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Nota Introdutoria

Esta tese visou o desenvolvimento de materiais biodegradaveis para a libertagdo
controlada de farmacos baseados no dextrano. Com o avanco do trabalho percebeu-se
que o método desenvolvido, embora ainda necessitando de alguma melhorias, seria uma
solucdo muito interessante para aplicagdes muito especificas. Da pesquisa que foi
efectuada ndo foi encontrado nada semelhante, pelo que a solugdo encontrada ¢
inovadora. Por falta de tempo, nio foi explorada, ainda mais, esta vertente de aplicacio
pratica, mas os primeiros resultados de libertagdo apontam para que aquilo que foi
desenvolvido possa realmente ter muito interesse. Nao conhecendo ainda o valor
completo deste trabalho sob o ponto de vista de exploracdo de resultados, e para
permitir que de futuro, com as necessarias melhorias, ele possa originar algum processo
de protec¢do intelectual do que foi desenvolvido, decidiu-se que as partes mais criticas
do trabalho ficassem propositadamente sem explicacdo detalhada. Sdo estas as partes
que introduzem a diferenca para aquilo que se encontra descrito. Para a andlise de
resultados cré-se que essas partes em nada prejudicam a andlise critica que deverd ser

feita sobre os erros e imprecisdes que um trabalho deste tipo sempre apresenta.
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Abstract

This project has as theme Synthesis of biocompatible hydrogels for drugs
encapsulation and aim the production of a biocompatible material, namely a
biopolymeric hydrogel, with specific characteristics that may promote the encapsulation
of 5-fluorouracil (5-Fu).

Biopolymeric materials are very attractive for biomedical applications, since
they can combine the degradability in vivo with good biocompatibility and, thus, can be
used as encapsulating agents for the release of bioactive compounds. Within the group
of biopolymers, polysaccharides have important advantages, such as high stability,
security, hydrophilicity, biodegradability and still exist in abundant resources in nature.
An example of a promising polysaccharide is dextran, that has been commonly used for
several medical applications since it presents properties like biodegradability,
biocompatibility and interaction with drugs, and so it was the most commonly polymer
used throughout this work.

As the polysaccharides are a group of water-soluble polymers, they have been
widely used for the preparation of hydrogels, because of their ability to form gels under
well defined conditions. Hydrogels are three-dimensional crosslinked networks which
are able to absorb high amounts of water without suffering dissolution and therefore,
could act as a controlled drug delivery systems.

The experimental work started with the production of different hydrogels, which
then synthesized and precipitated, were subjected to a press in order to understand if
their characteristics allow the formation of a film. While hydrogels that did not allow
the formation of a film were discarded, hydrogels which allow the formation of a film
were submitted to several tests in order to analyze their characteristics. After different
behaviors of several films were studied, there were chosen the films that expressed the
most appropriate characteristics for an efficient encapsulation of the drug.

The drug release process was analyzed by two different methods with the same

objective which is the 5-Fu controlled release.

Key words.: Dextran; Hydrogel; Encapsulation; 5-fluorouracil; Controlled release.
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Resumo

Este projecto tem como tema a Sintese de hidrogéis biocompativeis para
encapsulamento de farmacos ¢ como objectivo produzir um material biocompativel,
mais propriamente um hidrogel biopolimérico, com caracteristicas especificas capazes
de promover o encapsulamento do farmaco 5-fluorouracilo (5-Fu).

Os materiais biopoliméricos sdo bastante atraentes para aplica¢des biomédicas,
uma vez que podem combinar a degradabilidade in vivo com a boa biocompatibilidade
e, desta forma, podem ser usados como agentes encapsulantes com o objectivo de
libertarem compostos bioactivos. Dentro do grupo dos biopolimeros, os polissacarideos
apresentam vantagens importantes como, alta estabilidade, seguranca, hidrofilicidade e
biodegradabilidade. Um exemplo de um polissacarideo bastante promissor ¢ o dextrano,
que tem sido comumente utilizado para varias aplicagdes biomédicas e, uma vez que
apresenta propriedades de biodegradabilidade, de biocompatibilidade e de interac¢do
com os farmacos, foi este o biopolimero utilizado com maior destaque.

Como os polissacarideos sdo um grupo de biopolimeros soltiveis em agua, tém
sido bastante utilizados para preparar hidrogéis gracas a sua capacidade de formar géis
sob condigdes bem definidas. Os hidrogéis sdo redes reticuladas tridimensionais, que
sdo capazes de absorver grandes quantidades de agua sem sofrerem dissolugdo, podendo
consequentemente funcionar como sistemas de libertacdo controlada de farmacos.

O trabalho experimental teve inicio com a reprodugdo de diferentes hidrogéis,
que depois de sintetizados e precipitados foram utilizados para formarem filmes.
Enquanto que os hidrogéis que ndo permitiram a formac¢io de um filme foram postos de
parte, os que permitiam foram submetidos a uma série de testes de forma a ser possivel
analisar as suas caracteristicas. Apos terem sido estudados os distintos comportamentos
dos varios filmes, foram escolhidos os que manifestaram as caracteristicas mais
apropriadas para se proceder ao encapsulamento do farmaco 5-Fu.

O processo de libertagdo do farmaco foi estudado através de dois métodos
distintos, os quais tinham como igual objectivo proporcionar uma libertagdo controlada

do 5-Fu.

Palavras chave: Biopolimero;, Dextrano; Hidrogel; Encapsulamento; 5S-fluorouracilo;

Libertagdo controlada.
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1. Introducao

1.1 Polimeros

A palavra polymer deriva da palavra grega poly que significa muitas e da palavra
meres que significa partes. Quimicamente, os polimeros sdo moléculas constituidas por
um grande numero de unidades estruturais (mondmeros) repetidas ao longo de uma
cadeia [1].

O termo macromoléculas é frequentemente utilizado para se fazer referéncia aos
materiais poliméricos e estes podem ser classificados de acordo com alguns pardmetros.
Em relacdo a origem, os polimeros podem ser, quer de origem natural, quer de origem
sintética. Enquanto que os acidos nucleicos e as proteinas sdo exemplos de polimeros de
origem biologica com estruturas normalmente complexas, os polissacarideos por outro
lado, sdo também exemplos de polimeros de origem vegetal, mas cujas estruturas sdo
relativamente mais simples. Ha, também, um grande numero de exemplos de polimeros
feitos pelo Homem - sintéticos - que ¢ o caso do mylon, do poli(cloreto de vinil), do
poliestireno, entre outros [1, 2].

Em relagdo a composicdo, os polimeros podem ser classificados como
homopolimeros ou como copolimeros. Os polimeros compostos somente por uma
unidade de repetigdo ao longo de toda a cadeia polimérica sdo designados de
homopolimeros e os polimeros constituidos por duas ou mais unidades de repeticdo
diferentes ao longo da sua cadeia sdo definidos como copolimeros [1].

As unidades de repeti¢do na cadeia de um copolimero podem estar orientadas de
maneiras diferentes. Assim, dependendo da distribuicdo dos mondmeros A e B, o

copolimero pode apresentar diferentes cadeias, como mostra a Figura 1.1.
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Figura 1. 1 - Classificacio dos copolimeros quanto ao arranjo dos monémeros A e B, adaptada [1].

Em relagdo a estrutura, os polimeros podem ser classificados como lineares (a),
ramificados (b), em estrela (c) ou em rede (d). A Figura 1.2 identifica estas quatro
estruturas.

Figura 1. 2 - Classificacdo dos polimeros quanto a estrutura, adaptada [3].

A forma mais simples que a estrutura de um polimero pode apresentar ¢ uma
cadeia linear constituida apenas por uma unica cadeia principal. A estrutura ramificada ¢
composta por uma cadeia principal com uma ou mais cadeias laterais a ela ligadas e uma
estrutura especial nos polimeros ramificados inclui a estrutura em estrela. No entanto, se
o polimero contém uma cadeia lateral que apresenta uma composi¢do ou configuracio
diferente da cadeia principal, o polimero é estruturalmente reticulado e possui ligagdes
cruzadas. Neste sentido, um polimero que possua um elevado grau de liga¢des cruzadas

apresenta uma estrutura em rede [3].
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1.1.1 Biopolimeros

Existe, ainda, uma grande discorddncia em relacdo aos termos biopolimero,
bioplastico, polimero biodegradavel e polimero formado a partir de recursos renovaveis,
porque os polimeros biodegradaveis tanto podem ser de base bioldgica como de base
fossil [4].

Assim, a melhor e mais actual defini¢do para o conceito de biopolimeros descreve
um material polimérico que satisfaga pelo menos uma das seguintes caracteristicas [4]:

v’ consista (parcialmente) numa base bioldgica (renovavel) de matérias-primas;

v" seja de alguma forma biodegradavel.

Desta forma, podem-se distinguir trés grupos bdsicos de biopolimeros:
biopolimeros biodegraddveis de base fossil; biopolimeros (maioritariamente)
biodegradaveis de base biologica e biopolimeros nao biodegradaveis de base bioldgica [4,
5].

Percebe-se assim que os biopolimeros ndo tém que ter origem exclusivamente nos
recursos renovaveis. Os biopolimeros biodegradaveis também podem ser fabricados a
partir de matérias-primas petroquimicas. Por outro lado, nem todos os biopolimeros
formados a partir de recursos renovaveis sdo necessariamente biodegradaveis, como se

pode verificar através da Figura 1.3 [4].

Base Bioldgica

Base biologica e
biodegradavel

Base biologica

Biopolimeros Biopolimeros

Nao

biodegradavel ==ssresrreeccccceccrecee e f e e ————— Biodegradavel

Plasticos convencionais Biopolimeros

Base fossil e
biodegradavel

. . e .

Base Fossil

Figura 1. 3 - Diferentes grupos de biopolimeros, adaptada [4].




Sintese de hidrogéis biocompativeis para encapsulamento de farmacos

Desde a época industrial que os materiais de origem fdssil, como o petroleo, sdo a
maior fonte no desenvolvimento e na fabricacdo de quase todos os produtos comerciais,
como o plastico. No entanto, esses materiais ndo sdo recursos ilimitados e as
preocupacdes ambientais sobre todos os aspectos da sua utilizacdo devem ser tidas em
conta, sendo portanto importante agir de forma sustentavel. Os recursos devem, entdo, ser
consumidos a um ritmo tal que possam ser restaurados por ciclos naturais do nosso
planeta. Assim, o desenvolvimento de novos biopolimeros a partir de matérias-primas
renovaveis deve ser levado a cabo e estes biopolimeros devem ter a capacidade de
competir com polimeros derivados de materiais fosseis, ndo s6 por causa das suas
propriedades funcionais, mas também em termos de custo [6].

A biodegradabilidade de alguns biopolimeros confere-lhes uma vantagem
especifica no que diz respeito ndo s6 a questdes ambientais, mas também a questdes
fisiologicas. O termo biodegradabilidade pode ser aplicado aos polimeros que sdo
capazes de se decomporem em dioxido de carbono, metano, 4gua, compostos inorganicos
ou biomassa, em que o mecanismo predominante ¢ a ac¢do enzimatica de
microorganismos num ambiente e periodo de tempo especificos [5].

Os materiais biopoliméricos, tal como os materiais poliméricos, podem ser de
ocorréncia natural ou sintética. Apesar de ambos serem bastante utilizados, neste trabalho
serdo apenas abordados os biopolimeros de origem natural, os quais englobam os

polissacarideos [6].

1.1.2 Polissacarideos

Os polissacarideos s@o estruturas poliméricas de hidratos de carbono, que contém
varios graus de ramificag@o e que sdo formadas por unidades de repeti¢do ligadas através
de ligagdes glicosidicas. Os polissacarideos tém uma formula geral C(H>O)y, onde y €
normalmente um grande nimero entre 200 e 2500 e corresponde, geralmente, a x-7 [7].

A classificacdo dos polissacarideos ¢ baseada nos monossacarideos presentes e na
sequéncia das ligagdes entre eles. No entanto, a classificacdo dos polissacarideos também
depende da configuracdo anomérica das ligagdes (o ou ), do tamanho do anel (furanose
ou piranose), da configuracdo absoluta (D ou L) e de outros substituintes presentes [7].

Os polissacarideos sao relativamente estaveis a uma temperatura até cerca de 200°
C por um periodo de tempo curto e as elevadas forcas de coesdo entre as cadeias

conferem-lhes um elevado ponto de fus@o. Sdo quebradicos e t€ém um elevado grau de
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cristalinidade. Os grupos hidroxilo dos polissacarideos que ocorrem naturalmente,
proporcionam sitios reactivos para eventuais modificagdes e, consequentemente podem
ser obtidos materiais com novas propriedades. Em relagcdo a hidrofobicidade, é afectada
pelo grau de hidratagdo do polissacarideo, isto €, a uma maior natureza hidrofébica do
polissacarideos corresponde uma diminui¢do da sua interaccdo com as moléculas de 4dgua.
Os polissacarideos contém varios grupos hidroxilo que interagem com duas moléculas de
agua cada um, caso ndo estejam a interagir com outros grupos hidroxilo na molécula.
Assim, a interaccdo entre os grupos hidroxilo no mesmo polissacarideo ou em
polissacarideos vizinhos reduz o estado de hidratacao [7, 8].

Os polissacarideos sdo entdo, considerados os principais componentes para a
producdo de materiais de base bioldgica. A ndo-toxicidade, a biodegradabilidade e a
biocompatibilidade destes biopolimeros, juntamente com a grande variedade de
funcionalidades quimicas que englobam, torna-os veiculos bastante promissores para
sistemas de libertagdo controlada de farmacos [9].

A diversidade de polissacarideos sintetizados na natureza pode ser surpreendente
para aqueles que ndo estdo familiarizados com o assunto. Do ponto de vista quimico, as
estruturas dos polissacarideos modificadas com determinadas propriedades promissoras
fornecem um argumento adicional e importante para o estudo destas macromoléculas
como um recurso renovavel e valioso para o futuro. Desta forma, tem havido
recentemente um interesse crescente na utilizagdo de polimeros naturais, tais como os
polissacarideos, para inumeras aplicacdes biomédicas. Nesta classe de polimeros inclui-se

o alginato, a amilose, a celulose, a quitina, o quitosano, o amido e o dextrano [10, 11].

1.1.3 Dextrano

O polissacarideo mais importante para aplicacdes médicas e industriais, produzido
por bactérias, é o dextrano. O dextrano pertence a uma familia de polimeros de origem
natural que apresenta um elevado peso molecular e uma elevada polidispersividade, uma
vez que esta aumenta com o peso molecular como resultado do aumento da densidade da
ramificacdo [12].

O dextrano ¢ um homopolissacarideo ramificado que ndo possui carga e ¢
produzido através da fermentacdo da sacarose por varias bactérias do acido lactico,

principalmente Leuconostoc e Streptococcus. Apesar do presente estado da arte oferecer
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métodos alternativos para a producdo industrial do dextrano, a maioria dos produtores
ainda estdo a operar com o procedimento introduzido ha alguns anos atras, isto ¢, o
processo de produgdo de dextrano baseado na fermentagdo por Leuconostoc
mesenteroides na presenca de sacarose, a uma temperatura optima de 25° C e com um pH
situado entre 5 e 6 valores. Estes factores em conjunto com a concentragdo de sacarose,
influenciam o grau de ramificac¢do e o peso molecular médio do dextrano produzido [12].

O dextrano ¢ constituido principalmente por liga¢des a -1,6 que ligam residuos de
D-glicopiranose na cadeia principal e ainda, por uma baixa percentagem de ligagdes o -
1,2, a-1,3 e a-1,4 que ligam cadeias laterais a cadeia principal, resultando num certo grau
de ramifica¢do que depende da estirpe produtora. Assim, diferentes microorganismos
resultam na producdo de diferentes dextranos, variando a quantidade produzida, o
comprimento das cadeias, o grau e a natureza da ramificagdo [12-14].

O dextrano ¢ essencialmente amorfo, nido-toxico e a sua simetria molecular
aumenta com o peso molecular. A estrutura quimica deste polimero encontra-se

representada na Figura 1.4 [15, 16].
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Figura 1. 4 - Estrutura do dextrano, adaptada [12].
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O dextrano ja é aplicado com éxito no campo da medicina e da engenharia
biomédica gracas a sua solubilidade em 4gua e em outros solventes, como por exemplo o
dimetilsulfoxido (DMSO), a sua biocompatibilidade e a sua capacidade de se degradar em
certos ambientes fisicos. Assim, para interesses médicos, cientificos e industriais, uma
variedade de amostras de dextrano de diferentes origens estdo disponiveis
comercialmente, dado que, como j4 foi referido anteriormente, dependendo das condigdes
de fermentacdo, podem ser produzidos dextranos com caracteristicas especificas [12, 17].

Uma vez que o dextrano é um biopolimero fisiologicamente inactivo, devido a sua
biodegradabilidade, as suas propriedades ndo imunogénicas e a sua elevada percentagem
de ligagdes glicosidicas a-1,6 responsaveis pela estabilidade biologica no sangue humano,
mais recentemente, t€m sido alvo de investigagcdo hidrogéis com base neste polissacarideo

[12, 18].

1.2 Hidrogéis

Por definicdo, um hidrogel ¢ uma rede reticulada de polimero que apresenta
propriedades hidrofilicas e apesar da preparacdo dos hidrogéis ser geralmente a base de
monomeros hidrofilicos, mondmeros hidrofébicos sdo também, por vezes, utilizados com
a finalidade de regular as propriedades para determinadas aplicagdes especificas [19].

Os hidrogéis sdo sistemas constituidos por uma rede tridimensional que interagem
com grandes quantidades de solvente (sobretudo &4gua), mas que, no entanto, nao
manifestam solubilidade. A quantidade de a4gua na matriz polimérica €, pelo menos, 20%
e pode atingir valores de 99% do peso. Os hidrogéis que contém mais do que 95% de
agua sdo denominados superabsorventes e t€ém uma elevada biocompatibilidade, gracas a
sua capacidade para a retencdo de dgua e a sua semelhancga fisico-quimica com a matriz
extracelular nativa. Esta semelhanga verifica-se ndo s6 em termos de composi¢do, como
também em termos mecanicos. Quanto a capacidade de inchago, esta deve-se as
reticulagdes ou as ligagdes entre as cadeias de polimero [7, 13, 20].

Para além das propriedades mecanicas, quimicas e fisicas apropriadas, a
degradacdo do hidrogel é, também, essencial para muitas aplicagdes. A maioria dos
hidrogéis, formados pela reticulagdo de cadeias poliméricas, exibem uma forte
dependéncia da densidade das liga¢des cruzadas, das propriedades mecanicas e da taxa de

degradacdo. E importante conhecer e controlar o mecanismo e a velocidade, através dos
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quais cada material ¢ degradado. Em relacdo aos hidrogéis, a cinética de degradacdo
depende em grande parte da estrutura do hidrogel e existem trés mecanismos bésicos de
degradacdo: a hidrolise, a clivagem enzimatica e a dissolugdo [21].

Entre as propriedades referidas, os hidrogéis possuem ainda um elevado grau de
flexibilidade comparavel a de um tecido natural, um ambiente interior muito aquoso, uma
baixa tensdo interfacial e uma estrutura porosa. Estas caracteristicas fazem dos hidrogéis,
materiais  excepcionalmente promissores para varias aplicacdes biomédicas

nomeadamente no campo biologico [22].

1.2.1 Classificaciio de hidrogéis

Dependendo do tipo de unidades monoméricas envolvidas, da sua carga idnica e
da sua estrutura fisica, os hidrogéis podem ser classificados em vérias categorias.

Com base no tipo de unidades monomeéricas envolvidas, os hidrogéis podem ser
classificados como hidrogéis de homopolimeros, hidrogéis de copolimeros ou hidrogéis
poliméricos interpenetrados. Os hidrogéis de homopolimeros sdo redes constituidas por
apenas um tipo de unidade monomérica hidrofilica, nos quais as redes poliméricas sdo
formadas através de ligacdes cruzadas na presengca ou na auséncia de um agente
reticulagdo. Os hidrogéis de copolimeros, por sua vez, contém duas ou mais unidades
monoméricas em que, pelo menos, um dos mondémeros ¢ hidrofilico. Finalmente, os
hidrogéis poliméricos interpenetrantes sdo hidrogéis que envolvem duas redes reticuladas
independentes. Estas redes reticuladas interagem uma com a outra gracas a presenca de
um agente de reticulagdo [7, 20, 21].

Com base nas cargas ionicas, os hidrogéis podem ser classificados como:
hidrogéis neutros, idnicos, ou ainda anfoliticos. Os hidrogéis neutros podem ser de
natureza homopolimérica ou copolimérica e sdo formados a partir de unidades
monomeéricas neutras que reticulam para formar redes tridimensionais. Os hidrogéis
i6nicos contém espécies monoméricas carregadas, anidnicas ou cationicas. Estes
hidrogéis podem ser homopoliméricos envolvendo uma rede de polimero apenas idnico
ou podem ser copoliméricos envolvendo uma rede polimérica idnica e neutra. Por ultimo,
os hidrogéis anfoliticos apresentam redes poliméricas que tém espécies monoméricas

carregadas positivamente e negativamente. As propriedades destes trés diferentes tipos de




Sintese de hidrogéis biocompativeis para encapsulamento de farmacos

hidrogéis dependem da presenca das espécies idnicas ao longo da cadeia do polimero [7,
20, 21].

Por ultimo, com base na sua estrutura fisica, os hidrogéis podem ser classificados
como hidrogéis amorfos, quando as cadeias macromoleculares estdo dispostas
aleatoriamente ou como hidrogéis semi-cristalinos, que sdo caracterizados por regides

densas de cadeias macromoleculares ordenadas, onde sdo formados cristalitos [7, 20, 21].

1.2.2 Sintese de hidrogéis

A sintese de hidrogéis envolve a ligagdo das cadeias macromoleculares que,
progressivamente € em conjunto resultam no desenvolvimento de redes tridimensionais.
A formagdo da estrutura de rede abrange a formagdo de um polimero ramificado na fase
inicial que vai aumentando gradualmente de tamanho. A reticulagdo pode realizar-se ao
mesmo tempo ou depois da polimerizagdo e pode ser alcancada por diversas técnicas,
dependendo do tipo de reticulagdo envolvida, fisica ou quimica. Para além disso,
dependendo do tipo de reticulagdo, podem estar em causa ligagdes covalentes ou nio
covalentes e, consequentemente, as estruturas tridimensionais formadas terdo
caracteristicas mecanicas e quimicas distintas [7, 13].

A reticulacdo fisica resulta na forma¢do de hidrogéis nos quais as redes sdo
mantidas unidas através de forgas secundarias, tais como interac¢des idnicas, interacgdes
hidrofobicas, ou ligacdes através de pontes de hidrogénio. A sintese de hidrogéis que
envolve a reticulag@o fisica ndo necessita de qualquer agente de reticulagdo. Assim, os
hidrogéis polisacaridicos reticulados fisicamente podem ser sintetizados por diferentes
técnicas tais como, aquecimento/arrefecimento de uma solug¢do de polimero, agregacio
induzida pelo calor, secagem por congelamento, entre outras [7].

A reticulagdo quimica, por sua vez, resulta na formacdo de hidrogéis permanentes
ou quimicos constituidos por ligagdes covalentes. Nestes hidrogéis, o equilibrio do estado
de incha¢o depende da densidade da reticulacdo e da intensidade da interac¢do do
polimero com a 4gua. A reticulagdo quimica pode ocorrer gracas a polimerizacdo dos
grupos funcionais presentes, a reticulagdo perante a presenga de um agente de reticulagao,
ou a reticulacdo polimero-polimero [7].

Os hidrogéis quimicamente reticulados podem ser sintetizados com o auxilio de

diferentes técnicas. Uma das técnicas consiste na presenca de um agente de reticulacio, e
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neste caso, a reticulacdo envolve a presenga sitios de activos como grupos OH na cadeia

principal do polissacarideo [7].

1.2.3 Aplicacdes biomédicas

Os hidrogéis de polissacarideos, devido as suas propriedades estruturais dindmicas
tém sido aplicados em diferentes campos da biomédica como revestimentos ou como
sistemas de libertacdo controlada de farmacos, mas também em aplicagdes agricolas,
como por exemplo granulos de armazenamento de 4agua e sistemas de libertagdo
controlada de pesticidas. Estes hidrogéis também sdo usados em campos industriais
importantes, como materiais para electroforese, cromatografia e proteccdo de
instrumentos técnicos ¢ electronicos, na industria alimentar e na industria de cosméticos
[21].

Mais propriamente em relagdo as aplicagdes biomédicas, os hidrogéis de
polissacarideos tém sido empregues numa variedade de aplicagdes. O sucesso destes
hidrogéis como biomateriais deve-se principalmente ao seu satisfatorio desempenho nas
transplantacdes in vivo e a sua capacidade de fabricar uma ampla variedade de
morfologias. A utilizacdo deste tipo de hidrogéis estd relacionada com a sua
biocompatibilidade, a sua baixa toxicidade, a sua capacidade de armazenar uma grande
quantidade de 4gua e, ainda, com a sua capacidade de imitar o ambiente tecidual. Sdo
estas propriedades que tornam os hidrogéis de polissacarideos candidatos adequados para
diversas aplicagdes biomédicas, nomeadamente para sistemas de libertacdo controlada de

farmacos [21].

1.2.4 Sistemas de libertacio controlada de farmacos

Um sistema de libertagdo controlada de farmacos pode ser visto como um
dispositivo que permite a introdu¢do de um farmaco no corpo humano, onde ¢ controlada
a taxa, o tempo e o local da sua libertacdo no interior do organismo. Assim, este processo
inclui o encapsulamento de uma substancia terapéutica numa matriz, a libertacdo dessa
mesma substancia terapéutica e em alguns casos, o seu transporte através das membranas

biologicas até ao sitio de ac¢do [23].
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A libertagdo controlada tem como objectivos entregar os farmacos a uma taxa
especifica, por um periodo de tempo definido, independentemente do ambiente local, e,
ainda, minimizar a exposi¢do dos farmacos noutras partes do corpo, evitar sua
sobredosagem e protege-los da sua eliminacdo precoce [23].

Como ja foi referido, existem varias motivagdes para o desenvolvimento de
sistemas de libertacdo controlada de farmacos. O desenvolvimento de um determinado
sistema de libertacdo controlada depende tanto da aplicacdo em particular, como do
farmaco em questdo e ainda do alcance da libertacdo controlada tendo em conta
mecanismos fisicos, como o inchago com burst ou acgdes quimicas, tais como a
degradacdo via hidrolitica ou enzimatica. A degradacdo dos sistemas de libertacdo
controlada de farmacos ¢ um aspecto também bastante importante e deve ser tido em
conta, uma vez que estes sistemas tém sido muito utilizados em matrizes implantaveis
dado que ndo requerem a recuperagdo da sua forma apos o farmaco em questdo ter sido
totalmente libertado [23, 24].

Por ultimo, ¢ de notar que os perfis de libertacdo sdo bastante imprevisiveis e que
as formulacdes desenvolvidas sdo normalmente caracterizadas por estudos de libertagao.
Os resultados dependem de uma série de pardmetros, tais como a forma de dosagem, a
capacidade de inchago e o tipo e a quantidade do meio de libertagio. E ainda de realgar
que, os estudos de libertagdo sdo bastante demorados e exigem elevadas quantidades de

farmacos [25].

1.2.4.1 Hidrogéis como sistemas de libertacio controlada de farmacos

Por questdes ambientais, a utilizacdo comercial de biopolimeros tornou-se uma
area de pesquisa bastante activa nas ultimas décadas. Como os biopolimeros sdo um tipo
de material com boa biocompatibilidade e como os hidrogéis apresentam muitas
semelhancas com o tecido vivo, a sintese de hidrogéis com base em biopolimeros tem
permitido a sua utilizagdo como matrizes encapsulantes de farmacos [26].

Os farmacos podem ser encapsulados nos hidrogéis por uma série de métodos:
podem ser adicionados a solu¢do de mondmero antes da reac¢do de polimerizac¢do; ou a
solugdo de polimero antes da reacc¢do de reticulacdo. Nestes casos, podem ser adicionadas
elevadas concentra¢des do farmaco em questdo, no entanto, como os hidrogéis preparados

podem ter de ser purificados para remover iniciadores, mondmeros residuais, ou agentes
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de reticulagcdo, este passo de lavagem pode remover, por consequéncia, também o
farmaco. De forma a evitar esta situacdo, os firmacos podem ainda ser incorporados nos
hidrogéis apo6s estes serem purificados. Neste caso, a concentragdo do farmaco
incorporado ¢ limitada pela solubilidade do farmaco na solugdo. Um exemplo deste tipo
de encapsulamento ¢ uma imersdo dos hidrogéis em solucdes aquosas saturadas com
moléculas de farmaco [26].

A cinética de incha¢o dos hidrogéis contribui de forma significativa para o
controlo da cinética de libertagio do farmaco. E durante o processo de inchago que se
verifica a absorcdo de dgua pelo hidrogel, desencadeando a sua lenta expansdo e,
consequentemente, provocando a libertagdo do farmaco nele encapsulado no meio liquido
por um processo de difusdo. Assim, os processos de difusdo ou os processos de difusdo
simultaneamente com a degradagdo hidrolitica sdo o principal mecanismo de libertacdo
neste tipo de redes de poliméricas [26, 27].

Os hidrogéis a base de polimeros sdo Unicos na medida em que apresentam um
aspecto vitreo no estado seco, mas que, na presen¢a de agua, apresentam uma capacidade
de inchago bastante significativa, formando um gel elastico. A taxa de libertacdo de
farmacos em matrizes de hidrogel pode ser ajustada por alteracdo da densidade da rede,
isto ¢, através de uma simples variagdo dos pardmetros de reticulacdo. Em geral, a

quantidade de farmaco encapsulado pode variar desde 0,01 a 10% do peso [27, 28].

1.3 5-fluorouracilo

O farmaco modelo escolhido foi o 5-fluorouracilo (5-Fu). Este farmaco citotdxico
foi sintetizado e patenteado por Charles Heidelberger em 1957 e trata-se de um farmaco
anticancerigeno muito utilizado no tratamento de uma variedade de carcinomas, cuja

estrutura é apresentada na Figura 1.5 [29, 30].
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Figura 1. 5 - Estrutura do farmaco 5-fluorouracilo.
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O modo de ac¢@o do 5-Fu no interior da célula consiste na sua transformagdo em
diferentes metabolitos citotoxicos que sdo posteriormente incorporados no DNA e RNA,
induzindo a paragem do ciclo celular e desencadeando, consequentemente, a apoptose
celular através da inibi¢do da capacidade das células para sintetizar DNA [29].

Quimicamente, o 5-Fu comporta-se como um acido, com um valor de pK, igual a
8 e cuja solubilidade ¢ 12,2 mg/ml em 4gua, a temperatura ambiente. Apds a
administracdo oral, o 5-Fu é fracamente absorvido e apds a administra¢do endovenosa ¢
rapidamente eliminado, com aparente semi-vida terminal entre os oito € os vinte minutos.
Para além destas desvantagens, a administracdo endovenosa deste farmaco produz efeitos
toxicos a nivel sistémico, sendo portanto o encapsulamento do 5-Fu nos sistemas de
libertacdo controlada de farmacos poliméricos bastante promissor [31, 32].

A libertacdo localizada e controlada dos farmacos quimioterapéuticos ¢
reconhecida como um método potencial especialmente no tratamento de um tumor
cerebral bastante especifico: o glioma maligno de alto grau [33].

Os gliomas representam os tumores malignos que se desenvolvem nas células
gliais e estdo divididos em quatro tipos histologicos com base no grau de malignidade,
sendo o grau III e o grau IV caracteristicos dos gliomas de alto grau [34].

O glioma de alto grau acredita-se ser resultado da agregagdo de varias mutagdes
que conduzem a desregulacdo de muitas vias de sinalizag¢do e ao contrario da maioria dos
outros tumores que criam metateses até¢ drgios distantes, através dos sistemas linfatico e
vascular, este glioma maligno muito raramente migra para fora do sistema nervoso central
[34].

Embora seja considerado um tumor localizado, a cirurgia raramente ¢ curativa e a
reincidéncia do tumor € quase inevitavel. A excisdo tumoral completa, apesar de poder
eliminar praticamente todas as células tumorais e de aumentar o beneficio da
sobrevivéncia, torna-se praticamente impossivel uma vez que pode provocar uma
disfun¢do neuroldgica e pode também poér em causa a qualidade de vida do paciente.
Desta forma, ha uma necessidade urgente de novos procedimentos que possam eliminar
as células carcinomatosas residuais [35].

Para além da cirurgia, da radioterapia e das estratégicas bioldgicas terapéuticas
actualmente utilizadas na pratica clinica, os farmacos citotoxicos tém sido a escolha
promissora para o tratamento do glioma de alto grau, uma vez que sdo toxicos para as

células que estdo em constante crescimento e proliferacdo, provocando consequentemente
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a sua morte. A terapia com o auxilio de sistemas de libertagdo controlada de 5-Fu pode
promover a acumulacdo especifica deste farmaco anticancerigeno e a sua exposicio
prolongada apenas nas regides infectadas, evitando a sua distribui¢do sistémica. Neste
sentido, a associagdo do 5-Fu a sistemas de libertagdo controlada tem sido uma
abordagem bastante atraente e que possibilita a entrega do farmaco de forma selectiva e,

ao mesmo tempo, a reducdo da sua toxicidade [35].

1.4 Caracterizacao

1.4.1 Caracterizacido quimica

Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)

De forma a se obter uma informagdo detalhada a nivel estrutural de cada amostra,
recorreu-se a uma técnica de caracterizagdo quimica.

A espectroscopia de infravermelho € uma técnica analitica que permite identificar
e caracterizar os grupos funcionais presentes na amostra de um determinado material [36,
37].

Na espectroscopia de infravermelho existem diferentes técnicas, onde a mais
utilizada é chamada de Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR). As ligagdes
quimicas dos materiais t€ém propriedades fundamentais como frequéncias de vibracdo e de
elongagdo especificas, as quais correspondem niveis energéticos especificos da molécula.
Deste modo, quando a radiagdo infravermelha incide sobre o material e o atravessa, a
molécula absorve-a. No entanto, como cada grupo funcional apresenta valores diferentes
e caracteristicos para a absorcdo, a leitura do espectro e as suas bandas permitem a
verificagdo dos tipos de grupos que constituem cada composto [36-38].

O sinal de saida proveniente de um espectrometro FTIR é um espectro onde o
numero de onda ¢ representado no eixo horizontal e o eixo vertical é representado pela
percentagem de transmitincia, com 100% na parte superior do espectro. A transmitincia ¢

tradicionalmente utilizada para a interpretacdo espectral [37].
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1.4.2 Quantifica¢do da quantidade de farmaco libertada

Espectrofotometria de absor¢do de luz

O conhecimento da absor¢do de luz pelo material é a forma mais usual de
determinar a concentragdo de compostos presentes numa solugdo [39].

No espectrofotdmetro de feixe simples, um unico feixe de luz (P,) passa através
do compartimento da amostra a ser medida. De acordo com a lei de Beer-Lambert, a
absorvancia ¢ directamente proporcional & concentragcdo da substancia absorvente, desde
que o coeficiente de absor¢do seja constante € o comprimento do caminho 6ptico (b) seja
sempre o mesmo. A Figura 1.6 apresenta a atenuacdo de um feixe de radiacdo incidente
P, cujo poder radiante, depois de atravessar a solugdo, diminui para P. A absorvancia

medida pelo espectrofotometro pode ser obtida através da seguinte equagdol.1 [39]:

A=log>. (1.1)
Po P
> -
[€—>|
b

Figura 1. 6 - Esquema ilustrativo da atenuacio de um feixe de radiacio quando passa através de uma solucio
absorvente, adaptada [39].

A espectrofotometria na regido do ultravioleta foi o método utilizado para
determinar a concentra¢do do farmaco libertado através dos diferentes filmes. Com o
comprimento de onda igual a 265 nm, fizeram-se as medidas das absorvancias de uma
série de concentra¢des padrdo do farmaco em questdo. Com os vdrios valores das
concentracdes usadas e dos respectivos valores da absorvancia obtidos pelo
espectrofotometro, construiu-se o grafico da curva de calibracdo (apresentado no Capitulo

I, Figura 2.1). Através da recta linear do grafico da curva de calibragdo foram calculados
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os valores das concentracdes desconhecidas através dos valores de absorvancia medidos

[39].
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Capitulo II
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2. Trabalho experimental

2.1 Materiais

Os polimeros utilizados para a preparacdo dos hidrogéis foram: o dextrano
produzido por Leuconostoc, com variados pesos moleculares — 15.000 a 30.000 g/mol,
70.000 g/mol, 450.000 a 650.000 g/mol, 2.000.000 g/mol e 5.000.000 a 40.000.000
g/mol; o amido, cujo peso molecular do mondémero ¢é 342 g/mol e, ainda, o
hidroxietilamido, cujo peso molecular do monémero ¢ 580,6 g/mol. Todos os reagentes
referidos foram adquiridos na Sigma-Aldrich.

O solvente usado foi o dimetilsulféxido (DMSO) (99%), previamente seco com
hidreto de calcio e destilado antes da utilizagdo, adquirido na Arcos Organics.

Os agentes reticulantes mais utilizados foram dois: o primeiro sera referido como
agente reticulante AR por motivos de confidencialidade e o segundo agente reticulante
utilizado, em combinagdo o agente reticulante AR, foi o pentaeritritol (98%), adquirido na
Sigma-Aldrich cujo peso molecular ¢ igual a 136 g/mol. Ainda, foi feito um pequeno
estudo com o acido citrico (95%), adquirido na Sigma-Aldrich cujo peso molecular ¢
igual a 192 g/mol.

A precipitacdo dos hidrogéis foi realizada com o auxilio do 2-propanol (99%),
obtido através da Fisher Scientific.

Por tultimo, o farmaco utilizado no encapsulamento foi o 5-Fu (99%) cujo peso
molecular é 130 g/mol, adquirido na Sigma-Aldrich.

Para testar a capacidade de inchago, a capacidade de degradacdo e a capacidade e
a rapidez da libertacdo do fArmaco em questdo foi utilizado soro fisioldgico adquirido na

B. Braun.

2.2 Equipamentos

Os espectros FTIR foram realizados num espectrofotémetro FTIR-4200 - Jasco
registado num comprimento de onda compreendido entre 550 e 4000 cm”. O
espectrofotometro apresenta uma resolu¢do igual a 4 cm™ e foi utilizado o modo de
Reflexdo Total Atenuada (ATR) para a obtenc¢do dos espectros.

O estudo através da espectroscopia UV-Vis foi possivel com recurso a um

espectrofotometro Jasco V-530, com lampadas de deutério e de tungsténio-halogénio,
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com a finalidade de medir o valor da absorvancia apresentada, que através da curva de
calibragdo do farmaco podera ser relacionada com a concentracdo de farmaco libertada
através dos filmes. Estas medigdes foram realizadas num comprimento de onda igual a
265 nm.

Os filmes foram produzidos através de um método que por motivos de

confidencialidade ndo serdo descritos os pormenores.

2.3 Procedimentos

2.3.1 Preparacio dos hidrogéis, respectivos solidos e filmes

O trabalho experimental partiu de um estudo anteriormente realizado pelo grupo
de trabalho e foram, inicialmente, testados cinco diferentes pesos moleculares do
dextrano iguais a: 15.000 - 30.000 g/mol; 70.000 g/mol; 450.000 - 650.000 g/mol;
2.000.000 g/mol; e, ainda, 5.000.000 - 40.000.000 g/mol para a sintese dos hidrogéis.

A reacdo de sintese (7ipo I) tive inicio com a dissolu¢@o do polimero no solvente,
o DMSO, a uma temperatura igual a 40° C. Ocorrida a dissolugdo, que demorou, no
maximo, cerca de uma hora, a solugdo foi borbulhada com azoto durante cerca de dez
minutos e o agente reticulante AR foi, posteriormente, adicionado. A reac¢do de
reticulag@o ficou a ocorrer durante a noite, a 40° C, com formag¢do ou ndo de um produto
de reac¢do sob a forma de um gel.

E de notar que o dextrano de 5.000.000 a 40.000.000 g/mol ndo apresentou uma
boa solubilidade no solvente em questdo e como tal foi necessario adicionar mais 20 ml
de solvente, em relacdo a quantidade estipulada, para que a dissolug¢do ocorresse.

Através deste método foram realizadas cinco reac¢des (7ipo I) que decorreram
conforme as quantidades apresentadas na Tabela 2.1 e formaram cinco produtos: as

amostras Dex1; Dex2; Dex3; Dex4 e Dex5.
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Tabela 2. 1 — Quantidades dos reagentes e produtos das reacc¢des Tipo I.

Formacio
Tipo de . Quantidade Quantidade de um
polimero Quantidade de DMSO do agente produto Tempo e Peso
de . . .
Amostra e peso olimero seco e reticulante gelificado tipo de final
molecular P (mg) destilado AR (Sim/Néao) e precipitacio (mg)
(g/mol) & (ml) (mg) temperatura
da reaccio
Dextrano Nio De 3ha 4h
Dex1 15.000- 510,7 10,0 X T = 40° C 2-propanol 667,6
30.000 Prop
Dextrano Nao De 3h a 4h
Dex2 70.000 5016 10,0 x T=40°C 2-propanol 739,0
Dextrano .
Dexy  450.000- 501,1 10,0 X T :ngo c ?_efoh Z;O}; 508,4
€ 650.000 Prop
Dextrano Sim De 3h a4h
Dex4 5 000.000 200 10,0 x T=40°C  2-propanol 058
Dextrano ~
Dex5  5.000.000- 5012 10,0 + 20,0 x ; :I\]jgo . ?_e f’oh 21140}; 637,8
40.000.000 prop

O estudo experimental prosseguiu com a alteragdo da quantidade dos reagentes e
com a alteracdo da ordem dos reagentes na reacg¢ao.

A alterag@o da quantidade dos reagentes levou, através do mesmo tipo de reac¢do
(Tipo 1), a formagdo de quatro produtos: as amostras Dex7, Dex8, Dex9 e Dex10. Nestes
casos, oS passos experimentais referentes a sintese das varias amostras decorreram
conforme ja foi descrito, sem alteragdes, uma vez que apenas foi alterada a quantidade do
agente reticulante AR.

Na reac¢do (7Tipo II) que deu origem ao produto Dex6 houve a alteragdo da ordem
dos reagentes na reacg¢do, isto €, neste caso, o agente reticulante AR foi dissolvido no
DMSO, a 40° C, e sé posteriormente ¢ que foi adicionado o polimero. A dissolucido do
agente reticulante AR no solvente em questdo ndo foi facil, uma vez que foi necessario
adicionar mais 1 ml de solvente para que a dissolug¢do ocorresse. Ocorrida a dissolucdo, a
solugdo foi borbulhada com azoto, durante cerca de dez minutos, e o polimero foi
adicionado. A reac¢do de reticulacdo ficou a ocorrer durante a noite, a 40° C, com
formagdo ou ndo de um produto de reacgdo sob a forma de um gel.

Estas reac¢des foram apenas realizadas com o dextrano de 2.000.000 g/mol ¢ a

Tabela 2.2 apresenta as modificacdes induzidas na sintese dos hidrogéis.
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Tabela 2. 2 - Alteracdes provocadas na sintese dos hidrogéis de dextrano com peso molecular igual a 2.000.000
g/mol.

Quantidade Quantidade Formagio de

Quantidade de DMSO do agente un:;][i)i;g:(l]l(fo Tempo e Peso
Amostra  de polimero seco e reticulante (gim /Niio) e tipo de final
(mg) destilado AR precipitacio (mg)
(ml) (mg) temperatura
& da reaccao
a) + Slm De 3h a 41’1
Dex6 496,3 10,0+ 1,0 X T=40°C 2-propanol 521,8
X Sim De 3h a 4h
Dex7 500,6 10,0 7 T=40°C 2-propanol 632,9
X Sim De 3h a 4h
Dex8 497,6 10,0 3 T=40°C 2-propanol 416,5
x Sim Toda a noite
Dex9 500,8 10,0 x-5 T = 40° C 2-propanol 631,0
x Sim Toda a noite
+ -
Dex10 500,2 10,0 X+ T=40°C 2-propanol 592,2

(1) Nesta reacgdo ndo foi possivel adicionar os 496,3 mg de polimero previstos inicialmente uma vez

que, quando o polimero foi adicionado, a reac¢o de reticulagdo ocorreu instantanecamente.

Para além do dextrano com peso molecular igual a 2.000.000 g/mol, o dextrano
com peso molecular entre 450.000 e 650.000 g/mol também foi alvo de estudos mais
aprofundados.

A etapa seguinte consistiu na utilizagdo um segundo agente reticulante, o
pentaeritritol, na reaccdo de sintese dos hidrogéis. A quantidade do agente reticulante
pentaeritritol foi dissolvida juntamente com o polimero no DMSO. A dissolu¢do ocorreu
a uma temperatura igual a 40° C, durante aproximadamente uma hora e, de seguida, a
solucdo foi borbulhada, durante cerca de dez minutos, com azoto. O agente reticulante
AR foi adicionado posteriormente. A reac¢do de reticulacdo ficou a ocorrer durante a
noite, a 40° C, com formacgao ou ndo de um produto de reaccdo sob a forma de um gel.

As quantidades dos reagentes utilizados nestas duas reac¢des de sintese (7ipo I1])
e as quantidades dos respectivos produtos (amostras Dex11 e Dex12) formados

encontram-se apresentadas na Tabela 2.3.
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Tabela 2. 3 - Adi¢cdo de um segundo agente reticulante na sintese dos hidrogéis de dextrano: reaccées Tipo I11.

Amostra Dex11 Dex12
Tipo de polimero e peso Dextrano Dextrano
molecular (g/mol) 450.000-650.000 2.000.000
Quantidade de polimero (mg) 500,3 500,7
Quantidade do agente
103,2 100,1
reticulante pentaeritritol (mg)
Quantidade de DMSO seco e
10,0 10,0
destilado (ml)
Quantidade do agente
reticulante AR X x
(mg)
Formacao
de um produto gelificado Sim Sim
(Sim/Ndo) T=40°C T=40°C
e
temperatura da reacc¢io
Tempo e tino de precipitacio De 3h a 4h De 3h a4h
poetp precipitag 2-propanol 2-propanol
Peso final (mg) 513,8 569,3

Apesar do polimero mais utilizado em todo este trabalho experimental ter sido o
dextrano, o amido e o hidroxietilamido tiveram um papel secundario no estudo da sintese
de hidrogéis biocompativeis.

O trabalho experimental realizado com estes polimeros foi exactamente igual ao
trabalho executado com o polimero anterior. As reaccdes (Tipo IV e Tipo V) tiveram
inicio com a dissolug@o dos polimeros amido e hidroxietilamido no solvente, o DMSO, a
uma temperatura igual a 40° C e 55° C, respectivamente. Ocorridas as respectivas
dissolugdes, cada solucdo foi borbulhada, durante cerca de dez minutos, com azoto e o
agente reticulante AR foi adicionado. As reacg¢des de reticulagdo ficaram a ocorrer
durante toda a noite, a 40° C e a 55° C respectivamente, havendo ou ndo a formacao de
produtos de reac¢do sob a forma de gel.

Uma vez que a dissolu¢do do amido no DMSO foi bastante dificil e demorada, foi
necessario adicionar o dobro da quantidade de solvente estipulada.

A Tabela 2.4 apresenta das quantidades dos reagentes utilizados nestas duas

reacgoes e as quantidades dos produtos (amostras Amil e Heal) formados.
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Tabela 2. 4 - Quantidades dos reagentes utilizados nas reaccdes que proporcionaram a sintese dos hidrogéis de
amido e hidroxietilamido.

Amostra Amil Heal
Tipo de polimero e peso
lecular d , Amido Hidroxietilamido
molecular do monémero 3423 580.6
(g/mol)
Quantidade de polimero (mg) 501,1 501,6
Quantidade de DMSO seco e
10,0 +10,0 10,0
destilado (ml)
Quantidade do agente
reticulante AR X x
(mg)
Formacio
de um pg(?dl;lt\(1)~gellﬁcado Sim Sim
( ‘“‘e 40) T=40°C T=55C
temperatura da reaccio
Tempo e tipo de precipitacio Toda a noite De 3h a 4h
p P precipitag 2-propanol 2-propanol
Peso final (mg) 2374 578.0

A ultima etapa deste trabalho experimental foi realizada apenas com o polimero
hidroxietilamido e, como no caso do dextrano, consistiu na adi¢do de um segundo agente
reticulante: o pentaeritritol.

A quantidade do agente reticulante pentaeritritol foi adicionada juntamente com o
hidroxietilamido ao solvente DMSO, para que fosse possivel a dissolucdo a 55° C. O
agente reticulante AR foi apenas adicionado depois do polimero e do agente reticulante
pentaeritritol se dissolverem na totalidade no solvente em questdo e da solucdo ter sido
borbulhada, durante cerca de dez minutos, com azoto. A reac¢do de reticulagdo ficou a
ocorrer durante a noite, a 55 ° C, com formag¢do ou ndo de um produto de reacc¢do sob a
forma de um gel.

As quantidades de reagentes utilizadas nas duas reacc¢des de sintese (7ipo VI) e a
quantidade dos respectivos produtos (amostras Hea2 e Hea3) encontram-se apresentadas

na Tabela 2.5.
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Tabela 2. 5 - Adicdo do agente reticulante pentaeritritol na sintese dos hidrogéis de hidroxietilamido.

Amostra Hea2 Hea3
Tipo de polimero e peso
lecular d , Hidroxietilamido Hidroxietilamido
molecular do monémero 580.6 580.6
(g/mol)
Quantidade de polimero (mg) 501,3 500,1
Quantidade do agente
101,8 250,8
reticulante pentaeritritol (mg)
Quantidade de DMSO seco e
10,0 10,0
destilado (ml)
Quantidade do agente
reticulante AR x X
(mg)
Formacao
de um produto gelificado Sim Sim
(Sim/Néio) T=55C T=55C
e
temperatura da reacciio
Tempo e tino de precipitacio De 3h a 4h De3ha4h
po e tip precipitag 2-propanol 2-propanol
Peso final (mg) 594,7 485,8

Para além do agente reticulante pentaeritritol, também foi estudado o

comportamento de um outro agente reticulante: o 4cido citrico.

O 4cido citrico (250,8 mg) foi dissolvido juntamente com o hidroxietilamido

(500,0 mg) no DMSO (10,0 ml). Ocorrida a dissolucdo a 55° C, durante cera de uma hora,

e apos a solucdo ter sido borbulhada durante dez minutos com azoto, o agente reticulante

AR (x mg) foi adicionado. A medida que o agente reticulante AR ia sendo adicionado, a

solucdo ia ficando cada vez mais amarelada até que atingiu uma tonalidade vermelha apds

ter sido adicionada a quantidade total do agente reticulante AR. A solu¢do permaneceu a

55° C durante algum tempo e ndo se verificaram alteragdes na tonalidade, nem na textura

liquida da solucao.

E de notar que em todas as reac¢des mencionadas, a devida quantidade do agente

reticulante AR teve de ser adicionada muito lentamente, uma vez que se fosse depositada

de uma sé vez os resultados eram comprometidos.
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Precipitacdo com auxilio do 2-propanol

Depois de concretizadas todas as reaccdes que proporcionaram a sintese dos
varios hidrogéis, os produtos sintetizados que se apresentaram sob a forma de gel foram
lavados com 2-propanol de modo a garantir que o solvente, ou seja, que o DMSO fosse
eliminado. A lavagem demorou, em praticamente todos os casos, cerca de quatro horas e
depois desse tempo, todas as amostras foram filtradas em vacuo, obtendo-se no final um
produto solido. E de notar que, sensivelmente, passadas duas horas da lavagem dos
produtos, a quantidade de 2-propanol era trocada por uma nova de maneira a garantir a
eficacia da eliminagao do DMSO.

O ultimo passo consistiu em colocar as amostras solidas no evaporador rotativo de
modo a eliminar os vestigios de 2-propanol que poderiam ter ficado nas varias amostras,

mesmo apos estas terem sido lavadas e filtradas em vacuo.

Formacado de filmes com base nos sdlidos sintetizados

Utilizando os produtos solidos até entdo produzidos, este passo experimental
consistiu em perceber quais tinham a capacidade de formar um filme, de modo a ser
possivel, posteriormente, proceder ao encapsulamento do farmaco. Os resultados

referentes a esta etapa serdo apresentados no Capitulo III, na Tabela 3.1.

2.3.2 Encapsulamento do farmaco 5-Fu

Ja com os produtos so6lidos sob a forma de filme, procedeu-se ao encapsulamento
do farmaco 5-Fu. Assim, foram encapsulados nos varios filmes, com cerca de 100 mg de

solido, respectivamente 1,5 mg, 3,0 mg e 6,0 mg de farmaco.

Meétodo de encapsulamento 1

Inicialmente, foram pipetados 0,15 ml da solugdo farmaco de concentracdo igual a
10 mg/ml e foram depositados em cima de varios filmes referentes as amostras Dex3 e
Dex4. Desta forma, foram encapsulados 1,5 mg de 5-Fu em cada um dos filmes e de
seguida, estes foram colocados numa estufa a 37° C durante aproximadamente trés dias,

de modo a absorverem a quantidade de farmaco neles depositado. Depois de terem
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absorvido o farmaco, um dos filmes foi seco num liofilizador. Contudo, como a extrema
diminui¢do da temperatura utilizada neste processo provocou a sua ruptura, este método
de secagem foi posto de parte e optou-se por secar os restantes filmes num exsicador em
vacuo durante aproximadamente dois dias.

Passados os dois dias de secagem no exsicador, os filmes foram colocados em 5
ml de soro fisiologico (pH neutro), numa estufa com temperatura igual a 37° C de modo a
simular a temperatura do corpo humano e foi medida a absorvancia no proprio dia e nos
dias seguintes, de forma a ser possivel, através do seu valor, calcular a quantidade de
farmaco libertada através dos filmes ao longo do tempo.

O seguinte objectivo consistiu em encapsular 3,0 mg de 5-Fu em cada um dos
varios filmes referentes as amostras Dex3 e Dex4. Assim sendo, nesta etapa, o trabalho
experimental acima descrito foi repetido duas vezes, de modo a ser encapsulado nos
filmes o dobro da quantidade de farmaco.

Os filmes foram colocados em 8 ml de soro fisioldgico, de maneira a ser possivel
efectuar mais medicdes da absorvancia através do espectrofotdmetro, uma vez que a
quantidade de soro retirada dos 8 ml para medir a absorvancia ndo era reposta. Apesar da
quantidade de soro fisiologico onde foram colocados os filmes ter sido adaptada, a

temperatura da estufa onde se encontravam manteve-se a mesma, 37° C.

Meétodo de encapsulamento I1

O desenvolvimento do trabalho experimental consistiu em recorrer a outra
estratégia de encapsulamento do farmaco. Nesta fase, foram pesadas vérias amostras de
aproximadamente 100 mg dos dois tipos de solidos referentes as amostras Dex3 e Dex4 e
o material encapsulante, juntamente com o farmaco (3,0 e 6,0 mg) originaram os filmes.
Assim, os filmes preparados nesta etapa ja continham o farmaco 5-Fu e deste modo, nio
foi necessario proceder ao encapsulamento do farmaco através da deposi¢do da solugdo
de farmaco nos diferentes filmes, como aconteceu no método anterior.

Depois de sintetizados os filmes, ja com 3,0 mg de farmaco cada um, estes foram
colocados em 8 ml de soro fisioldgico, numa estufa a 37° C, e foi estudada a libertagdo do
farmaco através dos varios filmes ao longo de varios dias.

O penultimo passo experimental consistiu em utilizar apenas o solido referente a

amostra Dex4 e, da mesma forma, foram pesadas varias amostras do solido com
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aproximadamente 100 mg, mas desta vez juntamente com 6,0 mg de farmaco cada
amostra para a formacao dos filmes.

Estes filmes sintetizados foram colocados em 8 ml de soro fisioldgico, foram
submetidos a uma temperatura de 37° C e foi estudada a libertagio do farmaco 5-Fu
através dos varios filmes ao longo de varios dias.

A actividade experimental terminou com a repeticdo do passo experimental
anterior, ou seja, foi utilizado apenas o solido referente a amostra Dex4 e, da mesma
forma, foram pesadas varias amostras do s6lido com aproximadamente 100 mg, mas neste
caso juntamente com 3,0 mg de fArmaco cada amostra para a formacao dos filmes.

Uma vez formados os filmes com o farmaco ja encapsulado, estes foram
posteriormente colocados em 4 ml de soro fisioldgico e foram submetidos a uma
temperatura igual a 37° C. A diferenca deste estudo em relagdo aos anteriores, para além
da quantidade de soro fisioldgico em que foram colocados os filmes, foi que soro onde os
filmes se encontravam imersos, sempre que se efectuava uma medi¢do no
espectrofotometro era trocado, isto ¢, os filmes eram colocados em 4 ml de soro
fisioldgico novos. Da mesma forma, foi estudada a libertagdo do farmaco 5-Fu através
dos varios filmes ao longo de varios dias.

A Tabela 2.6 apresenta resumidamente todas as etapas inerentes ao processo de

encapsulamento do farmaco 5-Fu nos filmes das amostras Dex3 e Dex4.
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Tabela 2. 6 - Resumo dos dois métodos de encapsulamento utilizados.

Meétodo de encapsulamento 1

Condicoes de
encapsulamento

Quantidade de 5-Fu

Amostra encapsulado (mg)

Condicoes de
libertacio

O encapsulamento deu-
se através da deposicdo
da solu¢do de farmaco
nos varios filmes.
Posteriormente estes
foram colocados numa
estufa a 37° C de modo
a que o farmaco fosse
absorvido (3 dias),
seguindo-se um
processo de secagem
num exsicador em
vacuo (2 dias).

Dex3
(dextrano com peso
molecular igual a
450.000-650.000

g/mol) 15
Dex4
(dextrano com peso
molecular igual a
2.000.000 g/mol)

Volume de soro
fisiologico igual a 5 ml
¢ uma temperatura igual
a 37° C durante alguns

dias.

Dex3
(dextrano com peso
molecular igual a
450.000-650.000
g/mol)
3,0
Dex4

Volume de soro
fisiologico igual a 8 ml
¢ uma temperatura igual
a 37° C durante alguns

(dextrano com peso dias.
molecular igual a
2.000.000 g/mol)
Método de encapsulamento I1
Condicoes de Quantidade de 5-Fu Condicoes de
Amostra . ~
encapsulamento encapsulado (mg) libertacio
Dex3 Volume de soro
(dextrano com peso fisiologico (pH neutro)
molecular igual a 3,0 igual a 8 ml e uma
450.000-650.000 temperatura igual a 37°
g/mol) C durante alguns dias.
Volume de soro
fisiolégico (pH neutro)
3,0 igual a 8 ml e uma
temperatura igual a 37°
C durante alguns dias.
Volume de soro
fisiolégico (pH neutro)
As amostras juntamente 6,0 iguala 8 n.ﬂ ¢ uma o
. temperatura igual a 37
com a respectiva .
. , C durante alguns dias.
quantidade do farmaco
. Volume de soro
5-Fu deram origem aos Dex4 S
. fisiologico (pH neutro)
varios filmes. (dextrano com peso .
. igual a 4 ml. Esta
molecular igual a tidade d
2.000.000 g/mol) quantidade de Soro
onde os filmes se
encontravam imersos,
sempre que se
3,0 efectuava uma medigao

no espectrofotdémetro
era trocada, isto €, os
filmes eram colocados
em 4 ml de soro
fisioldgico novos.
Temperatura igual a 37°
C durante alguns dias.
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Os valores da quantidade de farmaco libertada através dos filmes em todas estas

etapas experimentais serdo apresentados no Capitulo II1.

2.3.3 Curva de calibracio do farmaco 5-Fu

A Figura 2.1 apresenta a curva de calibracdo referente ao farmaco 5-Fu. Curva de
calibragio ¢ o nome dado a recta que relaciona a absorvancia medida no
espectrofotometro com a concentragdo de farmaco libertada.

Uma vez que a solubilidade deste farmaco em agua e a temperatura ambiente ¢é
12,2 mg/ml, foram preparadas quatro solugdes inicias de concentragdes iguais a: 10
mg/ml; 5 mg/ml; 1 mg/ml e 0,5 mg/ml. A partir das solugdes de 1 mg/ml e a 0,5 mg/ml
foram feitas varias dilui¢des, tendo-se obtido as seguintes concentracdes: 0,04 mg/ml
(1:25) e 0,02 mg/ml (1:50) em relagdo a solugdo de 1 mg/ml e 0,25 mg/ml (1:2) e 0,1
mg/ml (1:5) em relagdo a solugdo de concentragdo igual a 0,5 mg/ml. Uma vez que, estas
ultimas solugdes de 0,25 mg/ml e a 0,1 mg/ml correspondiam a valores de absorvancia
bastante elevados, voltaram a ser diluidas (1:10) e foram obtidas as seguintes
concentracdes: 0,025 mg/ml e 0,01 mg/ml, respectivamente. Desta forma, os valores de
concentracdo utilizados para tragar a curva de calibragdo foram os seguintes: 0,01 mg/ml;
0,02 mg/ml; 0,025 mg/ml e 0,04 mg/ml.

A recta da curva de calibracdo ¢ dada pela seguinte equagdo 2.1:

y = 46,001x, 2.1

onde o y se refere a absorvancia medida e o x a concentrag¢do de farmaco.

[
(93]
!

y=46,001x
R*=0,9841

N
W
1

Absorvancia (265 nm)

0 T T T T T T T T 1
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035 0,04 0,045

Concentracio (mg/ml)

Figura 2. 1 - Curva de calibracio referente ao farmaco 5-Fu.
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Capitulo III
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3. Resultados e discussao dos resultados

3.1 Sintese dos hidrogéis

Reacgdo do dextrano com os agentes reticulantes

O dextrano ¢ uma substincia coloidal, hidrofilica e solivel em 4gua. Para além
destas propriedades, o dextrano € biocompativel e possui varios grupos funcionais
hidroxilo pendentes, tornando-se passivel a ocorréncia de modifica¢des quimicas [12, 19].

Assim, foram testados, como ja foi referido no Capitulo II, cinco diferentes pesos
moleculares do dextrano, onde apenas dois manifestaram as caracteristicas adequadas
para serem utilizados nos passos experimentais seguintes. Enquanto que os dextranos com
pesos moleculares de 450.000 - 650.000 g/mol (amostra Dex3) e de 2.000.000 g/mol
(amostra Dex4) depois de reagidos com o agente reticulante AR revelaram apresentar
caracteristicas bastante promissoras para os proximos passos experimentais, 0s outros trés
dextranos testados, de 15.000 - 30.000 g/mol (amostra Dex1), de 70.000 g/mol (amostra
Dex2) e de 5.000.000 - 40.000.000 g/mol (amostra Dex5) depois de reagidos com o
agente reticulante AR ndo foram capazes de produzir um produto de reac¢do sob a forma
de um gel. Por estes motivos, os dextranos com estes trés ultimos pesos moleculares
referidos ndo foram novamente utilizadas nos estudos seguintes.

Assim sendo, os diferentes dextranos acima mencionados foram inicialmente
dissolvidos em DMSO e posteriormente, foi adicionado o agente reticulante AR (Figura
3.1). Esta reaccdo Tipo I caracteriza-se maioritariamente pela reac¢@o de reticulagdo entre
os grupos funcionais hidroxilo do dextrano e os grupos do agente reticulante AR, cujo

produto de reac¢do ¢ preferencialmente um produto gelificado.

Ho\f~ 1/,OH HO\{

HO 0 Agente reticulante  DMSO o
HO * AR > OH gIO 0
O\./
OH
(0] OH
\} [ 0 on .
N\ /] }‘\\
n n n
B=Ar

Figura 3. 1 - Reacc¢do Tipo I: Reacgdo de reticulacio entre o dextrano e o agente reticulante AR.
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O estudo experimental prosseguiu com a alteragdo da quantidade dos reagentes e
com a alteracdo da ordem dos reagentes na reac¢do de sintese dos hidrogéis de dextrano
de peso molecular igual a 2.000.000 g/ mol. Estas alteragdes visaram perceber se a
quantidade e a ordem dos reagentes na reac¢do influenciavam as caracteristicas dos
produtos finais.

Enquanto que a alteracdo da quantidade dos reagentes ndo levou a alteracdo do
tipo de reac¢do, permanecendo do Tipo I, a alteragdo da ordem dos reagentes na reac¢io
levou a que ocorresse outro tipo de reac¢do: reacgdo Tipo I1.

Nas reac¢des que deram origem a formagdo dos produtos Dex7, Dex8, Dex9 e
Dex10 houve apenas uma alteragdo na quantidade dos reagentes, mais propriamente na
quantidade do agente reticulante AR. No entanto, na reac¢do que deu origem ao produto
Dex6 houve a alteragdo da ordem dos reagentes na reaccdo, isto €, neste caso, o agente
reticulante AR foi dissolvido no DMSO e s6 posteriormente ¢ que foi adicionado o
polimero.

A reacgdo Tipo II, na presenca de uma grande quantidade de agente reticulante
AR, ndo ocorreu conforme as anteriores, ja que, uma vez colocado o polimero na solugdo
constituida pelo agente reticulante AR dissolvido no DMSO, a reticulagdo ocorreu de

forma instantanea. A Figura 3.2. apresenta esta reac¢ao.

‘1,—OH 1 _OH

HO_ {
Agente reticulante -+ 0 OH M» e} /.\
O O
a h "
OH
0 o ©OH on |

O
b
B =Ar

Figura 3. 2 - Reaccéo Tipo II: Reaccio de reticulaciio entre o agente reticulante AR e o dextrano.

A etapa seguinte consistiu em tentar melhorar as caracteristicas dos hidrogéis de
dextrano com peso molecular entre 450.000 ¢ 650.000 g/mol e, novamente, dos hidrogéis
de dextrano com peso molecular igual a 2.000.000 g/mol, de modo a ser possivel

sintetizar novos produtos solidos ainda mais favoraveis para a aplicacdo pretendida, o
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encapsulamento e a libertagdo controlada de farmacos. Deste modo, foi adicionado um
segundo agente reticulante, o pentaeritritol. A nova reacc¢do, Tipo III, ¢ apresentada na
Figura 3.3 e caracteriza-se maioritariamente pela reaccdo de reticulacido entre os grupos

funcionais hidroxilo do dextrano e os grupos funcionais dos agentes reticulantes AR e

HO~{~
0}
HOHO + HO OH | Agente reticulante M»
HO OH AR
OH O

\
A}

n

.
" Y%m%Yﬁﬁ

OH

4 \
f n
/

pentaeritritol.

B =Ar

Figura 3. 3 - Reaccdo Tipo III: Reaccio de reticulacio entre o dextrano, o agente reticulante pentaeritritol e o
agente reticulante AR.

Reacgdo do amido e do hidroxietilamido com os agentes reticulantes

Apesar do polimero mais utilizado em todo este trabalho experimental ter sido o
dextrano, o amido e o hidroxietilamido tiveram um papel secundério no estudo da sintese
de hidrogéis biocompativeis. Uma vez que, tal como o dextrano, o amido ¢ um
polissacarideo de glicose e o hidroxietilamido ¢ um polimero biodegradavel derivado do
amido, houve a tentativa de implementar estes métodos estudados também nestes
polimeros [40].

Apesar de o trabalho experimental realizado com estes polimeros ter sido
exactamente igual ao trabalho executado com o polimero anterior, como se tratam de
polimeros diferentes, os tipos de reac¢des de reticulagdo que originam a sintese dos
hidrogéis de amido e de hidroxietilamido s3o, também, diferentes e apresentadas

respectivamente na Figura 3.4 e na Figura 3.5.
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OH OH
N | | OH
. H,C , DMSO CH, ; |
\ o + Agentereticulante ———— 0 A H,C
(¢} AR O N o
HO - o Ko)
- 0
o o | o g \
n OH |O
n
B=Ar

Figura 3. 4 - Reacc¢do Tipo IV: Reaccio de reticulaciio entre o amido e o agente reticulante AR.

HO™N_
o }
[’,O n
i 0

S OH
__"oH -0 ©
“~~a 0 + Agente reticulante M«{” 0
AR O\]\\
7 HO @ '
n )
Ho 9 N
2 0) O NG
OH © \}\
[,/O n
i 0
H
H=Ar S O
HO

Figura 3. 5 - Reaccédo Tipo V: Reaccio de reticulagio entre o hidroxietilamido e o agente reticulante AR.

Ao contrario da reac¢do Tipo V que originou um produto de reac¢do sob a forma
de gel, o produto da reac¢do Tipo IV ndo apresentava a forma gelificada e assim sendo, os

testes na proxima e ultima etapa experimental foram apenas realizados com o polimero

hidroxietilamido.
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A ultima etapa deste trabalho experimental consistiu, como no caso do dextrano,
na adicdo de um segundo agente reticulante: o pentaeritritol. A reac¢do originou uma

reaccdo Tipo VI, que ¢ apresentada na Figura 3.6.

_~oH
, WO on + Agente reticulante DMSO >
S o HO OH AR
l, o- \:r -
HO ¢} n HON\_

, po TR
H a S

DMSO - 0
oo, 7] 1.
HO O> '
L0
"[‘“0 ) —_],,
Ho "~ !
H=Ar

Figura 3. 6 - Reacc¢do Tipo VI: Reaccio de reticulagio entre o hidroxietilamido, o agente reticulante
pentaeritritol e o agente reticulante AR.

Depois de apresentadas todas as reacgdes descritas no Capitulo II, de conhecer as
amostras que formaram produto de reac¢do gelificado e que, posteriormente, originaram
produtos so6lidos que permitiram ou ndo a formagdo de filmes (Tabela 3.1), o trabalho
experimental prosseguiu com o estudo da capacidade de inchago e da capacidade de
degradacdo destes mesmos filmes. No entanto ¢ importante conhecer as razdes que ndo
permitiram a formag¢@o de um produto de reac¢do gelificado no casos das amostras Dexl1,
Dex2, Dex5 e Amil e as razdes que, apesar de permitirem a formagdo de um produto de
reacc¢do gelificado, ndo permitiram a formagao de um filme a partir dos produtos sélidos

finais no caso das amostras Dex7, Heal e Hea2.
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Tabela 3. 1 — Capacidade de formacao de produtos de reac¢io sob a forma de gel e de filmes a partir dos
produtos solidos finais.

Amostra Formacéio de um produto de Formacéo de filme a partir
reaccio gelificado do produto sélido final

Dex1 Nao -

Dex2 Nio )

Dex3 Sim Sim
Dex4 Sim Sim
Dex5 Nio i

Dex6 Sim Sim
Dex7 Sim Nio
Dex8 Sim Sim
Dex9 Sim Sim
Dex10 Sim Sim
Dex11 Sim Sim
Dex12 Sim Sim
Amil Nao i}

Heal Sim Nio
Hea2 Sim Nio
Hea3 Sim Sim

3.2 Amostras cuja reaccio nio originou a formacio de um produto de

reacc¢io gelificado

Amostras Dexl1 e Dex2

As amostras Dex1 e Dex2 sdo formadas a partir do polimero dextrano, mas com
pesos moleculares diferentes. Enquanto que a amostra Dex1 € formada pelo dextrano com
peso molecular de 15.000-30.000 g/mol, a amostra Dex2 ¢ formada pelo dextrano com
peso molecular de 70.000 g/mol. Apesar dos pesos moleculares do mesmo polimero
serem diferentes, ambos revelaram apresentar um valor inferior ao necessario para que
reac¢do de reticulagdo originasse a formac¢do de um produto de reac¢do sob a forma de

um gel.

A analise FTIR permite avaliar o nivel de conversdo das rea¢des quimicas. Neste
r rqe . . _1
caso, ¢ a presenca de grupos carboxilicos que se localizam a, sensivelmente, 1750 cm

que confirmam se houve a alteracdo na estrutura do polimero, isto é, que verificam a
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ocorréncia da reac¢do de reticulacdo entre o polimero e o(s) agente(s) reticulante(s).
Assim, apesar de o produto da reac¢do formado ndo apresentar a forma de um gel, os
espectros FTIR destas duas amostras apresentados no Anexo A (Figuras A.1 e A.2)
confirmam ter ocorrido uma reaccdo de reticulacdo entre o polimero e o agente reticulante

. . -1
AR, uma vez que se verifica um pico aos 1748,3 cm™ em ambas as amostras.

Amostra Dex5

Em relagdo a amostra Dex5, também constituida pelo polimero dextrano e com
um peso molecular entre 5.000.000 ¢ 40.000.000 g/mol, o motivo que causou a nio
formacdo de um produto sob a forma de um gel no final da reac¢do do polimero com o
agente reticulante AR, deveu-se ao facto de nesta reac¢do a quantidade de solvente
adicionada ter sido o triplo da utilizada nos ensaios com formagdo de gel, uma vez que o
polimero demostrou bastantes dificuldades em se dissolver no solvente em questao.

No caso da amostra DexS5, tal com nas duas amostras anteriores, apesar do produto
da reac¢@o formado ndo se apresentar a forma de um gel, o espectro FTIR referente a esta
amostra e apresentado no Anexo A (Figura A.5) confirma ter ocorrido uma reac¢do de
reticulag@o entre o polimero e o agente reticulante AR, verificando-se um pico aos 1748,3

-1
cm .

Amostra Amil

A amostra Amil foi a quarta e ultima amostra das dezasseis sintetizadas cuja
reac¢do ndo permitiu a formagdo de um produto de reac¢do gelificado. A amostra Amil
foi a tnica formada pelo polimero amido e a sua reac¢do com o agente reticulante AR nio
ocorreu de forma eficiente o suficiente para permitir a formacdo de um produto sob a
forma de gel.

O espectro FTIR referente a esta amostra encontra-se apresentado no Anexo A
(Figura A.11) e verifica, também, a ocorréncia de uma reac¢do de reticulacdo, sendo

visualizado um pico aos 1748,3 cm™.
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3.3 Amostras cuja reac¢io originou a formac¢io de um produto de reaccio
gelificado, mas nao foi possivel a formacio de um filme a partir do produto sélido

final

Amostra Dex7

Sao trés as amostras que correspondem a estas caracteristicas. A amostra Dex7 foi
sintetizada a partir da reaccdo do polimero dextrano (2.000.000 g/mol) com uma
quantidade muito pequena do agente reticulante AR em relagdo as amostras que
possibilitaram a formag¢@o de um filme a partir do produto solido final. Apesar da pequena
quantidade do agente reticulante ter sido suficiente para possibilitar a ocorréncia de um
produto de reac¢do sob a forma de um gel, ndo foi suficiente para possibilitar a formacao
de um filme com base no produto sélido formado apos a precipitagdo em 2-propanol do
produto da reaccdo gelificado.

O espectro FTIR referente a esta amostra encontra-se apresentado no Anexo A
(Figura A.7) e pode-se observar um pico aos 1748,3 cm™ relativo a ocorréncia da reac¢io

de reticulagdo entre o polimero e o agente reticulante.

Amostras Heal e Hea?2

Uma vez que o polimero utilizado nestas duas amostras, o hidroxietilamido,
apresenta um peso molecular elevado, juntamente com o agente reticulante AR
possibilitou a ocorréncia de uma reacgdo de reticulacdo, confirmada mais uma vez através
da observa¢do dos espectros FTIR, e a formagdo de produtos de reaccdo sob a forma de
gel. No entanto, a reac¢do de reticulagdo ndo ocorreu de maneira eficiente o suficiente
para permitir a formacdo de um filme a partir da amostra Heal.

A amostra Hea2 foi sintetizada a partir de uma reac¢do de reticulacdo que levou,
como ja foi referido, a formagdo de um produto de reac¢do sob a forma de um gel. Como
tentativa de formar um filme a partir do produto sélido, para a sintese desta amostra foi
utilizado para além do agente reticulante AR, o agente reticulante pentaeritritol. Mesmo
com a utiliza¢do do agente reticulante pentaeritritol, a sua quantidade ndo foi suficiente

para permitir, também neste caso, a formag¢do de um filme.
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Os espectros FTIR referentes a estas duas amostras encontram-se apresentados no
Anexo A (Figuras A.12 e A.13) e as informacgdes referentes a constituicdo de todas as

amostras referidas encontram-se apresentadas nas Tabelas 2.2, 2.3 e 2.4 do Capitulo II.

3.4 Amostras cuja reaccio originou a formacio de um produto de reacc¢io

gelificado e foi possivel a formac¢ao de um filme a partir do produto solido final

Apesar de terem havido amostras cujos resultados ndo foram favoraveis para o
desenvolvimento dos seguintes passos da actividade experimental, houve amostras cujas
caracteristicas para além de permitirem a forma¢do de um produto gelificado no final da
reac¢do, possibilitaram, também, a formacdo de um filme a partir do produto sélido
formado apos o processo de precipitacdo do gel. Assim sendo, com os filmes formados a
partir de algumas destas amostras, foram realizados estudos acerca da sua capacidade de

inchago e do tempo que demoraria até a sua total degradagao.

3.4.1 Grau de inchaco médio a temperatura ambiente

Esta etapa teve como objectivo verificar se os filmes apresentavam capacidade de
inchaco a temperatura ambiente e a amostra Dex4 foi a tinica a ser estudada. Depois de
terem sido feitos varios filmes com cerca de 100 mg de amostra cada um, estes foram
colocados numa pequena quantidade de soro fisioldgico (8 ml) e foi estudado o grau de
inchaco médio dos filmes Dex4 ao longo de alguns dias, a temperatura ambiente ¢ a um
pH neutro.

A quantidade de soro fisiologico absorvida pelos filmes foi quantificada pelo grau

de inchago, definido através da seguinte equagdo 3.1[41]:

Mt—Ms
Ms

Grau de inchago (%) = x 100, (3.1)

onde Mt representa a massa do filme no tempo ¢ e Ms a massa do filme seco.

A Figura 3.7 apresenta os resultados obtidos.

42



Sintese de hidrogéis biocompativeis para encapsulamento de farmacos

325
300
275
250
225

T

200 T

175

150

125

100 -

75 -

50 -

25

0 -1 T T T T T T T
1 5 8 13 19 21 26 41

Tempo (dias)

Grau de inchaco médio (%)

Figura 3. 7 - Representacéo o grau de inchaco médio dos filmes Dex4 (2 filmes) durante 41 dias, 2 temperatura
ambiente.

Através da andlise da Figura 3.7, compreende-se que os filmes referentes a
amostra Dex4 conseguiram permanecer no soro fisioldgico, a temperatura ambiente, sem
se degradarem durante aproximadamente quarenta e um dias.

E de notar que o grau de inchaco médio dos filmes referentes & amostra Dex4
apenas passado um dia € de 140,2 + 7,5%. Percebe-se, assim, que logo apos a imersdo no
soro fisioldgico os filmes absorveram uma grande quantidade de soro e que demoram
cerca de quarenta dias para atingir o dobro do valor atingido ao 1° dia: 280,8 = 17,0 % ao
41° dia.

3.4.2 Processo de aquecimento a 50° C

Uma vez concluido o estudo acerca do grau de inchago dos filmes da amostra
Dex4 a temperatura ambiente, o seguinte passo consistiu em submeter novos filmes,
formados pelas amostras Dex3 e Dex4, a um processo de aquecimento antes de colocados
na solucdo de soro fisiologico. Esta etapa experimental teve como objectivo perceber se
esta alteracdo provocaria uma modificacdo no grau de inchago dos filmes ao longo do
tempo. Assim, foram feitos filmes a partir das amostras Dex3 e Dex4, com cerca de 100
mg de amostra cada filme. Enquanto alguns filmes foram colocados numa estufa a uma
temperatura igual a 50° C durante trés dias, outros foram colocados num exsicador

durante também trés dias, a temperatura ambiente. Passados os trés dias, todas as
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amostras foram colocadas em 8 ml de soro fisioldégico com pH = 7 e a uma temperatura
igual a 37° C, de modo a simular o ambiente do corpo humano.

Com base nos resultados obtidos tem-se que, tanto os filmes submetidos a uma
temperatura elevada antes de colocados na solucdo de soro fisiolégico como os que nio
foram, se degradam aproximadamente ao 10° dia e que, os filmes que foram submetidos a
uma temperatura igual a 50° C durante trés dias numa estufa, independentemente do tipo
de amostra (Dex3 ou Dex4), apresentaram um grau de inchago médio superior as
amostras que ndo sofreram o processo de aquecimento. Ainda, comparando os resultados
obtidos neste estudo com os resultados apresentados através do grafico da Figura 3.7,
observa-se que os filmes que neste estudo foram submetidos a uma temperatura igual a
37° C se degradam bastante mais cedo (10° dia) em relagdo aos filmes que foram
mantidos a temperatura ambiente no estudo anterior (41° dia), concluindo-se que a
temperatura acelera de forma bastante significativa a taxa de degradac@o dos filmes.

Uma vez que o objectivo final € encapsular fairmaco no interior dos filmes e
conseguir que haja uma libertacdo controlada do farmaco em questdo, principalmente nos
primeiros dias, seria fundamental que os valores referentes ao grau de inchago dos varios
filmes tivessem uma maior progressividade ao longo do tempo. Desta forma, como o
processo de aquecimento ndo ajudou a ultrapassar esta questdo, nos passos seguintes
optou-se por ndo submeter os filmes a um processo de aquecimento previamente a serem

colocados na solugdo de soro fisiologico.

3.4.3 Grau de inchaco médio a 37° C

Amostras Dex3 e Dex4

Uma vez que previamente se verificou que os filmes referentes a amostra Dex4
apresentam um grau de inchago razoavel a temperatura ambiente, verificando-se este um
ponto favoravel para o desenvolvimento de sistemas de libertagdo de farmacos, os
préoximos passos consistiram em estudar o grau de inchago médio e o respectivo tempo de
degradacao de alguns filmes a 37° C. Estes estudos tinham como objectivo perceber quais
seriam os filmes que apresentariam as melhores caracteristicas para posteriormente se
proceder ao encapsulamento do farmaco 5-Fu. Assim, inicialmente, foram feitos varios

filmes com cerca de 100 mg cada um, com base nas amostras Dex3 e Dex4. Estes filmes
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foram colocados numa solugdo de 8 ml de soro fisiologico a uma temperatura igual a 37°
C e a um pH neutro, de modo a tentar simular o corpo humano, tanto em valores de

temperatura como de pH. As Figuras 3.8 e 3.9 apresentam os resultados obtidos.
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Figura 3. 8 - Representaciio do grau de inchago médio dos filmes Dex3 (4 filmes) durante 16 dias, a 37° C.
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Figura 3. 9 - Representaciio do grau de inchago médio dos filmes Dex4 (4 filmes) durante 16 dias, a 37° C.

Comparando a Figura 3.9 com a Figura 3.7 facilmente se verifica que os filmes
formados a partir da amostra Dex4, colocados numa solu¢do de 8 ml de soro fisioldgico
com um pH = 7 e a uma temperatura igual a 37° C, se degradam muito mais rapidamente,
uma vez que apresentam uma durabilidade de apenas dezasseis dias. A partir deste
resultado conclui-se, mais uma vez, que o aumento da temperatura acelera o processo de

degradacdo dos filmes.

45




Sintese de hidrogéis biocompativeis para encapsulamento de farmacos

Ainda comparando as Figuras 3.9 e 3.7, também se verifica que os filmes
submetidos a 37° C apresentam, na sua totalidade, um grau de inchaco médio bastante
superior aos filmes que foram colocados em 8 ml de soro fisioldgico com um pH =7 a
temperatura ambiente. No entanto, verifica-se que em relagdo aos primeiros dias, o grau
de inchago ¢ bastante mais controlado nos filmes colocados a uma temperatura igual a 37°
C, uma vez que apos um dia o grau de inchago médio € de apenas 75,1 + 2,4 %.

Comparando a Figura 3.8 com a Figura 3.9, também se consegue perceber que
apesar de ambos os filmes (Dex3 e Dex4) se degradarem aproximadamente ao 16° dia, ao
longo dos varios dias os filmes Dex3 apresentam um grau de inchago médio inferior aos
dos filmes Dex4. Mais concretamente, ao 16° dia, os filmes referentes a amostra Dex3
apresentam um grau de inchago médio igual a 1014,5 + 105,5% enquanto que os filmes
referentes a amostra Dex4 apresentam um grau de inchaco médio igual a 1901,4 +
539,9%.

Ainda pela comparacdo das Figuras 3.8 e 3.9, em relagdo ao 1° dia, os filmes
referentes a amostra Dex3 apresentam um grau de inchago médio igual a 67,5 + 8,3%
enquanto que os filmes referentes a amostra Dex4 apresentam um grau de inchago médio
igual a 75,1 £ 2,4%. Tendo em conta os erros associados aos valores apresentados e
apesar dos filmes referentes a amostra Dex4 apresentarem valores relativamente ao grau
de inchagco médio mais elevados, nas primeiras horas apos a imersdao dos filmes no soro
fisiologico a diferenca dos valores apresentados entre as duas amostras nao se verifica
muito significativa.

Os espectros FTIR referentes a estas duas amostras encontram-se no Anexo A

(Figuras A.3 e A4).

Amostras Dex8, Dex9 e Dex10

Nas reac¢des que deram origem a estas trés amostras foram variadas as
quantidades do agente reticulante AR (informacdo disponivel na Tabela 2.2 do Capitulo
II). Em relagdo a amostra Dex8, os varios filmes, com cerca de 100 mg cada, um foram
colocados em 8 ml de soro fisiologico com pH = 7, a uma temperatura igual a 37° C, e no
dia seguinte encontravam-se completamente degradados. O mesmo aconteceu com 0s
filmes formados a partir da amostra Dex9, que num ambiente de soro fisiolégico com um
pH = 7, a uma temperatura igual a 37° C, se degradaram passados dois dias, tendo

apresentado um grau de inchago médio no 1° dia igual a 52,9%. Estes resultados sdo
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facilmente explicados uma vez que a quantidade do agente reticulante AR nestes dois
casos foi diminuida e seguramente a quantidade utilizada ndo foi a suficiente, dado que a
degradagdo dos filmes se verificou bastante precoce ¢ o grau de inchaco médio da
amostra Dex8 nem foi possivel calcular.

Os resultados obtidos relativamente ao grau de inchago médio dos varios filmes

produzidos a partir da amostra Dex10 encontram-se apresados na Figura 3.10.
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Figura 3. 10 - Representacio do grau de inchaco médio dos filmes Dex10 (4 filmes) durante 8 dias, a 37° C.

Com base na analise do grafico apresentado na Figura 3.10, observa-se que a
degradacdo dos filmes se verifica ao 8° dia. Comparando com as Figuras 3.8 ¢ 3.9
referentes aos filmes das amostras Dex3 e Dex4 respectivamente, a degradacdo dos filmes
da amostra Dex10 ocorre bastante mais cedo. Ao 8° dia o grau de inchago médio é cerca
de 1784.,9 + §8,8%, numero que se verifica, tendo em conta os erros associados, bastante
proximo do valor do grau de inchaco médio dos filmes constituidos pela amostra Dex4
que ¢ de aproximadamente 1901,4 £ 539,9 % ao 16° dia. Estes resultados levam a crer
que, apesar da quantidade do agente reticulante AR ser maior na amostra Dex10 do que
na amostra Dex4, em nada melhora as caracteristicas dos filmes em relagdo ao grau de
reticulagdo. Assim, conclui-se que o grau de reticulacdo ndo aumentou significativamente
e o comportamento relativo ao grau de inchago dos dois filmes verificou-se praticamente
semelhante. Como consequéncia, os filmes referentes a esta amostra ndo serdo alvo de
testes na fase experimental seguinte.

Os espectros FTIR referentes as amostras Dex8, Dex9 e Dex10 encontram-se

apresentados no Anexo A (Figuras A.8, A.9 ¢ A.10).
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Amostras Dexl11 e Dexl?2

O objectivo da sintese das amostras Dex11 e Dex12 é aumentar o grau de
reticulacdo dos produtos formados. Desta forma, quando encapsulado o farmaco no
interior dos filmes, pretende-se que a sua libertacdo seja controlada. Assim, a grande
diferenca entre as amostras Dex11 e Dex12 em relagdo as amostras Dex3 e Dex4 ¢ a
presenca de um segundo agente reticulante: o pentaeritritol. Posto isto, a amostra Dex3 ¢
semelhante a amostra Dex1l com expec¢do de que na reac¢do desta ultima foram
utilizados dois agentes reticulantes, ao invés de apenas um que foi utilizado no caso da
reac¢do que levou a produgdo da amostra Dex3. Esta mesma diferenca ocorre também nas
amostras Dex4 e Dex12, em que na reac¢do que deu origem a amostra Dex4 foi apenas
utilizado um agente reticulante e na reac¢do que originou a amostra Dex12 foram
utilizados dois agentes reticulantes (informagdo disponivel no Capitulo Il nas Tabelas 2.1
e2.3).

Nas Figuras 3.11 e 3.12 podem ser observados os espectros FTIR referentes a
amostra Dex3 em comparagdo com a amostra Dex11 e a amostra Dex4 em comparagdo
com a amostra Dex12. Nestes quatro espectros apresentados consegue-se verificar que os
espectros Dex3 e Dex11 sdo bastante semelhantes um em relacdo ao outro e os espectros
Dex4 e Dex12 também ndo apresentam uma diferenca notdria em relacdo aos picos
observados. Desta forma, pode-se deduzir que o agente reticulante pentaeritritol nao
influenciou a estrutura das amostras Dex11 e Dex12 em relagdo as amostras Dex3 e

Dex4, respectivamente.
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Figura 3. 11 - Espectros FTIR das amostras Dex3 e Dex11.
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Figura 3. 12 - Espectros FTIR das amostras Dex4 e Dex12.
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As Figuras 3.13 e 3.14, por sua vez, apresentam os resultados obtidos em relagao
ao grau de inchaco médio dos filmes referentes as amostras Dexl1 e Dex12,
respectivamente, apds terem sido colocados numa solucdo de soro fisiologico com pH =

7, a uma temperatura igual a 37° C.
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Figura 3. 13 - Representacio do grau de inchaco médio dos filmes Dex11 (4 filmes) durante 19 dias, a 37° C.
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Figura 3. 14 - Representaciio do grau de inchaco médio dos filmes Dex12 (4 filmes) durante 16 dias, a 37° C.

Pela observagdo das Figuras 3.13 e 3.14 acima apresentadas, facilmente se percebe
que a presenca de um segundo agente reticulante, para além de ndo alterar de forma
significativa o grau de inchaco médio, tanto da amostra Dex11 como da amostra Dex12
em relagdo as amostras Dex3 e Dex4 respectivamente, também ndo altera de forma

relevante o tempo que demora a ocorrer a degradag@o dos dois tipos de filmes. Os filmes
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referentes as amostras Dex3 e Dex4 apresentam um grau de inchago médio, ao 16° dia, de
1014,5 £ 105,5% e de 1901,4 £ 539,9% respectivamente ¢ os filmes referentes as
amostras Dex11 e Dex12, por sua vez, apresentam um grau de inchago médio, passados
dezanove e dezasseis dias, de 851,2 + 164,6% e de 1746,8 +£277,9%.

Uma das alteragdes que se pretendia também verificar nos filmes das amostras
Dex11 e Dex12 em relag@o aos filmes das amostras Dex3 e Dex4 respectivamente, era a
diminui¢do dos valores referentes ao grau de inchago médio nos primeiros dias, uma vez
que estes se mostravam bastante acentuados. Dado que os valores referentes as amostras
Dex11 e Dex12 foram respectivamente, 59,7 = 2,8% ¢ 79,4 + 2,9% no 1° dia, ndo houve
uma melhoria significativa em relagdo aos filmes Dex3 e Dex4: 67,5 £+ 8,3% e 75,1 +
2,4%.

Os graficos apresentados na Figura 3.15 apresentam as diferencas relativas ao grau

de inchago médio entre as amostras.
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Figura 3. 15 - Comparacio do grau de inchaco médio dos filmes Dex3 e Dex4 (4 + 4 filmes) com os filmes Dex11
e Dex12 (4 + 4 filmes) respectivamente.

Amostra Hea3

A amostra Hea3 ¢ composta por um polimero diferente do apresentado nas
amostras até entdo referidas neste subcapitulo: o hidroxietilamido. Desta forma, as

caracteristicas dos filmes baseados nesta amostra sdo, por consequéncia, diferentes das
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referidas anteriormente. A Figura 3.16 apresenta o grau de inchago médio destes filmes

numa solugdo de soro fisioldgico com um pH neutro, a uma temperatura igual a 37° C.
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Figura 3. 16 - Representaciio do grau de inchaco médio dos filmes Hea3 (2 filmes) durante 3 dias, a 37° C.

Apds a andlise do grafico representado na Figura 3.16, verifica-se que os filmes
produzidos a partir da amostra Hea3 se degradam bastante mais rapidamente que os
filmes produzidos através das reaccdes com os varios polimeros de dextrano. Para além
da sua degradagdo extremamente precoce, estes filmes exibem um grau de inchago médio
exageradamente baixo em comparagdo com os filmes de dextrano, rondando os 84,4 +
5,7% e 0s 79,5 £ 0,38% ao 1° e ao 3° dia, respectivamente.

Apesar dos resultados referentes a esta amostra ndo se verificarem promissores
para o encapsulamento de farmacos, o espectro FTIR desta amostra encontra-se

apresentada no Anexo A (Figura A.14).

3.4.4 Estudos da libertacao do 5-Fu através dos filmes

Uma vez concluido o estudo em relagdo ao grau de inchaco dos varios filmes
formados a partir de diferentes amostras e de escolher as amostras cujas caracteristicas
revelaram ser mais promissoras, o trabalho experimental prosseguiu com o
encapsulamento do farmaco 5-Fu nos varios filmes através de dois diferentes métodos e

com o estudo da libertagdo do farmaco ao longo de varios dias num ambiente apropriado.
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Farmaco encapsulado através do método de encapsulamento 1

O método de encapsulamento realizado através da deposi¢do da solu¢do aquosa de
5-Fu nos varios filmes referentes as amostras Dex3 e Dex4, prosseguiu com a imersio de
cada um dos varios filmes, devidamente secos e ja com o farmaco encapsulado, numa
solucdo de soro fisiologico durante alguns dias. Os filmes, uma vez colocados na solucdo
de soro fisioldégico com um pH neutro, foram submetidos a uma temperatura igual a 37°
C, de modo a ser estudada a libertagdo do farmaco neles encapsulado num ambiente
simulador do corpo humano em termos de pH e de temperatura.

Através deste método foram encapsulados 1,5 mg, tanto nos filmes constituidos
pela amostra Dex3 como pela amostra Dex4, e os resultados obtidos em relagdo a
libertacdo do 5-Fu através destes dois tipos de filmes (imersos num volume de soro
fisiologico igual a 5 ml) sdo apresentados nas Figuras 3.17 e 3.18.

Também através deste método foram encapsulados 3,0 mg, tanto nos filmes
constituidos pela amostra Dex3 como pela amostra Dex4, e os resultados obtidos em
relagdo a libertacdo do 5-Fu através destes dois tipos de filmes (imersos num volume de

soro fisioldgico igual a 8 ml) sdo apresentados nas Figuras 3.19 e 3.20.
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Figura 3. 17 - Libertacio dos 1,5 mg de firmaco 5-Fu encapsulados nos filmes referentes 2 amostra Dex3 (4
filmes).
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Figura 3. 18 - Libertacéo dos 1,5 mg de firmaco 5-Fu encapsulados nos filmes referentes a amostra Dex4 (4
filmes).

Através da andlise dos graficos apresentados nas Figuras 3.17 e 3.18 verifica-se
que os valores referentes a libertagdo do farmaco pelos filmes da amostra Dex3 e pelos
filmes da amostra Dex4 sdo bastante semelhantes.

A libertagdo do farmaco ndo aconteceu de forma controlada, uma vez que,
passadas quatro horas ja 55,8 + 13,5% do farmaco encapsulado tinha sido libertado
através dos filmes da amostras Dex3 e 59,0 £ 22,9% do farmaco tinha sido libertado
através dos filmes da amostras Dex4. Ao 2° dia ja praticamente toda a quantidade do
farmaco encapsulado tinha sido libertada através dos filmes, mais propriamente 94,2 +
0,8% do farmaco contido nos filmes da amostra Dex3 e 93,1 £ 1,9% do farmaco

encapsulado nos filmes da amostra Dex4.
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Figura 3. 19 - Libertacio dos 3,0 mg de farmaco S-Fu encapsulados nos filmes referentes a amostra Dex3 (2
filmes).
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Figura 3. 20 - Libertacdo dos 3,0 mg do firmaco 5-Fu encapsulados nos filmes referentes 2 amostra Dex4 (2
filmes).

Pela observacdo das quatro Figuras, da 3.17 a 3.20, conclui-se que através deste
método de encapsulamento, independentemente da quantidade de farmaco encapsulada,
os valores referentes a libertacdo do farmaco 5-Fu tanto nos filmes da amostra Dex3
como nos filmes da amostra Dex4 sdo bastante semelhantes.

Através da andlise das Figuras 3.19 e 3.20 verifica-se que da mesma forma que no
caso anterior, o processo de libertagdo do farmaco ndo aconteceu de forma controlada,
uma vez que apenas passadas quatro horas os filmes referentes a amostra Dex3 ja tinham
libertado cerca de 67,6 £ 6,7% do farmaco encapsulado e os filmes referentes a amostra

Dex4 ja tinham libertado cerca de 68,8 + 0,3% do farmaco.
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Neste estudo, os valores referentes ao total de farmaco libertado através dos filmes
nao ultrapassaram os 73,1 = 9,9% no caso dos filmes da amostra Dex3 e os 73,1 + 2,2%
no caso dos filmes da amostra Dex4. O menor valor final pode ser explicado pelo
aumento da quantidade de firmaco encapsulada em cada um dos filmes para o dobro,
uma vez que o volume de soro fisioldgico onde se encontravam imersos os filme ndo foi
aumentado de forma proporcional, levando a que fosse atingido um estado de equilibrio
que provocou a diminuicdo o valor da taxa de libertagdo total do farmaco.

Em relagdo as quatro Figuras apresentadas percebe-se, ainda, que os filmes
submetidos ao encapsulamento do farmaco 5-Fu se degradaram sensivelmente ao 12° dia.
Desta forma, comparando com as Figuras 3.8 e 3.9, verifica-se que os filmes que foram
submetidos a este método de encapsulamento, independentemente da quantidade de
farmaco encapsulada, se degradaram mais cedo do que os filmes provenientes das
mesmas amostras que ndo foram submetidos a qualquer tipo de encapsulamento. Assim,
conclui-se que este método de encapsulamento altera as caracteristicas dos filmes,
diminuindo a sua resisténcia a degrada¢do. Uma vez que o objectivo é promover uma
libertacdo controlada e duradoura do farmaco através dos filmes, e que logicamente, a
degradagdo antecipada dos filmes leva, por consequéncia, a que o farmaco seja libertado

durante menos dias, tornou-se necessario recorrer a outro método de encapsulamento.

Fdarmaco encapsulado através do método de encapsulamento 11

Um outro método para o encapsulamento do farmaco 5-Fu nos filmes foi também
testado, uma vez que o anteriormente apresentado tornava os filmes bastante mais
sensiveis e mais propicios a degradacdo, levando a que o processo de libertacdo do
farmaco ocorresse num periodo de tempo bastante curto. Assim, neste método a
quantidade de farmaco desejada em cada filme (3,0 e 6,0 mg) foi incorporada aquando da
preparacdo do mesmo. Uma vez formados os filmes ja com o fA&rmaco no seu interior, foi
testada a libertagdo do farmaco em questdo num ambiente de 8 ml de soro fisiologico com
um pH neutro, a uma temperatura igual a 37° C. As trés seguintes Figuras (3.21, 3.22 e

3.23) apresentam os resultados obtidos.
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Figura 3. 21 - Libertacdo dos 3,0 mg do firmaco 5-Fu encapsulados nos filmes referentes 2 amostra Dex3 (4
filmes).
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Figura 3. 22 - Libertacio dos 3,0 mg do farmaco 5-Fu encapsulados nos filmes referentes a amostra Dex4 (4
filmes).

Analisando os gréaficos apresentados nas Figuras 3.21 e 3.22 consegue-se verificar
que o valor maximo de libertacdo atingido pelos filmes referentes a amostra Dex3 foi de
52,4 + 7,1% e o valor maximo de libertagdo atingido pelos filmes referentes a amostra
Dex4 foi de 63,9 + 3,4%.

E de notar que, mais uma vez, os valores em relagio a taxa de libertagdo nio
atingiram os 100%. O aumento da quantidade de farmaco encapsulada em cada um dos
filmes (3,0 mg em vez de 1,5 mg), dado que o volume de soro fisiologico onde se

encontravam imersos ndo foi aumentado de forma proporcional, levou a que fosse
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atingido um equilibrio que provocou a diminui¢do da taxa de libertacdo do farmaco em
questao.

Passadas sensivelmente quatro horas, os filmes referentes a amostra Dex3 tinham
libertado do 34,4 + 8,7% farmaco encapsulado, enquanto que os filmes referentes a
amostra Dex4 tinham libertado 55,6 + 10,4% do farmaco encapsulado. Ao segundo dia ja
sensivelmente 51,9 = 7,2 % e 62,9 = 1,9 % de farmaco tinha sido libertado pelos filmes
das amostras Dex3 e Dex4 respectivamente. Assim, mais uma vez, ¢ notério que os
filmes ndo apresentaram um processo de libertacdo controlada, preferencialmente no caso
dos filmes da amostra Dex4. No entanto, estes valores em comparagdo com o método
anterior verificam-se mais promissores, uma vez que através do método de
encapsulamento I passadas apenas quatro horas os filmes referentes a amostra Dex3 ja
tinham libertado cerca de 67,6 £ 6,7% do farmaco encapsulado e os filmes referentes a
amostra Dex4 ja tinham libertado cerca de 68,8 = 0,3% do farmaco.

Através deste método foi aumentada a quantidade de farmaco encapsulada para o
dobro: 6,0 mg. Este estudo tinha como objectivo confirmar se a quantidade de farmaco
encapsulada, sem variagdo do volume de soro fisioldgico onde eram imersos os filmes (8
ml), influenciava a taxa de libertagdo do farmaco. A Figura 3.23 apresenta os resultados

obtidos.
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Figura 3. 23 - Libertacéio dos 6,0 mg do fairmaco 5-Fu encapsulados nos filmes referentes 8 amostra Dex4 (4
filmes).
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Uma vez que os estudos de libertagao sdo bastante demorados, devido a escassez
de tempo, nesta etapa final foram apenas realizados testes de libertagdo em apenas filmes
de um tipo de amostra.

Através da analise do grafico apresentado na Figura 3.23, verifica-se que, o valor
maximo de libertacdo atingido pelos filmes foi de 39,7 = 1,6%. Este valor, em
comparacdo com os valores obtidos nos testes de libertacdo realizados anteriormente,
verifica-se bastante inferior. Este resultado deve-se ao facto da quantidade de farmaco
encapsulada ter sido aumentada para 6,0 mg e de o volume de soro fisiologico ndo ter
sido aumentado proporcionalmente ao aumento da quantidade de farmaco encapsulada
nos varios filmes. Desta forma, provavelmente mais uma vez, foi atingido um estado de
equilibrio que provocou a diminui¢do da taxa de libertacdo do farmaco 5-Fu ao longo do
tempo.

Verifica-se, ainda, que tendo em conta a taxa de libertagdio méaxima, ocorreu uma
libertacdo inicial acentuada, uma vez que passadas apenas quatro horas os filmes tinham
libertado 37,1 + 0,6% da quantidade de farmaco encapsulada.

Em todos estes testes, uma vez retirada a quantidade de soro fisioldgico necessaria
a analise espectrofotométrica, esta ndo era reposta, isto €, o volume das solucdes de soro
fisiologico onde se encontravam os filmes diminuia a medida que o estudo ia avancando.
No entanto, e como finaliza¢do do trabalho experimental, através deste ultimo método de
encapsulamento referido, foram encapsulados 3,0 mg de farmaco em cada um dos filmes.
A sua libertacdo através dos filmes foi estudada, novamente, num ambiente de pH neutro
e com uma temperatura igual a 37° C, mas desta vez, numa solucdo de 4 ml de soro
fisiologico. Neste estudo, sempre que era efectuada uma medi¢do espectrofotométrica, os
4 ml onde se encontravam imersos os filmes eram utilizados para esse efeito e os filmes
eram imersos em 4 ml de soro fisioldgico novos, permitindo que os filmes, a medida que
o estudo ia avangando, permanecessem numa solu¢do com o mesmo volume de soro
fisiologico.

Neste estudo foram, novamente, utilizados filmes referentes a apenas uma amostra

e a Figura 3.24 apresenta os resultados obtidos.
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Figura 3. 24 - Libertacéio dos 3,0 mg do fairmaco 5-Fu encapsulados nos filmes referentes a amostra Dex4, com
reposicdo dos volume de soro fisiologico (4 filmes).

Pela observagdo do grafico apresentado na Figura 3.24 verifica-se que o processo
de libertacdo do farmaco ao longo do tempo foi bastante mais controlado em relacdo a
todos os casos anteriores. Passadas sensivelmente quatro horas tinham sido libertados
36,7 + 0,5% de farmaco 5-Fu através dos filmes e ao 10 ° dia verificou-se a libertagdo
total dos 3,0 mg encapsulados.

Comparando com o grafico da Figura 3.22 verifica-se que no caso do
encapsulamento do farmaco sem reposicdo do volume do soro fisiologico, passadas
sensivelmente quatro horas tinham sido libertados 55,6 = 10,4% do farmaco, enquanto
que neste caso apenas se verificaram libertados, como ja foi referido, 36,7 + 0,5% do
farmaco 5-Fu. O valor referente a percentagem de farmaco libertada, neste estudo,
verifica-se inferior em compara¢do com o valor obtido no estudo sem reposi¢do do
volume de soro fisioldgico, uma vez que neste estudo apesar da a quantidade do farmaco
encapsulada ter sido igual, o soro fisiologico onde se encontravam imersos os filmes foi
diminuido para metade (4 ml). Assim, tendo em conta que foi atingido um equilibro
depende directamente da quantidade de farmaco encapsulada e do volume da solucdo de
soro fisiologico onde se encontram os imersos os filmes, se o volume de soro fosse o
dobro (8 ml), como no casos dos estudos anteriormente realizados, ter-se-ia verificado a
libertacao total do farmaco encapsulado ao 5° dia e ndo, como € o caso, ao 10° dia.

Na literatura, estudos de libertacdo de 5-Fu encapsulado em esferas a base de
quitosano com enxertos de poli(N-isopropilacrilamida) referem que nas cinco primeiras

horas ja cerca de 55% do farmaco tinha sido libertado e passadas quarenta horas, cerca de
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82%. Apesar do método de encapsulamento do estudo ter sido diferente do utilizado, a
libertagcdo do farmaco foi feita numa solu¢do com uma temperatura igual a 37° C, de pH =
7,4, cujo volume era igual a 5 ml. Sempre que se efectuava uma medi¢do, 5 ml novos
eram repostos. Com base nesta informag@o e comparando os resultados do estudo com os
referidos anteriormente, poder-se-a concluir que se verificaram melhorias em relacdo a
libertacdo do farmaco nas primeiras horas, uma vez que através dos filmes de dextrano
nas primeiras quatro horas foram apenas libertados 36,7 + 0,5% do farmaco. Ainda, no
estudo, passadas quarenta horas, que equivalem a cerca de dois dias, ja se tinha verificado
uma libertagdo de cerca de 82%, ao passo que através dos filmes de dextrano apenas
houve uma libertacdo de 67,0 + 0,2%. Assim sendo, verificam-se melhorias nos valores
referentes a libertacdo do 5-Fu através dos filmes de dextrano em relagdo ao estudo
mencionado, uma vez que se verifica uma libertagdo mais lenta e controlada do farmaco
[42].

Por ultimo, percebe-se, ainda, que os filmes submetidos ao encapsulamento do
farmaco 5-Fu através do método Il se degradaram sensivelmente ao 30° dia. Desta forma,
comparando com as Figuras 3.8 e 3.9, verifica-se que os filmes que foram submetidos a
este método de encapsulamento, independentemente da quantidade de farmaco
encapsulada, se degradaram significativamente mais tarde comparativamente aos filmes
provenientes das mesmas amostras que ndo foram submetidos a qualquer tipo de
encapsulamento. Assim, ao contrario do método de encapsulamento I, este método nao
acelera o processo de degradagdo dos filmes, sendo este um aspecto positivo tendo em
conta o objectivo a cumprir, a libertacdo controlada de farmacos durante um longo
intervalo de tempo. Desta forma, se os filmes durarem mais dias, o farmaco € por eles
libertado durante mais tempo.

Em todos os estudos de libertagdo pretendeu-se ao maximo assemelhar as
condi¢des dos estudos realizados as condi¢gdes do corpo humano, no entanto tornou-se

dificil simular a reposi¢do de fluidos fisiologicos in vitro.
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Capitulo IV
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4. Conclusoes e perspectivas futuras

4.1 Conclusoes

No presente trabalho foram sintetizados hidrogéis e os respectivos filmes a partir
de trés diferentes polimeros: o dextrano, o amido e¢ o hidroxietilamido. Desta forma,
foram estudadas as caracteristicas dos diferentes produtos sélidos formados a partir dos
hidrogéis. Os que permitiram a formag@o de filmes foram sujeitos a testes relativamente
ao grau de inchago, uma vez que a sua produgdo teve como objectivo a sua utilizagdo
como agentes encapsulantes do farmaco 5-Fu e, posteriormente, a libertagdo controlada
deste farmaco. Através deste estudo foi possivel concluir que os filmes que apresentaram
as melhores caracteristicas para a posterior encapsulagdo do fArmaco foram os referentes
as amostras Dex3 e Dex4.

O trabalho experimental prosseguiu com a escolha do método de encapsulamento.
O método de encapsulamento I diminuia a resisténcia dos filmes, despoletando, por
consequéncia, a sua degradagdo precoce. O método de encapsulamento II, apesar de se
tratar de um método bastante mais fécil e rdpido de realizar e de, ao contrario do método
I, aumentar a durabilidade dos filmes e o tempo da libertagdo do farmaco, no que se refere
ao encapsulamento propriamente dito ndo melhorou a taxa de libertagdo do farmaco 5-Fu.
Assim, apesar de os filmes submetidos ao método de encapsulamento II apresentarem
vantagens em relacdo aos filmes submetidos ao método I, nenhum dos filmes simulou um
sistema de liberta¢do controlada de farmacos perfeito.

O mecanismo ideal permitiria que os filmes sintetizados funcionassem como
sistemas de libertacdo de farmaco cujo tempo de vida igualasse o tempo da libertagdo do
farmaco, isto é, que os filmes encapsulantes libertassem o farmaco lentamente até
praticamente ao dia da sua degradacdo. No entanto, nenhum dos métodos de
encapsulamento facultou uma libertagdo controlada do farmaco, uma vez que passadas
algumas horas apds a imersdo dos varios filmes no soro fisioldgico, uma percentagem
bastante elevada da quantidade do farmaco encapsulada nos filmes foi libertada.

Ao longo de todo este trabalho experimental, apesar de se terem conseguido
atingir caracteristicas bastante favoraveis e promissoras em relacio aos filmes preparados,
ficaram ainda algumas questdes por solucionar. As questdes pendentes referem-se,
maioritariamente, a quantidade de fArmaco encapsulada aliada a libertagdo relativamente

rapida do fAirmaco em apenas algumas horas.
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4.2 Perspectivas futuras

Como ja foi referido, verifica-se que os filmes, mas mais propriamente o0s
referentes as amostras Dex3 e Dex4, apresentam valores relativos ao grau de inchaco
bastante elevados, principalmente nas primeiras horas apos a sua imersao na solug¢do de
soro fisiologico. Como consequéncia deste resultado, o farmaco que se encontra
encapsulado no interior dos filmes é libertado muito rapidamente nas primeiras horas,
originando um mecanismo de libertacdo descontrolado e pouco eficaz. Assim, seria
conveniente aumentar o grau de reticulacdo dos hidrogéis de modo a que os filmes
posteriormente sintetizados absorvessem menos quantidade de soro fisiolégico nas horas
iniciais e, consequentemente, o farmaco fosse libertado de forma mais vagarosa e
controlada até a degradacdo total do filme. Uma potencial solugdo para este problema
seria aumentar a quantidade do agente reticulante pentaeritritol em cada uma das amostras
Dex11 e Dex12, uma vez que a quantidade utilizada nos estudos previamente realizados
nao se verificou suficiente para solucionar esta questdo. O aumento do grau da reticulagdo
permitiria, também, uma maior longevidade dos filmes e consequentemente a libertagdo
do farmaco seria, logicamente, mais duradoura.

Um outro problema refere-se ao facto de os dois métodos de encapsulamento
causarem a acumulacdo de uma elevada concentracdo do fArmaco 5-Fu na superficie dos
filmes e ndo no seu interior. Por conseguinte, como apresenta solubilidade no soro
fisiologico, o farmaco em questdo tende a libertar-se muito rapidamente. Uma forma de
combater este problema seria produzir, através do método de encapsulamento II, dois
filmes e no meio destes dois, colocar-se-ia a quantidade de farmaco desejada. Deste
modo, o farmaco ao invés de ficar disperso na superficie, ficava acumulado no interior
dos dois filmes. Apesar deste estudo ja ter sido feito e de terem sido obtidos alguns
avangos em relacdo aos resultados até entdo alcancados no que diz respeito a libertagdo
controlada do farmaco 5-Fu, este estudo foi realizado apenas com uma Unica amostra.
Desta forma, seria conveniente repeti-lo com uma populacdo amostral maior, de modo

aumentar a fiabilidade dos resultados.
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Anexo A - Analises FTIR

Nas seguintes Figuras sdo apresentados os espectros FTIR das amostras
mencionadas ao longo deste trabalho, mais propriamente no Capitulo III.

A presenca dos grupos carboxilicos nos diferentes espectros apresentados indica a
ocorréncia de uma reac¢do de reticulagdo entre o polimero e o(s) agente(s) reticulante(s)
utilizado(s). Normalmente os grupos carboxilicos apresentam uma banda de absorc¢do
caracteristica na faixa de, sensivelmente, 1750 em’™

Da Figura A.1 a Figura A.10 estdo representados os espectros FTIR das varias
amostras formadas a partir do polimero dextrano. Em todos os espectros pode ser

. -1 . ..
observado um pico aos 1748,3 cm™, o qual em alguns espectros se verifica mais intenso.
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Figura A. 1 - Espectro FTIR referente 2 amostra Dex1.
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Figura A. 2 - Espectro FTIR referente 2 amostra Dex2.

110

100 +

90 ~

1748,3

70 A

60 T T T
4000 3000 2000 1000

Comprimento de onda (cm'l)

Figura A. 3 - Espectro FTIR referente 2 amostra Dex3.
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Figura A. 4 - Espectro FTIR referente a amostra Dex4.
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Figura A. S - Espectro FTIR referente a amostra DexS5.
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Figura A. 6 - Espectro FTIR referente 2 amostra Dex6.
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Figura A. 7 - Espectro FTIR referente a amostra Dex7.
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Figura A. 9 - Espectro FTIR referente a amostra Dex9.
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Figura A. 10 - Espectro FTIR referente 2 amostra Dex10.

A Figura A.11 representa o espectro FTIR da tinica amostra formada a partir do
polimero amido. Neste espectro pode-se visualizar, também, um pico aos 1748,3 cm™ que

confirma a ocorréncia da reac¢do de reticulagdo entre o amido e o agente reticulante AR.
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Figura A. 11 - Espectro FTIR referente a amostra Amil.

As Figuras A.12, A.13 e A.14 representam os espectros FTIR das trés amostras
formadas a partir do polimero hidroxietilamido. Em cada um dos trés espectros pode ser
observado um pico aos 1748,3 cm’, que confirma a ocorréncia da reac¢do de reticulagao
do hidroxietilamido com o agente reticulante AR na Figura A.12 e a reaccdo de
reticulacdo do polimero com os agentes reticulantes AR e pentaeritritol nas Figuras A.13
e A.14.

E de notar que, ao contrario da utilizagdo ndo satisfatoria do agente reticulante
pentaeritritol nas amostras Dex11 e Dex12, nas amostras Hea2 e Hea3 este agente
reticulante provocou alteragdes a nivel estrutural. Através da andlise dos trés espectros
apresentados na Figura A.15 pode-se verificar que existem diferencas do espectro
referente a amostra Heal, na qual o agente pentaeritritol ndo foi utilizado, em relagdo aos
espectros referentes as amostras Hea2 e Hea3. No entanto, o pico que comprova a

A - ~ . ~ I A -1
ocorréncia da reac¢do de reticulag@o esta presente nos trés espectros, aos 1748,3 cm™ .
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Figura A. 12 - Espectro FTIR referente 2 amostra Heal.
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Figura A. 13 - Espectro FTIR referente & amostra Hea2.
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Figura A. 14 - Espectro FTIR referente 2 amostra Hea3.
100 A
80 A
60 -
40 +
20 —W’—d‘\vﬁ’\/\/\w
™
o
<
N~
O T T T
4000 3000 2000 1000
Comprimento de onda (cm’l)
—— Amostra Heal
—— Amostra Hea2
—— Amostra Hea3

Figura A. 15 - Espectros FTIR referentes as amostras Heal, Hea2 e Hea3.
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