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RESUMO

Este trabalho teve como meta principal a sintese de
pérolas de tamanhc uniforme do ludrogel de poli-2-
hidroxietilmetacrilato (poli-2-HEMA) ¢ o estudo de sua utilizagdo em
sistemas de hberagio controlada de drogas.

A sintese foi feita utilizando-se alginato de célcio como
molde de polmmerizacfioc e obteve-se, como resultade final, pérolas
uniformes {2-3 mm de didmetro) do hidrogel poli-2-HEMA.

As pérolas do hidrogel foram utilizadas em estudos de
absor¢gdo e liberagdo de substéncias (acido folico € o corante
alaranjado de metila), através de um método de otimizagdo estatistico
denominado Planejamento Fatorial, onde estudou-se a influéncia de
trés importantes vanaveis (pH, tempo e Temperatura) e suas
mteragdes na resposta, que no caso deste trabalho foi1 a Absorbéncia
de uma solugdo.

Os melhores resultados foram obtidos com o corante
alaranjado de metila cujas equagSes para os processos de absorgdo e
liberacdo, sdo, respectivamente:

A=05193+0.1050pH-0.0343 1
A=00289- 0.0119pH+0.0143¢-0.0034 pHx¢

Em ambos os casos, absorco e liberagdo, observou-se
que baixo pH e longo tempo favoreceram os processos; alto pH
degradou o polimero e Temperatura ndo teve mfluéneia significativa
na resposta.

Através da Microscopia Eletrnica de Varredura obteve-
se fotomicrografias que permitiram observar a porosidade das pérolas
do hidrogel.



ABSTRACT

The amm of this work was the synthesis of poly-2-
hydroxyethylmethacrylate (poly-2-HEMA) hydroge! and its utilization
as drug delivery system.

The synthesis was carried out using calcium alginate as
moulder for the polymerization reaction and the result obtained was
the hydrogel beads of poly-2-HEMA with uniform size of 2-3mm in
diameter.

These beads were furthermore utilized to the study of
absorption and release of folic acid and methyl orange applying a
Statistical Technique following the influence of three important
variables as pH, time and temperature as well as their interactions
with the data measured, that is, absorbance of the solution.

The best results were obtained with the methyl orange
whose equations for the absorption and delivery process are
respectively:

A=05193+0.1050pH -0.0343 ¢
A=00289- 0.0119pH +0.0143¢t-00034 pH xt

In both cases it was observed that low pH and long time
affect the process; high values of pH degrade the polymer and
polvmer and temperature did not influence significantely the results.

Through MEV it was obtained the micrography that
allowed us to observe the porosity of the hydrogel beads.



OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo a otimizagdo das
condigdes de sintese do hidrogel de poli-2-HEMA para liberagio
controlada de drogas tendo em vista que:

a) no Brasil, o desenvolvimento e use de hidrogéis,
principalmente na area médica, ainda se constitui numa tecnologia
pouco explorada;

b) o uso de Planejamento Estatistico para selecionar as
condigbes Otimas de trabalho tem sido cada vez mais frequente em
trabathos desta natureza;

¢) nenhum tratamento estatistico sobre este sistema foi
encontrado na literatura.
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1.1) HIDROGEIS 23648

Hidrogéis, ou géis contendo 4gua, s80 polimeros
caracterizados por sua hidrofilicidade e insolubilidade em agua.

Em meio aquoso, estes polimeros entumescem (ou incham)
até um volume de equilibrio, mas preservam seu formato. A
hidrofilicidade € devida a presenga de  grupos soliveis em agua tais
como: -OH, -COOH, -CONH,, -CONH, -SO, H, etc.; presentes na
cadeia polimérica.

A insolubilidade e a estabilidade do formato destes géis sdo
devidas a presenca de uma rede tridimensional. O estado entumescido
resulta de um balango entre as forcas de dispersfo atuando nas cadeias
hidratadas e forgas coesivas devidas as ligacGes covalentes cruzadas.

Outras interages caracteristicas também estdo presentes,
isto €, eletrostaticas e dipolo-dipolo.

O grau ¢ a natureza das hgagdes cruzadas sdo responsavers
por suas caracteristicas no estado entumescido.

A habilidade de absorver dgua e/ou ions sem a perda de seu
formato ou de suas propriedades mecanicas ¢ muito importante em
muitos hidrogéis naturais tais como aqueles encontrados em misculos,
tenddes, cartilagens, intestinos e sangue.

Hidrogéis naturais sdo encontrados por exemplo em polpa
de frutas, na produgdc de papel, na seda artificial, nas membranas
celulbsicas, tendo ampla aplicagdo na area biomédica.

Hidrogéis smtéticos s8o usados em proteses, lentes de
contato ¢ membranas para liberacfio controlada de drogas, devido a sua
compatibilidade com os tecidos vivos.

Membranas de separacgdo e de froca de ions sfio hidrogéis,
embora o termo hidrogel seja usualmente restrito a um polimero sintético,
macio, com consisténcia de borracha e que entumesce em agua.

A caracteristica deste tipo de material polimérico ¢
determinada através dos mondmeros hidrofilicos ¢ da densidade de rede
do polimero (ou densidade de ligagbes cruzadas, as quais sdo
responsavels pela formaciio de uma estrutura em rede dentro do
polimero).

(Géis com carga ou ionogénicos formam um grupo especial,
com entumescimenio e propriedades mecinicas dependentes do pH do
meio. Hidrogéis tem sido classificados de vérias manetras. Um hmitado
namero de mondmeros, copolimerizados de varias formas, tem
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contribuido com um aumento & imensa variedade de hidrogéis ja
existentes.

O entumescimento e a permeacio dos hidrogéis refletem as
propriedades internas dos mesmos.

Convém lembrar que a permeacdo ¢ a difusdo ndo sfo
exclusivas para hidrogéis, os quais obedecem as mesmas leis que outros
materials.

A permeagdo em lidrogéis tem uma importancia singular em
duas aplicagbes: a permeacio de oxigénio através das lentes de contato e
a permeacio de drogas em hidrogéis através de um sistema controlado. A
permeabilidade ao oxigénio ¢ de fundamental importéncia para as lentes
de contato de uso continuo.

Dentre outras aplicagées os hidrogéis sdoc empregados
principalmente na medicina como biomateriais usados em diagnosticos,
em recursos terapéuticos € em mmplantes. Recursos diagnosticos mcluem
sondas (cateteres), carregadores de enzimas em testes mmunologicos,
substrato para cultura de células ¢ géis para eletroforese.

Aplicagdes terapéuticas incluem revestimentos adsorventes
para desintoxicacdo do sangue, sistemas de liberagfio controlada de
drogas ¢ lentes de contato enguanto em implantes incluem lentes intra-
oculares, cOmeas artificiais e substitutos de tecidos delicados.

Hidrogéis sdo também usados para fixacdo de herbicidas,
em cromatografia, como carregadores de enzimas, em processamento de
alimentos e também como membranas de separacio.

1.2) ALGINATQS L162553);

Desde 600 a.C., algas marinhas eram usadas como alimento
para o homem, mas as alginas, um componente das algas marinhas, foi
primeiramente descoberto pelo quimico inglés E.C.C. Stanford em 1880,

Em 1896, A. Krefting preparou o acido alginico puro. Em
1929, a Keleo Company comegou a produgiio comercial de alginatos ¢
introduziu a algina solivel em leite como um estabilizante de sorvetes em
1934. Em 1944, o propileno glicol alginato foi desenvolvido.

Algina ¢ um polissacaridec encontrado em todas as algas
marinhas marrons, as quais crescem em terras rochosas ou em areas
ocednicas limpas e de fundo rochoso.

Somente poucas espécies de algas marrons sdo usadas para
produgdc comercial de algina.
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A principal fonte de fornecimento mundial de alging é a
espécie Macrocystis pyrifera, encontrada ao longo da costa da América
do Norte e do Sul, Nova Zelandia, Australia e Africa.

Outras espécies de algas usadas para a fabricagfio de alginas
sdo: Ascophyilium nodosum e espécies de Laminaria e Eckionia.

A algina existe na parede da célula como uma mistura de
sais insoliiveis (calcio, magnésio, sodio, potassio do acido alginico). O
dcido algimco ¢ wm composto linear de alto peso molecular formado
exclusivamente de dcido D-manurdnico e L-gulurdnico.

A algina é usada em alimentos e aplicacdes industriais gerais
devido ao seu comportamento coloidal dnmico e sua capacidade para
gspessar, estabilizar, emulsificar, suspender, formar filmes e produzir
géis.

Algmatos puros sdo dissolvidos em 4gua destilada formando
solugBes homogéneas com caracteristicas bem fluidas. As vanéveis
fisicas que afetam a propriedade de fluidez das solugdes de alginato sdo:
temperatura, tamanho do polimero, concentragdo ¢ a presenga de
solventes misciveis em dgua destilada.

As varidveis quimicas que afetam as solugdes de algina sdo:
pH e a presenga de sequestrantes, sais monovalentes, cations polivalentes
¢ compostos quaternarios de aménio.

Devido ao seu alto peso molecular e rigidez molecular, o
alginato de s6dio forma solugtes de alta viscosidade aparente, até mesmo
em baixas concentracdes.

Polimeros de algina reagem com muitos cations polivalentes
{exceto magnésio) para formar ligagbes cruzadas. Quando a quantidade
do ion polivalente aumenta, a solugdo de algina fica mais viscosa, entdo
gelifica ¢ finalmente precipita.

Uma estrutura proposta do gel alginato no qual ions de
calcio estdo ligados entre 0s segmentos assoc%ados da cadeia do polimero
¢ mostrado a segurr.

Figura 1: Estrutura pmp@?a a ¢ gel de alginato de cilcio

(53)
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Devido a sua aita afimdade por agua, sua total auséncia de
toxicidade e sua habilidade de formar solugdes viscosas e géis, alginatos
tem sido amplamente utilizados.

Mais recentemente, sua habilidade de formar géis muito
rapidamente na presenga de ions calcio sob condigdes extremamente
brandas tem sido explorada para imobilizagdo de particulas de enzimas.

As figuras 2, 3 e 4, a segwir, mosfram as estruturas
conformacionais dos dcidos manurdnico ¢ gulurnico que formam as
cadeias lineares do polimero de algmato, assim com o seu arranjo imais
comum ¢ o de copolimero em bloco onde longas sequéncias
homopoliméricas de residuos do acido manurdnico (blocos M-M) ¢
sequéncias similares de residuos do acido gulurénico (blocos G-G) estdo
espagadas por sequéncias de composigdo mista (blocos M-G):

MMMMMM-MGMGMG-GGGGGG

OH

Figura 2 : Estrutura Conformacional do Acido Manurbnico ¥
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Figura 3: Estrutara Conformacional do Acido Gulurénico ©¥
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1.3) TECNOLOGIA DA LIBERACAO CONTROLADA(0.13.23.44.45.46)

A tecnologia de liberagdo conirolada se tornou mais
conhecida durante a década de 80 como wuma metodologia
comercialmente sélida.

A realizagdo de uma liberagdo reprodutivel de um agente,
dentro de um meio especifico ¢ sobre um extenso periodo de tempo, tem
muitos méritos significativos. O mais significativo € a criagdo de um meio
desejado com resposta Otima, efeitos colaterais mimmos ¢ eficacia
prolongada.

Considera-se portantc que esta ¢é wuma tecnologia
relativamente nova, a qual requer uma abordagem cientifica
interdisciphinar.

Sistemas poliméricos de hberacdo controlada t©m sido
usados para uma grande série de substincias em um grande nimero de
meios, sendo que sua aplicagdo mais popular tem por objetivo principal a
admmistracdo terapéutica efetiva de drogas por um extenso periodo de
tempo.

Estas técnicas sfo uteis também em agricultura para criar um
meio continuo de liberagdo de nutrientes do solo, de inseticidas, de
herbicidas e outros.

Por muitos séculos, farmacologistas tem tido interesse na
liberagdo de agentes bioativos, mas, até recentemente, O sucesso era
limitado as pomadas e cataplasmas (papas medicamentosas que eram
aplicadas entre dois panos a uma parte do corpo para resolver problemas
de inflamagdes).

Durante a década de 60 uma abordagem sistematica maior
para o0 modelo e a preparagio de novos sistemas de liberacdo comecgou a
ser feita ¢ durante a década de 70 se tornou evidente gque um esforge
interdisciplinar envolvendo quimica, ciéncia dos polimeros, engenharia ¢
ciéncias basicas de satide era necessanio.

Assim, o desenvolvimento desta nova tecnologia comecou
envolvendo companhias pequenas. Entretanto, durante a década de 80,
houve um maior interesse das companhias guimicas e farmacéuticas de
maior porte que adquiriram uma tecnologia significativa através de
licengas € compras das pequenas companhias de risco.

Abordagens mais novas e sofisticadas para a liberacio
controlada estdo sendo continuamente desenvolvidas, podendo se
encontrar muitos artigos na literatura sobre o tema.
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Um sistema de liberagdo farmacéuticamente ideal libera a
droga somente quando ¢ onde e¢la ¢ necessaria e na concentrag8o
apropriada para o efeifo terapéutico desejavel.

Neste sentido, sistemas poliméricos para a liberacio
conirolada em geral tém sido bastante explorados.

Farmacos em potencial, sem uso porque sdo instaveis,
podem vir a ser drogas vidveis se¢ liberadas por um sistema de hiberagio
controlada adequado.

Muitas vezes, ¢ desejavel controlar a liberacdo do agente
farmacologicamente ativo para manter a concentracdo terapéutica do
sangue sem alcangar niveis toxicos. Isto € geralmente descrito como
liberagdo de ordem-zero, como € esquematicamente ilustrado na figura
5b abaixo em comparacdo com a figura 5a, que representa o sistema de
doses repetidas.

Nestes casos, a liberagdo pode ser realizada por bombas
osméticas, por bombas mecénicas, por difusfo através de uma matriz
polimérica, por difusio através de uma membrana ou através de sistemas
biodegradavéis. E conveniente lembrarmos gque certas matrizes
poliméricas contém ligagbes enzimaticas ldbeis ou hidroliticas gque ao
serem rompidas ddo origem a corrosio da matriz induzindo a liberacio
do agente ativo.

Sistemas poliméricos de hberagdo controlada podem ser
classificados como*13.23.46);

a) sistemas de drogas poliméricas

b) sistemas controlados quimicamente

¢) sistemas de difusio controlada.
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Mivel Toxico

Bl o g —a o

Figura 5a: Sistema de Doses Repetidas
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Figura 5b: Sistema de Liberacio Controlada Ideal
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a) Sistemas de Drogas Poliméricas: Sistemas de drogas
poliméricas incluem macromoléculas gue contém uma atividade biologica
propria ¢ macromoléculas que servem como carregadores para as
drogas.

Drogas Poliméricas: O desenvolvimento das areas de bioquimica e
biologia molecular tem resultado na elucidagfio da estrutura e fungdo de
muitas moléculas poliméricas fiteis no fratamento de organismos vivos.
Consequentemente, tem sido realizadas sigmficativas pesquisas,
considerando a sintese e as propriedades de polimeros fisiologicamente
ativos.

E possivel preparar macromoléculas com estrutura pré-determinada, peso
molecular desejado e grupos funcionais especificos. As vantagens das
drogas poliméricas s3o que os polimeros exibem acdo demorada,
atividade prolongada, decréscimo da taxa do metabolismo da droga e
excrecdo da droga.

A atividade bioi6gica demonstrada por compostos poliméricos pode ser
resultado do préprio polimero, como € o caso dos polidnions, feitos de
mondmeros inativos, ou pode ser resultado da polimerizagdo ou
copolimerizacgio de uma conhecida droga monomeérica ativa.

Por exemplo, um copolimero uréia-formaldeido, conhecido pelo nome
comercial de Anaflex, tem sido usado como agente anfibacterial e
antifungos.

Outras drogas poliméricas em uso sio mostradas na tabela descrita a
Seguir:

Tabela 1) Aplicacbes Médicas das Drogas Poliméricast®

APLICACOES SISTEMA POLIMERICO
polimeros quaternarios de amdnio

agente antibacterial polimeros polianiénicos
polipeptideos

agente antifungos polimeros polianiénicos

agente antiviral polimeros uréia-formaldeido

agente antitumor polimeros polianidnicos
polimeros quaternarios de amdnio
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anticoagulante polimeros pohanidnicos
heparina
tratamento antisilicose poli-(N-6xido)

Muitas drogas monoméricas ativas perdem sua atividade na forma
polimérica, mas outras exibem elevada atividade. Por exemplo, a maioria
dos aminoacidos ndc extbem atividade antibacterial na forma de
mondmero, mas se tornam muito ativos quando polimerizados e
administrados como sais catidnicos.

O exemplo mais notavel ¢ a L-lisina, a qual nfo tem atividade
antibacterial aparente como monémerc mas € muito ativa contra
Escherichia coli ¢ Staphylococcus aureus como poliamida. Um grande
ntiimero de polimeros e copolimeros tem sido preparados de diferentes
drogas ativas como mondmeros. Este estudo concluin que polimerizaciio
ou copolimerizagdo de drogas podem aumentar, dimunuir, ou nio ter
efeito na atividade biologica do material resultante. A polimerizacdo de
drogas monoméricas afivas tem em muitos casos toxicidade diminuida,
mas pode também ter efeito oposto.

Em sistemas de drogas poliméricas, as varidveis mais importantes que
aparentemente regulam a atividade biolégica so: estrutura molecular ¢
estereoquimica. Estes dois fatores estdo evidentes na maior parte dos
sistemas poliméricos devido ao Peso Molecular, propriedades
copoliméricas, enrolamento e dobramento de cadeias, ligagGes cruzadas,
taticidade e caracteristicas eletroliticas.

Certas propriedades caracteristicas dos sistemas poliméricos podem estar
correlacionadas com a atividade bioldogica. Consequentemente, mais
detalhes de estudos estrutura-reatividade de drogas poliméricas sdo
necessarios para servir como base para um futuro modelo de droga.
Drogas pohiméricas tem sido extensivamente aplicadas em tratamentos de
cancer. Polifinions sintéticos tem mostrado excelente potencial em muitos
estudos. Muitos polimeros de acidos carboxilicos possuemn atividade
antitumor, mas sfo tOXicos.

Carregadores de Drogas Poliméricas ocu Drogas Poliméricas
Conjugadas:

A maior parte dos medicamenfos sio micromoleculares em tamanho
guando comparados aos polimeros e, portanto, sdo relativamente livres
para difundirem-se através dos sistemas biologicos. Consequentemente,
tem sido dificil a administragfo de drogas de forma localizada, ficando
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concentrada denfro de um tecido ou oOrgio desejado. Uma das saidas
viaveis para isto tem sido a interagdo de polimeros, que possuem difusdo
fenta, com agenies farmacolégicos na tentativa de se obter um
biopolimerc com atividades farmacologicas distintas. Estes carregadores
poliméricos de drogas tém exibido propriedades desgjaveis tais como:
liberacdo lenta de drogas e atividade prolongada.

E conveniente lembrar que o agente farmacologico é aquele responsavel
pela resposta fisiologica ¢ ele pode estar ligado permanentemente 3
matriz polimérica por uma ligagfio estavel, do tipo covalente, entre a
droga e o polimero ou pode estar ligado temporariamente, via forcas
secundarias, e ser removido por hidrolise ou por um processo enzimatico.
O sistema de transporte para estes carregadores poliméricos de drogas
soltiveis pode ser feito de modo especifico para determinadas células de
um tecido pela presenga de grupos semsiveis ac pH ou componentes
receptores ativos, 1sto €, antigeno-anticorpo.

Grupos solubilizantes tais como carboxilatos, aminas quaternarias e
sulfonatos sdo adicionados para aumentar a hidrofilicidade e solubilidade
de todo o sistema macromolecular em meio aquoso, enquanto que grupos
alquil ajustam a hidrofobicidade ¢ solubilidade em regiGes lipidicas.

A especificidade de polimeros farmacocinéticos ¢ devido ac seu aito
Peso Molecular, o que impede o transporte através de certas barreiras.
Portanto, pelo controle do Peso Molecular do carregador polimérico de
drogas € possivel regular a passagem da droga pelo cérebro, sua
excrecdo pelo rim ou seu actmulo no bago, figado ou oufros drgdos.

A aplicacfio de fundamentos da teoria de transporte macromolecular para
biopolimeros ¢ tecidos bioldgicos tem sido feita com sucesso, em
planejamento, fabricacio ¢ predicdo da performance "in vive” de
sistemas de liberagdo controlada. Consequentemente, usando-se somente
a vanacgio de Peso Molecular, carregadores poliméricos de drogas tem
sido desenvolvidos com um desempenho especifico maior do que a droga
sozinha. Por outro lado, muitas outras varidveis tais como a composi¢ao
da cadeia polimérica, estrutura, caracteristica eletrolitica ¢ solubilidade
que podem ter efeito no comportamento do polimero precisam ser
levadas em «conia e wusadas como condigbes favoraveis ao
desenvolvimento de um novo carregador polimérico de drogas.

Quando se tabalha com sistemas deste tipo € preciso ter em mente que as
condigSes das reagBes quimicas usadas para ligar a droga ao polimero
nfio devem afetar a atividade bioldgica da droga.

LigagcOes temporanas do farmaco ac polimero, isto é, as que envolvem
ligacOes hidrolisavess tais como anidrido, €ster ou acetal sfo necessarias

i1
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se a droga é afiva somente na forma livre. Uma droga ativada somente
depois de ser desligada da cadeia polumérica é chamada pro-droga, como
¢ o caso de agentes com funcio intracelular,

Por sua vez, ligagtes permanentes com as drogas sdo geralmente usadas
quando a droga exibe atividade na forma ligada.

Um espectro enorme de aplicagdes para sistemas de carregadores de
drogas especificos tem sido sistematicamente amphiado. A utilizacdo do
conceito total, o qual inclui a biocompatibilidade droga-carregador com
células especificas, liberacio controlada de drogas e biodegradabilidade
sdo sistemas de administragdo de drogas de alto potencial, no futuro.

b) Sistemas Controlados Quimicamente: Em sistemas de
liberagdo quimicamente controlada, a liberagdo do agente farmacologico
¢ feita em meio aquoso.

Sistemas Poliméricos Pré-Drogas: Pro-drogas sdo compostos que néo
sdo fisioclogicamente ativos como estdo constituidos. Sua atividade €
adquirida por uma ligacdo 1abil que ¢ removida "in situ” por enzimas
hidroliticas para liberar o agente ativo. Consequentemente, pro-drogas
podem ser ligadas ao polimero de modo similar a0 método usado para
carregadores poliméricos de drogas. A forma inativa ¢ entdo convertida
em um agente ativo. Pro-drogas sdo usualmente preparadas pela
polimerizagdo de uma droga conhecida e que é modificada pelo efeito da
ligacio labil ao polimero.

Embora hajam muitas ligacbes quimicas hidrolisaveis, somente algumas
s3o tteis devido as suas taxas de hidrélise. A maior parte das ligacdes
predominantes sdo: anidridos, alguns ésteres ¢ uma pequena sequéncia de
aminoacidos.

Sistemas Biedegradaveis: A liberacfio de uma substincia por meio da
biodegradacdo polimérica é uma tecnologia que tem sido utilizada
habilidosamente. Usualmente a matriz polimérica contém ligagdes labeis
enzimaticas ou hidroliticas ¢ como ¢ polimero ¢ destruido devido a
quebra destas ligacGes, o agente encapsulado ¢ liberado.

1z
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A maior vantagem destes sistemas € que nfo requerem cirurgia para
remover o polimero apds o pericdo de administracdo da droga pois os
produtos de degradagdo/erosfio deverfo ser atdxicos ¢ efetivamente
eliminados do organismo.

Os materiais biodegradéveis mais comumente usados sfo: poli(acido
latico), poli(acido glicdlico) ¢ copolimeros de acidos latico e glicdlico,
todos os quais podem ser hidrolisados & metabélitos naturais. Quiros
polimeros  dteis sdo: policaprolactona, poli(aminodcidos),
poli(ortoésteres) e poli{anidridos).

Trés mecanismos principais controlam a erosic do polimero: (1)
solubilizacdo de polimeros solaveis em agua devido as ligacGes cruzadas
hidroliticamente instaveis, as quais sdo, entdo, quebradas "in situ” ; (2)
solubilizagdo de polimeros insoliveis em 4gua por hidrdlise "in situ” |
ionizagdo ou mudangas de pH; e (3) solubilizagio de polimeros
hidrofobicos por quebra "in situ” do polimero para produzir moléculas
menores soliiveis em Agua.

Embora estes mecanismos sejam independentes, o processo de erosio
pode ocorrer através de uma combinacfio de varios mecanismos. Em
adig¢fo, erosdo pode ocorrer como um processo homogéneo ou como um
processc heterogéneo. Frosdo homogénea ocorre guando a hidrdlise
procede a uma taxa uniforme por toda a matriz. Neste caso, a
permeabilidade da droga pode aumentar por meio de uma combinacio
dos mecanismos de difusdo e erosdo. Entretanto, o processo de erosio
heterogéneo mais desejavel limita-se a hidrolise na superficie do
“expedient”. Este método de erosfo de superficie pode produzir
liberagfio de ordem-zerc do “expedient” que tem uma drea superficial
constante.

Este sistema de hberacdo de drogas foi onigmalmente planejado para
transmitir agentes farmacoldgicos diretamente na corrente sanguinea, sem
admimstracio de doses repetidas ou transfusio sendo particularmente 4til
na liberag@o de antibisticos, analgésicos e quimioterapicos.

O proposito do polimerc biodegradavel é funcionar como uma matriz
para a droga e entfo degradar de modo controlado, biberando a droga,
como ¢ ilustrado a seguir (fig.6 )13

i3
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Figura 6: Sistema Biodegradavel. (a) Tempo=0; (b) tempo=1; (c)
tempo=2.

¢) Sistemas de Liberacio por Difus@o: Os sistemas de
hiberagdo de drogas por difusdo podem ser divididos em dois tipos: de
matriz ou de reservatorio.
O sistema de reservatorio € composto de uma cavidade interna ou
deposito que contém o excipiente, o qual estd rodeado por uma
membrana semi-permeavel que controla o fluxo ou liberagdo. A
membrana, neste caso, € quem cortrola a difusio (fig.7a).
O sistema matriz ¢ também conhecido como sistema monolitico; o agente
biolégico esta contido na forma de um semi-sdlido ou disperso dentro da
massa polimérica (fig.7b). Neste sistema, o composto ativo ¢ dissolvido
ou misturado mtimamente com o polimero, ¢ qual serve como matriz,
Ambeos os sistemas tem vantagens e desvantagens. O sistema de matriz ¢
facil de fazer, pode liberar drogas de alto Peso Molecular, nio apresenta
perigo de rupturas ou vazamentos e pode ser biodegradavel. Entretanto, a
liberacio da droga pode nfo ser constante.
O sistema de reservatério da wma taxa de liberacfo constante ou de
ordem-zero, mas € muito caro de fazer ¢ rupturas ou vazamentos sdo
riscos em potencial.
Membranas pohiméricas usadas para a difusfo de drogas podem ser
Macroporosas, microporesas ou nfo-porosas. O proposito da liberagio
controlada € prover um fornecimento mais constante e cauteloso da
droga. Ambos os sistemas, de reservatorio ou de matriz, podem fazer
1sto.
No plangjamento de um sistema de liberagio controlada de drogas,
fatores como nivel terapéutico minimo da droga requerida; a taxa de
remogio da droga do corpo, a cinética e o mecanismo de hiberagio da

i4
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droga e as restrigdes fisicas € quimicas no sistema de liberag8o devem ser
considerados.

Os requerimentos basicos para os polimeros ndo biodegradaveis usados
SA0:

- estabilidade 2 produtos quimicos ou clivagem hidrolitica,
- boas propriedades mecinicas,

- ser atdxico,

- ndo carcinogénico e

- néo ter reagles inflamatérias com os tecidos.

Alguns polimeros comumente usados sfo 0s seguintes:

- Poliésteres: poli{acido glicolico), poli(acido latico), copolimero(acido
ghcodlico-latico), e policaprolactona,

- Poliortoésteres: polidioxialquiltetrahidrofurano e

- Poliacidos: copolimeros(olefina-amdridomaleico), poli{acrilatos) e
poli{metacrilatos).
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Figura 9: Difusdo Através de uma Membrana Permeavel
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2.1) IMPORTANCIA DO SISTEMA DE LIBERACAQ
CONTROLADA DE DROGAS

A primeira metodologia de liberagdo controlada foi
desenvolvida em 1962 ¢ fo1 baseada na difusdo de pequenas moléculas
(Peso Molecular < 500) através da parede de um tubo de borracha de
silicone. O problema da liberag8o controlada de grandes moléculas tais
como as proteinas ndo foi resolvido até wm pouco mais que uma década,
quando for descoberto que microcanais eram formados ao redor de
proteinas hofilizadas embebidas em polimeros tais como: copolimerc de
etileno-acetato de vinila (EVA) ¢ polithidroxietilmetacrilato) (p-HEMA).
Estes estudos levaram ao desenvolvimento de um implante contraceptivo
de cinco anos de duragio, o Norplani,

O primeiro sistema de liberagdo controlada foi relatado por
Folkman e Long “» em meados de 60. Eles sugeriram que poderiam
encapsular lidocaina, uma droga cardio-regulatoria, dentro de um tubo de
borracha de silicone e implantd-la no miocardio de um animal em
experi€ncia. A liberagdo da droga seria sob um periodo prolongado de
tempo com alguma medida de controle do ritmo miocardial.

Apos observacdes feitas, eles sugeriram que a lidocaina era
liberada por wn mecanismo de dissolugdo na borracha de silicone ¢
subsequente difusdo através dela dentro do miocardio. Em breve,
endocrinologistas desenvolveram um sistema de Iiberagdo de drogas com
um principic semelhante para uma grande variedade de hormoénios
esteroides, os quais exibiam alta solubilidade lipidica.

O interesse comercial no desenvolvimento de sistemas de
liberagdo controlada de drogas resultou na formacdo de companhias de
desenvolvimento de produtos e das quais alguns produtos tem emergido.

Houve, entdo, uma grande expansfo de atividades nesta
area, em parte devido a grande disponibilidade de produtos farmacéuticos
que exibem um resultado terapéutico superior quando administrados
continuamente.

Entretanto, as aplicagSes para estes novos biomateriais € as
confribuigSes gue os cientistas de materiais podem oferecer para os
complexos problemas provenientes dos sistemas de liberacido controlada
de drogas ainda nfo tem sido discutidos extensivamente em encontros
sobre biomateriais“o.
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Formas convencionais de admimistracdo de drogas sdo geral-
mente feitas em pilulas, gotas, unguentos e sclugGes intra-venosd*,

Entretanto, um grande nimero de novas abordagens sobre
hberacdo de drogas tem sido desenvolvido. Estas abordagens incluem
modificacio da droga por meios quimicos, encapsulamento da droga em
pequenas vesiculas que sfo injetadas na comrente sanguinea e
encapsulamento das drogas dentro de materiais poliméricos que sdo
colocados no compartimento desejado do corpe como por exemplo no
olho ou sob a pele. Estas técnicas tem levado a sistemas de hiberagdo que
melhoram a satde humana ¢ a continuidade destas pesquisas pode ajudar
a solucionar a forma de liberacdo de muitas drogas de grande interesse.

A explosio de pesquisas nesta area pode ser devida a
fatores como:

1) drogas mais novas ¢ mais complexas como as proteinas
estdo se tornando disponiveis através da engenharia genéfica e a
liberagdo destas drogas ¢ frequentemente mais complicada que as drogas
convencionais, necessitando de novos mecanismos de liberacio;

1) muitas drogas, velhos produtos farmacéuticos ou novas
entidades moleculares podem ser administradas de modo que nfo
somente melhorem sua seguranga e eficacia mas, em muitos casos, sejam
permitidas novas ferapias;

i1} ha uwm aumento da consciéncia que modelos de liberagio
de drogas, continuo x doses repetidas, afetam significativamente as
respostas terapéuticas;

iV} 0 gasto excessivo para se criar produtos farmacéuticos
que sejam uma nova entidade molecular pois o custo ¢ menor para
melhorar a liberagdo de uma droga ja existente. Muitas vezes isto € visto
como um melhor mwvestimento;

v) avangos na ciéncia dos materiais e biotecnologia estfo
permitindo o desenvolvimento de novos métodos fisicos e quimicos para
a liberagdo de drogas.

O sistema de liberacfo controlada oferece vantagens sobre
as terapias de drogas convencionais®4346, Por exemplo, depois da
imgestdo ou mjecdo de uma dosagem da droga de forma padrio, o nivel
da mesma no sangue awmenta, atinge wm pico maximo ¢ entio decai.
Uma vez que cada droga tem uma faixa terapéutica acima da qual ela é
toxica ¢ abaixo da qual ela € ineficaz, niveis da droga oscilantes podem
causar periodos alternados de ineficacia e toxicidade
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Em contraste, a hberagdo controlada mantém a droga no
nivel terapéutico desejavel, por uma unica administracdo. Outras
vantagens em potencial da liberacfo controlada mcluem:

1) bberagio localizada da droga num compartimento
particular do corpo, de modo a abaixar o nivel sistémico da droga;

i) preservagdo dos medicamentos que sdo rapidamente
absorvidos pele corpo; isto € particularmente importante para moléculas
biologicamente sensiveis tais como as proteinas, €

111) aumento do bem-estar.

O wuso de polimeros para liberagic de esterdides
contraceptivos tem sido amplamente estudado®*#6. Quatro  tipos  de
sistemas tem sido examinados; ou seja:

1) implantes de reservatério subdermal compostos de
polimeros nio degradaveis que liberam a droga por 5 anos, por exemplo
o Norplant. Estes sistemas, bascados em estudos de difusdo através da
borracha de siliconet®, estdo aprovados para uso em 15 paises;

1i) implante subdermal ou microesferas injetdveis compostas
por materiais degradaveis tais como copolimeros de 4cido latico ¢ acido
glic6lico ou policaprolactonas;

i} liberagdo intrauterina de esteréide, tal como o
Progestasert, nin copolimero reservatorio de etileno-acetato de vinila que
contém 38 mg de progesterona, uma quantidade suficiente para uma
liberacdo no local apropriado de 65 Mg por dia por aproximadamente 1
ano;

tv) anéis na vagina que sdc sistemas reservatérios de
silicone usados para um periodo de 3 4 6 meses.

Por muitos anos, as pesquisas s¢ concentraram sobre a
descoberta de compostos potentes com novos tipos de atividade
biologica®46. Enquanto isto continua a ser uma importante drea de
pesquisa, mais e mais atencdo € dada a maneira pela qual estas drogas
sdo hiberadas.

Uma maneira considerada atualmente como um meio efetivo
de liberagd3o de drogas € a incorporagio das mesmas em polimeros
solidos tais como borracha de silicone e copolimero etileno-acetato de
vinila, dentre outros.

(s sistemas de liberagdo controlada podem ter aplica¢fes na
area médica, na agricultura e nos produtos alimenticiog#.

As principais vantagens de tais sistemas sob o ponto de vista
clinico sdo as seguintes:
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1} o nivel de droga no plasma € continuamente mantido em
um nivel terapéutico desejavel;

2} efeitos colaterais de administracio sistémica podem ser
reduzidos ou eliminados por uma administragfo local de um depésito
polimero-droga;

3) a administragdo de drogas pode ser melhorada e facilitada
em areas pouco privilegiadas onde uma boa supervisdo médica nio esta
disponivel;

4) drogas que tem tempo de meia-vida curto i vivo podem
ser protegidas da degradagdo;

5) pequenas doses continuas da droga podem ser menos
dolorosas do que varias doses grandes da mesma;

6) a colaboragio do paciente pode ser melhorada e

7} a liberacdo de drogas por este método € economicamente
mais vantajosa por se ter um menor desperdicio desta.

Exemplos de aplicacdo na drea médica“e:

- Aplicagdo dentdria: hd um consideravel interesse no
desenvolvimento de sistemas para a liberagdo controlada de fliior para
evitar caries dentarias.Varios sistemas tem sido produzidos que podem
ser ligados aos dentes ¢ sdo capazes de liberar flior por cerca de 6
mMeses.

- Liberagdo de insulina: diabéticos normalmente requerem
injegdes de msulina uma ou duas vezes ao dia. Além desta forma ser
mcoveniente, este método de administragdo resulta em picos elevados e
vales no nivel da glicose no sangue, o que pode ser responsavel, em
parte, pelas complicacbes diabéticas. Varios estudos em humanos tem
mostrado que um excelente conirole da glicose no sangue pode ser obtido
usando bombas que liberam mnsulina a2 uma taxa constante, mas sio
capazes de aumentar a taxa antes das refei¢des. Implantes poliméricos
para sistema de liberacdc de drogas poderiam também ser usados para
manter o nivel glicémico nestes pacientesss),

- Sistemas contraceptivos: dois principais tipos de sistemas
de liberac@o controlada de contraceptivos tem sido desenvolvidos. O
primeiro tipo consiste em um sistema polimérico de liberacdo de
estrogeno que pode ser inserido dentro do dtero ou da vagina
minimizando significativamente a dose sistémica € o© sangramento
menstrual, comparado com os métodos infra-uterinos convencionais. O
segundo tipo consiste em um implante subdermal, o qual é composto de
um  polimero  biodegradavel, tal como poli{acido  latico),
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poli{caprolactona), poli{aminodcidos) ou poliortoésteres. Neste caso, ©
implante libera a droga anticoncepcional por erosdo; o proprio implante
¢, em alguns casos, totalmente absorvido pelo organismo. Em ambos os
tipos de sistema, os implantes sdo planejados para liberar a droga por
cerca de um anote),

- Imunizacdo: Métodos convencionais para imumzagio de
animais e humanos geralmente requerem multiplas injegdes e
frequentemente causam irritac3o dos tecidos. Em alguns casos, como no
tratamento de alergias, aplica¢Oes tem que ser feitas semanalmente por
um periodo de varios anos. Através de estudos realizados por R. Langer
e I Preis™, foi considerado que polimeros para liberagiio controlada
poderia ser um meio simples, seguro e efetivo de imunizagfo atuando
como uma série de continuas mini-aplicagdes. Pequenas pilulas mjetaveis
(0,3 mm?) de um copolimero etileno-acetato de vinila contendo 100 Mg
de um antigeno-teste, albumina bovina, foram colocadas
subcutaneamente em ratos. A resposta imune estimulada pela liberacio
do antigeno foi comparada ao método convencional de imunizagfo de
animais, isto €, duas injegdes de albumina bovina em uma suspenséo de
oleo em agua contendo bactérias para estimular a respostz imune. A
resposta imune induzida pelo antigeno no polimero foi comparavel ou
superior aquela induzida pela mesma dosagem de antigeno usando a
técnica convencional. Além disto, nenhuma wrritac8o dos tecidos for
causada pelo sistema de liberagdo controlada. Este procedimento de
imunizacdo foi efetivo para outros antigenos com uma ampla faixa de
peso molecular®s),

- Qutras aplicagdes:  anticoagulantes, drogas para use
veterinario, sistema ocular (liberac@io de pilocarpina para tratamento de
glaucoma®), etc.

- Na agricultura: pesticidas e fertilizantes agricolas sdo
responsavels por 60% do total da producdo de alimentos nos Estados
Unidos. Infelizmente, o uso madequado destes produtos quimicos pode
causar sérios problemas de contaminagfo pois os procedimentos padrdes
de administragio como no caso dos sprays, resultamm em terras
improdutivas devido ao excesso de agente ativo utilizado. Portanto,
algum procedimento gque minimize a dose total € desejavel como por
exemplo a liberacfio controlada cujos resultados mostram que € possivel
reduzir a dosagem necessaria de agentes quimicog®),

- Aplicacdes em alimentos. a maior aplicaco da tecnologia
de liberacdo controlada por sistemas poliméricos em alimentos tem sido a
liberacdo de ingredientes, inchundo aditivos para alimentos. Exemplos
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mais importantes s#o as seguintes; o encapsulamento e liberacdo
controlada de compostos aromatizantes naturais /ou sintéticos durante a
preparacdc ou consumo de alimentos; a protecdio de componetes
sensiveis a agua ou ac oxigénio; os quais mcluem aromatizantes,
vitaminas e outros ingredientes biclogicamente ativos € ¢ isolamento de
reativos ou ingredientes cataliticos até que sua liberagio seja desejada. A
tabela 2 a seguir ilustra algumas aplicacdes médicas do sistema de
liberacdo controlada®;
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Tabela 2) Algumas Aplicacdes Médicas

de Sistemas de Liberacdo

Controlada.
Doencaou | Droga Polimerc | Taxa de Duragiio Local do | Condigo
tratamento Liberacao Implante
Gilaucoma | Pilocarpina | Etileno- 20 micro- 1 semana Conjuntiva | sendo co-
acetato de | gramas/h {ctho) mercia-
vinila hzado
Controle da | Progeste- Etileno-~ 65 micro- 1 ano Utero sendo  co-
Natalidade | rona acetato de | gramas/dia mercia-
vinila lizade em
{Progestasert) i5 paises
outros este- | copolimero | 10-100 & meses/ Sub-
réides acido micro-gra- | 1 ano cutaneo animal e
latico gli- | mas/dia testes  cli-
colico nicos
Poli-orto
ésteres
Poli-ammo
acidos
Poli-ure-
tana
Diabete Insulina Etileno- 100 micro- | 1 més Sub- testes
vinil- gramas/dia cutdneo somente em
acetato ratos
Imunizacdo | Antigenos | Etileno- 0,5 micro- | 6 meses Sub- testes
vinil- gramas/dia cutaneo somente
acetato £1m Iatos
Carie Fluoreto Poli-2- 6 meses dentes tesies
Dentaria hidroxietil- clinicos
metacrilato
Anti-coa- Heparina {e | Poli-2- Varigvel Vanavel Geral In vitro
gulacdo em alguns | hidroxietil
casos pros- | metacrilato
taglandina)
Céancer Testostero- | Silicone 1 ano Sub-cutd- | Testes
(Progtata) | na neo clinicos
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2.2) IMPORTANCIA DOS HIDROGEIS EM SISTEMAS DE
LIBERACAO CONTROLADA DE DROGAS

O wuso de polimeros hidrofilicos ftridimensionais com
ligacdes cruzadas para a manufatura de implantes cinirgicos ¢ lentes de
contato foi primeiramente proposic por Wichterle ¢ LimG®. Quando
polimeros hidrofilicos tridimensionais estio em equilibrio com 2 agua ou
em uma solucdo aquosa, obtém-se hidrogéis com propriedades muito
atrativas.

Eles podem ser preparados por uma variedade de métodos
quimicos, utilizando polimeros naturais e sintéticos® ¢ em uma grande
variedade de formas fisicas tais como filmes, 14minas, pérolas e tubos.

Um exemplo tipico de hidrogel convencional € o
poli(hidroxietilmetacrilato) ou poli-HEMA preparade com wuma
concentragdo de mondémero 2-Hidroxietilmetacrilato (HEMA) maior que
50%. Hidrogéis com tamanho de poros significativamente maior que os
hidrogéis convencionais s3o chamados de hidrogéis "macroporosos”.
Eles sdo caracterizados por grande tamanho de poros, grande volume de
poros ¢ grande drea de superficie especifica.

Hidrogéis de poli-HEMA preparados com uma concentrago
de mondmero inferior & 40% servem como definigdo de hidrogéis
mMacroporososed),

Devido a estrutura aberta dos géis no estado entumescido,
pequenas moléculas contaminantes do polimero serfo difundidas para
fora do implante de hidrogel mais facilmente do que de implantes
plasticos ndo entumescidos ou borrachas.

Os hidrogéis sdo também materiais ideais para membranas
de coémea. Eles podem ser obtidos transparentes e macios, ¢ tem uma
permeabilidade maior 3 agua do que outros plasticos sintéticos. A
transparéncia, com certeza, € essencial para implantes na A4rea
oftalmolégica. Maciez e flexibilidade sdo também de fundamental
importancia para tolerancia por longo tempo do implante em contato
proximo com um tecido macio. Um certo grau de permeabilidade a agua
e metabdlitos € também importante para um bom implante de cdmea.
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Um hidrogel natural, a gelatina, tem sido usado em
formulages farmacéuticas por mais de um século ¢ € bem conhecido no
formato "macic” ou em capsulas de gelatina-dura.

Os modernos hidrogéis de polimeros sintéticos tem uma
ampla capacidade para problemas especificos ¢ a habilidade dos
cientistas de polimeros de fazer os polimeros e os dispositivos de
utilizacdo deles, levardo a uma consideravel expansdo do uso destes
materiais no futuro. Atualmente existe um nfimerc considerdvel de
pesquisas que estdo sendo realizadas no mundo todo. Exemplos
interessantes tem surgido, dentre os quais podemos citar o
desenvolvimento de um sistema polimérico composto do copolimero
etileno-alcool vinilico (EVAL), capaz de liberar insulina in vivo em ratos
diabéticos, através de mradiagdo ultra-som externa, relatado por
Miyazaki e outros®® Quando os ratos diabéticos receberam o implante
subcutdneo de EVAI contendo insulina e foram expostos a irradiacfo
ultra-som, observou-se uma notavel queda do nivel de glicose no sangue
apoés a irradiagdo, indicando uma rapida taxa de liberagdo de insulina no
sitio implantado.

Um trabalho muito interessante feito por Miyakazi e
outros®d comparou ¢ potencial de granulos de chitosan, usados como
forma oral de liberagfo de indometacina com ¢ método convencional na
forma de capsulas. Foi observada, in vivo, a liberacdo da mdometacina
depois da administragdo oral em cachorros do produto encapsulado com
os granulos de chitosan. Quando a capsula comercial foi administrada
oralmente, a concentracdo no plasma atingiu um nivel maximo em 30
minutos, enguanto que com os granulos ndo foi obtido um pico nitido de
concentracfo no plasma, mas apenas um platé de concentragio da droga.
Segundo os pesquisadores, isto pode ser devido a lenta taxa de liberagéo
e um tempo de residéncia maior no estOmago. Assim, em termos de
redugdo do pico de concentragio no plasma e conservagio da
concentracio da droga no plasma, os granulos de chitosan foram
superiores as capsulas convencionais.

Chitosan tem sido relatado por ter algumas aplicagSes dteis
no campo farmacéutico e ¢ facilmente preparado por N-diacetilagdo com
alcali da chitina de caranguejos e lagostas, um polimero de ocorréncia
natural de N-acetil-D-glucosamida.

O chitosan tem airaido atengdo como uma matnz para
liberacdc controlada por possuir grupos funcionais reafivos, ser
facilmente degradado por enzimas e seus produtos de degradacio nfo
serem tOxicos®)
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A caracteristica de msolubihdade do chitosan em agua, bem
como em muitos solventes organicos, limita seu uso como carregador de
drogas.

Microesferas de chitosan tendo boa geometnia esférica e
superficie uniforme foram utilizadas como matriz de liberacio de drogas
orais tais como: teofilina, aspirina e griseofulvina. Estas foram
mcorporadas dentro das microesferas de chitosan em fluidos gastricos e
intestinais simulados, in vitro a 37°C. Foi observado que 2 eficiéncia na
incorporagdo das drogas excedeu 80% e que as taxas de liberagdo das
mesmas foram influenciadas pela densidade de ligagSes cruzadas,
tamanho da particula ¢ o carregamento inicial das drogas nas
microesferas %

Em outro trabalho verificou-se que a incorporagdo de uma
macromolécula biolégica como o colageno dentro de um hidrogel de
poli(hidroxietilmetacrilato) resulta em uma boa tolerincia dos tecidos in
Vitro € in vivo.

Foi realizado um trabalho por Jeyanthi ¢ Rao®® onde o
hidrogel politHEMA)-colageno foi cutaneamente implantado em ratos
por cerca de 6 meses ¢ as respostas de curto e longo prazo ao implante
foram estudadas. Os dados histopatolégicos indicaram que o mmplante
subcutdneo do hidrogel em ratos ndc causou nenhuma necrose,
calcificacdo, tumor ou infecgdo no sitio do implante durante este periodo
(6 meses). O hidrogel foi bem tolerado, é atoxico e altamente
biocompativel e o implante mostrou uma leve biodegradacdo, a qual foi
atribuida a presenga do colageno. A biodegradabilidade pode, entretanto,
ser controlada pela variagdo da quantidade de colageno e densidade de
ligagGes cruzadas no hidrogel.

Implantes de colageno-hidrogel poli(HEMA) contendo uma
droga anti-cancer, o S-fluorouracil (5-FU) para verificar sua hiberacéo ¢
sua efichcia em ratos foram feitos por Nagarajan e Rao(33)
subcutaneamente num local proximo ao tumor. O hidrogel mostrou uma
atividade anti-tumor melhor que a atividade da droga (5-FU) livre.

Um sistema subcutdneo de liberagdo de 5-FU foi feito por
Denizli ¢ outros®d. Este sistema consistia numa matriz polimérica de
poli(hidroxaetiimetacrilato-bis-glicol-acrilato), na forma de pérolas de 3
mm de didmetro, as quais foram preparadas por uma polimerizagio por
radiacfo gama & baixa temperatura.

O  ammohexil derivado do copolimero de 2~
hidroxietiimetacrilato e etileno dimetacrilato p(HEMA)-Hex na forma de
particulas esféricas regulares, foi testado como um carregador polimérico
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do agente anti-tumor methotrexate (MTX), segundo mostra o trabatho de
Daniel Horak e outros@b,

O carregador p(HEMA)-Hex-MTX foi colocado no vaso
sanguineo de coelhos ¢ a droga foi liberada por diversos periodos de
tempo como mostra o trabalho. O MTX foi capaz de difundir-se por
varios dias para o foco da embolia endovascular.

Em relaco a administragfo de drogas a rota mais
conveniente ¢ mais comumente empregada ¢ a ingestdo oral. Este tipo de
admmistracdo de drogas estd sujeito a frequentes mudancas de meio no
trato gastrointestinal. Durante seu caminho, a droga passa da parte
gastrica fortemente acida para uma parte intestinal alcalina dentro do
sistema digestivo. Também, como o tempo de esvaziamento do
estOmago varia de paciente para paciente, ha variagSo na quantidade de
droga absorvida.

Devido a estes problemas, atengfo especial tem sido dada a
prolongacio da retengdo da dosagem no estémago. Um meio a ser
empregado seria um sistema de microesferas menos densas que o fluido
gastromntestinal, as quais flutuariam no fluido, prolongando seu tempo de
residéncia no estdmago,

Um sistema de liberagfo de droga por via oral usando
microesferas de policarbonato capazes de flutuar no fluido gastrico, foi
relatado por Thanoo e ouiros®®. As microesferas de policarbonato
carregadas com aspirina, griseofulvina e p-mitroamlina foram preparadas
por uma técnica de evaporagio do solvente. Por este processo, foi
conseguido um carregamento maior que 350% e as microesferas
carregadas com a droga foram encontradas flutuando nos fluidos géastrico
e intestinal simulados, & 37°C. Foi entfio concluido que a liberacdo
controlada de drogas poderia ser efetiva usando este tipo de matriz.

A aspirina € a droga mais amplamente usada no fratamento
e confrole de artrifi reumatica. Entretanto, efeitos colaterais tal como
irritacdo gastrointestinal, tem sido observados devido a altas doses ou
devido a particulas fixadas na mucosa, segundo Hoon®. De acordo com
Levy ¢ oufros®® baixas dosagens por periodos prolongados podem
diminuir a irritagdo gastrointestinal. Um sistema de liberagdo controlada
onde se pode ter flutuacdo no fluido gastrointestinal foi relatado em outro
trabalho de Thanoo e outros®®, com microesferas de policarbonato feitas
para aumentar ¢ tempo de residéncia no estémago, provendo uma
dosagem terapéutica por longos periodos.
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Outro tipo de microesferas usadas para liberacdo controlada
de drogas orais s8o as microesferas de poli-vinil-dlcool com ligagdes
cruzadaseh,

As microesferas contendo drogas como  aspirina,
grisecfulvina e 4cido nicotinico foram preparadas por uma reagio de
reticulagfo na presenca de cada droga. A liberacdo da droga foi estudada
pela simulagfo dos fluidos gastrico e intestinal, sem enzimas, 3 37°C, in
Vitro.

Foi observado que aumentando a densidade de ligacSes
cruzadas das microesferas, a taxa de liberagiio da droga diminui
consideravelmente, sugerindo que a liberagio podena ser controlada pela
mudanga de densidade destas ligacBes. Também foi observado que uma
taxa maior de liberagfo foi obtida de pérolas menores.

Na éarea odontologica tem-se deparado com a necessidade
de melhorar a liberacdo de drogas para o tratamento dos dentes e da
mucosa oral. Muitos métodos sdo ineficientes devido as dificuldades em
se colocar ¢ manter uma quanfidade nfo toxica adequada da droga
desejada num sifio pretendido por um tempo suficiente. Assim, sistemas
de liberacio comtrolada oferecem a oportunidade de superar estes
problemas se um dispositivo adequado puder ser construido.

Um nimero de dispositivos para 3 liberagio de produtos of-
talmicos de interesse atual, drogas infra-uterinas e fluoreto tem sido
propostos. Uma limitagdo dos sistemas poliméricos € a pobre difusdo de
drogas de alto Peso Molecular através da matriz polimérica, com a
ocorréncia de uma pequena quantidade de liberacBio pela superficie,
Portanto a selegfio de uma matriz polimérica apropriada pode ajudar a
suavizar este problema.

Polimeros hidratados tem mostrado ser mais permedveis 3
produtos soliiveis em agua, pelo fato de se ter abertura dos poros na es-
trutura do polimero, pelos quais a difusdo pode ocorrer. Um exemplo
disto € a liberacdo de ions fluoreto de uma matriz polimérica consistindo
de um copolimerc de poli-metil-metacrilato (PMMA) e poli-hidroxietil-
metacrilato (PHEMA), onde Brook e van Noort@” observaram que a {axa
de liberag@io era determinada pelas proporgles relativas dos polimeros
hidrofdbico ¢ hidrofilico.

Brook e van Noortt? fizeram um trabatho baseado no
desenvolvimento de um nicleo monolitico intra-oral capaz de liberar
drogas orais de interesse atual com PM>400. Foi feita a hiberacfo de
hidrocortisona succinato de sddio através de resinas acrilicas, copolimero

WMIMA-PHEMA em 4gua, & 37°C, onde um mecanismo de liberagéo da
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droga pela superficie parece ser o mais viavel. A dissolugdo da droga ¢
sua difusdo foi feita, segundo as evidéncias, via canais ¢ fendas, os guais
foram formados pela mcorporagdo da droga, produzindo um polimero
modificado com uma difusio insignificante através da matriz polimérica.
Foram observados, neste trabalho, alguns fatores, os quais poderiam
afetar a hiberacio de drogas feita por canais ¢ fendas. Foram eles:

- a fragilidade da matriz polimérica,

- a quantidade e distribuicdo da droga e

~ a porosidade do polimero

A liberagio via canais ¢ fendas € dependente da porosidade
do material uma vez que isto reduz a tortuosidade dos canais dentro da
matriz. Houve uma reducfio na taxa de liberago quando aumentou-se o
conteudo do polimero HEMA e isto foi explicado pelo aumento da
flexibilidade do polimero, evitando a formacio das fendas.

Um outro sistema que fem merecido atengdo € o da Teofilina
a qual tem sido amplamente usada como um broncodilatador para o
tratamento de asma crénica. O eferto broncodilatador deste medicamento
aumenta com a concentragdo no sorc, de uma faixa de 5 a 20
microgramas/mi, mas em um nivel de 20 microgramas/mi no plasma ha
um aumento do perigo de efeitos téxicos, segundo Ogilvie®®. O desejo
de manter a Teofilina em niveis no plasma dentro desta estreita faixa tem
levado ao desenvolvimento de varias formas de liberagdo controladac®.

Vanos estudos tem sido relatados sobre a dissolugdo e
farmacocinética de liberagiio controlada de teofilina in vitro (Anderson e
outros 1983; Simons e outros 1984; El-Yazigi & Sawchuk 1985;
Macheras ¢ outros 1987). Entretanto, poucos trabalhos tém mencionado a
preparacdo da forma de dosagem. Microcapsulas de teofilina preparadas
de etil-celulose usando copolimero de etileno-acetato de winila (EVA)
tem sido descritas por Lin & Yang (1985). Neste estudo, varias
concentragdes do copolimero EVA foram usadas e o efeito de sua
concentracdo em certas propriedades como tamanho da particula,
densidade, porosidade, espessura da parede e topografia da superficie
das microcapsulas, juntamente com © comportamento de hberacdo da
droga correspondente, foram estudados.

Teofilina tem sido também preparada na forma de um
complexo droga-resina € revestido com parafina ou encapsulada com etil-
celulose por varios meétodoss®,

Foi estudado por Yanee Pongpaibul e outros®®, a formacio
¢ eluicdo in vitro de microesferas de poli{metil-metacrilato)} carregadas
com Teofilina. As microesferas de PMMA carregadas com Teofilina,
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foram preparadas pelo método de evaporagdo do solvente . Foi verificado
que aumentandc a proporgdo entre a droga ¢ o polimerc aumentou o©
tamanho médio das particulas das microesferas ¢ a taxa de liberagdo.
Quando o pohetilenoglicol (PEG) foi usado para melhorar a taxa de
hiberacdo da Teofilina das microesferas, nfo foram observados efeitos
significativos na distribuicdo de tamanho das particulas como fungéo da
concentracio de PEG, mas houve um pronunciado efeito na liberagio da
droga.

Os diferentes tamanhos de particula preparadas com a
mesma proporgic entre a droga ¢ o polimero nio mostrou diferenca
significativa no conteddo da droga, indicando que a proporcdo entre
Teofilima ¢ PMMA  permaneceu  praticamente  constante
independentemente do tamanho das mucroesferas. Por outro lado,
caracteristicas de liberacdo das microesferas foram mfluenciadas pela
proporgdo entre a droga ¢ © polimero, pela quantidade de PEG incorpo-
rado e tamanho de particula das microesferas. A taxa de liberagio foi
levemente maior em fluidos gastricos simulados do que em fluidos
intestinais simulados. O perfil de liberagdo da droga foi modificado pela
mistura de microesferas de diferentes formulacles em diferentes
propor¢des.

Um tipo bastente interessante de hidrogel é o poli-(N-
isopropilacrilamida) ou poli-(NIPAAm), o gual ¢ termicamente reversivel
¢ exibe uma temperatura de solucfo critica mferior (LCST=Lower
Critical Solution Temperature) por volta de 33°C em solugfo aquosa; ou
seja, © hidrogel entumesce abaixo e encolhe acima de 33°C.
Recentemente, 0s hidrogéis de poli-(NIPAAm) tem sido de grande m-
teresse nos campos de liberacfo controlada de drogas, imobilizacdo de
enzimas € remog¢io de toxinas.

Ciclos térmicos do poli-(NIPAAm) acima ¢ abaixo de sua
LCST podem elevar significativamente sua produtividade. No caso do
hidroge! ser usado como carregador de drogas, a liberagfo destas pode
ser controlada pela temperatura. Porém, como o tamanho de poro do
polimero convencional é relativamente pequeno, sua resposta ao ciclo
térmico ¢ relativamente lenta. Por esta razfio, hidrogéis de pob-
(NIPAAm) com estrutura macroporosa podem ser mais desejaveis para
aplicagfes nas quais se aproveitem rapida mudanga de fase volumétrica
em funcio da LCST,

O método convencional de sintetizar poli-(NIPAAm) ¢ feito
a temperatura ambiente. Entretanto, foi proposto um outro metodo de
sintese por Hoffiman e outros®®. De acordo com este método, a reagfo de
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polimerizacéo foi desenvolvida acima da LCST, com esvaziamento do
reator perto do final da polimerizagio. Também foi adicionado a solucio
do mondmero, outro polimerc LCST, isto é, o hidroxipropiicelulose
(HPC), o qual agiria como um agente formador de poros, precipitando
acima de sua LCST (42°C) durante a2 polimerizaciio, nucleando regifes
do hidrogel e levando a um hidrogel mais poroso em oufras regifes
(fig.10). Os hdrogéis macroporosos de poli-(NIPAAm) obtidos, tem
poros de grande tamanho, rapidas taxas de permeagio de
macromoléculas, alias taxas de entumescimento e mudancas rapidas de
volume em resposta ac aumento ou queda de temperatura através da
LCST,

"hidrogel convencional” "hidrogel LCST
macroporoso”

Figura 10: Esbogo Hipotético da Estrutura Homogénea do Hidrogel
Convencional e Estrutura Heterogénea do Hidrogel Macroporoso
LCST.

Foi proposto por Javakrishnan e Thanoo® uma nova rota
para s¢ obter pérolas esféricas altamente porosas de 2-
hidroxietilmetacrilato para aplicacbes biomédicas através de uma
polimerizac8o em suspensdo do 2-hidroxietilmetacrilato na presenca de
diluentes poliméricos.

As pérolas esféricas ¢ altamente porosas de poli2-HEMA)
reticuladas com etileno glicol dimetacnlato (EGDM) foram preparadas
por uma polimerizacio em suspensio do HEMA em solucgéio concentrada
de cloreto de sédio na presenca de folueno, poli-metilmetacrilato

MMA) em tolueno, e poli(tetrametilenoglicol) ou PTMG. Hidréxido de
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Na presenga de PTMG, pérolas tendo aproximadamente 1.0
mm de didmetro puderam ser preparadas, enquanto tolueno sozinho como
diluente produziu pérolas de tamanho muito menor.

A remogdo de PMMA ou PTMG, das pérolas, depois da
polimerizagdo usando os solventes adequados, deram microesferas de
PHEMA altamente porosas. A polimerizacdc na presenca de PTMG
produziu microesferas com geometria esférica melhor quando comparada
aquelas produzidas na presenga de PMMA.

Segundo Hoffman e outros@®, varios fatores podem ter
efeito neste tipo de polimerizagio; fais como: concentracdo de cloreto de
sodio, concentragfio de hidroxido de magnésio ¢ concentragio de PMMA
ou PTMG na fase mondmero, na estabilidade da suspensio e na
distribuigdo do tamanho das particulas.

Seguindo a linha de pesquisa sobre hidrogéis ¢ liberagio
controlada, decidimos submeter os dados de nossa pesquisa a um
fratamento estatistico para otimizar nossas condigdes de trabatho, Assim
no proximo item, descrevemos suscintamente sobre a Quimiometria bem
como deixamos claros os objetivos deste trabalho.
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2.3} QUIMIOMETRIA® 5952

A quimiometria € a parte da quimica que utiliza métodos
matematicos ¢ estatisticos para®?:

a) definir ou selecionar as condi¢fes otimas de medidas ¢
experéncias e

b) permitir a obtenc¢fo do maximo de informacdes a partir da
analise dos dados quimicos.

Com a sofisticacio sempre crescente das técnicas
instrumentais, impulsionada pela invasio dos microprocessadores e
microcomputadores no laboratério quimico, tornam-se necessarios
tratamentos de dados mais complexos do ponto de vista matematico e
estatistico, a fim de relacionar os sinais obtidos (intensidades, por
exemplo) com os resultados desejados (concentragdes).

Muita énfase tem sido dada aos sistemas multivariados, nos
quais se pode medir muitas vanaveis simultaneamente (ou de forma
sequencial, com grande eficiéncia) ao se estudar uma amostra qualquer.

Nesses sistemas, a conversdo da resposta instrumental no
dado quimico de interesse, requer a utilizagdo de técnicas de estatistica
multivariadas, algebra matricial ¢ andlise numérica. Essas técnicas
constituem, no momento, a melhor alternativa para a interpretagio dos
dados ¢ para a aquisi¢io do maximo de informacg&es sobre ¢ sistema.

De todos os ramos da quimica classica, talvez a quimica
analitica tenha sido a mais afetada pelo desenvolvimento recente da
mstrumentagdo quimica, associada a computadores.

De fato, a "Chemometrics Society”, organizacdo
mternacional dedicada ac uso e desenvolvimento de métodos em
quimiometria, € composta principalmente por quimicos interessados em
problemas analiticos.

Atualmente, ¢ muito raro se encontrar qualquer periddico
respeitavel sobre pesquisa em quimica analitica, que nfo traga artigos
reportando dados obtidos com o auxilic de microprocessadores, ou
tratados por matematica multivariada ou métodos estatisticos, sempre
com o objetivo de melhorar a qualidade dos resultados ou facilitar sua
mierpretacio,

QOutras areas em quimica vem sendo também influenciadas
pela quimiometria. Os métodos espectrométricos comumente empregados
em quimica orgénica e inorgdnica, tornam-se muito mais poderosos
quando acoplados a técnicas de matematica multivariada, o que permite a
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analise quantitativa de grande quantidade de dados, os quais até agora, s
podiam ser analisados de forma qualitativa,

Sistemas de reagles que sdo por natureza multivariados,
dependentes de temperatura, pH, solvente, eic., podem ser otimizados de
forma sistematica utilizando métodos quimiométricos.

Muitos campos da fisico-quimica s3o afetados pela
guimiometria. Vanios modelos umiversais rigidos, como a quimica
quéntica, podem ser aplicados apenas a sistemas simples. As técnicas de
reconhecimento de padrées podem se constituir em métodos
complementares ou alternativos, na solucio desses problemas e de outros
na area de fisico-quimica.

O emprego de computadores na aquisigio e interpretagio de
dados, devera sofrer um aumento muito significative. O aprimoramento
técnico de microprocessadores e microcomputadores, vem ocorrendo
mais rapidamente que o desenvolvimento da instrumentagdo quimica.

Ademais, o equipamento utilizado em computacdo, apesar
de se tornar a cada dia mais eficiente ¢ flexivel, tem seus custos
reduzidos, contrastando com a escalada de precos da mstrumentacgio
quimica convencional.

A qumiometria € wmn ramo recente da quimica. Excetuando-
se alguns esforcos i1solados, a década de 70 marca o micio da atividade
de pesquisa concentrada nesse campo. E dificil prever que tipo de
pesquisa em quimiometria obtera maior €xito no futuro.

O método de otimizagio feito pelo Planejamente fatorial foi
escolhido por ser muito atil quando se tem muitas variaveis a serem
estudadas ao mesmo tempo; por oferecer uma grande quantidade de
mformagdes uteis fazendo-se o mimimo de ensaios ¢ além disso, por
permatir determinar quais as variaveis e interacdes que realmente
mfluenciam a resposta ¢ quais nfo sfo significativas, evitando ensaios
desnecessérios.
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3.1) SINTESE DE PEROLAS DE TAMANHO UNIFORME DO
HIDROGEL DE POLI-2-HIDROXIETILMETACRILATO (POLI-
2-HEMA)Y®

Primeiramente, purificou-se o mondmero 2-
hidroxietilmetacrilaio  a ser utilizado na sintese, por destilagio a
vacuo®n,

Dissclvem-se, entfio, 7,70g do mondmero purificado; 0,32g
de NN- metileno bis-acrilamida; 1,00ml  de NNN.N-
tetractilmetilenodiamina (TEMED) e 0,75g de alginato de sodic em
25,00ml de agua deionizada.

A solugéo acima descrita foi gotejada manualmente através
de uma bureta, dentro de uma solugfo 3 3% (P/VY) de cloreto de calcio/
0,5% (P/V) de persulfato de amoénio, a qual estava sob agitaclo e sendo
vigorosamente borbulhada com nitrogénio.

Pérolas foram imediatamente formadas ¢ ficaram suspensas
por cerca de 5 horas, com continua agitacfio e sob atmosfera de
nitrogénio.

Apds este tempo, fer-se uma filtragfo e as pérolas foram
colocadas em uma solucfo 0,25M de fosfato de sédio monobasico/
0,10M de 4cido etilenodiaminotetracético(EDTA) onde permaneceram
por 2 dias.

As pérolas foram, entdo, lavadas muitas vezes com 3gua
deionizada. Todo o experimento foi feito 3 temperatura ambiente.

Apds a sintese, fez-se a secagem das pérolas do hidrogel
gom hexileno glicol, 2-metil-2 4-pentanediol, sob agitacfio constante e
temperatura controlada (25°C) por 48 horas.

Para esta sintese, o alginato de sédio ¢ ¢ cloreto de célcio
(Call,) foram utilizados na formacgo do gel de alginato de calcio que foi
o molde utilizado para a polimerizaco.

Posteriormente, o algmato foi retirado pelo agente quelante
de célcio (solugfio de fosfato e EDTA), restando somente o polimero
poroso desejado, na forma de pérolas.
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3.2y ESTUDO DA ABSORCAO E LIBERACAO DE DROGAS
PELAS PEROCLAS DO HIDROGEL DE POLI-2-HEMA® 5.5052)

Para este estudo utilizou-se como droga o acido félico,
simulando o methotrexate, um antimetabdlito comumente utthizado para
tratamento de cancer e cuja estrutura € muito similar a do acido félicotn,
- methotrexate . L-4-amino-N0- acido pteroilglutamico PM=508,50
- acido félico : 4cido pteroilglutdmico (C,,H,,N,0,) PM=44144

Preparou-se uma solugfio estogque de dcido fohico Ixi0-4M e
a partir desta, fez-se sucessivas diuicdes, para a construgdc de uma
curva de calibragfo. Além disto, com a mesma solugfo estogue, fez-se
uma curva de Absorbdncia x Comprimento de onda, AMnm), para a
verificagdio do methor comprimento de onda (3= 280mm), o qual foi
utilizado em todas as medidas posteriores de absorbéncia,

Todas as medidas de absorbancia foram feitas em um
Espectrofotometro UV/Visivel, modelo DMS-100, da Perkin Elmer.

Através da curva de calibragfo escolheu-se a melhor
concentracdo de acido félico, a qual foi utilizada em todos os testes
(5x10-5M; A= 0,836).

Fez-se, também, o estudo das variagBes de absorbancia em
funcio do pH da solucgio de 4dcido fblico. Para isto, preparou-se solugdes

de acido folico de mesma concentracdo(5x10-°M) e variou-se o pH das
mesmas, utilizando solugdes diluidas de HCl e NaGH.

Os valores de pH utilizados foram: 1,4, 5S¢ 8.

Apé6s estes estudos preliminares, fez-se o Planejamento
Fatorial 2°, ou sgja, com 2 niveis e 3 wvardveis (pH, tempo e
temnperatura), para o processo de absorgio do dcide folico pelas pérolas
do hidrogel.

Para este caso, preparou-se solugfes de acido folico
Sx10--Mem pHs 1, 4, 5 e £ e variou-se a temperafura de 25 4 65°C e o
tempo de 1 a 4 horas.

Antes gue se fizesse o estudo da liberagdo do dcide folico
pelas pérolas do hidrogel, foi necessario carrega-las com a droga. Isto foi
feito colocando-as em uma sclucdo de acido folico, no methor pH ¢
melhor temperatura de absorgic (resultados obtidos no Planejamento
Fatorial anterior feito para a absorgfio), sob agiiagfo constante e
moderada por 24 horas.

Passado este tempo, filtrou-se a solugdo, lavou-se as pérolas
com 4gua deionizada e fez-se um Planejamento Fatorial 2° para o estudo
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de hberacdo da droga (2 niveis ¢ 2 vanaveis: pH e temperatura),
deixando o tempo como variavel independente.

Neste caso, utilizou-se solucBes-tampdo de pH 1 e 4 e a
temperatura fo1 vanada de 30 4 42°C, sendo o tempo fixo em 4 horas.

Todas as solugSes utilizadas em ambos 0s casos (absorgdo ¢
liheragdo) foram mantidas sob agitacdo suave durante a realizacfo dos
experimentos e aliquotas de 5mi foram retiradas para as medidas de
absorbancia.

Utilizou-se também, em ambos os casos (absorgdo ¢
liberacdo), 0,5g de pérolas do hidrogel em 50 mi de solugfio de 4cido
folico, e o pH de todas as aliquotas retiradas foi elevado &
aproximadamente 6 para que todas as medidas fossem feitas no mesmo
valor.

Como os resultados obtidos com o acido folico ndo foram
muifo satisfatorios, por ndo terem tido boa reprodutibilidade, repetiu-se
todo o procedimento decrito anteriormente utilizando-se o corante
alaranjado de metila, C, ,H, ,N,NaQ,S, PM=327 34, viragem (pH 3,1 a
4.4), coloracdo de rosa/vermelho (A= 520.9nm) para amarelo (A=
434, 5nm ¥,

Condicdes utilizadas com o corante:

- leituras feitas em A= 434, 5nm,

- concentragdo de corante utilizada em todos os testes
5%x10” M (escothida pela curva de calibragiio),

- ¢ estudo da absorcdio for feito através de um Plangjamento
Fatorial 2 pHs 1,4,5 e 8; temperatura de 25 3 65°C e tempo de 1 4 4
horas,

- carregamento das pérolas foi feito em uma solugido de

corante 5x10-°M, pH le T = 25°C por 24 horas,

- ¢ estudo da liberaggo foi feito através de um Planejamento
Fatorial 2° pHs 1,4,5 ¢ 8; temperatura de 30 3 42°C etempode 1 2 3
horas,

- para todos os testes: 0,5g de pérolas em 50ml da solugio
do corante, aliguotas de 5ml retiradas para as medidas de absorbéncia;
o pH de todas as amostras foram elevados até 6.

Fez-se ainda, utilizando o corante, duas curvas de liberacfio
controlada; uma com troca de solucfio e outra sem troca de solugdo.

No caso da curva feita sem troca de solugdo, carregou-se as
pérolas com o corante (10g de pérolas em 500ml da soluglo de corante

5x10°5M, pH 1, 25°C, sob agitagio constante, por cerca de 24 horas) e
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ap6s a lavagem das mesmas com dgua detonizada, as mesmas foram
colocadas em 500 ml de uma solugBo-tampéo de pH 1 ¢ aliquotas de 5ml
foram retiradas a cada 30 minutos.

As leituras de absorbéncia, para esta curva, foram feitas em
A= 520,9nm.

No caso da curva feita com troca de solugfo, carregou-se as
pérolas com o corante { 5g de pérolas em 50ml da solugfo de corante

5x10-°M, pH 1, 25°C, por 24 horas, sob agitagdo constante ¢ moderada)
e ap6s a lavagem das mesmas com dgua deionizada, estas foram
colocadas em 50ml de uma solugfio-tampédo de pH 1.

A cada 30 munutos, retirava-se as pérolas e trocava-se a
solugdo-tampdo, fazendo as medidas de absorbancia para cada amostra
em A= 520 9mn.

3.3) ESTUDO DA ABSORCAO DE SEJBST&NQEAS COM
VARIACAC DE PESO MOLECULAR PELAS PEROLAS DO
HIDROGEL DE POLI-2-HEMA

O estudo da absorgdio com variagles de Peso Molecular foi
feito utilizando-se solugBes de: alaranjado de metila S5x10-M (
C,H N;NaO,§; PM=32734);, mtrc blue tetrazohum 35x10-M

(CoHaWlpN,Oy, PM = 8176) e vitamina Bl12 5x10-°M
{(C;HCoN,,O, P, PM = 1355,38).

Para todos os casos, fez-se uma curva de Absorbéncia em
fungdo do Comprimento de Onda A{nin) ¢ uma curva de absorbancia em
fungdo do pH.

Preparou-se solugdes das trés substincias, todasem pH 1 ¢
2 25°C ¢ colocou-se 10g de pérolas para 100 ml de cada solugéo.

Retirou-se aliguotas de 5ml de cada solug@o apés 2, 4 ¢ 6
horas e mediu-se as absorbincias nos seguintes comprimentos de onda;

- alaranjado de metila : A= 520,9nm

- nitro blue tatrazolium : A= 265,6nm

- vitaming B12 : A= 365 6nm

Construin-se entfo, um grafico de tempo em funcdo da
porcentagem (%) de absorgio e dos Pesos Moleculares, comparando os
trés casos ¢ verificando-se a influéneia do Peso Molecular no processo
de absorgo de substincias pelas pérolas do hidrogel.
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3.4) VERIFICACAO DA POROSIDADE DAS PEROLAS DO
HIDROGEL DE POR MICROSCOPIA
ELETRONICA DE VARR

Estudou-se a superficie das pérolas ¢ verificou-se a presenga
de porosidade, utilizando-se a microscopia eletrénica de varredura,

Para isto foi necessério fazer a secagem das pérolas pelo
processo de liofilizag8o, o qual garantiu a retirada de dgua do interior das
pérolas do hidrogel, sem o rompimento da estrutura do mesmo e
mantendo intactas suas caracteristicas.

Depois de feita 3 secagem, as pérolas foram fixadas em um
suporte, metalizadas com ouro e as fotos foram tiradas em um
microscopio eletrénico de varredura da marca Cambridge, modelo
Steroscan S4-10.

As condigBes para as fotos foram as seguintes: 25 KV ¢ 35
graus de inchnacfo. Tirou-se fotos da superficie assim come do interior
poroso das pérolas do hidrogel.

Observaches:

1) As solugbes-tampdo utilizadas no procedimento experimental foram as
seguintes:

pH 1 HCI02M/KCI02M
pH 4 : Tampdo acetato { dcido acético 0,2M / acetato de sodio 0,2M)
pH 5 : Tampio acetato { acido acético 0,2M / acetato de sodio 0,2M)

pH 6 : Tampdo fosfato ( fosfato de sédio monobasico 0,2M / fosfato de
sodio dibasico 0,2M)

pH 8 : Tampéo fosfato { fosfato de soédio monobasico 0,2M / fosfato de
sédic dibasico 0,2M)

2) Todos os experimentos reslizados para os Planejamentos Fatoriais
foram feitos em duplicata { fanto para absorgdo guanto para a liberaco),
para que se tivesse a estimativa do erro experimental.
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Estio descritos 2 seguir os resultados obfidos neste trabalho
na forma de tabelas e graficos, para melhor visualizacfo dos dados.

4.1) ENSAIOS REALIZADOS COM O ACIDO FOLICO

Tabela 3) Curva de calibragio do Acido Félico 3 pH=3, T=25°C ¢

A=280 nm.

Concentraciio Molar Abserbincia
1x10-M (.236
2x16-5M 0.466
Ax10~M 0.708(desprezado)
4x105M 0.672
Sx10-M 0.836
6x105M 0.999
Tx10-5M 1.136
8x10-M 1.273
Ox10-M 1.492
Ix10+M 1.512

Tabela 4) Estudo da variagdo da absorbancia em fungdo do pH para
solugdes de Acido Folico ( 5x10-"M ), =280 nm.

pk Absorbidncia A {nm)
1.08 0.470 280
403 0510 280
493 0.739 280
5.52 0.985 280
8.20 1.309 280
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Curva de Calibracgiio do Acido Fdélico

1.8 +

1.2 +

Absorbincia

08 -

o . : i : :
g pd 4 8 8 0 12

Concentracio Molar ("0 EX -8}

Figura 11: Carva de Calibracioe do Acido Félice por Varigcio de
Absorbancia com Concentracfo; A=280 nm
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Figura 12: Curva de Absorbancia (Abs) x Comprimento de Onda
{’,nm} do Acide Félico
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Tabela §} Ensaios do Plangjamento Fatorial 2 feitos para o processo de
absor¢do do Acido Folico pelas pérolas do hidrogel.

Sa}) Condicdes utilizadas:

Varigveis Nivel Baixo Nivel Alio
pH 1() 4(+)
Temperatura (°C) 25 (=) 65 (+)
tempo (horas) 1(-) 4 {+}

) . 0.515
+ - - - - + 0.859 0653 0756
-+ - . + + 0.894 0.692  0.793
e - - 1.513 1.000 1.257
- - 4+ 4 - + 0.487 0.508  0.498
+ - 4+ - - - 0.701 0526 0614
-+ 4+ . - - 0.828 0623  0.726
+ + + o+ + + 1.236 0719 0978
5b) Condigcdes uitlizadas:
Variaveis Nivel Baixo RNivel Alio
pH 5() 8 ()
Temperatura (°C) 25 (-} 65 (+)
tempo (horas) 1(-) 4(+)
D Primeira Sesunda Média
0.725 0.858 0792
1418 1.365 1.392
1.406 1.370 1.388
- 1.286 1.395 1.341
+ (.687 0.785 0.736
+ -+ - + - 1.133 1.068  1.101
-+ 4+ - - - 1.294 1.364 1.329
+ + + o+ + - 1.130 1.133 1.132
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Tabela 6) Resultados dos efeitos obtidos no processo de absorgéo do
Acido Félico, calculados através do Planejamento Fatorial 23, com base

nas Tabelas 5a e 5b

Tab.3a Tah.3b

Efeitos Estimativa+Erro Padrio | EstimativatErroPadrio
pH 0.268 + 0.104 0.180 + 0.029
Temperatura (T) 0.343 + 0,104 0.292 = 0.029
tempo (1} -0.126 + 0.104 -0.154 + 0.029
pHxT 0.090 + 0.104 -(3.302 + 0.029
pHxt -3.084 + 0.104 -(3.096 + 0.029
Txt 3,047 + 0.104 0.020 £ 0.029
pHxTxt 0.022 + 0,104 0.021 + 0.029

Tabela 7) Ensaios do Planejamento Fatorial 27 feitos para o processo de
liberagfio do Acido Félico das pérolas do hidrogel

Condigbes ntilizadas:

Variaveis Nivel Baixo Nivel Alto
pH 1{-) 4(H)
Temperatura (°C ) 30 (-) 42 (+)
tempo fixo de 4 horas (varidvel independente)
Iuteragio Replicatas
pH T pHxT 1 il Média
- - -+ 0.037 0.065 0.051

+ - - 0.014 0.009 0.012

. - - 0.030 0.016 0.022

+ + +- 0.018 0.070 0.044

Tabela 8) Resultados dos efeitos obtidos no processo de liberagdo do
Acido Folico, calculados a partir do Planejamento Fatorial 22, com base

na Tabela 7.
Efeitos Estimativa+Erre Padrieo
pH 0.009 + 0015
T 0.002 + 0015
pHxT 0.031 + 0.015
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4.2y ENSAIOS REALIZADOS COM O ALARANJADO DE

METILA

Tabela 9) Estudo da variagio da absorbéncia em fungfo do pH para so-
lugBes do corante Alaranjado de Metila.

pH Absorbéncia A {(nm)}
1.34 0.816 520.9
3.00 0.686 4345
5.34 0.676 434.5
6.80 0.690 431.8
10.30 0.740 434.5

Tabela 10} Ensaios do Planejamento Fatorial 22 feitos para a absorgio
do Alaranjado de Metila pelas pérolas do hidrogel.

10a) Condigdes utilizadas:

Varidgveis Nivel Baixo Nivel Alto

pH 1(-) 4(5)
Temperatura (°C) 25 (=) 65 (+)
tempo (horas) 1(-) 4 ()

Interacies Replicatas

pH T HxT p Primeira Segunda Média
- - -+ + - 0.435 0413 0.424
+ e = - - + 0.670 0.677 0.674
B + (.464 0.463 0.464
+ o+ - 4 - - 0.654 0.650 0.652
- -+ 4+ - + 0.387 0.388 0.388
+ - + + 0.592 (.565 0.594
.« + 4+ . - - 0.374 0.388 0.381
o+ 4+ + Es 0.578 0,575 0.577

média ; 0.5193 + 0.0017
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10b) Condigdes utilizadas:

Variaveis Nivel Baixo Nivel Alto

pH 5() 8 (+)
Temperatura (° C) 25 () 65 (+)
tempo (horas) 1(-) 4 (+)

Interacoes Replicatas
pH T t pHxT pHxt Txt pHxTxt Primeira Segunda Média
R + 4+ - 0.651 0.635 0.643
+ - - - - + + 0.653 0.661 0.657
-+ - - - + 0.623 0626 0.625
+ + -+ - - - 0.626 0.617 0.622
T - - + 0.600 0.620  0.610
+ -+ - + - - 0.629 0.639 0.634
-+ + - -+ - 0.564 0.576 0.567
+ 4+ + o+ + + + 0.565 0.573 0.569
média : 0.6159 + 0.0020

Tabela 11) Resultados dos efeitos obtidos no processo de absorgdo do
Alaranjado de Metila calculados através do Planejamento Fatorial 2-,
com base nas Tabelas 10a ¢ 10b.

Tab. 8a Tab. 8b

Efeitos Estimativa+Erro Padrdo | Estimativa+ErroPadrio
pH 0.210 £ 0.004 0.009 + 0.004
Temperatura (T) -0.002 + 0.004 -0.040 + 0.004
tempo (t) -0.069 + 0.004 -0.042 + 0.004
pHxT -0.018 + 0.004 -0.010 + 0.004
pHxt -0.009 + 0.004 0.004 + 0.004
Txt -0.011 + 0.004 -0.014 + 0.004
pHxTxt 0.013 £ 0.004 -0.001 = 0.004

Os resultados

mais significativos dos efeitos foram

provenientes da Tabela 10a. Devido a isto, os dados contidos nesta
tabela foram wutilizados no Programa Fatorial descrito na parte de
discussdo dos resultados (pag. 73).

Os efeitos mais importantes foram pH e tempo®™.
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Tabela 12} Ensaios do Planejamento Fatorial 23 feitos para a liberagio
do Alaranjado de Metila das pérolas do hidrogel.
12a) Condicdes utilizadas :

Varigveis Nivel Baixo Nivel Alto
pH 1) 4(+)
Temperatura (°C) 30 (=) 42 (+)
tempo (horas) 1{-) 3(+)
Interacbes Replicatas
pH T Primeira Segunda Média
- 0.026 0.025 $.025
+ 0.0606 0.007 0.606
- $.021 (6.020 0.021
+ 0.009 0.003 0.006
- 0.059 (.058 0.059
+ 0.030 0.031 0.031
- 0.059 (.058 0.058
+ $.021 0.029 0.025

média - 0.0289 + 00006

12b) Condicbes utilizadas :
Variaveis Nivel Baixo Nivel Alto
pH 5(-) 8(+)
Temperatura (° C) 30 (=) 42 (+)
tempo (horas) 1(~) 3 ()
pHT to Txt pHxTxt gunas
- e - + + o+ - 0.026 0.024 0.025
P - - + +- 0.006 0,006 0.006
- o - + - + 0.028 0034 0.031
+ o+ - + - - - 0.011 0.011 0.011
- e - - - (0.059 (.053 (.056
+ e . + . + 0.024 0.021 4.023
- - + - 0.063 G073 0068
+ 4+ 4+ o+ + + 0.028 0.027 0.028

média : 0.0308 + 6.0009
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Tabela 13) Resultados dos efeitos obtidos no processo de liberagio do
Alaranjado de Metila calculados através do Planejamento Fatorial 2°,
com base nas Tabelas 12a ¢ 12b.

Tab. 10a Tab. 10b

Efeitos Estimativa+Erro Padrio | EstimativatErroPadrio
pH -0.0238 + 0.0012 -0.0281 £ 6.0017
Temperatura (T) -0.0028 + 0.0012 0.0068 + 0.0017
tempo (t) 0.0287 + 0.0012 0.0255 £ 0.0017
pHxT -0.0001 + 0.0012 -0.0016 + 0.0017
pHxt -0.0068 + 0.0012 -0.0088 + 0.0017
Txt -0.0003 + 0.0012 0.0016 + 0.0017
pHxTxt 0.0023 + 0.0012 -0.0014 + 0.0017

Os resultados mais significativos dos efeitos foram
provenientes da Tabela 12a. Devido a isto, os dados contidos nesta
tabela foram utilizados no Programa Fatorial descrito na parte de
discussdo dos resultados (pag. 74).

Os efeitos mais importantes foram : pH, tempo e a interagio
entre 0 pH e o tempo (pHxt)#,
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Figura 13; Curva de Absorbancia (ABS)xComprimento de Onda
{A,nm) do Alaranjado de Metila
(em funcie do pH; dados da Tab. 9; pag.48)
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Tabela 14) Curvas de liberac8o controlada do Alaranjado de Metila

(C=5%10~M) pelas pérolas do hidrogel { com e sem troca da solugio-
tampdo de HCVK{L, pH=1, T=25°C); 2=520,9 nm.

142a) Com froca de solucdo :

Tempo (horas) Absorbincia
¢ 0
0.5 0.035
1.0 0.029
1.5 0.016
2.0 0.020
2.5 0.010
30 0.011
35 | 0.009
4.0 0.005
4.5 0.002
5.0 0.003

14b) Sem troca de solugio :

Tempo (horas) Absorbancia
O 0
0.5 0.010
1.0 0.016
1.5 0.019
2.0 0.024
2.5 0.026
36 0.027
3.5 £.029
4.0 0.030
4.5 0.031
5.0 0.032
264 .0 0.035

266.0 0.035
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Figura 14: Curva de liberacdo Controlada do Alaranjado de Metila
{com troca da solucie-tampie)
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Figura 15: Curva de liberacio Controlada do Alaranjado de Metila
{(sem troca da solucdc-tampdoc)
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Tabela 15} Estudo da vanacio da absorbancia em fungdo do pH para as
seguintes substancias de Peso Molecular crescente.

15a) Alaranjado de Metila (5x10-5M; PM = 327.34)

pk Abserbincia A (nm}
1.34 0.816 5209
3.00 0.686 434.5
5.34 0.676 434.5
6.80 0.690 431.8
10.30 (.740 4345

18b) Nitro Blue Tetrazolium (5x10-5M; PM = 817.60)

pH Abserbincia A (nm)
1.30 0.243 268.1
3.03 (.273 266.1
6.89 0.268 2654
831 0.260 266.1
9.93 0.254 2674

15¢} Vitamina B12 (5x10~°M,; PM = 1355.38)

pH Absorbdncia A (nm)
1.17 0.951 367.8
2.84 1.155 369.3
6.64 1.168 3693
8.09 1.164 368.5
9.98 1183 369.3
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Figura 16: Curva de Absorbincia (ABS)xComprimento de Onda
(A,nm) do Alaranjado de Metila em func¢io do pH
(dados da Tab 15a; pag. 55)
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Figura 17: Curvas de Variaciio de Absorbincia (ABS) com o
Comprimento de Onda (wavelength,A,nm) em Funcio do pH do
Nitro Blue Tetrazolium (dados da Tab. 15b, pag. 35)
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Figura 18: Curva de Absorbincia (ABS)xComprimento de Onda
(A,nm) da Vitamina B12 em func¢io do pH
(dados da Tab. 15c¢, pag. 55)
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Tabela 16) Estudo da absorcdo com substincias de Pesos Moleculares
crescentes em funcio do tempo.

16a) Alaraniado de Metila(Sx10-M; pH 1.28; PM=327.34); 3=520 9a0m.

Tempe (horas) Absorbancia % de Absorcio
0 0.788
2 0.643 18.40
4 0.588 25.38
6 0.575 27.03
i16b) Nifro Blue Tetrazolium(5x10-M; pH 1.27; PM=817.60);
A=265 6nm.
Tempo (horas) Absorbancia % de Absorcdo
0 0.246
2 0.234 4.87
4 0.215 13.60
6 0.204 17.07

16¢) Vitamina B12(5x10-M: pH 1.28; PM=1355.38); A=367.8nm.

Tempo (horas) Absorbéncia % de Absorcio
0 0.863
2 0.842 2.43
4 0.832 3.59
6 0.828 4.06
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Figura 20: Micrografia da Pérola do Hidrogel de poli-Z HEMA
obtida per MEV
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Figura 21: Micrografia da Uniformidade das Pérelas de Hidrogel de
poli-Z HEMA obtida por MEV
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Figura 22: Micrografia do Interior Porosc da Pérola do Hidrogel de
poli-Z2 HEMA obtida por MEV
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Figura 23; Micrografia dos Pores no Interior das Pérolas do
Hidroge! de poli-Z HEMA obtida por MEV
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5.1) SINTESE DE PEROLAS DE TAMANHO UNIFORME DO
HIDROGEL DE POLI-Z-HIDROXIETILMETACRILATO (POLI-
Z-HEMA Y

5.1.1) Funcfo dos Reagentes e Polimerizacio com Iniciacio Redox:

Antes da sintese, fez-se a purificag8o do mondmero 2-
hidroxietiimetacrilato, 2-HEMA, através de uma destilacSo a vacuo, para
a remogdo do imibidor hidroguinona, como detalhado em Materiais ¢
Métodos.

CH,

|
CH,= C — COOCH,CH,0H

2-hidroxietilmetacrilato

A polimerizacdo ocorrida na sintese deste hidrogel foi por
adi¢io, a qual pode ser representada pelo seguinte esquema’!:

I - R* {Iniciagéio)
R*+M — RM* (Iniciacdo)
RM* + oM ~» RM*a+1 (Propagacio)

RM*p + RM*qg — polimero inerte  (Terminacfo)

O processo de imciagdo consistiu na producdo de radicais
livies dentro da solugfo de mondmero, pela quebra homolitica das
ligacBes covalentes do iniciador.

Neste caso, a dissociacdo homolitica foi feita quimicamente,
através de um sistema redox.

Os iniciadores redox sfc formados por um agente oxidante
um agente redutor. A reacfo entre estes compostos produz radicais
intermedidrios, 0s quais iniciam, entio, a polimerizagio do mondmero.

A vantagem deste tipo de iniciacdo (redox) € que se tem a
produgdo de radicais A faxas razodvels em temperatura moderadas (0-
50°Cysn,
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O agente redutor utilizado para esta sintese foi o grupo
amina {iniciador redox), provemiente da substincia NNN,N-
tetraetilmetilenodiamina (TEMED):

CH,CH, CHCH,

| l
CH,CH,— N — CH,~ N — CH,CH,

e o persulfato foi usado como co-iniciador redox (agente oxidante)
proveniente do persulfato de amdnio:

(NH,),8,0, - 2ZNH,* +2-S0;,

O persulfato foi utihzado por ser wm bom formador de
radicais livres em meic aguoso.

O polimero sintetizado possul Hgagdes cruzadas formando
uma rede tridimensional, com poros, que permifem a absorg@o de agua
sem dissolugfo do polimero (fendmeno denominado entumescimento).

Para a formacfo dessas ligacfes cruzadas utilizou-se como
reticulador tetrafuncional o N N'- metileno-bis-acrilamida;

O O

| |
CH,=CH - C — NH — CH,— NH — C ~ CH = CH,

Ja for comentado anteriormente gque o oxigénio deve ser
eliminado da solugdo reacional. Isto deve ser feiio porque o oxigénio
molecular pode nibir ou acelerar a polimerizagdo, dependendo das
condicfes do experimento.

O problema de se ter oxigénio no meio reacional € que este
tem a capacidade de reagir com compostos insaturados (no caso, os
mondmeros) e também com radicais livres (no caso, o iniciador da
polimerizacdo).

O oxigénio pode, entdo, atuar de duas formas oposias,
segundo as seguintes reagdesh:

R + 0, + R — RO,R (intbe a polimerizacdo)
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R'O,R" — aldeidos, que sdo agentes de transferéncia muito
efetivos (aceleram a polimerizacfo).

Devido a isto, eliminou-se o oxigémo do meio reacional,
através do borbulhamento de nitrogénio.

5.1.2) Discussiio sobre ¢ Processo de Sinfese( :

Pérolas de gel esféricas de zlginato de calcio tem sido
amplamente utilizadas para a imobilizacfo de biocatalisadores, uma vez
que elas sdo facilmente preparadas sob condigdes brandas.

Os {ons calcio € o alginate carregado negativamente sfo
estabilizados via a formacfo de uwm complexo, levando a formacio
imediata de uma rede porosa de gel que incha com 4gua.

Quando o mondémero polimerizdavel (2-HEMA), o agente
reticulador (N N' metileno-bis-acrilamida) e um dos imciadores redox
(TEMED ou tetraetilenodiamina) foram embebidos nas pérolas do gel de
alginato de céicio, o co-iniciador redox (persulfato de ambnio) do meio,
rapidamente se difunde dentro do gel e inicia a polimerizago.

A completa remogio do oxigénio dissolvido no meio, o qual
induz a uma polimerizac8o imediata, foi um fator importante para miciar
a polimerizacio do monbGmero intacto e manter a concentracdo das
ligagGes cruzadas nas pérolas do alginato de célcio.

Uma polimerizagdo lenta resultaria num poli-2-HEMA com
ligacBes ndo efetivas (loosely) devido a difusfio do monbmero ¢ do
agente reticulador das pérolas para dentro da fase aguosa.

O poli-2-HEMA reticulado dentro do gel de alginato de
calcio pode ser descrito como uma estrutura de rede polimérica
interpenetrante (IPN), onde as duas redes poliméricas estio entrelagadas
umas com as oufras.

Do gel IPN, pérolas do gel poh-2-HEMA foram facilmente
fabricadas, de forma esférica ¢ grande, quando o polimero algimato fo1
dissolvido para fora pela adigfo do agente quelante de célcio (solugdo de
fosfato + EDTA).

As pérolas do gel obtidas tinham uma forma esférica
uniforme (2mm de difimetro) com uma estreita distribuig8o de tamanho,
sugerindo gue as pérolas do gel de poli-2-HEMA tinham 2 mesma
dimensfio que no gel IPN de poli-2HEMA ¢ alginato, depois da
dissolugio do alginato das pérolas.

As pérolas obtidas foram colocadas posteriormente em
hexileno glicol, 2-metil-2 4-pentanediol, que € bastante higroscopio, para
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As pérolas obtidas foram colocadas posteriormente em
hexileno glicol, 2-metil-2,4-pentanediol, que é bastante higroscéopio, para
a retirada da 4gua do interior das mesmas ¢ cuja formula molecular é a
seguinte:

CH,CH(OH)CH,C(CH,),OH
hexileno glicol
5.2) ESTUDO DA ABSORCAO E LIBERACAO DE DROGAS
PELAS PEROLAS DO HIDROGEL DE POLI-2-HEMA@®.47.50)

Como ja foi comentado em Materiais ¢ Métodos a droga
escolhida para os estudos de absorgdo e liberagdo foi o acido félico por
ter estrutura semelhante a um antimetabolito muito utilizado em
tratamentos de cancer (methotrexate) e cuja formula estrutural é a
seguinte:

H, g N
N —
[ N CH,NH —©— CONH
o |

HOOCCH.CH; -~~~ ¢ ——~-COOH

H

Figura 24: Féormula Estrutural do Acido Félico
(C19H19N70¢ ; PM = 441.4)%9

Fez-se uma curva de Absorbancia x Comprimento de Onda
(A) (nm) para se verificar qual o melhor comprimento de onda (valor
maximo de Absorbincia), onde todas as medidas posteriores seriam
feitas. O melhor (1) encontrado para o acido folico foi em 280nm (ultra-
violeta, uv) (fig. 12, pag. 45).

Pela curva de calibragdo (fig.11) foi possivel escolher a
melhor concentragdo da solugdo de acido folico que seria utilizada nos
testes, que foi de 5x10°™ ( A=0.836).

Como os estudos de absor¢io e liberagdo envolviam
variages de pH, foi feito um grafico de Absorbéncia em fungio do pH
para varias solugdes de dcido folico e verificou-se grandes alteragdes
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nos valores de Absorbincia em fung¢do dos diferentes pHs, segundo
podemos verificar na Tabela 4 (pag. 43).

Sendo assim, para todos os testes realizados, as medidas de
Absorbancia foram sempre feitas no mesmo pH, garantindo que qualquer
alteracdio nas medidas da Absorbincia seriam exclusivamente
decorrentes da absor¢do ou liberagdo do acido félico pelas pérolas do
hidrogel.

Em relagdo ao Plangjamento Fatorial, fez-se sempre em
primeiro lugar o estudo da absorcdo (tab. 5a ¢ 5b, pag. 46). Com os
melhores resultados obtidos nesta etapa, carregava-se as pérolas para,
posteriormente, fazer um outro Planejamento Fatorial, visando o estudo
da liberagdo (tab. 7, pag. 47).

A Tliberagdo foi feita sempre em solugdes-tampdo, para
garantir que ndo houvesse mudangas bruscas de pH durante a realizagfo
dos ensaios.

Os resultados obtidos com o acido como podemos verificar
nas tabelas 5a, 5b e 7 (replicatas), ndo foram satisfatérios devido a varios
fatores, tais como:

« variagdes muito significativas na intensidade de
Absorbancia em fungdo do pH;

« dificuldades em se manter um pH fixo durante todo o
tempo uttlizado na realiza¢fo dos ensaios e também muitas mudangas
durante a leitura das medidas de Absorbancia, devido, talvez, a presenca
de acido folico na solugio;

o leituras feitas num comprimento de onda onde pode haver
interferéncia de muitos outros ions pois 0 2 ndo é muito seletivo neste
valor;

» medidas pouco reprodutiveis.

Devido a estas dificuldades, decidiu-se repetir todo o
estudo, sO que utilizando um corante.

Dentre o0s varios corantes testados®?”, escolheu-se o
alaranjado de metila (C, H,,N,NaSQO,; PM=327.34), por ser solavel em
agua, ndo ter mudancas muito significativas de Absorbincia em fungdo
do pH como visto na tabela 9 (pag. 48), ter um A mais seletivo, evitando
interferéncias de outros ions e pelo fato de se conseguir manter fixo um
determinado pH desejado. Sua formula estrutural € a seguinte:
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Figura 25: Férmula Estrutural de Alaranjado de Metila
{ﬁj4H14N3N38(}3;PMm327,34)(54)

Em todos os ensaios, fez-se as leituras de Absorbincia sempre no
mesmo pH para garantir que qualquer mudanca de Absorbéncia seria de-
corrente apenas dos processos de absorgdo ou hiberagdo do corante pelas
pérolas do hidrogel. Além disto, todas as medidas foram feitas no mesmo
comprimento de onda.

Pelo Planejamento Fatoral feito para a absorgdo do
alaranjado de metila (tab. 11), os efeifos mais importantes foram pH e
tempo, valores dos efeifos da mesma grandeza gue o emo néo sio
significativos.

Com isto, verificou-se que variagbes de temperatura ndo
influenciam o processo de absorgfo do corante pelas pérolas do hidrogel,
assim como nfo existem efeitos de interagio significativos.

O efeito pH foi positivo indicando que guanto mator o pH,
mator © valor da Absorbancia da solugéo e, portanto, menor a absorgio
do corante pelas pérolas. Sendo assim, valores de pH baixos favorecem o
processo de absorgdo.

O efeito tempo teve valor negativo, indicando que quanto
maior o tempo, menor o valor da Absorbincia e maior a absorgio.
Portanto, tempos longos também favorecem o processo de absorgéo.

Com base nestes resultados (tab. 11), carregou-se as pérolas
com uma solugdo do corante em pH por volta de 1.0 por 24 horas, a
temperatura ambiente,

Observou-se degradacdc do polimero em wvalores de pH
entre 5 ¢ 8. Por isso, o Planejamento fatorial feito para a absorgfio, nessas
condicdes, tiveram resuliados pouco satisfatérios em relagfo ao
Planejamento Fatorial feito enire pH 1 e 4 (tabelas 10a e 10b).
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Os Planejamentos Fatoriais feitos tanfo para a absorgio
quanto para a liberagdo foram divididos em duas partes porque a faixa de
pH de interesse variava de 1, pH do estomago, a 8, pH do intestino,
sendo portanto muito extensa para que se fizesse somente um
Planejamento fatorial, o que acarretaria em resultados ndo conclusivos.

Apés o carregamento das pérolas, fez-se o estudo da
liberacdo em solugdes-tampdo. Da mesma forma que para absorgdo,
valores altos de pH, de 5 a 8 degradaram o polimero e, semelhante a
absor¢do, a liberagdo também foi favorecida por valores de pH baixos,
isto é, nafaixade 1 4 4.

Os efeitos mais importantes no caso da liberagdo foram: pH,
tempo ¢ a interagdo entre pH ¢ tempo (pHxt) (tab. 13). Neste caso,
observou-se que o efeito pH foi negativo, indicando que quanto maior o
valor de pH, menor o valor da Absorbancia e portanto menor a liberagio
do corante. Portanto, quanto menor for o valor de pH, maior sera a
liberacdo.

O efeito tempo foi positivo, indicando que tempos longos
favorecem a liberagdo. O efeito temperatura assim como as outras
interagGes ndo foram significativos.

Comparando-se os resultados obtidos com o dcido félico
(tabelas 5 e 7) e com o alaranjado de metila (tabelas 10 e 12), observou-
s¢ que os mais significafivos e mais confidveis (reprodutibilidade
melhor), foram aqueles provenientes dos ensaios com o corante. Com
base nisto, utilizou-se para 0 Programa Fatorial os resultados obtidos na
absor¢do e liberagdo feitas com o corante.

Primeiramente, construiu-se o grafico normal das estimativas
(figuras 26a e 27a, pag. 73 e 74). A reta obtida neste grafico € decorrente
do erro aleatério (experimental) ¢ os valores dentro da reta ndo sdo
significativos.

Os valores significativos sdo somente aqueles que estdo fora
da reta, sendo portanto incluidos na modelagem, zerando-se os demais.

Obteve-se, entdo, o grafico dos residuos contra as respostas
previstas (figuras 26b e 27b, pag. 73 e 74). Os residuos sdo calculados
como resposta experimental menos resposta prevista. Esta diferenga ¢
devida ao erro experimental e ao fato da equagdo nio ser exata, havendo
a necessidade de ajuste.

Se o grafico dos residuos versus respostas previstas for
aleatdrio, deduz-se que o erro ¢ aleatorio e decorrente somente do erro
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experimental, o que em outras palavras significa que a modelagem ndo
necessita de muito ajuste.

Por tltimo, fez-se o grafico normal dos residuos (figuras 26¢
e 27¢c, pag. 73 e 74). Neste caso, uma reta significa distribui¢do normal, o
que levou a conclusdo de que o modelo estava bom.

Conseguiu-se assim um bom modelo em ambos 0s c¢asos,
como mostrado abaixo.

As equagdes que descrevem os modelos sdo:

« para absorgio:

A=05193+ 0.1050 pH - 0.0343 t (Eq.l)
Y =média + (efeito+2)x, - (efeito+2) x,

(by) (b)) x, (by) x,
onde A=Absorbancia.

«» para liberagio:

A=0.0289-0.0119 pH +0.0143 t - 0.0034 pHxt(Eq.2)
Y =média - (efeito+2) x, + (efeito+2) x, - (efeito+2) x,x,

(b)) - (b)x, -+ (b,) x, - (b)) xx,
onde: A=Absorbancia.

E importante ressaltar que as equagdes acima apresentadas
correspondem a modelos tedricos, cuja fungdo ¢é descrever
aproximadamente um comportamento experimental.

Logicamente, o modelo funcionard de maneira mais
adequada quando o valor das varidveis se encontrar dentro da faixa
abrangida por ele.

Os graficos do Programa Fatorial utilizado para a absorcio e
a liberagdo foram os seguintes:
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5.3) CURVAS DE LIBERACAQ CONTROLADA DE DROGAS

Fez-se duas curvas de hiberacfo controlada para comparagio
(tabela 14a e tabela 14b) Uma com ftroca da soluclo (tabela 14a),
supondo gue © prigcipio ativo esftivesse sendo consunudo pelo
Organismo.

Haveria, entdo, a liberacfo da droga até que se esgotasse a
quantidade da mesma contida dentro das pérolas, o que é mostrado pela
figura 14

A outra curva for feita sem troca da solugfo (tabela 14b).
Neste caso, havena liberago do principio ativo de dentro das pérolas até
gque se atmgisse um equilibric com o meio. Tena-se, inicialmente um
grande aumento da conceniracfio da droga liberada no meic em fungdo
do tempo, até se atingir um patamar ou a condicdo de equilibrio (fig 15).

Na figura 28, a seguir, apresenfam-se  as  Ccurvas
experimental e {edrica para ¢ processo de liberacdo confrolada do
alaranjado de metila. Observa-se, nesta figura, a existéneia de um cerio
grau de discrepincia enire o comportamento experimental e a liberagio
prevista pelo modelo. Estas discrepéncias podem ser explicadas em
termos da mabilidade do procedimento estatistico em interpretar um
comportamento continuo regido por processos de equilibrio, a partir de
resuitados gue envolvem intervalos compreendidos entre apenas dois
valores de tempo. O modelo, que baseia o cilculo a partir desies
resultados, somente pode fornecer um modelo lincar, uma vez gue ndo
considera o efeito produzido pela dimmuicio da concentracio da droga
em fungdoc do tempo.
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Figura 28: Corvas Comparativas da Liberacfio Controlada do Alaranjade de
Metila {Tempo {h) versus ABS=Absorbincia)
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Nz figura 29 abaixo, apresentam-se as curvas experimentais
de absorcBo de substincias de diferentes massas moleculares em
comparagdo com a prevista pelo modelo. Observou-se através desta
figura que a absorgdo do alaranjado de metila prevista pelo modelo €
basiante coerente com os valores experimentais. O fato do modelo
representar mais adequadamente o processo de absorgfio € devido ao fato
de que as pérolas do drogel apresentam uma capacidade de absorcio
maior que as concentracfes absorvidas no mitervalo de tempo estudado.

Isto faz com que o comportamento da absorgdo nfo sela
alterado por efeito de saturacio do polimero, o que leva 2 obtengdo de
um grafico linear, bastante proximo a0 modelo previsto.
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Figura 29: Curvas Comparativas de Tempo (h} versus Absorcio {em %) de
Substancias.

54) ESTUDO DA ABSORCAQ DE SUBSTANCIAS COM
VARIACAO DE PESO MOLECULAR

Fscolheu-se para este estudo trés substincias, isto €, ©
Alaranjade de Metila (PM=32734), o Niroblue Tetrazohum
(PM=817,69) ¢ a Vitamina BI12 (PM=135538), e observou-se como
variava a % de absor¢io destas pelas pérolas do tudrogel em fungdo do
Peso Molecular.

Pelos resultados obtidos, verificou-se que guanto maior o
Peso Molecular da substincia, menor sua absorgfio pelas pérolas do
hidrogel (fig.19).

Iste estd relacionado com o grau de reticulagie do polimero,
o qual é o responsével pelo “Tamanho de Pore” do gel ¢ portanto pelo
tamanho de molécula que podera ser absorvida..
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Como fo1 observado neste caso, substincias de Peso
Molecular muito maior que 1000 foram pouco absorvidas por estas
pérolas, o que significa que os poros de dentro do hidrogel sdo
relativamente pequenos e que os processos de absorgdo e liberagdo sdo
mais eficazes se trabalharmos com drogas de baixo Peso Molecular.

5.5) MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Como podemos observar pelas micrografias, as particulas
obtidas foram bastante uniformes e apresentaram uma geometria esférica
dentro do esperado (fig. 20 e 21, pag. 61 e 62).

Nota-se também a presenga de porosidade a qual foi
provocada pela retirada do alginato de célcio apos a sintese do poli-2-
HEMA (fig. 22 ¢ 23, pag. 63 ¢ 64).

A medida do tamanho de poro médio das pérolas ¢
importante para se ter uma idéia do perfil de distribuigdo de tamanho de
poro do material obtido, mas, como o material ¢ muito fragil € ndo
aguenta muita pressdo, ndo foi possivel fazer uma anilise do tamanho de
poro por porosimetria de Hg.

Micrografias deste material sintetizado neste formato nio
foram encontradas nas literaturas consultadas.
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Segundo o método de sintese descrito, ufilizando-se alginato
de célcio como molde de polimenzacgio, foi possivel obter pérolas de
tamanho uniforme (2-3mm de didmeiro) do hidrogel de poli-2-
hidroxietilmetacnilato (poli-Z2-HEMA).

Com estas pérolas, fez-se o estudo de absorgfio e liberagdo
de substincias através do hidrogel. Para isto, utilizou-se um método de
otimizacdo denominado Planejamento Fatorial.

O Planejamento Fatorial feito para estes estudos (de
absorcdo e liberaclio) foi do tipo 22, ou seja, com 2 niveis e 3 varidveis
{pH, tempo e Temperatura) €, a partir dos resultados obtidos, foi possivel
verificar quais fatores realmente afetaram a resposta e quais nio foram
significativos.

Desta forma, conseguiu-se obter o maximo de informagfo
util com um nimero minimo de ensaios, evitando ensaios desnecessarios.

Concluiu-se, entfo, que para o processo de absorgio,
somente as vanaveis pH e tempo foram realmente importantes e para o
processo de liberagfo as variaveis pH, tempo ¢ a interaglo entre pH e
tempo (pHxt) afetaram a resposta.

Nos dois processos estudados, diferencas de Temperatura
ndo afetaram o sistema.

Fotr possivel, entfo, desenvolver wma equacio matematica
para descrever cada processe. No caso da absorgdo, favorecida por
valores de pH baixos ¢ longos tempos, a equacio obtida para este
processo foi a seguinte:

A = 0.5193 + 0.1050pH - 0.0343t

No caso da liberagfio, esta foi favorecida por valores de pH
baixos, longos tempos, houve wma interacdo importante de pHxt. A
equa¢do obtida neste caso pode ser descrita como:

A = 00289 -00119pH + 0.0143¢ - 0.0034(pHxt)

Verificou-se, também, gue em ambos os casos, absorgio ¢
liberagdo, houve degradacio das pérolas do polimero, com perda do
formato original, para valores altos de pH (valores>35).

Pelas curvas de liberacfio conirolada foi possivel conclumrr
que este hidrogel sintetizado na forma de pérolas pode ser utilizado em
sistemas de hiberag#o controlada de drogas.
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Pelo estudo da absorcfic com variagdes de Peso Molecular,
pide-se verificar que os poros existentes no interior das pérolas do
hidrogel sfo relativamente pequenos, ¢, substancias de Peso Molecular
muito maiores que 1000 sfo pouco absorvidas pelo polimero. Com isto,
verificou-se que estas pérolas tem uma maior eficicia quando utilizada
com drogas de baixo Peso Molecular.

Observou-se a existéncia de poros no interior das pérolas do
hidrogel, através da Microscopia EletrOnica de Varredura, e, ¢om isto,
pdde-se concluir que a absor¢io ¢ a liberacio de substincias através do
polimero ocorriam ndo s6 a nivel da superficie mas também através dos
poros existentes em seu interior.
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1) Estudar varnagbes tanto no grau da reticulagio quanto no
tamanho das pérolas do hidrogel, verificando as mudangas no tamanho
dos poros € observando-se a faixa de Peso Molecular das substincias que
poderiam ficar retidas no interior do polimero,

2) Pesquisar outras maneiras de se sintetizar ¢ hidrogel poli-
2-HEMA em formatos diferentes, verificar seu comportamento em
fimgo de variagGes de pH, tempo e temperatura, e estabelecer
comparagles com o formato de pérolas.

3) Tentar copolimerizar o hidrogel poli-2-HEMA com um
mondémero que forma wm polimero hidrofébico e estudar suas
caracteristicas e seu comportamento frente s mesmas condigbes que as
realizadas neste trabalho.

4) Estudar a aplicagdo das pérolas do hidrogel de poli-2-
HEMA em processos de imobilizacfo de enzimas.

5) Fazer um amplo estudo mateméatico do processo de
difusfio de substincias através das pérolas do hidrogel de poli-2-HEMA,
determinando todas as equagles que regem o processo.

6) Estudar detathadamente as propriedades mecanicas do
material sinfetizado em vérios formatos estabelecendo as dewvidas
comparagdes.
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Procedimente Multivariade de Otimizacio:
Método do Planejamento Fatorialt49)

O plangjamento fatorial, como técmica de otumizagdo, €
classificado como método do tipo simultdnec e geralmente é utilizado
para selecionar as varidveis que realmente apresentam infuéncias
significativas na resposta, Também nos permite saber se uma varijvel
apresenta um efeito positivo ou negativo na resposta guando a mesma
passa de um nivel (valor) para outro, e se as variaveis sdo independentes
ou apresentam interagdes.

O método do plancjamento fatorial é mais eficaz guando
utilizado para detectar diferencas causadas por dois ou mais fatores.

O método pode também explorar uma pequena regido
compressivamente, de maneira a dar, no méximo, uma indicagiio da
direcio a mover para efetuar uma nova série de experimentos, ou
explorar uma grande regifio superficialmente, de maneira que um Stimo,
se encontrado, necessitard de expenmentos posteriores para melhor
caracteriza-lo.

Pode, além disso, explorar regifes que estejam muito
afastadas de um d&timo de maneira a fornecer resultados de pouco
interesse.

Para realizar uwm planejamento fatorial, escolhe-se um
namero de niveis (valores) para cada uma das variaveis (fatores) e efetua-
se experimentos em fodas as combinagles possiveis destes niveis
selecionados.

O planeiamento fatorial pode ser representado de uma
maneira geral por b2 | onde a € o nimmero de varidveis estudadas e b é o
niimero de niveis escolhidos. Pode-se ter, também, fatoriais com valores
de b diferentes para cada variavel (fatorial 2! x 31x 51 | isto ¢, 2,3 e 5
sdo niveis para as vanaveis A, B e C, respectivamente).

Os fatoriais do tipo 28 sfio os mais comuns. Hstes planos,
onde para cada vartdvel sdc escolhidos apenas dois niveis, sfo
mnportantes porgue reguerem relativamente poucos experimentos €
embora sejam incapazes de explorar completamente uma grande regfio
no espago das varidveis, podem indicar {endéncias para posteriores
realizacfes de experimentos.

O planejamento fatorial apresentado por Box et all®® pode
ilustrar a técnica que a seguir serd apresentada como wm resumo deste
estudo.
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A tabela Al.l1 mostra um planejamento fatorial 23, onde
duas wvaridveis sfo guantifativas (temperatura ¢ concentragfo) ¢ uma
variavel € qualitativa {espécie de catalisador). A resposta € o rendimento
de uma planta piloto®,

TABELA AL1 PLANEJAMENTO FATORIAL 23@

Varidveis Nivel baizo Nivel alto
Temperatura (T),LC 160 {(-) 180 (+)
Concentragio (C), % 20 () 40 (+)
Catalisador (K) A{-) B (+)

Interagfes Replicatas
TCK Primeira Segunda Média
- - -+ + + - 56 61 &0
+ e - - - + + 74 70 72
N + - + 50 58 54
R - - - 59 67 68
- = 4+ - - + 50 54 52
+ -+ - + - - 81 85 83
-+ + - - + . 46 44 45
+ + +  + + + + 79 81 80

Os efeitos, definidos como mudanga ocorrida na resposta
quando se move do nivel baixo para o nivel alto sfo classificados em
duas categorias: efeito principal (isto ¢, efeito causado por cada uma das
variaveis) ¢ efeitos de interacfo (isto é, efeito causado pela inferacgdo
entre as variaveis; podem ser de segunda, terceira ou enésima ordem
conforme o niimero de fatores considerados). Assim, a média dos efeitos
mede o efeito médio da varidvel sobre todas as condigbes de outras
variaveis.

Efeito Principal = Y *- Y -, onde

Y = média dos efeitos individuais da medida

(+) =nivel alto e (~) = nivel baixo
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Efeito da Temperatura (T):
Temperatura Concentragio Catalisador
Y =72-60=12 20 A
Y =68-54=14 40 A
Y=83-52=31 20 B
Y =80 -45=35 40 B

92

Efeito Principal da Temperatura = —943 =23,0

Efeito da Interacio Temperatura x Concentracio, TxC:

Uma medida de interagdo ¢ fornecida pela diferenca entre a
média do efeito da temperatura em relagdo ao nivel alto (+) da
concentracdo ¢ a média do efeito da temperatura com o nivel baixo (-) da
concentracio:

Concentragio Média do Efeito Temperatura

(68 —54) + (80— 45)
2

(+) 40 =245

(72 - 60)+(83-52)
2

(-)20 =215

Diferenga: 24.5-21.5=3.0

Efeito de Interagdo TxC= %;W?ﬁﬁ = %9 =15

Efeito Trifatorial, TxCxK:

A interagdo trifatorial pode ser definida como sendo a
metade da diferenca entre as interagdes da TxK para os dois niveis de
concentragio C:
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Intera¢8o TxK com nivel de C alto (+):

(r'-77)-(r* -7 _(80-49)-(68-54) _ .
2 2 '

5

Interagdo TxK com nivel de C baixo ( - ):

(r°-1r)-(r*-r) _(83-52)-(2-60) _ .
2 2 '

Diferenga: 10.5-9.5=10

Efeito de Interagdo TxKxC: %‘Zr;ﬂ = 1’20 =0,5

Como ¢ muito tedioso o calculo dos efeitos seguindo as
defini¢des, uma alternativa mais rapida é a Tabela de Coeficientes em
Contrastes (sinais (+) e {-) da Tabela Al.1). Todos os efeitos, principais
¢ de interagdo, podem ser calculados da mesma forma, como mostrado
no exemplo para o efeito principal da Temperatura, porém nas suas
respectivas colunas de sinais.

Efeito da Temperatura: Conforme sinais da primeira
coluna da Tabela A2.1 ¢ o divisor 4, que € igual a Y* ou Y-, temos:

~60+72—-54+68~-52+83-45+80 492
4

=23,0

Calculo do Desvio Padrio para os Efeitos:

Em geral, se g séries de experimentos sdo realizados e cada
série 1 de experimentos rende m replicatas, entdo o grau de liberdade
,u=m—1, e a estimativa combinada da variincia seréa:
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o8+ S+ e ST

U

U=t Uzt e

Como cada efeito principal € de interacdes sdo medidas
estatisticas do tipo (Y*- Y- ), a variincia de cada efeito sera dada por:

V(efeito)=V ( Y*-Y" ), ouseja

Viefeito) = [i ; i} -

i I {7]

n; = numero total de replicatas para o calculo de Y+

n, = numero total de replicatas para o célculo de Y-.

Num planejamento fatorial onde o nimero de replicatas ¢
constante para todas as combinagdes de niveis, entdio n;+ n, = N,

nimero total de experimentos. Portanto, se um total de N experimentos
sdo realizados num procedimento fatorial de dois niveis:

V(efeito) = %-o- 2. Como §? € uma estimativa de o 2, entdo

V(efeito) = %‘S"" , logo

1/2
Desvio Padrio(efeito) = [—j\? - S"’}

Os efeitos e o desvio padrdo de efeito do fatorial exemplo

S&0:.
Temperatura =230+14
Concentracio =-50+14
Catalisador =+1,5+1,4
TxC =+1,5+14

TxK =10,0+1.4
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Figura A1.3: Representacio do Exemplo do Fatorial 7,

Interpretacio do Fatorial:

I)a concentracdo ¢ independente da temperatura e do
catalisador.

2o efeito de aumentar a concentragdo ¢ uma dimimngo no
rendimento de 5 unidades. Este efeito ¢ constante para os niveis das
oufras variaveis testadas,

3)os efeitos de temperatura e catalisador ndo podem ser
mterpretados separadamente por razdo do valor grande do efeito da
interagdo entre eles.
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