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RESUMO

SANCHES, S.C.C. Caracterizagao fisico-quimica e avaliacdo toxicoldg  ica preliminar do
copolimero sulfato de condroitina-co-N-isopropilacr ilamida para uso farmacéutico . 2013.
154 p. Dissertacdo de Mestrado - Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas —
Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Para, Belém/PA, 2013.

A Industria Farmacéutica utiliza polimeros em forma de nanoparticulas em formulacées de liberacao controlada
e vetorizada por possuirem baixo custo em relacao a demais métodos de preparacoes de formas farmacéuticas,
aparentemente ndo serem reconhecidos pelo sistema de defesa do organismo, proporcionar melhora da
eficacia, diminuicdo da toxicidade e da dose de farmaco administrado. O sulfato de condroitina-co-N-
isopropilacrilamida (SCM + NIPAAm) é um copolimero proposto para este fim, a partir da reagcéo de um polimero
sintético, o poli N-isopropilacrilamida (PNIPAAm), com caracteristicas termossensiveis, com um natural, o
Sulfato de Condroitina (SC), com caracteristicas bioadesivas. Assim, a copolimerizacdo pode ser capaz de
somar estas propriedades e aperfeicoar o seu uso como um veiculo para liberagdo controlada. Este trabalho
objetivou, portanto, realizar a caracterizacdo fisico-quimica das particulas de sulfato de condroitina e N-
isopropilacrilamida e do copolimero SCM+NIPAAmM (2,5 % e 5%) e do SCM+PNIPAAm 2,5% e uma avaliagédo
toxicolégica parcial de um destes copolimeros que apresentar as melhores propriedades de um eficiente
carreador de farmacos, selecionado a partir dos ensaios de caracterizagéo fisico-quimica. Para determinar a
estrutura quimica dos sistemas particulados e analisar 0s seus componentes quimicos, foi realizada a
Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e Espectroscopia do Infravermelho com
Transformada de Fourrier (FTIR); Para analisar a morfologia das particulas, foi usado a Microscopia Eletrdnica
de Varredura (MEV); A Termogravimetria/ Termogravimetria Derivada e Analise Térmica Diferencial (TG/DTG)
foi usada para avaliar o comportamento térmico dos sistemas particulados, bem como auxiliar na analise de
Cinética de Degradacédo (CD, método de Flynn-Wall-Ozawa); Foi ainda realizado a técnica de degradacéo in
vitro e a determinacédo carga superficial e tamanho de particulas (analise do Potencial Zeta, PZ). Para avaliar a
toxicidade, foi realizado o bioensaio em microcrustaceo Artemia salina (24 e 48 h), viabilidade celular
(citotoxicidade) em células PC-12 (método do MTT) e também a toxicidade aguda oral em camundongos. As
andlises de RMN, FTIR e MEV demonstraram semelhanga quanto ao aspecto estrutural e morfolégico entre os
copolimeros estudados. As analises de TG demonstraram que o SCM+NIPAAM 5% apresentou maior
estabilidade térmica em relacéo aos demais copolimeros avaliados, uma vez que sua decomposicao polimérica
ocorre em temperaturas superiores, em torno de 233°C. O DTA demonstrou valores de temperaturas
concordantes com os eventos térmicos de decomposicao apresentados pelas curvas das analises TG. Sua
estabilidade foi confirmada através da CD e estudo de degradacao in vitro, apresentando, respectivamente, Ea >
100 kJ mol™* e perda de 48% da sua massa inicial apos trés meses. Além disso, SCM+NIPAAmM 5% apresentou
didmetro de particula inferior a 200 nm e indice de polidisperséo de 0,35, além do PZ > -30mV, caracteristicas
de um promissor candidato a carreador de farmacos. Em relacéo as avaliagdes toxicoldgicas, 0 SCM+NIPAAmM
5% n&o apresentou toxicidade no bioensaio de A. salina (CLsy > 1000) e no modelo celular avaliado, dentro das
concentracfes e circunstancias de exposicdo estudadas. O SCM+NIPAAmM 5%, na dose oral de 2000 mg/kg,
nao apresentou nenhum sinal evidente de toxicidade em camundongos, o que foi corroborado pela auséncia de
alteracfes anatomo-histopatoldgicas. A copolimerizagdo do Sulfato de Condroitina e N-isopropilacrilamida na
concentracdo estudada, dada suas caracteristicas fisico-quimicas e toxicolégicas preliminares, apresenta
propriedades que contribuem para a proposta de um sistema que constitui uma nova forma de liberacéo
controlada, especialmente de farmacos.

Palavras-chave: Sulfato de Condroitina-co-N-isopropilacrilami-da; Nanotoxicologia; Carreador de farmacos;
Anélise Térmica; Células PC-12.



ABSTRACT

SANCHES, S.C.C. Physicochemical characterization and preliminary to xicological evaluation
of the copolymer chondroitin sulfate-co-N-isopropyl acrylamide for pharmaceutical purposes
2013. 154 p. Dissertation (Master's Degree) - Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias Farma-
céuticas — Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Para, Belém/PA - Brazil, 2013.

The pharmaceutical industry uses polymers as nanoparticles in controlled release formulations and
vector for having low cost compared to other methods of preparation of pharmaceutical dosage forms,
apparently not being recognized by the body's defense system, provide improved efficacy, reduce
toxicity and the dose of administered drug. The sulfate of chondroitin-co-N-isopropylacrylamide (SCM
+ NIPAAmM) is a copolymer proposed for this purpose, from a synthetic polymer reaction, poly N-
isopropylacrylamide (PNIPAAmM) with thermosensitive characteristics with a natural, Chondroitin
sulfate (CS), with bioadhesive characteristics. Thus, the copolymerization may be able to add these
properties and to improve its use as a vehicle for controlled-release. This study aimed to characterize
physico-chemical of sulfate chondroitin particles and N-isopropylacrylamide and SCM+NIPAAmM
copolymer (2.5% and 5%) and SCM+PNIPAAmM 2.5% and a partial toxicological evaluation of one of
these copolymers presenting the best properties of an efficient carrier of drugs, selected from the trials
of physic-chemical characterization. To determine the chemical structure of the particulate systems
and analyze the chemical components, it was performed Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy
(RMN) and Infrared Fourier Transformed Spectroscopy (FTIR), to analyze the morphology of the
particles, it was used Electron Microscopy (SEM), The Thermogravimetry and Differential Thermal
Analysis (TG/DTA) was used to evaluate the thermal behavior of particulate systems, as well as assist
in the analysis of kinetics of degradation (CD, Flynn-Wall-Ozawa method); it was also made in vitro
degradation technique and surface charge determining and particles size (Zeta potential analysis, PZ).
To evaluate the toxicity, it was performed bioassay in Artemia salina (24 and 48 hours), cell viability
(cytotoxicity) on PC-12 cells (MTT method), and also acute oral toxicity in mice. The NMR, FTIR and
SEM analysis showed similarity regarding the structural and morphologic aspects between the studied
copolymers. TG analyzes showed that SCM+NIPAAmM 5% showed higher thermal stability compared
to the other copolymers evaluated, since its polymer decomposition occurs at temperatures above
around 233 °C. DTA demonstrated temperature values consistent with decomposition thermal events
provided by the curves of TG analysis. The stability was confirmed by CD and in vitro degradation
study, presenting, respectively, Ea> 100 kJ mol-1 and 48% of its initial weight after three months.
Furthermore, SCM+NIPAAmM 5% presented particle diameter of less than 200 nm and polydispersity
index of 0.35, and the PZ> -30mV, characteristics of a promising candidate as a drug carrier.
Regarding toxicological evaluations, SCM+NIPAAmM 5% did not show toxicity on bioassay A. saline
(LCs0> 1000) and in the cellular model evaluated within the concentrations and circumstances of
exposure studied. The SCM+NIPAAmM 5%, in the oral dose of 2000 mg/kg, did not show any obvious
sign of toxicity in mice, which was confirmed by the absence of anatomical and histopathological
changes. The copolymerization of chondroitin sulfate and N-isopropylacrylamide in the studied
concentration, given its physical-chemical characteristics and toxicological preliminary, presents
properties that contribute to propose a system which is a new form of controlled release, especially
drugs.

Keywords: Chondroitin Sulfate-co-N-isopropylacrylamide; Nanotoxicology; Drug Carriers; Thermal analysis;
PC-12 Cells.
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1 INTRODUCAO

A nanotecnologia, como técnica para a encapsulacdo de farmacos, surgiu
recentemente, mas 0s avancos rapidos permitiram a descoberta e/ou desenvolvimento
de novas oportunidades de diagndstico e terapia de varias doencas. As nanoparticulas
séo sistemas solidos a base de polimeros (sintéticos ou naturais) ou de outros materiais
gue atuam como veiculo para farmacos ou outras substancias. Atualmente é utilizada
pela industria farmacéutica na producdo de formulacbes de liberacdo controlada e
vetorizada por proporcionar melhora da eficacia, diminuicdo da toxicidade e da dose de
farmaco administrado, aumentando a adesdo do paciente ao tratamento (REIS, 2007;
MATQOS, 2008).

Os materiais tradicionais usados nos processos de revestimentos dos farmacos
eram 0s solventes organicos, que apresentavam custos elevados por exigir instalacoes
de sistemas de exaustdo arrojados para o tratamento dos residuos quimicos, criando
uma atmosfera de ameaca a saude dos operadores, riscos de explosdes e danos ao
meio ambiente. Com isso, uma grande quantidade e variedade de polimeros sintéticos,
naturais e copolimeros tém sido avaliados e utilizados para o revestimento de formas
sOlidas orais, devido demonstrarem baixo custo, ndo serem reconhecidos pelo sistema
de defesa do organismo, liberacdo controlada e precisa do farmaco, com excelente
reprodutibilidade (BUNHAK et al. 2006).

Sendo assim, € proposto a formacgéo de um copolimero a partir da rea¢éo de um
polimero sintético com um natural. O N-isopropilacrilamida € um mondmero sintético
gue ao polimerizar forma o poli(N-isopropilacrilamida) classificado como
termossenssivel devido sua capacidade de expansao e contracdo a uma determinada
temperatura, assim o farmaco é liberado durante sua contracdo, difundindo-se pelo
corpo. O Sulfato de Condroitina é um polimero natural encontrado nas cartilagens da
maioria dos mamiferos, € denominado bioadesivo por aumentar o tempo de
permanéncia do farmaco no organismo, melhorando sua biodisponibilidade e
diminuindo o nimero de doses administradas ao paciente (MOURA, 2005; LOPES et al.
2009; VILLANOVA e OREFICE e CUNHA, 2010).

Diante disso, é necessario a realizacdo de analises fisico-quimicas para verificar
se o0 copolimero formado ird melhorar e conservar as caracteristicas de veiculo de

liberacdo controlada de cada polimero reagente. Devido a versatilidade,
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biocompatibilidade, biodegradabilidade, possibilidade em modificar suas caracteristicas
adicionando ou removendo grupos quimicos especificos e de projetar mecanismos ou
sistemas diferentes de liberacdo de farmacos, muitas organizacdes cientificas tém
recomendado que, além das analises fisico-quimicas, sejam também realizadas
avaliacdes toxicoldgicas que caracterizem o tipo de efeito téxico que os polimeros séo
capazes de produzir (OGA e CAMARGO e BATISTUZZO, 2008).

Por serem biodegradaveis, os produtos de sua degradacéo podem ser toxicos e
promoverem, por exemplo, uma resposta inflamatoéria. Assim, uma avaliacdo
toxicologica torna-se necessaria para caracterizar possiveis efeitos tdxicos que o
copolimero selecionado possa vir a apresentar, mesmo a despeito de suas excelentes

propriedades na aplicacdo como sistema de liberagédo de farmacos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Polimeros

A palavra polimero tem origem no vocabulo grego polumeres, composto por polu
(moAu) que pode ser traduzido como muitas e meres (uépo¢) que significa partes.
Polimeros séo, portanto, substancias quimicas formadas por muitas partes. A estrutura
molecular de um polimero consiste na repeticdo de pequenas unidades, ligadas por
covaléncia, originando uma molécula bastante longa, de alta massa molar, ou seja, uma
macromolécula. Estas pequenas unidades sdo chamadas de mondmeros (do grego,
uma parte). A reacao que promove a unido dos monémeros para formar um polimero &
chamada de polimerizacdo e o grau de polimerizacdo € o numero de mondémeros da
cadeia polimérica (Figura 1) (MANO, 1985; VIEIRA, 2006).

O O O O O O polimerizacao *
MONOMERO ‘O’O’O‘O‘O'O_

POLIMERO

Figura 1 : Esquema ilustrativo para formacéo de um polimero
Fonte: MANO, 1985.

A alta massa molar dos polimeros e a diversidade de estruturas (arquiteturas
moleculares) que podem ser formadas pelo encadeamento dos mondémeros conferem a
estes materiais propriedades quimicas e fisicas especiais, como por exemplo, alta
viscosidade, elasticidade ou dureza, resisténcia ao calor, a umidade, a abraséo, etc.
Quando o polimero é formado por apenas um tipo de mondmero usa-se a expressao
homopolimero. Quando ha mais de um tipo de monémero na molécula, ela é designada
como um copolimero e os mondmeros gue lhe dao origem de comonémeros. O termo
copolimero é geral, quando ha trés mondmeros na constituicdo do polimero, usa-se a
expressao terpolimero. Em relagdo a sequéncia monomérica da cadeia do polimero,
esta pode ser variada de acordo com o método da sintese. Em geral, quatro tipos de
sequéncias sao encontradas (MANO, 1985; ALLCOCK e LAMPE, 1990; VIEIRA, 2006)
(Figura 2).
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a) Polimeros randbmicos (estatisticos) : ndo existe seqgiéncia definida das
unidades do mondmero, que se dispdem ao acaso. Sdo frequentemente formados

guando mondmeros do tipo olefinas copolimerizam via radical livre.

b) Polimeros aleatdrios ou alternados : contém uma sequéncia regular de
unidades monomeéricas. A polimerizacdo de olefinas feitas através de mecanismos

idnicos podem originar polimeros deste tipo.

c) Polimeros em bloco : contém um bloco de um mondémero conectado a um
bloco de outro monémero. Sao geralmente formados por um processo de polimerizacédo
idnica. Para estes trés tipos de sequiéncia as propriedades dos polimeros sdo diferentes

das dos homopolimeros correspondentes.

d) Polimeros ramificados ou enxertados ou grafitizados (graft): séo
geralmente preparados ligando-se dois polimeros diferentes. Podem ser preparados por
irradiacéo eletromagnética do tipo raio X de uma mistura de dois homopolimeros. As
propriedades destes polimeros estdo relacionadas com as dos homopolimeros.

o
. oo
oo
copolimero copolimero copolimero
em bloco ramificado Sleatirio

Copolimero randémico

Figura 2 : Tipos de Copolimeros
Fonte: MANO, 1985 e VIEIRA, 2006.

Os polimeros podem ser inorganicos ou organicos, naturais ou sintéticos. Um
exemplo de polimero inorganico € a silica gel, enquanto que a borracha da seringueira,
polissacarideos (amido e celulose), proteinas (gelatina, albumina, queratina e o
colageno) e os acidos nucléicos (DNA e RNA), constiiuem exemplos de
macromoléculas naturais organicas, e o0s polimeros sintéticos organicos sao,
basicamente, formados por hidrocarbonetos insaturados, derivados do petroleo, como o

etileno e o propileno. A reacédo de polimerizacdo que da origem a esses materiais, em
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geral, é classificada em dois tipos: condensacao e adi¢cdo. Na reacéo por condensacéo,
cada etapa do processo é acompanhada pela formacgéo da molécula de uma substancia
simples, como a agua, o acido cloridrico ou a amonia. Na polimerizacao por adicdo, os
mondmeros reagem para produzir um polimero a partir de reacbes de adicdo de
olefinas, acetilenos, aldeidos e outros compostos portadores de ligacGes insaturadas,
nao formando subprodutos. As polimeriza¢des por adicdo sdo normalmente conduzidas
na presenca de catalisadores como peréxidos, azo compostos, acidos de Lewis,
espécies organometdlicas ou ainda irradiacdo de alta energia, os quais, em certos
casos, exercem controle sobre a estrutura da molécula, com efeitos importantes nas
propriedades do polimero. A Bakelite, as poliamidas como o Nylon, os poliuretanos e os
poliesters como o poli(tereftalato de etileno) sdo alguns polimeros obtidos por
condensacdo. Como exemplos da polimerizacdo por adicdo ha o polietileno (Figura 3),
poli(cloreto de vinila), poliestireno, entre outros (MANO, 1985; VIEIRA, 2006).

[ Hn
IR
HH HH HHHH

?\ / POLIETILENO (PE)
mondmero elileno

cadeia polimérica

Figura 3 : Polimerizacdo do Etileno
Fonte: MANO, 1985.

Os trés grandes grupos de polimeros sintéticos, os plasticos, borrachas e fibras,
se diferenciam pelas suas propriedades mecanicas, ou seja, como 0 material responde
quando € submetido a uma forca ou tenséo, dentre outras caracteristicas tipicas de
cada grupo. A propriedade reversivel de fundir sob aquecimento e solidificar por
resfriamento caracteriza os chamados polimeros termoplasticos e permite que esses
materiais possam ser reciclados com maior facilidade. Os polimeros que por
aguecimento ou outra forma de tratamento assumem uma estrutura reticulada (rede
tridimensional), através de ligacdes covalentes fortes ou ligacdes de hidrogénio

intermoleculares tornam-se infusiveis e sdo designados como termorrigidos. Ainda, o
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aumento da massa molar destes materiais, pela formacdo das ligagbes cruzadas,

muitas vezes, também os tornam insoltveis (Figura 4) (MANO, 1985).

N
e M M gy e, J
Mg S, BUECMIENTO Fr
By ey - .Jr;uséo Jf‘“’”
termoplastico .y
gy, 3 \\I/\\/‘I&I"
aquedmento ., W 3 tlﬂ"
“Ha, J\/ -~ gy,
termorrigido degradacéo

Figura 4 : Propriedades poliméricas
Fonte: MANO, 1985.

As borrachas ou elastdmeros, por exemplo, sdo macromoléculas que exibem
elasticidade em longa faixa, a temperatura ambiente. O processamento de borrachas
para producao de artefatos, como pneus ou solados de calgados, envolve a formacéo
de ligacbes entre as cadeias poliméricas, através de uma reag¢&o quimica com enxofre,
denominada de vulcanizacéo. A borracha vulcanizada € um material termorrigido, com
a caracteristica Unica de permitir um grande alongamento, seguido instantaneamente
de uma retracao quase completa (MANO, 1985; VIEIRA, 2006).

Na medicina o uso de polimeros, de acordo com DIAS (2006), coincide com a
ampliacdo no campo da ciéncia de polimeros sintéticos. Na década de 40, surgem
registros de uso em cirurgia de nylon, poli(metacrilato de metila) e o poliéster Dracon. A
partir dai apareceram novos materiais como teflon, polipropileno, e poliuretanos. Estes
materiais sdo 0s mais importantes usados na medicina como componentes de proteses

permanentes, lentes artificiais, implante vascular, cateteres etc.

2.2 O uso de polimeros na nanotecnologia

A nanotecnologia, como técnica para a encapsulagdo de farmacos, surgiu ha

pouco tempo, mas 0s avancos rapidos e recentes permitiram a descoberta e/ou
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desenvolvimento de novas oportunidades de diagnéstico e terapia de variadissimas
doencas. Em virtude do crescimento ha um corrente interesse na pesquisa de materiais
nanoestruturados em varias areas cientificas e tecnoldgicas: como catélise, materiais
optoeletrdnicos, alimenticia, agricola, grafica, médica, bioencapsulacdo e liberagédo
controlada de farmacos (CABRAL, 2004; REIS, 2007).

Nano é um prefixo grego que significa "ando”, um nandémetro € igual a um
milionésimo de milimetro e 1000 nm equivale a 1 pum, visualizando-se em escala de
centimetro um fio de cabelo possui o didmetro de 100.000 nm, atomos séo cerca de
1/10.000 nm do tamanho de uma bactéria e bactérias sdo 1/10.000 nm do tamanho dos
mosquitos. As nanoparticulas séo definidas como sistemas solidos a base de polimeros
(sintéticos, semi-sintéticos ou naturais), ou de outros materiais, de natureza
biodegradavel ou ndo, com tamanho menor que 1 um, pois particulas maiores sao
denominadas microparticulas, servindo de veiculo para farmacos ou outras substancias
(CABRAL, 2004; REIS, 2007; DURAN e AZEVEDO, 2012).

Segundo REIS (2007) o termo nanopatrticula engloba dois tipos especificos em
relacdo a sua estrutura: as nanoesferas e as nanocapsulas. As nanoesferas sdo
sistemas que possuem uma estrutura do tipo matriz, os farmacos ou substancias a
encapsular podem ser adsorvidos a superficie da nanoesfera ou encapsulados no seu
interior, de forma homogénea ou heterogénea. As nanocapsulas sédo sistemas
vesiculares onde o farmaco, ou substancia a encapsular, esta confinado a um nucleo
liquido ou sdlido limitado por uma membrana polimérica, denominado na tecnologia
farmacéutica como involucro. Neste ultimo caso, o farmaco ou substancia a encapsular
pode localizar-se no ndcleo sob a forma dissolvida ou suspensa ou, em Ultima instancia,

adsorvido a superficie da nanocapsula, como ilustra a Figura 5.

Nanocapsulas Nanoesferas
Membrana

polimeérica Matriz polimérica

Farmaco ou

Féarmaco ou Nicleo oleoso ou substincia a
substéncia a aquoso encapsular
encapsular

Figura 5 : Esquema ilustrativo da divisdo das nanoparticulas em nanocapsulas e nanoesferas.
Fonte: REIS, 2007.
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A literatura enfatiza que a granulometria reduzida das nanoparticulas oferece
vantagens, no que concerne a sua elevada captacao a nivel intracelular, por exemplo, a
captacao por células intestinais € influenciada, entre outros fatores, pela granulometria
das particulas envolvidas. Além da granulometria, a natureza do polimero e a sua carga
de superficie também s&o fatores que interferem igualmente na captacgdo intestinal das
nanoparticulas. Geralmente, as nanoparticulas de polimeros hidrofébicos apresentam
maior captacao intestinal do que as nanoparticulas de polimeros hidrofilicos (JUNG et
al. 2000; REIS, 2007).

Desta forma, a composicdo do polimero (hidrofobicidade, carga elétrica a
superficie e perfil de biodegradacgéo), a natureza dos adjuvantes e o préprio farmaco
(peso molecular), carga e localizacdo do farmaco nas nanoparticulas tém uma forte
influéncia na absorgdo, distribuicdo, metabolismo e eliminagdo das nanoparticulas.
Assim, tendo em conta as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco ou da substancia a
encapsular, é possivel escolher o método de preparacdo e o polimero adequados.
Dentre os biomateriais sintéticos mais usados na engenharia de tecido apresentam-se
grandes grupos de polimeros sintéticos ndao degradaveis: polietileno, poli(alcool vinilico),
polimetilmetacrilato, polidimetil siloxano, poli(etileno tereftalato) e outros; polimeros
sintéticos degradaveis: poli(acido glicélico), poli(acido latico), poli(oxido de etileno)
(PEO), poli(lactato-co-glicolidico), poli(€-caprolactona) e polimeros naturais biologicos:
alginato, sulfato de condroitina, quitosana, acido hialurénico, coladgeno, polilisina,
dextrana e heparina (DIAS, 2006; REIS, 2007).

Atualmente na industria farmacéutica, as aplicacbes das nanoparticulas sao
variadas: na eliminacdo de sabores ou odores; na reducao ou eliminacéo da irritacao
gastrica ou outros efeitos secundarios provocados por alguns farmacos; no
melhoramento das caracteristicas de escoamento de pds; na maior facilidade no
manuseio de substancias toxicas; na protecdo em relacdo aos agentes atmosféericos
(umidade, luz, calor e oxigénio); na reducédo da volatilidade dos principios ativos; na
administracdo simultdnea de farmacos que apresentem incompatibilidades entre si; na
conversao de liguidos em sélidos; na dispersdo de substancias insoliveis em agua ou
em meios aquosos e no desenvolvimento de formas farmacéuticas de liberacéo
controlada e vetorizada (REIS, 2007).

Vérios tipos de nanoparticulas e sistemas coloidais podem melhorar a cinética,
biodistribuicdo e a liberacdo de uma substancia, seja um farmaco, vacina, proteinas

recombinantes ou oligonucleotideos, 0s principais sistemas nanoestruturados para



24

carreamento de farmacos e vacinas desenvolvidos pela Industria Farmacéutica séo

definidos a seguir:

a)

b)

Lipossomas : Os lipossomas sdo vesiculas esféricas artificiais de tamanho
variavel (20 nm a varios micrometros de diametro) que podem ser produzidas
com fosfolipidios naturais e colesterol. Foram descobertos em 1961 por Alec
Bagham durante um estudo de fosfolipidios e coagulacdo sanguinea que mostrou
gue quando se combinam com a agua, formam imediatamente uma esfera de
bicamada. Isso ocorre porque enquanto uma ponta de cada molécula é soluvel
em agua, a outra é hidrofébica. Desde entéo, eles tém sido ferramentas bastante
versateis, amplamente utilizados como modelos de membranas celulares na
biologia e bioquimica. A sua utilizacdo como sistema carreador de farmacos foi
proposta pela primeira vez em 1971 por Gregoriadis, e a partir de entéo eles tém
sido extensivamente utilizados. Os farmacos hidrossolaveis ficam encapsulados
no interior da cavidade lipossomal, enquanto que os farmacos lipossollveis sao
incorporados na bicamada lipidica. Essa bicamada, por sua vez, pode se fundir
com outras bicamadas lipidicas, como de células, liberando o conteido dos
lipossomas. Os lipossomas foram os primeiros nanossistemas utilizados na
clinica e, ainda hoje, sédo os Unicos aprovados para administracdo endovenosa. O
primeiro medicamento lipossomal a ser introduzido no mercado foi a
doxorrubicina (Doxil/Caelix) em 1995 para o tratamento do sarcoma de Kaposi
associado a Aids (BANGHAM, 1961).

Nanoparticulas Poliméricas: Ao contrario dos lipossomas, as nanoparticulas
poliméricas ndo tém um nucleo aquoso, mas sim uma membrana ou matriz solida
constituida de polimero. O farmaco é agregado, encapsulado ou adsorvido as
particulas, e, dependendo do método de preparacéo, pode-se obter nanoesferas
ou nanocapsulas. O farmaco é liberado gradualmente da particula por erosao ou
difusdo. A vantagem das nanoparticulas poliméricas em relacdo aos lipossomos,
além do menor custo dos polimeros, € a sua maior estabilidade e durabilidade, o
gue pode facilitar a estocagem a temperatura ambiente e aumentar o tempo de
prateleira do medicamento. Os polimeros mais utilizados clinicamente,

principalmente em proteses ortopédicas e fios de sutura biodegradaveis, séo os
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sintéticos como o poli(acido-lactico), o poli(lactico-co-acido glicélico) e a poli (e-
caprolactona) (BANGHAM, 1961).

C) Ciclodextrinas:  Ciclodextrinas sdo uma familia de oligossacarideos ciclicos
tridimensionais em forma de copo de cerca de 1 nm de altura, com alto nimero
de hidroxilas, o que lhes confere uma boa solubilidade em agua. Como seu
interior é hidrofobico, servem bem para solubilizar farmacos lipossoluveis. A
primeira patente usando a ciclodextrina para formulacdo de drogas foi em 1953.
Sao os sistemas de carregamento de farmacos ha mais tempo comercializados,
mas seu uso parenteral encontra restricdes devido a sua toxidade (DAVIS e
BREWSTER, 2004).

d) Dendrimeros : Os dendrimeros sdo polimeros globulares altamente ramificados,
com cerca de 1-10 nm produzidos pela primeira vez no inicio da década de 1980
por Donald Tomalia. Seu diferencial em relacdo aos outros polimeros sintéticos é
gue tém alto grau de uniformidade molecular, e uma alta previsdo de peso
molecular e tamanho. Sua vantagem em relacdo as outras particulas poliméricas
€ a previsibilidade de seu tamanho e nimero de grupos funcionais, o que confere
maior seguranca quanto a quantidade de farmaco ou DNA complexado. Quanto a
toxidade, os dendrimeros catibnicos sdo mais toxicos e os anibnicos mais
biocompativeis (D’'EMANUELE e ATTWOOD, 2005).

e) Nanoparticulas Inteligentes:  Além de impedirem a degradacéo do farmaco, sua
precipitagdo nos rins, liberacdo mais controlada ou permitir sua passagem
através de barreiras biolégicas intransponiveis pelo farmaco livre, as particulas
descritas acima poderiam ainda ser funcionalizadas para um melhor
direcionamento ao tecido-alvo prevenindo os efeitos colaterais da substancia
carreada. A vantagem de um sistema assim é que permite um tratamento bem
focalizado e intenso sobre as células doentes, poupando as células saudaveis, e
reduzindo sensivelmente os efeitos colaterais do tratamento (LAVAN e MCGUIRE
e LANGER, 2003).

Além disso, a liberagcdo eficiente do farmaco depende do comportamento
fisiologico dos biomateriais que compdem as nanoparticulas, pois podem ser
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compostos de substancias de origens naturais ou sintéticas que sao toleradas de forma

transitoria ou permanente pelos diversos tecidos que constituem os 6rgdos dos seres

vivos. Séo utilizados como um todo ou parte de um sistema que trata, restaura ou

substitui algum tecido, 6rgdo ou funcdo do corpo ou ainda como um material viavel

utilizado em um dispositivo médico, com inteng&o de interagir com sistemas biologicos,
podendo ser classificados em: (MIRTCHI e LEMAITRE e TERAO, 1989; HENCH e
WILSON, 1993; JAHNO, 2005):

a)

b)

d)

Biotoleraveis: materiais apenas tolerados pelo organismo, sendo isolados dos
tecidos adjacentes através da formacdo de camada envoltéria de tecido
fibroso. Esta camada € induzida pela liberacdo de compostos quimicos, ions,
produtos de corrosdo e outros por parte do material implantado. Quanto maior a
espessura da camada de tecido fibroso formado, menor a tolerabilidade dos
tecidos ao material. Os materiais biotoleraveis sao praticamente todos os

polimeros sintéticos assim como a grande maioria dos metais.

Bioinerte: materiais também tolerados pelo organismo, mas em que a formacao
de envoltdrio fibroso € minima, praticamente inexistente. O material ndo libera
nenhum tipo de componente em quantidades minimas. A quantidade de células
fagocitarias na interface € minima, a resposta fagocitica sera passageira e uma
fina cdpsula tomara lugar apés o implante. Em alguns casos esta camada é
praticamente imperceptivel. Os materiais bioinertes mais utilizados sao alumina,

zirconio, titanio, ligas de titanio e carbono.

Bioativos: materiais em que ocorrem ligacdes de natureza quimica entre
material e tecido 6sseo (osteointegracdo). Em funcéo da similaridade quimica
entre estes materiais e a parte mineral 6ssea, os tecidos 0sseos se ligam a estes
materiais, permitindo a osteoconducgdo através do recobrimento por células
Osseas. Os principais materiais desta classe sdo o0s vidros e vitro-ceramicas a

base de fosfatos de célcio, a hidroxiapatita e os compostos de fosfato de calcio.

Biodegradaveis: materiais que apoés certo periodo de tempo em contato com 0s
tecidos acabam sendo degradados, solubilizados ou fagocitados pelo organismo.

Tais materiais sdo extremamente interessantes em aplicacdes clinicas em
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funcdo de ser desnecessaria nova intervencdo cirdrgica para a retirada do
material de implante. Os principais exemplos destes materiais sdo 0s

biopolimeros, como o poli (&cido lactico).

Em 1960 comecaram as primeiras suturas biodegradaveis aprovadas na
indastria médica formadas de &acido lactico e acido glicdlico, desde entdo outros
materiais compostos por poli({dioxanona), poli(trimetileno carbonato) e poli(e-
caprolactona) foram aceitos para 0 uso como dispositivos biomédicos, sendo
utilizados na medicina em suturas biodegradaveis, Orgdo artificial e proteses
reabsorviveis. Atualmente, para confeccdo de barreiras mecéanicas tém-se usado
polimeros sintéticos biodegradaveis, os quais oferecem controle da estrutura e
propriedades assim como estrutura fisica e quimica, cristalinidade, condi¢des
hidrofilicas e hidrofobicas, padrdo de degradacdo e propriedades mecénicas. Este
material pode ser processado em varias formas e estruturas, assim como a area
superficial desejada, quantidade, tamanho e distribuicdo dos poros (BARROWS, 1986;
DUBOIS et al. 1991; JAHNO, 2005).

Na producdo de sistemas poliméricos para liberacdo vetorizada de farmacos um
dos mais eficientes compostos sdo os polimeros biodegradaveis, pois direciona o
farmaco ao seu sitio-alvo especifico no organismo, sao estaveis, sofrem degradacéo e
dependendo das modifica¢cbes quimicas ndo sdo reconhecidos por macréfagos do
sistema reticuloendotelial de defesa (DAVDA e LABHASETWAR, 2002; KWON, 2002;
REIS, 2007).

Esta caracteristica biodegradavel € essencial para a eficacia do tratamento, uma
vez que se a matriz polimérica ndo degrada dentro do corpo ela deve ser
cirurgicamente removida, implicando em um alto custo e risco para 0 paciente,
suscitando a preocupacdo sobre os possiveis efeitos adversos que a presenca deste
material no organismo poderia ocasionar, sendo necessaria sua remocao cirurgica apos
a liberacdo do farmaco. Assim, a sintese de polimeros biodegradaveis contribuiu para
melhorar estes sistemas, ja que ndo requerem remog¢ao cirdrgica, apresentam poucos
efeitos colaterais e sdo biocompativeis (PREIS e LANGER, 1979; AZEVEDO, 2002).

Por esse motivo, varias patentes relativas ao uso destes sistemas foram
relatadas nos ultimos anos, incluindo, por exemplo, nanoparticulas ocas de proteinas
com capacidade para biorreconhecimento molecular, auxiliadas por um transportador

na liberacdo a células especificas; novas formulagées de comprimidos com resisténcia
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gastrica, utilizando como componentes polivinilpirrolidona reticulado, alginato de sédio,
goma xantana e bicarbonato de sédio, dirigindo-se a absorcdo ao trato gastrointestinal,
entre outros (AKKARA et al. 2000; CABRAL, 2004).

2.3 Polimeros em sistemas inovadores de liberacdo de f&  rmacos

O termo liberagéo controlada tem sido associado aos sistemas a partir dos quais
os farmacos sao liberados a velocidades pré-definidas, por um periodo de tempo
prolongado apds a sua administragdo. A seringa pode ser considerada o primeiro
sistema de liberacdo controlada da historia, pois utiliza polimeros transparentes,
apirogénicos, de elevada molhabilidade, com alta estabilidade quimica e de barreira e,
resistentes a esterilizacdo por radiacdo gama ou Oxido de etileno (SHIN, 2005;
VILLANOVA e OREFICE e CUNHA, 2010).

As formas farmacéuticas de liberagdo controlada, que objetivam prolongar e
melhorar o0 controle da administracdo de farmacos requerem administracdes menos
frequentes do medicamento em relacdo as formas convencionais, nas quais a
concentracdo do farmaco apresenta um aumento na corrente sanguinea, atinge um
pico maximo e entdo declina (Figura 6). Desde que cada farmaco possua uma faixa de
acao terapéutica acima da qual ele é toxico e abaixo da qual ele é ineficaz os niveis
plasmaticos s@o dependentes das dosagens administradas, isso se torna mais critico se
a dose efetiva estiver proxima a dose toxica.

Neste fato reside uma das grandes vantagens dos sistemas de liberacao
controlada sobre os métodos convencionais, com a manuten¢do da concentracdo
terapeuticamente efetiva de farmacos no sistema circulatério por um extenso periodo de
tempo (TANAKA et al. 2005; TANAKA et al. 2006; LYRA et al. 2007).
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Figura 6: Comparacao ilustrativa das variagdes de concentracdo de farmacos administrados por
métodos convencionais de multidosagem (a) e sistema de liberagdo controlada (b), sendo A a
administragcdo do farmaco.

Fonte: THACHARODI e RAO, 1996.

A liberagéo controlada de farmacos é obtida principalmente por meio de sistemas
nanoparticulados devido manter a dose terapéutica em niveis seguros; impedir niveis
toxicos e efeitos colaterais locais e sistémicos; evitar subniveis terapéuticos; aumentar
concentracdes plasmaticas de principios ativos de meia-vida plasmatica relativamente
curta; proporcionar maior seguranca na utlizacdo de alguns farmacos de elevada
toxicidade; maior comodidade pela diminuicdo do nimero de administracdes diarias,
podendo ser evitada a administracdo noturna e conferindo economia de farmaco;
efeitos indesejados reduzidos, melhorando a eficacia do farmaco, aumentando a
adesao do paciente ao tratamento e otimizando a administracdo de produtos oriundos
da biotecnologia como vacinas, peptideos, proteinas, entre outros (VENDRUSCOLO et
al. 2005; CHAVANPATIL et al. 2006; LYRA et al. 2007; MATOS, 2008).

Apesar das inumeras vantagens, as formas farmacéuticas de liberacao
controlada possuem algumas limitacbes como: restricbes para farmacos com baixo
tempo de meia-vida, com dificuldade de absor¢cdo no trato gastrointestinal e muito
potentes; impossibilidade de interrupcdo do efeito terapéutico imediato em caso de
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intoxicagdo ou intolerancia; risco de acumulacdo do farmaco com velocidade de
eliminacéo lenta e dificuldade de adaptacao da posologia as diferentes farmacocinéticas
inter-individuais. Sendo assim, os farmacos que mais se adaptam a estes sistemas
apresentam velocidades médias de absorgcdo e excrecdo; absorcdo uniforme no trato
gastrointestinal; absorcdo em doses relativamente pequenas; margem de seguranga
relativamente larga; utilizacdo no tratamento de doencas crénicas em vez de agudas,
entre outros (VENDRUSCOLO et al. 2005; LYRA et al. 2007).

Os materiais tradicionais usados nos processos de revestimentos dos farmacos
eram 0s solventes organicos, que apresentavam custos elevados por exigir instalagoes
de sistemas de exaustdo arrojados para o tratamento dos residuos quimicos, criando
uma atmosfera de ameaca a saude dos operadores, riscos de explosdes e danos ao
meio ambiente. Com isso, uma grande quantidade e variedade de polimeros
formadores de filmes tém sido pesquisados para o revestimento de formas sélidas
orais, sendo avaliada além dos revestimentos compostos de polimeros sintéticos a sua
associacdo com polimeros naturais por apresentarem alta estabilidade, flexibilidade
para modificacdo quimica, baixo custo e biodegradabilidade especifica (SEITZ e
MEHTA e YEAGER, 2001; ZHENG e SAUER e MCGINITY, 2005; BUNHAK et al.
2006).

A aplicacdo da tecnologia de revestimento usando materiais poliméricos tem
demonstrado liberacdo controlada e precisa de farmacos com excelente
reprodutibilidade, tendo aumentado propostas de novos sistemas inovadores baseados
em polimeros sintéticos ou naturais, biodegradaveis ou nao, copolimeros, hidrogeéis,
entre outros. Assim, além de formulacdes orais, os produtos poliméricos tém sido
utilizados para administracédo injetavel e tdpico, incluindo adesivos, implantes, dentre
outros dispositivos médicos (CABRAL, 2004; BUNHAK et al. 2006; VILLANOVA e
OREFICE e CUNHA, 2010).

Os sistemas de liberacdo controlada do tipo polimérico podem ser preparados
por difusdo, quimicamente ou por solvente. Na difusdo o farmaco forma uma particula
interna (carogo) envolvida por uma barreira de difuséo inerte, este sistema inclui
membranas, capsulas, nanocapsulas, lipossomas e fibras ocas ou por meio de um
agente ativo que esta disperso ou dissolvido em um polimero solido monolitico inerte e
a difusdo do farmaco é a etapa limitante, sendo a taxa de liberacdo dependente da
escolha do polimero (PEPPES, 1987; AZEVEDO, 2002; BRANNON-PEPPAS, 2011).
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Os sistemas controlados quimicamente utilizam a bioerosdo de polimeros, que
corresponde a conversao do material insolivel em agua em um material soltvel,
resultando na absorcédo dos residuos pelo organismo, assim a droga também pode
estar ligada covalentemente e ser liberada por cisdo da ligacéo por acdo da 4gua ou de
enzimas. Nos sistemas controlados por solvente o agente ativo esta dissolvido ou
disperso na matriz polimérica e a difusdo ocorre somente se o polimero intumescer (por
exemplo, com agua), abaixando a temperatura de transicdo vitrea (Tg), tornando o
material mais plastico, e difundindo o farmaco contido na matriz para 0 meio externo
(PEPPES, 1987; AZEVEDO, 2002; BRANNON-PEPPAS, 2011).

Pesquisas demonstram que apds administracdo intravenosa de nanoesferas
poliméricas, assim como de outros carreadores coloidais, as proteinas do plasma
conhecidas como opsoninas (imunoglobulinas IGM e IGG, relacionadas a resposta
imune inata do organismo), sdo rapidamente adsorvidas na superficie das particulas.
Esta adsorcéo de opsoninas leva ao rapido reconhecimento pelas células do sistema
reticuloendotelial (macréfagos, principalmente no baco e células de Kuppfer, no figado)
e consequente fagocitose das particulas, especialmente no figado (60-90%), baco (2-
20%), medula 6ssea (0,1-1%) e quantidades variadas nos pulmdes (SHERSTOV et al.
1996; AZEVEDO, 2002).

Devido este fato, pesquisas realizadas recentemente, com o objetivo de reduzir a
captura das particulas coloidais pelo sistema reticuloendotelial e aumentar a
concentracdo destes veiculos no sangue, consequentemente no alvo desejado,
desenvolvem copolimeros anfifilicos em que a por¢cédo hidrofébica forma a matriz
polimérica (nanoparticula) enquanto que a porcéo hidrofilica forma a cobertura, pois a
presenca destes polimeros sobre a superficie da particula decresce a adsorcéo de
opsoninas e subseqlente fagocitose, ou seja, o carreador ndo € reconhecido pelo
sistema de defesa do organismo. Uma aplicacdo destes sistemas é a utilizacdo de
nanoparticulas solidas que encapsulem farmacos anticancer para serem direcionadas
mais facilmente ao alvo (DAVDA e LABHASETWAR, 2002; KWON, 2002; KREUTER et
al. 2002).

Além dos copolimeros anfifilicos, com desenvolvimento das pesquisas na area
polimérica sdo propostos novos sistemas inovadores baseados em polimeros sintéticos
ou naturais, biodegradaveis ou néo, bioadesivos, hidrogéis, visando a liberacdo de
farmacos. Exemplos de sistemas de liberacdo controlada de base polimérica sé@o

formas farmacéuticas orais fundamentados em sistemas matriciais, reservatorios,
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gastrorretensivos, entre outros (SWARBRICK, 2007; HOFFMAN, 2008; VILLANOVA e
OREFICE e CUNHA, 2010).

2.3.1 SISTEMAS ORAIS DE LIBERACAO DE FARMACOS

As capsulas e comprimidos continuam sendo exaustivamente estudados, pois,
além de apresentarem ampla aceitacdo por meédicos e pacientes, genericamente
podem apresentar liberacao retardada ou liberacdo controlada (prolongada) do farmaco.
Os polimeros sdo incorporados em tais formas farmacéuticas visando diferentes
funcdes, como mascarar odor e sabor desagradaveis, proteger o farmaco de condi¢bes
agressivas do meio ambiente (luz e umidade) e do ambiente fisiologico, auxiliar no
processo produtivo e para modular a liberacdo do farmaco (WATERMAN, 2007,
HOFFMAN, 2008; VILLANOVA e OREFICE e CUNHA, 2010).

2.3.2 SISTEMAS MATRICIAIS

Os sistemas matriciais podem ser monoliticos (comprimidos ou capsulas) ou
particulados (minicomprimidos, granulos ou pellets, incorporados em comprimidos ou.
capsulas). Tais sistemas podem ser preparados a partir de polimeros sollveis em agua,
polimeros insoluveis erodiveis ou polimeros insolaveis inertes. Nas matrizes, o farmaco
encontra-se disperso no polimero e o controle da liberacdo pode ocorrer por um ou
mais dos seguintes mecanismos: difusdo, dissolucéo, hidratacéo, precipitacdo, erosdo
e/ou degradacdo (SIEPMANN e SIEPMANN, 2008; ARORA e TANDON, 2009;
VILLANOVA e OREFICE e CUNHA, 2010).

Os principais polimeros naturais utilizados em matrizes sdo os hidrogéis de
quitosana, alginato, sulfato de condroitina, gelatina, dextrina, hialuronana e poli(lisina).
Exemplos de polimeros sintéticos séo: bisacrilamida, poli(acrilamida), (polietilenoglicol),
poli(acido metacrilico), poli(acrilato de butila), polimetacrilato de metila, poli(N-isopropil
acrilamida), polivinilpirrolidona, poli(fosfazona), poli(metacrilato de 2-hidroxietila),
poli(oligo(oxido de etileno)monometiléter metacrilato) contendo ligacbes cruzadas por

grupos tiois e copolimeros diversos. Ha um grande niamero de comprimidos matriciais
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de liberacdo modificada comercialmente disponiveis, na grande maioria, o polimero que
controla a liberagcdo € a hidroxipropilmetilcelulose (LEE, 2007; XINMING, 2008;
VILLANOVA e OREFICE e CUNHA, 2010).

2.3.3 SISTEMAS RESERVATORIOS

Nos sistemas reservatorios, a formacao de filmes poliméricos sobre os nucleos
dos comprimidos fundamenta-se na evaporacéo do solvente de um latex polimérico,
promovendo a coalescéncia das particulas e a formacdo de um revestimento continuo,
gue se caracteriza por ser um filme poroso ou nao poroso. No primeiro caso, a difusao
do farmaco determinara o processo de liberacdo. No segundo caso, a liberacédo sera
governada pela erosdo/degradacdo do polimero (SWARBRICK, 2007; SIEPMANN e
SIEPMANN, 2008; VILLANOVA e OREFICE e CUNHA, 2010).

Os ésteres da poliacrilamida (PAA) representam uma classe de polimeros
eficazes na preparacdo de sistemas reservatorio. O polimetacrilato de metila foi o
primeiro acrilico empregado como biomaterial, inclusive em processos de revestimento
farmacéutico. Os principais mondmeros utilizados sao: metacrilato de metila, metacrilato
de etila, metacrilato de butila, acrilato de etila, dimetilaminoetil metacrilato e cloridrato de
trimetilaminoetil metacrilato (ZALFEN, 2008; KIM, 2009; VILLANOVA e OREFICE e
CUNHA, 2010).

Revestimentos para mascarar sabor e odor desagradavel de farmacos podem
ser obtidos a partir de copolimeros contendo metacrilato de butila, metacrilato de metila
e dimetilaminoetil metacrilato, pois o copolimero formado é catiénico, interagindo com
substancias ativas anionicas, neutralizando o sabor das mesmas. Além disso, o
revestimento formado é insolivel em pH proximo da neutralidade, ndo sofrendo
dissolucdo no pH da saliva (pH entre 5 e 7) (VILLANOVA e OREFICE e CUNHA, 2010).

Revestimentos  entéricos, também chamados gastrorresistentes ou
enterossoluveis, sdo copolimeros anidnicos obtidos a partir do metacrilato de etila e do
metacrilato de metila. Os filmes formados permanecem integros no estdmago, porém,
desintegram-se em valores de pH maior que 5, liberando o farmaco. Além de melhorar
a biodisponibilidade, o revestimento protege os farmacos da degradacdo em ambiente

acido e protege a mucosa do estdmago da acdo de certos ativos irritantes. Um exemplo
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de comprimido cujo revestimento tem finalidade protetora é Aspirina® Protect, enquanto
que o Asacol® HD possui revestimento cuja finalidade € proteger o farmaco do pH
acido e promover sua liberacdo em pH acima de 7, ambos sao copolimeros do acido
metacrilico e do metacrilato de metila, nas propor¢cbes de 1:1 e 1:2, respectivamente
(CHOURASIA e JAIN, 2003; SIEPMANN e SIEPMANN, 2008; VILLANOVA e OREFICE
e CUNHA, 2010).

Copolimeros neutros preparados a partir do metacrilato de metila e metacrilato
de butila sdo insoliveis em &gua, apresentam baixa permeabilidade e sofrem
intumescimento ao longo de todo o trato gastrointestinal, sendo empregados para a
fabricacdo de solidos matriciais ou de sistemas revestidos de liberacdo sustentada
(VILLANOVA e OREFICE e CUNHA, 2010). A Figura 7 apresenta os principais

polimeros utilizados em sistemas de liberacdo que atuam no trato gastrointestinal.
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Figura 7 : Sistemas de liberacdo de farmacos e polimeros que atuam nas diferentes regides do trato
gastrointestinal. )
Fonte: VILLANOVA e OREFICE e CUNHA, 2010.

Um sistema reservatério especial conhecido como bomba osmética - OROS®
(Osmotic-controlled Release Oral Systems) € utilizado na preparagdo dos comprimidos
Adalat® OROS, empregados no tratamento da hipertensdo. Nesta tecnologia, uma
membrana semipermeavel (hidroxipropilcelulose e acetoftalato de celulose) permite a
entrada do meio de dissolucdo na forma farmacéutica que contém polimeros que
intumescem (poli(6xido de etileno) e hidroxipropilcelulose). A pressdo interna é
aumentada mediante expansao dos polimeros hidrofilicos, forcando a saida do farmaco
atraves de um orificio feito a laser (CONLEY e GUPTA e SATHYAN, 2006; VILLANOVA



35

e OREFICE e CUNHA, 2010). A Figura 8 representa os sistemas orais de liberagao:

matricial, reservatorio e bomba osmética.

Orificio a laser Férmaco

— )

Membrana Polimere osmético pglimero expand.ldo
semipermeavel {c)

Faramco
Disperso

Fluido

Tembpo

Figura 8: a) Sistema de liberacdo tipo matricial; b) reservatério; e c) osmético (oral).
Fonte: VILLANOVA e OREFICE e CUNHA, 2010.

2.3.4 SISTEMA GASTRORRETENSIVO

O desenvolvimento de medicamentos com tempo de retencdo gastrica

7

aumentado, denominados gastrorretensivos (GRT'S), outro artificio capaz de
incrementar o efeito terapéutico, sobretudo, em casos de absor¢ao no estbmago ou na
parte proximal do intestino delgado. Diferentes mecanismos sao empregados na
preparacdo de GRT’s. Além da bioadesao, outra tecnologia € a obtencdo de sistemas
expansiveis, nos quais os polimeros intumescem em contato com o fluido gastrico e
aumentam de tamanho, ndo passando através da valvula terminal do estémago
(VILLANOVA e OREFICE e CUNHA, 2010).

Sistemas denominados hidrodinamicamente balanceados baseiam-se em
polimeros com capacidade de expansao, associados ou ndo a excipientes formadores
de gés, que ao expandirem permitem a liberacdo do farmaco por difusédo. O ar ou gas
carbonico incorporado no polimero expandido permitem a flutuagdo do sistema. Os
principais polimeros utilizados nos GRT’s sdo gelatina, quitosana, HPMC, alginato de
sodio, PAA e copolimeros derivados dos acidos acrilico e metacrilico (SWARBRICK,

2007; GARG, 2008; VILLANOVA e OREFICE e CUNHA, 2010).
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2.4 Sulfato de condroitina

2.4.1 COMPOSICAO DO SULFATO DE CONDROITINA

2.4.1.1 Glicosaminoglicanas

A substancia fundamental viscosa, semiliquida e gelatinosa da maioria dos
tecidos conjuntivos € formada predominantemente por carboidratos denominados de
mucopolissacarideos. Os mucopolissacarideos sulfatados foram chamados de
mucopolissacarideos acidos, os mucopolissacarideos ndo-sulfatados foram chamados
de mucopolissacarideos neutros (BANKS, 1998; SANTOS, 2009). Os
mucopolissacarideos sulfatados estdo presentes em todas as formas de vida que tém
alguma organizacao celular (CASSARO e DIETRICH, 1977; SANTOS, 2009).

Os carboidratos predominantes na substancia fundamental sdo chamados de
glicosaminoglicanas (GAGs). O termo significa literalmente um aminoagucar
(glicosamino) polissacaridico (glicana). As GAGs sao heteropolissacarideos aniénicos
lineares formados por unidades repetitivas dissacaridicas de alto peso molecular, sendo
que um dos monossacarideos na unidade dissacaridica € um aminoacgucar, a N-
acetilglicosamina ou N-acetilgalactosamina e 0s outros monossacarideos na unidade
repetitiva podem ser um &cido urbnico ou galactose. As GAGs sao um grupo
heterogéneo de carboidratos que tém algumas propriedades significantes em comum,
sendo polidnions capazes de reter grande quantidade de agua (LAMARI e
KARAMANOS, 2006; SANTOS, 2009).

Em seu papel estrutural, GAGs séo pivds em agrupar complexos de proteina-
proteina na superficie das células ou na matriz extracelular (ECM) e,
consequentemente, estdo envolvidos na sinalizagao ou inibicdo de eventos celulares
por caminhos bioquimicos. Adicionalmente, GAGs extracelulares podem isolar
proteinas e apresenta-las nos sitios apropriados para ativacdo. Com esta funcéo, as
GAGs sédo capacitadas para influenciar na adesédo, migracdo, proliferacdo e
diferenciacdo de células, devido suas caracteristicas quimicas e biologicas tem sido
utilizada para combater doencas relacionadas a arteriosclerose, trombose, hiperlidemia
e osteoartrites (RICHY et al. 2003; LOPES, 2009).
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A unidade repetitiva contém uma hexosamina e estas unidades repetitivas sao
diferentes nas varias GAGSs, caracterizando o tipo de GAG. Todas as GAGs, exceto 0
acido hialurénico, estdo complexadas a proteinas e a proteoglicanas. As GAGs tém
uma distribuicdo variavel por todo tecido conjuntivo, conforme a Tabela 1. Entre as
GAGs incluem-se 0s seguintes compostos: 0 acido hialurdnico, a condroitina-4-sulfato,
a condroitina-6-sulfato, o queratossulfato, o sulfato de dermatana e a heparina (BANKS,
1998; SANTOS, 2009).

Tabela 1: Tipo e Distribuicdo das Glicosaminoglicanas

Tipo Distribuiciao

Acido Hialurbdnico Liquido sinovial, corddo umbilical, humor
vitreo, tecido conjuntivo frouxo

Condroitina Cornea
Condroitina-4-sulfato Cartilagem, osso, cornea, aorta
Condroitina-6-sulfato Cartilagem., niicleo pulposo, esclerotica,

tendio, cordio umbilical
Queratossulfato Cartilagem, osso. cornea, niicleo pulposo

Sulfato de Dermatana Aorta, valvulas cardiacas, ligamento da
nuca. esclerdtica, pele. tendao

Heparina Mastocitos

Sulfato de Heparina Superficies celulares

Fonte: BANKS, 1998.

2.4.1.2 Proteoglicanas

As proteoglicanas sdo conjugados de GAGs e proteinas. Devido a essas
macromoléculas possuirem 95% de carboidratos, elas se comportam mais como
acUcares do que como proteinas. Uma proteoglicana tipica tem uma proteina central
com o0 peso molecular de cerca de 20000 da, a qual numerosas GAGs estdo
complexadas (cerca de 100 cadeias de sulfato de condroitina (SC), 110 cadeias de
gueratossulfato e aproximadamente 15 outros oligossacarideos) ficando com peso
molecular de aproximadamente 2,5x10°. Foram identificadas algumas regides

especificas da proteina central: regido de conjugacéo do SC, a regido de conjugacao do
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queratossulfato e a regido de conjugacdo do acido hialurénico, sendo esta Ultima
envolvida na formacao dos agregados de proteoglicanas (SANTOS, 2009).

A natureza polianiénica das proteoglicanas as torna bastante adequadas para o
desempenho de suas fungbes basicas e para sua importancia biologica. Por
absorverem facilmente a agua, elas contribuem para formagéo do liquido sinovial e para
as propriedades compressivas de um tecido, atuando como deposito quando 0 excesso
de agua ocupa o espaco intersticial e proporcionando uma fonte de agua facilmente
disponivel para as células. Assim, as proteoglicanas contribuem para a estabilidade e
para 0 suporte proporcionado pelo tecido conjuntivo e ainda colaboram com a
manutencdo do volume de agua e com a distribuicdo de eletrolitos por todo organismo
(BANKS, 1998).

2.4.2 CARACTERISTICAS DO SULFATO DE CONDROITINA

Segundo MOREIRA (2006) o Sulfato de Condroitina (SC) € um polimero natural
soluvel em agua altamente purificado de cadeias repetidas de moléculas denominadas
mucopolissacarideos, encontrado nas cartilagens da maioria dos mamiferos como a
bovina, porcina e do homem. Caracteriza-se por ser um GAG monossulfatado de
cadeia longa, variando seu comprimento médio de um tecido para outro ou dentro do
mesmo tecido. Em geral, a massa molecular média das cadeias de SC diminui com a
idade, estresse ou dano na cartilagem articular (RICHY et al. 2003; TOFFOLETT et al.
2005; LOPES, 2009).

Com excec¢do do &cido hialurdnico todos os glicosamino e /ou galactosamino-
glicanos sdo encontrados na forma de proteoglicanos. Os tipos de proteoglicanos na
cartilagem apresentam-se com diferentes volumes hidrodinamicos, fato este ligado ao
namero de cadeias de GAGs. Sendo que a maior parte dos GAGs encontrados em
0Ss0s e cartilagens é constituida por SC. Nas cartilagens, os condrécitos sintetizam os
varios tipos de proteoglicanos que formam juntos com a matriz colagénica um complexo
supramolecular que déo a este tecido a funcdo de uma mola biologica capaz de resistir
a forcas de alta compressdo, além de estarem envolvidos no crescimento e
remodelacdo do tecido. As cartilagens tém um altissimo teor de proteoglicanos que sao

responsaveis pela sua estrutura morfolégica e pela nutricdo das células cartilaginosas



39

(RUOSLAHTI e YAMAGUCHI, 1991; YANAGISHITA, 1993; TOFFOLETT et al. 2005).

O SC é caracterizado quimicamente como um heteropolimero aniénico linear de
acido D-glicurénico e N-acetil-D-galactosamina. O primeiro a descrever o SC foi Levene
em 1925, ele mostrou que seus constituintes eram o acido D-glicurénico, D-
galactosamina, e acido acético e sulfarico (ROSEMAN, 2001; SANTOS, 2009).
Entretanto, a sua correta estrutura foi elucidada mais tarde: composto por unidades
repetidas de [— 4 acido D-glicurénico Bl — 3 N-acetil-D-galactosamina 1], também
ficou elucidado que, nos mamiferos, a posicdo mais comum do radical sulfato (que
determina qual o isbmero formado) € o C4 e/ou o C6 da N-acetil-D-galactosamina,
formando a condroitina-4-sulfato ou a condroitina-6-sulfato, respectivamente.

A condroitina-4-sulfato € chamada de sulfato de condroitina A e a condroitina-6-
sulfato de sulfato de condroitina C. O sulfato de condroitina B é o sulfato de dermatana
(SD), ja que este possui algumas diferencas estruturais (FRANSON e HAVSMARK e
SILVERBERG, 1990; LAMARI, KARAMANOS, 2006; SANTOS, 2009). Estas diferencas
incluem a 5-epimerizacéo do acido D-glicurénico a acido L-idurdnico e a O-sulfatacéo
no C4 e C6 da N-acetil-D-galactosamina e no C2 do &cido L-idurénico (CASU et al.
1998; SANTOS, 2009). Uma forma desse composto pode ser ndo-sulfatada. Esses
isbmeros tém uma distribuicdo diferenciada relacionada com o tecido, com a idade e
com o estado de saude do organismo (BANKS, 1998; SANTOS, 2009). A Figura 9
ilustra a estrutura quimica dos trés principais tipos de SC.
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Figura 9 : Estrutura quimica do Sulfato de Condroitina.
Fonte: PAVAO e VILELA-SILVA e MOURAO, 2006.
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A sintese do SC comeca com a proteina central sendo sintetizada no interior do
reticulo endoplasmatico granular e sendo transportada para o aparelho de Golgi. No
aparelho de Golgi ocorrem trés etapas: formacao da regido de ligagéo, polimerizagéo
(alongamento das cadeias) e sulfatacdo dos polissacarideos. A formacgéo da regido de
ligacdo, que € comum a maioria das GAGs, é feita pela adicdo de um residuo de xilose
a uma serina especifica na cadeia polipeptidica, seguida da adicdo de duas galactoses
e um 4&cido glicurbnico. Estas reagbes sdo catalisadas por glicosiltransferases
especificas, com adicdo de um aclcar do respectivo uridina difosfato (PAVAO e
VILELA-SILVA e MOURAO, 2006; SANTOS, 2009).

A polimerizacdo envolve a adicdo sequencial de N-acetil-D-galactosamina e
acido glicurbnico pela acdo de diferentes N-acetilgalactosiltransferases e
glucoroniltransferases. A sulfatacdo ocorre em consequéncia da doacdo de sulfatos
pela 3'-fosfoadenina 5’-fosfossulfato, enquanto que a degradacéo de proteoglicanas em
um tecido conjuntivo depende da acdo sequencial de proteases, de glicosidases, de
acetilases e de sulfatases (PAVAO e VILELA-SILVA e MOURAO, 2006; SANTOS,
20009).

As cadeias de SC possuem carga negativa, devido a presenca de enxofre, que
capturam as moléculas de agua, dando a cartilagem caracteristica de uma esponja.
Quando a articulagdo esta relaxada, a cartilagem absorve o liquido sinovial da capsula
articular. Quando comprimida, o fluido é espalhado pela articulagdo promovendo a
lubrificacdo, nutricdo e eliminacdo de substancias. Além disso, apresenta acdo
antiinflamatéria independente das cicloxigenases, atua na reparacdo 0ssea durante a
ossificagdo endocondral, € largamente utilizado no tratamento para osteoartrite, € um
importante constituinte da matriz extracelular da cartilagem (ECM) e confere desejaveis
propriedades mecanicas para a mesma (GARNJANAGOONCHORN e WONGEKALAK
e ENGKAGUL, 2007; FERNANDES, 2009; LOPES, 2009).

As caracteristicas quimicas e biolégicas do SC o classificam ao grupo dos
polimeros bioadesivos, assim como: o poliacrilamida, a quitosana, polioxietileno,
polietilenoglicol, polivinilpirrolidona, ésteres de poliglicerol de acidos graxos, poli(lisina),
carbémeros, alginato de sodio, goma carragena, pectina, hidroxipropilmetilcelulose e a
carboximetilcelulose. O mecanismo que descreve a bioadesdo de polimeros a mucosa
ainda nao foi totalmente esclarecido, sendo que estudos demonstram que o0s polimeros

bioadesivos sdo materiais capazes de se ligarem a substratos biol6gicos de duas
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maneiras: aderindo a camada mucosa (mucoadesivos) ou a membrana celular
(citoadesivos), acredita-se que estejam envolvidos o0s eventos de: adsorcéo,
espalhamento do material bioadesivo sobre a mucosa e interpenetracéo entre cadeias
do polimero e da mucosa. A bioadesdo € uma propriedade explorada como estratégia
para aumentar o tempo de permanéncia de um medicamento no organismo,
conseguentemente, a biodisponibilidade dos farmacos pode ser otimizada e 0 nimero
de doses administradas, diariamente, pode ser reduzido. Além disso, a bioadeséao pode
ser modulada para ocorrer em sitios especificos, diminuindo a toxicidade e aumentando
a efetividade terapéutica dos farmacos (ANDREWS e LAVERTY e JONES, 2009;
LOPES, 2009; VILLANOVA e OREFICE e CUNHA, 2010).

De modo geral, as caracteristicas que favorecem a bioadesividade do polimero
sdo: a elevada massa molar, capacidade de dispersdo em 4gua, presenca de grande
nuamero de grupos hidroxila, habilidade de formar ligacdes de hidrogénio, flexibilidade da
cadeia polimérica, presenca de superficie negativamente carregada, embora alguns
polimeros catidnicos sejam bioadesivos; um alto contetido de carboxilas que promove o
intumescimento e possibilita a formacao de ligagcbes de hidrogénio, podendo ocorrer
também interacdes dos tipos eletrostatica, hidrofobica e atracdo de van der Waals; o pH
do local, devido favorecer a formacdo de ligacbes de hidrogénio, causando baixa
ionizacdo do polimero e o angulo de contato (¢) polimero/muco. Tais propriedades
facilitam a interpenetracdo das cadeias poliméricas pela mucina, principal proteina do
muco, permitindo o estabelecimento de interacdes fisicas e mecanicas (LINDEN et al.
2008; NANGIA, 2008; VILLANOVA e OREFICE e CUNHA, 2010).

Além disso, o SC pode atuar como agente de reticulacdo ou reticulante, que sao
moléculas de peso molecular muito menor que o peso molecular da cadeia, estando
entre duas liga¢cdes cruzadas consecutivas e apresentando no minimo dois grupos
funcionais reativos, acido carboxilico e hidroxila, que permitam a formacdo de ponte
entre cadeias poliméricas para otimizar as propriedades mecanicas de polimeros que
apresentam menor modulo de elasticidade ou rigidez e grande capacidade de
deformacéo, conduzindo a formacao de uma rede tridimensional (BERGER, et al. 2004;
JUNIOR, 2008).

O estudo de HIRANO et al (2001) demonstraram que fibras de quitosana
recobertas com glicosaminoglicanos acidos, como o acido hialurdnico, os SC e a
heparina, possuiam menor resisténcia mecéanica, liberando o GAGs e acelerando a

cicatrizacéo de feridas.
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No entanto, a elevada hidrossolubilidade do polimero limita a sua aplicacéo,
podendo acarretar uma liberacdo prematura do farmaco quando o polissacarideo
estiver inserido como excipiente farmacotécnico. Sendo assim, as modificacdes
quimicas deste polimero natural tém sido motivo de muitas investigacdes, na
expectativa de se reduzir a solubilidade (BUNHAK et al. 2006; REIS et al. 2006).

Neste contexto, diversos estudos acerca da eficiéncia do SC como carreador de
farmacos tém sido conduzidos, o primeiro foi realizado por RUBINSTEIN e NAKAR e
SINTOV (1992) que realizaram uma modificagdo quimica no SC na perspectiva de
liberagdo colo-especifica, uma vez que bactérias anaerdbicas do célon, tais como
Bacteroides thetaiotaon e B. ovatus degradam o sulfato de condroitina, justificando sua
aplicacdo como candidato promissor ao transporte de farmaco para liberacdo especifica
no intestino grosso, onde se encontram bacteréides em abundancia (SINHA e KUMRIA,
2001).

Em outro estudo WANG e SHEN e LU (2003) sugeriram a formacgéo de hidrogéis
de SC com varios graus de substituicdo e as caracteristicas obtidas com esses
hidrogéis demonstraram ser ideais para sua aplicagdo em sistemas de liberacdo
controlada de farmacos.

2.4.3 MODIFICACAO QUIMICA DO SULFATO DE CONDROITINA PELO
METACRILATO DE GLICIDILA

O mondmero metacrilato de glicidila (GMA) é um composto que apresenta dois
sitios de reacao, contendo grupos epoxi em um dos lados da cadeia e grupos acrilicos
do outro. Estas duas funcdes trazem beneficios na preparacdo de polimeros, devido
este material oferecer propriedades como flexibilidade e molhabilidade oriundas da
funcdo acrilico juntamente com a resisténcia quimica proveniente do epoxi. Os
homopolimeros e copolimeros baseados no GMA formam uma classe de polimeros
potencialmente funcionais. A alta reatividade do grupo epoéxi frente a uma larga
variedade de reagentes provém novas rotas para preparar indmeros polimeros
multifuncionais através das modificacdes quimicas, como o exemplo da Figura 10
(KUNITA, 2005; GLYCIDYL METHACRYLATE, 2012).
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Figura 10 : Reacgdes tipicas do grupamento ep6xi do metacrilato de
Fonte: KUNITA, 2005.

glicidila.

Estes materiais obtidos do GMA tém encontrado diversas aplicagbes como

suporte para imobilizacdo de enzimas, em processos cromatograficos, em processos de

adesao, entre outras. O GMA apresenta reacédo de polimerizagcédo por adi¢ao, iniciado

por peroxido de benzoila (SELVAMALAR et al. 2003;

KUNITA, 2005; GLYCIDYL

METHACRYLATE, 2012), segundo o esquema da Figura 11.
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Figura 11 : Esquema de polimerizagdo do metacrilato de glicidila.
Fonte: KUNITA, 2005.

A modificagdo quimica do SC pelo GMA pode
insercdo de bandas 1 carbono-carbono proveniente
polissacarideo, provavelmente, através de duas rotas de

ser explicada por meio da
do GMA na estrutura do

reacao: a transesterificagéo e

a abertura do anel epoxi, promovendo a abertura dos anéis de trés membros

constituidos por um atomo de oxigénio ligado a dois atomos de carbono unidos entre si,

originando o Sulfato de Condroitina modificado por GMA (SCM) (Figura 12). A reagéo
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de transesterificacdo € o termo geralmente usado para descrever a reagdo na qual um
éster e transformado em outro através do intercambio do substituinte alcoxido,
recebendo a denominacdo de alcoolise quando um éster reage com um alcool, e
dependendo do &lcool utilizado pode ser denominado de metandlise (metanol),
etandlise (etanol) ou glicerolise (glicerol) (NICOLAU et al. 2007; REIS et al. 2008;
REIZNAUTT , 2008).

A polimerizacdo por abertura do anel epoxido possui diversas vantagens:
durante a polimerizacdo ndo ha formacéo de subprodutos e todas as reacdes sdo do
tipo adicéo; o grau de reticulagdo e, consequentemente, as propriedades finais das
resinas podem ser controladas pela estequiometria do grupo epoéxi/ agente reticulante; o
estado fisico e a rigidez dos produtos podem ser manipuladas pela adicao de varios
co-reagentes (alcodis e aminas primarias ou secundarias) e catalisadores,
reduzindo ou aumentando a reatividade e as reacO0es podem ser interrompidas
pela diminuicdo da temperatura (NICOLAU et al. 2007; REIS et al. 2008; REIZNAUTT ,
2008).
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Figura 12 : a) Duas diferentes rotas de reacao com o Metacrilato de Glicidila: abertura do anel epéxi e
a transesterificagdo. b) Desenho estrutural da modificagdo quimica do Sulfato de Condroitina pelo
metacrilato de Glidila através abertura do anel epéxi e da transesterificacdo.

Fonte: Adaptado de REIS et al. 2008.
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Diversos estudos utilizam o GMA para modificar quimicamente a estrutura de um
polimero, objetivando aperfeicoar sua aplicabilidade. LOSS et al (2006) promoveram a
modificacdo da goma ardbica modificada por GMA para obter esferas de hidrogéis
superabsorventes de goma arabica. MARTEL et al (2000) fizeram o ancoramento de
ciclodextrinas em polipropileno enxertado com GMA para tratamento e
descontaminacao de aguas residuais.

HUANG e LIU (1998) desenvolveram um método de enxertia de GMA em
polipropileno para melhorar a compatibilizacdo na preparagcdo de blendas poliméricas,
sendo possivel devido ao anel epoxi do GMA apresentar-se reativo frente a diversos
compostos que apresentem grupos funcionais tais como aminas e hidroxilas (ALLMER
e HULT e RANBY, 1989; ZHANG et al. 1995).

WANG e LEE e LAl (1996) apresentaram um trabalho onde se utilizou
membranas de poli(4-metil-1-penteno) (PMP) para separagdo de 4gua em uma solucao
concentrada em etanol, sendo que para aumentar a seletividade no processo de
separacdo de agua, os autores enxertaram e sulfonaram o mondémero GMA na
membrana polimérica, os melhores resultados foram obtidos para a membrana de PMP
com grau de enxertia de 5,8%.

2.5 Poli(N- isopropilacrilamida)

O N-isopropilacrilamida (NIPAAmM) é um dos componentes do grupo de hidrogéis
termosensiveis, também denominados de polimeros inteligentes ou “smart”, devido
apresentarem alteracdo em sua estrutura e propriedades em resposta a uma mudanca
na temperatura do sistema, como por exemplo de contragcdo e expansdo. O NIPAAmM
(Figura 13) € um mondmero sintético que pode polimerizar formando um polimero que
passa a se chamar poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAAm) (Figura 14), que pode ser
sintetizado pelos seguintes métodos: polimerizacao iniciada por radicais livres, iniciadas
por reacao redox, polimerizagfes idnicas, sendo que é necessario o uso de iniciadores
(MOURA et al. 2002; GAO et al. 2005; VIEIRA, 2006).
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Figura 13 : Estrutura Quimica do NIPAAmM. Figura 14 : Estrutura Quimica do PNIPAAmM.
Fonte : CHEMICAL BOOK, 2011. Fonte : MOURA, 2005.

Na maioria das vezes, a solubilidade dos materiais aumenta com o aumento da
temperatura,isto €, soluto e solvente sdo misciveis se a temperatura do sistema é maior
gue a chamada “upper critical solution temperature” (UCST), porém se a temperatura
apresentar valor menor que a UCST, o sistema exibe uma transicéo de fase e o soluto
precipita, sendo denominados de sistemas com dependéncia positiva a temperatura.
Entretanto, alguns polimeros, em solucdo aquosa, mostram um comportamento
contrastante.  Quando a temperatura aumenta acima de certo ponto, comumente
chamado de “lower critical solution temperature” (LCST), eles tornam-se insollveis e
séo ditos terem dependéncia negativa com a temperatura, ou seja, abaixo da LCST o
polimero é solivel em fase aquosa e apresenta cadeia extendida e rodeada por
moléculas de agua, enquanto que acima da LCST, o polimero torna-se insoluvel e
ocorre a separacdo de fase (EECKMAN e MOES e AMIGHI, 2002; VIEIRA, 2006)
(Figura 15).

HIDROFILICO HIDROFOBICO

perda da agua ligada

Cadeias poliméricas hidratadas Colapso do polimero

Figura 15 : Representacdo esquematica da transicdo de fase para um polimero termossensivel.
Fonte: VIEIRA, 2006.
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O PNIPAAmM é um polimero termossensivel tipico, com dependéncia negativa
a temperatura, conhecido por apresentar uma LCST em meio aquoso em cerca de 32-
33 °C, abaixo da qual o polimero é solivel e acima da qual ele esta em uma fase
“colapsada” ou insolavel em agua. O polimero termosensivel ndo tem somente grupos
hidrofilicos amina (N-H) e carboxila (COOH), mas tem também um grupo hidrofobico
(isopropil), portanto, tanto a interacao hidrofilica como a interacao hidrofébica podem ter
um papel determinante na termosensibilidade deste polimero. Assim, abaixo da LCST
hidrogéis de PNIPAAmM possuem carater hidrofilico, apresentando suas cadeias
expandidas, devido a interagcdes de hidrogénio entre os grupos polares desse polimero
e as moléculas de agua, possuindo alto grau de intumescimento, enquanto que, acima
da LCST ocorre o colapso da rede por meio do enfraguecimento das interacbes de
hidrogénio, favorecendo as interacdes intra e intermoleculares entre os grupos amida do
polimero, expondo o0s grupos isopropil, assim o polimero desidrata, tornando-se
insolivel em agua e levando a cadeia do polimero para uma conformacéo globular. A
transicdo polimérica da fase hidrofilica para hidrofobica é conhecida como “coil” a
globular, e conduz a agregacdo do polimero e entdo, a turvagdo do sistema,
demonstrado na Figura 16. (GAO e MOHWALD e SHEN, 2005; MOURA et al. 2005;
VIEIRA, 2006).

Aquecinento
o

=
Resfriamento

Figura 16 : Solucao de um polimero termo-sensivel antes (a) e depois (b) da LCST, respectivamente.
Fonte: VIEIRA, 2006.

Do ponto de vista termodindmico, 0 processo de mistura em temperaturas
baixas, € favorecido pela formacgéo de ligagbes de hidrogénio, o que leva a uma entalpia
negativa de mistura. Entretanto, apesar do ganho moderado na entropia composicional

resultante do processo de mistura, moléculas de agua interagindo por ligacbes de
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hidrogénio com cadeias de PNIPAAmM originam uma entropia orientacional muito baixa,
assim a separacdo de fase ocorre com o aumento da temperatura devido a uma
contribuicdo desfavoravel da entropia para a energia livre. Sendo que, para um
polimero apresentar dependéncia negativa com a temperatura, h4 a necessidade de
uma entalpia de mistura negativa e de uma entropia de mistura negativa. A entalpia
negativa se opde a separacao, pois contribui para um decréscimo na energia livre do
sistema. No entanto, em uma temperatura suficientemente alta, o termo entrépico (-
TAS), que é favoravel a separacdo, supera a contribuicdo da entalpia, resultando em
uma energia livre positiva, levando a separacdo de fase. Estes processo de
dissolucao/precipitacdo em agua em resposta a temperatura sao reversiveis (COSTA e
FREITAS, 2002; VIEIRA, 2006).

PNIPAAM e outros geéis poliméricos j4 tém sido utilizados como solventes
extratores na concentracdo de solugbes de proteinas e outras macromoléculas,
absorvendo & temperatura ambiente, mais de 40 vezes o seu peso em agua. A medida
gue se aumenta a temperatura, ele se contrai, passando por uma transicdo de fases
descontinua, ou de primeira ordem, por volta de 35°C. A medida dessa expansao pode
ser dada pelo grau de expansdo volumétrico, definido como sendo a relagdo entre o
volume do gel expandido e o volume do gel seco, ou pela fracdo volumétrica do
polimero no gel, que é o inverso do grau de expansao volumétrico. A seletividade
desses géis € em funcdo de sua estrutura fisica, podendo, ainda, ser dependente das
interacdes polimero-solvente, pois 0 gel termossensivel isopropilacrilamida (IPAA) pode
apresentar diferentes comportamentos de fase quando em contato com diferentes
meios (OLIVEIRA e FREITAS, 1993; SOUSA et al. 1993; SOUSA e FREITAS, 1995).

O uso de hidrogéis termosensiveis como substrato para crescimento de células
também é muito importante, devido proporcionarem principalmente o descolamento
dessas células, pois para serem descoladas, em substratos convencionais, as células
necessitam da introducdo de substancias quimicas como o etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) ou enzimas proteoliticas, e este método prejudica a estrutura celular, assim, no
final do processo a quantidade de células vidveis € muito pequena. Com a utilizagdo de
substratos contendo PNIPAAM, pode-se evitar esse tipo de extratificacdo e as células
podem ser descoladas da superficies apenas pelo resfriamento do sistema, ndo
prejudicando a estrutura celular (HENDRICK et al. 2001; CURTI et al. 2005; MOURA,
2005).
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Além disso, o comportamento térmico de PNIPAAmM impulsionou pesquisas para
o desenvolvimento de biomateriais como hidrogéis, micelas, capsulas, entre outras,
baseando-se na sua sensibilidade diante de mudancas na temperatura (MUNIZ e
GEUSKENS, 2000; GUILHERME e RUBIRA e MUNIZ, 2002). HOFFMAN e
AFRASSIABI e DONG (1986) propuseram a aplicacdo de PNIPAAM e seus
copolimeros para a liberagdo controlada de farmacos, pois o farmaco, distribuido
uniformemente dentro da matriz do hidrogel, deixa a matriz durante a contracdo do
hidrogel que ocorre devido ao aumento da temperatura acima da LCST, assim, o gel se
contrai e libera o farmaco, conseqientemente, as moléculas do farmaco poderédo
difundir-se pelo corpo (MOURA, 2005) (Figura 17).

Membrana porosa de Microcapsula

PNIPAAmM enxertado

Figura 17: Comportamento estimulo-resposta de céapsulas transportadoras de farmacos, com
polimero termo-sensivel na estrutura da casca.
Fonte: CHU et al. 2001.

Uma séria limitacdo para tais aplicagcbes é o fato de que hidrogeéis de
PNIPAAmM apresentam propriedades mecanicas muito pobres quando intumescidos.
Com o intuito de contornar esta barreira tecnologica, ha procedimentos alternativos
que modificam a LCST pela adicdo de grupos hidrofilicos ou hidrofébicos ou pela
adicao de cossolventes ou surfactantes, os quais agem como agentes de reticulagcéo
(MOURA et al. 2005; VIEIRA, 2006) e que demonstram ser eficientes para melhorar
as propriedades mecanicas do hidrogel (MOURA et al. 2005; VIEIRA, 2006).
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EECKMAN e MOES e AMIGHI (2004) sintetizaram NIPAAm com N-
vinilacetamida e com N-vinil-2-pirrolidinona e estudaram o efeito sobre a LCST,
demonstrando que o polimero exibiu um aumento na temperatura de turvacéo pela
adicdo de mondmeros hidrofilicos ao NIPAAm.

TAKEDA et al (2004) sintetizaram NIPAAmM com N,N-dimetilaminoetilmetacri-lato
e butilmetacrilato, que sdo mondmeros hidrofébicos e obtiveram resultados que
mostram um decréscimo na temperatura de turvacdo destes polimeros relativamente ao
PNIPAAM.

CAMPESE et al (2007) verificaram que redes semi-interpenetrantes (semi-IPNs)
contendo PNIPAAM e alginato de Ca*? exibem melhores propriedades mecanicas que o
hidrogel contendo somente PNIPAAmM e a temperatura de LCST do PNIPAAmM em forma
de semi-IPN ndo é afetada e verificou-se que os hidrogéis tipo semi-IPN ficam mais
resistentes a medida que € aumentada a concentragdo de PNIPAAm de 1,3 para 5,0%.

Além disso, alteracbes na quantidade ou no tipo de agente de ligacéo cruzada, na
temperatura de sintese e no tipo de iniciador também resultam em mudancas nas
caracteristicas desse gel polimérico (RATHJEN et al. 1995; SILVA FILHO, 2005; SILVA,
2006).

A capacidade de incorporar varias propriedades em uma unica matriz, como, por
exemplo, sensibilidade a temperatura, ao pH, biocompatibilidade, bioadesividade e
maior resisténcia mecanica, € de grande valia na fabricacédo de dispositivos inteligentes,
onde um hidrogel pode ser conectado a um biosensor que ird responder a rapidas
mudancas nas condi¢des biologicas externas. A incorporacédo dessas propriedades se
da com a copolimerizacdo de dois ou mais monémeros hidrofilicos ou hidrofébicos com
propriedades especificas, ou na sintese de um gel com cadeias interpenetrantes (IPN)
(LANGER e PEPPAS, 2003; XIA e MARQUEZ, 2005; SILVA, 2006).

ALVAREZ-LORENZO et al (2005) sintetizaram um hidrogel IPN contendo
quitosana e PNIPAAm para formar um gel que continuou sensivel a temperatura e que
incorporou a mucoadesividade, caracteristicas da quitosana. FEIL et al. (1992)
sintetizaram um gel com trés mondmeros, sendo eles 0 NIPAAm, o dietil amino etil
metacrilato e o butil metacrilato para incorporar, além da termosensibilidade,
caracteristicas de sensibiidade ao pH e maior estabilidade mecéanica ao gel,
respectivamente, conseguindo um copolimero com todas as caracteristicas citadas para

estudar a influéncia do pH e da temperatura na expanséo do gel (SILVA, 2006).
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2.6 Metodos de Caracterizacdo Fisico-Quimica

Dentre as diversas metodologias fisico-quimicas utilizadas para caracterizar os

polimeros, destaca-se:

2.6.1 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

A Espectroscopia é o estudo da interacdo da radiacdo eletromagnética (REM)
com a matéria. A interacdo entre a REM e a matéria pode ocorrer de duas formas: pela
sua componente elétrica ou pela sua componente magnética. A ressonancia magnética
nuclear (RMN) € o estudo de transiges entre os niveis de energia do nucleo quando
colocado em um campo magnético. O nucleo do atomo € constituido de prétons e
néutrons e o principio do RMN se baseia no fato de que nucleos com numero impar de
protons, néutrons ou ambos terdo um spin nuclear intrinseco, isto €, tem momento
angular, sendo identificados pela técnica. (NASCIMENTO e BLOCH, 2001;
TANGERINO, 2006). O RMN, atualmente, € uma das mais poderosas técnicas
espectroscopicas no estudo de aspectos estruturais e dinamicos de moléculas
organicas em solucéo (KAISER, 2000; SOUZA, 2009).

2.6.2 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER

A regido espectral do infravermelho compreende radiacdo com numeros de onda
no intervalo de aproximadamente 12800 a 10 cm™. Os métodos quantitativos no
infravermelho diferem dos métodos espectroscépicos no ultravioleta/visivel devido a
maior complexidade dos espectros, a menor largura das bandas e as limitacdes
instrumentais dos aparelhos de infravermelho. A espectroscopia do infravermelho com
transformada de Fourrier (FTIR) tem sido utilizada com frequéncia pela industria
farmacéutica no controle de qualidade de produtos e monitoragdo do processo de
producdo. Além disso, a regido do infravermelho é adequada para a andlise da
estrutura quimica de componentes dos GAGs (REICH, 2005; FOOT e MULHOLLAND,
2005; ROSSIGNOLI, 2006).
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2.6.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) € uma técnica muito versatil e
utilizada rotineiramente para a analise estrutural de materiais sélidos. O aumento
maximo conseguido pelo MEV fica entre a Microscopia otica (MO) e a Microscopia
eletrénica de transmissédo (MET). A grande vantagem do MEV em relacdo ao MO € sua
alta resolugdo, na ordem de 2 a 5 nm (20-50 A°), atualmente existem instrumentos com
até 1 nm (10 A°), enquanto que no 6tico € de 0,5 pm. Comparado com o MET a grande
vantagem do MEV esta na facilidade de preparacdo das amostras. Além disso, a
elevada profundidade de foco (imagem com aparéncia tridimensional) e a possibilidade
de combinar a analise estrutural com a andlise quimica sao fatores que contribuem para
0 amplo uso desta técnica (MALISKA, 2007).

2.6.4 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA E ANALISE TERMICA
DIFERENCIAL

A andlise termogravimétrica (TG) € a técnica na qual a mudanc¢a da massa de
uma substancia € medida em funcdo da temperatura enquanto esta é submetida a uma
programacao controlada. A analise térmica diferencial (DTA) € a técnica na qual a
diferenca de temperatura entre uma substancia e um material de referéncia é medida
em funcdo da temperatura, enquanto a substancia e o material de referéncia séo
submetidos a uma programacao controlada de temperatura. (WENDHAUSEN e
RODRIGUES e MARCHETTO, 2006).

2.6.5 CINETICA DE DEGRADACAO PELO METODO DE FLYNN-WALL-
OZAWA

A cinética quimica € o estudo da dependéncia da extensdo ou velocidade de
uma reagcdo quimica com o tempo ou temperatura. Os estudos cinéticos utilizam
modelos matematicos que quantificam a relagédo existente entre velocidade de reacéo,
tempo e temperatura. A termogravimetria € uma técnica utilizada para medir a variacao
da massa de um material e para verificar sua estabilidade térmica em funcdo da

temperatura. Com procedimentos experimentais apropriados, podem ser obtidas
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informagdes sobre a cinética de decomposic¢édo e o tempo de vida estimado do material.
Existem dois métodos termogravimétricos que sao normalmente utilizados para avaliar
a cinética de decomposicéo térmica: o isotérmico e o ndo-isotérmico ou dinamico, onde,
diversos métodos matematicos podem ser utilizados para a obtencdo dos parametros
cinéticos (PEREIRA, 2010).

No meétodo isotérmico, é possivel obter as curvas de TG em uma determinada
temperatura, registrando a variacdo da massa da amostra com o tempo. No método
nao-isotérmico, fixa-se a razdo de aquecimento B, aquecendo linearmente a amostra, e
registra-se a variacdo da massa em fungéo do tempo ou da temperatura. Quando
compara-se as duas metodologias, percebe-se que para o caso estudado, ha uma
vantagem significativa na cinética ndo isotérmica, uma vez que essa resolve um grande
problema encontrado em condi¢gfes isotérmicas, ou seja, da amostra requerer algum
tempo para alcancar a temperatura experimental podendo sofrer algumas
transformacdes que afetam o resultado cinético e consequentemente o resultado
(WENDLANDT, 1986; PEREIRA, 2010).

Para a determinacdo da expressdo cinética apropriada para a decomposicéo
térmica de um soélido é geralmente realizada a determinacdo dos coeficientes de
regressao linear de todas as equacoes testadas, analisando-se os dados experimentais
e utilizando a equacédo que proporcione um melhor ajuste da curva experimental. O
desvio padrdo € muito Util na escolha do melhor modelo cinético, e os parametros
cinéticos Ea (energia de ativacdo) e A (fator pré-exponencial) ajudam na escolha do
mecanismo do processo (BORCHARDT et al. 1957; SINFRONIO, 2006).

Em geral, a velocidade de uma reacdo homogénea do tipo:
Als)—= Blgy+C(s),

€ medida pela diminuicdo da concentracdo do reagente A ou 0 aumento da

concentracdo de um dos produtos, a temperatura constante.

A escolha de equacdes cinéticas que descrevam adequadamente o mecanismo
de uma reacdo de decomposicdo térmica deve obedecer algumas condi¢gbes bésicas,
como descrever a velocidade de reacdo de maneira menos complexa e da melhor
maneira possivel e descrever o processo total dentro do intervalo de valores da fracdo

decomposta, a, entre O e 1.
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A maioria das reacdes do estado sélido pode ser representada por equacdes do

tipo: (Equacéo 1)

gla)=klT )

Na qual: K(T) = constante de velocidade;
a = fragdo decomposta no tempo t;

T = temperatura.

A cinética de uma reacdo de decomposicdo térmica, de um reagente solido
(meio heterogéneo) pode ser caracterizada pelos valores dos parametros cinéticos
ordem de reacdo (n), energia de ativacao (Ea) e fator pré-exponencial (A), calculados
para essa reacdo. Um grande numero de modelos matematicos tem sido desenvolvido
para realizacdo dos calculos desses parametros a partir de dados de uma curva
termogravimétrica, dentre eles o Método Flynn-Wall-Ozawa (FLYNN et al. 1966;
ZSAKO, 1996; SINFRONIO, 2006). Este modelo essencialmente assume que A, (1-o)n
e Ea sdo independentes da temperatura do sistema, enquanto que apenas A e Ea séo
independentes de a. Portanto, a Equacédo 2 pode ser reescrita como:

( AE, ) (E,
log Fla) = log] —= |- log f+ log p| == |
g \RT g/ A

-~

(Equacéo 2)
Usando a aproximacao proposta por Doyle (1961) para a integral com valores de

( E,
| ==|=20
RT )} , obtém-se uma simplificacdo da Equacao (3), descrita como:

[ AE ) E
log Fler) = log| == | ~log f#+ 2315~ 0,4567 2
. # (Equacéo 3)

2.6.6 DEGRADACAOQ in vitro

A degradacgéo in vitro auxilia na interpretagédo do efeito de degradacdo dos
sistemas particulados, a fim de prever a cinética de liberacdo da substancia que
posteriormente podera incorporar o sistema. A degradacdo de materiais poliméricos
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pode ocorrer por meio de varias reacdes: oxidacao, reducao, eliminacéo, isomerizacéo,
e outras, por acao de enzimas ou ndo (KIMURA, 1993). Na presenca das moléculas de
agua, por exemplo, o processo de degradacao ocorre por meio da hidrélise das ligacbes
ésteres, originando produtos na forma de oligbmeros, ou monémeros, solluveis e nao
toxicos, prosseguindo através de processos biologicamente ativos ou pela clivagem
hidrolitica passiva (ELKE e ROLF-JOACHIM e WOLF-DIETER, 2003; HUANG et al
2004).

2.6.7 TAMANHO DE PARTICULA

O tamanho da particula ou aglomerado tem forte influéncia nas propriedades de
polimeros modificados com cargas poliméricas, pois, de maneira geral a resisténcia do
composito aumenta com a diminuicdo do tamanho de particula. A forma das particulas
da carga também € um fator importante para a tenacificacdo de termoplasticos vitreos e
acredita-se que particulas com formato esférico sejam mais eficientes para exercer
funcdes de iniciagdo e terminagéo das trincas melhorando as propriedades mecéanicas
do composito. Além disso, apresenta grande influéncia no desempenho mecanico de
materiais elastomeéricos, sendo estas uUltimas as mais importantes por apresentarem
sitios gquimicamente ativos, responsaveis pela interacdo entre a carga e as cadeias
poliméricas (AGARWAL e BROUTMAN, 1990; BOKOBZA e RAPOPORT, 2002;
NAPOLITANO et al. 2004).

2.6.8 POTENCIAL ZETA

Particulas finamente divididas suspensas em um liquido carregam consigo
cargas equivalentes a propria carga mais a carga da porcao fixa da dupla camada. A
existéncia da dupla camada tem como consequéncia efeitos eletrocinéticos. Todos
esses efeitos sdo causados pelo fato de que a dupla camada esta apenas ligeiramente
ligada a superficie solida sendo, portanto, movel. A intensidade de todos os efeitos
eletrocinéticos depende da quantidade de carga na parte mével da dupla camada. Isto
cria uma diferenca de potencial muito proxima a parede e este fendbmeno é conhecido
como potencial zeta ({). E a diferenca de potencial entre a particula com a sua camada

adsorvida na superficie e a solucdo, ou seja, € o potencial através da linha diviséria
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entre as partes fixa e movel da dupla camada. A carga da parte movel da dupla camada
depende do potencial { e, portanto, deste potencial dependem as intensidades de todos
os efeitos eletrocinéticos (CASTELLAN, 1986).

2.7 Avaliacao toxicologica de polimeros

A Toxicologia € o ramo da ciéncia que estuda as substancias nocivas a saude,
suas acgodes, seus sintomas, seus efeitos e seus contravenenos (BRITO, 1998). O termo
“toxico” pode ser considerado como sinbnimo prejudicial presente num efeito quimico.
Além disso, as substancias quimicas podem ser preferencialmente efetivas em
pequenas concentragbes. Em contraste, algumas substancias podem apresentar
atividade seletiva em células provocando danos. A avaliagéo toxicoldgica compreende:
a analise dos dados toxicologicos de uma substancia ou composto quimico com o
objetivo de classifica-lo toxicologicamente e, ao mesmo tempo, fornecer informacoes a
respeito da forma concreta de seu emprego, bem como as medidas preventivas e
curativas quanto ao seu uso inadequado (LOOMIS e HAYES, 1996; LARINI, 1999).

Devido a escassez de informagfes toxicoldégicas sobre muitos compostos
quimicos utilizados na industria, existe frequentemente uma tendéncia em considerar
gue compostos que possuem caracteristicas quimicas proximas terdo propriedades
toxicas similares, porém se isto pode ser verdade para um numero limitado de
substancias, este fato ndo pode significar uma verdade universal. Diante deste contexto,
atualmente uma nova ciéncia tem emergido denominada de Nanotoxicologia, uma sub-
area da Nanotecnologia que estuda a interacdo de nanoestruturas com sistemas
biolégicos, com énfase em elucidar a relagcdo entre suas propriedades fisicas e
quimicas na inducdo de respostas bioldgicas toxicas (POHLMANN e GUTERRES,
2010).

Em 1990, dois artigos consecutivos apareceram no “Journal of Aerosol Scienc” e
guestionaram se particulas menores do que 100 nm de didmetro quando inaladas
poderiam ocasionar uma resposta pulmonar maior do que o esperado. A administracdo
inalatéria de particulas nanométricas de 6xido de titanio (TiO,) e Oxido de aluminio
(Al,0O3) causou uma resposta inflamatoria significativamente maior nos pulmdes de ratos
em comparacdo com particulas maiores, com a mesma composi¢do quimica. Os dois

estudos foram a vanguarda de pesquisas desafiadoras que avaliavam a resposta a
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exposicdo de particulas em escala nanométrica, considerando-se sua composi¢ao
guimica e atividade bioldgica. Os efeitos especificos de tamanho foram atribuidos a um
aumento da taxa de interstitializacdo das particulas em escala nanométrica nos
pulmdes, pois pesquisas concluiram que as particulas sdo fagocitadas nos alvéolos,
neutralizadas e translocadas para o espaco intersticial. A morte de macréfagos
alveolares ou disfuncdo promove a translocacdo dos alvéolos intersticiais, pois as
particulas de cerca de 0,02-0,03 um diametro penetram mais facilmente do que as
particulas de 0,2-0,5 um de didmetro, sendo que pequenas particulas costumam formar
agregados. O seu tamanho aerodindmico determina a deposi¢do nas vias aéreas, apos
a deposicao, podem desaglomerar, se o tamanho da particula primaria é de 0,02-0,03
pum a desaglomeracao pode afetar a translocacéo das particulas mais do que para os
agregados constituidos por particulas com dimensdes maiores (FERIN et al. 1990;
OBERDORSTER, 2000; MAYNARD e WARHEIT e PHILBERT, 2011).

Esta declaracdo delineou dois aspectos emergentes de materiais que podem
potencialmente mediar efeitos toxicologicos: tamanho de particula e comportamento
dindmico. Em estudos de acompanhamento, foram descobertos mais associagdes entre
a fisico-quimica do material e os seus efeitos, mais notadamente o papel da area de
superficie de particulas na mediacao de toxicidade pulmonar. Usando amostras de TiO,
de dois tamanhos diferentes de particulas primarias foi demonstrado que enquanto as
respostas inflamatoérias apds inalacdo em ratos dependia do tamanho da particula,
normalizaram em relacdo a area de superficie, conduzindo a um tamanho invariante em
funcéo da dose-resposta.

MAYNARD e KUEMPEL (2005) mostraram que uma gama de materiais
insollveis normalmente classificados como "poeiras inoportunas" originam uma curva
dose-resposta semelhante para a inflamacao pulmonar em ratos, porém, materiais mais
quimicamente ativos, tais como quartzo cristalino demonstraram uma diferenca
marcante em relacdo a dose-resposta (OBERDORSTER, 2000; MAYNARD e
WARHEIT e PHILBERT, 2011).

Em 2005, o Comité Cientifico da Comissdo Europeia de Emergentes e
Recentemente Identificados Riscos para a Saude (SCENIHR) publicou uma avaliacao
completa do estado da ciéncia sobre 0s riscos potenciais associados com 0s produtos
artificiais e acidentais das nanotecnologias. Foi um dos primeiros de uma longa série de
avaliacdes e analises de toxicologia de materiais em nanoescala que tém ajudado a

identificar questbes emergentes em torno dos impactos potenciais a saude destes
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materiais, e, embora o estado da ciéncia tenha mudado desde a sua publicagéo,
guestdes fundamentais foram identificadas pela comissao e que se mantém atuais. Na
revisdo da literatura, a comissédo identificou trés mediadores em nanoescala de
toxicidade: tamanho de particula, forma e composi¢éo quimica.

Baseando-se em evidéncia de toxicidade material que foi influenciado pela forma
fisica, bem como composicdo quimica, SCENIHR et AL. (2005) pesquisaram como
esses trés mediadores podem potencialmente afetar a biodisponibilidade, biointeracédo e
exposicdo tendo como influéncia a dose. Mecanismos especificos de toxicidade
destacaram lesdo do tecido epitelial, inflamacédo, estresse oxidativo, e alergia,
concluindo que ndo ha dados suficientes disponiveis para identificar quaisquer regras
genéricas que regem a toxicologia, ecotoxicologia e nanotoxicologia (SCENIHR, 2005;
MAYNARD e WARHEIT e PHILBERT, 2011).

Atualmente, além da administracdo inalatoria de particulas nanomeétricas, a
indastria farmacéutica utiliza nanoestruturas poliméricas como alternativa eficaz para
desenvolver sistemas de liberacdo controlada de farmacos devido apresentarem
versatilidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade, possibilidade em modificar suas
caracteristicas adicionando ou removendo grupos especificos e de projetar mecanismos
ou sistemas diferentes de liberacdo de drogas (SOUSA et al. 2005), sendo
recomendado por muitas organizacdes cientificas que além das analises fisico-
quimicas, sejam também realizadas avaliag6es toxicoldgicas que caracterizem o tipo de
efeito tdxico que os polimeros sédo capazes de produzir (OGA e CAMARGO e
BATISTUZZO, 2006).

No entanto, ha polimeros que apresentam baixa toxicidade, porém podem
causar efeitos colaterais aos individuos, que é o caso do mondmero sintético e-
caprolactama, pois apesar dos estudos de genotoxicidade in vitro e in vivo por via oral e
intraperitoneal mostrarem em sua grande maioria, resultados negativos em ratos,
camundongos e coelhos, os epidemiologicos indicam a possibilidade de causar
inflamagdes oculares e cuténeas, irritagbes no sistema respiratorio, hipotenséo,
taquicardia, palpitac@es, rinorréia, ressecamento nasal, efeitos geniturinérios, distirbios
nas fungbes menstrual e ovariana, complicacées no parto e problemas neuroldgicos e
hematoldgicos (BOMFIM e ABRANTES e ZAMITH, 2009).

O mecanismo mais aceito para 0s hanomateriais causarem efeitos adversos &
devido se apresentarem em escala de macromoléculas biolégicas e prestam-se a

hibridizacdo, uma vez que foi comprovado que macromoléculas como o DNA tem sido
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usado para solubilizar nanotubos de parede Unica de carbono altamente hidrofobos e é
esta escala que permite que acidos nucleicos, lipidos, proteinas e outras
macromoléculas sejam susceptiveis a interagir com a superficie de nanomateriais para
produzir danos, por exemplo, os nanotubos de parede Unica de carbono tém sido
mostrados para reprodutivelmente ganhar acesso a nucleos de células e induzir
quebras de DNA de particulas ou a formacédo de nucleos. O reconhecimento de
nanomateriais por macromoléculas biolégicas ocorre devido um processo de adsorcéo
nas superficies disponiveis, o qual é frequentemente associado com as fases iniciais
da inflamacédo, conhecidos como opsonizagdo (ALEXIS et al. 2008; DAWSON e
SALVATI e LYNCH, 2009; GAUCHER et al. 2009).

Devido a troca dinamica de macromoléculas entre o espaco externo e a
superficie do nanomaterial, dependente da localizagdo anatdbmica do material,
provavelmente ocorrem pelo menos trés resultados bioldgicos: (1) as interagbes entre
fluidos biologicos e matrizes podem causar danos ao alvo, esquemas que Sao
concebidos para proporcionar modificacdes altamente funcionais de nanomateriais para
locais anatémicos especificos e os efeitos podem aumentar no exterior do alvo (2) a
adsorcdo de elementos da cascata do complemento podem ativar ou inibir os
processos inflamatdrios que normalmente permite que o corpo elimine efetivamente
ameacas bioldgicas e ambientais em escala nanométrica (3) o0 nanomaterial em si pode
fornecer uma plataforma estavel para a entrega inadequado de moléculas bioativas em
locais anatdémicos e iniciar processos de sinalizagdo celular que desencadeiam um
efeito adverso ou benéfico se adequadamente concebidos (SERDA et al. 2009;
CVETICANIN et al. 2010; MOGHIMI et al. 2010).

Muitos dos nanomateriais que estdo em producdo em massa Sdo estaveis,
susceptiveis de persisterem no corpo e a natureza dindmica das interacbes entre a
interface do material nanométrico e a superficie bioldgica aumentam a complexidade do
gue precisa ser conhecido na avaliacdo do provavel resultado biolégico (YAMAMOTO
et al. 2010; MAYNARD e WARHEIT e PHILBERT, 2011).

Diante disso, a industria farmacéutica, considerando a intersecdo entre 0 uso
benéfico, biointeracbes e o0 impacto do potencial biolégico, tem preferencialmente
utilizado uma variedade de excipientes inteligentes para administracéo orientada que se
dissolvem com o tempo e dao origem a produtos quimicos soluveis que séo facilmente
eliminados na urina e / ou fezes, reduzindo assim o potencial para efeitos de

bioacumulacdo e de atingirem um local fora do alvo. Outras abordagens usam a



60

dissolucdo do nanomaterial para reduzir a ativacdo mediada pelo complemento apos
admisséao para o espaco vascular (GAO e PHILBERT e KOPELMAN, 2008; MAYNARD
e WARHEIT e PHILBERT, 2011).

A eliminacdo do material torna-se mais complicada quando a superficie do
material € revestido com a segmentacdo de ligantes na liberacdo de nanodispositivos
para um local anatbmico especifico ou tipo de célula, por exemplo, misturas de
copolimeros de acido polilactico-glicélico e nanoparticulas de polietileno-glicol foram
enxertadas com sucesso em um certo niumero de ligantes como o Herceptin (anticorpo
anti-HER3), sendo demonstrado o efeito de segmentacdo quantitativamente controlada
por duas vias principais: (1) ajustando a propor¢céo de mistura de copolimero da matriz
de nanoparticulas com mudancas concomitantes na geometria da superficie e
alteracdes na densidade de ligante sobre a superficie de nanoparticulas (2) ajustando a
relacdo molar de herceptina para aminas livres que aparecerem na superficie de
nanoparticulas (BORM et al. 2004; POPE et al. 2004).

Alguns dos efeitos adversos das nanoparticulas in vivo estdo relacionados a
resposta inflamatéria, com exacerbacdo da doenca das vias respiratorias e dos eventos
cardiovasculares causadas por hipercoagulabilidade ou desestabilizacdo da placa
aterosclerotica. Muitos destas conclusfes sédo derivados a partir de estudos sobre as
particulas em nanoescala que podem causar uma resposta inflamatoria, porém nédo
podem ser extrapoladas a nanoparticulas em geral, e eles podem ser menos relevantes
para nanomateriais (LIANG et al. 2009).

Um estudo realizado por VALCARENGHI (2006) demonstrou que o polimero
natural Quitosana-Ferro (lll) ndo causa efeitos sobre o sistema nervoso autdbnomo,
sistema motor e tdbnus muscular, avaliados pelas observacdes comportamentais; o
tratamento com o polimero ndo alterou 0 ganho de peso dos animais tratados em
relacdo ao grupo controle; os parametros bioquimicos e hematologicos ndo foram
alterados com a administracdo do polimero, sugerindo auséncia de toxicidade
devido a permanéncia do ferro no complexo; a analise macroscopica, peso e
deposicdo de ferro nos 6rgaos ndo sofreram alteracdes significativas em relagdo ao
grupo controle demonstrando sua seguranca.

Os testes toxicolégicos também sédo realizados em polimeros naturais
provenientes de espécies vegetais como no estudo desenvolvido por GARCIA et al
(2009) em que determinaram a ingestao de 4gua, o consumo de rac¢édo, ganho de peso
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e possivel efeito tdxico decorrentes da ingestdo de trés doses (10%, 25% e 50%) do
derivado do polimero de mamona (Ricinus communis), adicionado a agua de
bebida de ratos da espécie Rattus norvegicus. Observou-se que a ingestdao do
polimero de mamona reduziu a ingestdo de ragdo (10% e 50%) e o ganho de peso
(10% e 25%) em relacdo ao grupo-controle, provavelmente relacionado a palatabilidade
do produto. Entretanto, numa segunda fase experimental (estudo multigeracional) néo
se verificaram efeitos toxicos, nas proles, como ma formacédo externa e alteracbes
incompativeis com a vida, apesar de ter havido reducdo no peso dos machos e das
fémeas da segunda geracdo (GARCIA et al. 2009)

IARC (1994) e RICE (2005) em seus estudos demonstrarem os efeitos
carcinogénicos da acrilamida em animais experimentais e suas propriedades
mutagénicas em células de mamiferos, apesar de a acrilamida néo ter apresentado
mutagenicidade no teste de Ames para Salmonella, porém sua administracéo induziu
mutacdes genéticas e aberragbes cromossémicas em células de roedores in vivo e in
vitro. FAO/WHO (2005) evidenciou em suas pesquisas que a genotoxicidade da
acrilamida parece estar relacionada com a sua biotransformacdo em glicidamida, que
mostrou maior potencial mutagénico que a propria acrilamida em uma determinada
dose. Além disso, demonstrou em estudos de toxicidade reprodutiva com roedores
reducdo da fertilidade, efeitos letais dominantes e efeitos adversos na morfologia e no
namero de esperma em machos, apds a administracdo de doses de acrilamida
maiores que 7 mg/kg pc/dia, enquanto que em fémeas nenhum efeito adverso na
fertilidade foi observado e mostrou-se nao teratogénica em ratos ou camundongos
(FAO/WHO, 2005).

Uma pesquisa desenvolvida por LO PACHIN (2005) mostrou que embora os
estudos realizados com animais experimentais tenham implicado a carcinogenicidade e
a genotoxicidade como possiveis consequéncias da exposicdo a acrilamida, a
neurotoxicidade é o0 Unico efeito adverso identificado através de estudos
epidemioldgicos envolvendo popula¢gdes humanas ocupacionalmente expostas.

VIHOLA et al (2005) estudaram a citotoxicidade de géis sintéticos PNIPAAM em
culturas de células intestinais e do pulmdo em funcdo da concentracdo polimérica, do
tempo e temperatura de incubacéo, entre outros fatores, obtendo resultados de baixa
ou nenhuma toxicidade, ao contrario de seu mondmero NIPAAmM que apresentou um
certo grau de toxicidade. MALONNE et al (2005) também ndo encontraram grau de

toxicidade em seus experimentos preliminares em ratos com o PNIPAAm.
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Um estudo realizado por KREIN (2003) em ratas prenhas com o polimero natural
SC demonstrou que nao houve alteracédo nos indices de fertilidade e reprodutivos das
maes entre 0s grupos; o desenvolvimento ponderal e consumos de agua e racao
também nao foram alterados pelo tratamento com diferentes doses de SC, quando
comparados com 0 grupo controle; ndo ocorreram sinais de toxicidade materna; néo
foram encontradas alteracdes estatisticamente significativas (p<0,05) nos percentuais
de malformacdes esqueléticas, ndo se mostrando teratogénico para ratas Wistar
(KREIN, 2003).

Em termos gerais, tais estudos toxicoldgicos, quando aplicados em animais de
laboratério e sob condicdes previamente estabelecidas, permitem determinar os
possiveis efeitos de substancias em humanos, a partir da extrapolacdo dos resultados
obtidos nestes estudos (BARROS e DAVINO, 1996). Neste caso, os resultados de
exames hematolégicos e bioquimicos, a autépsia geral, a histopatologia e a
manutencdo do grupo controle para fins de comparacdo devem ser realizados, bem
como a avaliacdo do estado geral dos animais e a observacao dos efeitos toxicos (LIMA
et al. 2003).

Todavia, 0 nimero de animais usados em pesquisas é algo cada vez mais
discutido, principalmente pelo carater ético, em relagdo ao grande numero e ao
sofrimento causados a esses em pesquisas (REPETTO e MARTINEZ e REPETTO,
1995).

Para este fim, alguns testes toxicol6gicos preliminares sao realizados com o
intuito de se pesquisar a atividade de produtos naturais de maneira mais rapida e sem a
necessidade de animais de experimentacdo, que cada vez mais estdo sendo
submetidos a um controle rigoroso de aceitacdo. Estes sdo os chamados testes
toxicologicos in vitro (ROGERO et al. 2003).

Os métodos in vitro apresentam vantagens em relacdo aos in vivo tais como
poder limitar o niUmero de varidveis experimentais, obter dados significativos mais
facilmente além do periodo de teste ser, em muitos casos, mais curto. O problema da
extrapolacédo dos dados obtidos in vitro para a aplicacdo clinica dos biomateriais pode
ser superado pelo uso de materiais de referéncia apropriados, atualmente em uso em
clinicas (ROGERO et al. 2003).

Esses métodos alternativos in vitro, compreendem a utilizacdo de organismos
como bactérias, fungos, algas, crustaceos e também suspensdes celulares e cultivo de

tecidos, para que substitua ou sirvam como prévia para um estudo toxicologico in vivo,
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melhorando a sensibilidade e especificidade de testes com animais (BEDNARCZUK et
al. 2010).

2.8 Metbdos para avaliacéo toxicologica

Dentre as diversas metodologias para avaliacdo toxicolégica utilizadas para

analisar as possiveis propriedades toxicas dos polimeros, destaca-se:

2.8.1 BIOENSAIO DE TOXICIDADE EM ARTEMIA SALINA LEACH

A letalidade de organismos simples tem sido utilizada para um rapido e
relativamente simples monitoramento da resposta bioldgica, onde existe apenas dois
parametros envolvidos: sobrevivéncia ou morte. Os resultados podem ser facilmente
tratados estatisticamente. O ensaio de letalidade permite a avaliagcdo da toxicidade
geral e portanto € considerado um ensaio preliminar no estudo de compostos com
potencial atividade biologica.

Estudos relatam que o microcrustaceo Artemia salina Leach (Artemiidae) é
utilizado para determinar toxicidade de produtos naturais e quimicos, considerando que
estas larvas apresentam sensibilidade a substancias toxicas, além de ser considerado
um teste rapido e barato (CAVALCANTE et al., 2000; SANTOS et al., 2003; PRETTO,
2005). A simplicidade com que pode ser manuseado, a rapidez dos ensaios e 0 baixo
custo favorece a sua utilizagdo rotineira em diversos estudos, além do que tais ensaios
de letalidade sdo muito utilizados em analises preliminares de toxicidade geral (MEYER
et al. 1982; LUNA et al. 2005).

Em ambiente propicio como em agua salina em combinacgéo a luz e oxigénio, 0s
ovos deste microcrustaceo tornam-se hidratados, rompendo a membrana de eclosdo e
liberando o nauplio (primeira fase de vida livre do animal) a nadar ativamente (VEIGA e
VITAL 2002, SORGELOQS et al. 1978, GOMES, 1986).

O nauplio, durante suas primeiras 24h, se alimenta da propria camada que
envolve seu corpo, chamada de vitelo, sendo assim, ainda ndo necessita da filtragéo
para se alimentar, ficando protegido de agentes toxicos do meio. ApOs essas primeiras
24h, passa-se para fase de metanauplio I, 1l e lll, nessas fases 0 organismo ja inicio
atividade de filtracdo, dependendo disso para se alimentar, assim tornando-se

suscetivel aos agentes contidos no meio (SORGELOOS et al. 1978). Sendo assim,
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obtém- se uma taxa de sobrevivéncia do nauplio ao produto testado, ou seja, observam-
se 0s danos causados ao organismo teste e a concentracdo que provoca a morte de
50% dos mesmos, representada pela sigla CL50 (CAVALCANTE et al, 2000; BAROSA
et al, 2003).

MCLAUGHLIN et al (1998) relatam que esse ensaio tem boa correlagdo com
atividade citotéxica em alguns tumores humanos solidos e levou a descoberta dos
Annonaceous acetogenins como nova classe de agentes antitumorais ativos. No
mesmo estudo foi observado os valores de dose efetiva 50% (DEsp) encontrados para
citotoxicidade, em geral eram 1/10 dos valores de concentragéo letal 50% (CLsp)
encontrados nos testes realizados com Artemia salina, sugerindo que tal teste pode
ser utilizado como uma primeira analise do potencial citotéxico de hovos compostos.

A determinacdo da toxicidade preliminar a partir do célculo da ClLsy do
copolimero SCM+NIPAAmM 5% em microcrustaceo Artemia salina foi realizada a partir
da metodologia original descrita por MEYER et al (1982), MCLAUGHLIN et al (1998) e
VEIGA (1989), com pequenas modificacdes.

2.8.2 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

Citotoxicidade é um termo abrangente que significa, em linhas gerais, morte
celular induzida. Esté presente em todos os organismos multicelulares e unicelulares
e em mamiferos a citotoxicidade pode ser causada pela atividade litica direta de uma
célula citotoxica (atividade fagocitica e receptores de morte, por exemplo) ou pela
secrecdo de moléculas liticas soluveis (defensinas, componentes do sistema
complemento, TNF, perforina/granzimas, por exemplo) (PONS e OLIVEIRA, 2011).

A citotoxicidade basal é definida como os efeitos adversos resultantes da
interferéncia com estrutura e/ou processos celulares essenciais para a sobrevida,
proliferacdo e/ou fungdo comum a todas as células do organismo. A avaliacdo da
citotoxicidade basal é importante, uma vez que as fungdes celulares basais suportam as
funcbes celulares 6rgaos-especificas. A citotoxicidade basal € expressa como ClLsg
(concentracao letal a 50% das células quando comparado as células controle nao-
tratadas), a qual pode ser matematicamente calculada a partir da curva de
concentragéo-efeito (OGA, 1996).
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As metodologias que utilizam tecidos e células vivas sdo as mais empregadas,
pois a intrinseca complexidade celular € mantida. As células utilizadas podem ser de
varios tecidos, tanto de origem humana quanto animal, sendo que a sobrevivéncia e ou
proliferacdo celular podem ser avaliadas por contagem do nimero de células ou pelo
uso de corantes vitais (ROGERO et al. 2003).

Vérios métodos aplicados para testar a toxicidade geral sdo Uteis na toxicologia
in vitro. Como regra geral, as células sdo expostas a diferentes concentra¢cdes de um
produto quimico por um dado periodo de tempo, sendo posteriormente a funcédo celular
mensurada utilizando diferentes alvos.

MOSMANN (1983) descreveu uma técnica para quantidades elevadas de
amostras, onde as células sdo semeadas em microplacas e a viabilidade celular é
avaliada por métodos colorimétricos, utilizando a reducdo do MTT, brometo de [3-(4,5
dimetiltiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazélio], um sal de tetrazdlio, de cor amarelada, que é
reduzido por enzimas redutases mitocondriais de células metabolicamente ativas em
cristais azuis de formazan que sdo solubilizados e posteriormente analisados por
espectrofotometria UV/visivel. Assim, guanto menor for a viabilidade celular, menor sera
a reducdo do MTT e menor o sinal espectrofotométrico. Esta técnica é rapida e
qguantitativa, pois permite avaliar varias concentragcbes do produto e calcular a

concentracdo que causa 50 % de morte celular.
2.8.3 AVALIAC,‘AO DA TOXICIDADE AGUDA ORAL

Por definicdo, a toxicidade aguda avalia o efeito nefasto produzido dentro de um
curto periodo de tempo e que resulta da administragdo de uma dose Unica. Neste
contexto, a avaliacdo da toxicidade aguda fornece uma estimativa das propriedades
toxicas de uma substéancia, visando dar subsidios a cerca dos riscos a saude
resultantes de uma exposicao de curta duracao e servir de alicerce para estabelecer um
regime posoldgico para pesquisas sobre toxicidade crénica (BRITO, 1994).

Segundo OGA e CAMARGO e BATISTUZZO (2008) a toxicidade aguda €
definida como os efeitos adversos que ocorrem dentro de um periodo curto apos a
administracdo de uma dose Unica ou doses multiplas dentro de 24 horas. Sendo a dose
Unica utilizada para determinar a potencia da substancia em casos de ingestao ou

envenenamento acidental e as doses multiplas sdo usadas para avaliar os efeitos
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cumulativos, escolhendo a via de administracdo de acordo com 0 modo de exposi¢éo
humana.

A avaliacao toxicologica é de fundamental importancia para eficacia terapéutica,
pois este padréo visa a deteccédo e avaliacdo do potencial toxico, para o homem, de
qgualquer substancia ou produto quimico acabado, ao qual possa estar exposto
(BIGHETTI et al. 2004).

O teste de toxicidade aguda por dose fixa, preconizado pela Organizacdo para
Cooperacao e Desenvolvimento Econémico (OECD), é um destes métodos alternativos,
gue avalia a toxicidade aguda oral, na qual se evita utilizar o critério morte dos animais
como objetivo final e propde a observacdo do aparecimento de sinais de toxicidade
decorrentes da exposicdo a uma serie de doses fixas, permitindo, desta forma,
classificar a substancias testada de maneira compativel com o sistema empregado pela
Unido Européia, o qual qualificava pelos valores de DLsp oriundos do teste classico de
toxicidade aguda (OECD 420, 2001; VALADARES, 2006).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho é o de realizar a caracterizacao fisico-quimica das
particulas de sulfato de condroitina e N-isopropilacrilamida e dos copolimeros Sulfato de
condroitina-co-N-isopropilacrilamida (denominados SCM+NIPAAM 5%, SCM+NIPAAM
2,5% e SCM+PNIPAAM 2,5%) e a avaliacdo toxicoldgica parcial de um destes
copolimeros que apresentar as melhores propriedades de um eficiente carreador de

farmacos, selecionado a partir dos ensaios de caracterizacédo fisico-quimica.

3.2 Objetivos especificos

 Determinar a estrutura quimica dos sistemas particulados a partir da
Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear;

 Analisar 0os seus componentes quimicos através da Espectroscopia do
Infravermelho com Transformada de Fourrier;

* Analisar sua morfologia através da Microscopia Eletrénica de Varredura;

» Estudar seu comportamento térmico por meio das técnicas termoanaliticas:
Termogravimetria e Analise Térmica Diferencial;

* Realizar a cinética de degradacdo pelo método de Flynn-Wall-Ozawa dos
sistemas particulados;

* Analisar a degradagéo in vitro dos sistemas particulados;

» Determinar sua carga superficial através da analise do Potencial Zeta;

* Auvaliar o tamanho de particulas;

e Avaliar a citotoxicidade em células PC-12 de feocromocitoma de rato, pelo
método do MTT;

» Determinar a toxicidade (CLsp) em microcrustaceo Artemia salina;

e Avaliar a toxicidade aguda oral em camundongos;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Materiais

Os sistemas poliméricos SCM, SCM+NIPAAmM 5%, SCM+NIPAAM 2,5%,
SCM+PNIPAAM 2,5% (Tabela 2) foram gentilmente cedidos pela EMBRAPA Amazsnia
Oriental e o NIPAAm foi obtido da empresa Sigma-Aldrich® para efetuacdo das analises,
destacando que o polimero sintético NIPAAm encontra-se em diferentes concentracdes
e o terceiro copolimero apresenta a forma polimerizada do NIPAAmM, o PNIPAAM.

Para a realizagdo da sintese do SCM+NIPAAM 5%, os materiais utilizados
foram: sulfato de condroitina (SC) de origem bovina, grau de pureza = 95%, livre de
encefalopatia espongiforme bovina, doado pela empresa Solabia Biotecnologica LTDA
(Maringd, Brasil); os tubos de celulose de alta retengdo (D-0530, lote 103H0525) com
largura média plana de 32 mm (1,3 polegadas), MWCO 12.400 Da (99,99% de retencao
de didlise) foram adquiridos da Sigma-Aldrich® ~NIPAAm - N-isopropilacrilamida
(Sigma-Aldrich®); GMA - metacrilato de glicidila (Acros Organics®); alcool benzilico P.A.
(Nuclear®- Brasil); etanol 99,8 % (Nuclear® Brasil); acido cloridrico P.A. (Nuclear® -
Brasil); Persulfato de sédio (Sigma-Aldrich®); TEMED - N, N, N ' N-
tetrametiletilenodiamina (Sigma-Aldrich®); TSP-d43 - ‘(tri) propidnico-2,2,3,3-d, de acido
sal sédico (Sigma-Aldrich®).

Os demais reagentes e solventes foram de grau analitico ou ultrapuro.

Tabela 2: Descri¢éo dos sistemas poliméricos avaliados neste trabalho

Sistemas Identificacéo
Poliméricos
SCM Sulfato de Condroitina modificado por GMA
NIPAAmM N-isopropilacrilamida
SCM+NIPAAM 5% Sulfato de Condroitina modificado por GMA +N-isopropilacrilamida 5%

SCM+NIPAAM 2,5% Sulfato de Condroitina modificado por GMA +N-isopropilacrilamida 2,5%

SCM+PNIPAAmM 2,5%  Sulfato de Condroitina modificado por GMA +Poli-N-isopropilacrilamida 2,5%
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4.2 Métodos

4.2.1 SINTESE DO COPOLIMERO SULFATO DE CONDROITINA-CO-N-
ISOPROPILACRILAMIDA

Para a realizacdo dos dos testes toxicologicos, especialmente os testes in vivo,
ha necessidade de uma quantidade significativa do copolimero, sendo assim foi
realizada a sintese do copolimero SCM+NIPAAM 5% exatamente como descrito no
procedimento realizado por REIS et al (2010).

Primeiramente foi realizado a modificacdo do sulfato de condroitina com
metacrilato de glicidila, através de uma massa de 22,5 g de sulfato de condroitina e 4,6
g de metacrilato de glicidila solubilizados em 150 mL de agua destilada, ajustando o pH
para 3,5 ao adicionar 1,3 mL de HCI concentrado, sendo observado a formacao de um
liguido opalescente apdés uma reacdao de 24 horas a temperatura 50°C a 800rpm
(Agitador Magnético Microprocessado com Aguecimento - Q261M23 - QUIMIS). O
material modificado foi separado por filtragdo sob pressao reduzida e didlise em agua
ultra-pura, sendo que a agua foi renovada a cada 12 h durante um periodo total de 72 h.

Apos esse tempo, foi preparado 50 mL de uma solucédo aquosa contendo 15%
de SCM e 150 mL de &lcool benzilico, desoxigenando-a com borbulhamento de N, por
15 minutos sob a adi¢do de 5% do NIPAAm na solucéo. A seguir, foram adicionados a
mistura, 10 mg do agente iniciador persulfato de sodio sob agitacdo constante de 6000
rpm (QuimisV R, dispersor Extratur V), sendo posteriormente adicionados 0,2 mL do
catalisador N,N,N’,N'-Tetramethylethylenediamine (TEMED) a uma temperatura de 25
°C a 1200 rpm por 15 minutos (QuimisV R, Dispersor Extratur V).

Posteriormente, foram adicionados 500 mL de acetona, ocorrendo a agregacao
das particulas e filtracdo a vacuo do precipitado, resultando em particulas de
SCM+NIPAAmM 5% apds 4 horas do processo, sendo analisada sua pureza por meio
das técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear e Espectroscopia no Infravermelho

com Transformada de Fourier.
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4.2.2  CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

4.2.2.1 Ressonancia magnética nuclear

Neste estudo, foram utilizados 30 mg das amostras de SCM, NIPAAmM e dos
copolimeros solubilizados em &gua deulterada (D,0) para andlise de hidrogénio (*H) no
aparelho de Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (Varian, modelo
Mercury Plus BB 300 MHZ), com angulo de pulso de 90°, pertencente ao Laboratério de
Ressonancia Magnética Nuclear da Faculdade de Quimica (UFPA).

4.2.2.2 Espectroscopia no infravermelho com Transformada de

Fourier

As amostras de SCM, NIPAAmM e copolimeros (1 mg) foram analisadas nas
seguintes condicdes: 150 mg de pastilhas de brometo de potassio (KBr), scan 64,
resolucdo 2 cm™ e na faixa de 4000 a 400 cm™, em um espectrometro de Infra-
Vermelho Thermo Electron Corporation IR 100 Spectrometer, pertencente ao
Laboratorio de Laboratério de Pesquisa e Analise de Combustiveis (LAPAC) da
Faculdade de Quimica (UFPA).

4.2.2.3 Microscopia eletronica de varredura

O SCM e os copolimeros foram inicialmente metalizados, isto é, depositadas em
fitas de cobre dupla face e recobertas por uma fina pelicula de ouro, e observados em
aparelho de emissdo de MEV (LEO 1450 VP), pertencente ao Laboratério de
Microscopia Eletrénica do Instituto Evandro Chagas (IEC).



71

4.2.2.4 Andlise termogravimétrica e Analise térmi  ca diferencial

Neste trabalho, 5,0 mg de cada uma das amostras de SCM, NIPAAmM e
copolimeros foram depositadas em cadinho de alumina submetida as razdes de
aquecimento de 5°C, 10°C e 20°C/min™ e atmosfera dinamica de nitrogénio (N,) em
uma termobalanca (Shimadzu, modelo DTG 60H), pertencente ao Laboratério de
Catalise e Oleoquimica (LCO) da Faculdade de Quimica (UFPA).

4.2.2.5 Cinética de degradacéao pelo metodo de Flynn  -Wall-Ozawa

O estudo de degradacao térmica foi realizado nas razdes de aquecimento de
5°C, 10°C e 20°C/min™ e atmosfera dinamica de nitrogénio (N,) em uma termobalanca
(Shimadzu, modelo DTG 60H), pertencente ao Laboratério de Catalise e Oleoquimica
(LCO) da Faculdade de Quimica (UFPA). A energia de ativacdo (Ea) foi determinada
pelo método de Flynn-Wall-Ozawa. Para o célculo dos parametros cinéticos foram
utilizados os dados de termogravimetria das curvas obtidas & 5°C, 10°C e 20°C/min™ do
segundo evento do SCM+NIPAAM 5%.

4.2.2.6 Degradacao in vitro

O ensaio de degradacédo in vitro foi realizado em tampé&o fosfato pH 7,4
contendo azida sédica 0,01% a 37°C, durante 11 semanas (HAUSBERG e DELUCA,
1995; CROTTS e SAH e PARK, 1997; COSTA, 2008) no Laboratério de Controle de
Qualidade da Faculdade de Farmacia da UFPA. Inicialmente, foram pesados
exatamente 10mg do copolimero SCM + NIPAAmM 5% em tubos c6nicos de 1,5 mL
do tipo Eppendorf®. A cada tubo foi adicionado 1,0 mL de tampé&o fosfato pH 7,4 e
mantidos em incubadora a 37°C com a 80 r.p.m (SP Labor- SP 200) e a cada
semana, as amostras foram coletadas e centrifugadas a 10.000 r.p.m durante 5
minutos (Centrifuga Biovera RB7-R). Em seguida, o0 meio aquoso foi removido com
micropipetador e 0 mesmo volume de &agua ultrapura do tipo Milli-Q® (1 mL) foi
adicionado para lavagem das microesferas. Apds, centrifugacdo, a temperatura

ambiente, uma quantidade suficiente de particulas foi armazenada em dessecador
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em temperatura ambiente para posterior pesagem em balanca analitica (SHIMADZU
AUY).

4.2.2.7 Tamanho de particula

Para andlise do tamanho de particulas, foram utilizados 10 mg do copolimero
SCM+NIPAAmM 5% introduzido em um capilar de quartzo e analisadas em um aparelho
Zetasizer 300ES (MALVEN INSTRUMENTS, Malvern, UK) com um feixe de laser no
comprimento de onda de 670 nm a 258°C, pertencente ao Laboratério Nacional de
Nanotecnologia da EMBRAPA Gado de Leite (Belo Horizonte, MG).

4228 Potencial Zeta

Para a determinacdo do Potencial Zeta, foi utilizada uma suspensdo do
copolimero SCM+NIPAAmM 5% em azida sodica 0,05% (m/v) em diferentes valores de
pH (4, 6 e 8), realizado em um aparelho Zetasizer 300ES (MALVEN INSTRUMENTS,
Malvern, UK) com um feixe de laser no comprimento de onda de 670 nm a 258°C, no
Laboratorio Nacional de Nanotecnologia da EMBRAPA Gado de Leite (Belo Horizonte,
MG). A concentracdo dos copolimeros foi ajustada para cerca de 1 mg / mL (ALVES,
2011).

4.2.3 AVALIACAO PRELIMINAR DA TOXICIDADE

4.2.3.1 Bioensaio de toxicidade em Artemia salina Leach

Para ecloséo dos cistos de A. salina, foi preparada uma solugéo salina adequada
ao desenvolvimento do microcrustaceo composta de sal marinho bruto em &gua
destilada néo clorada (30 g/L), tamponada com bicarbonato de sédio (NaHCO3) a fim de
ajustar o pH da solugdo em um valor entre 8 - 9, com 0 uso de um potenciémetro digital
(Meter®). A solucéo foi homogeneizada e filtrada em papel de filtro comum, aerada por

agitacdo e transferida para um aquario de vidro com capacidade adequada, dividido em
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duas partes: a parte clara, separada por uma tampa de material plastico com uma
pequena entrada, iluminada e aquecida por uma lampada incandescente de 40 W, e a
parte escura, coberta por papeis para que ndo passasse a luz transmitida pela lampada.
Foram adicionados na parte escura cerca de 50 mg de cistos do microcrustaceo
Artemia salina. Tal procedimento foi adotado para que os nauplios (larvas) viaveis
passassem da parte escura para a clara por fototropismo.

Os cistos ficaram nesta solucdo por 24 h, em temperatura de cerca de 28 °C,
tempo suficiente para eclosdo dos mesmos e a migracdo dos respectivos nauplios
vidveis para a zona clara do aquario. A solucéo foi mantida sob aeragdo com auxilio de
uma bomba de ar para aquario.

Os periodos de incubacdo dos cistos foram estabelecidos conforme trabalhos
anteriores realizados com a espécie, sendo de 24 horas, como proposto por VEIGA
(1989) e 48 horas, como proposto por MEYER et al. (1982).

a) Preparacéo do copolimero SCM + NIPAAmM 5% e real izacdo do ensaio

Para o bioensaio de toxicidade, foram preparadas diferentes concentracdes do
copolimero SCM + NIPAAmM 5%: 1000, 750, 500, 250, 100 e 50 yg/mL solubilizado em
solucéo salina 0,9 % (v/v), perfazendo um total de 5 mL/tubo para cada concentragéo e
controle.

Os ensaios foram realizados em triplicata em tubos de vidro de 20 x 2 cm. Em
cada um dos tubos foi adicionado 10 - 13 exemplares de A. salina viaveis e mantidos
por mais 24 e 48 horas sob iluminacédo e temperatura de cerca de 28 °C. Apds esse
periodo, foi feita a contagem das artemias vivas e mortos com auxilio de uma lupa e o
célculo da CLs, (adaptado de MEYER et al. 1982).

Para o calculo da CLs e respectivos intervalos de confianca, foi usado o método
de Probitos (FINNEY, 1971), empregando-se o software free GraphPad 5.0.

O bioensaio de toxicidade em A. salina foi realizada no Laboratorio de

Toxicologia da Faculdade de Farmacia da UFPA.
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4.2.3.2 Avaliagcao da citotoxicidade

Para os ensaios de citotoxicidade , foram utilizadas células PC 12 derivadas de
feocromocitoma de rato, adquiridas da “American Type Culture Collection” (ATCC) e
mantidas em meio Dulbecco’s Modified Eagle Médium (DMEM) com alta concentracdo
de glicose, acrescido de 0,1% de uma mistura de antibiéticos composta por 5mg/mL de
penicilina, 5 mg/mL de estreptomicina e 10 mg/mL de neomicina, suplementado com
5% de soro fetal bovino inativado pelo calor e 10% de soro eqlino, em atmosfera
umidificada composta de 95% de ar e 5% de CO,;, a 37% em incubadora HEPA
CLASS 100 da Thermo Electron Corporation® (GREENE e TISCHLER, 1976). A troca do
meio foi feita a cada 3 dias.

As células, mantidas em tubos criogénicos imersos em nitrogénio liquido, foram
descongeladas e cultivadas a cada 4-5 dias em frascos estéreis de 75 cm? para cultivo
celular (TPP Techno Plastic Products AG®, Switzerland). Para cada passagem, as
células foram desagregadas do frasco com solucdo de tripsina (Sigma-Aldrich®) a
0,25% (m/v), neutralizada com o préprio DMEM suplementado na proporcao de duas
vezes 0 proprio volume de tripsina 0,25% e a solucdo centrifugadas a 2000 r.p.m. (687
xg, Centrifuga Excelsa Baby 208 N® - Fanem) por 2 minutos e o pellet ressuspendido
em DMEM. Para contagem das células, foi usado a camara de Neubauer (Bright Line,
Boeco® e a viabilidade foi testada com corante Trypan Blue 0,4 % (Invitrogen®)
(FRESHNEY, 1987).

Para realizacdo dos experimentos, foram utilizadas células apés a 2* ou 32
passagem (quando havia cerca de 90 — 95 % de confluéncia) e com viabilidade celular
superior a 80%. Os meios de cultura e demais reagentes utilizados no cultivo das

células foram adquiridos da Gibco™.

a) Preparacéo do copolimero SCM + NIPAAmM 5% parao s ensaios in vitro

O copolimero SCM + NIPAAM 5% liofilizado foi dissolvido em solucdo de NacCl
2 % (m/v) na concentracdo inicial de 20 mg/mL. A solucdo foi agitada em vortex
(Biomixer®) por cerca de 1 minuto e mantida em banho de ultrassom (Ultrasonic
Cleaner 2840 D - Odontobras®) por 15 minutos, e em seguida a soluc&o foi aliquotada
em diferentes concentrac¢des (2000, 1000, 500, 250 e 100 pg/mL) em camara de fluxo

laminar para uso nos ensaios de viabilidade celular.
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b) Ensaio de Viabilidade Celular

O ensaio foi realizado pela técnica do MTT (brometo de [3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-
2,5- difeniltetrazolio]), proposto inicialmente por MOSSMAN (1983) e CARMICHAEL et
al. (1987). A técnica do MTT € um ensaio quantitativo para determinar a viabilidade
celular por meio da interrupcéo da atividade mitocondrial, através da absorcdo do sal
MTT pelas células, sendo reduzido no interior da mitocondria pela da enzima succinato
desidrogenase, a um produto chamado formazan. Este produto, acumulado dentro da
célula, & extraido através da adicdo de um solvente apropriado. Desta forma, €
fornecida uma medida da fungdo mitocondrial e, consequentemente, da viabilidade
celular.

Para realizacédo deste ensaio, foi utilizado o procedimento descrito por HANSEN
e LACIS e PRATHER (1989) com pequenas modificacdes: 2,0 x 10* células/poco
foram incubadas com diferentes concentragdes do copolimero SCM + NIPAAmM 5% em
placas estéreis de 96 pocos (TPP Techno Plastic Products AG®, Switzerland) por 24 e
48 h. O meio de cultivo foi entdo desprezado e 20 pL de MTT (Sigma-Aldrich®) na
concentragdo de 5mg/mL (m/v) em solucdo salina tamponada foram adicionados em
cada poco (concentracao final: 0,5 mg/mL). Em seguida a placa foi incubada por 3
horas a 37°C sob agitacio em um agitador térmico (Thermomixer Confort -
Eppendorf®), na auséncia de luz.

Foi realizado um controle positivo (células + solugdo salina tamponada +
solucdo de MTT) e um controle negativo (células + Triton X-100 0,2% + solucdo de
MTT). ApOs o periodo de incubagéo, o sobrenadante foi desprezado por inversdo da
placa e secagem em papel toalha e para que ocorresse lise celular, foram adicionados
200 pL de dimetilsulféxido (DMSO) P.A. (Sigma-Aldrich®) em cada poco. A placa foi
colocada em agitador térmico (Thermomixer Confort - Eppendorf®) & 37°C por 5
minutos em 700 r.p.m. e a absorbancia da solucéo foi determinada em A= 570 nm,
usando-se uma leitora de microplacas Multiskan FC - Thermo Scientific®. O solvente de
lise celular (DMSO P.A.) foi usado como branco de reagentes.

A viabilidade celular foi expressa em porcentagem de células viaveis com

relagédo ao grupo controle (solucao salina 2% m/v).
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Os ensaios de citotoxicidade foram realizados no Laboratério de Farmaco/
Toxicodinamica do Departamento de Analises Clinicas, Toxicologicas e Bromatologicas
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo, em Ribeiréo
Preto/SP.

4.2.3.3 Avaliagéo da toxicidade aguda oral

Para a realizacédo dos testes de toxicidade aguda foram utilizados camundongos
(Mus musculus L. (1758), familia Muridae), var. albino, linhagem Swiss, machos, com
cerca de 6-9 semanas e peso inicial de 30-33 gramas, provenientes do Biotério do
Instituto Evandro Chagas (IEC). Os mesmos foram previamente aclimatados por 5 dias,
mantidos na Sala de Experimentacdo da Faculdade de Farméacia da UFPA, em
ambiente com temperatura controlada (23 £ 3 °C), umidade em torno de 40-70%, ciclo
de luz/escuro de 12 h, baixos niveis de ruidos e com continua exaustdo de ar. Nao
houve necessidade de procedimentos como o0 enriguecimento ambiental.

Os animais foram mantidos com agua filtrada (oferecida através de “bebedouros”
proprios) e racéo peletizada para roedores (Biobase - Biotec®) ad libitum em caixas de
polipropileno (50x35x15 cm) com tampa metélica, forradas com palha de arroz seca e
isenta de qualquer tratamento antiparasitario ou antimicrobiano (para evitar qualquer
interferéncia nos testes de toxicidade) em niumero maximo de 6 animais por caixa (que
foi devidamente etiquetada para constar todos os dados de variacdo de peso, consumo
de 4gua e racdo e o estado fisiologico diario dos mesmos) durante todo periodo, da
aclimatacdo ao ultimo dia de experimentacdo, e posteriormente foram transportados
para o Laboratério de Toxicologia (anexo a sala de experimentacédo) e submetidos a
sedacéo e inconsciéncia profunda para realizacdo dos procedimentos descritos abaixo.

Em animais totalmente inconscientes por utilizacdo de anestesia profunda
(induzida pela mistura de 2 partes de Cloridrato de Cetamina 100 mg/mL + 1 parte de
Xilazina 25 mg/mL, na dose de 2,5 mL/kg, totalizando uma dose (em mg/kg)
aproximada de 166,7 mg de Cloridrato de Cetamina e 20,8 mg Xilazina, por via
intraperitoneal), foi feita abertura da cavidade abdominal e tor4cica (craniana, para
retirada do cérebro) com auxilio de tesouras e pingas cirargicas proprias, para

resseccdo total dos O6rgdos e acondicionamento em recipientes previamente



77

preenchidos com formalina tamponada, para avaliagdo anatomo-histopatologica. As
demais partes (carcaca) foram mantidas congeladas em sacos proprios para descarte
biologico até 0 momento de serem recolhidas para incineracdo, no Instituto de Ciéncias
Bioldgicas (ICB) da UFPA.

Todos os procedimentos com animais foram realizados dentro das mais rigidas
normas de experimentacdo animal, de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal, segundo as Normas da Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratério - SBCAL (nova denominacdo do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (CoBEA) e do recém-criado CONCEA (Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal, Lei n°. 11.794, publicada no DOU de 08/10/2008).

Para garantir o cumprimento das diretrizes preconizadas pelo Comité de Etica do
Uso de Animais de Laboratdrio, o trabalho envolvendo animais (manuseio, treinamento
e inspecdo geral da qualidade de acomodagé&o dos animais) contou com 0 apoio e
supervisdo do Prof. Dr. Washington Luiz Assuncéo Pereira, médico veterinario e
patologista clinico, professor Associado Il da Universidade Federal Rural da Amazonia
(UFRA).

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais de
Experimentacdo da UFPA - CEPAE/UFPA (Parecer BIO134-13 em Anexo 1).

a) Procedimento para avaliagdo da toxicidade aguda  oral

Para os testes de toxicidade aguda oral do Copolimero Sulfato de Condroitina-
co-N-isopropilacrilamida, foram utilizados os Procedimentos de Dose Fixa da OECD
420, na sua versao revista adotada em 2001 (OECD GUIDELINE 420), com algumas
adaptacOes. Este procedimento, apesar de usar muito menos animais do que o da DLsg
prové informacdes adequadas sobre a toxicidade das substancias, permitindo produzir
categorias de toxicidade compativeis com os fornecidos pelo método DLsg, onde a
morte do animal ndo € uma meta. Observa-se cuidadosamente o aparecimento de
sinais claros de toxicidade em uma de uma série de niveis de doses fixas (BRITO,
1994).

Camundongos machos foram aclimatados na Sala de Experimentacdo da
Faculdade de Farmacia da UFPA por, pelo menos, cinco dias antes da administracao

do copolimero (reconstituido em solucao salina 2% m/v, a fim de evitar a polimerizacéo
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e formacgéo de gel) e a solugcdo cuidadosamente administrada por meio de gavagem,
através de sonda gastrica de aco inox de 4 cm (Becton & Dickinson™ Co). Os animais
foram divididos em caixas de uma maneira que nédo impedia a observacdo precisa de
cada um, a temperatura local, umidade e ciclo luz/escuro e outras condi¢cdes seréo as
mesmas ja supracitadas.

Os niveis de dose para o copolimero foram estabelecidos para, no maximo, 3
doses suficientemente espacadas (2000, 200 e 20 mg/kg), a fim de mostrar os efeitos
toxicos e as diferentes taxas de mortalidade. Grupos controle serdo tratados apenas
com solucéo salina 2 % (m/v). Caso a dose de 2000 mg/kg ndo produza mortalidade
nos grupos tratados, ndo havera a necessidade de ser administrados doses inferiores.
O volume administrado nos animais da substancia-teste ndo devera exceder a 10
mL/kg de peso corporal do animal. Foi utilizado um n°. de 6 animais por grupo.

Os animais foram observados durante um periodo de 15 dias. foi realizada uma
avaliacdo ou screening hipocratico, fornecendo uma estimativa geral da natureza
farmacoldgica e toxicoldgica de uma substancia em questdo, como: estado consciente e
disposicao, atividade e coordenacéo do sistema motor, reflexos, atividade sobre o SNC
e SNP (MALONE e ROBICHAUD, 1983; BRITO, 1994).

Ao final dos 15 dias de observacéo, os animais foram submetidos a eutanasia
(pela mistura constituida de duas partes de cloridrato de cetamina + 1 parte de xilazina,
na dose de 2,5 mL/kg i.p., conforme descrito acima) e os érgaos resseccionados para
avaliacdo anatomo-histopatoldgica. O procedimento de ressecc¢do dos 6rgdos de cada
animal ndo ultrapassou 10 minutos de duracdo, suficiente para ndo causar leséo
tecidual por hipoxia celular antes da fixacao por formalina dos cortes histologicos. Estes
procedimentos foram realizados no Laboratorio de Toxicologia da UFPA e as analises
anatomo-histopatoldgicas foram realizadas no Laboratério de Patologia Clinica Animal
do Instituto de Saude e Producdo Animal da Universidade Federal Rural da Amazénia
(ISPA/UFRA).
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4.3 Andlise Estatistica

Para a avaliagdo da citotoxicidade, todos os dados foram expressos como
média + desvio padrdo da meédia. As analises estatisticas foram realizadas
empregando-se o teste de Analise de Variancia (ANOVA) one way ou two way
(dependendo do experimento) seguido do pos-hoc teste de Bonferonni ou um teste
ndo paramétrico (Mann-Whitney Test). Para o bioensaio com A. salina, o célculo da
CLso e respectivos intervalos de confianca, foi usado o método de Probitos (FINNEY,
1971). Nos testes de toxicidade aguda oral (avaliacdo da variacdo de ganho ponderal,
consumo de agua e ragao) entre os animais nao tratados (grupo controle) e os animais
tratados, os dados foram expressos como média + desvio padrdao da média e as
analises estatisticas foram realizadas empregando-se o Teste t de Student para
dados ndo pareados. Todos os testes foram realizados utilizando-se o programa
GraphPad Prism™ version 5.00 for Windows® (GraphPad Software free, San Diego,
Califérnia, USA), adotando-se p < 0,05 como nivel de significancia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo Fisico-Quimica

5.1.1. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Na analise de RMN avaliou-se os sinais de prétons caracteristicos das particulas
de SCM, NIPAAm, SCM +NIPAAmM 5%, SCM +NIPAAmM 2,5% e SCM +PNIPAAmM
2,5%. Primeiramente, analisou-se a modificacdo quimica do SC pelo GMA por meio de
uma reacao de transesterificacdo ou pela abertura do anel epoxi, objetivando reduzir a
solubilidade do polissacarideo, originando o composto apresentado pela Figura 18
(REIS et al. 2006; LEE e HUANG e LEE, 2007; REIS et al. 2008).
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Figura 18 : Sulfato de Condroitina modificado pelo Metacrilato de Glicidila
Fonte : Adaptado de LEE et al (2007) e REIS et al (2008).

Os sinais de hidrogénios que confirmam a reacdo entre o SC e o GMA séo
observados no espectro RMN *H na Figura 19, o qual apresenta sinais caracteristicos
do SC observados em 1,92 ppm e 3,69 ppm, relacionados aos hidrogénios do grupo
metilico (a) e metilénico (b), respectivamente. A presenca do GMA é representada pelos
sinais 6,08 ppm e 5,66 ppm que indicam os hidrogénios do carbono vinilico (c) presente
em sua estrutura. Os dados destacados encontram-se de acordo com a literatura, pois
os estudos de LEE e HUANG e LEE (2007), REIS et al (2008) e REIS et al (2010)
também confirmaram a eficacia da modificagcdo quimica do polissacarideo pelo GMA

por meio da identificac&o dos sinais apresentados neste estudo.
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Figura 19: Espectro de RMN 'H obtido de 30 mg do SCM em agua deulterada (D,0).0s sinais
referem-se aos grupos metilico (a), metilénico (b) e vinilico (c).

Os sinais de prétons que caracterizam o NIPAAm (Figura 20) no espectro de
RMN 'H estdio em torno de 1,01 ppm; 3,90 ppm e 6,13 ppm (Figura 20),
correspondentes aos hidrogénios dos grupos metilico (a), metilénico (b) e metinico (c),
respectivamente, corroborando com o estudo de GONZALEZ (2008) destacando os
sinais apresentados para confirmar a presenca do NIPAAmM em um composto polimérico
com o acido acrilico; VIEIRA (2006) confirmando a terpolimerizacdo de poli(N-
isopropilacrilamida)-co-poli[(monometacrilato  de  poli(etilenoglicol)gmetil  éter] ao
observar os sinais referentes ao NIPAAm e ROBB et al (2007), ao identificarem os
sinais em destaque no copolimero poli(NIPAAmM-co-cisteamina).

ApoOs confirmar a modificacdo quimica do polimero natural e caracterizar o
NIPAAm é verificado a formacdo do copolimero SCM +NIPAAmM (Figura 22) devido a
perda da conjugacéo dos grupos estér (REIS et al. 2010).
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Figura 20: Estrutura e Espectro de RMN 'H obtido de 30 mg do NIPAAm dissolvido em agua
deulterada (D,0). Os sinais referem-se aos grupos metilico (a), metilénico (b) e metinico (c).
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Figura 21 : Estrutura quimica do Sulfato de Condroitina modificado (SCM) e Copolimero Sulfato de
Condroitina modificado + N-isopropilacrilamida (SCM + NIPAAm).
Fonte: Adaptado de LEE et al (2007) e REIS et al (2008).
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A Figura 22 demonstra o éxito da reacdo de copolimerizagdo, uma vez que 0
espectro RMN *H da amostra SCM +NIPAAmM 5% demonstra sinais caracteristicos de
ambos os polimeros. A identificacdo do SCM é evidenciada pelos sinais 1,92 ppm; 3,69
ppm referentes aos hidrogénios dos carbonos metilico (a), metilénico (b),
respectivamente (LEE e HUANG e LEE, 2007; REIS et al. 2008; REIS et al. 2010). O
NIPAAmM é caracterizado pelos sinais referentes a 1,14 ppm, 1,97 e 3,90 ppm
correspondentes dos hidrogénios dos grupos metilico (c), metilénico (d) e metinico (e),
respectivamente, estando de acordo com a literatura (VIEIRA, 2006; ROBB et al, 2007,
GONZALEZ, 2008). Os sinais destacados também estdo presentes no espectro de
RMN *H referente ao copolimero SCM+NIPAAmM 2,5%, indicando que a concentracdo
diferenciada do polimero sintético ndo interfere na estrutura quimica do composto
(Figura 21).
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Figura 22 : Espectro de RMN 'H obtido de 30 mg do copolimero SCM+NIPAAm 5% dissolvido em
agua deulterada (D,0O). Os sinais referem-se aos grupos metilico (a), metilénico (b), metilico (c),
metilénico (d) e metinico (e).

Além disso, o copolimero SCM+PNIPAAM 2,5% também apresentou igual
estrutura quimica em relagdo aos demais copolimeros, demonstrando que a

polimerizacdo do NIPAAmM antes da reacdo com o polissacarideo ndo promove
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modificagcbes estruturais no composto, como pode ser observado na Figura 23, que

apresenta 0s mesmos sinais de destaque da figura anterior.
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Figura 23 : Espectro de RMN 'H obtido de 30 mg do copolimero SCM+PNIPAAm 2,5% dissolvido em
agua deulterada (D,0O). Os sinais referem-se aos grupos metilico (a), metilénico (b), metilico (c),
metilénico (d) e metinico (e).

O aparecimento de sinais que identificam estruturalmente ambos os polimeros
confirma a eficacia da copolimerizacdo para formagdo do produto Sulfato de
condroitina-co-N-isopropilacrilamida (SCM + NIPAAm), independente da concentracéo
estudada do polimero sintético e da sua polimerizacdo antes da reacdo com o SCM,
uma vez que todos demonstraram caracteristicas de sinais de protons iguais.

MACEDO (2010) através da andlise de RMN *H demonstrou a inclusdo do
farmaco trimetoprima na cavidade do complexo polimérico 2 Hidroxipro-
pil gama Ciclodextrina. MARTINI (2010) por meio da andlise de RMN *H e *C
observou a formacao de oligoésteres e poliésteres para as reacdes envolvendo os
ésteres metilicos epoxidados obtidos de polimeros derivados do biodisel do 6leo de
linhaga.

MATHEW e KURIAKOSE (2013) confirmaram a encapsulacdo da proteina
albumina proveniente do soro bovino em nanoparticulas de prata por meio da
analise de RMN H.



85

DOMINGUEZ et al (2013) observaram que os espectros de RMN *3C de
resina de lignina fendlica e resina comercial confirmaram a substituicdo do grupo
hidroximetil ligados por pontes metilénicas indicando a reacdo de condensacao

tipica de polimeros termoresistentes.

5.1.2 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM TRANSFOR-
MADA DE FOURIER

Os componentes estruturais das particulas SCM, NIPAAmM, SCM+NIPAAmM
5%, SCM+NIPAAM 2,5% e SCM+PNIPAAM 2,5% foram analisados por FTIR. O
espectro da Figura 24 demonstra que o SC apresenta banda de absorcédo de
deformac&o axial na regido de 3100-3500 cm™, atribuido a hidroxila (OH) e os picos ao
redor de 2950 cm™ representam a vibracdo dos carbonos sps; (CHs) e sp (CH),
corroborando com os dados de LEE e HUANG e LEE (2007) que demonstraram as
regides destacadas para caracterizar o sulfato de condroitina em seu estudo. As bandas
em torno de 1715 e 1638 cm™ correspondem a vibragdes da deformacéo axial do grupo
carbonila (C=0) e da dupla carbono - carbono (C=C), respectivamente, confirmando a
modificacdo do polimero pelo GMA, assim como observado nos estudos de
GUILHERME et al (2010) e REIS et al (2010) que afirmaram a interacdo entre o GMA e
o polimero por meio da identificacdo das bandas de absor¢cdo em destaque e KUNITA

(2005) ao identificar as bandas de absor¢éo apds modificar o polipropileno com GMA.
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Figura 24: Espectro FTIR obtido de 1mg do SC modificado pelo GMA com pastilhas de KBr
submetido a uma resolucado de 2 cm™ e faixa de 4000 a 400 cm™.
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A Figura 25 apresenta o espectro do NIPAAm caracterizando-o por meio das
bandas de absorcdo em torno de 2972-2875 cm™ atribuido ao carbono sp ligado ao
carbono metilico ou vinilico, ao redor de 1604 cm™, relacionado a deformacéo axial da
vibracdo amida Il (N-H), 1540 cm™, que representa a deformacdo axial angular
caracteristico do estiramento amida | (N-H) e 1446 cm™ referente ao estiramento do
carbono sp, (CH,), estando de acordo com SOUSA (2009) ao confirmar a presenca do
NIPAAmM em hibridos de gel polimérico em silica mesoporosa estruturalmente ordenada
para liberacdo controlada de farmacos; MOURA (2005) que observou as bandas
visualizadas neste estudo ao analisar o hidrogel alginato-Ca®*-co-poli(N-
isopropilacrilamida); VIEIRA (2006) ao identificar as bandas caracteristicas do NIPAAm
ao sintetizar o termopolimero poli(N-isopropilacrilamida)-co-poli[(monometacrilato de
poli(etilenoglicol)ymetil éter]; IGNACIO (2009) que verificou as faixas de absorcao
destacadas no copolimero poli-N-isopropilacrilamida-co-poliuretano, identificando o
polimero sintético e REIS et al (2010) que confirmaram a sintese do composto sulfato
de condroitina-co-N-isopropilacrilamida apés visualizar as bandas de absorcéo
caracteristicas do NIPAAmM.
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Figura 25: Espectro FTIR obtido de 1mg do NIPAAm com pastilhas de KBr submetido a uma
resolucdo de 2 cm™ e faixa de 4000 a 400 cm™.

A Figura 26 apresenta o espectro do copolimero SCM+NIPAAM 5%,
confirmando a reacdo entre os polimeros estudados, uma vez que sao observadas

regides de absorcdo caracteristicas do SCM e do NIPAAmM. A presenca do SC é
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evidenciado pela regido de absorcdo em torno de 3100-3500 cm™, correspondente a
deformac&o axial OH e a banda em torno de 1710-1715 cm™ é atribuido a deformacéo
axial C=0, regides ja observadas na Figura 23 e coincidentes com os trabalhos de LEE
e HUANG e LEE (2007) que identificaram as respectivas bandas ao sintetizar o
copolimero sulfato de condroitina-co-poli(l-lactico) e REIS et al (2010) ao caracterizarem
as bandas do polimero natural no copolimero sulfato de condroitina-co-N-
isopropilacrilamida.

O NIPAAmM é caracterizado pelos picos ao redor das faixas 1604 cm™,
relacionado a deformacéo axial da vibracdo amida Il (N-H), 1540 cm™, que representa
a deformacdo axial angular caracteristico do estiramento amida | (N-H) e 1446 cm™
referente ao estiramento do carbono sp, (CH;) correlacionando-se com os dados
observados nos estudos de MOURA (2005) que observou as bandas visualizadas neste
estudo ao analisar o hidrogel alginato-Ca?*-co-poli(N-isopropilacrilamida); VIEIRA (2006)
ao identificar as bandas caracteristicas do NIPAAm ao sintetizar o termopolimero poli(N-
isopropilacrilamida)-co-poli[(monometacrilato de poli(etilenoglicol)gmetil éter]; IGNACIO
(2009) que verificou as faixas de absor¢cdo destacadas no copolimero poli-N-
isopropilacrilamida-co-poliuretano, identificando o polimero sintético e REIS et al (2010)
gue confirmaram a sintese do composto sulfato de condroitina-co-N-isopropilacrilamida
apos visualizar as bandas de absorcao caracteristicas do NIPAAm.

As bandas de absorcdo observadas nesta amostra também foram identificadas
no SCM+NIPAAmM 2,5%, mostrando que ndo ha diferenca estrutural entre o0s

copolimeros de distintas concentracoes.
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Figura 26 : Espectro FTIR obtido de 1 mg do SCM+NIPAAmM 5% com pastilhas de KBr submetido a
uma resolucéo de 2 cm™ e faixa de 4000 a 400 cm™.
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A Figura 27 apresenta o espectro do copolimero SCM +PNIPAAmM 2,5%, na qual
observa-se que as bandas de absorcdo referentes as substancias quimicas do
composto polimérico séo iguais as visualizadas na Figura 25, demonstrando que a
polimerizacdo do NIPAAmM antes da reacdo com o SC néo interfere na estrutura

quimica do copolimero.
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Figura 27 : Espectro FTIR obtido de 1 mg do SCM+PNIPAAmM 2,5% com pastilhas de KBr submetido
a uma resolucdo de 2cm™ e faixa de 4000 a 400 cm™.

Sendo assim, observa-se que a estrutura quimica do copolimero possui
componentes quimicos caracteristicos dos compostos SCM e NIPAAmM, que
apresentam seus espectros estruturais e bandas de absorcdo definidos na literatura,
confrmando que o0 material de estudo € o Sulfato de condroitina-co-N-
isopropilacrilamida (SCM+NIPAAmM), em qualquer concentragdo do polimero sintético,
uma vez que todos demonstraram caracteristicas de bandas de absor¢éo iguais.

COIMBRA (2010) por meio do registro dos espectros de FTIR, revelou que, nos
hidrogéis mergulhados em pH 2, a perda de massa resultava tanto da perda de
pectina como de quitosano, enquanto em pH 7,4, a perda de massa podia ser
majoritariamente atribuida a dissolucdo das cadeias de pectina, podendo este
comportamento ser aos diferentes estados de ionizacao/protonacdo dos dois
polissacarideos (poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) e pectina) nos dois meios

aguosos.



89

ALVES (2011) identificou pelo espectro de absorcdo do infravermelho bandas
caracteristicas, tanto do hidrogel (poliacrilamida-co-metilcelulose) como do farmaco
incorporado ao complexo polimérico, propranolol. JINDAL et al (2013) concluiram que
os espectros de FTIR revelaram méaxima interagcdo entre os grupos carboxilicos do fruto
de goma e a amina da quitosana ao serem reagidos na mesma proporcdo para
formacéao do filme fruto de goma-quitosana.

JEEVITHA e AMARNATH (2013) observaram que os espectros de FTIR indicam
interacé@o entre os grupos de hidroxila dos polifendis e amina na molécula de quitosana-
co-poli (acido-glicdlico), confirmando a formacao das nanopatrticulas.

5.1.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A Figura 28 mostra as micrografias obtidas a partir da Microscopia Eletronica de
Varredura do polimero SCM com magnitude de 1000x e dos copolimeros SCM
+NIPAAM 5%, SCM+NIPAAM 25% e SCM+PNIPAAM 2,5% com magnitude de
2000x, apresentando as caracteristicas morfologicas do polimero natural e dos
copolimeros em diferentes concentracdes do polimero sintético. Observa-se que as
particulas apresentam-se agregadas, com uma forma esférica e superficie regular, ndo
sendo observadas diferencas morfoldgicas entre o polimero natural e os copolimeros,
provavelmente devido os monémeros possuirem caracteristicas de morfologia similares.

Sao evidenciados as semelhancas morfolégicas dos monémeros nos estudos de
MATZELLE e REICHELT (2008) ao analisarem a morfologia de géis de PNIPAAmM
verificaram que possuia uma forma esférica assim como VIEIRA (2006) que além de
observar uma estrutura esférica, destacou sua superficie lisa e regular apés sua reacao
com o polif(monometacrilato de poli(etilenoglicol)gmetil éter], formando o termopolimero
poli(N-isopropilacrilamida)-co-poli[(monometacrilato de poli(etilenoglicol)smetil éter].

Particulas de SC ao serem analisadas morfologicamente por REIS et al (2008)
para avaliarem o potencial de encapsulacdo de um antiinflamatorio pelo polissacarideo
e REIS et al (2010) ao sintetizarem o composto sulfato de condroitina-co-N-
isopropilacrilamida demonstraram estrutura esférica e oca do mesmo modo que LEE e

HUANG e LEE (2007) ap6s a formacédo do copolimero sulfato de condroitina-co-poli(l-
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lactico) e HUANG (2010) ao preparar capsulas de quitosana-co-sulfato de condroitina,

gue além dessas caracteristicas destacaram sua superficie lisa.

. 4lE | L 0
Figura 28 : Micrografias obtidas a partir da Microscopia Eletrénica de Varredura do polimero SCM (a)
com magnitude de 1000x e dos copolimeros SCM +NIPAAM 5% (b), SCM+NIPAAM 2,5% (c) e
SCM+PNIPAAM 2,5% (d) com magnitude de 2000x.

JEEVITHA e AMARNATH (2013) obtiveram imagens pelo MEV que demonstram
nanoparticulas de quitosana-co-poli(acido glicélico) com glébulos de variados tamanhos
e formas irregulares, indicando que o poli(acido glicolico) encontra-se disperso na matriz
de quitosana e a baixa adeséo entre as fases. MASUDA et al (2013) por meio do MEV
caracterizaram e observou a morfologia da silica mesoporosa, apresentando imagens
uniformes com poros cilindricos e pequenos. WU et al (2013) observaram nas imagens
obtidas pelo MEV que todos os filmes poliméricos de pululano-quitosana/
carboximetilquitosana apresentavam-se com morfologia lisa e homogénea, indicando a
alta miscibilidade entre os polimeros. DEKA, MISRA e MOHANTY (2013) verificaram
uma superficie fraturada, porém de boa molhabilidade do polimero poli (alcool

furfurilico) apds analise das imagens obtidas pelo MEV.
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5.1.4 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA E ANALISE TERMICA
DIFERENCIAL

A analise térmica dos materiais SCM, NIPAAM e copolimeros SCM+NIPAAM
5%, SCM+NIPAAmM 2,5% e SCM+PNIPAAmM 2,5% foi avaliada através das analises
TG/DTG e DTA em diferentes razbes de aquecimento (5°C, 10°C e 20°C), a fim de
avaliar o comportamento térmico dos polimeros.

O NIPAAM nas trés razbes de aquecimento as curvas TG (Figura 29)
demonstraram apenas um evento nas temperaturas e variagbes de massa
apresentadas pela Tabela 3, que corresponde a completa decomposi¢do polimérica,
com a saida de agua fisicamente adsorvida, amina e carboxila, corroborando com os
dados encontrados na literatura (GARAY e LIAMAS e IGLESIAS, 1997; YING e KANG
e NEOH, 2003; SAEED e GEORGET e MAYES, 2010). GARAY e LIAMAS e IGLESIAS
(1997) avaliaram o comportamento térmico dos complexos poliméricos de PNIPAAmM
com poli(acido carboxilico), poli(acido acrilico) e poli(acido metacrilico) evidenciando a
perda de agua adsorvida fisicamente do NIPAAmM na mesma faixa de temperatura que
foi encontrada neste trabalho.

YING e KANG e NEOH (2003) observaram o mesmo fendmeno térmico em
temperaturas semelhantes apds a producdo de membranas de microfiltracdo pH e
temperatura dependentes atraveés de blendas formadas a partir de PNIPAAmM-co-poli
(&cido acrilico)-co-poli (fluoreto de vinilideno) para aplicacdo na area de liberacdo
controlada de farmacos. SAEED e GEORGET e MAYES (2010) verificaram semelhante
perfil térmico do mondémero sintético na avaliacdo da estabilidade térmica e degradacdo

dos copolimeros de Poli(N-isopropilacrilamida-co-hidroximethilacrilamida).

Tabela 3: Eventos térmicos de TG obtidas do NIPAAmM

Razao de Temperatura (°C) e
aguecimento perda de massa (%)
(°C/min ™)
5 126-138 (96%)
10 131-156 (93%)

20 139-173 (91%)
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Figura 29: Curvas TG obtidas a partir de 5 mg da amostra NIPAAmM submetida a diferentes razdes de
aquecimento (5°C, 10°C e 20°C/ min™) em cadinho de alumina e atmosfera dinamica de nitrogénio (N,).

A analise das curvas de DTA do NIPAAm (Figura 30) identificou dois
eventos endotérmicos demonstrados na Tabela 4. O primeiro pico endotérmico
indica o ponto de fusdo do mondmero, estando coerente com o estudo de SILVA
(2006) que apresenta um ponto de fusdo na faixa de 65-70°C apds o processo de
purificacdo do mondémero, e 0 segundo pico representa a faixa de decomposicéo do
polimero evidenciada nas andlises das curvas de TG.

Tabela 4: Eventos térmicos de DTA do NIPAAmM

Razéao de Temperatura (°C)
aquecimento
(°C/min ™)
1° EVENTO 2° EVENTO
5 66 136
10 68 155

20 71 170
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Figura 30: Curvas DTA obtidas a partir de 5 mg da amostra NIPAAmM submetida a diferentes razbes de
aguecimento (5°C, 10°C e 20°C/ min'l) em cadinho de alumina e atmosfera dindmica de nitrogénio (N,).

O SCM apresentou cinco eventos térmicos na razdo de aquecimento de 5°C/min
! e quatro eventos nas razdes de 10°C/min™ e 20°C/min™* evidenciadas pelas curvas TG
(Figura 31), ocorrendo nas temperaturas e perdas de massa correspondentes a Tabela
5. O primeiro pico esta relacionado a evaporacdo da 4gua do composto, estando de
acordo com os estudos publicados na literatura (FAJARDO et al. 2010; FAJARDO et al.
2012).

FAJARDO et al (2010) observaram o evento térmico em semelhantes intervalos
de temperatura ao analisar a estabilidade do complexo polieletrolitico SC/quitosana. Em
outro trabalho, FAJARDO et al (2012) verificaram o0 mesmo fendmeno ao avaliar o
comportamento térmico do composto SC/pectina-NH,,0bjetivando o desenvolvimento
de um biomaterial para promover o crescimento de células. O segundo e terceiro
eventos indicam a degradacdo do SC, com a saida de grupos sulfatados e acidos
carboxilicos.

Os resultados demonstram que o SCM degrada em uma temperatura inferior em
relacdo ao polissacarideo SC, pois segundo a literatura a decomposi¢cdo do SC nao
modificado inicia-se em, aproximadamente, 246°C (FAJARDO et al. 2010; FAJARDO
et al. 2012), indicando a diminuicdo da estabilidade térmica do SC apés sua
modificacdo quimica pelo GMA, assim como demonstrado nos estudos de WANGA et
al (2003) ao avaliarem o comportamento térmico de hidrogéis de SC modificado por
GMA para diminuir a solubilidade do SC e utiliza-lo para liberacdo controlada de
substancias e IQBAL et al (2009) ao observarem que a temperatura de degradacgéo
térmica de copolimeros acrilonitrila modificada por GMA diminuia a medida que a

concentracdo de GMA era aumentada . O terceiro e quarto picos representam a
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decomposi¢cdo do GMA, com a saida dos seus grupos epoxi e acrilico, assim como o
quinto pico observado apenas na razéo de 5°C/min™.

O GMA apresentou 0 mesmo comportamento térmico nos trabalhos de IQBAL et
al (2009) ao observarem que a temperatura de degradacdo térmica de copolimeros
acrilonitrila modificada por GMA diminuia a medida que a concentracdo de GMA era
aumentada e WANGA et al (2003) ao avaliarem o perfil térmico de hidrogéis de SC
modificado por GMA.

Tabela 5: Eventos térmicos de TG do SCM

Razéao de Temperatura (°C) e
aguecimento perda de massa (%)
(°C/min )
1I°EVENTO 2°EVENTO 3°EVENTO 4°EVENTO 5°EVENTO
5 25-77 225-241 278-382 483-539 628-635
(17%) (26%) (15%) (15%) (16%)
10 39-82 235 -250 297-367 497-570
(17%) (27%) (17%) (15%)
20 38-99 234-269 317-412 521-650
(16%) (29%) (16%) (19%)
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Figura 31: Curvas TG obtidas a partir de 5 mg da amostra SCM submetida a diferentes razdes de
aguecimento (5°C, 10°C e 20°C/ min'l) em cadinho de alumina e atmosfera dindmica de nitrogénio (N,).

Na analise das curvas de DTA do SCM (Figura 32) observou-se quatro
eventos endotérmicos nas temperaturas apresentadas pela Tabela 6. O primeiro
pico endotérmico refere-se a perda de agua, estando de acordo com as curvas TG,

ja que nesta faixa é observado variacdo de massa devido a desidratacdo. O
segundo e terceiro picos endotérmicos indicam a degradagdo do SCM, corroborando
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com as curvas TG, pois neste intervalo de temperatura observa-se a decomposicao
da particula. O quarto pico endotérmico refere-se a decomposicdo do GMA
associado ao SC, concordando com a faixa de temperatura demonstrada pelas

curvas TG.

Tabela 6: Eventos térmicos de DTA do SCM

Razéao de Temperatura (°C)
aguecimento
(C/min ™)
1° EVENTO 2°EVENTO 3°EVENTO 4 °EVENTO
5 54 288 451 632
10 67 268 453 599
20 85 298 475 719
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Figura 32: Curvas DTA obtidas a partir de 5 mg da amostra SCM submetida a diferentes razées de
aguecimento (5°C, 10°C e 20°C/ min'l) em cadinho de alumina e atmosfera dindmica de nitrogénio (N,).

A andlise das curvas TG nas razdes de aquecimento de 5°C, 10°C e
20°C/min™ do copolimero SCM+NIPAAm 5% (Figura 33) demonstrou quatro eventos
térmicos nos intervalos de temperatura e percentuais de perda de massa mostrados

na Tabela 7.
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O primeiro pico é atribuido a desidratagdo, com eliminagcdo das moléculas de
agua em uma Unica etapa. O segundo e terceiro picos correspondem ao inicio da
decomposicdo térmica do copolimero, com a saida de aminas e carboxilas da
estrutura do NIPAAmM e grupos sulfatados e acidos carboxilicos do SCM. Este
segundo evento, que ocorre em torno de 233°C, indica a decomposicdo do
copolimero, pois ambos os materiais analisados separadamente decompfem em
uma temperatura superior a 100°C como apresentado pelas curvas TG anteriores.

O quarto evento representa a degradagédo do GMA, com a decomposicao de
seus grupos epoxi e acrilicos, pois as curvas TG do SC modificado por GMA

mostram que o GMA é decomposto neste intervalo de temperatura, acima de 400°C.

Tabela 7: Eventos térmicos de TG do SCM+NIPAAmM 5%

Razéao de Temperatura (°C) e perda de massa (%)
aquecimento
(°C/min )
1°EVENTO 2°EVENTO 3°EVENTO 4 °EVENTO
5 34-70 (20%) 222-237 (28%)  292-365 (15%)  487-575 (21%)
10 41-69 (11%) 233-252 (25%)  301-383 (12%)  515-685 (19%)
20 41-104 (16%)  231-265 (27%)  326-396 (17%)  522-571 (16%)

Perda de massa (%)
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Figura 33: Curvas TG obtidas a partir de 5 mg da amostra SCM-+nipaam 5% submetida a diferentes
razdes de aquecimento (5°C, 10°C e 20°C/ min'l) em cadinho de alumina e atmosfera dindmica de
nitrogénio (N,).
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A andlise de DTA do SCM+NIPAAmM 5% (Figura 34) do composto mostra
quatro eventos endotérmicos nas trés razbes de aquecimento citadas e nas
temperaturas relacionadas na Tabela 8. A desidratacdo do composto € representada
pelo primeiro pico endotérmico, estando coerente com as curvas TG, pois se
observa perda de massa nesta faixa térmica. O segundo e terceiro picos
endotérmicos indicam o inicio da decomposi¢cdo do copolimero, pois foi observado
este fenbmeno no intervalo de temperatura das curvas TG. O quarto pico
endotérmico representa a decomposi¢cdo do GMA, concordando com a faixa de

temperatura das curvas TG.

Tabela 8: Eventos térmicos de DTA do SCM+NIPAAmM 5%

Razao de Temperatura (°C)
aguecimento
(C/min ™)
1°EVENTO 2°EVENTO 3 °EVENTO 4 °EVENTO
5 57 276 292 618
10 71 316 336 659
20 80 290 459 582
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Figura 34: Curvas DTA obtidas a partir de 5 mg da amostra SCM+NIPAAM 5% submetida a
diferentes razées de aquecimento (5°C, 10°C e 20°C/ min™) em cadinho de alumina e atmosfera
din&mica de nitrogénio (N,).

As curvas TG do copolimero SCM+NIPAAM 2,5% (Figura 35) nas razbes

estudadas também demonstrou quatro eventos nas temperaturas e variagdes de massa
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demonstrados na Tabela 9. A desidratacdo do copolimero é representada pelo primeiro
pico térmico. Assim como o copolimero analisado anteriormente, 0os segundo e terceiro
picos indicam o inicio da decomposicdo do copolimero, com a saida de aminas e
carboxilas da estrutura do NIPAAm e grupos sulfatados e acidos carboxilicos do SCM.
O quarto evento representa a degradacdo do GMA, com a saida de grupos
epoxi e acrilicos, ja que as faixas de temperatura se correlacionam com as curvas TG
do SCM, ocorrendo a sua degradacdo acima de 400°C. No entanto, observa-se que
este composto apresenta menor estabilidade térmica em relagdo ao copolimero
SCM+NIPAAM 5%, uma vez que a sua decomposicdo inicia-se em temperaturas

inferiores, em torno de 224°C.

Tabela 9: Eventos térmicos de TG do SCM+NIPAAmM 2,5%

Razéao de Temperatura (°C) e perda de massa (%)
aguecimento
(°C/min ™)
1°EVENTO 2°EVENTO 3°EVENTO 4 °EVENTO
5 35-79 (15%) 220-237 (31%)  290-371 (17%)  482-604 (21%)
10 39-94 (17%) 224-266 (27%)  316-385 (14%)  496-567 (17%)
20 36-105 (14%) 218-285 (27%)  334-409 (10%)  518-701 (18%)
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Figura 35: Curvas TG obtidas a partir de 5 mg da amostra SCM+NIPAAmM 2,5% submetida a
diferentes raz8es de aquecimento (5°C, 10°C e 20°C/ min'l) em cadinho de alumina e atmosfera
dindmica de nitrogénio (Ny).

As curvas de DTA do SCM+NIPAAmM 2,5% (Figura 36) apresentam cinco

eventos endotérmicos na razdo de 5°C/min? e quatro nas razdes de 10°C/min™ e
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20°C/min™ com suas temperaturas apresentadas pela Tabela 10. O primeiro evento
representado por um pico endotérmico refere-se a evaporacdo da agua pois €
observado variacdo de massa nesta faixa de temperatura nas curvas TG.

O segundo e terceiro picos endotérmicos representam a decomposicdo do
copolimero, ja que corroboram com o intervalo de temperatura apresentado pelas
curvas de TG. O quarto pico endotérmico indica a decomposicdo do GMA, assim como
0 quinto pico endotérmico visualizado apenas na razéo de 5°C/min™, estando de acordo

com os intervalos de temperaturas apresentados nas curvas TG.

Tabela 10: Eventos térmicos de DTA do SCM+NIPAAmM 2,5%

Razéao de Temperatura (°C)
aguecimento
(C/min )
1I°EVENTO 2°EVENTO 3°EVENTO 4°EVENTO 5°EVENTO
5 58 289 455 594 616
10 73 280 386 579
20 90 315 471 716
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Figura 36: Curvas DTA obtidas a partir de 5 mg da amostra SCM+NIPAAmM 2,5% submetida a

diferentes razées de aquecimento (5°C, 10°C e 20°C/ min™) em cadinho de alumina e atmosfera
dindmica de nitrogénio (Ny).
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A avaliacdo das curvas TG do composto SCM+PNIPAAmM 2,5% (Figura 37),

apresentou cinco eventos nas razées de aquecimento de 5°C e 20°C/min®, porém
apenas quatro eventos na razdo de e 10°C/min™ cujas temperaturas e percentuais de
perda de massa séo demonstradas na Tabela 11.
A polimerizacdo do NIPAAm e consequente aumento da cadeia polimérica antes da
reacdo com o SCM € evidenciada pelo aparecimento de um quinto pico térmico. O
primeiro evento associa-se a evaporacdo de agua em uma unica etapa. Os segundo e
terceiro picos estdo relacionados ao inicio da decomposi¢cdo do copolimero, com a
saida de aminas e carboxilas da estrutura do NIPAAmM e grupos sulfatados e acidos
carboxilicos do SCM.

Os eventos demonstram que o inicio da degradacéo do copolimero ocorre a uma
temperatura inferior em comparacéo aos copolimeros anteriores em torno de 223°C,
demonstrando menor estabilidade em relagédo aos compostos avaliados anteriormente.
O quarto evento representa a degradacdo do GMA, com a saida de grupos epoxi e
acrilicos e o quinto pico indica a extensdo da decomposi¢cao do copolimero, devido ao

aumento da estrutura da cadeia polimérica.

Tabela 11: Eventos térmicos de TG do SCM+PNIPAAmM 2,5%

Razao de Temperatura (°C) e
aguecimento perda de massa (%)
(eC/min ™)
1I°EVENTO 2°EVENTO 3°EVENTO 4°EVENTO 5°EVENTO
5 39-71 221-240 299-378 493-541 693-708
(14%) (24%) (15%) (15%) (11%)
10 32-92 223-254 303-395 507-597
(20%) (17%) (32%) (19%)
20 41-117 211-297 337-391 549-630 723-786

(15%) (29%) (9%) (21%) (14%)
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Figura 37: Curvas TG obtidas a partir de 5 mg da amostra SCM+PNIPAAmM 2,5% submetida a
diferentes razées de aquecimento (5°C, 10°C e 20°C/ min™) em cadinho de alumina e atmosfera
din&mica de nitrogénio (N,).

A andlise das curvas de DTA do SCM+PNIPAAM 2,5% (Figura 38) do
copolimero demonstrou quatro eventos endotérmicos nas razfes de aquecimento
estudadas, sendo apresentadas as temperaturas na Tabela 12. O primeiro pico
endotérmico esta relacionado a desidratacdo do composto, uma vez que encontra-se
na faixa de temperatura observada nas curvas TG.

O segundo e terceiro picos endotérmicos referem-se ao inicio da decomposicao
do copolimero, concordando com as faixas de temperatura das curvas TG. O quarto
pico endotérmico indica a degradacdo do GMA e a extensdo de decomposicao
polimérica, corroborando com as temperaturas apresentadas pelas curvas TG.

Tabela 12: Eventos térmicos de DTA do SCM+PNIPAAmM 2,5%

Razao de Temperatura (°C)
aguecimento
(°C/min )
1°EVENTO 2°EVENTO 3 °EVENTO 4 °EVENTO
5 56 279 459 580
10 71 283 461 596

20 94 335 434 739
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Figura 38: Curvas DTA obtidas a partir de 5 mg da amostra SCM+PNIPAAmM 2,5% submetida a
diferentes raz8es de aquecimento (5°C, 10°C e 20°C/ min'l) em cadinho de alumina e atmosfera
dindmica de nitrogénio (N,).

Os copolimeros apresentaram um comportamento térmico semelhante entre
si, pois inicialmente ha a evaporacdo das moléculas de agua e posteriormente
ocorre a degradacédo efetiva dos copolimeros com a ruptura das ligagdes quimicas
de suas cadeias em etapas. A diferenca entre os materiais € em relacdo a
porcentagem de perda de agua devido a forca das ligacdes de hidrogénio entre os
grupos polares na cadeia polimérica (GRIFFITH, 2000; NETO et al 2005). Além
disso, se observam distintos valores de perda de massa nas etapas
correspondentes a degradacéo polimérica, pois cada copolimero apresenta seu grau
de reticulacdo, sendo que quanto maior o grau de reticulacdo polimérico maior € a
sua estabilidade (ALVES et al 2011).

Assim, é verificado que o copolimero SCM+NIPAAmM 5% demonstra maior
estabilidade térmica em relacdo aos outros copolimeros estudados, devido
apresentar maior temperatura de degradacdo, demonstrando as propriedades
térmicas mais adequadas para compor um sistema de liberacdo controlada, por isso
somente ele sera submetido as demais analises fisico-quimicas e avaliacdes

toxicoldgicas.
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5.1.5 CINETICA DE DEGRADACAO PELO METODO DE FLYNN-WALL-
OZAWA

Os parametros cinéticos de decomposicdo térmica do copolimero escolhido
SCM+NIPAAmM 5% foram obtidos aplicando-se o método dindmico de Flynn-Wall-
Ozawa. A andlise foi realizada mediante a utilizacdo do segundo evento térmico das
curvas TG em razdes de aquecimento (B) de 5, 10 e 20 °C/min™, representadas no
grafico pelas diferentes formas geométricas, sob atmosfera de N, e 0s niveis
conversionais (a) foram de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80%, representadas pelas linhas
de converséo.

No método de Flynn-Wall-Ozawa obteve-se a energia de ativacao (Ea) para o
processo de degradacéo por meio do coeficiente angular da reta gerada pelo grafico de
log B em funcéo do inverso da temperatura (1/T) em Kelvin (K), a partir desses valores
de Ea foram obtidos os valores do fator pré-exponencial (log A).

A Figura 39 demonstra as curvas log B em funcdo de 1/T para o copolimero

SCM+NIPAAmM 5% e os dados de a, Ea e log A sao apresentados na Tabela 13

1.40+

1.20¢

1.00¢

Log a

0.80r

0.60r

1.91 1.96 2.0
T [/K] x 103

Figura 39: Logaritmo da razdo de aquecimento em funcao do inverso da temperatura para os niveis
de decomposicao térmica em SCM+NIPAAmM 5%. As figuras geométricas representam as razdes de
aquecimento (5, 10 e 20 °C/min™) e os niveis de conversdo sdo representadas pelas linhas (10, 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80%).
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Tabela 13: Parametros cinéticos de decomposicdo térmica para SCM+NIPAAmM 5%

AMOSTRA CONVERSAO Ea PERDA DE MASSA

(%) (KJ. mol ™) (%)
R 10 157,84 97
3 20 155,87 95
S 30 156,40 93
% 40 150,64 91
= 50 149,25 89
; 60 147,39 88
@) 70 146,36 86
@ 80 144,24 84

A tabela 13 demonstra que os valores de Ea e porcentagem de perda de massa
diminuem a medida que o nivel de conversdo é aumentado, demonstrando que é
necessario uma elevada Ea para iniciar a degradacédo do copolimero, sendo que apés a
quebra das ligacdes quimicas mais fortes, o composto sera formado apenas por ligagbes
fracas, assim a Ea é reduzida, pois é necessaria uma energia inferior para quebrar estas
ligacOes, isto é, a temperatura de degradacdo térmica dependera da energia das
ligacBes quimicas que constituem os polimeros. Este comportamente encontra-se de
acordo com a afirmacéo de que valores elevados de Ea (> 100 kJ mol™) sugerem um
mecanismo de degradacéo associado a cisao das ligacdes fortes (quebra randémica da
cadeia) refletindo a existéncia de mdltiplas reacdes competindo no processo de
degradacdo, indicando a estabilidade térmica do composto (OLIVEIRA et al. 2006;
PAOLLI, 2008; PEREIRA, 2010)

Esta energia de ligacdo é influenciada pelos substituintes ao longo da cadeia,
pelo numero de ramificacbes da cadeia do polimero e pela presenca ou nao de co-
mondmeros. Por exemplo, polimeros que tem somente liga¢cdes covalentes C-C e C-H,
como o poli(isopreno), polipropileno e polietileno apresentam faixas de temperaturas de
decomposicdo térmica diferentes, 291-311, 336-366 e 375-436 °C, respectivamente.
Cada um destes tem uma caracteristica em cada mero que o distingue dos outros: o
poli(isopreno) tem uma ligacdo dupla C=C e um grupo metila ligado a um destes
carbonos, o polipropileno tem um carbono terciario a cada mero e o polietileno s6 tem
carbonos terciarios nas ramificacdes da cadeia principal. A presenca de "ligacbes fracas"
(Ea mais baixa) que se quebram com maior probabilidade que as "fortes” (Ea mais alta)

ao longo da cadeia ou em substituintes ir4 acelerar o processo de degradacgéo térmica
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por este mecanismo, ou seja, para que ocorra a quebra de ligacdes com calor sera
necessario que a energia fornecida seja maior que a energia da ligacao (PAOLI, 2008).

LAGE e KAWANO (1999) demonstraram, por meio do método de Flynn-Wall-
Ozawa, que o Poli(Sulfeto de Fenileno) da marca Fortron é mais estavel termicamente
gue o Poli(Sulfeto de Fenileno) da marca Ryton, uma vez que apresentou uma Ea de
183 kJ.mol™* em condicdes de atmosfera inerte, estimando as condicdes ao qual o
material pode ser submetido.

OLIVEIRA et al (2006) mostraram que que blendas de carboximetilcelulose
(CMC)/ hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) na propor¢cdo de 50:50 apresentam o0s
menores valores de Ea em seus respectivos sistemas, enquanto que em 70:30 e 30:70
exibem um efeito sinergistico, pois 0s seus valores de Ea s&o superiores aos obtidos
para os respectivos polimeros puros, indicando um aumento na estabilidade destas
blendas. PEREIRA (2010) demonstrou que o aumento do pré-polimero na propor¢céo
pré-polimero/poliol aumenta a perda de massa do primeiro evento de decomposicéo
térmica da poliuretana, ja que apresentou valores de Ea acima de 100 kJ.mol™*. Bem
como SINFRONIO (2006), que apresentou valores de Ea acima de 100 kJ.mol* no
estudo de degradacao térmica do polietileno e polietileno tereftalato.

WANG et al (2011) observou pelo método de Flynn-Wall-Ozawa que a reacao
entre o poli-metilpenilsilsesquioxanoe (PMPSQ) e a resina epoxi (EP) aumentava a
estabilidade térmica do EP, uma vez que demonstrava Ea acima de 100 kJ.mol™ apés a
insercdo do polimero. WANG et al (2012) demonstrou por meio do metodo de Flynn-
Wall-Ozawa que a formacdo do composto carboxila de terminacdo epoxi butadieno-
acrilonitrila/carboxila-modificada acelerou a reacdo de cura da resina epoOxi quando
utilizada em borracha.

LOPES et al (2012) demonstraram que o0 composto alfa-poli (fluoreto de
vinilideno)/NaY 4% apresenta uma energia de ativacdo similar ao alfa-poli (fluoreto de
vinilideno), isto é, a estabilidade térmica do composto é mantida apos a insercéo de 4%
de NaY e NARUSE et al (2012) mostraram que os polimeros polietileno clorossulfonado
e dieno de etileno propileno sofreram aceleracdo da degradacdo térmica apos perda
mecanica. J& MOTAUNG et al (2012) concluiram que o polimetacrilato de metila ao
reagir com dois diferentes tipos de titanio formam nanoparticulas com caracteristicas
térmicas distintas, demonstrando energias de ativacdo diferentes, porém ambas
demonstram a estabilidade das nanoparticulas. OMRANI e MOTALLEBI (2012)
demonstraram o mecanismo de degradacdo do nanocomposto de epOxi contendo
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Silsesquioxano oligomérico poliédrico Octasilane ao analisar o valor obtido da energia de

ativacao.
5.1.6 DEGRADACAOQ in vitro

Na avaliagdo do perfil de degradacdo do copolimero SCM+NIPAAM 5% em
temperatura ambiente observou-se diminuicdo da sua massa em fungdo do tempo

(p<0,05) como demonstrado na Figura 40.
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Figura 40 : Resultado do estudo de degradacao in vitro do copolimero SCM+NIPAAmM 5%. As colunas
representam as médias das replicatas.

Por meio da analise da Figura 40 observa-se uma queda significativa da massa
do copolimero em funcdo do tempo em que permaneceu submetido ao aquecimento.
No 7° dia de analise o copolimero apresentou em torno de 93% da sua massa inicial,
perdendo apenas 7% de seu peso, sendo que essa perda tornou-se acentuada nas
proximas cinco semanas (15° ao 45° dias), ocorrendo uma perda aproximadamente de
18%. Nas seis semanas seguintes (60-90° dias) houve uma diminui¢cao de cerca de 3%
de massa, observando-se em torno de 48% de material polimérico no final do processo.

A discreta diminuicdo da massa do copolimero na primeira semana indica que

esta ocorrendo hidrélise, tornando sua cadeia instavel e polimeros de maior tamanho da
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cadeia apresentam uma redugédo mais acentuada de massa molecular no decorrer das
semanas, provavelmente de forma (VANIN et al 2004), corroborando com os resultados
observados por LEENSLAG et al (1987), JAHNO (2005) LEMMOUCHI et al (1998) e
MOTTA e DUEK (2008).

LEENSLAG et al (1987) relacionam a queda inicial da massa, no processo de
hidrolise dos poliésteresalifaticos, a degradacéo preferencial que as regides amorfas
apresentam durante a entrada das moléculas de agua nas cadeias do polimero.
MOTTA e DUEK (2008) demonstraram que inicialmente € possivel notar uma discreta
diminui¢cdo no valor da massa do copolimero poli (L-co-DL &cido latico) devido a agéo
hidrolitica. JAHNO (2005) mostra que houve um decréscimo pequeno, porém
significativo da massa do poli (L-acido lactico) no inicio da andlise. LEMMOUCHI et al
(1998) mostraram que a queda de massa do copolimero da familia dos poliésteres
alifdticos se mostra mais intensa quanto maior for a concentracdo de partes amorfas
DL-lactide em sua sequéncia.

Além disso, queda na massa de dispositivos é precedida de queda de
propriedades mecanicas (PIETRZAK e VERSTYNEN e SARVER, 1997), tornando-se
extremamente importante que haja um perfil de queda compativel, por exemplo, com o
periodo de consolidacdo 6ssea. Um estudo desenvolvido por DUEK et al (2008),em que
a degradacéo “in vitro”de pinos de poli (L-acido lactico) foi avaliada, a porcentagem de
gueda da massa do homopolimero semicristalino foi de 45% nas 2 primeiras semanas
de estudo, 0 que provocou uma queda significativa das propriedades mecanicas desses
dispositivos neste curto periodo, tornando-os impréprios para determinadas aplicacbes
na fixacao de fraturas.

MOTTA e DUEK (2006) demonstraram por meio do estudo da degradacao “in
vitro” que as membranas do Poli (L-acido lactico) (PLLA) aumentaram seu grau de
cristalinidade em funcéo do tempo de degradacéo.

MOTTA e DUEK (2008) observaram atraves do estudo “in vitro” que 0 processo
de degradacdo do copolimero poli (L-co-DL &cido latico) (PLDLA) afeta a massa
molecular desde a segunda semana de estudo.

VANIN et al (2004) por meio do estudo in vitro que mostraram que a blenda
poli(B-hidroxibutirato)/ poli(L-acido latico) (PHB/PLLA) € imiscivel em todas as
composicdes estudadas, apresentando morfologia com separacao de fases, sendo que
0 PLLA perdeu propriedades mecanicas de tragcdo mais rapidamente que o PHB,
durante o processo de degradacéo, tornando-se mais quebradico, além disso também
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ocorreu 0 aumento no grau de cristalinidade e na espessura do periodo longo das
cadeias poliméricas nas blendas em funcdo da degradacéo, sugerindo aumento da
lamela cristalina.

GIL e FERREIRA (2010) obtiveram resultados no estudo de degradacéo in vitro
gue demonstram as matrizes pectina:quitosano 2:1 comum ataxa de degradacéo
superior,sendo que também apresentam maior capacidade de inchago. Observou-se
ainda que o comportamento de intumescimento apresentado esta dependente do pH

do meio.

5.1.7 TAMANHO DE PARTICULA

Na analise do tamanho de particula do copolimero SCM+NIPAAM 5%,
avaliou-se a distribuicdo do seu didmetro médio. Na Figura 41 observa-se que 0

copolimero apresenta um diametro entre 71-173 nm, corroborando com dados da

literatura.
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Figura 41: Distribuicao do tamanho médio de particulas do copolimero SCM+NIPAAmM 5%

LEE et al (2007), demonstraram que as nanoparticulas de Sulfato de

Condroitina-co-Poli(L-lactideo) apresentou tamanho de particula inferior a 200nm sendo
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uma vantagem na producao de compostos para administra¢ao intravenosa, assim como
verificado por GUILHERME et al (2010) ao analisar o microhidrogel de sulfato de
condroitina modificada que possui 0,1um, ou seja, 100 nm de didmetro de particula.

MOSELHY et al (2009), observaram que a particula Poli (N-isopropilacrilamida-
co-2-(dimetilamino) etil methacrilato) possui um didmetro menor que 200nm quando o
composto apresenta uma menor concentracdo de NIPAAM estando equivalente com a
pesquisa de MATZELLE e REICHELT (2008), na qual demonstrou que microgéis de
PNIPAAM possuem um tamanho inferior a 200nm de particula.

O valor do tamanho de particula do SCM+NIPAAM 5% menor que 200 nm o
torna um promissor candidato a carreador de farmacos, pois indica sua menor
suscetibilidade a absorcao pelo sistema reticuloendotelial e ndo interfere na absorcéo
do farmaco encapsulado, proporcionando maior dissolugdo do principio ativo, maior
superficie de contato e estabilidade a formulacdo, uma vez que um farmaco se
dissolvera mais rapidamente quanto maior for a sua area de superficie, ou seja, quanto
menor for o tamanho de suas particulas, tendo impacto direto na velocidade de
dissolucao e consequentemente na biodisponibiliade do composto (SNIDER et al, 2004;
BALBACH e KORN, 2004; GASPAROTTO, 2005; TEIXEIRA e DINIZ e LIMA, 2006;
LOH et al, 2008).

JEONG e NA (2012) demonstraram que o sulfato de condroitna ao encapsular o
antiinflamatério anticionina apresenta didmetro em torno de 200nm, indicando sua
aplicacdo para liberacdo controlada do farmaco e Xl e ZHOU e DAI (2012) observaram
gque nanogeis de sulfato de condroitina possuem tamanho de particula
aproximadamente de 140nm, podendo ser utilizado para liberacdo controlada de
substancias.

CHOU et al (2012) determinaram que a particula magnetita/poli(N-
isopropilacrilamida-co-acido acrilico) possui um tamanho de particula em torno de
160nm, indicando sua potencial utilizacdo como catalisador, imobilizador de proteinas,
entre outros e LI et al (2013) demonstraram que o poli (N-isopropilacrilamida-co-
metacrilato de glicidila) apresenta didmetro médio inferior a 300nm, podendo ser usado
para encapsular e carrear de maneira eficaz farmacos que atuam no tratamento do
cancer como o 5-Fluorouracil.

A proporcéo de estruturas em diferentes tamanhos, formas e composicdo sao
indicados pelo indice de polidispersao (IP), o qual também influencia na distribuicdo de
tamanho de nanoestruturas (GIRIGOSWAMI e DAS, 2006; RODOVALHO, 2007),
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sendo que o IP < 0,7 indica homogeneidade no tamanho das particulas e IP < 0,3 indica
amostras monodispersas (SOUZA, 2007).

O copolimero SCM+NIPAAM 5% apresenta IP= 0,35, indicando que suas
particulas sdo homogéneas e monodispersas, isto é, demonstra forma esférica e
tamanhos de particula semelhantes (JUNIOR e VARANDA, 1999) como evidenciado no
MEV e confirmado pelos trabalhos de LEE et al (2007), que em seu estudo com a
particula Sulfato de Condroitina-co-Poli(L-lactideo) mostrou formas esféricas e de
tamanhos aproximados e MACKOVA e HORAK (2005), demonstrando que
microesferas de PNIPAAmM preparadas por precipitacdo apresentam-se esféricas e com
semelhantes diametros de particula. Os trabalhos de LI et al (2013) mostram um IP <
0,3 para a particula poli (N-isopropilacrilamida-co-metacrilato de glicidila), observando-
se esferas com diametros proximos entre si e JEONG e NA (2012) concluiram que o
nanocomplexo sulfato de condroitina também apresenta um IP < 0,3, visualizando-se

particulas esféricas e de tamanhos aproximados.

5.1.8 POTENCIAL ZETA

O estudo do potencial zeta avalia as interacbes eletrostticas entre o0s
mondmeros do complexo polieletrolitico SCM+NIPAAM 5% apresentando um valor
negativo de - 63,15mV, indicando a existéncia de interacfes eletrostaticas fortes entre
os grupos amina (—-NH3") do polimero catiénico NIPAAm e os grupos sulfidrila (—
0SO03) e carboxila (-COO") do polimero anibnico sulfato de condroitina, confirmando
que o potencial zeta aumenta a medida que diminui a distancia em relagéo a superficie
da particula (PIAI, 2008). Além disso, valores de potencial zeta acima de -30mV
significam estabilidade dos sistemas coloidais durante seu periodo de armazenamento,
j& que ndo ha probabilidade de agregacdo entre as particulas nestas condigbes de
repulsdo eletrostatica (NANAKI e PANTOPOULOS e BIKIARIS, 2011), mostrando
também gue embora o complexo seja formado em meio acido, sua estabilidade relativa
refere-se a qualquer valor de pH (PIAI, 2008), corroborando com dados obtidos da
literatura (LIM et al, 2011; AYANO et al, 2012; PAN et al, 2012; XI e ZHOU e DAI,
2012).
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LIM et al (2011) ao desenvolverem técnicas para sintetizar particulas micro e
nanometricas de sulfato de condroitina obtiveram um potencial zeta acima de -30mV,
apresentando versatilidade para a liberacdo de fatores de crescimento adaptados
carregados positivamente, do mesmo modo que XI e ZHOU e DAI (2012) determinaram
gue nanogéis de sulfato de condroitina possuem potencial zeta acima de 30mV,
podendo ser utilizada na libera¢do controlada de farmacos.

AYANO et al (2012) ao sintetizarem a particula poli (N-isopropilacrilamida-dI-
lactideo) obtiveram um potencial zeta de -50mV, provavelmente devido a ionizacdo dos
grupos terminais carboxilicos do poli( lactideo) na superficie das particulas, indicando a
possibilidade de ser utilizado como um complexo polimérico para liberacdo controlada
de farmacos, assim como PAN et al (2012) que ao sintetizarem a particula poli (acido
metacrilico-co-N-isopropilacrilamida) determinaram um potencial zeta aproximadamente
de -95,26mV, pois apresenta elevada carga de superficie devido os grupos carboxilicos
do poli (acido metacrilico).

AHMED e NARAIN (2011) observaram que a particula 2-amino-etil
metacrilamida-co-3-gluconamidopropil metacrilamida ao ser sintetizado de maneira
randomica apresenta maiores valores positivos de potencial zeta em relagdo ao
copolimero produzido em bloco, que apresenta baixa interacdo com as proteinas do
soro bovino encapsuladas em relacdo ao copolimero randdmico. NANAKI e
PANTOPOULOS e BIKIARIS (2011) concluiram que a particula poli (e-caprolactona)-
co-poli (propileno adipato) possui elevada estabilidade para carrear substancias devido
apresentar um valor de potencial zeta acima de -30mV.

DU et al (2012) demonstraram que o potencial zeta do sistema particulado
biodegradavel monometoxipoli (etilenoglicol)-poli (acido lactico-co-acido glicélico)-poli-L-
lisina varia de um valor positivo para um negativo ao encapsular um pequeno RNA de
interferéncia devido neutralizar as cargas negativas do copolimero, tornando-se um
promissor candidato para liberacdo controlada de farmacos antivirais.

SILVA et al (2012) demonstraram elevada interacéo entre a particula alginato-co-
guitosana com o herbicida clomazone por meio da analise do potencial Zeta, indicando

a utilizacéo das nanoparticulas em atividades agricolas.
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5.2 Avaliacéo preliminar da toxicidade

5.2.1 BIOENSAIO em Artemia salina leach

O copolimero SCM+NIPAAmM 5% testado nas concentragfes de 1000, 750, 500,
250, 100 e 50 pg/mL apresentou CLsy > 1000 ug/mL apoés 24 e 48 horas de exposi¢éo

dos metanauplios ao copolimero (Tabela 14).

Tabela 14: Resultados da toxicidade do SCM+NIPAAmM 5% no bioensaio em Artemia salina

Concentracdes Letalidade Média
SCM + NIPAAmM (ug/mL) (% mortes)

N
~
=

48 h

1000

750

500

250

100

50

eliel eolielNolNe)
ellellolNelNeolNalies

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), sdo consideradas toxicas
substancias que apresentam valores de CLsp em Artemia salina < 1000 yg/mL (MEYER
et al. 1982; NASCIMENTO et al. 2008). Assim, o copolimero estudado pode ser
considerado atoxico, pois ndo foi observada nenhuma morte neste modelo e em
concentracbes de até 1000 pg/mL, fornecendo dados preliminares para ensaios de
citotoxicidade e toxicidade aguda.

A Artemia sp. é um microcustaceo encontrado ao longo dos cinco continentes.
Tem como habitat natural lagos de aguas salgadas e salinas, € adaptada para a
sobrevivéncia em aguas que sofrem marcantes varia¢des, devido as estagbes do ano.
A ampla distribuicdo e facilidade de obtencdo de seus cistos fazem com que o género
Artemia tenha sido usado em testes de toxicidade para a ampla variedade de produtos
como pesticidas, petroquimicos, dispersantes, metais pesados, metabdlicos de
microorganismos, e produtos carcinogénicos, desde a década de 1950 (CAVALCANTE
et al., 2000; PRETTO, 2005).

O primeiro trabalho relativo ao uso de Artemia salina em bioensaios foi publicado

em 1956 e, a partir dai inUmeros artigos tem sido reportados na literatura em estudos
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utilizando produtos e toxinas naturais além de extratos de plantas, e tem sido proposto
como teste padrao por VanHaecke e Persoone (CAVALCANTE et al., 2000; PRETTO,
2005). No Brasil estes testes foram inicialmente utilizados pela Companhia de
Tecnologia de Saneamento Ambiental do Estado de Sao Paulo (CETESB) em meados
da década de 1980 para a avaliacdo da toxicidade aguda de substancias, sendo a
norma (CETESB, 1991) publicada em 1987 (VEIGA, VITAL, 2002; RIBEIRO, 2010).
CAVALCANTE et al (2000) mostraram que os derivados de 1,3,5-triazinicos
apresentam um certo grau de toxidade, podendo ser maior ou menor dependendo da
concentracao analisada.

MARTINS (2010) demonstrou que nenhum dos compostos anfifilicos do
copolimero o-carboximetilquitosana apresentavam potencial citotoxico, por meio da
realizacdo do teste de Artemia Salina. SIRAJUDDIN et al (2012) demonstraram que 0s
compostos azometina [2 - ((3,5-dimethylphenylimino) metil) fenol] e cloreto de
organoestanho (IV) é apresentou toxicidade ao ser comparado com o farmaco de
referéncia tricaina metanosulfanato.

Polimeros naturais modificados (o-carboximetilcelulose, policloreto de aluminio, e
amido modificado) praticamente ndo tém demonstrado toxicidade para organismos
vivos, apresentando CLsy> 1000 ug/mL (TERZAGHI et al. 1998).

5.2.2 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

Na avaliacdo da compatibilidade do material polimérico com uma cultura de
células utiliza-se frequentemente o método do MTT, pois este é capaz de detectar o
potencial de um material ou dispositivo em produzir efeitos letais ou subletais em
sistemas biolégicos a nivel celular (MOSMANN,1983; PALMA e CORAT e SOARES,
2007).

As figuras 42 e 43 mostram, respectivamente, o0s resultados da viabilidade
celular no modelo de células PC12 apos 24 e 48 h de incubacdo com o copolimero
SCM + NIPAAmM 5%.
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O modelo utilizado para analise foi a linhagem celular PC12 derivada de
feocromocitoma da glandula adrenal de ratos, respondendo ao fator de crescimento do
nervo (NGF), sendo frequentemente utilizada como modelos para estudos de células de
neuroprotecao, neurotoxicidade e doengas neurodegenerativas (FENG e WEI e LIU,
2005; XIE e HU e LI, 2010; SPANINGER e SYTKOWSKI e DEBELJAK, 2013). Tornou-
se um modelo de estudo para avaliar a diferenciacdo neuronal e consequentemente de
neuritos, pois ao serem tratadas com NGF exibem muitas das caracteristicas de
neurénios diferenciados. Além disso, apresentam populacdo celular homogénea e
diversas caracteristicas neuronais que incluem: sintese, armazenamento e excrecao de
noradrenalina e dopamina, a presenca dos receptores nicotinicos de acetilcolina,
do acido gama-aminobutirico (GABA), da colina acetiltransferase e da tirosina
hidroxilase (COLOGNATO et al. 2006; GARTLON et al. 2006; SANTOS, 2008).

As células PC12 tém uma estrutura cilindrica simples, membrana invaginada e
citoesquelética altamente organizada similar a de axénios. Tem sido demonstrado que
neuritos de PC12, bem como os axdnios, sdo viscoelastico e respondem as forcas de
alongamento externos através um processo de relaxamento com uma escala de tempo
caracteristica (BERNAL e PULLARKAT e MELO, 2007; FERNANDEZ e PULLARKAT,
2010). Além disso, uma caracteristica excepcional de axdnios e neuritos de PC12 é a
sua capacidade de sofrer transformacdes de forma subita em resposta a uma tenséo
mecanica aplicada, uma instabilidade conhecido como " pérolas de instabilidade" para
os fisicos (OCHS e POURMAND e JERSILD, 1996; MARKIN e TANELIAN e OCHS,
1999; PULLARKAT e DOMMERSNES e OTT, 2006; FERNANDEZ e PULLARKAT,
2010).

Neste trabalho, ndo foram observadas diferengas significativas (p>0,0001) na
viabilidade das células PC12 incubadas com diferentes concentracées do copolimero
SCM + NIPAAmM 5% durante 24 e 48 horas de incubacéo, indicando que o0 mesmo nao
foi citotoxico para esta linhagem celular, ou seja, que este copolimero nado libera
substancias téxicas para o meio que possam inviabilizar o crescimento e adeséo
celular.

A adeséo e viabilidade celular de diferentes tipos de células sobre substratos
poliméricos dependem das caracteristicas de superficie desses materiais como:
molhabilidade, presenca de grupamentos quimicos especificos, carga, rugosidade e
rigidez (MALMONGE et al. 1999). Neste estudo destaca-se 0s grupos quimicos e a
carga superficial do copolimero SCM+NIPAAmM 5%, o qual mostra interaces
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eletrostéticas fortes devido o NIPAAmM apresentar uma carga positiva gracas a presenca
do grupo quimico -NH3* e o SCM ter caracteristica negativa atribuida aos grupos —
0SO3; e -COQ, pois segundo LEE et al (1994), SMETANA (1993) e LIO et al (1994)
superficies positivamente carregados proporcionam maior adesdo, espalhamento e
crescimento celular in vitro, devido as interacfes eletrostaticas entre a membrana
celular e o substrato representando um dos mecanismos de adesdo celular ao
substrato, uma vez que as glicoproteinas presentes na membrana celular s&o
negativamente carregadas.

No entanto, a presenca de grupos negativos como -COO’ presente no SCM
diminuem a adesao celular por mimetizar os estimulos normalmente fornecidos pelas
glicoproteinas presentes na matriz extracelular dos tecidos, conforme ocorre com a
blenda de poliHEMA-poli(MMA-co-AA), que possui grupamentos (COOH) provenientes
do acido acrilico. O fato de um substrato apresentar menor adeséo celular in vitro néo
significa que sua biocompatibilidade seja menor. Ao contrario, alguns autores acreditam
que a presenca de grupos (COOH) em hidrogéis ndo reabsorviveis diminuem a
interacdo do material com macréfagos, sendo portanto mais interessantes para algumas
aplicacoes clinicas (SMETANA, 1990; SMETANA, 1993).

Além disso, a caracteristica hidrofilicas/hidrofobicas do copolimero dependente
da temperatura e a ocorréncia de grupos funcionais carregados podem influenciar a
interacdo das células com o substrato e consequentemente a fungdo celular. Os autores
relatam ainda que a presenca de grupos éacido carboxilico (COOH) no hidrogel,
semelhante ao que ocorre na matriz extracelular natural, permite a este polimero
participar no controle da funcdo celular, mimetizando os estimulos normalmente
realizados pela matriz extracelular natural (MALMONGE et al. 1999).

A andlise preliminar in vitro da citotoxicidade é importante para determinar a
concentracdo em que um composto € capaz de inviabilizar a proliferacdo celular e
analisar a necessidade de ser realizado um teste in vivo ou ndo, por isso vem sendo
frequentemente utilizado e relatado na literatura.

ROSA et al (2012) demonstraram que o polimero N-benzil-O-carboximetil
quitosana ndo é toxico até a concentracdo de 1000 pg / mL e diminue a tenséo
superficial por concentracdo na superficie do sistema, podendo potencializar a
solubilidade em farmacos hidrofobos. ZHANG et al (2011) por meio da avaliacdo da
citotoxidade pelo MTT mostraram que a particula Poli (metacrilato de dimetilaminoetilo)
nao possui toxicidade em linhagem celular L929 de fibroblastos de camundongo, além
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de demonstrar eficiente e promissora transferéncia de DNA quando comparado ao
padrdo ouro de poli (etilenoimina).

JIN et al (2012) ao avaliarem a citotoxicidade de nanobastdes de ouro
conjugados com folato (folato / AUNRS) observaram que a luz de infravermelho induzia
um aquecimento ao conjugado de folato/AuNRs, podendo danificar a membrana
celular, rompendo a homesostase celular e levando a despolimerizacdo do
citoesqueleto, representando um nanomaterial promissor para a terapia fototérmica
contra um tumor.

Xl e ZHOU e DAI (2012) observaram que nanogéis de sulfato de condroitina
apresentam baixa citotoxicidade in vitro, podendo ser utilizado na aplicacdo de farmacos
e VENKATARAMAN et al (2011) demonstraram que a viabilidade celular do composto
poli (metacrilato de dimetilaminoetilo) a foi maior com células da linhagem HEK 293 em
relacdo ao modelo HepG2.

Os resultados observados no bioensaio com Artemia salina e no teste de
viabilidade em células PC12 indicam, portanto, que o copolimero SCM + NIPAAmM
5% é praticamente atoxico nas concentracfes empregadas e ainda possui atividade
estimuladora sobre a neuritogénese e diferenciacao celular e sobre a proliferacéo
celular pelo ensaio do BrdU - Bromo-desoxiuridina, ambos em modelo de células

PC12 (resultados nao publicados neste trabalho).

5.2.3 TOXICIDADE AGUDA ORAL

A avaliacdo de toxicidade aguda tem por objetivo caracterizar a relacao
dose/resposta que conduz ao calculo da DLs, (dose letal mediana). Este parametro é (til
para se identificar a toxicidade relativa da substancia frente a uma populacdo de
cobaias. Além da letalidade, outros parametros s&o investigados em estudos de
toxicidade aguda como o potencial toxico em 6rgaos especificos, indicativos sobre a
toxicocinética e mecanismos de acdo, estabelecimento das doses para estudos
complementares de toxicidade entre outros (VALADARES, 2006).

Depois de anos de debates, no entanto, o teste de DLz foi banido das diretrizes
gue norteiam a avaliacdo de toxicidade aguda (BOTHAM, 2002). Hoje, sdo empregados
trés métodos alternativos em animais que trouxeram uma significante melhora do bem-

estar da cobaia.
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O teste de toxicidade aguda por dose fixa, preconizado pela Organizacdo para
Cooperacao e Desenvolvimento Econdmico (OECD, na sigla em inglés), € um destes
métodos alternativos, que avalia a toxicidade aguda oral, na qual se evita utilizar o
critério morte dos animais como objetivo final e propde a observacdo do aparecimento
de sinais de toxicidade decorrentes da exposicdo a uma serie de doses fixas;
permitindo, desta forma, classificar a substancias testada de maneira compativel com o
sistema empregado pela Unido Européia, o qual qualificava pelos valores de DLs
oriundos do teste classico de toxicidade aguda (OECD 420, 2001; VALADARES, 2006).

Um estudo internacional (VAN DEN HEUVEL et al. 1990) envolvendo 33
laboratérios de 11 paises avaliou o Teste de Dose Fixa, e verificou-se que este
procedimento, apesar de usar muito menos animais do que o DLsg, produzia resultados
compativeis entre os diferentes laboratérios e provia informag6es adequadas sobre a
toxicidade das substancias, permitindo produzir categorias de toxicidade compativeis
com os fornecidos pelo método DLsy.

Neste trabalho, os animais foram submetidos a administracdo oral Unica do
copolimero SCM+NIPAAmM 5% na dose de 2000mg/kg, pois como ndo houve mortes
ou aparecimento de quaisquer sinais e sintomas de toxicidade com esta dose,
evidenciado pelo screening hipocratico e pela avaliacdo da evolugéo ponderal, consumo
de agua e racdo e ainda pelos resultados anatomo e histopatolégicos, ndo houve
necessidade de administracdo de doses menores do copolimero.

A triagem farmacoldgica e comportamental (avaliacdo ou screening hipocratico)
foi realizada de acordo com avaliacdo proposta por MALONE e ROBICHAUD (1983)
modificado por BRITO (1994) (Anexo 2). Os animais tratados com o copolimero (2000
mg/kg) ndo apresentaram quaisquer sinais de alteracdo do sistema nervoso central,
autbnomo ou motor, mudanga de comportamento ou outros descrito no Anexo 2,
durante todo o periodo de experimentacao.

A administracdo do copolimero também nao alterou significativamente a variacao
de massa corporal, que inicialmente era de 45,51 + 1,57 g para os animais do grupo
controle e 38,28 + 1,04 g para os animais do grupo tratado (n=6 animais/grupo). Apés 15 dias da
administracao oral unica do copolimero na dose de 2000 mg/kg ou salina 2% (controle), os
valores de massa corporal ficaram em 43,84 + 1,11 g e 52,44 + 1,579, respectivamente, cujo
valor da variagdo é mostrada na Tabela 15.

Ja para o consumo médio de racdo e agua, houve redugdo estatisticamente

significante (p<0,05) quando comparado ao controle (Tabela 15). Entretanto, este
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calculo ndo levou em consideracdo a propor¢do de massa corporal entre os dois
grupos. Assim, se for levado em conta esta diferenga, jA que os animais do grupo
tratado tinham massa corporal inicial também inferior aos do grupo tratado, podemos
supor que nao houve reducéo no consumo de alimento e agua, o que corrobora com 0s

dados da variacdo de massa corporal.

Tabela 15: Resultados da variagdo de massa corporal, consumo médio de ragdo e agua por grupo
em camundongos machos tratados com dose oral Unica do copolimero SCM + NIPAAmM 5% (2000
mg/Kg) e observados durante 15 dias.

GRUPOS
PARAMETROS Controle SCM + NIPAAmM 5%
(2000 mg/kg)
Variacdo de massa corporal (g) 6,93 + 0,92 5,56 + 0,70 "®
Consumo médio de ragéo (g/dia/grupo) 93,27 + 3,07 72,06 £9,10 *
Consumo médio de agua (mL/dia/grupo) 49,87 + 9,45 41,74 + 3,98 *

Os valores estédo expressos em Média + Desvio Padrdao da Média (n=6).
* Significativo para p < 0,05 (Teste “t” de Student)
NS Nao significativo (Teste “t” de Student ndo pareado)

Mesmo uma pequena reducdo no consumo do alimento e agua oferecida aos
animais ndo necessariamente indica um sinal de toxicidade, uma vez que o copolimero
€ capaz de absorver varias vezes a gquantidade sua massa seca em agua, formando
uma massa viscosa pouco gelificada no interior do intestino dos animais,
permanecendo por alguns dias até ser totalmente excretada com as fezes,
proporcionando sensagdo de saciedade. Outro fato € que, apesar da alta dose
empregada no teste de toxicidade agudo oral (equivante a cerca de 120 a 150 gramas
do copolimero para um humano adulto), ndo houve alteracdo comportamental,
fisiologica ou alteragcbes anatomo e histopatoldégica em quaisquer orgdos analisados
(conforme descrito abaixo), 0 que mostra que o copolimero ndo é absorvido no trato
gastrointestinal ou a fracdo absorvida ndo é capaz de produzir toxicidade aguda
evidente.

Além do exame morfolégico externo, foram analisados macro e
microscopicamente o cérebro e cerebelo, estdbmago, intestinos, mesentério, 0

coracgdo, pulméo, figado e rins de todos os animais. Caracteristicas da pele e pelos
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normais (cor, textura, densidade, espessura, comprimento dos pelos), sem sinal de
alterac6es nos membros, orelhas, lingua, dentes e olhos.

Como observado nos resultados da analise anatomo e histopatologica, 0s
pulmdes revelaram arquitetura lobulares parenquimatosas preservadas, tendo os
alvéolos paredes finas com revestimento epitelial habitual por pneumadcitos. Nenhum
sinal da presenca de células envolvidas em processos inflamatérios e liquido no interior
dos alvéolos.

Cérebro e cerebelo com estruturas celulares normais. Regido do cardia
(estbmago), com epitélio estratificado e por¢do glandular sem alteragdes na estrutura
tecidual interior. Segmento do intestino delgado (ileo) estruturalmente normal.

Rins apresentando superficie externa envolvida por capsula opalescente, que
se destaca com facilidade do parénquima. As seccBes seriadas, observa-se
superficie compacta, pardacenta, com limites cortico-medulares nitidos e perfeita
visualizacdo piramides e calices renais. Cotos ureterais representando remanescentes
de amputacédo proximal. O estudo histoldégico mostrou arquitetura lobular e “populacao”
glomerular preservadas. Nos glomérulos, tufos capilares e mesangio delicados
estavam separados da cépsula de Bowman por espago de retracdo artefatual.
Nao foram observadas lesdes fibréticas, hemorragicas ou areas de enfarte.

O coracdo apresentava-se recoberto por epicardio fino, transparente e
delicadamente vascularizado, vasos da base proporcionais as dimensdes do
orgdo e cavidades atrio-ventriculares revestidas por endocérdio liso e brilhantem
sendo ora vazias, ora ocupadas por codgulos sanglineos (alteracdo natural post-
mortem). As valvulas atrio-ventriculares e semilunares (pulmonar e adrtica) tinham
bordas livres. Ao exame microscépico, o tecido cardiaco mostrou-se também dentro
dos limites da normalidade histoldgica.

N&o houve sinais de inflamacao, agregados linfocitarios, necrose ou alteracfes
circulatorias no figado, mas foi observado discreta esteatose microvesicular em todos
0S grupos, com pequenos vacuolos limitados as zonas lobulares hepéticas,
provavelmente induzidas pela alimentagéo (este tipo de racdo contém um teor maior de
gorduras) ou por estresse, causado pela manipulacédo diaria, que induz a liberacéo
cortisol e adrenalina, mobilizando triglicerideos e acidos graxos, ambos lipidios que sé&o
metabolizados principalmente no figado (KUMAR et al, 2010). Esteatose microvesicular

discreta ndo alcodlica € um achado comum de outros estudos histopatologicos em
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camundongos de ambos o0s géneros, provenientes do Biotério Central da UFPA
(GOMES, 2011; SILVA, 2012; VILHENA, 2012).

A potencial utilizacdo de sistemas particulados em formulacdes farmacéuticas
especificas necessita de avaliagdes toxicologicas para aprovagdo do seu uso, com iSso
estudos in vivo como o Teste de Toxicidade Aguda Oral sdo um dos utilizados para
avaliar primariamente suas caracteristicas toxicologicas, como demonstrado nos
estudos de ZHANG et al (2010) que utilizaram esta avaliacdo para mostrar que baixas
concentracfes de nanoparticulas de ouro ndo provocam uma diminuicdo evidente na
massa corporal ou toxicidade apreciavel, mesmo apos a sua decomposi¢ao in vivo em
camundongos. Entretanto, altas concentracdes de nanoparticulas de ouro por via oral
induzem diminuicdo no peso corporal, na quantidade de hemécias e valores de
hematdcrito.

XIONG et al (2011) observaram que a toxicidade das nanoparticulas de TiO; e
ZnO aumentam com a concentracdo, demonstrando efeito toxico dependente da dose.
SINGH et al (2013) ao tratarem camundongos oralmente com Fe,Oz; em micro e
nanoescala nas doses de 500, 1000 e 2000 mg/kg ndo observaram alteracOes
estatisticamente significativas em relacdo ao grupo controle durante o periodo de
observacao.

Os resultados de um trabalho de YANG et al (2012) com carboximetilquitosana
ndo mostrou toxicidade aguda, indicando que o copolimero ndo causa toxicidade
significativa sobre o sistema arterial de camundongos depois de ser absorvida na
cavidade abdominal e gradualmente degradada no sangue.

FORMARIZ (2008) demonstrou que microemulsdes compostas ou nao por
oleato de sédio associadas a doxorrubicina diminuem a toxicidade aguda do farmaco,
funcionando como sistema reservatorio que proporciona atividade terapéutica mais
intensa e por tempo prolongado na terapia do cancer.

SU et al (2011) verificaram por meio do teste de toxicidade aguda oral que o
farmaco antitumoral vinorelbina ao ser incorporado em um sistema de emulsao lipidica
ndo demonstrou irritagdo venosa local, hemdlise e hipersensibilidade quando
comparado ao farmaco vinorelbina livre, indicando que a emulsédo lipidica pode ser
utilizada para carreador potencial do farmaco antitumoral com eficacia similar e menor
toxicidade.

Os resultados preliminares obtidos nos testes de toxicidade mostram que o
copolimero SCM + NIPAAmM 5% nao possui toxicidade evidente nos modelos e nas
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concentracOes avaliadas. Testes em andamento avaliardo se o copolimero apresenta
toxicidade in vivo em doses repetidas (ensaio de toxicidade oral subcrénico) e outros
deverdo ser realizados para avaliar o potencial mutagénico, carcinogénico ou

teratogénico desta substancia.
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CONCLUSOES

As avaliacdes fisico-quimicas referentes a RMN e a FTIR demonstraram
semelhanca estrutural entre os copolimeros (SCM+NIPAAM 5%, SCM+NIPAAM
2,5% e SCM+PNIPAAmM 2,5%), por meio da observagéo dos sinais e bandas de
absorcao referentes aos seus respectivos grupos quimicos;

As andlises das curvas TG e DTA , demonstraram que o SCM+NIPAAM 5%
apresentou as propriedades térmicas mais adequadas de um provavel candidato a
carreador de farmacos, confirmando sua estabilidade através da Cinética de
Degradacgdo por meio do Método de Flynn-Wall-Ozawa, ja que apresentou energia
de ativacéo superior a 100 kJ mol?, e apés trés meses sob temperatura constante
o material polimérico permaneceu com cerca de 48% da sua massa inicial,
conforme verificado na andlise de cinética de degradacéo;

Além de estabilidade térmica adequada, o copolimero apresentou tamanho médio
de particula inferior a 200 nm, homogéneas e monodispersas, e indice de
polidispersao de 0,35, indicando que possui menor suscetibilidade a absorcéo pelo
sistema reticuloendotelial, n&o interfererindo na absorcdo de um provavel farmaco
encapsulado; As fortes interacdes eletrostaticas observadas entre os monémeros
gue compde o SCM+NIPAAmM 5% através do estudo do potencial Zeta demonstra a
estabilidade dos sistemas coloidais durante seu periodo de armazenamento, ja que
ha pouca ou nenhuma probabilidade de agregacdo entre as particulas nestas
condi¢des de repulsdo eletrostatica;

Em relacdo aos ensaios toxicoldgicos preliminares, os resultados obtidos
mostraram que o copolimero SCM + NIPAAmM 5% nao possui toxicidade evidente
nos modelos e nas concentracdes avaliadas, ndo dispensando, entretanto, ensaios
de doses repetidas in vivo e avaliacdo do potencial mutagénico, carcinogénico e
teratogénico para garantir sua total auséncia de toxicidade dentro das
circunstancias de exposicao;

A copolimerizacéo do Sulfato de Condroitina e N-isopropilacrilamida na concentra-
cao estudada, dada suas caracteristicas fisico-quimicas e toxicoldgicas prelimina-
res apresenta propriedades que contribuem para a proposta de um sistema que

constitui uma nova forma de liberacéo controlada, especialmente de farmacos.
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Projeto: Avaliacdo toxicologica do copolimero Sulfato de Condroitina-co-N-
isopropilacrilamida para uso Farmacéutico

Coordenador: Prof. Dr. Flavio de Vasconcelos
Area Temdtica: Farmacia
Vigéncia: 08/2012 a 08/2014
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Animais de Experimentacdo da Universidade Federal do Para (CEPAE). O tema eleito para
a investigacdo e de alto teor cientifico justificando a utilizacio do modelo animal proposto.
Os procedimentos experimentais utilizados seguem as normas locais e internacionais para
tratamento e manipulacdo de animais de experimentacdo. Portanto, o CEPAE, através de
seu presidente, no uso das atribuicdes delegadas pela portaria No 3988/2011 do Reitor da
Universidade Federal do Pard, resolve APROVAR a utilizagio de animais de
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ANEXO 2- TABELA DE AVALIACAO DO ENSAIO HIPOCRATICO (TESTE DE TOXICIDADE AGUDA)
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Desorientagéo
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Contorcao
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Forca de agarrar

Ataxia
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Straub

Hipnose

Lacrimacao
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Micgéo
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Piloerecédo

Respiracéo

Cianose

Morte

Data delnicio:

Dose:

Via:
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RESUMO

SANCHES, S.C.C. Caracterizagao fisico-quimica e avaliacdo toxicoldg  ica preliminar do
copolimero sulfato de condroitina-co-N-isopropilacr ilamida para uso farmacéutico . 2013.
154 p. Dissertacdo de Mestrado - Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas —
Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Para, Belém/PA, 2013.

A Industria Farmacéutica utiliza polimeros em forma de nanoparticulas em formulacées de liberacao controlada
e vetorizada por possuirem baixo custo em relacao a demais métodos de preparacoes de formas farmacéuticas,
aparentemente ndo serem reconhecidos pelo sistema de defesa do organismo, proporcionar melhora da
eficacia, diminuicdo da toxicidade e da dose de farmaco administrado. O sulfato de condroitina-co-N-
isopropilacrilamida (SCM + NIPAAm) é um copolimero proposto para este fim, a partir da reagcéo de um polimero
sintético, o poli N-isopropilacrilamida (PNIPAAm), com caracteristicas termossensiveis, com um natural, o
Sulfato de Condroitina (SC), com caracteristicas bioadesivas. Assim, a copolimerizacdo pode ser capaz de
somar estas propriedades e aperfeicoar o seu uso como um veiculo para liberagdo controlada. Este trabalho
objetivou, portanto, realizar a caracterizacdo fisico-quimica das particulas de sulfato de condroitina e N-
isopropilacrilamida e do copolimero SCM+NIPAAmM (2,5 % e 5%) e do SCM+PNIPAAm 2,5% e uma avaliagédo
toxicolégica parcial de um destes copolimeros que apresentar as melhores propriedades de um eficiente
carreador de farmacos, selecionado a partir dos ensaios de caracterizagéo fisico-quimica. Para determinar a
estrutura quimica dos sistemas particulados e analisar 0s seus componentes quimicos, foi realizada a
Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e Espectroscopia do Infravermelho com
Transformada de Fourrier (FTIR); Para analisar a morfologia das particulas, foi usado a Microscopia Eletrdnica
de Varredura (MEV); A Termogravimetria/ Termogravimetria Derivada e Analise Térmica Diferencial (TG/DTG)
foi usada para avaliar o comportamento térmico dos sistemas particulados, bem como auxiliar na analise de
Cinética de Degradacédo (CD, método de Flynn-Wall-Ozawa); Foi ainda realizado a técnica de degradacéo in
vitro e a determinacédo carga superficial e tamanho de particulas (analise do Potencial Zeta, PZ). Para avaliar a
toxicidade, foi realizado o bioensaio em microcrustaceo Artemia salina (24 e 48 h), viabilidade celular
(citotoxicidade) em células PC-12 (método do MTT) e também a toxicidade aguda oral em camundongos. As
andlises de RMN, FTIR e MEV demonstraram semelhanga quanto ao aspecto estrutural e morfolégico entre os
copolimeros estudados. As analises de TG demonstraram que o SCM+NIPAAM 5% apresentou maior
estabilidade térmica em relacéo aos demais copolimeros avaliados, uma vez que sua decomposicao polimérica
ocorre em temperaturas superiores, em torno de 233°C. O DTA demonstrou valores de temperaturas
concordantes com os eventos térmicos de decomposicao apresentados pelas curvas das analises TG. Sua
estabilidade foi confirmada através da CD e estudo de degradacao in vitro, apresentando, respectivamente, Ea >
100 kJ mol™* e perda de 48% da sua massa inicial apos trés meses. Além disso, SCM+NIPAAmM 5% apresentou
didmetro de particula inferior a 200 nm e indice de polidisperséo de 0,35, além do PZ > -30mV, caracteristicas
de um promissor candidato a carreador de farmacos. Em relacéo as avaliagdes toxicoldgicas, 0 SCM+NIPAAmM
5% n&o apresentou toxicidade no bioensaio de A. salina (CLsy > 1000) e no modelo celular avaliado, dentro das
concentracfes e circunstancias de exposicdo estudadas. O SCM+NIPAAmM 5%, na dose oral de 2000 mg/kg,
nao apresentou nenhum sinal evidente de toxicidade em camundongos, o que foi corroborado pela auséncia de
alteracfes anatomo-histopatoldgicas. A copolimerizagdo do Sulfato de Condroitina e N-isopropilacrilamida na
concentracdo estudada, dada suas caracteristicas fisico-quimicas e toxicolégicas preliminares, apresenta
propriedades que contribuem para a proposta de um sistema que constitui uma nova forma de liberacéo
controlada, especialmente de farmacos.

Palavras-chave: Sulfato de Condroitina-co-N-isopropilacrilami-da; Nanotoxicologia; Carreador de farmacos;
Anélise Térmica; Células PC-12.



ABSTRACT

SANCHES, S.C.C. Physicochemical characterization and preliminary to xicological evaluation
of the copolymer chondroitin sulfate-co-N-isopropyl acrylamide for pharmaceutical purposes
2013. 154 p. Dissertation (Master's Degree) - Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias Farma-
céuticas — Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Para, Belém/PA - Brazil, 2013.

The pharmaceutical industry uses polymers as nanoparticles in controlled release formulations and
vector for having low cost compared to other methods of preparation of pharmaceutical dosage forms,
apparently not being recognized by the body's defense system, provide improved efficacy, reduce
toxicity and the dose of administered drug. The sulfate of chondroitin-co-N-isopropylacrylamide (SCM
+ NIPAAmM) is a copolymer proposed for this purpose, from a synthetic polymer reaction, poly N-
isopropylacrylamide (PNIPAAmM) with thermosensitive characteristics with a natural, Chondroitin
sulfate (CS), with bioadhesive characteristics. Thus, the copolymerization may be able to add these
properties and to improve its use as a vehicle for controlled-release. This study aimed to characterize
physico-chemical of sulfate chondroitin particles and N-isopropylacrylamide and SCM+NIPAAmM
copolymer (2.5% and 5%) and SCM+PNIPAAmM 2.5% and a partial toxicological evaluation of one of
these copolymers presenting the best properties of an efficient carrier of drugs, selected from the trials
of physic-chemical characterization. To determine the chemical structure of the particulate systems
and analyze the chemical components, it was performed Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy
(RMN) and Infrared Fourier Transformed Spectroscopy (FTIR), to analyze the morphology of the
particles, it was used Electron Microscopy (SEM), The Thermogravimetry and Differential Thermal
Analysis (TG/DTA) was used to evaluate the thermal behavior of particulate systems, as well as assist
in the analysis of kinetics of degradation (CD, Flynn-Wall-Ozawa method); it was also made in vitro
degradation technique and surface charge determining and particles size (Zeta potential analysis, PZ).
To evaluate the toxicity, it was performed bioassay in Artemia salina (24 and 48 hours), cell viability
(cytotoxicity) on PC-12 cells (MTT method), and also acute oral toxicity in mice. The NMR, FTIR and
SEM analysis showed similarity regarding the structural and morphologic aspects between the studied
copolymers. TG analyzes showed that SCM+NIPAAmM 5% showed higher thermal stability compared
to the other copolymers evaluated, since its polymer decomposition occurs at temperatures above
around 233 °C. DTA demonstrated temperature values consistent with decomposition thermal events
provided by the curves of TG analysis. The stability was confirmed by CD and in vitro degradation
study, presenting, respectively, Ea> 100 kJ mol-1 and 48% of its initial weight after three months.
Furthermore, SCM+NIPAAmM 5% presented particle diameter of less than 200 nm and polydispersity
index of 0.35, and the PZ> -30mV, characteristics of a promising candidate as a drug carrier.
Regarding toxicological evaluations, SCM+NIPAAmM 5% did not show toxicity on bioassay A. saline
(LCs0> 1000) and in the cellular model evaluated within the concentrations and circumstances of
exposure studied. The SCM+NIPAAmM 5%, in the oral dose of 2000 mg/kg, did not show any obvious
sign of toxicity in mice, which was confirmed by the absence of anatomical and histopathological
changes. The copolymerization of chondroitin sulfate and N-isopropylacrylamide in the studied
concentration, given its physical-chemical characteristics and toxicological preliminary, presents
properties that contribute to propose a system which is a new form of controlled release, especially
drugs.

Keywords: Chondroitin Sulfate-co-N-isopropylacrylamide; Nanotoxicology; Drug Carriers; Thermal analysis;
PC-12 Cells.
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