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POLYMER MATRICES OBTAINED BY IONIZING RADIATION FOR
USING IN CONTROLLED DRUG DELIVERY SYSTEMS

Flavia Martellini
Abstract

Two kinds of controlled drug delivery system were obtained by gamma radiation
induced polymerization. One of the system was obtained from an acrylic derivative

of acetaminophen (4-hydroxyacetanilide), by copolymerization of 4-

(acryloyloxy)acetanilide (AOA) and N,N-dimethylacrylamide (DMAA) in

dimethylformamide (DMF) solution with 0,16 kGy/h dose rate and 54 Gy dose. The

values of reactivity rate, rpmaa = 0,31 £ 0,02 e raoa = -0,07 1 0,12, were determined
by Fineman-Ross method. The acetaminophen hydrolysis was carried out in

alkaline and enzymatic (trypsine) media. Another kind of drug delivery system

studied was solvent controlled type, being the drug immobilized in the hydrogel.

The hydrogels prepared by radiation polymerization of acryloyl-L-proline methyj
ester (A-ProOMe) with 10 Gy dose, showed thermosensible property, swelling or
shrinking in water with decreased or increased temperatures (LCST). The hydrogels
were obtained with different crosslinking density, trimethylolpropane
trimethacrylate (TMPTMA), and the monomers N,N-dimethyl acrylamide (DMAA)

and 2-cyanoethyl acrylate (CEA) to study the influence of the composition in the
drug delivery rate. It was verified that the porous size besides being a characteristic
of the matrix composition, it was also temperature dependent (thermosensible). The
analgesic drug acetaminophen was immobilized by entrapment and by physica/
adsorption into the hydrogels matrices for “in vitro” study. The insulin was
immobilized by adsorption for “in vivo” study.



MATRIZES POEMERICAS OBTIDAS MEDIANTE RADIACAO
IONIZANTE PARA SUA UTILIZACAO COMO SISTEMAS DE
LIBERACAO CONTROLADA DE FARMACOS

Flavia Martellini

Resumo
Dois tipos de sistemas de liberagio controlada de farmacos foram obtidos por
polimerizagio via radiagdo gama. Um dos sistemas foi do tipo farmaco polimérico
preparado a partir de um derivado acrilico do acetaminofeno (4-hidroxiacetanilida),
sintetizado por copolimerizagdo dos mondmeros acrilato de 4-acetanilida (AOA) e
da N,N-dimetilacrilamida (DMAA) em solu¢do de dimetilformamida (DMF) com
uma taxa de dose de 0,16 kGy/h e dose 54 Gy. Determinou-se os valores da razdo
de reatividade dos mondmeros, rpmaa = 0,31 £ 0,02 € rp0s = -0,07 * 0,12, pelo
método Fineman-Ross. A hidrélise do acetaminofeno a partir da matriz foi realizada
em meio alcalino e em meio enzimatico (tripsina). O outro sistema de liberagio foi
do tipo controlado pelo solvente a partir de umﬂdrogel com o farmaco imobilizado.
Os hidrogéis obtidos a partir da polimerizagdo via radiagdo gama, dose 10 kGy, do
mondmero éster metilico de N-acriloil-L-prolina (A-ProOMe) apresentaram
. termossensibilidade, expandindo-se em 4gua em temperaturas inferiores aquelas de
, contragdo (LCST). Os hidrogéis foram preparados com diferentes quantidades do
, agente reticulante trimetacrilato de trimetilol propano (TMPTMA) e dos mon6meros
N,N-dimetilacrilamida (DMAA) e acrilato de 2-ciano etila (CEA) para estudar a
influéncia da composigdo na velocidade de liberagio do farmaco. Constatou-se que
0 tamanho dos poros nos hidrogéis além de ser fungdo da temperatura &
Caracteristico da composi¢io da matriz. O acetaminofeno foi imobilizado por
" aprisionamento fisico e por adsorgdo nas matrizes de poli(A-ProOMe) para o estudo
? da liberagdo “in vitro”. Imobilizou-se a insulina por adsorgdo no poli(A-ProOMe)

para o estudo da liberagdo do farmaco “in vivo”.
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L. INTRODUCAO

I.1 A ciéncia dos biomateriais

A ciéncia dos biomateriais envolve o estudo do desenvolvimento dos
materiais dirigido para sanar problemas na area bioldgica e médica mobilizando a
pesquisa basica, aplicagdo de tecnologia avangada, considera¢es éticas e
envolvimento da industria.' Os pesquisadores desta é4rea necessitam estar
familiarizados com disciplinas como: quimica, fisica, biologia, medicina e conceitos
de engenharia necessarios para desenhar e avaliar materiais que substituirdo tecidos
ou 0rgdos ou que exercerdo alguma fungdo bioldgica. Mais do que qualquer outro
campo atual de tecnologia, a ciéncia dos biomateriais carrega juntos pesquisadores
com diferentes formagdes que devem ter um total intercAmbio caracterizando-a

como interdisciplinar.

Apesar do estudo dos biomateriais ser considerado um campo novo existem
indicios de sua existéncia na historia antiga. Os romanos, chineses e astecas usaram
o ouro na odontologia a mais de 2000 anos atras. Olhos de vidro e dentes de
madeira e pedras semi preciosas também foram usados muito tempo atras. A partir
de 1800 iniciou-se a utilizagdo dos metais para substituir os 0ssos por meio de
cirurgias."? No curso deste século, em 1930, com o inicio da indéstria do plastico,
iniciou-se 0 uso dos polimeros para inimeras aplicagdes. Sua facilidade de
fabricagdo e dominio imediato no mercado levou a implantagio de muitos ensaios, a
maioria deles, originados da recente descoberta da toxicologia destes materiais
utilizados como biomateriais que foram condenados pelas falhas. O poli(metacrilato
de metila) (PMMA) foi introduzido na odontologia em 1937. Durante a II Guerra
Mundial, fragmentos de PMMA, provenientes das cabines dos avides, encontrados
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nos olhos dos aviadores, sugeriram que alguns materiais podiam provocar somente
uma suave reagdo a corpos estranhos. Logo ap6s o Vinion N, utilizado como roupas
de para quedas, foi modificado por enxertia resultando em um material utilizado
para protese vascular em 1958, chamado de Dacron.'? Em 1960 o PMMA,
polietileno de alta densidade (HDPE), e ago foram obtidos para reposigdo total do

osso iliaco.!

Enquanto as aplicagdes dos materiais sintéticos expandiram-se muito, o
termo biomaterial ndo encontrou um denominador comum. Em 1975 houve a
formagdo da Sociedade de Biomateriais apos o grande sucesso cientifico constatado

no simposio de biomateriais realizado na Universidade de Clemson em 1960 e
1970."

A ciéncia dos biomateriais é uma area de avancada tecnologia onde um
grande nimero de termos novos sdo introduzidos ou mesmo inventados. Devido o
namero crescente € a controvérsia em relagdo ao uso destes termos, se tornou
importante definir os mais importantes € fundamentais.” Como muitas definigdes
foram sugeridas para biomateriais no decurso de seu desenvolvimento, uma
defini¢do foi endossada por pesquisadores durante um simposio, “Consensus
Conference of the European Society for Biomaterials”, realizado em Chester na
Inglaterra, em 1987. A partir dai definiu-se biomaterial como um material ndo

vivente usado em dispositivos, com a inten¢do de interagir com o sistema

biologico.?

Os biomateriais foram colocados a parte dos materiais explorados na ciéncia
dos materiais. Os materiais que sdo classificados como biomateriais sdo: metais,

cerdmicas, polimeros, vidros, carbonos e compésitos.’

Segundo COOKE (1997)* os materiais utilizados para desenvolver a maioria
das estruturas sio divididos em 3 classes: metais, cerdmicas (incluindo vidro) e

polimeros. Estes materiais possuem muitas propriedades: mecanica, quimica,



térmica, acustica, Otica, elétrica ¢ magnética. Para a maioria das aplicagGes como

biomateriais, duas destas propriedades sdo de grande importincia: a resisténcia
mecanica e a reatividade quimica. A dependéncia da propriedade mecanica da
microestrutura ¢ muito grande, sendo que um dos objetivos fundamentais da ciéncia
dos materiais ¢ controlar as propriedades mecénicas por meio da modificagdo da
microestrutura, mobilizando estudos ao redor dos ensaios que determinam estas

propriedades, bem como a obtengdo destes materiais.

Os polimeros sdo considerados os materiais mais importantes ¢ dominantes
na area dos biomateriais, devido a possibilidade de obtengdo dos mesmos com uma
variada composigdo e propriedades, desde os résistentes mecanicamente sistemas
hidrofébicos, até os sistemas altamente hidrofilicos, originando biomateriais macios
quando em contato com os fluidos fisiologicos. Além disto, suas propriedades
podem ser manipuladas por meio de convenientes modificagGes estruturais e ainda

pode ser moldado utilizando-se baixas temperaturas.>®

Os hidrogéis sdo considerados de grande interesse na area dos biomateriais.
Sdo estruturas poliméricas reticuladas ¢ expansiveis em agua produzidos por meio
de reagdes simples de um ou mais mondémeros ou por meio da associagdo de
ligagdes como as ligagdes de hidrogénio e interagdes de van der Waals que atuam
como reticulantes entre cadeias de homopolimeros ou copolimeros hidrofilicos.”
Apés o trabalho marcante de WICHTERLE & LIM (1960)® onde descrevem a
importincia do hidrogel poli(metacrilato de 2-hidroxietila) (HEMA) como um
excelente material para aplicagdo em lentes de contato, os hidrogéis tem recebido
uma aten¢do marcante nos ultimos 30 anos, devido a possibilidade de sua aplicagéo
dentro da biomedicina. O livio d¢ ANDRADE (1976)° revisa alguns dos melhores
trabalhos disponiveis antes de 1975, que relatam a aplicagdo dos hidrogéis na area
biomeédica. O livro mais recente sobre hidrogéis é o de PEPPAS (1987)'°que relata a
Preparagio, estrutura e caracterizagdo dos hidrogéis além de trabalhos mais recentes

sobre algumas de suas aplicagdes.
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1.2 Uso da radiacdo ionizante na obtencio de materiais poliméricos para

aplicacdo na biomedicina.

Como mencionamos anteriormente, a classe dos polimeros ¢, de longe, a
mais dominante e importante na obtengdo dos biomateriais e a radiagdo ionizante
tem uma capacidade unica de iniciar as reagdes de radical livre e iOnicas neste
materiais orginicos, sem a necessidade de adicionar catalisadores ou calor.
Portanto, novos polimero ou novas formas de polimeros podem ser sintetizados, ou
mesmo, polimeros, ja existentes, podem ser modificados por meio de um processo
relativamente simples, sem a adigdo de aditivos e a temperatura ambiente, tudo isto
com um potencial de esterilizagdo simultanea. Também é citado, por autores como
HOFFMAN (1981)'"'2, KAETSU (1995)'*'* ¢ CARENZA (1992), em seus
trabalhos de revisio, que uma das vantagens da utilizagdo desta técnica € a
possibilidade de irradiar materiais resfriados encontrando-se no estado vitreo. Isto
ajuda a obter novos biomateriais contendo atividades biologicas especificas.
Portanto, imobilizagdo de enzimas, anticorpos, farmacos, células, etc., pode ser

obtida durante o processamento de materiais por radiagdo.

Segundo HOFFMAN (1981)”’12 os sistemas de obteng@o de biomateriais por

radiagdo dividem-se em trés grandes grupos:
i. Enxertia de mondmeros e polimeros
a) Enxertia na superficie e enxertia na massa,
b) Imobilizagdo de espécies biologicamente ativas em copolimeros
enxertados.

1. Polimerizagdo por radiagéo

a) Monomeros ( incluindo reticulantes);

b) Mondmeros e polimeros;




¢) Mondmeros mais espécies biologicamente ativas (imobilizagdo durante a

polimerizagio).
iii. Reticulagdo por radiagdo

a) Mondmeros ( incluindo reticulantes);
b) Mondmeros e polimeros; i

¢) Monomeros mais espécies biologicamente ativas (imobilizagdo durante a

polimerizagdo).

Segundo KAETSU (1995)*'* pesquisa neste campo classifica-se em duas

areas de acordo com o objetivo da aplicagdo biomédica:
i. Sintese de polimeros biocompativeis;

ii. I[mobilizagdo de biocatalisadores e células para diferentes tipos de bioreatores e

i sistemas analiticos.

Anteriormente uma divisdo da quimica das radiagdes foi sugerida por
CARENZA (1992)" tanto para imobilizagdo de biocomponentes quanto para a

obtengdo de materiais biomédicos:

1. Sintese de géis poliméricos (hidrogéis) usados para imobilizagdo de espécies

ativas nos sistemas de liberagio controlada de farmacos;
1. Modificagdo de materiais poliméricos.

O processo de radiagdo na obtengdo de biomateriais poliméricos é uma

tecnologia ja bem desenvolvida e explorada.'”'® Devido a grande versatilidade da

tecnologia da radiagio na obten¢do dos materiais poliméricos, pesquisadores de
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todas as partes do mundo utilizam a quimica das radiagdes na polimerizagdo

. . . v . , 6
desviando seus interesses da pesquisa basica para a aplicada nesta area."™’

1.3 Sistemas de liberacio de firmacos

O desenvolvimento de novos sistemas que liberam farmacos de uma maneira
controlada, tem desencadeado uma mudanga revolucionaria na administragdo das
dosagens uma vez que essa tecnologia tem o objetivo de prolongar a agdo dos
farmacos. O primeiro produto a ser langado no mercado, com a intengdo de
prolongar a a¢do do farmaco minimizando a freqii€ncia entre as doses, foi o
“Spansules” entre 1940 e 1950."” A partir de 1960 houve um grande aumento de
pesquisadores trabalhando para desenvolver esses produtos.”” Desde entdo um
grande numero de termos tem sido usado para referir o prolongamento da duragdo
da agdo de um farmaco. Alguns dos termos encontrados na literatura sdo: agdo
prolongada, agdo repetida, liberagdo cronometrada, liberagdo programada, longa

duragio, “depot”, agdo lenta, liberagdo lenta, e liberagdo controlada."®

Segundo varios autores, os sistemas de liberagdo de farmacos sdo divididos
em duas grandes categorias: sistemas de liberagdo controlada de farmacos e sistemas
de liberagdo dirigida de farmacos.>'*** A diferenga entre a definigdo de liberagéo
controlada e a liberagdo dirigida de farmacos é baseada na relagdo entre o sitio da
liberagdo do farmaco e o sitio da agdo do farmaco. Sistemas de liberagdo controlada
liberam o farmaco dentro da circulagdo sistémica a uma velocidade predeterminada.
Enquanto que sistemas de liberagdo dirigida atuam no sitio de agdo ou muito

proximo. Portanto, o sitio de liberagdo do farmaco e o sitio de agdo do farmaco ndo

sd30 0s mesmos, 2>

Sisternas de liberagdo dirigida de farmacos atuam como mecanismos de

liberagdo no sitio de agdo, apresentando a vantagem de proporcionar uma grande

_ . :



concentragdo do farmaco no local desejado evitando uma distribuigdo por todo o

. 20,23
organismo.

O termo liberag@o controlada refere-se a sistemas de liberagdo de farmacos
que fornecem um progndstico de liberagdo modelo (padrio), o qual podera ser

alcangado controlando as varidveis que governam a velocidade de liberagdo do

farmaco de um dado sistema.'”>

A ciéncia que envolve os sistemas de liberagdo de farmacos também é
altamente interdisciplinar sendo necessario alcangar uma boa cooperagdo entre os
seguintes  profissionais: quimicos das macromoléculas, farmacéuticos,
farmacologistas, médicos e biologistas.'”'*? Este trabalho representa bem esta

idéia da interdisciplinaridade da area de desenvolvimento dos materiais.
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Figura 1. Vanagdo da concentragdo de farmacos no plasma do sangue em fungéo do
tempo indicando o indice terapéutico.”* (T sistema convencional de

administragdo, ( "7 ) sistema convencional de administragio, ( )
sistema de liberagdo controlado de farmacos.

A grande vantagem dos sistemas de liberagdo controlada pode ser observada

na representagdo do esquema da figura 1, que representa a diferenca entre a
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mudanga da concentragio do farmaco no plasma entre uma administragdo

convencional e uma, por liberagio controlada.”*

Para toda substincia farmacologicamente ativa atuando no organismo
existem duas concentragdes limites que, normalmente, sio bem conhecidas e
dependem da natureza do farmaco e da sua interagdo com o organismo. Nas duas
situagdes limites encontram-se a concentragdo minima efetiva, abaixo da qual as
doses administradas ndo tem valor terapéutico, de maneira que o farmaco néo
expressa sua eficiéncia, e a concentragdo maxima efetiva, acima da qual o farmaco
causa o aparecimento de efeitos colaterais entrando em uma faixa considerada
toxica. Portanto, a dose de um determinado farmaco deve sempre estar dentro desta

: x gy AL 172024
faixa de concentragdo que chamamos de indice terapéutico.'’ >

Os sistemas poliméricos de liberagdo controlada de farmacos podem ser
classificados conforme o mecanismo de agdo, de maneira que se encontram variadas
propostas para os diversos dispositivos sugeridas por varios autores'®'***% de

forma que reunimos as informagdes e citamos abaixo algumas delas:

Tabela 1. Classificagio dos sistemas de liberagdo de farmacos.

) TIPOS DE SISTEMAS MECANISMOS DE LIBERACAO
Controlado pela difusdo

* Sistemas tipo reservatorios difusdo por meio de membranas

¢ Sistemas tipo matrizes difusdo por meio de polimeros em massa
Controlado quimicamente

* Sistemas biodegradaveis biodegradagdo ou biodegradagio difusao

e Sistemas de farmacos hidrolise do grupo lateral e difusdo

poliméricos

Controlado pelo solvente

* Sistemas osmoéticos transporte da Agua por osmose por meio de

membrana semi permeavel

* Sistemas de expansio penetragio da 4gua em polimeros vitreos
Regulados

® magneético ou ultra som aplicages externas de campos magneticos ou ultra

e — som
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1.3.1 Farmacos poliméricos

Os sistemas de liberagdo controlada quimicamente compreendem os
polimeros com atividade farmacologica e também substincias nas quais farmacos
conhecidos estdo ligados por meio de ligagdes covalentes na cadeia polimérica. O

termo farmaco polimérico tem sido usado desde o 173° Encontro Nacional da

Sociedade de Quimica Americana em 1977.?

A sintese de farmacos poliméricos que liberam compostos ativos envolve

7
alguns aspectos como”*":

¢ 0 tipo de cadeia principal macromolecular;
e a natureza quimica da ligagdo com a substincia ativa (farmaco);

e a natureza das unidades ndo ativas, as quais para terem sua solubilidade

aumentada, normalmente adicionam-se outros componentes por

copolimerizag3o.

RINGSDORF (1978)*° desenvolveu um trabalho pioneiro preparando um
modelo a partir de mondmeros acrilicos que gerou varios trabalhos de outros
autores. Seu modelo mostra que é possivel projetar um farmaco polimérico onde

cada 4rea da cadeia polimérica terd uma fungio especifica como mostra a figura 2.

A cadeia principal ¢ a parte do polimero que pode ou nio ser degradada no
meio bioldgico. Para uma aplicagdo parenteral a cadeia polimérica deve ser
degradavel ao meio, enquanto que quando administrado via oral é uma vantagem ter
uma cadeia ndo degradavel ao meio, somente a substincia ativa quando liberada ¢
absorvida. Com este proposito constatou-se que o polivinil e o poli(vinilideno) sdo
bastante interessantes pois sdo quimicamente inertes de maneira que ndo se espera
qué reajam com componentes normais do meio fisiologico, portanto, sdo

considerados nzo degradaveis. Também existem muitas informagdes sobre a sintese
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destes polimeros e de seus copolimeros, mais do que qualquer outro polimero

v rye » 3
smtenco.5’19 21.2

Figura 2. Representagdo esquematica de um farmaco polimérico. A.
Unidade solubilizante. B. Ligagdo quimica que pode ser clivada.
H. Transportador; S. Grupo espagador € D. Farmaco.”

As ligagdes que unem o farmaco a cadeia polimérica ndo devem ser estaveis
ao meio permitindo uma liberagio pela hidrolise da substancia ativa. As ligagdes
ésteres sdo as primeiras a serem utilizadas quando a estrutura da droga permite

contendo grupos hidroxilicos ou mesmo carbonilicos.>!> %%

SAN ROMAN e col. trabalham na preparagdo de farmacos poliméricos
seguindo o modelo sugerido por Ringsdorf. Sintetizam e estudam o comportamento
farmacolégico de sistemas conjugados poliacrilicos por meio da homo e
copolimerizagdo de ésteres metacrilicos € metacrilamidas com farmacos analgésicos
e antipiréticos como o acetaminofeno, também denominado paracetamol ou 4-
hidroxiacetanilida, ibuprofen ¢ a aspirina.s’w’30 O 4-metacrilato de acetanilida
(MOA) foi sintetizado pela reagdo do acetaminofeno com o cloreto de metacriloila,
como podemos ver no esquema da figura 3, segundo a reagdo de Schotten-
Bauman.’ Por meio deste passo foram preparados varios mondmeros de ésteres

metacrilicos contendo farmacos ligados quimicamente. Estes por sua vez foram

I
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polimerizados para a obtengdo dos farmacos poliméricos.>?’> Alguns destes
compostos foram testados por meio do comportamento hidrolitico em meio alcalino
bem como foram feitos testes preliminares para verificar a atividade da agdo
antiinflamatdria, antipirética e ulcerogénica em ratos, onde constataram grande

potencial para aplicagdes farmacolégicas.*®’

i
CH3CNH OH Acetaminofeno

+
CHy
CH;C.
£=0
Cl l H>O \Dioxano

Cloreto de NaoH ©°C

metacrioloila

MOA

Figura 3. Sintese para a preparacdo do derivado acrilico do acetaminofeno, 4-
metacrilato de acetanilida (MOA).’

Com base nesses estudos um dos nossos objetivos foi sintetizar e caracterizar
derivados acrilicos do acetaminofeno, um farmaco analgésico e antipirético, e obter
copolimeros com a N,N-dimetilacrilamida (DMAA). O acetaminofeno foi usado
como grupo lateral tendo uma ligagdo éster com os copolimeros. A obtengdo desses
copolimeros seguiu 0 modelo universal de Ringsdorf, polimerizando via radical

livre os correspondentes monémeros por meio de radiagdo ionizante e que foram

caractenzados por espectrometria de RMN de 'H e 1>C, como veremos mais adiante.




1.3.2 Hidrogéis

Segundo PEPPAS & KORSMEYER (1987)*® na classificagdo dos sistemas
de liberagdo controlada, os hidrogéis compreendem-se dentro da categoria de

sistemas controlados pelo solvente.

Neste tipo de sistema de liberagio o agente ¢ disperso no polimero
hidrofilico, que se encontra no estado vitreo quando seco, porém quando em contato
com a agua, expande-se. Como a difusdo das moléculas na matriz € extremamente
lenta, quando esta encontra-se no estado vitreo ndo ocorre liberagdo. Quando este
material é colocado em um meio aquoso, a dgua penetra na matriz COmo uma
conseqiiéncia da expansdo, e a temperatura de transi¢do vitrea do polimero ¢

diminuida abaixo da temperatura ambiente e o farmaco difunde-se do polimero."”

O termo gel é usado para descrever um estado da matéria que se encontra
entre o liquido e o solido.”® Até hoje muitas defini¢des sdo utilizadas pelos autores
na tentativa de chegar a uma defini¢io mais precisa para hidrogel. A definigdo mais
usada para um hidrogel na area dos sistemas de liberagdo ¢ que ¢ um material
polimérico reticulado que tem a capacidade de expandir-se na agua sem dissolver-

se, e reter agua dentro de sua estrutura.”***

Nestes sistemas as matrizes sdo constituidas por polimeros hidrofilicos
reticulados com mondmeros vinilicos tetrafuncionais ou acrilicos, ou,

alternativamente, por copolimeros biocompativeis compostos por mondmeros

hidrofilicos e hidrofébicos.!>**

Segundo RATNER & HOFFMAN (1976)* os hidrogéis sdo os materiais que
mais se parecem com os tecidos vivos em suas propriedades fisicas, do que qualquer
outra classe sintética de biomateriais. Assemelham-se por sua quantidade de agua,
sua maciez, consisténcia elastica e sua superficie também similar a suavidade dos

tecidos vivos. Baseados nestas propriedades podemos citar duas vantagens destes
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materiais para sua utilizagdo como biomateriais: a natureza expandida dos hidrogéis
e a permeabilidade a pequenas moléculas, permitindo a total extragdo de dentro da
rede polimérica dos produtos de decomposi¢do de iniciadores de reagdo, moléculas
de solvente da polimerizagdo e outros materiais estranhos, antes que o hidrogel
venha a ser colocado em contato com os tecidos vivos. A segunda vantagem € a
consisténcia macia ¢ elastica da maioria dos hidrogéis que contribuem para sua

biocompatibilidade, minimizando a irritagio mecanica nos tecidos e células
vizinhas.*'

A possibilidade das moléculas de diferentes tamanhos difundirem-se para
dentro e para fora dos hidrogéis (processo de liberagdo), adiciona-se uma nova
alternativa para o uso destes materiais, secos ou expandidos, como sistemas de
liberagdo ndo somente por vias de administra¢do oral, mas nasal, bucal, retal,

vaginal, ocular e principalmente parenteral.***!

Existem 3 formas de se preparar hidrogéis para imobilizagdo de farmacos e

. ’ 6
biomoléculas:’

1. polimerizagdo em massa;
il. enxertia nas superficies;

ni. conversdo de polimeros ja existentes.

Na polimerizagdo em massa muitos mondmeros vinilicos podem ser
utilizados para sintetizar hidrogéis como os metacrilatos, derivados de acrilamidas,
N-vinil pirrolidonas, e acrilicos.'5% Normalmente, na sintese de obtengdo de
hidrogéis utiliza-se pequenas quantidades de mondmero reticulante e a reagdo pode

ser iniciada por iniciadores quimicos, radiagdo gama, beta ou ultravioleta.*®

Existem varias técnicas de imobilizagdo de farmacos e biomoléculas dentro

de hidrogéis. Estdo incluidas o aprisionamento fisico, a atragdo eletrostatica, a
16,46,47

adsorgio fisica e a ligagdo quimica.
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O método de imobilizagdo por aprisionamento baseia-se na oclusdo das
moléculas dentro do hidrogel o qual tem uma estrutura suficientemente compacta
ndo deixando as espécies difundirem-se rapidamente para o meio. Este
aprisionamento ndo ¢ permanente de maneira que a liberagdo das espécies ocorrera
para o meio. A vantagem deste método € que se trata de uma técnica simples
podendo-se utilizar varios tipos de moléculas e ndo causa mudangas na estrutura das
espécies imobilizadas. O aprisionamento é obtido durante a reagdo de polimerizagao

do hidrogel podendo ser iniciada por radia¢do.*’:*®

A utilizag@o da radiagdo como iniciadora da polimerizagdo dos hidrogéis e

.. . - -14,47
aprisionamento de especies tem vantagens como:“ 14.47.48

i. ndo causa a desativagdo de biomoléculas;

1. pode-se usar solugdes super resfriadas durante a polimerizagdo eliminando o
problema do aquecimento durante a reagdo, beneficiando a utilizagdo de
espécies mais sensiveis;

1. pode-se obter uma grande variagio na textura das estruturas e porosidade.

No método de imobilizagdo por adsorgdo fisica existem duas liga¢des
possiveis para as espécies dentro do hidrogel, a ligagdo de hidrogénio e a ligagdo
resultante da interagdo carga-carga e também as interagdes hidrofébicas acontecem.
Este método, também relativamente simples, é aplicado depois que o hidrogel foi
sintetizado. O hidrogel é colocando em contato com uma solug¢do que contém a

espécie a ser imobilizada. E um método bastante utilizado.*>>°

Os hidrogéis podem ser divididos em duas categorias os hidrogéis
convencionais e os hidrogéis responsivos. Os hidrogéis responsivos tem as mesmas
caracteristicas dos convencionais como também sio materiais cujas caracteristicas,

principalmente de expansio e contragio, mudam em resposta a estimulos

especificos do meio como temperatura, pH, for¢a idnica, luz, campo elétrico e
outros.

51-55
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Os hidrogéis responsivos estdo classificados dentro da classe de polimeros
inteligentes e apresentem uma drastica mudanga nas caracteristicas em fungdo de
pequenos estimulos de ordem quimica ou fisica. Os polimeros inteligentes também

~ . , . . . 42,52-54
sdo chamados de ativos, estimulo-responsivos, sensiveis ao meio.**’

1.3.2.1 Hidrogéis termossensiveis

Hidrogéis termossensiveis sdo aqueles cujas caracteristicas de expansdo e

contragio sdo uma fungdo drastica da temperatura.’*>®

Quando um hidrogel expandido em agua é estimulado a contrair-se ele
podera expelir para fora a 4gua contida nos poros, tornando-se opaco, mais firme e
diminuindo seu tamanho. Pode-se desfrutar de uma vantagem desta mudanga de fase
para inimeros usos. Um grande numero de trabalhos de pesquisas estdo
direcionados para estes sistemas procurando alcangar novos materiais no
desenvolvimento de biomateriais incluindo os sistemas de liberagdo controlada de |
farmacos. Farmacos, enzimas e anticorpos podem ser imobilizados em hidrogéis

termossensiveis, por imobilizagdo fisica ou mesmo quimica.**"°

Os hidrogéis termossensiveis contém na sua rede polimérica grupos de
afinidades muito distintas. Quando a temperatura da solugdo em que se encontram
aumenta, as ligagdes de hidrogénio diminuem e a hidratagdo da rede também,
favorecendo as interagdes entre os grupos hidrofébicos, causando uma contragdo da
rede polimérica. A contragdo descontinua nos hidrogéis termossensiveis, que

‘ caractenza uma mudanga de fase, ocorre subitamente em uma dada temperatura.

A termossensibilidade de alguns hidrogéis pode ser negativa, ou seja, a
passagem do estado expandido para o estado contraido ocorre mediante

aquecimento. passando por uma transi¢do de fase de primeira ordem, resultante de

{
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uma contribuigdo predominantemente entropica, que caracteriza o gel como sendo
um sistema de solugdo de temperatura critica inferior (LCST).*"®" Estudos
revelaram que se pode mudar a LCST de um hidrogel, a velocidade de expansio e
contragdo ¢ a velocidade de permeagdo dos hidrogéis, variando-se o balanceamento

entre grupos hidrofilicos e hidrofobicos na cadeia polimérica.®'6%646%67.70-75

Um hidrogel termossensivel pode adquirir varias dimensdes dependendo da
temperatura que se encontra. Observa-se que o mecanismo de funcionamento destes
hidrogéis, como sistemas de liberagdo controlada de farmacos, pode ocorrer de
modos diferentes em fungdo da sua LCST representado na figura 4, como veremos a

seguir:®’

A liberagdo do agente ativo de um hidrogel expandido 4 T< LCST quando
colocado em um meio aquoso a T< LCST.
Este processo esta representado na figura 4, a liberagdo do farmaco ocorre por

meio de difusdo.

* A liberagdo do agente ativo de um hidrogel expandido 4 T< LCST quando

colocado em um meio aquoso a T> LCST.

Neste processo o farmaco ¢é liberado tanto por difusdo quanto pela agdo mecanica

de contragdo do hidrogel.

A liberagdo do agente ativo de um gel seco quando colocado em um meio aquoso
a T> LCST.

O hidrogel tera uma fase inicial de hidratagdo com concomitante difusdo do

farmaco caracterizada pela velocidade baixa e constante.

A liberagio do agente ativo de um gel seco quando colocado em meio aquoso a
T<LCST.
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O hidrogel terda uma fase inicial de hidratagdo com concomitante difusdo do

farmaco.

A figura 4 abaixo mostra os diferentes processos de liberagéo:

= ]
[
]
]
Implante ou .
ingestio .
Implante ou
Ingestio
(37°C>LCS) . o
" R 30
S CIOog .
m sofvente @ O .
[ ]
]
. .. e g [ ]
o 5 — ol
—> 0,
(T<LCST) Implante .
Gel seco Y (37°C<LCSTY
Y Aquecimento
Implante ou (40°C>LCST)
ingestio ¢ .
(37°C>LCST) ] O °
L ]

Figura 4. Esquema dos possiveis processos para a liberagio de componentes
biologicamente ativos de hidrogéis termossensiveis.5’

Recentemente, foi sintetizado via radiagdo de alta energia um novo hidrogel
termossensivel com propriedades altamente biocompativeis, chamado poli(éster
metilico de acriloil-L-prolina), poli(A-ProOMe).”® O hidrogel foi obtido a partir de
um mondmero derivado da acriloila com um o-amino acido (prolina) como grupo
lateral (A-ProOMe) (figura 5). Esta sintese foi inspirada a partir da observagdo e
conhecimento de que no organismo vivo existem varios sistemas de sensores a
estimulos externos com respostas funcionais, como os amino 4cidos, acidos
nucleicos ¢ lipidios, os quais exercem um papel essencial na manifestagdo de

respostas funcionais no metabolismo fisiologico.”*®' Anteriormente, YOSHIDA e
col. (1991, 1994)82383

sintetizaram derivados do N-acriloila e do N-metacriloila
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tendo como resultado hidrogéis portadores de L-prolina, alanina e glicina, onde
mostraram um comportamento de expansdo-contragdo reversivel quando submetidos

a mudangas de tempv.:ratura.83

oA

N

O~cms

Figura 5. Formula estrutural do mondémero A-ProOMe.

Com base nos estudos de MARTELLINI e col. (1998)84 obteve-se hidrogéis
via radiagdo ionizante a partir do monémero A-ProOMe, onde propdem-se variagoes
na formulagdo, como agente reticulante € o balanceamento hidrofilico/hidrofébico.
O monémero foi doado pelo Departamento de Desenvolvimento de Materiais do
Instituto das Radiagdes de Takasaki, do JAERI, Japéo, sob responsabilidade do Dr.
Masaru Yoshida.

Foram imobilizados farmacos como o acetaminofeno e a insulina em alguns
dos hidrogéis que foram testados com ensaios de liberagdo. Os ensaios preliminares
de liberagio da insulina em ratos foram realizados no Instituto de Ciéncias
Farmacéuticas de Padova, Italia, sob orientagdo do Dr. Paolo Calicetti. Este ensaio €

resultados serdo discutidos mais adiante.
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1.3.2.2 A estrutura da dgua dentro dos hidrogéis

Existem vérios motivos pelos quais ¢ de grande interesse a natureza das
interagdes da agua com os polimeros. No entanto dois sdo os principais: a interagdo

ser um processo inteiramente biolégico e a interagdo 4gua-polimero ser fundamental

na performance de um produto comercial ®’

A agua exibe propriedades diferentes em situagdes diferentes. Solugdes
aquosas diluidas mostram modificagdes significativas na estrutura e nas
propriedades quando comparadas a agua normal. Em solugdes concentradas como
nos hidrogéis ou mesmo fluidos fisiologicos, peicebem—se modificagdes variadas e

mais expressivas na estrutura e nas propriedades da agua.®

A estrutura que a 4gua assume dentro dos hidrogéis usados no
desenvolvimento de sistemas de liberagdo de farmacos, também ¢é de grande
importancia, pois a maioria dos farmacos encontra-se dissolvida na 4gua presente

em um hidrogel, de maneira que suas propriedades interfaciais influenciam na

: ~ 4
aplicagdo dos mesmos.*

JHON & ANDRADE (1973)%, langaram um trabalho pioneiro trazendo um
levantamento bibliografico das teorias sobre o comportamento da agua. Os autores
assoclaram o comportamento especial da agua nos tecidos biologicos e nos
hidrogéis, demonstrando a capacidade da agua de se estruturar no seu interior e
citando uma nova hipétese de que a agua apresenta-se em 3 formas diferentes.

‘ Atualmente foi comprovada a estrutura que a agua assume dentro dos hidrogéis a
partir de dados experimentais obtidos por métodos de ressondncia magnética
nuclear, medidas dielétricas e pela capacidade calorifica.®> Inimeros trabathos
tfazem interpretagdes termodindmicas e outros argumentos também baseados em

dados CXperimentais, mostrando a presen¢a de um grau de reorganizagdo da agua
87-94

den . . . .
tr0 ¢ nas superficies destes sistemas poliméricos reticulados.
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Quando um hidrogel comega a absorver agua, a partir do estado seco, as
moléculas de agua, inicialmente, hidratam as partes mais polares, os grupos
hidrofilicos e os grupos ligados aos hidrogénios. A 4gua que exerce este tipo de
interagdo com o polimero di-se o nome de “agua ligada primaria”. Apds estes
grupos serem hidratados, as cadeias poliméricas comegam a se expandir, € como os
grupos hidrofobicos estdo expostos as moléculas de agua interagem com elas,
gerando um baixa entropia resultante desta interagdo. O efeito ¢ como se a dgua
“revestisse” os grupos vizinhos aos que esta ligada. A agua que interage com os
grupos hidrofébicos ¢ freqiientemente chamada de “agua ligada secundaria”. Estes
dois tipos de agua estdo, freqiilentemente, combinados e sdo simplesmente chamados
de agua ligada. Quando todas estas interagdes da agua com a cadeia polimérica
estdo completas, entdo a rede polimérica comega a embeber mais agua causando
entdo a expansdo até o equilibrio. Alguns autores chamam esta agua de agua livre
ou normal, enquanto outros autores subdividem em agua intermediaria, a qual existe
em uma zona entre a dgua ligada e a agua livre. A agua livre preenche o centro dos
poros, macroporos ou lacunas. A continuagdo da expansdo de um hidrogel se da
devido a forga osmotica, que por sua vez, recebe uma forga contraria proveniente da

retragdo elastica da rede polimérica até o equilibrio de expansdo ser atingido.***”!

A quantidade e a caracteristica da agua absorvida por um hidrogel tem
importancia na permeagdo do soluto dentro e fora do hidrogel. O tamanho médio, a
distribuigdo dos poros e a interconexdo entre eles também sio fatores de
importincia na permeagio do soluto através de um hidrogel. Estes ultimos fatores

530 mais influenciados pela composi¢do e densidade de reticulagio da rede

polimérica do hidrogel. *?

Os ensaios por calorimetria exploratoria diferencial com o intuito de
caracterizar alguns hidrogéis foram feitos no Centro de Estudos da Fisica das
Macromoléculas, Departamento de Quimica da Universidade de Bolonha, Italia sob

a orientagio da Dra. Gianna Cojazzi.
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II. OBJETIVOS

Um dos objetivos deste trabalho compreende a sintese dos sistemas
poliméricos derivados do A-ProOMe que apresentam LCST, variando-se o carater
hidrofilico e hidrofébico através da polimerizagdo em massa por radiagdo ionizante
seguindo as técnicas sugeridas por XIN e col.(1992)* e CARENZA e col. (1994)".
Na obteng¢@o dos géis copoliméricos, constituindo uma das contribui¢des originais
do trabalho (MARTELLINI e col. (1998)*") foram utilizados os seguintes
mondmeros: N,N-dimetilacrilamida (DMAA), acrilato de 2-ciano etila (CEA)e o
trimetacrilato de trimetilol propano (TMPTMA) como agente reticulante. Foi feita
também a incorporagdo de compostos ativos em algumas matrizes, como o 4-
hidroxiacetanilida (acetaminofeno) e a insulina. O acetaminofeno foi utilizado como
um farmaco modelo para testar os hidrogéis como sistemas de liberagdo controlada

e fol incorporado segundo técnicas descritas por DONG e col.(1990)°°, YOSHIDA e
col. (1991)"° e GOMBOTZ e col. (1987)'°.

A caracterizagdo dos hidrogéis copoliméricos envolveu a determinagdo do
grau de expansdo em varias temperaturas avaliando a capacidade de absorgdo de
agua e portanto, da difusdo do solvente e soluto. A estrutura das superficies dos
hidrogéis em diferentes temperaturas foi acompanhada por microscopia eletrénica
de varredura (MEV) de modo a explicar o comportamento dos materiais, de acordo
com técnicas sugeridas pelos autores HOFFMAN (1987)" MIYAJIMA e col.
(1993)” A estrutura da agua no interior dos hidrogéis e¢ a quantificacdo dos
diferentes tipos foi observada por calorimetria exploratéria diferencial (DCS) e

relacionada com a estrutura interna dos hidrogéis. Estes dados também contribuiram

Para a originalidade do presente trabalho, tendo sido submetidos a um periddico
intemacional%,

A liber3950 do acetaminofeno e da insulina relaciona a velocidade de
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liberagdo em fungdo da composigdo dos hidrogéis. O método empregado para a
dosagem do acetaminofeno por espectrofotometria em ultravioleta (UV) foi descrita
por MIYAJIMA e col. (1993)”. Estes dados também originais constituiram um

outro trabalho que foi enviado para publicagdo em um periédico internacional””.

O outro objetivo consistiu na sintese de derivados acrilicos do acetaminofeno
para a preparagdo de sistemas copoliméricos via radiagdo ionizante, que contém o
farmaco acetaminofeno ligado covalentemente & cadeia principal, e no

acompanhamento de sua liberagdo em meio alcalino e enzimatico.

Inicialmente, sintetizou-se 0 mondmero acrilato de 4-acetanilida, o (AOA),
que € um derivado do acetaminofeno. Esta sintese baseou-se no estudo desenvolvido
por SAN ROMAN & MADRUGA (1989)*, por meio de uma modificagdo da
reagio de Schotten-Bauman’®. O mondmero foi caracterizado por espectrometria de

A s o 1
ressonancia magnética nuclear de 'H e "°C.

Para a caracterizagdo dos copolimeros utilizou-se 0 método de Fineman e
Ross (1949)”, para determinar as fragdes molares dos mondmeros nos copolimeros
¢ as razdes de reatividade para o sistema DMAA-AOQA, conferindo mais uma parte

original no trabalho.

A obtengdo destes copolimeros e o estudo da liberagdo do acetaminofeno

almejou verificar o potencial das matrizes como farmaco polimérico.

SOMIESAC NACIONAL DE ENERGIA NUCLEAR/SP  IPED
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III. PARTE EXPERIMENTAL

IIL.1 Sintese de copolimeros com o acetaminofeno como substituinte.

Foram descritas as sinteses do mondémero que continha o acetaminofeno
ligado quimicamente e posteriormente a copolimerizagio deste com a N,N-
dimetilacrilamida (DMAA). Este sistema foi- caracterizado ¢ a liberagdo do

acetaminofeno foi testada.

Obtencgéo do farmaco polimérico DMAA/AQA




B e A e S

e et

A% ¥ 7

i R e RN B R R T S R B D gy

A

3

111 1.1 Sintese do mondémero acrilato de 4-acetanilida AOA

Reagentes e solventes:
4-hidroxiacetanilida (acetaminofeno), Sigma Chemical Co.;
cloreto de acniloila, Aldrich Chemical Co.;
NaOH, Merck;
dioxano grau analitico, Nuclear;
metanol grau analitico, Merck;

acetona grau analitico, Merck.

Iniciou-se com a sintese de um mondmero acrilico derivado do farmaco
acetaminofeno, o acrilato de 4-acetanilida (AOA), com o intuito de posteriormente

copolimeriza-lo com um monémero hidrofilico, N,N-dimetilacrilamida, (DMAA).

H
CH5CNH OH Acetaminofeno
+
/
CH;C_
Cl H,0 \Dioxano
Cloreto de NaOH O°C
jacriloila
H
CHzC, (“)
(ﬁ‘ -O- H-C-CH,
)
AOA

Figura 6. Sintese para a preparacdo do derivado acrilico do acetaminofeno AOA.

O AOA foi sintetizado dissolvendo-se 0,1 mois de acetaminofeno em 150 mL
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de uma solugdo aquosa de hidroxido de s6dio a 5% e misturando-se 20 mL de
dioxano. A mistura foi feita em um baldo de trés bocas onde em uma das entradas
colocou-se um funil de separagdo. O funil de separagdo de 25 mL continha 0,2 mdis
de cloreto de acriloila, que foi adicionado 4 mistura gota a gota. A mistura foi
mantida a 0°C, sob constante agitagdo, durante a adigio do mondmero. A mistura

permaneceu por mais duas horas com controle constante do pH. A reagdo ¢

demonstrada a seguir na figura 6:

O AOA foi obtido sob forma de precipitado, portanto, o produto da reagdo
foi separado por filtragdo. Este foi purificado por cristalizagdo em agua duas vezes.
O produto solido filtrado foi seco a pressdo reduzida até peso constante. O

rendimento foi de 61%. O produto seco puro apresentou um ponto de fusdo de
143°C.

O AOA foi caracterizado por espectrometria de ressonincia magnética

nuclear de 'H e °C e infravermelho.

Os espectros de infravermelho foram realizados a temperatura ambiente com
a preparagdo de pastilhas de 200 mg de KBr, perfeitamente seco, € 0 monémero em
uma concentragdo de 100:1 respectivamente. O espectrofotometro utilizado foi o

Perkin Elmer 1310 a temperatura ambiente.
Os espectros de 'H e "’C foram obtidos no espectrometro utilizando-se

cloroférmio deuterado (CDCl;) como solvente, e trimetil sulféxido (TMS) como

composto de referéncia interna, em um espectrometro Brucker 300 (300MHz).

1l .2 Copolimerizagdo

Reagentes e solventes:
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N,N-dimetilacrilamida, Aldrich Chemical Co.;
N,N-dimetilformamida grau analitico, Nuclear;
éter etilico grau analitico, Merck;

metanol grau analitico, Merck;

acetona grau analitico, Merck;

A reagido de copolimerizagio entre AOA e DMAA foi realizada em presencga
de dimetilformamida DMF a temperatura ambiente. A concentragdo total dos
mondmeros na mistura da reagdo foi de 1 mol/L (tabela 2). As misturas foram
colocadas dentro de ampolas de vidro seladas sob alto vacuo apds a retirada do
oxigénio do meio reacional, uma vez que a .polimerizagﬁo foi induzida pela

radiagdo. As ampolas foram degasadas em uma linha de alto vacuo, com vacuo da

ordem de 10-3 mmHg, gerado por uma bomba mecanica de duplo estagio.

Tabela 2. Fragdes molares de entrada dos mondmeros AOA e DMAA na
alimentagio da reagdo de copolimeriza¢@o via radiagdo gama (dose 54
Gy).

MISTURAS = Fpmaa  Faoa  ™pmaa® maoa®  Vpmr@ml)  Vpmaa(ml)

1 0,85 0,15 3,66 1,34 435 3,30
2 0,70 0,30 2,65 2,35 38,5 2,76
3 0,50 0,50 1,63 3,37 32,0 1,69
4 0,30 0,70 0,86 4,14 29,0 0,89
5 0,15 0,85 0,38 4,61 26,4 0,40

A reagdo via radical livre foi induzida por radiagdo gama, proveniente de

uma fonte de *°Co da Yoshizawa Kiko Co., tipo panoramica, a uma taxa de dose de

A reagdo de copolimerizagdo pode ser representada da seguinte maneira
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(figura 7):

CszgH + CH2=ClH - —'CHZ_gH W CHZ—CI)H———

o (I,E:(c): Hy 0 Iizg Hy

CH,

L <4 L

H | H n n-1
COCH, COCH,

AOA DMAA poli(DMAA-co-AOA)

Figura 7. Sintese do polilDMAA-co-AQA).

Apos a irradiagdo os copolimeros foram precipitados em éter etilico. Os
copolimeros foram lavados sucessivas vezes com éter e apos solubilizados, para sua

transferéncia de recipiente. Logo apds o solvente foi evaporado com um rota
evaporador.

O grau de conversdo da polimerizagdo foi determinado gravimetricamente,

apos secagem dos copolimeros em vacuo até peso constante.

A caracterizagdo e a composi¢do dos copolimeros foi feita através de
espectrometria de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H em um equipamento

Varian Gemini 200 (200 MHz). Os espectros foram obtidos a temperatura ambiente
¢m solugdo de dimetilsuféxido DMSO-ds a 5% (p/v).

X
i
o
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I11. 2. Comportamento hidrolitico do sistema DMAA-AOA

Este trabalho teve a finalidade ndio s6 de sintetizar um polimero acrilico e
estudar suas caracteristicas, mas também o objetivo de poder preparar sistemas
macromoleculares com atividade farmacolégica em potencial, pela sua propria
funcionalidade e carater macromolecular, como pela sua capacidade de poder atuar
como um sistema de liberagdo contro}ada do farmaco propriamente dito
(acetaminofeno). Neste sistema de liberagdo, o farmaco se encontra ligado a
macromolécula através de ligagdes labeis que podem ser destruidas em condigdes

fisiologicas.

Para possibilitar a uniio de uma macromolécula a um farmaco utilizou-se
grupos funcionais ésteres como pontos de ligagdo. Por sua natureza, tais fungdes
podem ser hidrolisadas via quimica ou enzimatica através de mecanismos
biodegradaveis onde participam enzimas como tripsina, o-quimiotripsina, esterase,

: 19-21,24,28,29,100
lipases, et 1921242

O estudo do comportamento hidrolitico dos sistemas preparados, foram
realizados em condigdes padrdes, utilizando-se solugSes tampdes de pH 8.4
(H;BO3/KCl/NaOH), tampdo de Clark e Lubs!®, caracterizando um meio alcalino ¢
temperatura fisiologica (37°C). Também analisou-se a hidrélise em meio enzimatico
utilizando tampdo de Sorensen fosfato'®!, pH 7,0 mais solugdo de NaCl a 0,85%,
simulando o meio fisiologico e EDTA a 0,02%.

II1.2.1. Preparagdo das pastilhas

Para os experimentos da determinagdo do acetaminofeno liberado das

matrizes poli(DMAA-co-AOA) utilizamos amostras com 30 e 50% em peso do
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mondmero AOA na sua composi¢do. A partir dos copolimeros sintetizados, como
mencionado anteriormente (Capitulo III.1.2), preparamos pastilhas que foram

colocadas em diferentes solugSes tampao para liberarem o farmaco.

As pastilhas foram preparadas, com aproximadamente 100 mg do copolimero
seco utilizando-se uma prensa hidraulica (CARVER- modelo C 12 Ton) durante 30
min. Foi utilizada uma forma que gerou pequenos discos com 10 mm de didmetro

por 1 mm de espessura.

111.2.2. Determina¢do do acetaminofeno liberado

Com o objetivo de analisar-se quantitativamente e de forma reprodutiva o
processo hidrolitico do sistema DMAA-AQA, tanto em meio alcalino como
enzimatico, as determinagdes da concentragdo do acetaminofeno livre foram feitas

por espectrometria no UV.

Determinamos o coeficiente de extingdo molar do acetaminofeno, o farmaco
imobilizado nas matrizes poliméricas, no comprimento de onda de maxima absorgdo
de 246 nm. Para tal, obtivemos uma curva de calibragdo com a densidade 6tica em

fun¢do das varias concentragdes conhecidas de solugdes do farmaco em pH 7,3.

Equipamentos e vidraria:
espectrofotometro UV/visivel Pharmacia LKB, Ultrospec III
balanga analitica, Mettler H10T;
pipeta automatica 200/1000uL, Finnpipette Digital ACL Sigma
pipeta automatica 1000/5000uL, Finnpipette Digital ACL Sigma
pipeta automatica 10/1000puL, Finnpipette Stepette Sigma
pipeta automatica 2/10uL -P-10, Gilson
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pipeta automatica 50/200uL, Excel Mydegi 8000.

pipeta automatica 250/1000uL, Excel Mydegi 8000.
cubeta quartzo de 500 pL.

banho termostatizado, Neslab

pHmetro digital, Ionalyzer - Orion Reserch, Modelo 801.

Reagentes: -
cloreto de potassio (KC1) grau analitico, Merck;
hidréxido de sédio (NaOH) grau analitico, Merck;

acido borico grau analitico, Sigma Chemical Co.

Solucdo tampio borato pH 7.3 (H;BOy/KCL/NaOH). Clark e Lubs™”'

A solugdo tampdo pH 7,3 borato foi preparada através da mistura de 50 mL
de uma solugio A com x mL de uma solugdo B ¢ diluidos a 100mL com agua
destilada. A solugdo A foi preparada com 6,2 g HsBOs € 7,46 g de KCl por litro e a
solugdo B é uma solugdo de NaOH 0,1N. Misturou-se 50 mL da solugdo A com 2,6
mL de solugdo B e ap6s, diluiu-se até 100 mL com agua destilada. O pH da solugdo
final foi acompanhado com um pHmetro.

A curva padrdo foi obtida preparando-se uma solugdo a partir de 2,5 mg de
acetaminofeno dissolvidos na solugdo tampao borato de pH 7.3, num baldo de 25,0
mL. Foi obtida uma solugdo com concentragdo de 0,1 g/L de onde foram retiradas

aliquotas e feitas diluigdes em 50,0 mL do tampdo (tabela 3).

De acordo com a Lei de Lambert-Beer, para um determinado intervalo de
concentragio de uma solugdo, a absorbancia desta solugdo de um composto com

£Tupos croméforos ¢ fungdo da concentragdo segundo a equagdo (1):

A=ExCxl (D

I
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sendo,

A - absorbéncia a um determinado comprimento de onda;
¢ - coeficiente de extingdo molar (L/mol.cm),

C - concentragdo da solugdo da amostra (mol/L);

| - largura da célula — distancia percorrida pelo raio 6tico (cm).

Tabela 3. Preparagio das solugGes de
acetaminofeno a partir de uma
solugio de C = 0,1 g/L e
concentragdo final (Molar).

Aliquota (mL) C(gL) ~ Molar (mol/L)

7,5 0,015 10

3,5 0,007 0,5x10%
0,75 0,0015 10°
0,35 0,0007 0,5 x 10°
0,075 0,00015 10°

Para obter-se o coeficiente de extingdo molar do acetaminofeno preparou-se
uma curva de calibragdo com solugGes de acetaminofeno em concentragdes
compreendidas entre 10 e 10° Molar (tabela 3). Uma vez medidas as absorbancias
correspondentes de cada concentragdo, obteve-se a relagdo linear entre as grandezas

cuja declividade € o coeficiente de extingdo molar.

111.2.2.1 Acetaminofeno liberado em meio alcalino

Para a terminagdo da variagdo do acetaminofeno hidrolisado das pastilhas das

Matrizes poliméricas, estas foram colocadas em 25 mL de solugio tampdo com pH

8.4 (H3BO3/KCl/NaOH), que ¢é o tampdo borato de Clark e Lubs™ na temperatura
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de 37°C. As pastilhas foram partidas ao meio, para trabalharmos com uma massa ao

redor de 50 mg, e analisadas espectroscopicamente.

Equipamentos e vidraria:
espectrofotometro UV/visivel Pharmacia LKB, Ultrospec III
balanga analitica, Mettler H10T;

pipeta automatica 200/1000uL,, Finnpipette Digital ACL Sigma
pipeta automatica 1000/5000uL, Finnpipette Digital ACL Sigma
pipeta automatica 10/1000uL, Finnpipette Stepette Sigma
pipeta automatica 2/10uL -P-10, Gilson

pipeta automatica 50/200uL, Excel Mydegi 8000.

pipeta automatica 250/1000uL, Excel Mydegi 8000.

cubeta quartzo de 500 pL.

banho termostatizado, Neslab

pHmetro digital, Ionalyzer - Orion Reserch, modelo 801.

Solugdo tampdo borato pH 8.4 (H;BOy/KCI/NaOH), Clark e Lubs'"'
A solugdo tampdo pH 8,4 borato foi preparada através da mistura de 50 mL

de uma solugdo A com x mL de uma solugdo B e diluidos a 100mL com agua
destilada. A solugio A foi preparada com 6,2 g H;BO; e 7,46 g de KCl por litto € a
solugdo B é uma solugdo de NaOH 0,1N. Misturou-se 50 mL da solugdo A com 8,5
mL de solugdo B e apos, diluiu-se até 100 mL com agua destilada. O pH da solugio
final foi acompanhado com um pHmetro.

O procedimento utilizado compreende a medida da liberagdo acumulada do
acetaminofeno da matriz polimérica em fungdo do tempo. Periodicamente, foram
retiradas aliquotas diretamente dos frascos para se realizar a leitura da absorbancia,
que Inicialmente foram no intervalo de 30 min e apds as primeiras 10 horas,

Passaram a ser retiradas em intervalos de tempo maiores.
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Para uma melhor interpretagdo da liberagdo do acetaminofeno expressou-se
os resultados em massa de acetaminofeno liberado (miligramas) por grama de
material polimérico. As medidas foram feitas de duas maneiras: por leitura direta ou
por diluigdo das aliquotas. Por leitura direta, considerou-se a medida da
transmitancia obtida diretamente da aliquota. Enquanto que, por dilui¢do, a medida

da transmitdncia foi obtida com diluigdo da aliquota. Utilizou-se as seguintes

formulas: )
L. Para leituras diretas (sem diluigdo):
P — C X V x M (2)
m
onde,

P - massa de acetaminofeno (mg/g de polimero);

C - concentragio (mol/L);

V - volume total da solugdo no frasco contendo a amostra (mL);
m - massa inicial do hidrogel (g);

M - mol de acetaminofeno (151 g).

II. Para leituras com diluigio:
P C:VM:V, 3)
msxV,
onde,

P - massa de acetaminofeno (mg/g de polimero);
C - concentragdo (mol/L);

Vi - volume total da diluigdo (mL);

V- volume da aliquota retirada da solugdo (mL);

V3 - volume total da solug¢@o no frasco contendo a amostra (mL);

—
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M - mol de acetaminofeno (151 g).

Desta forma, obtive-se os dados para a discussdo apresentada mais adiante.

II1.2.2.2 Acetaminofeno liberado em meio enzimdtico

Este experimento tem o objetivo de verificar a potencialidade da matriz
sintetizada poli(DMAA-co-AOA) como um farmaco polimérico. Desta forma, a
utilizagio do meio enzimatico simula parte do meio fisiolégico, onde possivelmente

ocorrera a hidrolise.

Equipamentos e vidraria:
espectrofotdmetro, Pharmacia Biotech Optical Unit UV-1
unidade controladora de UV, Pharmacia Biotech Control Unit UV-1
registrador, Pharmacia LKB-Rec101
balanga analitica Mettler H10T;,
pipeta automatica 200/1000uL, Finnpipette Digital ACL Sigma
pipeta automatica 1000/5000uL, Finnpipette Digital ACL Sigma
pipeta automatica 10/1000uL, Finnpipette Stepette Sigma
pipeta automatica 2/10uL -P-10, Gilson
pipeta automatica 50/200uL, Excel Mydegi 8000.
pipeta automatica 250/1000uL, Excel Mydegi 8000.
cubeta quartzo de 500 pL.
banho termostatizado, Neslab
pHmetro digital, Ionalyzer - Orion Reserch, Modelo 801.
bomba peristaltica, Incibras BP 100

Reagentes:
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fosfato monobasico potassico (KH,PO,) grau analitico;

fosfato dibasico sodico (Na;HPO,) grau analitico;

cloreto de s6dio (NaCl) grau analitico;

solugdo de tripsina suina (25g/L) em solugdo salina, NaCl 0,9%,
Sigma Chemical Company.

Solugdo tampdo fosfato pH 7.4 (KH,PO,/ Na,HPOQ,), Sorensen'"’

A solugdo tampdo pH 7,4 (KH,PO, Na,HPO,), foi preparada através da
mistura de x mL de uma solugio A com 100-x mL de uma solugio B. A solugdo A
foi preparada com 1/15 moles de KH,PO, (9,08g/L) e a solugdo B é uma solugdo de
1/15 moles de Na,HPO, (11,88 g/L). Utilizou-se 39,2 mL de solugdo A e 60,8 mL
da solugdo B. O pH da solugio final foi acompanhado com um pHmetro.

Solugdo enzimatica de tripsina suina a 0.25%

Preparou-se uma solugdo com a tripsina a 0,25% a partir de uma solugdo mie
de 2,5% (diluigdo 1:10 em tampdo fosfato) e acrescentou-se NaCl a 0,85%
simulando um meio fisioldgico. Acrescentou-se algumas gotas de EDTA, 0,018g em
80 mL de (solugdo de 0,02%), para evitar a complexagdo da tripsina, no caso de
presenga de cations calcio. O pH final da solugdo foi de 7,0.

O experimento para a medida do acetaminofeno liberado da matriz através da

AT T TN TR PG A T Sl e T A WP i W e o

hidrélise enzimatica, também, compreendeu uma medida da liberagdo acumulada do
acetaminofeno em fungdo do tempo. Para tal, foi utilizado um sistema continuo de
leitura (figura 8). A amostra foi colocada em um recipiente fechado que continha
uma quantidade conhecida da solugdo enzimatica, que por sua vez encontra-se em
um banho termostatizado & 37°C. A solugdo circulou por meio de uma bomba
; Penistaltica através das unidade optica de UV retornando ao recipiente de origem. O

sinal da leitura era enviado a um registrador. Desta forma, obtivemos leituras

Continuas das absorbéancias da solugdo em fungio do tempo.
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1. Banho termostatizado

2. Bomba peristaltica

3. Unidade optica de UV

4. Controlador da unidade
Optica

5. Registrador

Figura 8. Esquema do sistema continuo de leitura da concentragio do
acetaminofeno por espectrometria de UV.

[IL.3 Sintese e caracterizagio do homopolimero e dos hidrogéis

termossensiveis derivados do A-ProOMe

Recentemente, foi sintetizado um hidrogel sensivel a estimulos externos com
propriedades biocompativeis por YOSHIDA e col. (1991)"°, usando grupos laterais
amino 4cidos derivados da acriloila com o éster metilico de N-acriloil L-prolina. O
monomero éster metilico de N-acriloil-L-prolina (A-ProOMe) foi obtido pela reagdo
do 4cido cloridrico da L-prolina metil éster (HCLA-ProOMe) em solugdo de
cloroformio com trietilamina onde foi adicionado uma solugdo de 4cido acrilico em |
etrahidrofurano (THF). A reagdo foi mantida por algumas horas & -10°C € mais

aleum tempo em temperatura ambiente. O produto foi purificado por cromatografia

cm ‘1z A s 76
coluna de silica gel com solventes orgénicos como ¢luentes.
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O monémero foi doado pelo Departamento de Desenvolvimento de Materiais

do Instituto de Pesquisas da Quimica das RadiagGes de Takasaki, do Instituto de
Pesquisas de Energia Atomica do Japao (JAERI).

Sintetizou-se hidrogéis a partir do A-ProOMe com diferentes fragbes de
mondmeros hidrofilicos, hidrofobicos e reticulantes,

Obtencdo dos hidrogéis termossensiveis

111.3.1 Polimerizagdo

Materiais:

O A-ProOMe foi sintetizado de acordo com YOSHIDA e col. (1991)°. O
DMAA, acrilato de 2-ciano etila (CEA), trimetacrilato de trimetilol propano
(TMPTMA) € o acetaminofeno foram obtidos da Aldrich Chemical Company Ltda.
(USA) e utilizados como fornecidos. A agua utilizada foi sempre recém destilada e

0% outros reagentes quimicos usados eram de grau analitico.

]
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O homopolimero e os hidrogéis foram obtidos por irradiagdo dos mondmeros
em temperatura ambiente na auséncia de O, , com raios gama, (y), provenientes de

uma fonte de °°Co da Yoshizawa Kiko Co., tipo panoramica, com taxa de dose de

0,365 Gy/s e dose de 10 kGy.

Tabela 4. Composi¢do dos mondmeros, acetaminofeno e agente reticulante
(m/m), utilizada na obtengdo dos hidrogéis copolimerizados via
radiagdo gama.

A-ProOMe DMAA CEA Acetaminofeno TMPTMA

(%) (%) (%) . (%) (%)
"""""" 95 5 - 10 1
99 - - 10 1
97 - - 10 3
99 - - - ]
95 5 - - 1
95 - 5 - 1
99,5 0,5 - - 1
98 2 - - 1
95 5 - - 1
- 100 - - 3
95 5 - - 3
90 10 - - 3
80 20 - - 3
70 30 - - 3
98 - 2 - 1
95 - 5 - 1
85 - 15 - 1
97 - - - 3
94 - - - 6
90 - - - 10
87 - - - 13
85 - - - 15

81 - - -

et
\O




D s L RN
Pl Co e

39

Os mondmeros foram colocados em cilindros de polipropileno de 3 ¢m de
comprimento € 0,7 cm de didmetro. Antes de serem irradiados foram degasados com

o borbulhamento de N, durante 3 min. cada amostra e fechados imediatamente.

A composigdo dos varios hidrogéis foi obtida a partir da mistura do A-
ProOMe com CEA, DMAA, TMPTMA e AOA nas desejadas proporgdes (tabela 4).
Apos a irradiagdo as amostras tinham uma aparéncia sélida e transparente
com a forma cilindrica do recipiente. Estes cilindros foram cortados em pequenos

discos com 1,5 mm de espessura. Apés, as amostras foram lavadas em agua a 5°C

durante 3 dias.

lll.3.2 Determina¢do da temperatura critica inferior do homopolimero
(LCST)

A temperatura critica inferior da solugdo do homopolimero A-ProOMe foi
determinada em uma solugdio aquosa. Solubilizou-se 82,2 mg e 48,8 mg do
homopolimero em dois tubos de ensaio diferentes com 10 mL de 4gua em cada a
6°C, onde permaneceram por 2 horas para estabilizagdo da solugdo em um banho
termostatizado. Ap6s, a temperatura das solugdes foi elevada de 1°C por hora de
maneira que se pudesse observar a mudanga do aspecto da solugdo de transparente

para o aparecimento de uma turvagdo. Neste momento, leu-se a temperatura critica
inferior (LCST).

111.3.3 Andlise por microscopia eletronica de varredura (MEV)
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As amostras foram analisadas depois de lavadas sucessivas vezes para

retirada do monomero. Apds, foram submetidas a temperaturas diferentes durante
48 h em agua e em seguida os hidrogéis poli(A-ProOMe-co-TMPTMA) na
propor¢do 99,5/0,5 foram cuidadosamente liofilizados. As amostras foram
analisadas nas temperaturas de 10°C, 20°C, 30°C e 50°C. As micrografias foram
obtidas com um aumento de 2.000 vezes com um microscopio eletrénico de

varredura (MEV) de marca Cambridge St..coscan 250.

II1.3.4 Ciclo de reversibilidade dos hidroééis

Este experimento consistiu em determinar a reversibilidade da propriedade
de expansdo dos hidrogéis. As amostra foram inicialmente expandidas em agua a
6°C até atingirem um grau méaximo de expansdo (24 h). Apds, a temperatura foi
elevada, de uma s6 vez para 35°C, onde, mediu-se o grau de expansido de hora em

hora até o equilibrio nesta temperatura.
O caminho inverso foi feito com as mesmas amostras, ou seja, apos as

amostras estarem em equilibrio a 35°C, diminuiu-se a temperatura a 6°C onde

mediu-se os graus de expansdo de hora em hora até o equilibrio.

II1.3.5 Determinac¢do do grau de expansdo dos hidrogéis

Este experimento consistiu em obter a expansio em massa dos hidrogéis

denominada grau de expanséo e o comportamento de fase dos hidrogéis.

O grau de expansdo (%E) (5) de um hidrogel termossensivel ¢ determinado

pela quantidade de 4gua absorvida ou expelida durante uma variagdo de



temperatura, ou seja, a diferenca da massa do polimero expandido numa dada

temperatura, pela massa liofilizada do mesmo hidrogel dividida pela massa do

hidrogel expandido (equagéo 4). Sendo assim, a equagéo correspondente é:
%E ="M 10 4)
M

M - massa do hidrogel expandido (mg);
M, - massa do hidrogel liofilizado (mg);

%E - grau de expansdo.

Para a medida do grau de expansio sucederam-se varias etapas. Inicialmente,
as amostras foram lavadas em agua a 5°C para retirada do mondmero excedente
durante 3 dias. Apds, foram colocadas em tubos de ensaio com 5 mL de agua e estes
por sua vez colocados em um banho termostatizado em temperaturas previamente
estabelecidas (6°; 12°; 18°; 20°; 23°; 30°; 40°; 50°% 60°C, nesta ordem). Assim que as
amostras atingiram seu equilibrio de expansdao em uma dada temperatura, foram

pesadas em balanga analitica. O equilibrio do grau de expansio na agua foi atingido

apos 24 horas.

O diagrama de fase de cada hidrogel foi representado pelas curvas do grau de

¢Xpansdo em fungdo da temperatura.

I1.3.6 Determinacdo da agua ligada nos hidrogéis com a utilizagdo da

técnica de calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As curvas de calorimetria diferencial de varredura (DSC) foram obtidas em
"M DSC-7 da Perkin Elmer equipado com um acessério de resfriamento podendo

Tabalhar com temperaturas abaixo de -60°C. A temperatura de calibragdo foi

ii ‘ .
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atingida com a utilizagdo do n-decano e benzeno, e o Indio foi utilizado para a

calibragdo da variagdo da entalpia (AH). A taxa de aquecimento foi de 5°C/min com

o aparelho operando na faixa de temperatura de -55° a 37°C.

Hidrogéis com diferentes graus de reticulante (1, 5, 10 e 15%) foram
expandidos em agua até atingirem o equilibrio em diferentes temperaturas, 4°, 22° ¢
37°C. As amostras foram, uma a uma, cuidadosamente secas com papel de filtro
para retirar a agua em excesso da superficie, colocadas e seladas em porta amostras
proprio de aluminio, previamente pesados. A massa das amostras expandidas foi

determinada gravimetricamente com o valor de 2 a 6 mg.

Os porta amostras para serem ambientados também foram mantidos nas
respectivas temperatura. Antes dos experimentos todos os porta amostras ja com as
amostras ainda foram mantidos dentro do aparelho de DSC nas respectivas
temperaturas por 10 min. Apds as medidas com DSC os porta amostras foram
pesados novamente para certificar-se que ndo houve perda de agua durante o

experimento.

Sabe-se que as amostras sio constituidas por dois componentes polimero
mais a agua. A quantidade de agua absorvida (massa) foi determinada pela
evaporagdo utilizando-se o DSC a uma temperatura de trabalho de 150°C, menor do
que a temperatura do inicio da degradagdo das amostras poliméricas (~300°C)
depois das medidas de DSC. A massa (g) de 4gua absorvida é expressa por grama de

polimero seco e é chamada de Ac.

A =4 +A4, &)

A. ¢ a soma dos dois tipos de 4gua, a 4gua normal, Ay, que congela, € a agua

ligada, A, que ndo congela, que sera calculada por diferenga: 4, = 4, - Ay
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Todas as trés grandezas sdo expressas em massa de H,O (g) por massa do

polimero seco (g), m,.

4 = m H,O absorvida ©6)

m,

_ m H,0 normal

4y == ) ™)
P
H,0 ligada
AL _ mii, 1ga (8)
m

r

Esta técnica permite obter o AH (calor de fusdo) da transi¢do de fase da agua

normal contida na amostra.

©)

onde X ¢ a constante de proporcionalidade do equipamento, m a massa da amostra 4
a area do componente que originou a transigdo. Desta forma obtém-se a quantidade
da 4gua normal na amostra uma vez que sabe-se que o valor do calor de fusdo da

agua € 334 J/g H,0.

I11.4 Imobiliza¢do e liberacio controlada de firmacos dos hidrogéis

derivados do A-ProOMe

Alguns hidrogéis obtidos neste trabalho foram escolhidos, em fungdo das

Suas caracteristicas, para serem estudados como sistemas de liberagdo de farmacos.




Um dos objetivos deste trabalho ¢ obter dados para que se possa futuramente

alcancar sucesso na utilizagdo destes materiais como sistemas de liberagio de

farmacos.

O acetaminofeno foi escolhido devido sua facilidade de manipulagio,
aquisi¢do e detecgdo em solugdo aquosa, facilitando o estudo e observagdo dos
mecanismos de liberagdo nos hidrogéis obtidos. A imobilizagdo do farmaco foi feita

por aprisionamento e adsor¢do fisica. As medidas da liberagdo foram feitas por

espectrometria no UV em meio aquoso.

Para observagdo do comportamento dos hidrogéis como sistemas de liberagdo
de farmacos imobilizou-se a insulina em dois hidrogéis diferentes. Testou-se os
hidrog€is com o hormonio para controle de diabete de ratos por meio de testes

prelimmares. A imobilizag¢do da insulina foi por adsorgdo fisica.

III.4.1 Imobiliza¢do do acetaminofeno e da insulina nos hidrogéis
O acetaminofeno foi imobilizado nos hidrogéis de maneiras diferentes:

1. Por aprisionamento

A partir de uma mistura do mondmero A-ProOMe com acetaminofeno nas
proporgdes indicadas na tabela 4 o agente reticulante foi adicionado ao final da
mistura. A mistura foi colocada em tubos de polipropileno onde borbulhou-se
nitrogénio com o intuito de retirar o oxigénio do meio. As condigdes da reagdo de
polimerizagio ¢ a preparagdo dos discos foi idéntica a descrita anteriormente
(Capitulo 111.3.1);

1. Por adsorgdo fisica
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O hidrogel foi imerso em uma solugdo saturada do farmaco. Os discos dos
hidrogéis ja lavados e liofilizados foram introduzidos em uma solugdo saturada de
acetaminofeno a 6°C, de maneira que nesta temperatura adquiriram uma expansao
maxima com a adsor¢do do farmaco. Foram mantidos na solugio por 24 h e apos
cuidadosamente liofilizados. A massa do acetaminofeno foi  determinada
gravimetricamente apos os discos estarem secos.

Foram utilizados hidrogéis com dois diferentes graus de reticulagio para os
testes de liberagdo da insulina, o poli(A-ProOMe-co-TMPTMA) com 99/1 e 95/5 %
em peso de reticulante. Para a imobilizagio da insulina nos hidrogéis os discos
foram lavados, liofilizados e pesados, conforme descrito neste Capitulo, item I11.3 4.
Os hidrogéis secos foram introduzidos em uma solugdo de insulina onde

permaneceram por dois dias a 4°C. Apos este periodo, os hidrogéis foram secos por

liofilizag3o.

A solugdo de insulina foi preparada pela diluigdo de 300 uL de uma solugéio
aquosa de insulina (17 mg/mL), em 10 mL de acido acético. A insulina imobilizada
nos discos dos hidrogéis foi determinada por diferenga de concentragiio na solugdo
que os discos foram imersos. A medida da concentragio das solugdes foi

determinada por espectrometria no UV no comprimento de onda de 278 nm.

Reagentes:

4-hidroxiacetanilida (acetaminofeno), Sigma Chemical Co.;
insulina, (cod. I 5500), Sigma Chemical Co.;

acido acético, grau analitico, Merck

Kit Sigma tipo Trinder niimero do catalogo 315
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111.4.2 Determinagdo do acetaminofeno liberado dos hidrogéis

A determinagdo do acetaminofeno liberado dos hidrogéis em agua a 37°C foi
feita por método espectrofotométrico no UV. Os discos de hidrogéis com o
acetaminofeno imobilizado foram introduzidos em tubos de ensaio contendo agua
com volume conhecido e estes imersos em banho termostatizado. As aliquotas
foram retiradas dos tubos de ensaio para leitura seguindo a mesma metodologia

citada anteriormente (Capitulo I11.2.2.1).

111.4.3 Utilizagdo dos hidrogéis como sistemas de libera¢do de insulina para

controle de “diabetes mellitus” em ratos

Foram utilizados para este experimento ratos da raga Sprague Dowlery com
300 g de peso. A diabete foi induzida nos animais através da introdugdo de
estreptazotocina intraperitoneal numa concentracdo de 65 mg/kg. Os niveis de
glicose no soro dos animais foram medidos com a utilizagdo do kit Sigma, com a

utilizagdo de espectrometria no UV no comprimento de onda de 505 nm.

Duas matrizes foram testadas por implante subcutdneo nos ratos e os niveis

de glicose no soro dos animais foram medidos de tempos em tempos.

OMISSAO NAGICNAL DE ENERGIA NUCLEAR/SP  (PE}

|
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

IV.1 Copolimerizagio e caracterizacio do sistema DMAA-AOA

1V 1.1 Caracteriza¢do do mondomero acrilato de 4-acetanilida AOA

O mondmero acrilato de 4-acetanilida, AOA (figura 9), foi obtido conforme
rea¢do descrita anteriormente, Cap. I11.1.1. O rendimento da reagio foi de 61%. O

produto seco e puro apresentou um ponto de fusdo de 143°C.

A
2

H 4

3
H]

6 NH _HC 7

g

O

Figura 9. Formula estrutural do AOA

No espectro de infravermelho os sinais mais importantes foram a deformagdo
axial N-H de amida a 3300-3260 cm™, a vibragdo da deformacdo axial do C=O de
éster 4 1745 cm’, a vibragdo da deformagio axial do C=0 da amida a 1645 cm™ a

vibragdo da deformagdo axial da ligagio dupla vinilica C=C a 1620 cm',e a

deformagdo axial da ligagio C-C do anel aromatico a 1545 ¢ 1500 cm™ (tabela
5)‘30,]02
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Tabela 5. Dados caracteristicos espectrométricos de infravermelho e

RMN de 'H do AOA (300 MHz).

‘Grupo funcional  'H RMN* v
(3, ppm) (cm™)
CONH- 796 3260-3300
CH,CO- 2,11 -
-COO- ; 1745, 1200
-CONH- - 1645
CH,=C 6,02, 6,60 1620
R=CH-COO- 6,31 -
Ar 7,03, 7,46 1545, 1500

* TMS de referéncia.

Os picos caracteristicos do espectro de RMN de 'H (300 MHz) (figura 10) do
AOA estdo na tabela 6, com os deslocamentos quimicos (8, ppm) e as respectivas
constantes de acoplamento (J,,, Hz). Pode-se observar que o espectro ndo mostrou o
sinal da hidroxila fenélica —OH pertencente ao acetaminofeno. Os protons acrilicos
encontram-se na regido entre 6 e 6,60 ppm.>*'*? O deslocamento quimico do grupo
CH; esta por volta de & 2 em forma de singlete, pois ndo estd acoplando com

. a - . 4.10
hidrogénios adjacentes.?*'%?

Tabela 6. Deslocamentos quimico (8, ppm) e respectivas constantes de
acoplamento (J.,, Hz) dos picos caracteristicos do AOA

(RMN de'H).

(3, ppm) ")
2,_11 (singleto; Hy);

6,02 (dubleto; 10,2 Hz; H,),

6,31 (duplo dubleto; 10,2 Hz; 15 Hz; Hy),
6,60 (dubleto; 15 Hz; H;);

7,03 (dubleto; 9 Hz; Hs),

7,46 (dubleto; 9 Hz; Hy),

7,96 (singleto largo; NH; He)
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Figura 11. Espectro de RMN "C do AOA.
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A figura 11 mostra o espectro de RMN de °C do AOA (70MHz) tirado com
CDCls, onde pode-se observar o sinal do grupo C=0O da fungdo éster a 164 ppm
. aproximadamente. O sinal do grupo CH, aparece por volta de 24 ppm e os dois
carbonos aromaticos nas posi¢des “para” estdo deslocados para campos mais altos
devido a deslocalizagdo eletronica (146 e 135 ppm).'” Os grupos carbonila estdo

localizados em 164 ¢ 168 ppm (tabela 7).

Tabela 7. Deslocamentos quimicos dos carbonos do AOA,

calculados a partir do espectro de RMN 3C.

(3, ppm)

N2 Carbono
G 14673 aromitico

C, 121,94 aromatico

G 120,84 aromatico

C, 135,64 aromatico

Cs 164,74

Cs 127,85

C; 132,69

Cs 168,27

Co

24,51

Figura 12

. Formula estrutural do AQA
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A caracterizagio espectrométrica do AOA no infravermelho e de RMN de 'H

13
e ~C confirma sua estrutura.

IV.1.2 Esquema cinético da copolimerizagdo radicalar

Na interagdo da radiagdo de alta energia ou ionizante com a matéria ocorre
perda de energia. A interagdo ocorre com o orbital eletronico da molécula que esta
ao longo do seu caminho. Tem-se como resultado, elétrons levados a niveis
energéticos mais elevados (excitados) ou o seu deslocamento do orbital da molécula
(ionizagdo). Desta forma, sabe-se que radicais livres e os ions sdo gerados neste
processo, e portanto, polimerizagdes via radical livre e i0nicas sdo esperadas ocorrer

T - 103,104
com a irradiagdo de monomeros.

Sob condigdes de irradiagdo usuais a maioria dos mondmeros vinilicos
polimerizam através do mecanismo convencional de radical livre. As reagdes de
copolimerizagdo radicalar ocorrem através das seguinte fases fundamentais:

iniciagdo, propagagdo e terminagdo.'”

Na fase de iniciagdo ocorre a geragdo de radicais livres geralmente como
conseqiiéncia da decomposi¢do térmica do iniciador ou, pela propria interagdo da
radiagdo de alta energia com o mondmero. Os radicais primarios reagem com 0s
mondmeros formando radicais livres monoméricos capazes de continuar o
crescimento das cadeias pela adigdo de novas unidades monoméricas na fase da

propagagao.

Em um caso simples de copolimerizagdo onde dois mondmeros diferentes
copolimerizam, ambas espécies ativas reagem, irreversivelmente, com ambos

monomeros, de forma que ocorrem quatro fases diferentes de propagagdo, onde o

esquema cinético pode ser representado segundo as equagdes abaixo:'”
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M, s M

—

.+M2_"_u_)MZ.

—

(10)

.+M1#__)M1.

¥ xX

, M, 2 5 M

onde M, -e M, -representam os macro radicais em crescimento e k;;, &, ks, € ky;

sdo as constantes de velocidade de propagagido onde o primeiro sub indice indica a
natureza do radical em crescimento e o segundo indica o tipo de mondmero que se
adiciona a cadeia. Este modelo cinético da copolimerizagdo foi proposto por MAYO
& LEWIS (1944)'% onde consideram as constantes de velocidades de adigdo de
cada mondmero dependentes da identidade da unidade terminal na cadeia de

crescimento. As velocidades de extingdo dos mondmeros s3o dadas pelas equagdes:

dM
°_|dl*l—|:kn|M1 'I|M1l+k21|M2 “Mll (11)
dM.
—%:kum/[z '“M2|+k12|Ml "le (12)

Dividindo estas duas equagdes entre si se obtém-se a seguinte expressio:
d|M,| =k |M, M|+ b, |M, M) (13)
d|M, | = k| M, M| + k| M, M|

Para chegarem a uma equagdo tedrica da composig¢do do copolimero, MAYO
& LEWIS (1944)'% consideraram o estado estacionario para as concentragdes de
cada tipo de radicais dos mondmeros. Ou seja, na fase da propagagdo, se alcanga
rapidamente um estado no qual a concentragio total de radicais se mantém
constante pois as velocidades de interconvergdes sdo iguais. Desta forma, eliminam-

se as concentragdes dos radicais [M;d e M4 na equagdo:

kllel '||M2|:k21!M2 ”M]l (14)
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Substituindo-se esta relagdo na equagdo (13) obtém-se a equagdo de Mayo-

Lewis:

dlM1| _ (kn/klz)‘Mll +|1\/[2| |Mli
diM,|  (ky, [k M, |+ M, ] [M,)]

(15)

A equagdo (15) ¢ também conhecida como equagdo da composi¢io do
copolimero, tendo sido confirmada experimelftahnente, estabelecendo os valores das

razdes de reatividade para um grande nimero de pares monoméricos.**!%>1%

A razdo entre as constantes de velocidade dos processos cinéticos de
homopropagacdo e propagacdo cruzada sdo denominadas de razdo de reatividade

dos correspondentes mondmeros, representadas por:>*

=+ =5 (16)

Este pardmetro da copolimerizagdo mede a probabilidade de adi¢do de uma
espécie ativa. Como ambas espécies ativas competem por um mondmero num dado
tempo, o produto dos pardmetros da copolimerizagao, rir;, pode ser considerado na

classificagdo da mesma.'%

1V. 1.3 Determinag¢do da composig¢do dos copolimeros

Os copolimeros foram preparados a partir da mistura dos mondémeros em
solugdo de dimetilformamida numa concentragdo de 1 mol/L e irradiagdo nas

condi¢des descritas anteriormente (Capitulo I11.1.2). As conversdes dos diferentes

copolimeros estdo apresentadas na tabela 8.
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As condigdes de polimerizagio foram:
- taxa de dose: 0,162 kGy/h
- dose: 54 Gy (20 min).

Tabela 8. Resultados da conversio percentual da
rea¢do de copolimerizagdo do AOA e o

DMAA em 54 Gy de dose.
N2 copolimero % C
1 8,5
2 8.8
3 13,2
4 8,2
5 5

A composi¢do dos copolimeros de DMAA/AOA foi determinada a partir dos
correspondentes espectros de RMN de 'H. Os espectros dos copolimeros (figura 13)
preparados com varias composi¢des de AOA na alimentagdo, mostraram os picos
nos diferentes deslocamentos quimicos caracteristicos com diferentes intensidades
possibilitando conhecer as quantidades de cada tipo de unidade monomérica

incorporada a cadeia dos copolimeros (tabela 9).

Tabela 9. Valores das fragdes molares (F) dos mon6émeros no inicio
da reacdo e (f) dos mondmeros no copolimero calculados
a partir das relagdes de integragdo dos picos dos

espectros de RMN 'H.
N® amostra FDMAA fDMAA FAOA fAOA
1 0,85 0,73 0,15 0,27
2 0,70 0,66 0,30 0,34
- 3 0,50 0,53 0,50 0,47
4 0,30 0,42 0,70 0,58
5 0,15 0,43 0,85 0,57
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CH2~CH CH2 —CIJH H,O DMSO
=0 9 =0
f\IJ—CHs
c CHs
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d NH
¢ocHs
a

Figura 13. Espectro de RMN de 'H do copoli(DMAA-co-AOA) em DMSO-Ds.

Considerou-se a razdo entre as intensidades das integrais dos picos dos
protons aromaticos pertencentes a0 AOA a um deslocamento quimico de 7,1 e 7,6
ppm e dos picos dos prétons metilicos -N(CH3), pertencentes 8 DMAA a um
deslocamento quimico de 2,9 ppm. Os resultados desta analise possibilitaram
determinar as fragdes molares dos mondmeros nos copolimeros. O pico localizado

no deslocamento de 2,1 ppm refere-se aos prétons metilicos do grupo acetamida da
unidade AOA.

A partir destes dados de RMN de 'H do sistema DMAA-AOA foi possivel
deduzir que os copolimeros obtidos apresentam uma quantidade de AOA maior do
que a correspondente & alimentagdo do mondmero até uma mistura de mondmeros
de 1:1. Quantidades maiores que 50% de mondémero (AOA) na alimentagio,

demonstram uma diminuigdo da proporgdo do AOA no copolimero, para valores

menores que os correspondentes a propria alimentago.
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IV 1.4 Razées de reatividade rrer;

Pode-se tomar inimeros caminhos na avaliagdo grafica da linearizagdo da
equacdo da composigdo do copolimero (equagio 15) para a determinagdo das razdes
de reatividade. Fineman e Ross (1949)* propuseram um dos mais simples métodos
para a linearizagdo desta equagdo envolvendo obter a copolimerizagdo em baixas
conversdes. Os valores de »; e r, podem ser obtidos graficamente por meio da
declividade da reta onde a composi¢cdo dos copolimeros ¢ plotada versus a

composi¢do dos mondmeros.

Partindo-se da equagdo da composigdo do ‘copolimero (equagdo 15), pode-se
substituir as concentragdes dos mondmeros [Mi] e [M;] por suas respectivas fragdes

molares, obtendo-se a seguinte equagio:

fi _F rE+F, -
f, “F E+rF,

onde, Fie F, sdo as fragdes molares dos mondmeros DMAA e AOA,
respectivamente, na alimentagéo e f; e f, sdo as fragdes molares do DMAA e AOA,

respectivamente no copolimero.

Os autores designaram por F a relagdo Fpmaa/Faoa € por f a relagdo

foman/faoa, de modo que a equag¢do acima toma uma nova representagio:

g b5

/= F +1F,

(18)

Simplificando-se divide-se os termos por F,:
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05
f=FFF (19)
O B
F,  h
€
+1 -
rrE @
2

Rearranjando os termos tem-se:

2
. —1):"15__

21
I 7 (21)

Na representagdo grafica sugerida pelos autores (tabela 10) tem-se F/f(f-1),
na ordenada, versus F/f, na abcissa, dando uma reta onde a inclinagdo € o rpmaa € 0

numero da interse¢do com 0 €iX0 y € 0 -Taoa.

Tabela 10. Valores das fragdes molares dos monémeros na composi¢do do copolimero e
sua relagdo pela linearizagido segundo a Fineman e Ross.

N2 copolimero  Fpyvas  Faos fomas Faoa F f  FYf(x) FAE-1)(y)
1 0,85 0,15 0,73 0,27 567 2,70 11,91 3,57
0,70 0,30 0,66 034 233 194 2380 1,13
0,50 050 0,53 047 1 1,13 0,89 0,12
0,30 0,70 0,42 0,58 043 0,72 0,26 -0,17
0,15 0,85 043 057 018 075 004  -006

i B W N
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Utilizando-se os dados experimentais da composi¢do dos copolimeros nas

equagdes propostas por Fineman-Ross para este sisterna obtém-se o diagrama

representado na figura 14.

FHE-1)

FYf

Figura 14. Diagrama Fineman-Ross da copolimeriza¢do
radicalar entre 0 DMAA e 0 AOA.

Dados da regressdo linear da curva de linearizagdo da equagdo da

copolimerizagdo proposta por Fineman-Ross (figura 14):

Y=a+bX (22)




T Y I S T SR Y

60

a (raoa) =-0,07259 + 0,1238
b (rpmaa) = 0,31151 40,02256
R =0,99222

DP = 0,2256 (desvio padrio)

N =5 (nimero de pontos utilizados no experimento)

Os valores das razdes de reatividade, rpmas € Taoa obtidos, a partir da
equagdo acima, sdo 0,31 +0,02 e -0,07 +0,12 respectivamente. A obten¢do dos
valores de rpmaa € Taoa possibilita calcular as frages molares teéricas (tabela 11) no

produto para quaisquer mistura de mondmeros na alimentag3o.

Tabela 11. Valores das fragdes molares dos mondmeros e as fragdes
molares teoricas da composigio dos copolimeros
calculadas utilizando as razdes de reatividade.

N2 copolimero Fomaa  Faon  fomasa  faoa
1 0,85 0,15 0,79 0,21
2 0,70 030 066 034
3 0,50 0,50 0,55 0,45
4 0,30 0,70 0,45 0,55
5 0,15 0,85 0,34 0,66

Utilizou-se o diagrama de Wall para verificar-se a dependéncia da
composi¢do dos produtos em fungdo da concentragdio dos mondmeros na
alimentagdo (figura 15). Através da equagfo 18 calculou-se as fragdes molares

teoricas dos copolimeros.

fi _F,nE+F
f. EF+rF,

s__

(24)
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Figura 15 Diagrama da composi¢io do sistema de copolimeros
DMAA-AOA. A linha continua corresponde ao diagrama

teorico obtido da relagdo de reatividade da tabela 11

A composi¢do do copolimero para rpyas<l; raoa< 1 (ki>ky1, kar>ka),

denuncia uma preferéncia das cadeias terminais por uma propagagdo reticulada a

homopolimerizada. Portanto, existe uma tendéncia a configuragio alternada como

podemos verificar pelo produto de rpyaaTaoa proximo de zero.!°*'”” Também

observou-se um ponto no diagrama de Wall no qual a composi¢do do mondémero e

do polimero sdo iguais, a isso da-se o nome de mistura azeotropica.'®

IV.2 Estudo hidrolitico da matriz DMAA-AOA

Uma das modalidades de grande interesse dentro do universo dos sistemas de
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liberagdo controlada de farmacos sdo os chamados firmacos poliméricos que sdo
compostos com atividade farmacologica ligados covalentemente em um suporte

macromolecular.

Os grupos funcionais pela sua estrutura quimica ou os grupos laterais ao
longo da cadeia principal de uma macromolécula podem ser hidrolisados, com o
auxilio de compostos ativos, gerando compostos hidrossoliveis. Portanto, por
exemplo, a presenga de ligagdes ésteres em um sistema macromolecular pode gerar
uma maneira de promover um mecanismo de biodegradagdo, solubilidade ou

liberagdo de um farmaco imobilizado através desta ligagdo.

Para estudar-se experimentalmente o comportamento cinético de grupos
funcionais ligados a suportes poliméricos insoliveis, ¢ necessario que exista a
possibilidade das espécies ativas, que serdo responsaveis pela hidrolise, difundirem-
se até estes grupos funcionais da mesma maneira que estes, uma vez independentes
da cadeia principal, possam migrar para o meio. A seguir, utiliza-se uma técnica
analitica (quimica ou espectrométrica) que permita conhecer com exatiddo a
variagdo da concentragdo dos grupos ligados 4 matriz polimérica ou determinar a
concentragdo das espécies liberadas no meio.*

O mecanismo de hidrélise de derivados dos acidos carboxilicos (ésteres,
anidridos, amidas, etc.) € de grande importancia devido sua grande semelhanga com
0 processo bioldgico envolvendo a clivagem enzimatica dos derivados dos acidos
carboxilicos em meio aquoso.**'” Podem-se considerar como compostos ativos que
catalisam uma hidroélise, as serinas-proteases, onde estdio incluidas a quimiotripsina,
a tripsina, elastase e varias enzimas de coagulagio sangiiinea, que compartilham

muitas propriedades estruturais e funcionais.'®

Nas matrizes obtidas neste trabalho o acetaminofeno estd ligado a cadeia

macromolecular por meio de uma ligagdo éster, desta forma, induzimos a hidrélise

alcalina e por catalise enzimatica.
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V. 2.1 Estudo da hidrolise da matriz DMAA/AOA em meio alcalino

Como no meio fisioldgico humano é encontrado uma atividade enzimatica
intensa juntamente com um meio alcalino, inicialmente conduziu-se o estudo do
processo hidrolitico do sistema DMAA/AOA em pH alcalino. Utilizou-se o pH 8,4,
maior que aquele encontrado no intestino, porém, os resultados obtidos devem ser

considerados sob o ponto de vista de um modelo de mecanismo para o processo de

liberag3o.

Para obter-se o coeficiente de extingdo molar do acetaminofeno preparamos
uma curva de calibragdo (figura 16) onde foram preparadas varias solugdes com
concentragdes compreendidas entre 10™ e 10° mol/L (tabela 12). Uma vez medidas
as absorbancias correspondentes obteve-se a relagdo linear entre as grandezas cuja

tangente do angulo da curva ¢ o coeficiente de extingdo molar.

2,0

Absorbéncia (246nm)
>
1

0,5 - /

0.0 T T T T T T M
900000 000002 0,00004 0,00006 0,00008 0,00010
e

concentragdo

Figura 16. Curva padrdo de absorbéancia versus
concentracdo de acetaminofeno.
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Tabela 12. Absorbancias das solu¢des de acetaminofeno
obtidas por espectrometria no UV

(A=246nm).
C(mol/L) Absorbancia
1x10% 1,697
0,5x 10% 0,802
1x10° 0,219
0,5 x 10° 0,103
__1x10° 0,035

coeficiente de extingdo molar, calculado em 16.545 L/mol.cm.

Dados da regressdo linear da curva de calibragdo do acetaminofeno:

Y=a+bX (25)

a=0,02188 £ 0,02082

b =16.545 (coeficiente de extingio molar)
R =0,99906

DP = 0,03495 (desvio padrio)

N =5 (niimero de pontos utilizados no experimento)

copoliDMAA-co-AOA) preparadas com diferentes proporgdes dos monémeros.

de 20 mg por grama de copolimero.
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A curva de calibragdo (figura 16) obtida com as absorbancias das solugdes

nas diferentes concentragdes de acetaminofeno (tabela 12) determinou o valor do

As figuras 17 e 18 representam a variagdo da concentragdo do acetaminofeno

liberado em meio alcalino em fungdo do tempo das matrizes poliméricas

A figura 17 demonstra a liberagdo da matriz niimero 4, copoli(DMAA-co- .
AOA) nas proporgSes em massa de 0,42/0,58%. Observa-se uma maior velocidade
de liberagdo nos primeiros 4 dias, apos caindo até tendendo atingir um patamar a

artir do 6° dia. Esta matriz apresentou uma liberagdo maxima para estas condi¢des
p p

_
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Liberagédo acetaminofeno (mg/g de polimero)

Tempo (dias)

Figura 17. Liberagio do acetaminofeno da matriz
copoli(DMAA-co-AOA) com 42/58% em massa
em tampao borato (H;BO;/KC/NaOH) pHS 4.

35

Liberagdo acetaminofeno (mg/g) de polimero

Tempo (dias)

Figura 18. Liberagio de acetaminofeno da matriz
copoli(DMAA-co-AOA) com 53/47% em massa
em tampao borato (H;BOy/KCI/NaOH) pH8 4.
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A figura 18 representa a liberagio do acetaminofeno na matriz
copoli(DMAA-co-AOA), com 53/47% em massa. Observou-se uma velocidade de
liberagdo acentuada no 1° dia, onde cerca de 50% do conteudo liberado deu-se neste
periodo. A quantidade maxima liberada do acetaminofeno nestas condi¢des foi de

32 mg por grama de polimero.

O comportamento cinético dos grupos funcionais ligados a suportes
poliméricos insoliveis depende da facilidade com que o sistema “matriz-grupo
funcional ativo” expande-se no meio reacional, de maneira que se obtenha um
estado gelificado, permitindo a difusio das espécies reativas até onde se encontram
os grupos funcionais, bem como a parte clivada deve poder difundir-se no meio com
relativa facilidade. Portanto, pode-se atribuir ao diferente comportamento cinético
da liberagdo do farmaco das duas matrizes a composi¢do das mesmas. O
componente DMAA tem por caracteristica uma forte interagio com a 4gua. De
modo que foi introduzido com a fung¢do de permitir uma expansio da matriz na agua
para possibilitar a difusdo dos grupos ativos até a ligagio éster e a difusdo do
farmaco hidrolisado. A matriz que contém maior quantidade do componente

hidrofilico, a DMAA, facilitou a difusdo das espécies para a efetivagdo da hidrolise.

V. 2.2 Estudo da hidrdlise da matriz DMAA-AOA em meio enzimdtico

Neste estudo mostrou-se a possibilidade de hidrolisar o acetaminofeno da
matriz DMAA/AOA por catilise enzimatica, uma vez que a obtengdo destas
matrizes visa uma futura aplicagdo como sistemas de liberagdo controlada de

farmacos.

Como mencionamos anteriormente, o acetaminofeno esta ligado a cadeia
principal por meio de uma ligagdo éster. Portanto, considerou-se o mecanismo da

reagdo hidrolitica do grupamento éster, catalisado por enzimas proteoliticas, a

_



67

tripsina no caso, o mesmo mecanismo geral de agdo das serinas-proteases (figura
19) como acontece no organismo humano. Sabe-se que o grupo ativo desta enzima é

a hidroxila da serina responsavel pelo ataque ao grupo éster.'®

Todas as serina-proteases atuam essencialmente pelo mesmo mecanismo
geral de catalise, onde a hidrélise segue uma série de passos 0s quais em sua
maioria sio uma adi¢do do reagente nucleofilico (4gua, ou OH) com formagio
transitéria de um intermediario, que através de sua clivagem, formara o acido
carboxilico ou o anion, dependendo do cariter acido ou basico do meio

. 4,101
reacional 23134100

R'-C-OE

R’-éOOR+E-OH < R’-g-O:E-OH <z R’%_ O-E
R

ki RO...H sz
(I (1 (1)

Ks ki ka

HOR
(IV)

Figura 19. Mecanismo geral da a¢do das serina-proteases. E-OH ¢ o grupo hidroxila da
serina acilado durante a catalise, conforme indicado pela estrutura IV. Ks ¢ a
constante de Michaelis para reagoes, e k; e k; etc. as constantes de velocidade
para as reagdes indicadas.'®

Como a tripsina pode hidrolisar ésteres, ROH (IV) nesse caso representa o

acetaminofeno.

“OMISSAD NECICN/U TF ENFRGIZ NUCLEZR /SF  1DEC
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A figura 20 mostra a liberagdo do acetaminofeno da matriz DMAA/AQA,
53/47% em massa com um aumento crescente da velocidade nas primeiras 15 h até

atingir um patamar. A quantidade maxima liberada foi 9,5 mg/g de polimero.

FU & MORAWETZ (1976)'”, em um de seus trabalhos sobre o ataque
enzimatico (quimiotripsina) a uma ligagdo sensivel localizada na cadeia lateral de
um polimero sintético, descrevem que um substrato polimérico em solugdo pode
encontrar-se em uma forma aleatéria espiralada de maneira que consideram possivel
que somente os grupos do lado de fora da espiral molecular s3o realmente acessiveis

as enzimas, enquanto aqueles localizados no interior da espiral estdo protegidos.

12 4

Liberagdo acetaminofeno (mg/g)

: T —
0 5 10 15 20 25 30
Tempo (h)

Figura 20. Hidrolise do acetaminofeno do copoli(DMAA-co-AOA) com
53/47% em massa, catalisada pela tripsina em tamp@o fosfato
(KH2P04/N321'IP04), pH 7,0
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As quantidades de acetaminofeno liberado inferiores as esperadas, pode-se
atribuir 4 pouca expansio da matriz no meio, dificultando a difusdo das enzimas no
interior da matriz. Pode-se considerar possivel que o ataque enzimatico tenha sido
efetivo nos grupos funcionais mais periféricos ou ainda aqueles acessiveis

fisicamente as enzimas considerando-se também sua alta massa molecular (23.200
Dalton)'"°.

IV.3 Caracterizacio do homopolimero e dos hidrogéis obtidos a partir do
A-ProOMe

A partir da solugdo do homopolimero, poli(A-ProOMe), determinou-se a
temperatura de separagdo de fase do sistema constatando-se, desta maneira, tratar-se

de um sistema de solugdo de temperatura critica inferior (LCST).

Os hidrogéis que foram obtidos, neste trabalho, com diferentes componentes
hidrofilicos e hidrofébicos ¢ com diferentes graus de reticulagdo, como citado no
capitulo anterior (IIL.3.1) e tiveram seu grau de expansdo determinados. Estudou-se
a dependéncia do grau de expansdo e do comportamento de fase em relagdo a
composigio dos hidrogéis verificando a influéncia no processo de difusdo tanto do
solvente quanto do soluto através da matriz polimérica. Desta forma, escolheu-se
quais as composi¢des mais adequadas para estudar estes copolimeros como sistemas
de liberagdo controlada de firmacos. Verificou-se, também, a reversibilidade da

propriedade de expansdo de hidrogéis com diferentes composigdes.

1V.3.1 Sistema de solu¢do de temperatura critica inferior (LCST)

A solubilidade de um polimero em um solvente € determinada pelo equilibrio
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da interag@o polimero-polimero e polimero-solvente. Um copolimero que contenha
grupos de afinidade diferentes pode ser completamente soluvel em agua, desde que
a mesma seja um bom solvente para as partes hidrofilicas da unidade do mero,
hidratando também grupos vizinhos hidrofébicos. Quando a temperatura da solugéo
aumenta, as ligag6es de hidrogénio se enfraquecem resultando numa diminuigdo da
hidratagdo e, conseqiientemente, ha um aumento da interagdo entre os grupos
hidrofébicos. Os grupos hidrofobicos solvatados perdem sua fraca ligagdo com a
agua até tornarem-se insoliveis, separam-se as fases e o polimero precipita. Esta

temperatura ¢ chamada de temperatura critica inferior da solugéo (LCST).”

Portanto, a temperatura critica inferior da solugéo (LCST) ¢ a temperatura
abaixo da qual o sistema encontra-se em uma unica fase estavel, de modo que a

separagdo de fases ocorrera com aquecimento.

A partir dos trabalhos de PRIGOGINE & DEFAY (1954)'!!, diz-se que em
um sistema binario o ponto critico ¢ aquele onde as duas fases tornam-se idénticas
(fragbes molares). Pode-se representar uma curva de coexisténcia AC e BC que se
encontram de maneira continua no ponto C (figura 21). As duas fases podem

coexistir dentro de uma faixa determinada pela composi¢do dos componentes.

Quando um sistema binario apresenta a temperatura critica com 0 menor
valor de temperatura em que as duas fases coexistem, este é chamado de um sistema

de temperatura critica inferior (figura 21).

Em um sistema de temperatura critica inferior a separagdo de fase ocorre com
aquecimento o que quer dizer que para uma mistura binaria ser estavel e ndo se
separar em duas fases, € necessario que a seguinte condigdo termodindmica seja

satisfeita:®

(ﬁzhj >0 (26)

&,
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onde 4 € a entalpia média molar e x; é a fragdo molar.

2 FASES

Tec C

1 FASE

X3

Figura 21. Diagrama de fase de um sistema que apresenta
temperatura critica inferior.

Estas condi¢des designam a curvatura convexa da linha da entalpia molar em
fungdo da composigdo h(x,) no ponto critico C como mostra a figura 22. Neste caso,
a mistura ocorre com a diminui¢do da entalpia e, portanto, com desprendimento de

calor (mistura exotérmica), caracterizando uma fungo entrépica.

Considerando-se as condigdes termodinidmicas sabe-se que a quantidade de
calor da mistura de uma solug@o ¢ menor do que a quantidade de calor da solugdo
das substdncias puras separadas h;° e h,°, como podemos constatar pela linha reta da
curva da figura 22. A mistura é formada a partir dos componentes puros com

liberagdio de calor (mistura exotérmica), portanto, somente as misturas exotérmicas

apresentam uma temperatura critica inferior.>
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A energia livre molar de um sistema binario € representada pela seguinte

express?lo:n’1 H

g = (x,u° + RIx, Inx, + x, 145 + RTx,Inx,) + g* 27

onde os termos que estdo entre parénteses representam a energia livre ideal de uma
mistura binaria com os componentes 1 e 2 nas fragdes molares x; € x; com 0s
valores dos potenciais quimicos padrdes de p,° e p;° R € a constante dos gases e T

temperatura absoluta. g® ¢ a energia livre excedente da mistura.”>'!!

hy

0 (XZ)c 1

Figura 22. Entalpia molar média h(x;) em fungio da composi¢do a
temperatura e pressao constantes.

A diferenga entre a fungdo termodinidmica de uma mistura € 0 valor

correspondente ao de uma solugdo perfeita a uma mesma T, p ¢ composi¢do, ¢ -

chamada de fungdo termodindmica excedente (misturas nao ideais).'"?

- -
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Com a queda da energia livre excedente e introduzindo a entalpia e entropia

molar excedentes (h*), (s*) na equagdo (27) teremos as fungSes termodindmicas

~ : rat 2
excedentes representadas na equagdo abaixo em uma temperatura critica:’>>°

2 _E 21 E
T(é’i J -(‘9”2 J I (28)
25 T.p &, rp X%

Para que a equagdo (28) seja valida o termo da entropia deve ser positivo e

maior que a entalpia,

2 E .
1235 S0 29)
&
2 T.p

Portanto, temperatura de solugdo critica inferior corresponde a uma

separagdo de fase resultante do efeito entropico.'!!!12

Segundo a teoria da expansdo em equilibrio uma rede polimérica expandida
em equilibrio, sob determinadas condigdes, pode ter duas fases quando em solug#o.
Estas fases diferem na conformagdo das cadeias e na concentragdo dos segmentos.
Uma pequena mudanga na interagdo polimero-solvente, dada por exemplo, por
mudanga na temperatura pode levar a uma pronunciada mudanga na conformagdo do

polimero e consequentemente na solubilidade.'"?

Nos experimentos para determinar a LCST do poli(A-ProOMe), este foi,
inicialmente, deixado em agua a 6°C onde demonstrou completamente solivel. A
temperatura do sistema foi aumentada de 1°C/h até que houve uma mudanga no
aspecto da solugdo, ou seja de transparente tornou-se turva. O experimento foi
repetido e confirmou-se que a 17°C o sistema demonstrou uma mudanga de fase,

temperatura um pouco superior aquele determinada, anteriormente, por MIYAJIMA
1.7

€ Co
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Os hidrogéis a base de A-ProOMe colapsam com o aumento da temperatura,

isto significa que eles se comportam como sistemas de temperatura critica inferior

de solugdo.

O~

Figura 23. Formula estrutural do A-ProOMe.

N EXPIRAL EXTENDIDO

AGLOMERADOS
GLOBULARES

&

~
Id

LCST TEMPERATURA

Figura 24. Modelo proposto para a transi¢do de fase do poli(A-ProOMe). Em temperaturas
abaixo da LCST os polimeros apresentam uma estrutura espiralada estendida
com fortes interagdes entre os grupos da prolina e a 4gua. Em temperaturas mais
altas estas interagdes enfraquecem e a probabilidade de uma ligagdo inter e
intramolecular entre os grupos vizinhos da prolina aumentam.”

A figura 23 mostra a estrutura quimica do monomero A-ProOMe. Neste

sistema o grupo CH; na cadeia lateral da prolina constitui o componente

hidrofébico, enquanto o C=0 e o N, os componentes hidrofilicos. Abaixo da LCST
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0 poli(A-ProOMe) apresenta-se com uma a estrutura espiralada estendida com uma
forte interagdo entre os grupos hidrofilicos do A-ProOMe e a agua formando uma
camada de agua altamente organizada (4gua ligada) ao redor do polimero.”® A
formagdo desta estrutura contribui favoravelmente a entalpia da mistura assumindo
um valor maior que o da energia livre, que por sua vez, é desfavoravel a
solubilidade por estar relacionada & exposi¢do dos grupos hidrofébicos a agua
dificultando uma boa solubilidade do polimero. Segundo SAFRANAJ e col.
(1993)"® com o aumento da temperatura as ligagdes de hidrogénio enfraquecem, a
estrutura da agua € liberada e as interagdes hidrofobicas entre os grupos da prolina
tornam-se dominantes. Nas temperaturas acima da LCST ocorre uma interagdo inter
¢ intramolecular formando compactos aglomeradps de conformagdo globular (figura
24) levando a um colapso dirigido pela entropia e portanto a uma separagio de fase

(precipitagdo).

1V.3.2 Ciclo de reversibilidade de expanséo dos hidrogéis

O conhecido processo de reversibilidade dos hidrogéis pode ser bem
observado quando estes apresentaram um estado expandido nas temperaturas mais
baixas e um estado contraido nas temperaturas mais elevadas (figura 25) e ainda

constatando-se que este fendmeno pode ser repetido indefinidas vezes.

A figura 25 mostra o comportamento de expansdo e contragdo dos hidrogéis

copoli(A-ProOMe-co-DMAA-co-TMPTMA) enquanto a temperatura foi aumentada

¢ diminuida varias vezes entre 6° e 35°C durante 24 h.
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Figura 25. Ciclo de reversibilidade dos hidrogéis copoli(A-ProOMe-
co-DMAA-co-TMPTMA) nas propor¢des em massa de

70/30/3 (0) e 90/10/3 (o) em resposta a temperaturas de
6°C e 35°C.

Os hidrogéis copoli(A-ProOMe-co-DMAA-co-TMPTMA), usados neste ’
experimento, continham as proporgdes em massa de 70/30/3 ¢ 90/10/3. Estes foram
submetidos a expansdo em agua a 6°C, durante 24h, apresentando um grau de .
expansio de 62 e 55% respectivamente. Apbs, a temperatura foi elevada
subitamente para 35°C, onde as medidas do grau de expansio foram feitas de hora

em hora. Verificou-se uma rapida perda de massa devido a contragdo dos hidrogéis

-_
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e o equilibrio comegou a ser novamente atingido apés 5 a 6 h sendo que os valores
do grau de expansdo, apos 24 h, foram de 50 e 30% para os hidrogéis com as
proporgdes de 70/30/3 e 90/10/3. Apos 24h a temperatura foi novamente abaixada
subitamente para 6°C e os hidrogéis comegaram novamente a expandirem-se até os
mesmos valores maximos de grau de expansdo atingidos anteriormente. A repetigo
do experimento nos confirmou a reversibilidade da caracteristica dos hidrogéis de

expandirem-se e contrairem-se.

Como esperado a amostra com maior quantidade de DMAA apresentou um
maior grau de expansdo tanto & 6°C quanto & 36°C. Como a DMAA ¢ muito
hidrofilica confere uma maior capacidade de expansdo aos hidrogéis. Ao mesmo
tempo a diminui¢do da fragdo do A-ProOMe no hidrogel diminui a variagdo de
volume de 4gua absorvida em fungdio da temperatura, j4 que este mondmero é o

responsavel pela termossensibilidade do hidrogel.

1V.3.3 Comportamento de fase e determinacdo do grau de expansdo dos

hidrogéis

Solugdes de temperatura critica inferior, geralmente, sio aquelas que
possuem ambos componentes (polimero, solvente) altamente polares e estdo
relacionadas a diminuigdo de entropia associada i formagdo de ligagSes de
hidrogénio em baixas temperaturas. A diminuigio da solubilidade com o

aquecimento pela quebra da ligagdo dos hidrogénios se da por meio da rotagdo das

moléculas.’®

O hidrogel estudado aqui, a base de A-ProOMe, comporta-se de uma forma
semelhante ao homopolimero, onde a contragdo do hidrogel é equivalente a

separagdo de fase do polimero ndo reticulado. Portanto, o hidrogel expande-se em

baixas temperaturas e colapsa com o aumento da temperatura. A velocidade de
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expansdo em fungdo da temperatura ¢ diferente para diferentes hidrogéis, como
veremos a seguir. Bem como, as temperaturas de transi¢do de fase, caracterizadas

pelo ponto de inflexdo nas curvas de expansdo, variam de um polimero para outro. -
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Figura 26. Micrografias dos hidrogéis poli(A-ProOMe-co-TMPTMA) na
propor¢do 99,5/0,5 expandidas em 4agua até o equilibrio nas
temperaturas de 10°C (A), 20°C (B), 30°C (C) e 50°C (D). Aumento
2.000 X.

As micrografias do hidrogel poli(A-ProOMe-co-TMPTMA) na propor¢ao
99.5/0,5 foram tiradas da segdo transversal do mesmo em diferentes temperaturas
(10°C, 20°C, 30°C e 50°C). E bem evidente o aumento das dimensdes dos poros nas
temperaturas inferiores ¢ uma diminuigio das mesmas nas temperaturas mais

elevadas (figura 26).




79

Para conhecer-se os hidrogéis, estudou-se as curvas de expansio dos mesmos
obtidos com diferentes graus de reticulagdo. O grau de expansio (%E) foi
determinado pela variagdo da massa dos hidrogéis em diversas temperaturas em
agua, em relagdo a sua massa seca (liofilizada), como descrito anteriormente. A

composi¢do das amostras também foi descrita anteriormente (Capitulo I11.3.4).
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Figura 27. Grau de expansdo em agua do copoli(A-ProOMe-co-TMPTMA)
em fungdo da temperatura com as seguintes composi¢des (relagdo
em massa). (0)99,5/0,5; (@)99/1; (0)97/3; (A)94/6; (A)90/10;
(V)87/13; (©)81/19.

A figura 27 mostra a dependéncia do grau de expansdo da temperatura nos

hidrogéis preparados com diferentes quantidades do agente reticulante. Pode-se
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notar com clareza que com o aumento da densidade de reticulagdo ha uma
diminuigdo da variagdo do grau de expansdo. Os hidrogéis que contém mais de 3%
do agente reticulante em sua composicdo mostram uma continua diminui¢do da
expansdo com o aumento da temperatura enquanto que os que contém 3% ou menos
apresentam uma temperatura de transi¢gdo bem definida. A temperatura de transigdo
de fase da amostra que contém a proporgdo de 99,5/0,5 de agente reticulante é 18°C
e observa-se a tendéncia desta temperatura diminuir nas amostra com o aumento do

componente hidrofobico. -
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Figura 28. Grau de expansdo em agua do copoli(A-ProOMe-co-
DMAA-co-TMPTMA) em fun¢@o da temperatura com
as seguintes composi¢des (relagdo em massa):
(+)99,5/0,5/1;, (©)98/2/1, (V)95/5/1; (0O)95/5/3,
(12)80/20/3; (A)70/30/3.
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A dependéncia do grau de expansdo da temperatura dos hidrogéis copoli(A-
ProOMe-co-DMAA-co-TMPTMA) em agua pode ser observada na figura 28 como
fungdo da diferente quantidade de mondémero hidrofilico na composigdo. Os
hidrogéis que apresentam em sua composi¢do até 5% de DMAA e 1% de agente
reticulante apresentam uma marcada transi¢do de fase, o processo cinético de
expansdo-contragdo ocorre descontinuamente ao redor da temperatura da LCST
levando a um sistema caracteristico termossensivel onde a expansdo ocorre em
temperaturas inferiores aquelas de comtragdo. Porém, esta resposta ¢ muito
influenciada pela introdugdo de uma maior quantidade do monémero DMAA,
devido sua grande hidrofilicidade confere ao hidrogel grande capacidade de
absorver agua, porém os hidrogéis que contém mais de 5% em sua composigio
exibem uma continua contragio a partir de 0°C até a temperatura de 60°C
diminuindo também a variagdo da quantidade de agua retida em fungdo da

temperatura. Em outras palavras diminuem a caracteristica termossensivel.

Na figura 29 tem-se as curvas relativas aos hidrogéis compostos com
diferentes quantidades do monémero hidrofébico CEA. Observa-se que o copoli(A-
ProOMe-co-CEA-co-TMPTMA) 98/2/1 e o 95/5/1 (relagdo em massa) apresentam
uma transi¢do de fase, sendo que a LCST ¢ deslocada para aproximadamente 18 e
15°C respectivamente. A introdugdo de grupos hidrofébicos na cadeia polimérica
diminui a temperatura de LCST. Com um aumento da concentragio de grupos
hidrofobicos na cadeia polimérica as forgas das ligagGes de hidrogénio com os
grupos hidrofilicos se enfraquecem. Uma vez que as ligag6es de hidrogénio mantém
os grupos hidrofobicos solvatados, quando enfraquecidas favorecem que estes se
aproximem um dos outros, colapsando a cadeia e expulsando a 4gua interagida nas
cadeias poliméricas. Desta forma, a LCST poderia ocorrer a uma temperatura
inferior, uma vez que a energia necessaria para a quebra das forgas de solvatagdo ¢
menor. Pode-se observar que os hidrogéis obtidos com as misturas A-

ProOMe/CEA/TMPTMA e A-ProOMe/DMAA/TMPTMA nas mesmas proporgoes

de 95/5/1, apresentaram uma LCST de 15 ¢ 20°C, respectivamente.




- s NP O S TR AN ]

82
LT I
60 o}
v
] .
A o
£ w0l a °v.
w
_ o v
o A Ly v v
%A = O ,,,,,,,,, Qo
20- a s
10
0 " 44 29 30 s e &
0 o 2 N 4 %N &
Temperatura ( C)

% Figura 29. Grau de expansio em agua do copoli(A-ProOMe-co-CEA-co-
| TMPTMA) em fungio da temperatura com as seguintes composi¢des
(relagdo em massa): (V)98/2/1; (1)95/5/1, (A)85/15/1.

1V.3.4 Determinag¢do da interacdo da dgua com hidrogéis utilizando a

técnica de calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

Como os hidrogéis foram sintetizados visando seu uso em contato com oS
fluidos do corpo, logo, a absorgdo de uma quantidade consideravel de agua ocorrera

dentro da rede polimérica, bem como a adsor¢do dos fiarmacos sera sempre via

solugdo aquosa. Desta maneira o estudo do comportamento da agua dentro da
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estrutura dos hidrogéis vira a contribuir para elucidagdo dos resultados obtidos na

imobiliza¢do dos farmacos e sua liberagdo no meio.

A agdo reciproca entre a dgua e os polimeros que contenham grupos
hidrofilicos resulta em diferentes interagdes onde a agua assume diferentes
estruturas, denominadas “estados”. A dgua pode ser encontrada dentro dos hidrogéis
nos estados de agua ligada, intermediaria e normal ou livre. A técnica de
calorimetria exploratoria diferencial (DSC) que possibilita calcular a quantidade de

agua ligada por método indireto.®

Para a determinagdo do estado da 4gua as amostras sio resfriadas a
temperaturas bem abaixo de 0°C, a agua livre congela enquanto a agua ligada
permanece no estado ndo congelado. Quando a 4gua congelada é aquecida no
calorimetro, o calor necessario para fundir a 4gua pode ser medido como calor de
fusdo (AH). A 4gua ndo congelada, a qual é definida como 4gua ligada, ¢ a diferenga

entre a agua total e a agua livre medida.

Como observou-se anteriormente, a quantidade de agua que pode chegar a
um equilibrio no interior dos hidrogéis diminui tanto com o aumento da
concentragdo do agente reticulante na composigdo quanto com a temperatura a que ¢
submetido durante a expansdo. De maneira que investigou-se o estado da agua

dentro dos hidrogéis em fungdo dos dois pardmetros.

Na figura 30 estdo representadas as curvas da fusdo da 4gua (endotérmicas)
dos poli(A-ProOMe) obtidos com diferentes graus de reticulagdo (1, 5, 10 ¢ 15% de
TMPTMA) previamente mantidos em agua em equilibrio a 4°C. Todas as curvas
foram normalizadas em relagdo ao peso das amostras. Os termogramas mostram as

diferentes 4reas das curvas dos respectivos hidrogéis, representando portanto, as

diferentes quantidades de agua livre em cada amostra. Observa-se nestas curvas a
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diminuigdo progressiva da quantidade de 4gua livie com o aumento do agente

reticulante na composigio do hidrogel.
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Figura 30. Curvas de fusdo da agua dos hidrogéis poli(A-ProOMe) com
TMPTMA como reticulante nas seguintes proporgdes 1%, 5%,
10% e 15%.

A figura 31 mostra 4 graficos representando as curvas de fusio da agua,
cada grafico contém os termogramas de 4 hidrogéis com o mesmo grau de
reticulante, sendo que cada amostra foi mantida em equilibrio em 4gua em uma
determinada temperatura (4°, 22° ¢ 37°C). Verificou-se que a area do pico da agua
livie diminui ndo somente com o aumento do grau de reticulagdo, como
demonstrado anteriormente, mas também com o aumento da temperatura em que as

amostras foram submetidas durante a expansdo. Este resultado era esperado, uma

vez que 0 poli(A-ProOMe) é um hidrogel termossensivel e estando acima de sua
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LCST apresenta-se no estado colapsado de modo que o tamanho dos poros estio

diminuidos, como constatou-se através das micrografias tiradas por SEM.
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Figura 31. Curvas de fusdo da agua dos hidrogéis poli(A-ProOMe) expandidos em
agua até o equilibrio nas temperaturas de 4°, 22° e 37°C. A porcentagem
de TMPTMA foi de 1% (A), 5% (B), 10% (C) e 15% (D).

Relacionou-se a quantidade de agua ligada, A;, a temperatura de
hidratagdo das amostras (figura 32). As curvas resultantes seguiram o mesmo padrdo
daquelas observadas com a agua livre. Dependendo da quantidade de agente
reticulante, a diminuigdo da quantidade de 4gua ligada com o aumento da
temperatura tem uma maior ou menor variagdo. O hidrogel com a menor quantidade
de agente reticulante (1%) apresenta a maior quantidade de agua ligada, a qual

diminui acentuadamente com o aumento da temperatura de expansio. Enquanto que
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as amostras com maior quantidade de reticulante apresentam menor quantidade de

agua ligada que também diminui com o aumento da temperatura.
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Figura 32. Quantidade de agua ligada, A;, em funcdo da temperatura de
expansio dos hidrogéis poli(A-ProOMe) reticulados com
TMPTMA nas concentragdes 1% (@), 5% (A), 10% (W) e
15%(0).

Na figura 33 relacionou-se Ay/A, em fungdo do grau de reticulagdo.

Observou-se que com a menor concentragdo de reticulante a A;<<Ay em uma
temperatura de expansdo de 4°C, A;~Ay 2 22°C enquanto que a 37°C A;~A.. Além
disto, a medida que a quantidade de agente reticulante aumenta, a quantidade de
agua livre diminui progressivamente, até atingir valores muito préximos de zero. Tal
comportamento indica que em uma T>37°C toda a agua absorvida por uma rede

polimérica pode estar no estado de agua ligada independente do grau de reticulagéo.

Ainda na figura 33, vé-se que o polimero com 15% de reticulante tem
Ar~A; em todas as temperaturas de €xpansdo. Portanto, pode-se inferir que com

altas concentragdes de reticulante o efeito da temperatura na expansdo da rede é

diminuido. Enquanto que os hidrogéis com quantidade de reticulante inferior a 1%,
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o efeito da temperatura parece ser predominante em relagio ao do agente

reticulante.

1.0

ANA,

‘ Figura 33. Razio Aw/A. em fungdo do agente reticulante (TMPTMA) nos hidrogéis
poli(A-ProOMe) hidratados até equilibrio na temperaturas de 4° (@),
22° (A) e 37°C (m).

Pode-se concluir que para porcentagens de agente reticulante inferiores a
15%, o efeito da temperatura na expansio da rede polimérica ¢ semelhante ao do
agente reticulante, com a diferenga que com a temperatura este fendmeno ¢é

reversivel enquanto que com o agente reticulante, ndo.

. IV.4 Utilizacdo dos hidregéis a base de A-ProOMe como sistemas de

liberacio de farmacos

Os hidrogéis possuem 4 propriedades principais: grau de expansdo,

biocompatibilidade, permeabilidade e cinética de expansdo.®’ A possibilidade de

conter elevadas quantidades de agua pode levar a uma boa biocompatibilidade
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facilitando a retirada de impurezas. Sua estrutura macia e natureza elastica reduzem
as irritagdes mecanicas em contato com os tecidos e seu carater hidrofilico diminui
as tensOes superficiais. Pode-se obter hidrogéis com diferentes permeabilidades,
uma vez que a cinética de expansdo € reprodutiva e passiva de ser modificada, da a
possibilidade de variar a permeabilidade em fungdo do tempo ou mesmo em fungio
das modificagdes do meio. Todas estas caracteristicas tornam os hidrogéis, materiais
com grande potencial no emprego como sistemas de liberagdo controlada de
farmacos. Desta maneira, estudou-se ) estes materiais para conhecer suas

caracteristicas visando uma futura utilizagdo como sistemas de liberagdo de

farmacos.

Como foi visto anteriormente, a introdu¢do de componentes em um gel
termossensivel traz mudangas no comportamento de expansio e transi¢do de fase.
Desta forma, foram escolhidos diferentes copolimeros que apresentam uma
contragdo caracteristica de sistemas com transigdo de fase, de forma a ndo
descaracterizar o A-ProOMe como o mondmero precursor dos mesmos para

trabalhar-se na liberagdo de farmacos como o acetaminofeno e a insulina.

O trabalho foi iniciado com a imobiliza¢do do acetaminofeno em diferentes
hidrogéis por aprisionamento via radiagdo e via adsor¢do para estudar-se os
comportamentos da liberagdo em agua a 37°C. Foram escolhidos copolimeros com
componentes hidrofilicos e hidrofébicos, sendo possivel comparar o comportamento

da liberagdo do farmaco nestes diferentes hidrogéis.

Devido aos resultados positivos dos experimentos da liberagdo do
acetaminofeno dos hidrogéis em 4gua, realizou-se um experimento preliminar com a
utilizagdo de um dos hidrogéis para liberagdo da insulina em ratos com diabete
induzida, para observar a possibilidade do uso destes em futuros experimentos in

vivo com animais geneticamente diabéticos. Os resultados serdo apresentados neste

capitulo.
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1V.4.1 Liberagdo do acetaminofeno de hidrogéis a base de A-ProOMe

O fendmeno caracteristico dos hidrogéis termossensiveis, que € sua contragio
com o aumento da temperatura, tem grande influéncia no mecanismo de liberagio
de um farmaco. Considerando-se que a variagdo desta propriedade ¢ conseqiiéncia
da mudanga no tamanho dos poros da matriz em funcdo da temperatura, como
podemos observar nas micrografias tiradas com o MEV no item anterior, esperam-

se também alteragdes na difusio. )

A figura 34 mostra a liberagio do acetaminofeno, a 37°C, dos hidrogéis
copoli(A-ProOMe-co-DMAA-co-TMPTMA), com 95/5/1%; copoli(A-ProOMe-co-
TMPTMA), com 99/1% e com 97/3 % em massa na composi¢do, todos contendo
10% em massa de acetaminofeno imobilizados por aprisionamento durante a

polimerizagdo via radiagdo.

Foi possivel observar uma variagio das velocidades de liberagdo entre os
diferentes hidrogéis. Percebeu-se que o hidrogel que contém a maior fragdo
hidrofilica, a DMAA, tem uma maior velocidade de liberagdo do acetaminofeno.
Estes resultados permitiram relacionar a velocidade de liberagdo ao grau de
expansdo, portanto, quanto maior o grau de expansdo maior é a velocidade de
liberagdo. Uma quantidade maior do componente hidrofilico na rede do hidrogel
permite uma maior interagdo com a 4gua através das ligagdes de hidrogénio e um
maior grau de expansdo conseqiientemente maior quantidade de agua livre

facilitando a difusdo do farmaco.

A figura 35 mostra os resultados da liberagdo do acetaminofeno de diferentes
hidrogéis: copoli(A-ProOMe-co-TMPTMA), com 99/1% em massa em sua
composi¢do; copoli(A-ProOMe-co-DMAA-co-TMPTMA) com 95/5/1% em massa e
copoli(A-ProOMe-co-CEA-co-TMPTMA) com 95/5/1% em massa. Todos os

hidrogéis tiveram por volta de 5% em massa de acetaminofeno imobilizado por

adsorgdo ap0s a sintese.
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Figura 34. Curva da liberagdo do acetaminofeno a 37°C das matrizes obtidas a
partir da relagdo m/m das misturas: A-ProOMe/DMAA/TMPTMA,
95/5/1 (V), A-ProOMe/TMPTMA, 99/1 (), A-ProOMe/TMPTMA,
97/3 (A). Acetaminofeno imobilizado por aprisionamento.

O efeito da hidrofilicidade esta evidente nas curvas de liberagdo da figura 35,

onde o hidrogel que contém o componente hidrofilico, DMAA, apresenta uma maior

velocidade de liberagdo do farmaco. Da mesma maneira, neste experimento foi

possivel observar que o hidrogel com maior grau de expansdo, tem a maior

velocidade de liberagdo, enquanto que os dois hidrogéis com velocidades proximas, '

tem um grau de expansio maximo iguais (%E, 76%). A imobilizagdo do

acetaminofeno nestas amostras foi feita por adsorgido do farmaco em uma solugdo

saturada a 6°C, onde as amostras permaneceram por dois dias € apos, foram

cuidadosamente liofilizadas. Desta maneira estavam no estado de expansdo maximo

e portanto com o maior tamanho de poro. Os hidrogéis quando recolocadas na agua
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para liberagdo esta porosidade pode ter auxiliado a liberagdo na fase inicial apesar

da temperatura do meio ser de 37°C.

Liberagédo do acetaminofeno (mg/g do polimero)

S S S
Tempo (dias)

i

Figura 35 Curva de liberagio do acetaminofeno a 37°C, das matrizes obtidas por
polimerizagio das misturas nas relagdes m/m: A-ProOMe/TMPTMA,
99/1 (A); A-ProOMe/DMAA/TMPTMA, 95/5/1 (D), A-
ProOMe/CEA/TMPTMA, 95/5/1 (). Acetaminofeno imobilizado por
adsor¢3o fisica.

A maior quantidade de 4gua livre, que esta presente nos hidrogéis mais

. ' expandidos, com os maiores poros, proporcionara uma velocidade maior de
liberagdo. Percebeu-se também que a caracteristica dos componentes do hidrogel €

bastante importante na velocidade da liberagio do farmaco. Portanto, tem-se a

possibilidade de manipulagio da velocidade de liberagdo de um farmaco mudando-
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se a composigdo do hidrogel.
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Figura 36. Curva da liberagdo do acetaminofeno do hidrogel copoli(A-ProOMe-
co-TMPTMA) nas proporgdes de 99/1 em massa em agua nas
temperaturas de 10°C (0), 30°C (O) e 37°C (A).

A figura 36 representa a liberagdo do acetaminofeno em diferentes
temperaturas a partir do mesmo hidrogel, copoli(A-ProOMe-co-TMPTMA) nas
proporgdes de 99/1 em massa. Desta maneira pode-se constatar que na temperatura

mais baixa ocorre a maior velocidade de liberagdo.

Como constatado anteriormente a temperatura influencia na dimensdo dos

poros do hidrogel e isto significa uma variagdo na quantidade de dgua livre no

_
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interior da rede polimérica. Um hidrogel com poros maiores tera maior quantidade

de 4gua livre que influencia diretamente na difusdo do farmaco através da rede,

Desta forma constata-se que o tamanho do poro de um hidrogel pode ser

modificado neste caso com a temperatura,

o balanceamento hidrofilico/hidrofébico do hidrogel.

com o grau de reticulagdo ou mesmo com

1V 4.2 Estudos preliminares da utilizagdo do poli(4-ProOMe-co-TMPTMA)

como sistema de liberagdo da tnsulina para controle de “diabetes

mellitus” em ratos

Os experimentos iniciaram-se com a imobilizagdo da insulina em 4 discos de

2 matrizes de hidrogéis através de adsorgdo imergindo

concentragido de 17 mg/mL (tabela 13, 14).

-as em uma solu¢do com

Cada hidrogel (I e II) foi testado em dois animais, por meio de implante

subcutineo.

Tabela 13. Quantidades da insulina imobilizada nos discos
TMPTMA), com 99/1%

medidas espectrométricas no UV, A=278nm

de poli(A-ProOMe-co-
dos componentes em massa, através de

Hidrogel I v, sol. insulina v, sol. Insulina Cinsulina Insulina imob.
(mg) (uL) (uL) (mg/mL) (mg/disco)
48,7 300 150 22,7 2,8

61 300 110 20,7 3,9
80,8 300 80 26,5 4,1
73,5 300 65 22,4 4,7

—
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Tabela 14. Quantidades da insulina imobilizada nos discos de poli(A-ProOMe-co-
TMPTMA), com 95/5% dos componentes em massa, através de
medidas espectrométricas no UV, A=278nm.

Hidrogel IT vogollnsullna v sol. Cinsulina  Insulina imob.
(mg) (nL) Insulina (mg/mL) (mg/disco)
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, (uL)
122,1 300 210 28,2 0,3
70,7 300 215 20,5 1,8
32,5 300 245 18,6 1,6
76,4 300 210 - -

A figura 37 mostra a variagdo percentual do nivel de glicose no plasma dos
animais ocasionada pela liberagdo da insulina-através do implante subcutineo do
hidrogel poli(A-ProOMe-co-TMPTMA) nas proporgdes de 99/1 e 95/5 em massa.
Para o primeiro caso, ja nas primeiras 3 horas o percentual de glicose foi reduzido
para 90%, mantendo uma média de redugdo para 70% durante os 3 primeiros dias e

para 64% durante aproximadamente 50 dias.

A liberagdo da insulina através do implante subcutaneo do hidrogel poli(A-
ProOMe-co-TMPTMA) nas proporgdes de 95/5 em massa mostra uma diferenga,
observa-se que o valor do percentual de glicose no plasma dos animais reduziu-se
de 18 % nas primeiras 3 horas de experimento, mantendo uma média de redugio de

33 % nos primeiros 20 dias e de 44% nos proximos 25 dias.

Percebeu-se que o tempo de liberagdo para a insulina dos hidrogéis nestes
experimentos chegou até 60 dias apos o implante. Um dos aspectos a ser
considerado ¢ o tipo de substidncia ativa a ser imobilizada, pois pelas proprias
dimensdes dos hidrogéis a serem implantados ndo € possivel utilizar-se grandes
quantidades. De modo que se deve dar preferéncia a utilizagdo de compostos a .
serem imobilizados que apresentam uma atividade com baixas dosagens, como € 0
caso dos horménios que em geral atuam a uma dosagem baixissima da ordem de

nanogramas.

_
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Figura 37. Curva representativa da redugdo da concentragio da glicose medida no plasma
de ratos com diabete induzida implantados com o hidrogel poli(A-ProOMe-co-
TMPTMA) nas propor¢des de 99/1 () e 95/5 (1) (m/m) contendo insulina.

Confirmou-se que hidrogéis com poros maiores ou com menor grau de

reticulagdo, podem expandirem-se mais e portanto adsorver maior quantidade de
' farmaco e maior quantidade de agua livre favorecendo a difusdo. Pode-se portanto

manipular a estrutura dos hidrogéis em fungdo dos resultados desejados.

A partir destes experimentos serdo feitos testes iz vivo em ratos

geneticamente diabéticos.
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V - CONCLUSOES

Foi obtido um sistema de liberagdo de farmacos de natureza macromolecular  *

portador de um composto com atividade farmacoldgica via radiagdo ionizante. O
composto com atividade farmacoldgia € o acetaminofeno, analgésico € antipirético,
que foi ligado a cadeia polimérica, de natureza acrilica, através de uma ligagdo

éster.

Foram determinados os valores das razdes de reatividade para o sistema
DMAA-AOQOA envolvidos na copolimerizagdo que sdo rpmaa = 0,3130,02 € raoa.=

0,0740,12. O poli(DMAA-co-AOA) apresentou uma configuragdo alternada.

O estudo hidrolitico das matrizes polilDMAA-co-AOA) realizados em meio
alcalino e enzimatico, conforme condi¢des descritas anteriormente, indicou a

hidrélise do acetaminofeno da cadeia polimérica detectado por espectrometria em
UV.

Foi possivel obter-se hidrogéis a partir do A-ProOMe copolimerizados por
radiagdo ionizante juntamente com os mondmeros DMAA e CEA, hidrofilico e

hidrofébico, respectivamente.

Através da caracterizagdo dos hidrogéis pelo grau de expansdo concluiu-se
que um hidrogel obtido por copolimerizagdo com o mon6mero A-ProOMe que
apresenta LCST mantém as caracteristicas de termossensibilidade negativa. Para que
um hidrogel termossensivel, obtido por copolimerizagdo, mantenha um
comportamento de transi¢éo de fase deve apresentar em sua composi¢do no minimo

97% do monomero com LCST.

b
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Por DSC determinou-se que a quantidade de agua livre no interior dos
hidrogéis diminui com o aumento do agente reticulante na composi¢@o dos hidrogéis
e com o aumento da temperatura em que estdo submetidos. A uma temperatura
maior ou igual & 37°C toda a agua absorvida pelos hidrogéis pode estar sob forma de

agua ligada independentemente do grau de reticulagéo.

A analise do grau de expansdo, da quantidade de agua ligada e da estrutura
dos poros por MEV nos hidrogéis em varias temperaturas, permitiu concluir que o
tamanho do poro depende ndo s6 da temperatura do meio como da composi¢do do

gel.
Verificou-se que a velocidade de difusdo do farmaco do hidrogel depende do
tamanho do poro de modo que pode ser fungdo da temperatura ou composigido da

rede polimérica dos copolimeros obtidos a partir do A-ProOMe.

O hidrogel a base do A-ProOMe mostrou-se capaz de constituir um sistema

de liberagdo de farmaco.
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A. DADOS EXPERIMENTAIS DA LIBERACAO DO ACETAMINOFENO DAS
MATRIZES POLIMERICAS poli(DMAA-co-AOA)

Tabela 1. Dados das medidas do acetaminofeno liberado da matriz poli(DMAA-co-
AOA) com 42/58% em massa dos componentes respectivamente em pH
8.4 por espectrometria no UV, A= 246 nm.

TEMPO ABSORBANCIA CONCENTRACAO ACET./POLIMERO

(dias) (mg x°10°%) (mg/g)
0,08 0,19 1,148 5,35
0,104 0,203 1.227 5.72
0,125 0,263 1,590 74
0,146 0,250 1,511 7.04
0,88 0.374 2.260 10,54
1,03 0.373 2,255 10,5
1,17 0415 2,508 11,69
2,15 0.461 2,786 12,99
2.9 0,489 2,956 13,77
5.8 0.602 3,639 16,95
6,98 0.594 3,590 16,73
7,82 0,612 3,699 17,24
12,78 0.704 4255 19.83
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Tabela 2. Dados das medidas do acetaminofeno liberado da matriz poli(DMAA-co-AOA)
com 47/53% em massa dos componentes respectivamente em pH 84 por
espectrometria no UV, A= 246 nm,

TEMPO ABSORBANCIA CONCENTRACAO ACET./POLIMERO

(dias) (mg x 10°) (mg/g)
. 0,02 0,402 2,430 984
0,04 0,495 2,992 12,11
0,06 0,535 3,234 13.09
0,08 0,766 4,630 18,74
0,104 0,720 4,720 19,11
0,125 0,664 4,013 16,25
0,146 0,712 4,303 17.42
0,88 1,027 6,207 2513
1,03 1,111 6,715 27.18
1,17 1,024 6,189 25.06
2,15 1,169 7,066 28.6
2,9 1,108 6,700 27,11
5.8 1,224 7,398 29 05
6,98 1,231 7,440 30,12
7.82 1,247 7,537 30,51

12,78 1,054 6,370 32.24
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Tabela 3. Dados das medidas do acetaminofeno liberado da matriz
poli(DMAA-co-AOA) com 47/53% em massa dos
componentes, respectivamente, em meio enzimatico

(tripsina), por espectrometria no UV, A= 246 nm.

TEMPO (h) ABSOR. ACET./POLIMERO

e mefy)
1 0,04 0,73
2 0,05 0,81
3 0,075 T1,36
4 0,11 2,36
5 0,118 2,14
6 0,11 2,36
7 0,1 1,81
8 0,125 2,27
9 0,18 3,26
10 0,25 4,54
1 11 0,29 526
2 12 0,3 5,44
13 0,365 6,62
| 14 0,35 6,35
15 0,385 6,99
16 0,452 82
| 17 0,462 8,38
‘ 18 0,465 8,44
19 0,458 8,31
{ 20 0,445 8,1
i 21 0,434 7,88
‘ 22 0,45 8,17
23 0,488 8,86
; 24 0,51 9,25
| 25 0,51 9,25
‘ 26 0,51 9,25
| 27 0,52 9,44
| 28 0,48 8,71
| 29 0,52 9,44

30 0,52 9,44
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B. DADOS EXPERIMENTAIS DO GRAU DE EXPANSAO DOS HIDROGEIS

Tabela 1. Dados do grau de expansdo do poli(A-
ProOMe-co-CEA-co-TMPTMA) em agua
em diversas concentracdes (relagdes em
massa) € temperaturas.

E(%)

Composigio
Temperatura

°C
0
6
12
18
20
23
30
40
50
60

78,4
77
68,7
56.5
49,8
40,8
35,4
31,8
31,8
22,9

76
74,3
60
479
41,4
352
30
27,1
25,3
21,9

47
40
30,5
. 263
25,2
24,1
18,4
16,7
18,1
17

98/2/1 95/5/1 85/15/1

Tabela 2. Dados do grau de expansdo do poli(A-ProOMe-co-TMPTMA)
em agua em diversas concentragdes (relagdes em massa) e

temperaturas.
E(%)
Composicdo |99,5/0,5 99/1 97/3 94/6 90/10 87/13 81/19
Temperatura
°C
0 - 76 669 533 393 255 192
6 774 726 613 498 383 31 19.3
8 - - - - - - -
11 - - 564 448 357 308 218
12 75 625 - - - - -
16 - - 489 40 314 28,6 222
18 48,9 43,1 - - - - -
20 384 36 40,9 36,3 27,7 248 198
24 28,1 - - - - - -
30 15.9 22 - - - - -
32 - - 335 293 231 22,1 187
40 768 148 292 268 204 195 173
50 1236 97 23,1 279 187 176 151
60 3,78 6,6 216 259 17 183 132
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Tabela 3. Dados do grau de expansio do pOIi(A-PrOOMe—co-DMAA-co—TMPTMA) em
agua em diversas concentragdes (relacdes em massa) e temperaturas.

E(% -
Composigdo | 95/5/3 80/20/3 70/30/3 99,5/0,5/1 98/2/1 95/5/1
Temperatura

°C

0 60,3 62,5 66,2 81,8 83,1 833

6 56,4 615 65,4 78,5 83,29 -

8 - - - 76,1 - 80

10 - - - 73,6 - -
| 11 52,2 59 -63,7 - - -
| 12 - - - 71,2 77,6 -
! 14 - - - - - 77,1
| 16 47,1 556 61,9 - - 73,3
18 - - - 53,7 66,2 -
| 20 418 542 60,2 51,1 58,62 65,5
i 24 - - - . - - 56.8
: 27.7 - - - 38 - -
? 30 - - - 36,4 40,6 -

32 31 478 55,4 - - 46.8

40 206 427 52,2 31,3 32,6 3173

50 243 37,9 46,8 26,8 32,6

60 205 356 42,9 24.6 24 -




C.  DADOS DO GRAU DE EXPANSAO PARA OBTENCAO DO CICLO DE
REVERSIBILIDADE

Tabela 1. Dados do grau de expansio do poli(A-ProOMe-co-
DMAA-co-TMPTMA) estabilizado em 4gua na
temperatura de 6°C em elevagdo para 35°C.

TEMPO E(%)
(h) .
90/10/  70/30/3
3
0 55 62
0 42 54,8
0,25 36,5 525
0.5 339 513
1 31,6 507
1.5 30,7 504
2 298 502
3 296 50
4 291 493
5 283 497
24 293 505

* no tempo 0 esta implicito que as amostras permaneceram 24 h na temperatura de 6°C, ¢ o tempo

inicial das medidas.

Tabela 2. Dados do poli(A-ProOMe-co-DMAA-co-
TMPTMA) estabilizado em 4gua na

temperatura de 35°C abaixando para 6°C.

TEMPO E (%)
)
Composica 70/30/3 90/10/3
0
0 323 56,5
0,25 422 575
1 456 593
2 484 60,8
25 48,6 61
3 493 613
4 50,4 61,6
5 52,5 61,6
6 53 618
10 - 61,9
24 55 62

* no tempo 0 esta implicito que as amostras permaneceram 24 h na temperatura de 35°C, ¢ o tempo

intcial das medidas.
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D. DADOS EXPERIMENTAIS DA LIBERACAO DO ACETAMINOFENO DOS
HIDROGEIS A BASE DE A-ProOMe.

Medidas da liberacdo de acetaminofeno, em agua a 37°C, das amostras que
contém 10% de acetaminofeno imobilizado por apriosionamento, poli(A-ProOMe-
co-DMAA-co-TMPTMA), com 95/5/1%, poli(A-ProOMe-co-TMPTMA) com 99/1
e 97/3% em massa respectivamente por espectrometria no UV, A= 246 nm em meio

aquoso. )

Tabela 1. Concentra¢io do acetaminofeno liberado do poli(A-ProOMe-co-
DMAA-co-TMPTMA), 95/5/1% e com 10% de acetaminofeno
em massa. Massa da mostra 93,0 mg.

Tempo Absorbincia Aliquotas Acetaminofeno/

(dias) (uL)* polimero
(mg/g)
0,02 0,188 200 1,8
0,0625 1,593 200 16,0
0,08 1,796 200 18.3
0,104 1,117 100 22.6
0,125 0,624 50 25.0
0.146 0.652 50 26.0
0,166 0,740 50 30,0
0,208 0.809 50 32,6
0.25 0,768 50 32,0
0.29 0,900 50 36,0
0,33 0,937 50 38.0
1.04 1.113 50 44.6
1.08 1.246 50 50,0
1,125 1.220 50 493
1.16 1,251 50 50.6
1.208 1.271 50 51,3
1.25 1.257 50 506
1.29 1.278 50 513
2.00 1,438 50 58,0 '
2.04 1.423 50 573
2,08 1.453 50 57,9
2.125 1.506 50 60,7
2.16 1.450 50 584
2.2 1.442 50 58.1
2.25 1.441 50 58.1
3.00 1.456 50 587
3,125 1.548 50 62,4
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*Continuacao tabela anterior.

| Tempo Absorbancia Aliquotas Acetaminofeno/

(dias) (uL)* polimero
: (mg/g)
§ 3,25 1,378 50 55,5
4 ! 425 1,468 50 59,2
5,25 1,446 50 583
6,27 1,475 50 504
7.29 1,438 50 57.9

*As aliquotas foram diluidas at¢ um volume final dc 400 ul..

Tabela 2. Concentragio de acetaminofeno liberado do poli(A-ProOMe-co-
TMPTMA), 99/1% e com 10% de acetaminofeno em massa. Massa da
mostra 87,2 mg.

Tempo Absorbancia Aliquotas Acetaminofeno/

(dias) (uL) * polimero (mg/g)
0,02 0,313 direta 1,69
0,0625 1,993 direta 10,6
? 0,08 2,260 direta 12.4
i 0,104 1,327 200 14.2
| 0,125 0,399 50 17.1
' 0,146 0,425 50 18.5
f 0,166 0,522 50 22,7
; 0,208 0,542 50 235
0,25 0,602 50 25.6
0,29 0,639 50 27.7
0,33 0,688 50 299
1,04 0,968 50 398
1,08 1,116 50 476
1,125 0,953 50 41.2
1,16 1,035 50 448
1,208 0,994 50 427
1,25 1,046 50 448
1,29 1,062 50 455
2,00 1,220 50 52,6
2,04 1,246 50 5§35
2,08 1,217 50 523
2,125 1,189 50 51,1
2,16 1,220 50 52.4
) 2.2 1,164 50 50,0
2,25 1,185 50 50.8
3,00 1,336 50 57.4
N 3,125 1,289 50 55.4
3,25 1,313 50 56,4
4,25 1,308 50 56.4
5,25 1,332 50 57,2
6,27 1,361 50 58.5
7,29 1,333 50 57.3

*As aliquotas foram diluidas at¢ um volumc final dc 400 uL.




Tabela 3.

Concentracio do acetaminofeno liberado do poli(A-ProOMe-co-
TMPTMA) com 97/3% e 10% de acetaminofeno em massa. Massa

da amostra 91,2 mg.

e

S Y Mg T e S A g § i SRR

Tempo Absorbanci Aliquotas Acetaminofeno/
(dias) a (uL) *  polimero (mg/g)
0,02 0,332 direta 1,7
0,0625 1,636 direta 8.4
0,08 1,970 direta 10,2
0,104 1,194 200 12,2
0,125 0,367 50 15,0
0.146 0411 50 17.0
0,166 0,470 50 19,0
0,208 0,517 50 21,1
0.25 0,546 50 22.4
0,20 0,597 50 245
0,33 0,592 50 24,5
1,04 0,918 50 374
1.08 0,933 50 37,7
1,125 0,957 50 394
1.16 0,985 50 40,8
1,208 1,000 50 408
1,25 0,978 50 40,1
1,29 1,016 50 415
2,00 1,131 50 46,2
2,04 1,105 50 454
2,08 1,186 50 48,7
2,125 1,157 50 475
2,16 1,134 50 46.6
2.2 1,148 50 4772
2,258 1,109 50 45,6
3,00 1,275 50 52,4
3,125 1,275 50 524
3.25 1,176 50 483
425 1,208 50 533
5,25 1,340 50 551
6,27 1,443 50 503
7,29 1,316 50 54.0

*As aliquotas foram diluidas at¢ um volume final dc 400 pl.
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E. MEDIDAS DA LIBERAGCAO DO ACETAMINOFENO NOS HIDROGEIS
TERMOSENSSIVEIS EM FUNCAO DA TEMPERATURA.

Tabela 1. Concentragdo do acetaminofeno liberado em 4agua do poli(A-ProOMe-co-
TMPTMA) nas propor¢des em massa de 99/1 e 5% em massa de acetaminofeno
imobilizado por adsorgdo fisica em diferentes temperaturas.

‘ Acetaminofeno/polimero
(mg/g)
‘ Temperatura 10°C 30°C 37°C
Tempo (dias)
3 0,02 3,03 5,32 3,14
‘ 0,04 4,63 5,79 3,84
; 0,0625 5,88 6.7 4,55
; 0,08 7,03 72 5.14
: 0,104 7,96 9,65 -
0,125 8.75 10,75 -
‘ 0,135 - - 6,26
; 0,146 9,64 10,67 -
0,166 10,98 - -
| 0,177 - - 7,25
! 0,188 12,33 13,44 -
‘: 0,208 12,82 - -
; 0,219 - - 7.8
§ 0,875 21,04 - -
0,944 23,23 - -
0,98 2331 - -
1 23,31 - -
1,66 23,56 - -
2,08 24 46 - -
2.4 24 - -
3,12 24,79 - -
0,23 - 13,67 -
0.26 - - 8.83
0,27 - 15,35 -
0,313 - 14,41 -
0,97 - - 13,35
1 - 17,66 -
1,04 - 18,02 -
1,07 - - 14,62
1,08 - 18,1 -
1,125 - 18,29 -
1,16 - 19,32 -
1,18 - - 14,53
1,20 - 19,32 -
2.03 - - 15
2,08 - 20,15 -
225 - 19,93 -

‘ OMISSAO NACIONEL UE ENERGIA NUCLEAR/SP (PER



108

‘ *Continuacao tabela anterior.

Acetaminofeno/polimero
(mg/g)
Temperatura 10°C 30°C 37'C
Tempo (dias)
2,32 - 20,4 -
2,99 - 18,97 -
2,2 - - 16,5 '
2,99 - - 16,6
3,03 - 19.35 -
3,07 - - 17
3,15 2483 - -
3,16 - - 17,8
3,17 - 19,87 -
3,38 24,43 - -
5,03 - - 18,465
5,19 - - 19,17
6,06 23,95 - -
6,05 - - 20,16
6,09 - ) 19,84 -
6,14 - - 19.8
6,275 23,46 - -
7 - - 19,5
7,04 - 18,92 -
‘ 7,056 23,23 - -
i 7,2 23,44 - -
i 8,02 - - 19.8
8,95 - - 19,8
11,95 - - -
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F. VALORES DE A, E A, NOS HIDROGEIS DETERMINADOS POR
CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSO).

Tabela 1. Valores de A, e A; (g H,O/g de polimero seco) para
hidroggis obtidos com diferentes graus de reticulante e
expandidos a temperaturas de 4°, 22° ¢ 37°C.

Reticulante B
(%)
1 5 10 15
4 Ac 3,26 1,07 0,46 0,32

AL 255 058 0,06 0,01
22 Ac 088 051 -037 0,27
A 038 010 0,02 0,01
37 Ac 037 028 0,27 0,18
Ar 0004 0005 003 0,002
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G. MEDIDAS DA LIBERACAO DA INSULINA DOS HIDROGEIS EM
ANIMAIS DIABETICOS. '

Medidas da redugdo da "diabetes mellitus” induzida em ratos através da \
liberagfio da insulina administrada por meio implantes do hidrogel poli(A-ProOMe-
co-TMPTMA) com duas concentragdes de reticulante: 1% (polimero I) e 5%
(polimero IT) em massa. Dados obtidos por espectrometria no UV, A=505 nm para a

glicose.

TEMPO Absorbincia Concentragio da glicose no
(dias) plasma (%)
Polimero 1 Polimero 1t Polimero 1 Polimero 11

0 457 481 100 100
0,125 411 394 90 82
0,25 315 288 69 60
0,42 324 327 71 68

2 320 341 70 71

3 329 303 72 63

4 283 312 62 65

7 288 355 63 74

9 297 355 65 74

11 228 303 50 63

16 203 331 64 69

21 297 304 65 63

29 288 269 63 56

51 338 389 74 57

63 430 529 74 87

75 04 110

!
i
1
i
i
i
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