distribuicdo uniforme dos
grupos funcionais ao longo das cadeias poliméricas, o que proporcionaria a obtengao
de hidrogéis mais homogéneos e com propriedades mais previsiveis/controlaveis.

Como se viu anteriormente, os hidrogéis produzidos a partir do derivado da
pectina A-IMA, por si s6, ou em conjunto com o macromero PEGDA, apresentavam
uma morfologia interna bastante heterogénea e porosa. A formacdao da matriz
tridimensional na presenca de uma grande quantidade de agua, devido a baixa

concentracdo da solugdo precursora, ¢ um dos factores que contribui para a
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formacao deste tipo de morfologia. A utilizacdo de solugdes precursoras com
concentragdes mais elevadas conduziria provavelmente a formacao de matrizes
mais densas e homogéneas. Contudo, isto ndo foi exequivel, devido a elevada
viscosidade apresentada pelas solu¢des de pectina, viscosidade essa derivada do
elevado peso molecular das pectinas utilizadas. Adicionalmente, os estudos de SEC
revelaram que os dois tipos de pectina apresentavam uma distribuicdo de pesos
moleculares altamente polidispersa.

Uma das possiveis aplicacdes para este tipo de hidrogéis de pectina é a sua
utilizacdo enquanto sistemas de libertacdo especifica no colén. Como ficou patente
na revisdo bibliografica apresentada no Capitulo 3, a pectina tem sido bastante
utilizada e investigada no desenvolvimento deste tipo de sistemas, isto devido a
susceptibilidade deste polissacarideo de ser degradado por enzimas produzidas por
uma grande variedade de microorganismos presentes no célon.

Embora se tenha verificado, com os estudos de inchago realizados neste
trabalho, que os hidrogéis quimicos de pectina produzidos apresentam pouca
sensibilidade ao pH, os estudos de libertagdo, na presenca de pectinases,
evidenciaram que as matrizes dos hidrogéis quimicos de pectina produzidos
mantém a susceptibilidade a accao das enzimas pectinoliticas.

Uma das vantagens dos hidrogéis produzidos é a estabilidade da sua
estrutura tridimensional. Por ser um hidrogel quimico, este é bastante mais estavel
que os hidrogéis fisicos de pectina, normalmente investigados como sistemas de
libertacao especifica no cdlon. Assim sendo, com estes hidrogéis, serd mais facil
desenhar um sistema onde a libertacao antecipada dos compostos bioactivos (antes
do hidrogel atingir o c6lon) seja minimizada e a libertagdo no célon maximizada.

No entanto, as propriedades do sistema obtido serdo em grande parte
determinadas pelas propriedades da pectina original e dos derivados obtidos. Como
se constatou, as pectinas comerciais disponiveis no mercado sido bastante
heterogéneas, a nivel de composicdo quimica e distribuicdo de pesos moleculares.
Como ficou patente neste trabalho, estas caracteristicas dificultam a caracterizagao
dos derivados de pectina, como também afectam negativamente as propriedades
dos hidrogéis obtidos.

Assim, de forma a ser possivel desenvolver um hidrogel quimico de pectina

que actue de forma eficiente, enquanto sistema de libertacao controlada, e apresente
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by

propriedades reprodutiveis, sera essencial ter a disposicdo matérias-primas
(pectinas) menos polidispersas e com propriedades bem definidas e caracterizadas.
[gualmente fundamental, para o sucesso destes hidrogéis, sera a capacidade de obter
derivados da pectina uniformes e com caracteristicas especificas e controlaveis
(nomeadamente o GS), o que, como se discutir anteriormente, podera ser alcancavel

através da modificacao da pectina num meio reaccional homogéneo.

5.3 Esponjas de pectina e quitosano formadas por
complexacao polielectrolitica: preparacao e
caracterizacao

Este trabalho centrou-se na preparagdo e caracterizacdo de esponjas
preparadas pela liofilizagdo dos complexos polielectroliticos (PECs) insoluveis
formados entre o quitosano e a pectina. Constatou-se que as esponjas obtidas eram
compostas maioritariamente por pectina, sendo que as proporg¢des iniciais dos dois
polissacarideos tinham pouca influéncia nessa composic¢ao.

Como o pH em que ocorre a reac¢do de complexacdo é a variavel que mais
impacto tem na composicao e propriedades dos PECs obtidos, e como esta variavel
nao foi alvo de atenc¢do no trabalho realizado, sugere-se que, em futuros trabalhos,
esta variavel seja alvo de investigacao.

Os PECs obtidos foram processados na forma de esponjas, por meio de
liofilizacdo. No entanto, estes podem ser processados em vdarias formas, como
particulas, filmes ou fibras, formas mais interessantes para o desenvolvimento de
sistemas de libertacao controlada.

Este material tem o potencial para ser utilizado em varias aplicagdes.
Enquanto sistemas de libertacdo controlada, uma das aplicagdes mais promissoras,
devido as propriedades dos polissacarideos que o compdem, serd a sua utilizacao
enquanto matriz para o desenvolvimento de sistemas de libertacdo especifica no
célon. Esta aplicacgdo ja foi alvo de investigacdo, podendo-se encontrar na literatura
alguns trabalhos dedicados ao desenvolvimento e formulacdo de sistemas de
libertacdo especifica no célon a base de complexos polielectroliticos de pectina e
quitosano#® 5.

Os PECs, na forma de esponjas, podem ainda encontrar varias aplicacdes

enquanto scaffolds capazes de actuar como suporte e promotores da regeneracao de
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tecidos. As propriedades bioldgicas exibidas pela pectina e, sobretudo pelo
quitosano, podem-se revelar bastante vantajosas neste tipo de aplicacdo. Outra
vantagem deste tipo de material encontra-se no seu processo de preparacao: a
formacao dos PECs é feita num meio totalmente aquoso, ndo envolvendo a utilizagao
de solventes organicos ou outro tipo de compostos potencialmente téxicos, com
agentes reticulantes, iniciadores ou catalisadores. Isto faz com que estes materiais
apresentem normalmente uma excelente biocompatibilidade.

No seguimento deste trabalho, as esponjas de PECs de pectina e quitosano,
produzidas pelo método apresentado, ja foram avaliadas acerca da sua
biocompatibilidade in vitro. Com o intuito de utilizar as esponjas na regeneracdo de
tecido Osseo, a bicompatibilidade deste material foi testada com osteoblastos
humanos. A partir deste estudo concluiu-se que as esponjas ndo apresentam
toxicidade para as células testadas e que as células aderem e proliferam a superficie

deste material.
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Anexo 3.1

Quantificacao dos farmacos e proteinas por
espectroscopia UV /VIS.

A quantificacdo dos farmacos e proteinas libertados in vitro foi realizada
recorrendo a métodos espectrofotométricos, utilizando um espectrofotémetro

UV/VIS JASCO 530 ou um espectrofotometro UV /VIS JASCO 550.

Flurbiprofeno sédico

A quantificagdo deste farmaco foi obtida através da medida das
absorvancias das amostras do meio de libertacdo recolhidas ao longo do tempo. As
medidas foram realizadas a um comprimento de onda de 247 nm em cuvettes de
quartzo. Quando necessario, as amostras foram diluidas para uma concentragao
conveniente. A curva de calibracdo foi construida com solu¢ées padriao de
flurbiprofeno so6dico dissolvido numa solugdo salina tampao fosfato, numa gama de

concentragoes entre 2 e 16 um/ml.

Sulfato de Gentamicina

Como a gentamicina ndo absorve radiacdo ultra-violeta ou visivel, foi
necessario recorrer a um método indirecto de forma a quantificar este composto
por espectrofotometria UV/VIS. O método utilizado baseia-se na reac¢do entre o
agente o-ftaldialdeido e os grupos amina da gentamicina, cujos produtos sdo
croméforos. O procedimento experimental adoptado foi desenvolvido por

Cabanillas et all.

Preparacao do reagente o-ftaldialdeido (reagente OPA):
- 2.5 g de o-ftaldialdeido

- 62.5 ml de metanol

- 560 ml de solugdo de borato de so6dio (0.04M)

- 3 ml de 2-mercaptoetanol
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O reagente OPA foi preparado misturando as quantidades dos reagentes
acima listados. A solugdo resultante foi armazenada no escuro durante pelo menos
24 h e utilizada até trés dias depois de preparada.

Em cuvettes de poliestireno descartaveis, adicionou-se e misturou-se, em
partes iguais, a solucdo de gentamicina, a solucdo de reagente OPA e alcool
isopropilico (para evitar a precipitacdo dos produtos), deixando-se repousar a
solugdo resultante durante 30 min, a temperatura ambiente. Passado esse tempo a
absorvancia das amostras foi medida a um comprimento de onda de 332 nm
contra um branco preparado da mesma forma mas utilizando, em vez da solugao
de gentamicina, a solucdo tampdo utilizada como meio de libertacdo. A
quantificacdo do farmaco foi obtida mediante a construcao de uma de curva de
calibracdo com solu¢des de gentamicina numa gama de concentracdes entre 10 e

100 pg/ml.

Albumina de soro bovino (BSA)

A quantificacdo da proteina BSA foi feita utilizando o reagente de Bradford e
de acordo com um dos protocolos indicados pelo fabricante deste?. Este método de
quantificagdo baseia-se na formacdo de um complexo entre o corante Azul
Brilhante G (Brilliant Blue G) e os residuos de arginina e lisina da proteina em
solucao.

As solucdes para andlise foram preparadas misturando, em cuvettes de
poliestireno descartaveis, 1 ml de solucdo de BSA e 1 ml de reagente de Bradford.
As amostras foram incubadas a temperatura ambiente entre 5 a 45 minutos e a sua
absorvancia medida a 595 nm contra um branco preparado com solu¢do tampao.
As curvas de calibracdao da BSA nos dois meios de libertacao investigados (tampao
salino fosfato, 0.01M pH= 7.4; solucgdo salina acidificada, HCl 0.01 M, pH~ 2.0)
foram construidas nas gamas de concentragdes de 1.3 a 12.6ug/ml, para o tampao
fosfato, e 1.3 a 31.0 ug/ml, para o tampao acido.

0 mesmo método descrito acima foi utilizado para determinar a quantidade
de BSA libertada num meio composto por uma solugdao tampao salina fosfato com
uma concentracdo de pectinase de 1mg/ml. Neste caso as curvas de calibracao
foram construidas com solugdes tampao com uma concentracgao fixa de pectinase

de 1mg/ml e concentra¢des de BSA entre 0 e 13 pug/ml.
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Lisozima de clara de ovo

A quantificagcdo desta proteina foi realizada pelo mesmo método descrito
acima para a quantificagdo da BSA. De forma a garantir a linearidade das curvas de
calibracdo, preparam-se uma série de solu¢do de lisozima com concentragdes
numa gama alargada. A absorvancia destas amostras foi medida varias vezes, em
tempos diferentes, e os valores obtidos foram representados contra os valores de
concentracdo, de forma a identificar a gama de concentragdes que apresentava
uma correlagdo linear com as absorvancias. Para ambos os meios de libertagdo

utilizados verificou-se que essa gama de concentracdes se situava entre os 0 e 15

ug/ml.
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Anexo 3.2

Resultados da analise elemental

Tabela A.3.2.1 Percentagem (m/m) de Azoto, Carbono, Hidrogénio e Enxofre presentes na
Pectina A e nas pectinas modificados com o reagente isocianato de alilo (AI) nas diferentes
condig¢oes reaccionais referidas na Tabela 3.7 (média +DP; n= 3).

Amostra % N % C % H %S

Pectina A 0.466+0.046 39.924+0.626 6.524+0.409 <100 ppm
A-R1 0.840+0.035 37.720+0.847 6.551+0.536 <100 ppm
A-R2 0.743+0.042 39.270+0.316 6.493+0.277 <100 ppm
A-R3 1.803+0.032 39.574+0.194 6.660+0.287 <100 ppm
A-R4 2.087+0.046 39.593+0.413 6.532+0.285 <100 ppm

Tabela A.3.2.2 Percentagem (m/m) de Azoto, Carbono, Hidrogénio e Enxofre presentes na
Pectina C e nas pectinas modificados com o reagente isocianato de alilo (Al) nas diferentes

condigdes reaccionais referidas na Tabela 3.8 (média +DP; n= 3).

Amostra %N % C % H % S

Pectina C 0.560+0.026 38.781+0.899 6.287+0.244 <100 ppm
C-R1 0.703+0.016 38.116+1.168 6.174+0.162 <100 ppm
C-R2 0.833+0.004 37.851+1.000 5.705+0.107 <100 ppm
C-R3 0.665+0.013 38.576+0.794 6.108+0.344 <100 ppm
C-R4 0.703+0.053 38.409+0.732 6.062+0.183 <100 ppm

Tabela A.3.2.3 Percentagem (m/m) de Azoto, Carbono, Hidrogénio e Enxofre presentes na
Pectina A e nos derivados modificados com o reagente metacrilato de 2-isocianoetilo
(IMA) (média +DP; n= 3).

Amostra % N % C % H %S

Pectina A 0.550+0.026 38.781+0.899 6.287+0.244 <100 ppm
A-IMA-Sol 0.998+0.036 39.045+0.462 5.447+0.282  0.196+0.039*
A-IMA-Ins 2.943+0.061 43.793+0.271 6.386+0.144 <100 ppm

* Enxofre proveniente dos residuos do solvente dimetil sulféxido. A percentagem massica
deste solvente na amostra foi determinada e as % N, C e H recalculados, de forma a expressarem
apenas a composi¢ido correspondente a pectina modificada. A %N recalculada foi utilizada para
determinar o grau de substituicio desta frac¢do de pectina.
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Anexo 4.1

Resultados da analise elemental

Tabela A.4.1.1 Percentagem (m/m) de Azoto, Carbono, Hidrogénio e Enxofre presentes na
pectina e quitosano utilizados na preparacgao das esponjas (média + DP; n= 3).

Amostra %N % C %H %S
Pectina 0.696+0.023 38.877+0.658 6.043:0.077 <100 ppm

Quitosano 6.589+0.103  39.608+0.385 7.340+0.119 <100 ppm

Tabela A.4.1.2 Percentagem (m/m) de Azoto, Carbono, Hidrogénio e Enxofre presentes nas
esponjas pectina-edc e quitosano-edc.

Amostra % N % C % H % S
Pectina-edc 2.317 40.257 6.560 <100 ppm
Quitosano-edc 6.504 39.879 6.793 <100 ppm

Tabela A.4.1.3 Percentagem (m/m) de Azoto, Carbono, Hidrogénio e Enxofre nos PECs de
pectina/quitosano (média + DP; n= 3).

Amostra % N % C % H % S
Pec25/Quit75 2.485+0.138 37.648+0.791 6.779+0.371 <100 ppm

Pec50/Quit50 2.345+0.070 38.896+0.915 6.703+0.111 <100 ppm
Pec75/Quit25 2.659+0.033 36.876+0.258 6.859+0.166 <100 ppm

Tabela A.4.1.4 Percentagem (m/m) de Azoto, Carbono, Hidrogénio e Enxofre nos PECs de
pectina/quitosano tratados com EDC (média = DP; n= 3).

Amostra % N % C % H %S
Pec25/Quit75_edc  2.878+0.004 41.109+0.774 7.924+0.331 <100 ppm

Pec50/Quit50_edc  3.158+0.101 41.479+0.768 7.016+0.297 <100 ppm
Pec75/Quit25_edc  3.402x0.389  40.702:+0.349 6.648+0.202 <100 ppm
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Tabela A.4.1.5 Percentagem (m/m) de Azoto, Carbono e Hidrogénio nos PECs de

pectina/quitosano (pec50/quit50) para os diferentes tempos de degradagdo, em solucao
tampao salina fosfato (pH 7.4) e solucao salina tampao acidificada (pH 2), (média + DP; n=

3).
Tempo pH7 pH 2

(semanas) % N % C % H % N %C % H
0 2.345 38.896 6.703 2.345 38.896 6.703
+0.074 +0.915 +0.111 +0.074 +0.915 +0.111

2.944 39.503 6.585 2.681 42.491 6.843

0.5 +0.045 +0.665 +0.142 +0.041 +1.118 +0.132

1 2.783 39.257 6.625 2.609 41.581 6.590
+0.125 +0.216 +0.033 +0.081 +0.473 +0.392

) 3.544 40.616 6.908 2.681 42.226 6.775
+0.052 +0.394 +0.253 +0.020 +1.076 +0.150

4 4.050 40.023 6.792 2.742 40.585 6.572
+0.060 +0.230 +0.675 +0.025 +0.283 +0.233

3.763 39.442 6.791 2.701 39.844 6.280

6 +0.225 +0.611 +0.163 +0.097 +0.839 +0.399

Tabela A.4.1.6 Percentagem (m/m) de Azoto, Carbono e Hidrogénio nos PECs de

pectina/quitosano tratados com EDC (pec50/quit50_edc) para os diferentes tempos de
degradacdo, em solucdo salina tampdao fosfato (pH 7.4) e solucdo salina tampao acidificada

(pH 2), (média + DP; n= 3).

Tempo pH 7 pH 2

(semanas) % N % C % H % N %C % H
0 3.158 41.479 7.016 3.158 41.479 7.016
+0.101 +0.768 +0.297 +0.101 +0.768 +0.297

0.5 2.793+ 40.111 6.625 2.849 41.406 6.809
' 0.052 +0.442 +0.126 +0.178 +0.290 +0.098

1 3.085+ 41.741 6.876 2.433 40.070 6.835
0.036 +0.059 +0.064 +0.019 +0.495 +0.101

5 2.964 40.868 6.825 2.652 41.650 6.653
+0.079 +0.240 +0.123 +0.017 +0.245 +0.144

4 3.163 41.899 7.916 2.497 40.028 7.404
+0.037 +0.372 +0.741 +0.000 +0.272 +0.330

6 3.945 39.836 6.482 2.220 41.121 6.888
+0.065 +0.381 +0.210 +0.120 +0.088 +0.258
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