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Abstract

Recently, our laboratories have explored the synthesis of new materials to delivery
of drugs specifically to cancerous tissues, for enhanced therapeutic efficacy and reduced
systemic toxicity. In this work, the synthesis of poly(N,N"-dimethylacrylamide-co-N-
Vinyl-2-pirrolidone) copolymers (PDMAmM-co-VP) loaded with crotoxin is described.
Crotoxin have interesting antitumour property and so may be used in patients with
advanced cancer. Our particular interest is the reduction of the neurotoxic effects of
crotoxin by their entrapment in the bioerodible PDMAmM-co-VP copolymer. In this work
we report the study on the diffusion of a crotoxin from PDMAmMm-co-VP. A mathematical
model was developed to describe the release of protein from the PDMAmM-co-VP polymer
according to the reptation model. Using the reptation model it is shown that the diffusion
process measured by the diffusion coefficient, D, is dominated by the chain length, degree
of polymerization, N, and the chain architecture. By considering the reptation motion of
chain ends across the interface, it has been shown that the interfacial width increases with
t*. The second stage of chrotoxin interdiffusion occurs at times greater than ¢. (reptation
time) where the diffusion process is predicted to change to give an interfacial width that
grows with a #* dependence, recovering the classical picture of Fickian diffusion. The
experimental results suggested a sort of tuning of parameters that are related to the
molecular properties of the polymer, and the drug, such as the polymer molecular weight,
the water and the drug diffusion coefficient, the equilibrium volume fractions of the
crotoxin, and the water-polymer interaction parameter, could result in sustained zero-order
release system. Our study indicated that the PDMAmMm-co-VP copolymers confer stability to

crotoxin, causing controlled release and reduction of the toxic effects of protein.



Resumo

Recentemente, nossos laboratorios tém explorado a sintese de novos materiais para
liberacdo de drogas, especificamente para tecido, especialmente tecidos cancerosos, para
melhorar a eficicia terapéutica e reduzir a toxidade do sistema. Neste trabalho, a sintese de
copolimeros  poli  (N,N’-dimetilacrilamida-co-vinil ~ pirrolidona) (PDMAmMm-co-VP)
carregado com crotoxina € descrito. A crotoxina apresenta interessante propriedade anti -
tumoral e também pode ser usada em pacientes com cancer avancado. Nés temos interesse
na reducdo dos efeitos neurotdxicos da crotoxina atraves do seu aprisionamento no
copolimero bioerodivel PDMAmM-co-PV. Um modelo matematico foi desenvolvido para
descrever a liberagdo de proteina do polimero PDMAmM-co-VP de acordo com o modelo da
reptacdo. Dentro do modelo de reptacdo é mostrado que o processo de difusdo medido pelo
coeficiente de difusdo,D, é dominado pelo comprimento da cadeia, pelo grau de
polimerizacdo, N, e pela arquitetura da cadeia. Considerando o movimento de reptacdo das
extremidades da cadeia através da interface, tem sido mostrado que a espessura interfacial
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cresce com t. O segundo estégio da interdifusdo da crotoxina ocorre para tempos maiores

7, (tempo de reptacdo) sendo prevista uma modificagdo no processo de difuséo onde a

espessura interfacial cresce proporcionalmente a t¥

, caracterizando a figura classica da
difusdo Fickiana. Os resultados experimentais sugerem que a afinacdo apropriada de
pardmetros seja relatada para as propriedades moleculares do polimero, os coeficientes de
difusdo da droga e da agua, as fracbes de volume da crotoxina no equilibrio e o pardmetro
de interacdo entre a agua e o polimero, poderia resultar em um sistema de liberacdo de
ordem zero. Nossos estudos indicaram que os copolimeros PDMAmM-co-VP conferem
estabilidade para a crotoxina, causando liberacdo controlada e reduzindo os efeitos toxicos

da proteina.
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INTRODUCAO

Os polimeros tornaram-se importantissimos para aplicacdo em engenharia de materiais
bem como sua utilizagdo na medicina e na industria farmacéutica.

Na medicina os polimeros tém aplicacdes indispensaveis, desde um pequeno frasco,
destinado a coleta para exames clinicos, até membranas poliméricas que fazem o papel de
tecido humano artificial.

A industria farmacéutica utiliza os polimeros sintéticos para encapsulamento de
farmacos desde 1949, com a patente do microencapsulamento pelo processo Wurster. Em
1953 foi desenvolvido o encapsulamento de liquidos e, durante as décadas de 50 e 60, ocorreu
um grande avanco no desenvolvimento de sistemas microencapsulados para a liberacdo
controlada de farmacos. Também foram projetadas, no século passado, células artificiais
contendo em seu interior enzimas ou agentes biologicamente ativos imobilizados e que
apresentavam caracteristicas controladas de difusdo, para aplicac6es em transfusdes de sangue,
sistemas artificiais de desintoxicacdo (rins artificiais) e células artificiais do figado. Tais
celulas foram preparadas em laboratdrio usando materiais sintéticos ou biolégicos, por Chang
e colaboradores em 1957'. Cada célula consiste em uma membrana ultrafina esférica que
envolve o material biologicamente ativo. A membrana separa os contetidos do ambiente
externo. As enzimas biologicamente ativas envolvidas por estas células podem ser liberadas e,
posteriormente, reagirem com o meio bioldgico com a finalidade de gerar alteracdes desejadas
nesse meio.

As membranas utilizadas em sistemas de liberagdo controlada, como os citados
anteriormente, sdo polimeros biodegradaveis e biocompativeis.

A composi¢do da membrana, a permeabilidade e outras caracteristicas podem variar,
obtendo-se um grande alcance e controle da liberacéo dos agentes ativos.

No interior das membranas podem ser inseridos quaisquer combinagdes de enzimas,
sistemas multienzimaticos, co-fatores de regeneracdo de sistemas de enzimas, extratos de

células, células inteiras, proteinas, absorventes, materiais magnéticos, antigenos, anticorpos,
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vacinas, horménios, sistemas multicompartimentais, e outros materiais®, que possam
desempenhar uma atividade por um periodo prolongado.

A liberacdo controlada de farmacos ocorre quando um polimero natural ou sintético
for combinado com um farmaco, ou outro agente ativo, de tal maneira que haja liberacdo do
material bioativo de forma previamente projetada. A liberacdo do agente ativo pode ser
constante por um longo periodo, pode ser ciclica durante um longo prazo, ou pode ser
provocada pelo ambiente ou por outros eventos externos. Em todos esses casos, a finalidade
do controle de liberagdo de droga é conseguir terapias mais eficazes para os farmacos que
apresentem citotoxidade. Outras vantagens de usar sistemas de liberagdo controlada sdo a
manutencdo dos niveis de concentragdo do farmaco dentro de uma taxa desejada, a
necessidade de poucas administracfes, o uso otimizado do farmaco aplicado, e melhorar a
reacao do paciente.

Enquanto as vantagens da utilizagdo de sistemas de liberacdo controlada se mostram
significativas, as possiveis desvantagens ndo podem ser ignoradas. A toxidade ou a
incompatibilidade bioldgica dos polimeros usados, os produtos da degradacdo do polimero, a
cirurgia requerida para implantar ou remover o sistema (se for o caso), a possibilidade do
desconforto do paciente motivada pelo dispositivo de liberacdo, e o custo mais elevado da
liberacdo controlada quando comparado com os sistemas de formulagOes farmacéuticas
tradicionais devem ser levados em conta quando um projeto de liberacdo controlada de
farmacos for elaborado®.

O objetivo inicial dos sistemas de liberacdo controlada foi conseguir um perfil de
liberacdo que produzisse um nivel elevado do farmaco no sangue durante um longo periodo de
tempo. Com os comprimidos ou inje¢des tradicionais, o nivel do farmaco no sangue segue o
perfil mostrado na Figura 1a, em que o nivel se eleva depois de cada administracdo e entdo
diminui¢Ges ocorrem até a dose seguinte. O ponto critico da administracdo tradicional de
farmacos é a manutencdo do nivel do agente no sangue entre um valor maximo, que possa
representar um nivel téxico, e um valor minimo, abaixo daquele em que o farmaco se torna
ineficaz. Em sistemas de liberacdo controlada de farmacos projetados para a administracao de
agentes ativos por longo tempo, a concentracdo do agente no sangue segue o perfil mostrado
na Figura 1b, constante, entre 0 maximo e o minimo, por um periodo de tempo prolongado.

Dependendo da formulacdo e da aplicagdo, os periodos de liberacdo poderdo ser de horas,



meses ou até mesmo anos.
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Figura 1- Nivel do farmaco no sangue em funcdo do tempo para dosagem
tradicional (a) e sistema de liberagdo controlada (b).

Quando as formulacgdes orais ou injetaveis tradicionais do farmaco ndo puderem ser
usadas devido a acdo tdxica do componente bioativo, a utilizagdo de sistemas de liberacdo
controlada é o mais indicado. O sistema ideal de liberacdo de farmacos deve ser inerte,
biologicamente compativel, mecanicamente adequado, confortavel para o paciente, capaz de

propiciar o transporte elevado da droga, seguro em relacdo a liberacdo acidental, simples de



administrar e de remover e de fcil fabricagéo e esterilizacio®.

Nos ultimos anos, as formulacdes da liberagcdo controlada de farmacos e os polimeros
usados nestes sistemas tornaram-se muito mais sofisticados, com a habilidade de prolongar os
periodos de liberacdo eficaz para cada agente ativo. Por exemplo, sistemas atuais de liberacdo
controlada de farmacos podem responder as mudancas do ambiente bioldgico e liberar ou reter
farmacos de acordo com estas mudancgas. Além disso, os materiais foram desenvolvidos de
maneira a conduzirem ao “sistema alvo” da liberagdo, em que uma formulagéo particular pode
ser dirigida a célula, ao tecido, ou ao local especifico no qual o composto bioativo deve ser
liberado®.

No final da década de 60 e durante inicio da década de 70 foram realizados diversos
estudos sobre polimeros biodegradaveis derivados de acido latico e glicélico para a aplicacdo
em seres Vvivos. Os resultados mostraram que eles proporcionam boas propriedades mecanicas,
baixa capacidade alergénica, baixa toxidade, excelente compatibilidade biolégica e uma
cinética previsivel de degradacdo. Estas qualificagdes despertaram interesses para suas
possiveis aplicacbes em tecnologia farmacéutica. Tais substancias obtiveram a aprovacéo pela
Food and Drug Administration (FDA-EUA) para a utilizagdo como sistema de liberacdo
controlada de farmacos®.

Desde o inicio da década de 90 o grupo de pesquisa em biomateriais da Universidade
Federal de Itajuba tem sintetizado e estudado as caracteristicas biocompativeis de polimeros
derivados da acrilamida, particularmente o poli (N,N’- dimetilacrilamida—co-vinilpirrolidona)
(PDMAmM-co-VP). O copolimero sintetizado, além de suas propriedades hidrofilicas, possui
baixa citotoxidade permitindo projetar sistemas de liberagdo controlada por dissolucdo da
membrana polimérica.

Uma aplicacdo na area médica desse copolimero PDMAmM-co-VP, sugerida por este
trabalho, € a liberacdo de agentes bioativos com propriedades antitumorais com material para
aplicacéo no tratamento de cancer.

Um composto natural bioativo com relacdo as suas propriedades antitumorais é a
crotoxina. Ela € a principal neurotoxina presente nos venenos das serpentes da America do Sul
(Crotalus durissus terrificus)’.

A acdo da crotoxina tem sido objeto de estudo por parte de médicos e bioquimicos

com a finalidade de inibicdo, reducdo e/ou extin¢cdo de tumores. As principais dificuldades



encontradas pelos pesquisadores durante o tratamento de pacientes contra o cancer, utilizando
a crotoxina, é a necessidade da aplicacdo de injecdes diarias e o risco das doses atingirem
niveis toxicos. Tais dificuldades poderdo ser eliminadas quando um sistema de liberacdo
controlada da crotoxina tiver sido convenientemente projetado e testado em ensaios in vitro e

in vivo.

1.1 A crotoxina.

A crotoxina (CT) é a principal neurotoxina presente nos venenos das serpentes da
América do Sul (Crotalus durissus terrificus) e representa quase 50 % do peso seco do veneno
sendo a primeira neurotoxina animal a ser purificada e cristalizada®. Demonstrou-se que esta
toxina tem atividade de fosfolipase; exerce sua acdo fisioldgica por bloqueio da transmissao
neuromuscular; seus efeitos s@o principalmente pré-sinapticos, causando uma modificacdo
tipica dos neurotransmissores liberados dos terminais nervosos. Efeitos similares sdo
observados com outras neurotoxinas de serpentes que possuem atividade de fosfolipase A, °.

A crotoxina é formada por duas diferentes subunidades, componentes A (4cida) e B
(basica), sendo que somente a Ultima apresenta atividade enziméatica. O componente B é
formado por uma Unica cadeia polimérica de 123 amino&cidos e sua sequiéncia € similar a de
outras fosfolipases A, do pancreas de mamiferos ou de venenos de serpentes'®. A subunidade
A, denominada crotapotina, consiste de trés cadeias polipeptidicas ligadas por pontes de
dissulfeto, e suas sequéncias de aminoacidos sdo homdlogas a vérias partes da fosfolipase A;
ndo-téxica do veneno crotalideo™. As duas subunidades da crotoxina de maneira sinérgica. A
subunidade B tem uma baixa toxidade, mas apresenta alta atividade enzimatica e a subunidade
A ¢é desprovida das duas atividades (téxica e enzimatica), porém quando ambas estdo
associadas, o complexo apresenta uma toxidade aproximadamente 10 vezes maior do que
quando isoladas’.

A quimioterapia convencional para tratamento de tumores gera efeitos colaterais
rispidos e muito frequentes, por isso tem estimulado a busca de novos compostos capazes de
combater a proliferacdo incontrolada de células tumorais por mecanismos citostaticos e
citoliticos. Esta busca tem sido direcionada para produtos naturais, uma das fontes mais
abundantes de compostos com alta atividade biologica. As toxinas de origem vegetal,

microbiana ou animal sdo particularmente interessantes, devido a sua forte atividade
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farmacolégica e sua seletividade pelo sitio de acao™.

Os venenos de serpentes possuem atividades citotoxicas sobre algumas células de
tumores in vitro, apesar dos estudos de sua atividade antitumoral em cobaias animais serem
bastante limitados'?. Os venenos de cobras contém uma quantidade importante de pepitideos
basicos, ndo enzimaticos, com peso molecular em torno de 6,8 kDa **, chamados geralmente
cardiotoxinas que possuem atividade citolitica sobre uma grande variedade de células tumorais
e ndo tumorais, que podem ter utilidade terapéutica.

A observacdo de que a atividade citotéxica do veneno de uma cobra (Naja
Nigricollis) era maior do que se podia esperar a partir da quantidade de cardiotoxina contida
no veneno, incentivou a identificacdo e purificacdo da citotoxidade da fosfolipase. As
fosfolipases A, sdo componentes comuns dos venenos ofidicos. S&o proteinas globulares
compactas, com um peso molecular em torno de 14 kDa, e apresentam um alto grau de
similaridade na seqiiéncia de aminoacidos e nas estruturas secundarias e terciarias **. Estas
enzimas catalisam a hidrolise estereoespecifica e dependente do Ca,", da unio do &cido graxo
na posicao 2 e dos 3-sn-fosfolicéridos, dando como produtos um acido graxo livre e o 1-acil
fosfolicérido ou lisofosfolipidio . Se bem que todas catalisam a mesma reac#o, e os residuos
de aminoacidos que constituem o sitio (responsaveis pela atividade enzimatica) séao
conservados, e possuem um alto grau de homologia nas estruturas primaria, secundaria e
terciaria. Esta grande familia de proteinas homologas apresenta uma grande variedade de
efeitos farmacologicos. Podem possuir neurotoxidade, miotoxidade, atividade hemolitica,
anticoagulante, carditoxica, edematigena, convulsivante etc. Algumas possuem apenas uma ou
duas dessas atividades. Atualmente, ainda ndo sdo conhecidos quais elementos estruturais
podem responder por cada uma destas atividades farmacolégicas™. Por outro lado, em muitos
casos ndo parece haver correlacdo entre a atividade catalitica e a acdo farmacoldgica, o que se
leva a postular a existéncia de sitios especificos da proteina determinantes para certos efeitos
farmacolégicos, diferentes do sitio ativo’®. Um problema similar ocorre com atividade
citotoxica. Porém, a incubacdo de células com fosfolipase A, (PLA;) podem produzir hidrolise
dos fosfolipideos das membranas celulares. Em consequiéncia disso, nem todas as fosfolipases
A, de venenos de serpentes podem apresentar atividades citotéxicas'’, mas ainda n&o sdo
conhecidos os elementos estruturais responsaveis por esta atividade.

O complexo crotoxina, a fosfolipase A, neurotdxica do veneno da Crotalus Durissus



Terrificus (Cascavel sul-americana) exibe atividade citotdxica in vitro sobre numerosas formas
de tumores celulares de origem humana'®. O efeito citotéxico da toxina existente apresenta
certa seletividade sobre alguns tipos de células de tumores, pois logo apds a incuba¢do com 10
g/mL de crotoxina, foi produzida a morte de todas as células Hs87 T (carcioma ductal
mamaria de origem humana) e Lu-1 (adenocarcioma pulmonar de origem humana),
considerando que, 20% dos fibroblastos 3T3 e 45% dos queratindcitos normais humanos
tornaram-se viaveis. A atividade citotoxica desta toxina foi avaliada pelo Programa de
desenvolvimentos terapéuticos do National Cancer Institute (NSC 624244) sobre uma grande
variedade de células de tumores de origem humana e foi observada uma atividade marcante
sobre as melanomas e carciomas pulmonares. A analise do perfil da especificidade do
programa apresentou resultado significativamente diferente de outros mecanismos de agédo
citotoxicas conhecidas, sugerindo um mecanismo de agdo peculiar'®. Entretanto, 0 mecanismo
da toxina ndo esta bem definido, parece depender da presenca de um conjunto de elementos
estruturais nas membranas das células brancas, que determinam a ligacdo da toxina e
subsequente hidrolise dos fosfolipideos da membrana, produzindo a morte celular. Desta

forma, o complexo crotoxina (CT) se difere dos outros agentes citotoxicos porque:

= ndo requer modifica¢bes para aumentar sua seletividade;
= exerce atividade citotoxica no nivel da membrana celular;
= ndo interage com 0 DNA e também néo € inibidor enzimatico.

A Figura 2 ilustra a atividade bioldgica da CT. Neste caso, a bioatividade desta
proteina é associada a dissociagdo da enzima PLA; em duas subunidades A e B.

Estudos recentes tém sugerido que a crotoxina possui uma atividade antineoplasica
intrinseca devido a capacidade das enzimas PLA2 em se ligarem células tumorais especificas.
Desta maneira, as células tumorais parecem possuir receptores para a crotoxina. Neste caso, a
ligacdo da enzima PLAZ2 a célula tumoral levaria a hidrdlise enzimatica do fosfolipideo de

membrana, resultando assim na morte da célula cancerigena.
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Figura 2 — Representacéo da atividade bioldgica da crotoxina®.

Estudos tém apontado efeitos antitumorais significativos da crotoxina relativamente a
agentes quimioterapicos tradicionais, sendo observadas na literatura duas patentes registradas
por pesquisadores brasileiros %', A Tabela 1 mostra os resultados obtidos da atividade
antitumoral da crotoxina comparativamente a alguns agentes quimioterdpicos de uso corrente
na pratica clinica.

Duas patentes foram observadas na literatura para a aplicacdo da crotoxina como
agente antitumoral. A possibilidade de produzir citotoxidade nas células malignas pela ligacdo
de uma fosfolipase A, especifica e a subseqliente hidrdlise da membrana, constituindo um

enfoque antitumoral.



Tabela 1- Atividade antitumoral da crotoxina comparativamente a quimioterapicos
classicos. Os resultados referem-se a resultados pré-clinicos in vivo em

carcinoma de Lewis (Lewis lung Carcinoma)

1.1.1 — A estrutura da crotoxina

A crotoxina é um complexo ndo covalente com um peso molecular de 24 kDa,
formado por duas subunidades diferentes: uma &cida (sub-unidade A, ~9,5 kDa) e uma bésica
(subunidade B, ~14,5 kDa). A subunidade B possui apenas uma cadeia peptidica de 123
residuos de aminoacidos, com sete pontes dissulfurosas. E uma fosfolipase A, basica pouco
toxica e a seqliéncia de aminoacidos da isoforma mais abundante. A subunidade A é formada
por trés cadeias peptidicas unidas por sete pontes dissulfurosas ndo é toxica e necessita de
atividade enzimética'®.

Ambas subunidades apresentam sequéncia de aminoacidos similares as outras
fosfolipases A, ndo tdxicas, porque sé a subunidade B possui atividade enzimatica.

A estrutura tridimensional tem sido modelada por estudos de difracdo de raio-X
sobre a base da homologia estrutural observada nas estruturas das fosfolipases A, das classes
I/11. A subunidade B segue o planejamento canénico da familia I/1l da fosofolipase A,, com
duas hélices maiores, antiparalelas, unidas por pontes dissulfurosas como ponto estrutural
rigido, ao qual se une o laco da ligacdo Ca®*, o segmento C-terminal e um segmento de
conformacdo entrelacado por pontes dissulfurosas. A posicdo da hélice N-terminal é
estabilizada por multiplos contatos com a -wing e o corpo da proteina. Os residuos altamente
conservados do sitio ativo encontram-se reunidos nas hélices maiores e interagem com o “laco

de Ca®™ através do residuo Asp 49.



A estrutura da subunidade A tem sido modelada por superposicdo dos residuos
homdlogos no acoplamento candnico. Se bem que ndo possui atividade catalitica, a maior
parte dos residuos de sitio ativos é conservada. Sem ddvida, a auséncia do segmento N-
terminal, responsavel pela interacdo com as cadeias apolares dos fosfolipideos e de isolar o
sitio ativo do contato com o solvente, provavelmente impede a ligagdo bem como a atividade

enzimatica®.

1.1.2. A viabilidade da aplicacio da crotoxina em tratamentos de cancer.

Apos estudos feitos sobre as propriedades funcionais do complexo crotoxina, a
ligacdo da crotoxina e a citotoxidade, um possivel “sitio especifico” para a crotoxina na
membrana das células tumorais, farmacocinética em animais e aplicacbes em pacientes
humanos em fase 1%. Foi estabelecido que a administracdo diaria de crotoxina com a dose
méxima tolerada pode ser aplicada sem risco de toxidade severa para o paciente. As Unicas
manifestacGes de toxidade presentes foram neuroldgicas, consistindo de paralisias reversiveis
e limitadas aos musculos extra-oculares, resultando em diplopia e ptose palpebral, que
desapareceram no curso do tratamento sem ajuste da dose e incrementos transientes nos niveis
plasmaticos de amino-transferase e creatina quinase, consistentes com as atividades neuro e
miotoxicas da crotoxina e ndo foram observadas evidéncias de toxidade hemoatopiética,
hepética ou renal.

Para a crotoxina, a literatura indica que doses superiores a 0,21 mg/m? geram efeitos
neurotoxicos.

Foram determinados os parametros farmacocinéticos da crotoxina injetada por via
intramuscular que permitem concluir que 24 horas apds a injecdo a toxina havia sido
virtualmente eliminada, porque ndo ocorreram efeitos tdoxicos residuais ou toxidade
cumulativa no curso do tratamento. Aproximadamente, 3 % da dose da toxina foram
eliminados nas trés primeiras horas através da urina. O restante foi desagregado e absorvido
como aminoacidos.

Para as doses aplicadas, 83 % dos pacientes sentiram um marcado efeito analgésico
e um melhor estado geral. O efeito analgésico, em alguns casos, foi muito marcante (por
exemplo, um paciente que padecia de um carcinoma anal com invasdo pélvica e recebia

opiaceos a fim de controlar a dor, abandonou a morfina depois de duas semanas de tratamento
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com crotoxina). Este efeito inesperado, ndo depende da evolugdo da enfermidade e por si
merece um estudo mais detalhado.

De 23 pacientes tratados com crotoxina, foram observados quatro casos, nos quais
0s quadros clinicos permaneceram estaveis. Trés pacientes com carcinoma na tirdide,
carcinoma retal e fibro-sarcoma apresentaram respostas parciais e objetivamente mediveis
com reducdo de 50 % no tamanho das lesdes. Como conseqiiéncia da reducgdo do tamanho, o
paciente com carcinoma retal pode ser operado.

Finalmente um paciente com carcioma mamario, metastases 0sseas e multiplas
metastases pulmonares apresentou uma resposta completa, ou seja, houve regressédo total do
tumor primario e das metastases, que se manteve seis meses ap0s a suspensdo do tratamento.
Este resultado é bastante surpreendente para um estudo clinico em fase | e constitui uma forte
evidéncia da atividade antitumoral que esta toxina apresenta.

Considerando-se os efeitos colaterais associados a utilizagdo dos quimioterépicos
no tratamento do cancer, a busca de sistemas de liberacdo controlada que sejam mais eficazes
no combate a doenca € de fundamental importancia.

A utilizacdo de polimeros hidrofilicos € uma alternativa comumente utilizada pela
farmacotécnica para a obtencdo de sistemas de liberacdo controlada de farmacos do tipo

erosivel.

1.2 — Poli (N,\N’ dimetilacrilamida-co-vinil pirrolidona)

As macromoléculas soltveis em &gua tém despertado a atencdo e vém sendo alvo de
investigacbes pelo motivo de possiveis aplicacbes em medicina e biotecnologia. Para
aplicacBes clinicas a completa solubilidade do conjugado polimero-farmaco em agua é muito
desejada, principalmente, no caso de administracdo intravenosa. Outro fator de grande
importancia desse tipo de sistema € a facilitacdo da distribuicdo do farmaco no sistema de
circulagéo central do corpo.

Vérios polimeros sollveis em agua, a maioria derivada de polimeros acrilicos e
vinilicos, estdo sendo investigados para uso como carreadores de farmacos.

Uma série de copolimeros tem sido preparada por De Queiroz e colaboradores no

Departamento de Fisico-Quimica da Universidade Federal de Itajubd atraves de
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copolimerizagdo radicalar de N-vinil-2-pirrolidona (VP) e N-N’-dimetilacrilamida (DMAmM)
(Figura 3) com composicdes estruturais diferentes®*.

O copolimero aleatorio originado, o poli (N,N’- dimetilacrilamida-co-vinil
pirrolidona) ou poli (VP-DMAM), apresentou variagdes nas concentracdes dos mondmeros

identificadas por ressonéncia magnetica nuclear (NMR).
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Figura 3 — Mondmeros formadores do copolimero PDMAmM-co-VP.

O poli (N,N’, dimetilacrilamida-co-vinil pirrolidona), € um copolimero hidrofilico,
intumescivel e inicialmente vitreo, caracteristicas, estas, desejaveis de um sistema de liberagdo
controlada. Neste sentido a liberagdo do principio bioativo do (N,N’, dimetilacrilamida-co-
vinil pirrolidona) devera ocorrer ap6s o intumescimento da membrana polimérica causada pela
difusdo de fluido fisiologico no copolimero até uma concentracéo critica, provocando, assim,
0 inicio do desentrelacamento das cadeias poliméricas e, consequentemente, a liberagdo do
biocomposto contido em seu interior. As Figuras 4 e 5 ilustram o processo da liberacdo de

compostos bioativos por desentrelacamento das cadeias poliméricas®.

Figura 4 —Esquema das configuraces macromoleculares dos polimeros
hidrofilicos durante o processo de liberagdo do farmaco.



Figura 5 — Representacéo do desentrelacamento da cadeia polimérica®.

Neste sentido é esperado um periodo no qual a taxa de liberacao se torne estavel, como
previsto anteriormente por Narasimhan e Peppas 2°, sendo tal intervalo de tempo dependente
da espessura da camada gel formada devido ao intumescimento do polimero. A camada gel
formada continua sofrendo intumescimento e, simultaneamente, também sofre dissolucéo. Os
dois processos “competem” entre si e a liberacdo do agente ativo € controlada pela relacéo
entre o intumescimento e a dissolucdo do polimero. Ocorrem trés etapas durante o processo de
liberacdo. Inicialmente a taxa de intumescimento é maior que a velocidade de dissolucdo, em
seguida, as duas taxas se mantém em equilibrio durante um certo intervalo de tempo e,
finalmente, a dissolugdo supera o intumescimento. A partir desse momento a camada gel se
desfaz totalmente e toda a massa do agente ativo tera sido liberada.

O perfil da variagdo da espessura da camada gel nos sistemas de liberagdo controlada

por dissolugdo esta representado na Figura 6.

Espessura da camada
gel normalizada

- - - — —

¥

Tempo de dissolucio

Figura 6 — Representacéo teorica da variacdo da espessura da camada gel em
funcdo do tempo de dissolucéo de um polimero hidrofilico®.
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1.3. Objetivos desta dissertacio.

Os objetivos desta dissertacdo sao:

v desenvolver um sistema de liberacdo controlada para a crotoxina (CT) baseado no
polimero hidrofilico poli (N,N’- dimetilacrilamida-co-vinil pirrolidona) (PDMAmM-co-
VP);

v’ determinar os parametros especificos de desentrelagamento deste copolimero

utilizando fluido fisioldgico de acordo com a teoria da reptacao.

Visando atingir os objetivos deste trabalho, o polimero PDMAmM-co-VP foi sintetizado
via copolimerizacéo radicalar e a fracdo de VP no copolimero foi determinada por ressonancia
magnética nuclear de prétons (*H-NMR). O bioconjugado PDMAm-co-VP/CT foi obtido pela
técnica da co-precipitagédo. A liberacdo do composto bioativo (CT) do copolimero foi estudada

por técnicas radioisotopicas, levando-se em consideracdo a teoria da reptacdo e a lei de Fick.
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O POLIMERO E SUA ESTRUTURA MOLECULAR

A estrutura molecular é a forma de disposi¢do das unidades estruturais do polimero
(mondmeros) dentro de uma macromolécula. Esta disposicdo exerce uma influéncia
significativa nas caracteristicas fisicas dos polimeros e, portanto, foram desenvolvidas técnicas
de controle de sintese dessas macromoléeculas, podendo ser monitoradas varias possibilidades
estruturais de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas desejadas®®. As estruturas

poliméricas podem ser classificadas em primaria, secundaria, terciéria e quaternéria.

2.1. Estrutura Macromolecular.
2.1.1 Estrutura primaria.

Para polimeros, as caracteristicas moleculares dos mondmeros sdo determinantes, de
modo que, com base na estrutura destes, podem ser preditas propriedades e bem como o
desempenho dos materiais polimericos sintetizados. A forma de polimerizagdo tambem pode
interferir na estrutura de um polimero. Um mesmo mondmero pode dar origem a materiais
poliméricos com caracteristicas fisicas diferentes.

A estrutura primaria é a maneira pela qual os monémeros se encontram dispostos na
cadeia macromolecular e se baseia em trés fatores: constituicdo quimica, ordenamento dos
segmentos e configuracdes das macromoléculas. 2’ S&o quatro os tipos de estruturas primarias
bésicas: polimeros lineares, ciclo lineares, ramificados e copolimeros.

Os polimeros lineares sdo aqueles nos quais 0s monémeros estdo dispostos em apenas
uma cadeia (Figura 7). A presenca de grupos com densidade eletronica elevada ou grupos
hidrofobicos, promove a formacéao de ligacdes de hidrogénio, ou interacdes de van Der Waals.
Neste caso, 0s grupos hidrofébicos ndo sdo favoraveis a liberacdo controlada de agente

bioativo a partir da dissolucdo polimérica, porque estes grupos dificultam a absorcao de fluido
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fisiologico, fator fundamental para inicio do desentrelacamento das cadeias poliméricas

(dissolugdo da membrana polimérica).

Figura 7 — Representacdo esquematica de uma cadeia linear de PDMAmM.
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Um polimero constituido por mais de uma unidade quimica estrutural (mondmero) sera
denominado copolimero. Os mondmeros que dao origem ao polimero sdao chamados co-
mondmeros.

Os copolimeros podem ser alternados, em bloco, aleatorios, ou randdmicos e
enxertados. Os copolimeros alternados apresentam alterndncia seqiienciada entre o0s
mondmeros que constituem a cadeia polimérica. Os copolimeros em bloco por sua vez
possuem em sua constituicdo de cadeia, 0S co-mondmeros que Se encontram organizados em
blocos alternados de mondmeros. Os copolimeros aleatérios ou randémicos ndo apresentam
uma seqliéncia definida.

Copolimeros de enxerto apresentam ramificacdes partindo da cadeia principal da
macromolécula e, essas ramificacbes, ndo sdo grandes o bastante a ponto de serem
consideradas novas cadeias. A Figura 9 representa os tipos de copolimeros mencionados neste

texto.

‘e

© (d)

Figura 9 — Esquema representativo de copolimero alternado (a),
copolimero em bloco (b), copolimero aleatério de
polietileno e polipropileno (c) e copolimero de enxerto (d).
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2.1.2. Configuracoées poliméricas (Taticidade)

Para polimeros com mais de um grupo de atomos ligados a cadeia principal, a
regularidade e a simetria do grupo lateral podem exercer influencia sobre as propriedades
macroscopicas finais do material #'.

As configuracgdes das cadeias poliméricas sao as maneiras possiveis de ocorréncia das

ligacGes entre os mondmeros, podendo ocorrer trés tipos diferentes, ilustrados na Figura 10.

m— Q—
@
@
m— o— o
Qy— 0—
b — O —

Cabega-a-cauda Cauda-a- n:auda Cabeca-a-cabeca

(a) (b) (©)

Figura 10 — Representacdo de possiveis formas de configuracdes poliméricas.
Onde R representa um atomo ou grupo de atomos diferente
do hidrogénio.

Quando o arranjo da configuracdo polimérica se da como na Figura 10a em que a
extremidade anterior de um mero se liga a extremidade posterior de outro mero, esta
configuragéo é denominada cabeca-a-cauda. Quando o arranjo € tal que ocorrem ligacdes entre
as partes posteriores dos meros (Figura 10 b) a configuracdo é chamada de cauda-a-cauda e no
caso da ligagdo entre partes anteriores dos meros o nome dado a conformagdo € cabeca-a-
cabeca (Figura 10c).

Quanto a estereorregularidade ou taticidade, ou seja, quanto a orientacdo dos grupos
funcionais R (radicais que substituem o hidrogénio) em relacdo ao plano formado pela cadeia
principal (em zigue-zague, devido & ligacdo sp®) de um polimero supostamente linear em que
0s atomos estdo ligados entre si numa mesma ordem (“cabega-cauda”), sdo encontradas trés
configuracdes a saber: isotatica (Figura 11a), sindiotatica (Figura 11b) e atética (Figura 11c).
Na isotatica, todos os grupos radicais estdo posicionados no mesmo lado da cadeia. Na
configuracdo sindiotatica, os grupos radicais encontram-se em lados alternados da cadeia. Na

configuracgdo atéatica, o posicionamento dos grupos laterais é aleatério.
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Figura 11 — Configuracéo isotética (a) — sindiotatica (b) — atética (c)
(as esferas vermelhas representam os grupos laterais)

Um polimero especifico ndo apresenta apenas uma dessas configuragGes, porém
uma delas deve ser predominante. Este fato ocorre devido ao método de polimerizagdo
empregado. Macromoléculas compostas com mesmo mondmero, porém com configuracdes

diferentes, tém propriedades fisico-quimicas diferentes.

2.1.3. Estruturas: secundaria, terciaria e quaternaria.

A estrutura secundaria de um polimero refere-se a disposi¢do espacial da
macromolécula. Como esta molécula se dispde de acordo com as diversas conformagdes
possiveis causadas pelas rotacGes das ligacGes de carbono, ou seja, como uma cadeia se
posiciona em relacdo ao seu eixo principal. Em outras palavras, a estrutura secundaria seria a

maneira pela qual a cadeia polimérica forma um novelo (Figura 12)%,

Figura 12 — Representacdo esquematica de estrutura secundéria de
uma cadeia Polimérica®.

A estrutura terciaria € a forma de organizacdo espacial da estrutura secundaria, ou

seja, a formacdo do novelo pela cadeia polimérica ao “enrolar-se” em torno de si proprio
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(Figura 13).

Figura 13 — Estrutura terciaria de cadeia polimérica®®.

A estrutura quaternaria € maneira pela qual véarios novelos interagem entre si
formando os entrelacamentos da rede polimérica, portanto, o novelo formado é a estrutura
quaternaria de cadeias poliméricas (Figura 14). Na estrutura quaternaria as cadeias poliméricas
podem apresentar ligacdes cruzadas ou simplesmente estarem entrelagadas umas as outras.?

A dissolucédo de cadeias poliméricas entrelagadas é estudada e dirigida pela teoria da
reptacdo. Teoria esta, introduzida por De Genes, tem se tornado uma ferramenta basica
aplicada & dinamica de polimeros®®. O conceito de reptagdo explica como uma cadeia flexivel
pode movimentar entre obstaculos impenetraveis formados pelos entrelagamentos das cadeias
vizinhas. O caminho possivel para o deslocamento da cadeia dentro do novelo recebe o nome
de tubo de confinamento ou tubo de reptacdo e faz com que a macromolécula exiba um
movimento sinuoso como 0 de uma cobra, por isso tal teoria recebeu 0 nome de reptacao.

Originalmente, a teoria da reptacdo foi proposta para o entendimento da difusdo de
um polimero através de um gel; atualmente é utilizada também para analisar a dindmica de
polimeros em soluges densas *°. O poli (N,N’- dimetilacrilamida-co-vinil pirrolidona), objeto
deste estudo, apresenta macromoléculas entrelacadas sem ligacOes, propiciando assim a

reptacdo de suas cadeias.
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Figura 14 — Representacdo computacional de um novelo polimérico
aleatério formado por cadeias polipeptidicas.

E importante salientar que neste trabalho foi dada maior énfase a estrutura primaria,
devido a grande influéncia dessa estrutura para a formagcdo do novelo e posterior
desentrelacamento, ou seja, para o desenvolvimento do movimento da cadeia dentro do “tubo
de confinamento”.

2.2. A massa molecular de um polimero e polidispersao.

E fato conhecido que o peso molecular de um polimero exerce uma influéncia
significativa em suas propriedades fisicas.

A massa molecular é a medida dos tamanhos das macromoléculas e quanto maiores
elas forem, maior serd a extensdo pela qual agem as forcas de atragdo intermoleculares e
maiores serdo os efeitos do entrelagamento entre as cadeias. Estes sdo os fenbmenos que
interferem nas caracteristicas viscoelasticas dos polimeros. Isto esta representado na Figura
15.

As massas moleculares comumente determinados para polimeros sdo a massa
molecular numérica média, a massa ponderal média e a massa molecular viscosimétrica
média. Para determinarmos qualquer uma das trés, é necessario que o polimero seja sollvel

em seu solvente ideal (vide capitulo 3)%’.
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WViscosidade

Massa Molecular

Figura 15 - Representagéo da relacdo entre a viscosidade e a massa molecular de um polimero.

A massa molecular numérico médio depende do nimero de moléculas do polimero

presentes na solucdo, para qualquer estrutura ou tamanho; ela é determinada pela equacéo 2" %:
o0
> nM,
A/ _ i=10
M,==——

Z”- 1)

i=1
Sendo, M, a massa molecular numérica média, M; é a massa molecular de moléculas da classe
i e nj € 0 nimero de moléculas da classe i.
A massa molecular ponderal média depende do numero e do peso das

macromoléculas presentes na solucdo, qualquer que seja a sua estrutura ou tamanho; é dada

pela equacdo %:

M

w

i nM 1.2
_ =l
< )
M.
; nl l

sendo, M, a massa molecular ponderal média, M; é a massa molecular de moléculas da classe

i e n; € 0 nUmero de moléculas da classe i.

A massa molecular viscosimétrica média depende do nimero, da massa e também da
forma das macromoléculas presentes na solucdo, qualquer que seja a sua estrutura ou tamanho;
pode ser calculado fazendo-se:
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1/a

o0

1
D n M
i=1

o0
> nM,
i=1

sendo, M,, é a massa molecular viscosimétrica média, M; é a massa molecular de moléculas da

M =

v

©)

classe i, n; € 0 niUmero de moléculas da classe i € a € uma constante dependente do polimero,
do solvente e da temperatura.

Normalmente, o valor do peso ponderal médio é maior que o valor do peso numérico
médio e é mais expressivo para o estudo de polimeros, porque valoriza a caracteristica
dominante das macromoléculas, seu tamanho. Esses valores serdo idénticos quando 0s pesos

de todas as moléculas forem iguais.

Tabela 2 — Valores tipicos de polidispersividade para as macromoléculas sintéticas 2.

Tipo de polimero

Polimeros monodispersos hipotéticos.

Polimeros monodispersos reais (“polimeros vivos™)

Polimeros obtidos pelo processo de polimerizagio em cadeia, terminacdo por
combinagéo.

Polimeros obtidos pelo processo de polimerizagdo em cadeia, terminacdo por

desproporcinamento.

Polimeros obtidos pelo processo de polimerizagdo em etapas.
Polimeros vinilicos, altas conversdes.

Polimeros produzidos com autoaceleracéo
Polimeros obtidos pelo processo de polimerizagio em cadeia, terminagdo por
coordenacao.

Polimeros ramificados

A razdo M,/Mp,denominada indice de polidispersdo serd tanto maior quanto maior fora

discrepancia entre os pesos macromoleculares. Quando a composicao do material for uniforme
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(Mw/M,, =1), o material é considerado monodisperso. Quando h& uma variacdo nos pesos
moleculares das cadeias poliméricas, o material € considerado polidisperso (My/M, >1).

Uma grande preocupacao dos estudos farmacéuticos além da citotoxidade dos
polimeros biodegradaveis utilizados em sistemas de liberacdo controlada é o peso
macromolecular. Os polimeros aplicados nestes sistemas devem ser facilmente excretados.
Para que tal fato ocorra o peso molecular dos polimeros utilizados ndo deve ultrapassar o valor
20 kDa, caso contrario tais materiais poderiam ndo ser dialisados causando nefrite e mesmo

necrose dos rins.
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POLIMEROS E CONFORMACAO MACROMOLECULAR

3.1. Introducio.

Cadeias poliméricas sdo constituidas por atomos que estdo ligados por ligacdes
covalentes. Estas ligacdes sdo normalmente capazes de girar, criando grande numero de
possiveis conformacdes. Portanto, elas ndo apresentam forma definida.

A conformacdo de cadeias poliméricas corresponde a disposicdo espacial destas
cadeias, gerada pela liberdade de movimentos rotacionais das ligacGes quimicas. Ela interfere
na elasticidade, na flexibilidade e nas dimensdes do polimero e, por isso, € importante para o
estudo da dinamica de um polimero em solucdo.

O movimento da cadeia dentro do tubo de confinamento s6 é possivel por causa das
vérias conformagdes assumidas pela macromolécula durante o seu movimento, inclusive a
sinuosidade do deslocamento da cadeia ocorre de acordo com a rotacdo das ligacOes de
carbono. Portanto € de grande importancia o entendimento das possiveis conformacdes de uma
cadeia polimérica como instrumento para elucidar o movimento de reptcdo da molécula

polimérica dentro da rede de entrelagcamentos.

3.2 — Cadeias ideais.

Em uma cadeia polimérica ideal as interacBes entre os segmentos da cadeia tém a
mesma intensidade das interacOes entre estes segmentos e o solvente para uma dada
temperatura®..

Uma cadeia ideal (ou a cadeia livremente articulada) é o modelo mais simples para
descricdo de um polimero. Supbe-se somente um polimero como um caminho aleatério e
negligencia-se qualquer tipo de interacdo entre mondmeros. Embora seja simples, sua
generalidade nos proporciona introspecgdes sobre a fisica dos polimeros. Neste modelo, cada

mondmero é um segmento rigido com comprimento fixo /, e sua orientacdo é completamente
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independente das orientacOes e das posi¢des de mondmeros vizinhos, até o ponto em que dois
monodmeros podem co-existir no mesmo lugar .

Para esse modelo, a energia do polimero independe da sua forma e, portanto, para o
equilibrio termodinamico todas as formas de disposicdo da cadeia sdo igualmente provaveis,
conforme a distribuicdo de Maxwell-Boltzman. Sua relevancia é limitada, de maneira
uniforme, a escala macroscopica, pelo fato de ndo considerar o volume excluido pelos
mondmeros.

A forma espacial de uma molécula é uma propriedade dindmica. Nas cadeias
poliméricas este dinamismo sO existe a temperaturas superiores a temperatura de transicdo
vitrea.

A flexibilidade de uma cadeia ideal depende das possibilidades conformacionais dessa
cadeia e das possibilidades rotacionais permitidas pelo tipo de ligacdo entre os atomos.
Favorecendo, assim, a adaptacéo da cadeia ao espago disponivel e as tensdes que atuam sobre
ela devido a interagdes entre segmentos dela e particulas do solvente.

As conformacdes das cadeias poliméricas sdo importantes no estado vitreo (abaixo da
temperatura de transi¢do vitrea (Tg)) e no estado “borrachoso” (definido nos elastdmeros para
temperaturas superiores a Tg), nos polimeros em solucdes poliméricas®. Para cada sistema
polimero-solvente existe uma temperatura 6 na qual as interacBes entre 0s segmentos do
polimero tém intensidades iguais as interacdes entre os segmentos do polimero e as moléculas
do solvente e entre moléculas do solvente e moléculas do solvente. Para tal temperatura a
cadeia polimérica tem um comportamento ideal e, portanto, recebe a denominacéo de cadeia
Ideal. **

Existem quatro tipos de cadeias ideais: Cadeias de segmentos livres (ou aleatoria),
cadeias com rotacdes livres e segmentos livres, cadeias com rotacdes restringidas e o modelo

do estado isomérico rotacional de Flory.

3.2.1- Cadeia de segmentos livres ou cadeia aleatoria

E aquela em que o comprimento das ligagBes entre unidades méricas é considerado
constante (l; = I, = I3 ), mas a disposicdo de cada mondmero é aleatéria (Cadeia Gaussiana)*?
(Figura 16).

26



I 1 \
I | I 1
S I
N \ N | |
~N_/ SN /
N _v

Figura 16 — Representacdo de uma cadeia de segmentos livres /;, 1, 3,
representam o comprimento da ligacéo.
No modelo de cadeias ideais de segmentos livres N unidades méricas dao forma ao

polimero, cujo comprimento total (L), é dado por:

L=Nl, (1)
onde, N é o niUmero de mondmeros.

A distancia entre extremidades representa a distancia média entre o primeiro e o
altimo segmento da macromolécula e varia entre um valor médximo e minimo. O valor méximo
ocorre quando as cadeias estdo totalmente estendidas em uma configuracdo planar trans, onde
0 comprimento do contorno () pode ser determinado facilmente (» = NI). O valor minimo é
aquele em que as extremidades ocupam posic¢des coincidentes (» =0).

Para uma cadeia de segmentos livres o vetor entre extremidades da cadeia
polimérica serd a soma dos vetores que representam as ligacdes entre 0s monémeros da
cadeia (Figura 17)

n n
F =20 = 18, @
i=1 i=1

sendo e, 0 vetor unitario na dire¢éo da ligacéo i.
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Figura 17 - Representacdo esquematica da distancia entre
extremidades de uma cadeia polimérica.

A distancia média entre as extremidades podera ser determinada através de®":

L 1
1 n n 2 n n=1 n 2
B DR R DRARIWN A
<r > = nr, | = FF, 42 nrl @)
i=1 j=1 i=1 i=1l j=i+l

Sendo:

A distancia entre extremidades pode ser determinada através de:

[cos@',,+ c€0s@',+ -+ C0SH', +]
- coséd',,+ cosé',+ ---+ cosé nooL LS
<r2>:[2 oA 2 .| =) R FPcos0 42> Y 17 cosh,
S+ D+ D+ D+ pary purlaree)
| cosd',, cosd',, -+ cos@', |
(4)

Considerando a cadeia macromolecular polidispersa, todas com 0 mesmo numero
() de segmentos, ou seja, (cosd,)=0 para (i = j) e (cos¢';)=1para i = j, 0 valor médio

quadrado da distancia entre as extremidades de cada cadeia é dado por:
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cosé.,+ cosd',+ ---+ cosé', +
(7Y c0sf'y+ COSA,,+ -+ COSH',, ,
r> =1 . AN ] =nl

T+ T+ S i+

cosd',, cos@',, -+ cCOS€, N termos

Assim, a distancia entre as extremidades de uma cadeia de segmentos livre se

tornara:
(F)=Wn)l (5)
3.2.2 - Cadeias macromoleculares com rotacoes livres.
Neste tipo de cadeia 0s movimentos de rotacao sdo limitados pelo angulo de valéncia

entre os segmentos adjacentes, mas qualquer posicéo, no cone de revolugdo, é permitida®
(Figura 18).

Figura 18 — Angulo de limitacio da rotagio
das ligacdes carbono-carbono.

Se forem consideradas as diversas posi¢fes das ligagcbes uma a uma na seqiéncia i,

i+1,i+2, i+3, onde i € a ligacdo entre os segmentos, sera observada a disposic¢ao na Figura 19:
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Figura 19 - Projecdo da ligacdo i+1 na direcdo da ligagéo i (sendo, r L projecdes do
vetor distancia entre unidades monoméricas em coordenadas ortogonais).

Como os mondémeros poderdo ocupar qualquer posicdo na superficie do cone, a
projecdo da ligacdo i+1, na direcdo perpendicular a direcdo da ligacdo i sera nula. e, portanto,

obtém-se:

(F.7,,)=1lcos@'=17cosd"

A projecdo da ligacdo i+2 na diregdo i+1 sera (Figura 20)

[ cosf’
, N
lcos@’ £ el
\EQ - i
Eri+2
0 1
fi P
i | (Icds@’) . cosB’

Figura 20 - Projecdo das ligacdes i+1 e i+2 na direcdo da ligagdo i.
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(F.F.,,)=1c0s@'IcosO'=1? cos’ &' (2)

Para as projecdes de i+1, i+2, i+3 na ligacdo i resulta (Figura 21):

[C0S G

R /'
||||||I|||w "III||IWIIIII||I‘il'-||53||||u_!“ﬂ'|[|].|]|||||m|i‘ﬂﬂ:' ........

g ALY 11111 I IIIII '"" ||||||||

Figura 21 - Projecdo das ligagdes i+1, i+2 e 1+3 na dire¢do de i.

Logo:

(F.7,q) =1c0s0' (> cos’ ') =1°cos’ &' (3)

Considerando (n+i) ligacOes e j = (n+i), a projecao do segmento j (j>i) é tanto menor
quanto maior for a diferenga (i-j), pois cos "l tende a zero quando |j -1 | tender a infinito.

Generalizando a projecdo do segmento j na ligagéo i, é obtido:

<;7lz7]> =lcos’ " @

1+ cosé' cos’d'  cos" o'+
cosf'+ 1+ cosd'  cos" 0+

_>2 = 2 1 1 n— 1
(F2)=nl"] cos?0'  cose' 1+  cos N
|cos" 0+ cos" O+ cos" PO+ 1]
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<r2> = nl? + 21°{(n -1) cos@'+(n — 2) cos® @'+[n(n —1)]cos" " &'.cos 6'}

Para cadeias infinitas a expressdo acima se reduz a

< 2> ,(1+cosé&'
) =nl?| T
1-cosé (6),
Conseqlientemente, surge a razdo caracteristica da cadeia dada por:
1+ cosé"
C,=|—=—
1-cosé (7)

A disténcia entre as extremidades de uma cadeia ideal pode ser obtida a partir de

(F)=(/C.n) ®)

Para cadeias de segmentos livres C,, = 1.

3.2.3 - Cadeias poliméricas com rotacoes restringidas.

®)

Para estas cadeias apenas algumas posi¢Ges sdo ocupadas sobre o cone de revolugdo

(Figura 22). As posigdes serdo aquelas que permitem povoamento de estados de menor

energia, trans (p =0°), gauche+ (¢ = 120°) e gauche — (¢ = 240°) %" .

L
» @
L |
v
H‘-
& ot

Figura 22 - Posi¢des permitidas dos monémeros para uma cadeia com rotac@es restringidas.
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Além do angulo @’ observamos, de acordo com a Figura 22, o angulo ¢ que determina a

posicdo ocupada na superficie do cone. Assim é obtido

<q2> _ n12(1+ 0030'). (1-cosg)

r
1-cos®' )| (1+cosg)) (@

A razdo caracteristica sera:

(1-cosp)
COO = '/
(l+cosp) ) @

Com o intuito de simplificar este modelo sé serdo consideradas as interacfes entre uma
ligacdo i e a ligacdo adjacente a qual ela se encontra associada (considera-se que as interacdes
com outras ligagdes ja foram computadas ao serem consideradas as interagdes com as cadeias
adjacentes). Neste modelo de cadeias ideais cada ligacdo tem o seu sistema de coordenadas.

As componentes de um vetor no sistema de coordenadas que define a ligacdo i+1
(XYZ) podem ser transformadas em componentes do sistema de coordenadas ou sistema de
coordenadas da ligacdo i (X”,Y”, Z”) (Figura 24). Inicialmente, é realizada a projecdo do vetor
i+1 na diregdo do vetor i, efetuando a rotagdo do plano YZ em torno do eixo X de um angulo
0’ para um novo sistema de eixos X’, Y’, Z’, em que Z’ coincida com Z” (do sistema de
coordenadas da ligacdo i - Figura 23 ), depois é realizada nova rotagdo do sistema X’Y’ em
torno do eixo Z’ de um angulo #’ até que o sistema de coordenadas coincida com o sistema
XYZ da ligacdo i . Em seguida, faz-se a conversao do sistema X, Y, Z para o sistema X”, Y”,
Z”, a partir do produto de duas matrizes de rotacao.

Para esta primeira rotacao sdo obtidos

X'=X;
Y'=Ycos@ — Zsen0;
/'=Zsen@+Y cos@
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Figura 23 - Rotag&o do sistema XYZ de um angulo 9’ até
coincidir com o sistema de coordenadas X’Y’Z’.

A segunda rotacao produz:
VAEVA
X"=X'cose — Yseng

Y"=Y'senep +Y COS@

Xa X’
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|

|
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Figura 24 - Rotacdo do sistema X’Y’Z’ de um angulo ¢.



Portanto a ligacdo i na ligacdo i + 1, é dada por:

X" cosp —senp 0|1 0 0 X X

Y"|=|senp cosp 00 cos@ -—sen@||Y |=T|Y |(3)

z" 0 0 1|0 sen®' cos@' || Z Z
sendo:

CoOS@p —sen@COSH' senpsend'
T'=|senp COS@pCOSH —coS@send'| (4)
0 sen6' cos 6"

No sistema de coordenadas da liga¢do i, o0 vetor r; é dado por

i (®)

Y’
Il

~ O O
X

Para vetores com componentes no mesmo sistema de coordenadas o produto escalar

derycomr, é:

Cx
N N T,
nr, =lele, =1"[e .ey.e,]| ey (6)

€7

Para vetores com componentes em sistemas de coordenadas distintos 72 =1IT%,

no sistema de coordenadas de ry e 7.7, = e, Te, .

- T 2 T 73 — 1
1+ e, I, + e Teg e T' e  +
T T 2 T _
e, Te + 1+ e, Te;+ e, T" % ,+
=2\ _ T 2 T ol _
<7’ >— e; Toe+ e Te+ 1+ e T %, o
T n-1 T n-2 Trn-3
_en T enfl en T 61172 en T €n73 1 n
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sendo os vetores g; idénticos (0,0,1).

< > ~nl® +2I° Z(n—ze < >§l. 7

Quando n—oo tem-se o resultado idéntico ao anterior

<172> ~nl’ + 2nlzel.T.<T>[1§%jé,- (8)

Para o caso de moléculas em que o potencial de rotacdo é simétrico em torno de

180°, a média dos termos em seng anula-se e a seguinte expressao pode ser obtida

o\ o[ 1+cos@"\ 1-(cosg)
<r >~nl (1—cos€')[1+<cos@} ©

3.2.4 —-Modelo do estado isomérico rotacional

Neste modelo os diferentes estados conformacionais sdo ocupados porque as

barreiras energéticas entre conformacdes sdo suficientemente elevadas e os minimos de

energia bem definidos, com diferencas de energia entre si pouco significativas®".

A funcéo de distribuicéo dos angulos de tor¢do é dada por

-U(p)l kT
n(p) =+ ,
J‘e—U((p)/degp
0

sendo

J'cos p.e D" dg

(cosp) =2 ,
J'e—U((p)/de(D

0

(1)
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sendo, U a energia referente a posi¢do ocupada (gauche+, gauche- ou trans).
A aproximacdo do modelo das rotacGes restringidas ao estado isomérico rotacional

pode ser determinada como segue:

COoS qDGJre—UG/kT 4 COS gDTe—UT/kT ~Ug kT

—Ug 1 kT —U, [kT

+COSQ, e
“Ug IkT (2)

(cosg) =

e +e +e

Neste modelo sdo consideradas as interagdes entre as ligacdes adjacentes e 0s pesos
estatisticos dos diferentes estados conformacionais. Considerando o estado da ligagdo i -1:a e
0 estado da ligacéo i:B, 0 peso estatistico da ligacdo i para uma conformacéo af} sera

U, 5. 1kpT
_ a,Bi B
uaﬁ,i e

A definicdo de uma matriz dos pesos estatisticos é dada por™*

T G G —

u u-" u
[M]Z MG+T I/IG+G+ uG+G—
G-T G-G+ G-G-

A distancia entre as extremidades da cadeia podera ser calculada por

. TA
<7’>:n12+2n12A*.m.AI (3)

sendo, D a matriz diagonal das matrizes de [«], | a matriz identidade, A sdo os valores préprios
da matriz u, A* e A sdo as matrizes usadas para o calculo da média do produto de matrizes de
uma cadeia infinita.

O resultado da Equacéo (3) é dado por
(r*) = (6,7+0,2)nl”

37



3.2.5. Raio de giracio.

A distancia entre extremidades de cadeias poliméricas é dificil de ser medida. Portanto,
o raio de giracdo, Ry, freqlientemente é usado, pois pode ser medido pela técnica de

espalhamento de luz . O raio de giracdo de um polimero é ilustrado na Figura 25.

Figura 25 — Representac¢do do raio de giracdo de
uma cadeia polimerica.

O raio de giracdo € um parametro que caracteriza o tamanho de uma particula. Para
uma particula constituida de elementos de massa m;, cada uma localizada a uma distancia s; do
centro de massa, 0 raio de giracao, s, € definido como o quadrado da distancia média ao centro
de massa, s;%, para a massa de todos os elementos de massa. Determina-se o raio de giracéo

por

2
2ms,
i

e

Para particulas ndo rigidas (cadeias poliméricas) o raio de giragdo é a média de todas

as conformacdes possiveis, sendo dada por

<z miSi2>l/ 2
R=(s) =1 ©

(=)

sendo, s a distancia entre o centro de massa e a posi¢do da particula em dado instante, como

ilustrado pela Figura 26 .
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Glébulo 1
Massa m;

Centro de
Massa

Glébulo n+1
Massa mp.;

Figura 26 — Distancia entre os elementos de
massa e 0 centro de massa (s).

Para cadeias ideais Ry € dado por

g |

1/2

g 6 3)

Para as cadeias ideais, as interacdes entre as unidades méricas e entre unidades da
cadeia e moléculas do solvente sdo desprezadas, mas para melhor entender os conceitos de
desentrelacamento e movimento de reptacdo ha necessidade de considerar estas interagoes.
Quando tais fatores sdo levados em conta a cadeia deixa de ser considerada um modelo ideal e
passa a condi¢cdo de cadeia real. Por isso, a seguir faremos o estudo do comportamento de

cadeias reais em solugdes poliméricas.

3.3 — Cadeias reais.

As cadeias poliméricas reais sdo macromoléculas nas quais as interages entre seus
mondmeros devem ser analisadas levando em conta o volume excluido®. Isto causa uma
reducdo nas possibilidades conformacionais da cadeia e conduz a um caminho aleatério no
qual a cadeia evita a si mesma, sendo que tal caminho apresenta conformac@es estatisticas
diferentes as dos caminhos aleatorios simples das cadeias ideais.

39



Para um bom conhecimento sobre o comportamento de cadeias poliméricas reais e
interacOes entre cadeias e solventes em solugdes, devem ser entendidos o conceito de volume
excluido e a Teoria de Flory para bons e maus solventes. O conceito do volume excluido
explica como ocorre formacdo do tubo de confinamento e a Teoria de Flory interpreta o
relacionamento entre o polimero e o solvente, fator importante para o entendimento do
intumescimento do polimero, fendmeno muito importante para este estudo. Neste sentido, tais

conceitos tedricos serdo esclarecidos nos itens 3.3.1 e 3.3.2.

3.3.1. Volume excluido.

O volume excluido de uma macromolécula é o volume da qual uma macromolécula em uma
solucdo diluida, efetivamente, exclui todas as outras macromoléculas. Ha alguns anos, Ogston
apresentou o tratamento tedrico dos efeitos do volume excluido®, no qual uma proteina era
modelada como uma particula esférica e um polimero ou cadeia polimérica como uma haste
rigida ou como uma esfera; estes dois ultimos modelos foram selecionados como
aproximacfes mais apropriadas, modelo da cadeia enovelada. Quando usado, o modelo
negligencia a curvatura da cadeia; isto € presumivelmente possivel quando a cadeia interage

com muitas esferas pequenas.(Figura 27).

O Volume excluido Vi, pode ser definido como o volume efetivo de uma solucdo que,
estritamente por razdes espaciais, ndo estd disponivel para particulas da espécie 1 como
resultado da introducdo de particulas da espécie 2.3* De acordo com esta definic&o: se N1 Vioa
particulas da espécie 1 sdo distribuidas aleatoriamente por todo volume, Vi, entdo a
introducdo de uma particula da espécie 2 causa uma exclusdo média de particulas do tipo 1.
Neste caso o volume excluido (V..) pela presenca da particula 2 em relagdo a todas as

particulas 1 é dado por **

Ve =NV
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Figura 27 — Exclusdo muatua de moléculas poliméricas e particulas esféricas®. Cada curva
pontilhada indica o volume dentro do qual o centro de uma esfera ndo pode ser localizado em
presenca de outra particula. Quando as dimensdes médias de uma molécula polimérica forem
relativamente pequenas comparadas a esfera (a), quando ela puder ser representada
razoavelmente como uma esfera (b). Quando a curvatura media da superficie polimérica for
menor que a da superficie da esfera (c), se o polimero puder ser considerado com uma
particula em forma de haste (d). Quando nenhuma dessas simulagGes for valida (e), estas

simulacOes sdo menos apropriadas.

Para o simples caso da exclusdo de esferas da série 1 por outras esferas da série 2, 0
volume excluido é o volume da solugdo onde o centro da esfera ndo pode ser colocado na
presenca da outra e é igual ao co-volume de duas esferas e, também, pode ser o volume da
esfera com raio igual a soma dos raios das duas esferas 1 e 2 (Figura 27).

Para duas esferas, 0 volume excluido (V12) é definido por
A 3
Vio = (?j(Rl + Rz) : 2)
O co-volume independe da espécie excluida escolhida; geralmente o volume excluido é
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independente da escolha e, portanto:

V12: 21

A determinacdo do volume excluido de um par de particulas com formas diferentes,
usando principios geométricos, é efetuado escolhendo, inicialmente, uma ou outra como
particula excluida. Considera-se, também, a exclusdo que resulta em um deslocamento de uma
particula de comprimento infinitesimal (Figura 27 (d)). Ele é facilmente visto como uma

esfera e uma haste muito fina, onde o volume excluido é dado por:

4
V, =nR;L, + §7zR§, @)

sendo o volume do cilindro dado por ﬂRzlede comprimento igual ao da haste (Z,) e com raio
. . . 4
igual ao raio R, da esfera, mais o volume da esfera §7ZR23 .

Escolhendo a esfera como a particula excluida, pareceria que o volume total, onde o
centro da haste ndo pudesse ser posicionado, ap6s a introducdo da esfera, fosse igual ao
volume da esfera. Entretanto, este ndo € igual ao volume excluido definido acima, porque o
volume ndo excluido da haste obstrui o posicionamento da esfera ndo orientada
aleatoriamente: dependendo da orientacao, a haste podera ser excluida quando o seu centro de
massa estiver acima da metade do comprimento da haste longe da superficie da haste. O
efetivo volume excluido deve, neste caso, ser calculado como uma soma ou integral da perda
de probabilidade direcional do volume total e sera, entdo, igual ao volume calculado
considerando a haste como particula excluida.

O volume excluido compreende a regido que a esfera ndo poderd ocupar devido a
conformacdo da macromolécula. Entretanto, quando comparado com os valores experimentais,
deveria ser uma média de todas as possiveis conformacGes da cadeia polimérica. Primeiro
pode-se alternativamente calcular o volume proibido para cadeias poliméricas pela presenca
de uma particula esférica. Em tal caso, devem ser consideradas as perdas das liberdades
direcionais e conformacionais da cadeia, somadas a todas as possibilidades de deslocamento
de um elemento selecionado da cadeia.

O volume excluido depende das energias de Helmotz e de Gibbs, da mistura entre

polimero e solvente, da natureza termodinamica do solvente, e ndo é uma medida do volume
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geométrico da macromolécula.
Finalmente, o volume excluido, segundo Flory, pode ser determinado considerando
dois segmentos poliméricos separados por uma distancia r*°. A energia potencial de interacéo

entre eles serd U(r) e, entdo, o volume excluido pela cadeia polimérica sera

U

v, =T 1—e[ "BT] bror® dr (4)
0

O efeito do volume excluido pode ser notado com a variagdo das concentraces do
polimero e do solvente na solugcdo. Com o aumento da concentracdo do polimero o espaco
disponivel para que a cadeia macromolecular movimente reduz devido a exclusdo do volume
causada por ela prépria e pelas moléculas do solvente sobre suas unidades méricas. Neste
sentido, o raio de giracdo, o comprimento da cadeia polimérica e a taxa de autodifusdo
decrescem, enquanto o tempo de relaxacdo aumenta. Qualquer variagdo na concentragdo do

solvente ndo afeta as dimensGes da cadeia polimérica.

3.3.2 — Teoria de Flory para polimeros em bons e maus solventes.

A teoria de Flory considera a entropia da mistura um fator que restringe a conformacao
e, portanto, restringe a distancia entre extremidades da cadeia. Uma cadeia completamente
estirada poderd assumir apenas uma conformacao, porém em movimento aleatério podera
assumir um numero muito grande de conformacfes, ou seja, no segundo caso O Sistema
(cadeia polimérica) apresenta uma entropia maior do que na primeira situac&o.

Uma cadeia dissolvida em bom solvente tendera a expandir formando um novelo com
conformacdo Gaussiana, pois foi observada por Flory a existéncia de uma tendéncia natural
apresentada pela cadeia polimérica em aumentar o nimero de pontos de contato com solvente.
Entretanto, quando ela se expande perde entropia contrariando a segunda lei da
termodinamica. ¥

O argumento usado por Flory para explicar esse fato esta relacionado a energia livre do
sistema, G=H —TS. Como G é uma funcdo da distancia entre a extremidades da cadeia (r),

foi considerada a existéncia de um valor de r que minimiza G. Em uma mistura
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polimero/solvente a energia livre do sistema segundo Flory é dada por *

AG, ﬁ
k,T =gy +Ing + P Ing,, 1)

sendo, G a energia livre da mistura, ¢, a fragdo de volume do solvente, ¢, a fragdo de volume
do polimero, kg € a constante de Boltzman , Ta temperatura absoluta , ¥ o parametro de Flory

e r é a distancia entre as extremidades da cadeia polimérica.

A contribuicdo do polimero para a energia livre do sistema é dada por:

G, = (@wﬁln@j @)
r

A entropia da cadeia pode ser calculada através da expressdo

2 2
r r
2

S(r)=—k,— — -TS(r)=kT-+—, 3
(r) TR (r) I @)
sendo S () a entropia da cadeia polimérica em funcdo da distancia entre suas extremidades, &z

a constante de Boltzman, T a temperatura absoluta e <r2> 0 quadrado da distancia média entre

as extremidades da cadeia.
Considerando que a energia gerada pelo contato entre polimero e solvente seja nula e
que a energia causada pela interacdo entre cadeias poliméricas seja cKgT de valor positivo, 0

naimero de contatos entre polimeros serd dado por

N
N.— 4)
r
A entalpia do sistema, entdo, seré:
2
H=ck, 7% (5)
r
A energia livre seré dada por:
2 2 2
G _ N 06 o p N2 o
k,T r* NI or r° NI
3
r~ N3
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sendo N o nimero de unidades méricas da cadeia polimérica.
Para cadeia de N = 10.000, a expansdo em bom solvente é consideravel.

Para uma cadeia polimérica em mau solvente, Flory considerou um estado hipotético
onde T = 0. Dessa maneira, a energia livre do sistema se resume a energia interna
G=H-TS—G=H (7
Minimizando a energia, como no caso do limite considerado, o polimero evita o

solvente completamente, formando um novelo bem denso devido aa sua contragéo.

1

NP =1 —r~ N3 (8)
A diferenca do contato entre um polimero com um bom e um mau solvente é

representada na Figura 28.

@

(@) (b)

Figura 28 - Representacdo esquematica de um polimero do tipo
novelo aleatorio em bom solvente (a) e em mau
solvente (b).

Portanto, o conhecimento dos parametros de solubilidade de polimeros e das
propriedades de suas solucgdes é essencial para a selecdo do solvente sendo: ndo-solvente, mau
solvente ou bom solvente. Um bom solvente € aquele que dissolve qualquer quantidade de
polimero numa faixa de temperatura compreendida entre seu ponto de fusdo e seu ponto de
ebulicdo. Enquanto que um ndo-solvente é 0 oposto, ndao dissolve ou mesmo intumesce (incha)
um polimero. A adi¢do gradativa de um n&o-solvente a uma solugdo de um determinado
polimero num bom solvente provoca sua precipitagéo.

Em termos qualitativos, uma regra diferencia um bom solvente de um nédo-solvente:
“igual dissolve igual”. Apesar de ser limitada, esta regra permite deduzir bons solventes para a

maioria dos polimeros.
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N&o s6 o tipo de solvente e polimero influi no processo de solubilizagdo como outras
variaveis inerentes a estrutura do polimero contribuem significativamente na solubilidade do
mesmo. A alta cristalinidade e altas massas moleculares tém efeito negativo, o0 que torna mais
dificil a escolha de um solvente apropriado por este método empirico. Para dissolver um
polimero é necessario que as interagdes entre 0s segmentos da cadeia polimérica e o solvente
sejam maiores do que as interacdes entre as particulas do solvente e polimero-polimero. Em

termos quantitativos, a dissolucéo vai ocorrer pela diminuic&o da energia livre do sistema®

AG, =AH, —TAS, 9)

O indice “m” indica o processo de mistura. Entdo, valores de negativos de 4G,
favorecem a dissolucdo. O aumento de entropia naturalmente ocorre durante o processo de
dissolucdo. Em um polimero no estado sélido, suas cadeias estdo entrelagadas, e 0s
movimentos brownianos moleculares estdo confinados a pequenos segmentos. Em solucéo, as
cadeias se expandem e ganham liberdade para movimentos translacionais regidos pelas
diferentes conformacdes que possam assumir. AS é funcdo do peso molecular do polimero, e 0
calculo tedrico de AS é dado pela contribuicdo das diferentes conformacdes estatisticas que a
cadeia macromolecular pode assumir em solugéo®

Q=AInk,S (10)
sendo Kg € a constante de Boltzman, e Q é o nimero de possiveis conformagdes que a cadeia
polimérica pode assumir. Um recurso muito utilizado para quantificar Q se faz pela
probabilidade de distribuicdo de segmentos poliméricos numa rede tridimensional
(termodinamica estatistica). Nesta rede ou reticulo, cada espaco pode ser preenchido por uma
molécula de solvente ou por uma unidade da cadeia polimérica. Analisando a Figura 29, nota-
se que um provavel valor de Q para solutos de baixo peso molecular € sempre muito maior do
que para solutos poliméricos contendo o mesmo nimero de unidades. A probabilidade de S
unidades de soluto, de baixo peso molecular, preencherem cada espaco da rede € maior do que
no caso das unidades poliméricas. Isto se deve a unido que existe entre as unidades do soluto
polimérico, pois a probabilidade de fixar de uma unidade polimérica num determinado reticulo

é restringida pelas posi¢des relativas das unidades vizinhas.
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Figura 29 - Representagdo das possibilidades conformacionais de um soluto de baixo peso
molecular (a) e de alto peso molecular (b)

Sendo AS,, geralmente pequeno, o termo relacionado a entalpia da Equacdo 1 tem que
ser favoravel para que a dissolucdo aconteca, e que é funcdo da diferenca das interacbes

polimero-polimero e polimero-solvente *’:

2

1 1
AH =V Ay, 12 (A, |2 X, (12)
m -~ "m Vl V2 1721

sendo, ¥, representa o volume da mistura, ¥; € o volume do solvente, 7, é o volume do
polimero , AH,,,; e 4H,,,> representam as entalpias de vaporizagdo (ou seja, € a energia gasta
para a separacao infinita das moléculas constituintes de 1 e 2 respectivamente), ¢; € ¢, S&0
fragcdes volumétricas dos componentes solvente (1) e polimero (2). O termo AH /V representa
a entalpia de vaporizagdo por cm®. Este termo é conhecido como densidade de energia coesiva.

Na maioria dos casos, a entalpia de mistura, em sistemas polimero-solvente, é
ligeiramente positiva, salvo os casos em que ha uma forte interacdo de dipolos ou uma
interacdo por ligacdo de hidrogénio entre os segmentos poliméricos e o solvente. Isto significa
que a dissolugéo ocorre se 0s termos AHyap1/V1 € AHyapo/V> apresentarem valores numéricos
bem proximos.

A raiz quadrada da densidade de energia coesiva é conhecida como o Parametro de
Solubilidade (8), cuja unidade CGS é (callcm®)¥? e SI ¢ (3.m™)Y2. Portanto, a miscibilidade

de um polimero em um determinado solvente é avaliado quantitativamente pela diferenca ;-
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d,. O parametro de solubilidade de um solvente pode ser obtido através de sua entalpia de

vaporizagéao ( AH,,), segundo a Equacéo 12

[(AHW - RT)}
5, =| e (12)
4

N

Para uma mistura de solventes, o parametro de solubilidade pode ser dado por

S - XV,0, + x,V,6, (13)
! XV + x50, ,

sendo, “x” a fragdo molar e “V” o volume molar dos respectivos solventes. A Equacdo 13 s0 é
valida para sistemas onde ndo ocorre varia¢do de volume ap6s a mistura (solucao ideal).

Medidas absolutas de pardmetros de solubilidade para polimeros tornam-se
impraticaveis, devido a impossibilidade de vaporizacdo dos polimeros. Tais valores sdo
obtidos por referéncia aos valores estabelecidos para os solventes. Neste caso faz-se teste de
solubilidade de um determinado polimero em diferentes solventes com distintos valores de d.
O valor do parametro de solubilidade do polimero (5) ser4 de mesma magnitude do valor do
solvente que apresentar uma maior interagdo com o polimero, ou através de uma media entre
valores proximos referente a um conjunto de bons solventes.

Em viscosimetria de polimeros quanto maior a intensidade de interacdo polimero-
solvente maior serd o volume hidrodinamico da particula de polimero e, conseqtientemente,
maior serd a viscosidade intrinseca [n]. Portanto, medida de viscosidade intrinseca em
diferentes solventes permite avaliar o valor de & do polimero. Este valor é obtido através de
um gréfico que relaciona a viscosidade intrinseca com valores de & do solvente utilizado. A

relacdo entre [n] e o € apresentada na Figura 30.
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Figura 30 — Relacdo entre a viscosidade e o parametro
de solubilidade de polimeros.

A solubilizagdo do sistema (polimero/solvente) ocorre quando a energia livre de Gibbs

sofre uma reduco ou se mantém constante *

AszGIQ_(G]+G2) <0, (14)

sendo, G, a energia livre do solvente puro, G, é a energia livre do polimero puro e G;; a
energia de Gibbs da mistura.

A analise da relacdo entre solvente e polimero pode ser feita a partir do parametro de
Flory. Partindo da equacdo da variacao da energia livre de uma solucao polimérica, é possivel

determinar o parametro de interacdo entre polimero e solvente, através da Equacéo (15):

AG, =(N;Ing, + N,Ing, + N.¢, ¥)RT, (15)
sendo, n; € o nimero de mols do solvente, n, 0 numero de mols do polimero, ¢, € a fracéo de
volume do solvente, ¢, é a fracdo de volume do polimero, R é a constante dos gases ideais, T
é a temperatura absoluta e y é o parametro de Flory.

Efetuando a multiplicacdo por RT, no segundo membro da Equacéao (15), obtém-se
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AG, = N,In§RT + N, In$,RT + N,§, yRT (16)
Na Equacdo (16) os dois primeiros termos do segundo membro correspondem a

entropia do sistema, enquanto o terceiro esta relacionado a entalpia. Portanto, podemos

escrever as expressdes para o calor de mistura da seguinte forma

AH, = N.¢(RTy) 17)

AH, =V (N, +N,)(6,-6,)’ ¢, (18)

E, finalmente, igualando as duas expressdes, determina-se o parametro de Flory, utilizando-se

a definicdo de ¢, como

N
b=, (19)

m

logo, a expressdo seguinte para y pode ser obtida®

v,
)(=R—1T(51—5z)2 (20)

As interagdes entre polimeros e solventes, descritas pelo pardmetro de Flory (;()

podem favorecer o enovelamento como um glébulo quando seu valor for alto (Figura 28 (a))

ou intumescimento (Figura 28 (b)), quando este for pequeno. Na realidade ocorre
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cadeias poliméricas entrelacadas, bem como a maneira pela qual estas cadeias sofrem
desentrelacamento (dissolucdo), fendmeno descrito e analisado pela teoria da reptacéo.
Portanto no préximo capitulo serdo enfocadas a dindmica das cadeias poliméricas e a teoria da

reptacao.
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DINAMICA DE CADEIAS POLIMERICAS E TEORIA DA REPTACAO

O modelo de Rouse é uma descricao da dinamica da cadeia polimérica dentro do tubo
de reptacdo, ou seja, este modelo descreve como o movimento da macromolécula ocorrera
“motivado” pelas interacdes entre as unidades méricas da propria cadeia, entre cadeias
diferentes e interagdes entre uma cadeia e 0 solvente.

A teoria da reptacdo, baseia-se na dindmica de Rouse para cadeias entrelacadas, o
movimento das macromoléculas de PDMAm-co-VP durante a dissolucdo desse copolimero &,
entdo, interpretada a partir do modelo de Rouse, tornando este modelo tedrico muito
importante para este trabalho, bem como para toda a area farmacéutica que aplica sistemas de

liberacdo controlada por dissolucdo ou degradacdo da matriz polimérica.

4.1. Modelo de Rouse.

Existem varios modelos que explicam o comportamento de polimeros em solugéo.
E necessario entender o modelo de Rouse para posteriormente compreender o modelo tedrico
de reptacéo.

Em seu modelo, Rouse atribui a movimentacdo da cadeia polimérica ao movimento
Browniano, cuja caracteristica principal é o movimento aleatdrio de particulas gerado pelas
colisBes com outras particulas ou por razdes térmicas. Duas condi¢Bes sdo primordiais para
entendé-lo: as equaces de Smoluchowski e de Langevin®

Nas equacOes de Langevin € proposta a colocacdo em forma explicita de uma forca
do tipo aleatdria (com dada distribuicdo probabilistica) nas equacgdes de movimento que regem

o sistema em estudo *°. Dessa maneira, deve ser considerada a seguinte expressao:

dx oU
= = ex + 7z
g - ar S M

sendo ( é o coeficiente de friccdo do meio; U,, é 0 potencial externo; f(t) & a soma das forcas
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devido as colisbes incessantes que sofrem as particulas pelas moléculas fluido. Pode-se
conhecer a forma da fungdo apontada na equagdo (1), ao se considerar uma fungédo estocéstica
com uma distribui¢do do tipo gaussiana. A partir da Equacéo (1), é deduzida a equacéo para o
espaco multifuncional. Tal equagdo pode determinar a evolucdo da funcéo distribuicdo para o

caso da equacdo de Smoluchowski que pode ser expressa por

d oU 1 0
—x, =3 L | =+ £, () |+ =k, TY —L
dr" S ox Snlt) [+ 5 ks ~ g ")

m

sendo, L,,, as componentes da matriz de mobilidade que relacionam a forca sofrida por uma

particula com certa velocidade média v, , dada por

v, = ZLm’n(x)Fm B

sendo, v, a velocidade média da particula.
O modelo de Rouse é baseado no estudo dos polimeros em solucdo. As cadeias sdo

representadas por esferas unidas entre si por molas (Figura 31).

Esferas enumeradas

LN, o

w» i

Ay T
A
Cada esfera sofre a agdo continua
de forgas Brownianas causadas
pela vizinhanga.

Forgas de friccdo se
1 opGem ao movimento do
glébulo

Forga elastica entre 0s meros

Figura 31 — Modelo de uma cadeia formada por esferas ligadas por molas.
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Sendo r, um vetor cujas componentes sdo as posi¢des das esferas do polimero e
aplicando-se a equacéo de Langevin a este novo sistema tem-se, a expressao ¥

o oU, 1 o
Ern(f)=zm:Hnm ———+ /(1) +§kBT;£Hnm @)

or,,

sendo, H,, a tensdo de mobilidade gerada pela interagdo entre as esferas do polimero e o
solvente.

Este modelo despreza os efeitos associados a interacdo do volume excluido e as
interacOes hidrodindmicas. Sendo a tensédo de mobilidade (H,,,) e o potencial de interacéo (U),
dados por:

o

nm!

Hnm :i
3

Ul. _ 3k32T Z(l’n _rn_l)Z,
21 n=2

sendo, / 0 comprimento caracteristico da unidade mérica. Assim, para as esferas internos tem-

Se

dr,
dt

é/ - _kB (27"}1 o rn+l o rn—l) + fn (5)

e para as esferas nos extremos da cadeia

an
dt

dr,
dt

:—kB(f"l_i"z)‘i‘fl’ év :_kB(rN_rN_l)+fN (6)
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Para macromoléculas podem ser usadas varidveis continuas, portanto a equagao que

rege o sistema pode ser escrita como:

or, o°r,
Sor Ko g T Y

Para simplificar os célculos, sdo definidas as varidveis normais da seguinte maneira:

1% (pm
Xp = WQCOS(T)Q (t)dn p=123,--- (8)

E a equacdo que rege todo o sistema é expressa por:

¢, =2N¢,

_ 27%kp®  6mk,T
g N NI?

k ©)

O vetor que representa a distancia entre as extremidades da cadeia é dado por

Pt=R,(T)-R,(t)=-4 ZXp(f) (10)

p:1’2131...

A funcéo correlacdo do tempo é definida pela relagéo a seguir

CAA (t) = <A(t)A(O)> (11)

sendo, C44 a correlacdo entre o vetor posicdo do final da cadeia para um dado instante de
tempo t em relagdo a sua posi¢do no instante 0.

A equacdo (11) d& uma idéia de como o valor da funcdo Browniana se relaciona com
seu valor no tempo zero. Para tempos suficientemente grandes, € possivel demonstrar que ela
equivale a tomar o produto separado de cada termo. Por outro lado no caso de haver um

potencial do tipo harmdnico (como o caso do potencial das molas) o valor dessa fungédo
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correlagdo serd dado por

kT ¢
Z exp(—t/7) T = ; (12)

Logo, aplicando estes ultimos conceitos na Equacdo (11) é calculada a funcéo

<x(t)x(0)> =

correlagdo para a funcao término de cadeia:

(POPO)=16 Y (X,(0)X,(0)=Nb" Y 28 —exp(-tp® 1 7,)

p=1,2,3, p=123-- P 7T
(13)
Define-se o tempo de relaxacdo rotacional t, como o maior tempo de relaxacdo da
funcdo correlacdo do fim da cadeia. No caso estudado corresponde ao valor do tempo de

relaxacdo para p = 1. Obtendo-se:

QVZbZ
B 37°k,T (14)

Tr Tl

Assim como o modelo de Rouse, 0 modelo de Zimm se mostra como outra teoria
muito importante, servindo também como base para a teoria de reptacdo. Este modelo permite

determinar o coeficiente de difusdo da cadeia polimérica dentro do tubo de reptacéo.

4.2. Modelo de Zimm

O modelo de Zimm consiste de um sistema de particulas brownianas em solucédo, na
qual elas interagem umas com as outras (Figura 30). Cada uma tem formato esférico e sua
posicdo é definida pela distancia até o seu centro de massa. Ndo h& torque externo agindo

sobre as particulas, portanto, as velocidades das particulas podem ser dadas por:
v,=>.H,,f, (1)

sendo, Hy, denominada de mobilidade da matriz polimérica.
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A,

Figura 32 — Representacdo do movimento das cadeias poliméricas, segundo Zimm.
Em solug¢bes muito diluidas a velocidade de uma particula é determinada, somente pela
forca que age sobre esta, logo:

Hmn = éé‘mn ) 2

sendo | a matriz unitaria e { = 6zns/ 0 coeficiente de friccdo para a particula e ns viscosidade
do solvente.

No limite do fluxo lento considerando que o fluido seja incompressivel e a forca
inercial do fluido seja desprezivel tem-se

1
Hmn 87[]7 (emn mn + ]) para m #n (3)
i
mn E para  m=n

sendo, 7;,, 0 vetor unitario na direcdo de r,,, denominado de tensor de Oseen. Aplicando o

conceito de Zimm a equacao de Langevin é escrita como

E—Z ——+f (t) 4)

n
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Semelhante a0 modelo de Rouse para @-condi¢Ges (condigOes ideais de temperatura) o

potencial de interacdo pode ser considerado como:

8 N
U, ZZE;(H -r4)%  com S= 72 (5)

A equac&o de Langevin é reescrita como

E_Zn: - S—r + £, () 6)

Usando os limites continuos para o nimero de unidades ao longo da cadeia. A Equacédo
6 foi deduzida primeiramente por Zimm e, por isso, recebe 0 seu nome.
A partir da Equacdo (2) é possivel determinar o coeficiente de difusdo de uma cadeia

polimérica e o tempo de relaxacdo do polimero. Inicialmente, para o estado de equilibrio

substitui-se H,, por (H,,)

1 1
671, ‘rm -

<H mn >eq - 1 bgéo

eq
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1
H =
< mn>eq (672'3‘1’}1 _ n‘)l/277sl (8)

Usando esta expressédo para H,, , primeiro pode ser resolvida a equacdo linear de

Langevin e obter para o coeficiente de difusdo (D) a seguinte equacéo:

-3 3kB];/2 =0,196 bl 9
3(67°N) ' “n,l 77S<R> ©)
Por sua vez, o tempo de relaxacéo z, € dado por
3
77s (N1/21)3 _ O 325 775 <R>

T, = = —
"k, T (37)? k,T (10)

As relagdes de dependéncia entre o coeficiente de difuséo, tempo de relaxagéo e o peso

molecular estdo de acordo com observagdes experimentais, ou seja

_ ~ 3/2
DM o T.,=M

O modelo de Zimm para um bom solvente considera para as interagdes de volume um
potencial adicional na equacdo de Langevin, ou seja, a expressao para o potencial U, é dada

por

v
U =260 -
1 kBT % (rm rn) (11)

Logo a expressao de Langevin para a velocidade média da cadeia € dada por

or oU U
Do oS, |- p
a4 ’"( or "o Tl )J (12

n

Esta equacdo ndo € linear, entretanto ela pode ser resolvida em uma linearizacao para o

caso considerado anteriormente. Primeiro, tem—se somente coeficientes modificados s e

(Hon)e,
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1 1

~

‘m—n‘ [

(13)

‘rm _rn

sendo, V o parametro de Flory, V = 3/5 para um bom solvente.

A Equacao 13 permite a defini¢do do coeficiente de difusdo (D) através da expressao:

/;9_5T — 0,2031%—T
N"nl

J6n. < R, > ! (14)

D=

sendo, kg a constante de Boltzman, 7' a temperatura absoluta, N o nimero de unidades méricas
15 a viscosidade do solvente e R, 0 raio de giragéo do polimero.

O tempo de relaxagéo é dado por

3

NY53 N 77S<Rg>
- 15
ke, T ke, T (15)

Trel = ns

Como pode ser observado para 0 bom e para o mal solvente podem ser usadas mesmas

expressdes para o0 tempo de relaxacdo e para o coeficiente de difusdo.

Os modelos de Rouse e Zimm sdo suficientes para materiais de peso molecular abaixo
daquele causador de entrelacamentos e como modelos basicos para comparacao de solugdes de
polimeros com solucBes de moléculas de baixo peso molecular. Acima do peso molecular de
entrelacamento e para a modificagdo de solucdo de semi-diluida a concentrada, as
aproximacdes desses modelos ndo sdo suficientes. E necessario utilizar o modelo do tubo ou

modelo da reptacdo que sera discutido a seguir.
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4.3. Reptaciao em polimeros em solu¢io: difusio e tempo de reptacio.

Em solucgdes concentradas cada cadeia tem uma grande quantidade de vizinhos e nédo
pode mover facilmente, pois existe um impedimento causado pelos vizinhos.

Considerando todas as outras cadeias imobilizadas instantaneamente (Figura 33), 0
modelo da reptacdo analisa apenas o movimento de uma cadeia limitado pelas cadeias
vizinhas. Dessa forma, a teoria da reptacdo considera o polimero, produto dos diferentes
entrelacamentos. A presenca de outras cadeias poliméricas confina a cadeia analisada a um
“tubo”, sendo pequenos deslizamentos ao longo desse tubo suas Unicas possibilidades de
movimento. E, mais importante, 0 movimento é sinuoso como de um réptil se deslocando

(Figura 34), daf o nome reptacao®.

Figura 33 — Cadeias entrelagadas, para a cadeia em azul sera analisado seu movimento dentro
do emaranhado de cadeias.

Figura 34 — Representacdo do movimento de uma cadeia polimérica por reptagéo atraves do

tubo de confinamento.
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No modelo do tubo a cadeia mantém o modelo de Rouse como dinamica ao longo de
um “caminho primitivo” (caminho permitido para a cadeia), enquanto a dindmica ¢é fortemente
dificultada por este caminho primitivo devido ao entrelagamento das cadeias.

O movimento de uma cadeia consiste em duas componentes discerniveis, as
componentes normais para a cadeia de Rouse dentro do tubo de reptacdo, e 0s movimentos
mais lentos para o tubo se renovar (tempo de renovacdo de tubo). O caminho do tubo de
reptacdo é denominado o “caminho primitivo” para a cadeia. O caminho primitivo representa
uma redefinigdo da cadeia, como no modelo de Rouse. Redefinido em termos de uma cadeia
com unidades elasticas. Para o caminho primitivo a redefinicdo est4 baseada em um tempo

mais longo do que 0 modelo de Rouse prediz para a dindmica de ndo confinamento. Desde que
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sendo D' é o coeficiente de difusdo para a cadeia polimérica dentro do tubo ao longo do
caminho primitivo, e {, € o fator de friccdo para a cadeia. Por definicdo ndo ha nenhum

entrelagamento dentro do tubo, assim o resultado de Rouse pode ser usado,

& = Ni G 3)
Logo,
. kT
Nl @

O tempo para que a cadeia difunda completamente para fora do tubo de reptacdo é

chamado "tempo de reptacédo ", t;, como ilustrado na Figura 35 .

—

e —

E—";w
— "'\.‘\l\ e

— =]

Figura 35 — Representacdo do movimento da cadeia através do tubo de confinamento.

O comprimento do tubo € comparado ao comprimento inteiro da cadeia polimérica
(comprimento de contorno): N.. Por definicdo o coeficiente de difusdo é proporcional ao
quadrado da distancia atravessada (/,,) dividido pelo tempo de travessia do tubo. Dessa
maneira para um polimero atravessando o tubo de confinamento, tem-se a expressao
r* (N )?

D~—
t T

r

Q)

Comparando com a definicdo de Einstein (Equacgdo (2)), obtém-se:

k,T N°I°
Ng, 7,

(6)
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Assim, o tempo de difusdo da cadeia através do tubo sera obtido por

N2?
=T (7)
Dessa forma, tem-se
o = é/RNRS (8)

O modelo de reptacdo prediz que o tempo de relaxamento e a viscosidade dependem
do peso molecular elevado ao expoente 3. Porém, o valor observado experimentalmente®® ¢
3,4. Este fato ocorre devido as modificacdes ocorridas no tubo de confinamento durante a
travessia da cadeia polimérica, pois o tubo de confinamento se renova de acordo com o
deslocamento da cadeia *.

O tempo de difusdo da cadeia polimérica, z,, € uma variavel importante quando o
sistema em estudo trata de um sistema de liberagdo controlada de farmacos. Neste caso, como
o0 principio bioativo sera liberado da membrana polimérica a partir da dissolugao do polimero.
Portanto o tempo de liberacdo do farmaco sera 0 mesmo da dissolu¢édo do polimero. Quando o
tempo de reptagdo e o raio de giragdo da cadeia polimérica estudada estiverem determinados,

sera possivel obter a taxa de desentrelagamento do polimero através da equagéo
kd =<, (9)

sendo, &, a taxa de dissolugdo do polimero, R, 0 raio de giragéo do polimero e z; 0 tempo de
dissolucéo do polimero.

Os sistemas de liberagdo controlada por dissolu¢cdo da matriz polimérica contendo
agente bioativo dependem significativamente das interacfes do polimero utilizado com o
solvente. O movimento de reptagdo das cadeias macromoleculares iniciard quando a
concentracdo de solvente no interior do bioconjugado apresentar um valor critico, portanto, o
estudo do transporte de solvente para o interior do sistema polimero/agente ativo torna-se,
neste caso, muito importante e, entdo, a fenomenologia do transporte da difusdo através de

membranas de hidrogéis sera abordada no proximo capitulo.
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FENOMENOLOGIA DA DIFUSAO EM MEMBRANAS DE HIDROGEIS

5.1. Introducgao

A dissolucdo do polimero ocorre a partir do instante que a tensdo gerada pela interacdo
entre as moléculas do solvente e as cadeias poliméricas atinge um valor capaz de provocar o
inicio da reptacdo das macromoléculas. Portanto, a rapidez com que o polimero utilizado em
sistemas controlados de liberacdo de farmacos sofre intumescimento torna-se, entdo, muito
importante. Por esse motivo neste capitulo sera revisada a fenomenologia da difusdo em
membranas de hidrogéis.

A difusdo € o deslocamento espontdneo de matéria devido ao movimento das
moléculas individuais (ou de atomos), ocorre nos solidos, nos liquidos, nos gases, sendo
causada pelo aquecimento, ou impulso, é um tipo de fenbmeno de transporte. Pode ser
considerado como o deslocamento de particulas de uma substancia de um local de potencial
quimico mais alto para outra regi&o de potencial quimico mais baixo® (o potencial quimico
pode ser, na maioria dos casos de difuséo, representado por uma diferenca na concentracao).

Este fendmeno ocorre como resultado da Segunda Lei da Termodinamica, na qual os
estados que a entropia (ou desordem) ndo estdo em equilibrio entre si sempre tendem a
aumentar com o tempo (até que alcancem um equilibrio). Como substancias difundem de
regides de concentracdo mais alta a regifes de mais baixa concentragéo, elas vdo de um estado
de ordem mais alta para um estado de mais baixa ordem, conforme a Segunda Lei de
Termodindmica. Entdo, difusdo é um processo espontdneo e natural. Inverter a difuséo
requereria um consumo de energia para contrariar a ordem mais alta do sistema e prevenir
uma violacdo das leis da entropia. A difusdo é um processo fisico que ndo requer consumo de
energia liquida. Em biologia celular, a difusdo € descrita, freqlientemente, como uma forma de

transporte passivo possibilitando que substancias atravessem membranas como na Figura 36.
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Membrana semi -permeavel

Figura 36 — Difusdo atraves de membranas permedveis.

Considerando um sistema unidirecional ou espécies de particulas que difundem em
série, migrando a uma velocidade média v, a partir de um meio com concentracéo c, o fluxo
correspondente (numero de particulas que atravessam uma unidade de area por unidade de

tempo) seré dado por %

J=vc. 1)

Este fluxo é conseqliéncia da acdo de uma forca motriz F. A forca motriz é gerada pelo
gradiente de potencial quimico. Em comum a outros tratamentos de movimentos de particulas,
a relacdo entre a velocidade de difusdo de uma molécula e a variacdo do potencial quimico é
definida por

v=-M,k 8_/1 2
Oox

sendo M,, a mobilidade molecular. O fluxo de moléculas €, ent&o, dado por

J = —MmCa—’u (3)
Ox

Para solucdes ideais o potencial quimico é dado por

u=G+RTInN (4)
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Diferenciando esta equacao atraves da regra da cadeia, obtém-se

ou _ ou ox
ox 0X Ox

u_RT3Y _RT2C
ox X Ox C ox

Substituindo esta equacdo na Equacao (3), obtém-se

J=-M RT oc (5)
ox

O qual é simplesmente a primeira lei de Fick com um coeficiente de difusdo (D) igual
MRT. Assim, a primeira lei de Fick se torna
dC

.] = _DE (6)

O fluxo de particulas decresce com o gradiente de concentracdo (significado do sinal
negativo). A equacdo de difusdo € uma equacdo diferencial parcial ndo-linear que descreve as
flutuacGes de densidade em um material que sofre difusdo. Neste caso a equacao de difusao é

normalmente escrita como

%_f =V.D(C)VC(F,1), (7)

sendo, C a concentragdo do material difundindo, t o tempo, D o coeficiente de difuséo do
sistema, e 7 a coordenada de espaco.

A equacdo de difusdo pode ser derivada de um modo direto da equagdo de
continuidade de estados em que uma mudanca na densidade em qualquer parte do sistema for
ocasionada pela taxa de entrada e taxa de saida de material daquela parte do sistema. Neste

caso o0 balango de massa do sistema fornece

oC -
—+V.j=0, 8
o J (8)
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sendo, j o fluxo de matéria. A equacéo de difusdo pode ser obtida a partir da contribuicéo das

equacdes (5), (6) e (7) assumindo que o fluxo de matéria em qualquer parte do sistema seja

proporcional ao gradiente de concentracéo local

J ==D(C)VC(F\1) 9)

A Segunda lei de Fick pode ser derivada da Primeira lei de Fick e do balango de massa:

a_cz_ijzi icj (10)
ot Oox Ox \ Ox

Considerando o coeficiente de difusdo D constante, podem ser trocadas as ordens do

diferenciando e efetuando a multiplicacdo na Equacao (9), obtém-se a Segunda Lei de Fick:

2
E(DEC}JLQEC:DQg (11)
Oox Oox Ox Ox ox

A Segunda Lei de Fick é usada em estudos de difusdo ndo-constante ou continuamente

variavel, ou seja, quando a concentracdo da solucdo modifica-se em fungdo do tempo.

2
oc _ ¢

=D—-, 12

ot ox? (12)

Sendo: C é a concentracdo nas dimensdes [(quantidade de substancia) comprimento™], [mol
m™], ¢ é o tempols], D é o coeficiente de difusdo com dimensdes [comprimento? tempo™], [m?
s™] e x é a posigdo [comprimento], [m].

Para o caso de trés dimensdes a Segunda lei de Fick é dada por:

oc_ DV°C, (13)
ot
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sendo, V o operador gradiente.

Em célculo vetorial V €& um operador vetorial diferencial. Para um sistema

tridimensional de coordenadas cartesianas (x,y,z), V pode ser definido como:

vo[2 22}
ox Oy Oz
ou de forma alternativa:
V=z7i+]i+l€3 (15)
ox oy 0z

sendo 7, jek 0 vetor unitéario para cada dimens&o.

Finalmente se o coeficiente de difusdo ndo &€ uma constante, mas depende da

concentracdo e/ou da coordenada, a Segunda a Lei de Fick se torna

°C _vvoy (16)
or

5.2. Determinacio experimental do coeficiente de difusao.

O estudo do transporte de agua atraveés de membrana polimérica hidrofilica pode ser
tratado quantitativamente utilizando-se a 22 lei de Fick, uma equacédo diferencial de ordem 2.

A absorcéo de 4gua por membranas poliméricas foi proposta pela relacéo empirica **

M

- (17)

0

<

sendo k e n os parametros do sistema e M, e M., representam o aumento de massa estimada no

tempo t e no equilibrio, respectivamente.
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Para resolver a Segunda Lei de Fick hd a necessidade de utilizar as condicdes de
contorno apropriadas. O método utilizado aqui é o da separacdo de variaveis acoplado a série
de Fourier.

Inicialmente considera-se uma membrana semi-infinita de espessura 2h como mostrado

na Figura 37

X

-h h
Figura 37 - llustracdo do percurso de um liquido na membrana polimérica.

As seguintes condicbes de contorno serdo adotadas: C(x,y) =0,—4 < x < h (condicdo
inicial); C(£h,t) = C,, a concentragao nas fronteiras da membrana para todo ¢ > 0.

O método consiste em propor uma solucdo para C(x,t) na forma M(x).N(t), com as
funcdes dependendo respectivamente, apenas de X e t.

Derivando a Equacgéo (17) e substituindo na equacao da segunda Lei de Fick (Equacédo
13), obtém-se

dN  Dd’M
M(x)— = 5
dt dx

N(@). (18)

Dividindo a equacao (18) em ambos os membros por D.M(x).N(t) pode-se escrever:

1 dnN@) 1 d*M(x)
DN(r) dt  M(x) dx*

(19)

Como o primeiro membro da equagdo (14) depende sé de t e o segundo membro

apenas de x, a igualdade acima é verificada se ambos 0s membros forem constantes.
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Esta constante N(t) = 0 serd chamada de —w? propositalmente para simplificacdes
futuras. Assim obtém-se:
1  dN(
aN@ _ _

DN(t) dt
Que também pode ser escrita como
d]YT(t) +Dw’.N(t) = 0. (20a)
t

Esta é uma equacéo diferencial ordinaria linear, de ordem 1 e homogénea, cuja solugédo
geral € N(t) =™ . Logo

1 M) _

M(x)  dx® ’
ou M) | () =0 (20b)
dx

A Equagdo 20b é uma equacdo diferencial ordinaria linear de ordem 2 e homogénea,
cuja solucédo geral é M(x) = a coswx + b senwx, sendo a e b constantes a determinar a partir

das condicdes de contorno. Compondo as solucdes de 20a e 20b obtém-se:
C(x,1) = (acosax + bcosax).e™ ™ (21)
Porém, apenas estas funcbes ndo satisfazem condi¢des de contorno arbitrarias. Assim,
de acordo com Fourier para condi¢des de fronteiras ndo homogéneas deve-se propor uma
solucéo da seguinte forma

C(x,t)=a, + 22 (a,cosw, x + bsena)nx).e_D’”S T (-h<x<he t<0) (22)
n=1

As constantes a,, b, € o, = n\/27 / P, devem ser determinadas através das condigdes

de contorno.
Devido a homogeneidade da membrana e a simetria da Figura 37 obtém-se que
C(—x,t)=C(x,t)para —h<x<h e t <0, conforme Figura 38. Assim, da Equag&o (22) tem-

—Daw,.t

se C(x,t) =a,+ 22 (a,cosm,x + b senw, x).e :
n=1
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Cl=x,t)=a,+ 22 (a,cosw, (—x) +b, senw, (—x)).e """ =
n=1

—Daw,.t

=a,+ 22 (a,cosm, x—b, senw, x).e
n=1

Para a igualdade acima ser verdadeira para todo —A<x<h,t<0, deve-se ter
obrigatoriamente que b,=0 paratodon = 1,2,3,...

Portanto a equacdo (22) torna-se

C(x,1) =a, +2 (a, cOSm,x).e """ (23)
n=1

As condicdes de contorno para este problema sdo: C.C. | C(x,0) = 0, -h<x<h, condigédo
inicial; e C(£h,t) = C,, a concentragéo nas fronteiras da membrana para todo ¢ > 0.

Para determinar o coeficiente a; e a constante P (periodo da funcédo), deve-se fazer a
extensdo periodica par da condicdo inicial, isto €, estender o valor da concentracdo C; até

+ 2h, como demonstrado na Figura 38.

I I
Clex, z)<——|:i i:,——» Clx,t)

-h  -x X h X >
Figura 38 - llustragdo do comportamento da membrana quando esta é

atravessada por um liquido permeante.

Logo, tem-se, apOs a extensdo periodica par da condicdo inicial, ou seja, P é
equivalente ao intervalo que vai de -2h a 2h. Esta imposicao faz parte da técnica de Fourier.
Sendo P = 4h.

Com esta condicdo inicial podem ser calculados os coeficientes a, paran =1,2,3,... e

como C(x,0) € par e P =4h a partir da equagéo (23) , obtém-se
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2h
a, = % I C(»,0).cos(nz ! 2h)y.dy, (24)
h

1% C /hsen(n7z’/2h).y‘2h

a == |C(y,0).cos(nx/2h)y.dy =— ,
: h{ (7,0).cos(n / 21) y.dy iz
2C, nrw 2C, nmw

a,=—=(sennm —sen—) = ——— .sen —.
m 2 m 2

Os valores de a, podem ser obtidos a partir da tabela da funcdo seno. A tabela 3
apresenta o valor de seno de (nz/2) para alguns valores de n.
Tabela 3 - Tabela de valores de seno de (nz/2) obtidos de acordo com o grafico

da fungéo seno

n Sen(nm/2)

De acordo com a tabela 3 vemos que sen(nz/2) é diferente de zero somente para
inteiros, impares e com sinal alternado.

Para a) tem-se

2h 2h
a :%ICldy =hc—l :%.(Zh—h) =C,.
h 'y\h

Assim, obtém-se para a Equacdo (24)
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Assim a Equagéo (25) assume a seguinte forma: (para -2 < x<h,t>0)

2n-Y)7

Clut)_y 45 (D™ o @n-dm 0, [
Cxo 7493 (2n-1) 2h

(26)

A Equagdo (26) ¢ a relacdo entre a concentracdo da solugcdo dentro da membrana em
uma posicao x e em um instante ¢ dividido pela concentracdo de saturacao.

Para obtermos a concentracdo total M(t) dentro da membrana, integra-se a equacéao
(27) em x de —h até h, obtendo-se

h h n+l _ @]
- et fle- 455 607 cof €90 ] 5T

2n-1 2h

—-h

h nil @Yz |
-G SO0 [(2;1 Do 5] e

A integral do segundo membro da Equacdo 27 s6 podera ser calculada se o simbolo
de integral for invertido com o simbolo do somatério. A condi¢cdo para isso é que a série

dentro da integral convirja uniformemente no intervalo [-4, /#]. Mas, a convergéncia uniforme

D 2n-Y)7 21
é garantida pela forma acima devido ao fator e [ 2h } , portanto
4C ( 1)n+1 [(Zn 1)7[} oo (2n _1)
M) =C,.2h——L e | cos—mp.d 28
(1) = Z_;(Zn D 008 =y (28)

Resolvendo a integral da Equacéo 28, obtém-se
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(2n-1)
2h 4h
@n-Dr —1)7z”y° (2n-1)
2h

(2n-1) oy = ¢ (2n-1)

ny.dy = 2sen (=D

Substituindo o resultado da integral na Equacgéo (28) pode-se escrever

40 & (A an i
M(t)=C,.2h— ;(Zn 1)e @ Dn (=D

(2n-Y)z 2

16hC 1 -0 ®r]
C,.2h- =12 ol 29
7? Z_; (2n—1)? “ (29)

Através da Equacdo (29) observa-se que a concentracao total satura para t tendendo ao

infinito:

M) , Ci.2h=M.,,

t—0

Logo, a Equagéo (29) pode ser escrita na forma

M, - _i N D[%T’ (30)

O coeficiente de difusdo da solucdo através da membrana pode ser calculado em

primeira aproximacao tomando o primeiro termo da série da equacéo (30), assim teremos

M8 sl (31)

Tomando o logaritmo de ambos 0s membros tem-se

In( M, j: |n(%j—DLZj 32)
M., Vs (2h)

De acordo com a equacao (32), In/1-(M/M.)] versus t deveria ser linear em tempos de

difusdo longos, podendo o coeficiente de difusdo (D) ser calculado graficamente utilizando o
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método dos minimos quadrados. Determina-se o coeficiente de difusdo, considerando que o

coeficiente angular da reta (m) é dado por

m2h?

7
T

D=-

(33)

Aplicando a propriedade dos logaritmos para o produto na equagéo (17), tem-se:

M
lo L 1=logk logt. 34
g(MJ gk +nlog (34)

0

A Equacdo (31) representa a equacdo de uma reta no papel log x log e pode ser

utilizada para se estimar o tipo de transporte (de acordo com valor de »).

O mecanismo de difusdo em um polimero é fendmeno complexo que, a um nivel

microscopico, pode ser classificado em trés categorias®’.

1 - Difusdo “Fickiana”, ou Caso | (Figura 39 - A) se refere ao processo no qual a taxa de
difusdo do solvente é muito menor que a taxa de relaxacdo das cadeias poliméricas devido a
fatores estruturais e mecanicos. Neste mecanismo, o equilibrio de sorcdo é rapidamente

atingido. O processo de sorcao € independente da cinética de intumescimento.

2 - Difusdo ndo “Fickiana”, ou Caso Il (Figura 39 - C) se refere ao processo no qual a taxa de
difusdo é maior que o processo simultaneo de relaxacdo das cadeias poliméricas. O processo

de sorcdo e fortemente dependente da cinética de intumescimento.

3 — Difusdo andmala (Figura 39 - B) se refere ao processo no qual a taxa de difusdo do
solvente é comparavel a taxa de relaxacdo das cadeias poliméricas. Neste caso, 0 processo de

difusdo no solvente ¢é afetado apenas pela presenca de porosidades na matriz polimérica.

O tipo de transporte, n, pode ser classificado como:
1. Transporte Fickiano: a taxa de difusdo do penetrante é muito menor que a
mobilidade do segmento do polimero, ocorre para n~0,4.
2. Transporte andmalo: a taxa de difusdo do penetrante aproxima-se da
mobilidade do segmento do polimero, ocorre para 0,5< n< 1.
3. Transporte ndo Fickiano: a taxa de transporte é igual a mobilidade do polimero,

ocorre n = 1.
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(A)

(B)

()

o == Solvente (—z‘y == Polimero

Figura 39 - Desenho esquematico do mecanismo de difusdo “Fickiano” (A), anémalo (B) e
néo “Fickiano” (C).
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MATERIAIS E METODOS

6.1. Crotoxina: Marcacéo com 'L

A marcagdo da crotoxina com iodo-125 foi realizada utilizando uma modificagéo da
técnica classica de marcagdo com cloraminaT.*> A reacdo de marcacdo foi realizada a
temperatura ambiente adicionando 0s reagentes seguintes:

e 5 g de crotoxina, dissolvida em 10 pL de tampéo fosfato de sodio 0,05 M (pH 7,4).

e 20 pL de tampdo fosfato de sodio 0,5 M (pH 7,4).

e 30 MBg (0,8 mCi) de radioisétopo

e 0,8 ug de cloramina T em 12 pL de tampdo fosfato de sédio 0,05 M (pH 7,4).

e 5 minutos de espera

e 1 g de metabissulfito de sédio em 5 pL de tampao fosfato de s6dio 0,05 M (pH 7,4).

e 200 pg de iodeto de potassio em 200 pL de tampéo fosfato de sodio 0,05 M (pH 7,4)
contendo 0,1 % de soro albumina bovina.

A mistura de marcagéo foi purificada em coluna de exclusdo molecular (Sephadex G-
100), sendo a crotoxina marcada eluida em tampéo fosfato de s6dio 0,05 M contendo 0,1 % de

soro albumina bovina e 0,1 % de azida sodica. O tracador foi armazenado a -20 °C.
6.2. Sintese do Copolimero PDMAm-co-VP.

O copolimero poli (N,N’- dimetilacrilamida-co-vinil pirrolidona) (PDMAmMm-co-VP) foi
sintetizado por iniciacdo via radical livre através da decomposicao técnica do iniciador 2,2 —
azoisobutinonitrila (AIBN, Fluka). O iniciador foi previamente purificado por cristalizacdo em
metanol. Apos purificacdo, AIBN foi & baixa temperatura e protegido da luz. O ponto de fusdo
do AIBN purificado foi de 104 °C.

Os monodmeros N,N’- dimetil acrilamida (DMAmM) e N- vinil-2-pirrolidona (VP) foram

purificados por destilacéo a presséo reduzida.
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A copolimerizacdo para obtencdo de PDMA-co-VP foi realizada a 70 °C com
concentracdo de iniciador (AIBN) de 1,5.10° mol.L™* em etanol com dissolvente. Apds a
reacdo de copolimerizacdo (2 horas) o copolimero restante foi precipitado em um grande
excesso de éter etilico, adicionando-se um pouco de HCI concentrado. O copolimero resultante
foi seco sob vacuo até peso constante.

O copolimero obtido foi caracterizado por espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio (*H-RMN) e carbono 13 (**C-RMN). Os espectros RMN foram obtidos
em espectrOmetro Bucker AM-200 utilizando dimetilsulfoxido (DMSO-Dg) como dissolvente
e tetrametil silano (TMS) como composto de referéncia interna. A composi¢do do copolimero
foi determinada a partia da integracdo dos picos correspondentes dos monémeros DMAmM e
VP nos espectros de *H-RMN.

6.2.1. Caracterizacio Fisico-Quimica do bioconjugado PDMAm-co-VP.

6.2.1.1 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é reconhecidamente a
técnica mais importante para a investigacdo ao nivel molecular, permitindo obter informacédo
estrutural e dindmica para qualquer estado da matéria. Em particular, € um método decisivo na
determinacdo de estruturas tridimensionais de moléculas no estado liquido. Ocupa,
igualmente, um lugar saliente no campo da analise qualitativa e quantitativa, desde
componentes em produtos alimentares, por exemplo, a fluidos biologicos e metabolitos em
tecidos e Orgdos de seres vivos intactos, de um modo ndo invasivo e ndo destrutivo. A
caracterizacdo espacial do sinal RMN da &gua (juntamente com o desenvolvimento acelerado
das capacidades de computagdo) permitiu, também, o desenvolvimento espetacular do
dominio da imagem por ressonancia magnetica, hoje uma das técnicas imageoldgicas
fundamentais em medicina e noutras areas.

A ressonancia magnética nuclear (RMN) é o estudo de transi¢cdes entre os niveis de
energia do nlcleo quando colocado em um campo magnético®. O nicleo do atomo é
constituido de protons e néutrons. O principio da espectroscopia de ressonancia magnética

nuclear (RMN) se baseia no fato de que nucleos com namero impar de prétons, néutrons ou
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ambos terdo um spin nuclear intrinseco, isto €; ttm momentos angulares. Na Tabela 4 sdo

apresentados alguns dos is6topos que possuem espectro de RMN.

Tabela 4- Namero quéntico de spin para varios nucleos atbmicos.

Quando elementos com nimero quantico de spin, como o hidrogénio, sdo expostos a
um campo magnético estatico, forte e homogéneo, os nucleos dos &tomos se comportam como
magnetos e seus spins se alinham na dire¢do do campo aplicado (Figura 40a).

Rigorosamente, nlcleos ndo apresentam spin, mas sim momento angular (excecéo feita
somente ao nucleo do is6topo 1 do hidrogénio, que é constituido de um Unico préton). Embora
0 spin possa ser considerado um momento angular, por terem ambos as mesmas unidades e
serem tratados por um formalismo matematico e fisico semelhante, nem sempre o oposto
ocorre. O spin € intrinseco, ao passo que objetos compostos tém momentos angulares
extrinsecos. Contudo, motivos histéricos e continuados costumes levaram a esse abuso de
linguagem, tolerado em textos ndo rigorosos. Um motivo a mais de complicacdo é o fato da
moderna fisica de particulas considerar que certas particulas, antes pensadas como elementares
(e, portanto possuindo spin), sejam compostas (proton e néutron, compostos de quarks).
Assim, fica um tanto impreciso o limite entre os casos onde se deva usar 0 termo spin e 0S

casos onde se deva usar o termo momento angular.
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CAMPO MAGNETIEO FORTE

A - B Sinal de RF

B CCTCecetarecte I ————
I ! o Excitacao
Alinhamento s
dos spins 110§ Nucleo do
o hidrogénio
................ _ |
F J ! ifififfjﬂﬁmi Registro
Nucleo alinhado Nucleo perturbado

Figura 40 - O efeito de um campo magnético externo sobre o nucleo do hidrogénio.

O alinhamento dos spins dos nacleos pode ser perturbado por um pulso curto de ondas
de radio (RF) que serve para tirar os spins do nucleo de sua orientagdo paralela ao campo
magnético e para fornecer a energia necessaria para movimentos do tipo giroscopio dos spins
dos nucleos, denominados de precessdo. Quando o pulso RF é retirado, o nucleo tende a voltar
para sua situacdo original e, assim fazendo, libera energia em forma de ondas de radio (Figura
40b) A frequéncia dessas ondas de radio sdo distintas para diferentes espécies de atomos,
assim como para um dado atomo em diferentes meios quimicos ou fisicos. Portanto, os
nucleos ressonantes tornam-se transmissores de ondas de radio com freqliéncias caracteristicas
e revelam sua presenga no polimero pelos seus sinais RF.

Uma carga girando como a de um nucleo *H; gera um campo magnético que tem um
momento magnético (*H) a ele associado. Tal ntcleo pode ser considerado a barra de um ima.
Quando um campo magnético externo (H,) € aplicado, o nucleo tenta alinhar seu momento
magnético ao longo da dire¢cdo do campo. O nimero quantico de spin do ndcleo € designado
por I, havendo 21 + | orientacdes e correspondentes niveis de energia possiveis para um ndcleo
magnético relativo ao campo externo.

Um préton de *H; tem um ndmero quéntico de spin %; tendo, portanto, 2 orientagdes
possiveis, paralelo e antiparalelo ao campo magnético externo. Na auséncia de um campo
magnético, cada proton tem a mesma energia nuclear de spin e 0s spins sdo orientados em

direcBes cadticas. Na presenca de um campo magnético, os spins do proton sdo alinhados
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paralelos ou antiparalelos ao campo, e a diferenca de energia entre estas duas orientacGes (AE)
é proporcional & intensidade do campo magnetico externo, Ho:
AE =hv = h—yHn Q)
2r

sendo y = a razdo giromagnética (uma constante para um dado nucleo), H, é a intensidade do
campo magnético externo e h € a constante de Planck. Esta varia¢gdo no espacamento entre
niveis de energia (E) como funcdo da intensidade do campo aplicado (H,) € mostrada na
Figura 41.

De acordo com a Equacdo 1, quando prétons sdo colocados em um campo magnético
que tem uma intensidade fixa, havera uma frequiéncia definida separando os dois niveis de
energia. Na pratica um campo de 14.100 Gauss requer uma freqliéncia de 60 MHz de energia
(da regido de radiofrequéncia do espectro eletromagnético) para a transicdo entre as
orientagdes. Em um campo de 23.500 Gauss, 100 MHz s&o necessarios; para um campo de
47.000 G, 200 MHz sfo necessarios. E importante notar que 60 MHz correspondem a uma
quantidade muito pequena de energia (6.10° cal.mol™), significando que o nimero de
moléculas no estado fundamental é ligeiramente superior ao nimero de moléculas no estado

excitado.

I=12, m=+1/2,-112

Energia
H 4 Ausencia de H, Campo H, Aplicado
=]
— m=-1i2
m=-1/2
T8
a !
H, *
s
m=+12
— m=+1/2

Figura 41- Separacdo dos niveis de energia de spin para um nucleo
em fungé@o de um campo magnético externo (Ho).

82



Para obter-se um espectro RMN de uma amostra, esta é colocada no campo magnético
no espectrdmetro e um campo de radiofreqiiéncia € aplicado, passando-se uma corrente por
uma espira que envolve a amostra (Figura 42). O campo magnético € aumentado aos poucos e
a excitacdo ou oscilacdo dos nucleos de uma orientacdo para outra é detectada como uma
tensdo induzida, resultando na absorcdo de energia do campo de radiofreqiéncia. Portanto, um
espectro RMN é um grafico de voltagem induzida contra a varredura do campo magnético. A
area sob o pico depende do numero total de ndcleos que estdo oscilando.

A energia absorvida por um nucleo pode ser liberada por relaxamento spin-spin, no
qual a energia de spin é transferida a um nucleo vizinho, ou por relaxamento spin-rede, no
qual a energia do spin é convertida em energia térmica. Os ndcleos sdo, deste modo, excitados
do estado de spin mais baixo ao mais alto por um campo de radiofreqiiéncia. Eles retornam
espontaneamente ao estado de energia mais baixo para serem excitados novamente e assim por
diante.

Se o0 nucleo de hidrogénio e parte de uma molécula e esta molécula é colocada em um
campo magnético, o campo induz uma circulacdo de elétrons em torno do préton em um plano
perpendicular ao campo externo. Esta carga circulante, por sua vez, gera um campo magnético
induzido na regido do nucleo que esta geralmente oposta ao campo externo. Os elétrons que
envolvem o proton sdo ditos blindarem o préton se o campo induzido se opde ao campo
externo, como apontado pela Figura 42. Neste caso, os elétrons blindam o nucleo dos efeitos

do campo externo.

Huvem
eletronica

QLoD

v
H, Aplicado H Induzido

Figura 42 - Blindagem (H induzido) causada por elétrons circulando em torno do nucleo em
plano perpendicular ao campo externo (Ho).
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Por outro lado, os elétrons sdo ditos desblindarem o nucleo se o campo induzido
aumenta o campo externo. Nucleos de hidrogénio em ambientes diferentes possuem
densidades eletrbnicas maiores ou menores em torno deles, e sdo blindados ou desblindados
em proporcdes diferentes por elétrons que circulam. O resultado é que o préton é sujeito a um

campo magneético liquido ou efetivo

Hefetivo = Hexterno' induzido.

Quando ocorre a varredura do campo magnético, nem todos os protons oscilam na
mesma intensidade do campo. A intensidade do campo na qual oscilam depende de quanto

eles sdo blindados, o que por sua vez, depende dos ambientes quimicos.

Como o campo magnético efetivo, sentido pelo nucleo, é levemente afetado
(perturbagdo essa geralmente medida em escala de partes por milhdo) pelos débeis campos
eletromagnéticos gerados pelos elétrons envolvidos nas ligacbes quimicas (o chamado
ambiente quimico nas vizinhancas do ndcleo em questdo), cada nucleo responde
diferentemente de acordo com sua localizagdo no objeto em estudo, atuando assim como uma
sonda sensivel a estrutura onde se situa.

Pelo fato da blindagem ser dependente do ambiente quimico, as intensidades de campo
necessarias a absorcdo de energia por diferentes prétons sdo ditas serem deslocadas
quimicamente em relacdo a algum padrdo. O tetrametil silano (TMS), (CH3)4Si é o padrdo
usual. Normalmente o TMS ¢é dissolvido na amostra e usado como referéncia interna. O
deslocamento quimico de um certo nucleo de hidrogénio € a diferenca entre a intensidade de
campo na qual o préton absorve e a intensidade de campo na qual os prétons do padrdo TMS
absorvem. A escala delta (8) tem sido utilizada em espectroscopia NMR como unidade de
deslocamento quimico. O deslocamento quimico observado no espectro RMN (em unidades
Hz) é dividido pela freqliéncia (em Hz) do espectrometro usado, fornecendo em partes por
milhdo (ppm)

3 deslocamentoobservado(Hz).10°

o

(ppm).

- [frequénciadoespectrometro( Hz)

84



Neste trabalho, o copolimero aleatério PDMAm-co-VP foi caracterizado por
espectroscopia de RMN de proétons (1H-NMR) utilizando-se um equipamento Bruker 300
MHz do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Polimeros do “Consejo Superior de
Investigacion Cientifica” — ICTP/CSIC-Madri/Espanha, instituto este onde o orientador desta
dissertacdo, prof. Alvaro A.A. de Queiroz é pesquisador visitante. As amostras do copolimero
foram dissolvidas em cloroférmio deuterado (CDCIs3) sendo utilizado como referéncia interna
o tetrametil silano (CHs)sSi. A Figura 43 ilustra os equipamentos de RMN utilizados neste
trabalho.

(A) (B)

Figura 43 - Equipamento de RMN Bruker 300 MHz (A) e Bruker 500 MHz (B) do
ICTP/CSIC. Nota-se em (B) a introducéo da amostra no equipamento de RMN.

6.2.1.2. Cromatografia de Permeacio em gel

A cromatografia de permeacdo em gel (GPC) é uma das técnicas analiticas mais
eficazes e versateis para o entendimento e predicdo do comportamento de polimeros. E,
provavelmente, a Unica técnica capaz de caracterizar a massa molecular e o indice de
disperséo de um polimero.

A GPC pode determinar parametros importantissimos de um polimero como massa
molecular numérico média, massa molecular ponderal média e, a principal caracteristica, a
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distribuicdo da massa molecular de um polimero. Estes valores sdo importantes, pois eles
interferem em muitas propriedades fisicas que caracterizam um polimero. Pequenas diferencgas
entre grupos medidas por esta técnica podem ser consideradas significativas para as
propriedades finais e, portanto, para a aplicagdo do polimero. Algumas dessas propriedades
sdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 — Propriedades finais de polimeros influenciadas por sua massa

molecular.
Resisténcia ao impacto Resisténcia a adesao
Tempo de relaxacdo elastomérica Tempo de cura
Fragilidade Maddulo de elasticidade
Flexibilidade Viscosidade (fundido)
Resisténcia ao impacto Dureza
Rigidez Coeficiente de friccdo
Resisténcia ao arrasto Resisténcia a quebra por stress
Adeséo Resisténcia ao corte

Na cromatografia de permeacdo em gel (GPC) a separacdo de diferentes moléculas
em solucdo é realizada com base na diferenca do seu tamanho efetivo ou volume hidro-
dindmico (Figura 44). A separagdo ocorre com a injecdo da solucdo em fluxo continuo de

solvente que passa por geis altamente porosos. O fendmeno ocorre porque as moléculas com
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Figura 44 - Fundamento da técnica de GPC.

Tem sido utilizada como uma técnica relativamente rapida e segura para determinar
a distribuicdo de massa molar (MWD) de polimeros. No equipamento de GPC, em geral, 0s
padrdes sao escolhidos tendo em vista o polimero a ser analisado. Foi observado por Grubisic
et al. que a separacdo por cromatografia era devida ao volume hidrodindmico das
macromoléculas e demonstrou-se a existéncia de uma correlacdo linear entre o volume de
eluicdo de diferentes polimeros e o logaritmo do volume hidrodindmico viscosimétrico M[n],
onde M é massa molar e [n] é a viscosidade intrinseca, independente da composi¢do quimica
ou arquitetura.

O cromatdgrafo usado foi o Waters GPC 717 (Figura 45) conecatda a uma bomba
HPLC modelo 515 e detector por indice de refragdo modelo 2410. As colunas utilizadas foram
da Waters Styragel HT (7,8 X 300 mm) em série com colunas de Styragel Waters HR 4E (7,8
x 300 mm) e tamanho médio de particula de 10 mm. A curva de calibracdo foi preparada a
partir de amostras monodispersas de poliestireno (Polysciences) com pesos moleculares de
0,474 kD; 6,69 kD; 18,6 kD e 38 kD, respectivamente. A polidispersividade dos padrdes foi
menor que 1,1. Todas as solugdes foram filtradas em membranas de acetato de celulose de
tamanho de poro 0,22 pum antes da injecdo. As amostras foram solubilizadas em agua
bidestilada e deionizada e injetadas no equipamento a um fluxo de 1 mL/min. Os calculos

foram feitos no programa Millennium GPC exportadas e reapresentadas através do software
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Figura 45 - Equipamento para cromatografia de permeacdo em gel (GPC) Waters, modelo
717 utilizado neste trabalho. O equipamento pertence a Petroquimica Unido/ SP.

6.3. Preparo do bioconjugado.

Uma massa de 1,0 g do copolimero foi previamente adicionada, com 5,0 mL de
solucdo tampdo fosfato-salina (PBS) pH 7,4 e mantido por 5 horas sob agitacdo a temperatura
ambiente (25 °C) até dissolucdo total. A solucdo do copolimero foi adicionado de 2 pg de
crotoxina iodada. O sistema foi mantido sob agitacdo durante 4 horas sob refrigeracdo (4 °C).
A solucdo do bioconjugado CT/PDMAmM-co-VP foi liofilizada e m seguida preparou-se
patilhas de 5 mm de didmetro e 0,5 mm de espessura por prensagem isostatica (5 ton de
pressao).

6.4. Estudo da liberacio de crotoxina do bioconjugado CT/PDMAm-co-VP.

As pastilhas do bioconjugado CT/PDMAmM-co-VP obtidas como indicado no item 6.3
foram introduzidas em tubos contendo 10 mL de solucdo tempéo PBS 7,4 a 37 °C. Aliquotas
de 100 pL da solucéo tampéo foram retiradas nos intervalos de tempo indicados na Tabela 5.
Tabela 6 — Intervalos de tempo pré-determinados para a retirada das amostras da solucdo

contendo bioconjugado.
Tempo(s) 5 10 20 40 60 600 1800 2400 3600 7200
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A determinagdo quantitativa da massa de crotoxina liberada foi realizada em todas as
aliquotas através da determinacao da radioatividade das amostras.

Todas as determinacBes foram realizadas em sistema automatico de contagem de
radiagdo gama tipo “poc¢o” de cristal de Nal (T1), de 3x3 polegadas e dotado de analisador de
impulsos. A janela foi ajustada para incluir a energia de 1 keV do '*°I. Todas as contagens

foram prolongadas o suficiente para reduzir o erro estatistico a menos de 1 %.

6.5. Estudo do inchamento e analise da dissolucio do bioconjugado CT/PDMAm-co-VP.

As pastilhas do bioconjugado foram introduzidas em uma solucdo tampéo PBS pH 7,4
a 37 °C. A anélise do intumescimento e da dissolucdo do bioconjugado foi realizada
utilizando-se a visdo computacional. A Figura 46 ilustra o sistema utilizado neste trabalho para
aquisicdo de imagens. A partir do instante em que a pastilha foi mergulhada na solugédo PBS,
imagens comecgaram a serem adquiridas a cada 10 s, até que a dissolu¢cdo completa do
bioconjugado CT/PDMAmM-co-VP.

Figura 46 — Primeira imagem da pastilha submersa em solugdo PBS a 37 °C. (A) e
(B) representam, respectivamente, a pastilha e o suporte.

As imagens obtidas foram automaticamente, convertidas para niveis de cinza. Apés
serem melhoradas com a aplicacédo do filtro mediano, foram segmentados e analisados (Figura
a7y *.
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Figura 47 - Aplicacdo do filtro mediano (a). Imagem binéria isolada com
destaque para a identificacdo da pastilha (b). Isolamento e
identificacdo da pastilha na imagem (c).

A Figura 47 mostra as fases do processo de deteccdo de bordas de uma imagem, em
tempo real, pois a extracdo das seguintes caracteristicas: perimetro e area; considerando a
dimens&o de um pixel, dada pela Figura 48.

0,353 mm /2.(0,353)mm

Figura 48 — Dimensdes de um pixel.

As medidas de area foram utilizadas na andlise da dinamica da dissolucdo do
bioconjugado CT/PDMAmM-co-VP e, em seguida, o tempo total de dissolu¢cdo da camada gel
foi determinado. Neste caso, considera-se que o tempo de dissolugdo da camada de gel e o
tempo de liberacdo do agente ativo sejam equivalentes, de acordo com Peppas %°. A utilizacdo
da visdo computacional no acompanhamento do processo de intumescimento ndo constitui
tarefa experimental simples. Porém, em se tratando do estudo do transporte de &gua em
polimeros de elevada hidrofilicidade como o sistema PDMAm-co-VP utilizado neste trabalho,
a visdo computacional provou ser uma ferramenta versatil e de alta preciséo relativa, quando
comparada aos métodos gravimétricos. Neste sentido, os aspectos fundamentais do processo
de aquisicao de imagens bem como tratamento destas por técnicas de visdao computacional sao

abordados no apéndice 1 deste trabalho®.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1- Sintese e caracterizacio espectroscopica do copolimero PDMAm-co-VP

A tecnologia associada a modificacdo da liberagdo de farmacos, ou outras substancias
bioativas, a partir de preparacdes farmacéuticas sofreu um aumento significativo nas ultimas
décadas na tentativa de maximizar as vantagens inerentes as formas farmacéuticas de liberagéo
controlada. Neste sentido, uma grande variedade de sistemas, visando condicionar a
velocidade e o local de liberacdo dos farmacos, tem sido objeto de estudo da inddstria
farmacéutica.

Entre os varios sistemas utilizados no projeto de sistemas de liberacdo controlada de
farmacos estdo incluidos os lipossomas, as bombas osméticas, 0s revestimentos entéricos, 0s
sistemas transdérmicos, os pro-farmacos, os sistemas matriciais poliméricos, entre outros. A
Figura 49 ilustra alguns dos sistemas de liberacdo controlada de principios bioativos

comumente utilizados pela industria farmacéutica.

A utilizacdo de sistemas matriciais constituidos por diversos tipos de polimeros é
opcao interessante para o projeto de sistemas de liberacdo controlada de farmacos devido as
vantagens inerentes a estes sistemas como a versatilidade, eficacia, baixo custo e producéo que
recorre a equipamentos e técnicas convencionais. Além disso, a utilizacdo de sistemas
matriciais polimericos permite a incorporacdo de quantidades relativamente elevadas de

farmacos.
Do ponto de vista tecnoldgico, um sistema matricial polimérico pode ser definido

como sistema que controla a liberagdo do principio bioativo, disperso a nivel molecular ou

dissolvido num suporte resistente a desintegracao (polimero ou agente formador da matriz).
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Figura 49- Estruturas poliméricas utilizadas no projeto de microesferas para a liberacdo
controlada de farmacos: Lipossomas (A), bombas osmoticas (B), sistemas
transdérmicos (C) e microeferas (D).

A utilizacdo de um polimero no projeto de sistemas de liberagdo controlada de
principios bioativos deve levar em consideragdo a estrutura da matriz, a cinética de liberacéo
(idealmente de ordem zero), os mecanismos para controlar a liberacdo (erosdo, difuséo,
intumescimento), a natureza quimica e as propriedades dos materiais utilizados. A erosao, a
difusdo e o intumescimento das matrizes sdo 0s varios mecanismos pelos quais os sistemas

matriciais poliméricos podem controlar a liberacdo das substancias ativas. A predominancia de
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um destes mecanismos depende invariavelmente das propriedades do polimero empregado no
sistema.

De um modo geral, quando as estruturas poliméricas entram em contacto com o fluido
bioldgico podem sofrer inicialmente um inchamento seguido do processo de dissolucdo ou,
podem sofrer um intumescimento seguido de eroséo.

Geralmente, os polimeros a serem utilizados ndo relinem todas as propriedades fisicas
e quimicas desejadas para o projeto de um sistema de liberacdo controlada de farmacos. Em se
tratando de homopolimeros, o ndmero de restricbes quanto as propriedades do material
limitam significativamente seu emprego nos sistemas de liberagcdo prolongada.

A obtencdo de sistemas poliméricos hibridos quanto a sua composi¢cdo mérica leva a
obtencdo de sistemas que podem reunir em uma Unica estrutura propriedades
hidrofilicas/hidrofobicas, muitas vezes desejaveis nos sistemas de liberacdo controlada de
principios bioativos, capazes de controlar a liberacdo do farmaco, sustentar a acdo terapéutica
ao longo do tempo e/ou de liberar o farmaco ao nivel de um determinado tecido ou 6rgéo alvo;
contribuindo significativamente para a qualidade de vida do paciente.

Dentro das varias opcdes de obtencdo de sistemas poliméricos hibridos, os copolimeros
sd80 materiais versateis e promissores para exercerem a funcdo de um sistema de liberacdo
controlada de principios bioativos dada suas propriedades mistas relativamente a sua
composicado e estrutura quimica.

Neste trabalho foi realizada a copolimerizagdo entre os mondémeros N,N’-
dimetilacrilamida (DMAmM) e N-vinil-2-pirrolidona (VP) para a obtencdo de uma matriz com
propriedades hidrofilicas (VP) e hidrofobicas (DMAmM). As estruturas de tais mondmeros sdo

apresentadas na Figura 50.

J\N/ MN&

DMAmM

Figura 50 - Estrutura quimica dos monémeros DMAm e VP.
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extremo do radical em crescimento e o segundo indica o tipo de mondmero se adiciona a

cadeia. As velocidades de consumo dos mondmeros sdo dadas por:

_ d[jl\fl] = kll[Ml.][Ml]‘i‘ kzl[Mz.][Ml] (1)
- d[c]l\fl] - kzz[Mz.][Mz]Jrklz[Mlo][MZ] (2)

Dividindo-se as equagles anteriores entre si, obtém-se:

d[Ml] _ kllI_Ml.l[Ml]+k21|;]‘422J[Ml].
d[MZ] k22lMZ.l[M2]+k12lMl.J[M2]

©)

Para poder eliminar as concentragfes dos radicais [M[J e [MZ’J supfe-se que se

cumprem as condices do estado estacionario para a concentracéo de cada tipo de radical *'.
Supondo que a etapa de propagacéo seja alcancada rapidamente, um estado no qual a
concentracdo total de radicais se mantém constante, as velocidades de interconversdo serao

iguais

ki, lMl. J[Mz]: ko lMZ.J[Ml]' (4)
Substituindo na equacéo (3), obtém-se

dM,] _ (ki Tk )M, ]+ [M,] [M,]
d[MZ] (k22/k21)[M2]+[M1][M2] (5)

As relagdes entre as constantes de velocidade para os processos de homopropagacao e

propagacdo se denomina razdo de reatividade dos mondmeros correspondentes
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h=-"" h=7"" (6)

A equacdo (5) se conhece como a equacdo de composicdo do copolimero e foi
confirmada experimentalmente. *

O espectro *H-RMN do copolimero PDMAm-co-VP é apresentado na Figura 51.
Observa-se uma estreita faixa de deslocamento quimico, entre 0 e 5 ppm. Os picos
caracteristicos das unidades méricas DMAmM e VP sdo visiveis entre 2,0 ppm e 3,0 ppm,
respectivamente.

Uma vez que os prétons correspondentes as unidades méricas que os prétons DMAm e
VP séo distinguiveis, a composi¢do do copolimero PDMAm-co-VP pode ser calculada de

acordo com a expressao

~

fu o Bh_ )
I, 9f+9f,

sendo, I); a intensidade dos prdétons metilicos, Ir a intensidade total de prétons, f; a
concentracdo molar de DMAmM e f; a concentracdo molar de VP.
O DMAm contém seis prétons os quais sdo bem separados do restante dos protons.
Considerando /> = I — f; e substituindo na equagéo (7), a seguinte expressao foi obtida
9l

f1_617’ (8)

sendo, sendo f'a fracdo do mondmero no copolimero e | as integrais correspondentes aos picos
de espectro de *H-RMN.
Os valores obtidos a partir da integracdo dos sinais de 'H-RMN correspondentes s&o
apresentados na tabela 6.

Conclui-se que a partir dos dados obtidos que os copolimeros PDMAmM-co-VP
sintetizados tendem a apresentar um conteddo maior de DMAM que a proporcao

correspondente na alimentacdo do mondmero.

96



(a)

||l!! (1)

T S
[| : (©)
Al | /
__,JUU';_,_.JIMU I“"/\\-\_
, i R T IR YR Y AR ppIT

Figura 51 — O espectro *H — RMN (200 MHz) de PDMAm (a), PVP (b) e PDMAm-co-VP (c);
fve = fomam = 1,05. As medidas foram efetuadas a temperatura ambiente (25 °C).
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Tabela 7 — Copolimerizagdo de Vinil-2-pirrolidona e N,N’-dimetilacrilamida a
temperatura de 50 °C; solvente: &lcool etil; [AIBN]: 15.10 mol.L™, precipitante: éter dietil .
Composicao em fracdo molar na alimentagdo  Composicao do copolimero
em fracdo molar
VP DMAmM Conversao % VP DMAmM
0,15 | 0,07

BCE o0 670 | 0,15
B 050 2 693 | 0,27
B 030 750 | 0,42
B 015 2 570 | 0,60

Para andlise do comportamento cinético da reacdo de copolimerizag¢do, um grafico de

fracbes molares de DMAm no copolimero (f
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0 (F = 0) para 1 (F = o). Assim, r; é 0 valor de # quando & = 1e a intersecéo da reta 77 = f(¢)
fornece —r,/a. A reta é calculada de acordo com a técnica dos minimos quadrados, bem como
os intervalos de confianca. *° Os valores de rpym € rvp Obtidos foram rpym = 2,232 € ryp =
0,186, respectivamente (Figura 52). O valor rpy,, demonstra que o radical DMAmM® tem uma
tendéncia para atacar seus préprios mondmeros relativamente aos monémeros de VP.
Entretanto, o radical VP*® prefere os monémeros de DMAmM. Logo, o valor de 1/, é maior do
que 1. Este tipo de comportamento do VP é observado em reacdes de polimerizacdo de VP

com acrilamida e seus derivados ! 2.

1,04 rDMAmM=2,23
rvP=0,19
0,8 4
~ 0,6
IS
<
=
a
0,4 - ]
0,2
0,0 T T T T T T T T T
0,0 0,4 0,8 1,2 1,6 2,0

F(DMAm)

Figura 52 — Variacao da composicdo do copolimero (fpaz4m)
com a composi¢do na alimentagdo(F pasam)-
O produto de r; por », permanece menor que 1, indicando que o sistema segue uma

distribuicdo aleatéria de unidades monoméricas. Os altos valores de rpuu4, indicam que a
probabilidade de unidades de DMAmM comporem o copolimero é muito maior que de VP e
sendo o copolimero resultante rico em unidades de DMAmM.

Em geral, a liberacao de principios bioativos de matrizes poliméricas sofrem influéncia

do peso molecular do material, uma vez que o tempo de erosdo da matriz é proporcional a M°.
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A massa molecular de um polimero pode ser calculada se for conhecido o grau de
polimerizacdo da macromolécula.

O grau de polimerizacdo do copolimero foi determinado através da razao entre as areas
dos picos referentes aos hidrogénios metilicos ligados ao PDMAmM eo grupo CH, terminal de
cadeia de acordo com

X, = _ e, (11)
Ay, (lactona)

sendo, A a area da integragdo dos picos.
A massa molar numérico média foi estimada por

M,=X,PM (12)

(un)?
sendo PMn) & massa molar da unidade polimérica repetitiva.
A determinacéo da massa molar através da H-RMN ¢é particularmente vantajosa para

esses copolimeros de baixa massa molar, desde que se disponha de um espectro de RMN
isento de ruidos devido a impurezas *. A massa molar M, obtida para o copolimero

PDMAmM-co-VP foi de 16 kDa (por GPC = 15 kDa). Esta massa molecular é particularmente
conveniente para a dialisacdo pelos rins, uma vez que estes 6rgdos tém capacidade de

dialisarem cadeias poliméricas com massas moleculares menores ou iguais a 20 kDa.

7.2. Processo de hidratacio do copolimero PDMAm-co-VP

O trabalho de investigacdo descrito nesta dissertacdo tem como objetivo ndo somente
de sintetizar novos polimeros acrilicos e estudar sua microestrutura, mas também de preparar
sistemas macromoleculares com potencial atividade farmacologica para atuar como sistemas
de liberacdo do composto bioativo crotoxina. Neste caso, 0 composto bioativo esta unido a
matriz acrilica polimérica por meio de ligagdes fracas que podem ser atenuadas em condi¢des
fisiolOgicas.

Neste presente topico € descrito o estudo dos processos de hidratacdo dos copolimeros
PDMAm-co-VP em fungdo de sua composi¢do. Tais resultados permitirdo conhecer a

influéncia dos fendmenos de difuséo e dissolucdo na liberacdo do composto bioativo.
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O sistema conjugado polimero-farmaco controlado por difusdo constitui um dos
sistemas de liberacdo controlada mais simples no qual o agente bioativo é dissolvido no
polimero inerte e a difusdo do farmaco é a etapa limitante do processo®. Neste caso, o
polimero hidrofilico intumesce com o fluido fisioldgico abaixando sua temperatura de
transicdo vitrea (Tg) e tornando o material mais plastico. Deste modo, o farmaco contido na

matriz pode se difundir para o0 meio externo.
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A partir do estudo da absor¢do de agua em funcdo do tempo para o copolimero em
DMAm-co-VP de composigdo fyp = 45 %, 0 expoente n da lei de Fick (Equacdo 17, Capitulo
5), foi calculado e os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 8 — Valores de n para a sor¢ao de dgua pelo copolimero
PDMAmM-co-VP para diferentes temperaturas.

n T(K)
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Os valores de n obtidos indicam um mecanismo de transporte Fickiano, enquanto n =
1,00 é sugestivo do caso de transporte tipo Il. Na presente investigacdo, a 298 K e 313 K n
varia entre 0,6 e 0,8 e ainda 0o mecanismo de transporte de agua na matriz polimérica
classificada como tipo andmalo, ou seja, ambas taxas de difusdo do solvente e relaxagdo do

polimero sdo comparéveis ***’.

A partir dos dados de intumescimento do copolimero PDMAm-co-VP em agua
(Equacao 35, pagina 77) o coeficiente de difusdo (D) pode ser calculado. Os resultados obtidos

séo apresentados na Figura 54.
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Figura 54 - Relacao entre a concentragdo em massa de Vp no PDMAm-co-
VP e o coeficiente de difusdo de agua para este copolimero.

Como esta evidente nos dados da Figura 54, o nivel de agua absorvida decresce com o
aumento no conteddo de vinil pirrolidona (VP) nos copolimeros.
A energia de ativacdo, Ep, para o processo de difusdo foi estimada da relacdo de

Arrhenius %

D= Doe—(ED/RT) | (1)
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sendo D, o fator pré — exponencial, R, a constante molar dos gases, T a temperatura absoluta e
Ep é a energia de ativacdo requerida para produzir uma abertura entre os segmentos da cadeia
polimérica grandes o bastante a fim de permitir a difusdo da agua.

H& um crescimento sistematico nos valores de £, com o crescimento da concentragdo

de VP nos copolimeros PDMAmM-co-VP, como pode ser visto na Figura 55.

an =

Ep (kI mol™)

N i) £1 i D 11H)
WA e Yo

Figura 55 — Energia de ativacdo par difusdo de agua em
copolimeros PDMAmM-co-VP com diferentes
composicoes de VP.

Portanto, a diminuicdo de D com o incremento de VP no copolimero PDMAm-co-VP
indica uma diminuicdo nos graus de liberdade da molécula de agua com o aumento da

concentracdo de VP na matriz de PDMAmM-co-VP.
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Estes resultados poderiam ser explicados com base na teoria da abertura de Eyring de
acordo com a qual a energia requerida para provocar a abertura na matriz polimérica para
acomodar uma molécula é diretamente proporcional a Ep. > Assim, os maiores valores de Ep
com o crescimento de VP no copolimero sdo interpretados em termos da dificuldade associada
as forcas intra e intermoleculares entre as unidades méricas DMAmM e VP presentes no
copolimero PDMAmM-co-VP.

Em geral, a liberdade de principios bioativos incorporados em matrizes poliméricas
sofrem a influéncia ndo somente do peso, mas também da temperatura de transicédo vitrea (Tg).
Durante o processo de sor¢do de dgua a matriz sofre uma transicdo do estado vitreo para o
estado maledvel, resultante da penetragdo da agua que se comporta como um plastificante da
matriz polimérica. As moléculas de dgua sdo de dimensdes reduzidas e ficam retidas entre as
cadeias poliméricas, afastando-as umas das outras, o que reduz as forcas de atracdo
intermoleculares polimero-polimero, aumentando a mobilidade das cadeias. Assim, quando
um sistema matricial contém um polimero de intumescimento e entra em contato com a agua
ocorre mudanca do estado vitreo (estado configuracional altamente emaranhado) para um
estado maleavel, o que esta associado com o processo de intumescimento/relaxamento da
matriz polimérica.

A fim de estudar a flexibilidade inerente das cadeias do copolimero e o efeito da
composi¢do micro-estrutural neste parametro, foi analisada a temperatura de transicdo vitrea
do sistema PDMAmM-co-VP.

As temperaturas de transi¢do vitrea dos copolimeros PDMAm-co-VP (7)),
homoplimeros PVP (7,;) e PDMAm (7,,) em funcéo das fracdes de VP no copolimero sdo

mostradas na Figura 56. Os dados foram tratados com base na equacéo de Fox®

1_,l 1 1] 1
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Figura 56 — Dependéncia das temperaturas de transicao
dos copolimeros em funcgdo da composigéo de VP.

E evidente que o equacionamento de Fox se comporta bem para estas séries de
copolimeros, que indicam uma contribuicdo aditiva das unidades de DMAmM para a
flexibilidade da cadeia polimérica e, portanto as interacfes intramoleculares especificas entre
unidades vizinhas de DMAm e VP observadas nos sistemas de hidratacdo séo estabilizadas
ap0s 0 processo de hidratacdo se completar. E, em um estado vitreo seco ambos 0s
componentes méricos ndo interagem especificamente e contribuem para a flexibilidade dos
segmentos macromoleculares como simples componentes aditivos. Os copolimeros ricos em
VP sdo menos flexiveis do que os sistemas ricos em DMAmM. Um conhecimento dos valores de
T, pode ser utilizado na previsdo das propriedades termodinamicas superficiais do material
polimérico®.

106



Deve-se observar que o copolimero PDMAmM-co-VP como sistema de liberacdo
controlada de farmacos devido a sua hidrofilicidade ¢ ativado pela absorcdo de dgua sendo a
liberacdo do composto bioativo controlada pela interacdo entre a &gua, o copolimero e o
componente bioldgico. O elemento central do mecanismo de liberacdo é a formacdo da
camada de gel a volta da matriz. Neste caso, o comportamento de intumescimento do
copolimero hidrofilico PDMAm-co-VP, resultante de um processo de relaxamento das cadeias
poliméricas quando em contato com o0 meio aquoso, é mecanicamente descrito pela formagéo
de “frentes”, ou seja, o local da matriz no qual se verifica nitida mudanca das condigdes
fisicas, ©2~ 0304
Levando-se em consideragdo a observacdo macroscopica do processo de
intumescimento progredindo do centro para a matriz, identifica-se trés frentes: a frente de
intumescimento, a de difusdo e a de erosdo. Estas trés frentes podem ser ilustradas pela Figura
57.

Camada geleificada

Frente de difusdo

Frente de erosdo

T~

Polimero no estado vitreo
(zona seca)

Frente de intumescimento

Figura 57 — Esquema ilustrativo das frentes de movimento (intumescimento, difuséo e erosao)
durante a liberagdo de um principio bioativo a partir de um sistema matricial de
PDMAmM-co-VP: polimero no estado seco (zona 1), polimero no estado maleével

(ou de gel) (zonas 2 e 3).
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Uma frente de intumescimento corresponde a interface polimero no estado
seco/camada geleificada (estado maleavel) sendo na realidade a frente de penetracdo da agua.
O copolimero PDMAmM-co-VP (45% de VP) presente na zona 1 encontra-se no estado seco,
possuindo temperatura de transi¢do vitrea de 125 °C, acima da temperatura fisiologica (37
°C). Nesta frente verifica-se a ocorréncia dos fendmenos de hidratagdo da matriz, de
intumescimento e a coalescéncia das particulas individuais do polimero. O intumescimento da
matriz de PDMAm-co-VP pode ser atribuido a formacgdo de ligacfes de hidrogénio entre as
cadeias do copolimero e a 4gua. Quando a agua penetra no PDMAm-co-VP solido, funciona
como agente plastificante, inserindo-se nas liga¢6es de hidrogénio existentes entre as cadeias
poliméricas adjacentes. A medida que aumentam as interacdes agua/polimero, as forcas de
interacdo entre as cadeias poliméricas diminuem. A &gua que penetra no sistema preenche os
espacos entre as cadeias poliméricas e difunde-se para as regides mais cristalinas do polimero
“forcando” a separagdo das cadeias poliméricas restantes. Consequentemente as cadeias
ganham liberdade rotacional e comecam a ocupar mais espaco, ficando no estado solvatado.
Este novo sistema (PDMAmM-co-VP hidratado) possui temperatura de transigdo vitrea, inferior
a temperatura experimental, apresentando-se no estado maleavel. Zona 1, a mobilidade
macromolecular é muito baixa, conduzindo a baixas taxas de difusdo da agua.

A segunda frente, chamada frente de difuséo, situa-se entre a frente de intumescimento
e a frente de eroséo na camada geleificada. Da camada de gel fazem parte duas zonas distintas
2 e 3 (Figura 57). A principal diferenca entre estas zonas é o estado de dissolucéo do farmaco.
Na zona 2. O farmaco esta presente no estado ndo dissolvido, podendo, alguma parte dele,
existir simultaneamente na forma dissolvida. Na zona 3, o farmaco encontra-se dissolvido.
Assim, a frente de difusdo relaciona-se com a velocidade de dissolugdo do farmaco. O
farmaco dissolvido difunde-se em dire¢do a frente de erosao.

Uma terceira frente, ou frente de erosdo estabelece simplesmente a ligacdo entre a
superficie da matriz e 0 meio de dissolucdo e corresponde & interface camada de gel/meio de
dissolucdo (dgua ou solucdo tampdo). Nesta zona da estrutura matricial verifica-se o
afastamento e a solubilizacéo das cadeias poliméricas e a subsequente liberagdo do farmaco.

Nas zonas 2 e 3 a mobilidade das cadeias poliméricas sofre um incremento acentuado,
quando comparada com a zona 1, conduzindo a velocidades de difusdo da agua muito mais
elevadas, da mesma ordem de grandeza da agua pura (10m2.s™).%°
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A posicao destas frentes na matriz polimérica pode ser medida, permitindo calcular
importantes parametros do processo de intumescimento/dissolucdo tais como a velocidade de
penetracdo da agua e a velocidade de erosdo da matriz polimérica.®.

A comprovacdo da existéncia de uma fase cristalina no bioconjugado PDMAmM-co-
VP/CT foi analisada neste trabalho por difratometria de raios X (DRX). Utilizando-se a DRX,
pdde-se constatar que o copolimero PDMAmM-co-VP exibe um padrdo cristalografico

semicristalino, apresentando picos de cristalinidade para 26 entre 20° e 40°( Figura 58).

— PVP

‘sidade (u.a.)

Figura 58 — Difratograma de raio X (DRX) para o PDMAmM-co-VP, apresentando picos de
cristalinidade para 26 entre 20° e 40°.

Por ser um copolimero hidrofilico linear, os efeitos do PDMAm-co-VP se manifestou
principalmente pela capacidade de, ap6s hidratagdo, intumescer e formar uma camada
gelatinosa & superficie da membrana/pastilha. Esta funciona como uma barreira a répida
liberacdo do farmaco, controlando quer a penetracdo de agua, quer a velocidade de liberacdo
da substancia ativa ®°. A velocidade de penetracdo de agua no sistema matricial condiciona o
modo de liberacdo do farmaco. Para concentragdes muito elevadas as cadeias lineares de

PDMAm-co-VP formam um emaranhado, originando uma camada gelatinosa bastante
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consistente. Em concentra¢fes muito baixas, estes géis apresentam viscosidades muito baixas,
permitindo a liberacdo quase imediata do principio bioativo.
A velocidade de liberacdo do farmaco de polimeros hidrofilicos pode estar
condicionada por um ou mais dos seguintes mecanismos cinéticos °®®:
a) Transporte do meio de dissolucdo para a matriz polimérica;
b) Intumescimento do polimero com formacgdo de uma camada de gel.
c) Difuséo do farmaco através da camada do polimero intumescido;
d) Erosédo do polimero intumescido.
As varias fases envolvidas nas etapas de liberagdo controlada de principios bioativos a

partir de uma matriz de PDMAm-co-VP pode ser ilustrado através da Figura 59.

4 tl 5 6

R ti

Figura 59 - Possiveis alteragdes observadas no sistema matricial hidrofilico PDMAmM-co-
VP com o intumescimento em solucdo fisiologica sofrem erosdo: matriz no
estado seco (1), inicio da hidratacdo e intumescimento da matriz (2), aumento
da hidratagdo e intumescimento da matriz com diminuigdo do ndcleo seco e
inicio da erosdo das cadeias poliméricas (3-4), aumento da erosdo das cadeias
poliméricas (5) e separacdo das cadeias poliméricas com liberacdo réapida do
farmaco restante (6).

A movimentacdo da frente, anteriormente descrita, condiciona toda a dindmica
relacionada com a formagéo, a estrutura e a espessura da camada de gel. Durante a liberagdo
do farmaco, a camada gelatinosa é exposta a mudancas continuas da sua estrutura e espessura.

A espessura da camada de gel é definida pela frente de erosdo e pela frente de

intumescimento. A espessura da camada é fungdo da quantidade de agua que penetra no
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sistema, da taxa de desintegracdo das cadeias poliméricas e da transferéncia, em termos de
massa, do farmaco e do polimero do sistema para 0 meio de dissolucéo.

Numa fase inicial (a), verifica-se um aumento répido da espessura da camada de gel,
pois a taxa de absorcdo de dgua € superior a desintegracdo das cadeias de polimero, com seu
consequente intumescimento. A penetracdo do solvente € 0 mecanismo mais rapido.

Numa segunda fase (b), a medida que o nucleo seco se desidrata, verificam-se
pequenas mudancas na densidade da camada de gel, existindo uma sincronizagdo entre os
fendmenos de intumescimento e a taxa de desintegracdo das cadeias poliméricas.

Numa fase final (c), quando todo polimero esta hidratado na forma gelatinosa, ocorre
apenas a desintegracdo das suas cadeias poliméricas; neste caso, o fendmeno de dispersao
prevalece em relacdo aos outros fendmenos e a espessura da camada de gel diminui até
desaparecer completamente a matriz geleificada.

Com relagdo a mudanca na estrutura da camada de gel, as cadeias poliméricas passam

pelos trés tipos diferentes de rearranjos especiais representados na Figura 60. Obviamente, a

68 — 69

difusdo do farmaco ¢é feita pelo tipo de configuracdo molecular.

Figura 60 — Configuraces macromoleculares de polimeros hidrofilicos durante o
processo de dissolucdo do farmaco sistema matricial. Fase inicial (1),
segunda fase (2) e fase final (3).

O processo de dissolucdo do copolimero PDMAm-co-VP no nivel microscopico foi
analisado através da visdo computacional. Neste caso avaliou-se o intervalo de tempo
necessério para intumescimento e dissoluco total da camada de gel .

Os resultados obtidos para a dissolugdo da camada de gel sdo apresentados nas Figuras
6la e 61b. Observa-se inicialmente, na Figura 61, um rapido intumescimento, superior a taxa
de dissolucéo do copolimero (aumento na area da pastilha) para o intervalo de tempo de 40 s,

de 40s a 8,6 min a camada de gel apresenta area constante (equilibrio entre as taxas de
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intumescimento e dissolucdo) e a partir deste estagio de equilibrio, a taxa de dissolu¢do supera
a taxa de intumescimento, ocorrendo uma reducéo significativa da camada de gel.
Aos 42 minutos e 10 segundos foi observada a deplecdo total da camada de gel,

restando, a partir de entdo, a fracdo cristalina do copolimero PDMAmM-co-VP.

16min 50s

Imagem inicial @)

25 min 10s 33min 30s 37min 30s 42min 10s

Imagem inicial

(b)

25 min 10s 33min 30s 37min 30s 42min 10s

Figura 61 — Aquisicdo de imagens referentes ao processo de intumescimento e dissolucdo da
camada de gel do copolimero PDMAm-co-VP. (Temperatura: 37 °C, solucéo

PBS pH 7,4)
Apos tratamento por visdo computacional as micrografias representadas na Figura 61
foram interpretadas graficamente atraves da Figura 62. Neste sentido observa-se claramente a
existéncia de trés regides bem definidas. A regido | caracteriza pelo intumescimento do

copolimero PDMAmM-co-VP superir a disolucdo até que ambas estas taxas se equilibram. Na
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regido Il (Figura 62) observa-se dissolucdo da camada de gel com consequliente eroséo da
matriz polimérica apresentando intensidade superior ao intumescimento. Nesta regido ocorre 0
desentrelacamento do novelo polimérico seguido da liberacdo do principio bioativo.
Finalmente, a regido Il caracteriza a dissolucdo total da camada de gel evidenciando a

existéncia de uma fracdo cristalina no copolimero PDMAm-co-VP.

11
10- R’=0,95731
0,9-
0,8
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -

0,2 4

Area normalizada da pastilha do bioconjugado

0,14

0.0 4——7F—"—"F—"—TF—"—T——7—
o 5 10 15 20 25 30
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Figura 62 — Representacdo grafica de tendéncia da variacdo da patsilha de bioconjugado

PDMAmM-co-VP em funcdo do tempo (foi realizado ajuste polinomial de grau 3)

A partir dos dados obtidos com relacdo a camada de gel, formada pelo sistema
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dissolucdo da camada geleificada encontrado foi de 42,17 min. Isto significa que a liberacdo
da crotoxina sera rapida se comparada com outros sistemas em que os tempos de liberacdo

chegam a atingir meses ou, até mesmo, anos.

7.3. Estudo da liberacio In vitro da crotoxina

A tecnologia de liberacdo controlada de farmacos representa atualmente uma das
fronteiras da ciéncia, a qual envolve diferentes aspectos multidisciplinares que pode contribuir
significativamente para o avango da saude humana. Os sistemas de liberacdo controlada de
principios bioativos animais ou vegetais oferecem vérias vantagens quando comparados aos
sistemas de dosagem convencional. Neste sentido, as seguintes vantagens podem ser
apontadas com relacdo a utilizacdo da técnica de liberacdo controlada de fArmacos na inddstria

farmacéutica:

) Maior eficécia terapéutica, com liberacdo progressiva e controlada do farmaco, a
partir da degradacdo da matriz polimérica;

i) Diminuicdo significativa da toxicidade e maior tempo de permanéncia na
circulacao;

iii) Natureza e composi¢do dos veiculos variada e, ao contrério do que se poderia
esperar, ndo ha predominio de mecanismos de instabilidade e decomposicdo do
farmaco;

iv) Administracdo segura (sem reacOes inflamatorias locais) e conveniente (menor
namero de doses);

V) Direcionamento a alvos especificos, sem imobilizacdo significativa das espécies
bioativas;

Vi) Tanto substancias hidrofilicas quanto lipofilicas podem ser incorporadas.

Os sistemas poliméricos de liberagdo controlada por difusdo sdo 0os mais comuns e dois
tipos sdo descritos. No primeiro, o agente bioativo (farmaco) forma uma particula interna
(carogo) envolvida por uma barreira de difusdo inerte. Estes sistemas incluem membranas,
capsulas, nanocépsulas, lipossomas e fibras ocas. O segundo tipo € um solido monolitico no

qual o agente ativo € disperso ou dissolvido em um polimero inerte e a difusdo do farmaco é a
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etapa limitante, sendo a taxa de liberacdo dependente da escolha do polimero. Neste sentido,
para que ocorra a difusdo, o polimero deve se intumescer no fluido fisioldgico o que leva ao
abaixamento da temperatura de transicéo vitrea (Tg) e tornado o material mais plastico. Deste
modo, o farmaco contido na matriz pode se difundir para 0 meio externo.

O tipo de transporte da crotoxina do copolimero PDMAm-co-VP, calculado de acordo
com a lei de Fick foram n, = 0,76 e n, = 0,71. Para ambos 0s casos o tipo transporte indicado
pelo valor de » é anémalo, sugerindo uma interacdo entre o biopolimero (CT) e o copolimero
PDMAmM-co-VP.

A Figura 63 ilustra a fragdo de liberacdo da crotoxina da matriz de PDMAmM-co-VP em
funcdo do tempo, a temperatura constante 37 °C para duas amostras de bioconjugado com
concentracOes de CT 2,5 pg de crotoxina/g de PDMAmM-co-VP e 1 pg de crotoxina/g de
PDMAmM-co-VP, respectivamente.

A taxa de liberacdo constante de crotoxina pode ser determinada a partir da
inclinacdo da regido das curvas 63 (a) e 63 (b) que apresenta cinética de primeira ordem. Os
valores das taxas obtidos para o intervalo em que a liberacdo se deu de forma constante foram
0a = 4,55. 10® pg/min e gy = 1,441.10® pg/min. Foi possivel notar que a pastilha com maior
concentracdo de crotoxina apresentou maior taxa de liberagdo. Este fato ocorreu
provavelmente, porque o sistema PDMAmM-co-VP/CT apresentava maior concentracdo de
polimero e, por este motivo, de acordo com a teoria da reptagdo, as cadeias poliméricas
precisaram percorrer uma distancia maior dentro dos novelos (maiores) para se
desentrelacarem totalmente. Além disso, o sistema deve apresentar uma pressao interna mais
acentuada, motivada por uma maior concentracdo, provocando, dessa forma, maior velocidade
de dissolugdo do sistema e conseqientemente, maior taxa de liberagdo do componente
bioativo.

A liberacdo controlada de CT da matriz de PDMAmM-co-VP parece estar associada a
concentracdo de CT presente na matriz polimérica. Esta observacao parece indicar a presenca
de interagdes intermoleculares entre o copolimero PDMAmM-co-VP e o principio bioativo
(CT).
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Existindo o efeito mesomérico no copolimero PDMAm-co-VP poderia haver a
formacéo de um complexo de transferéncia de carga com a protefna CT. "2~ " Neste caso um
complexo entre 0o PDMAmM-co-VP e a CT poderia ser formado por associacdo entre a proteina
e a macromolécula sintética via complexos m-c ou =m-m, freqientemente chamados de
interagBes de transferéncia de carga ou do tipo elétron doador — receptor. "~ ™ As interacdes
de transferéncia de carga dos aminoacidos aromaticos protéicos com polimeros sintéticos tém
sido estudadas e estas interagdes vém sendo apontadas como interacdes de transferéncia de

cargas.
7.4. Determinacio dos parametros kq, Ry, 7, ¢ D’ para o sistema PDMAm-co-VP.

Para que o perfil de um sistema de liberagdo controlada por dissolugdo seja bem
delineado é necessaria a determinacdo da taxa de dissolucdo da matriz (kg), do raio de giracdo
do polimero, do tempo de reptagdo e o coeficiente de reptacdo, portanto com a finalidade de
estabelecer o perfil da liberacdo da crotoxina do sistema PDMAmM-co-VP, tais paramentos

foram calculados.
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sendo Mw 0 peso molecular ponderal médio do copolimero, R, 0 raio de giragéo e k£ é uma
constante caracteristica do sistema (k = 1,35.10™ m/Da para o sistema PDMAmMm-co-PV/4gua).
O peso molecular ponderal médio determinado a partir da cromatografia de permeacdo em gel
é de 18 kDa. O raio de giracao pode ser entdo calculado acusando o valor de 4,8 nm.

Para determinar o tempo de reptagdo das cadeias de PDMAm-co-VP, foi a aplicada a

equacdo’’

kd ==, (3)

sendo, R, 0 raio de giragdo e 7, 0 tempo de reptagdo do polimero.
O tempo de reptacéo obtido para 0o PDMAmM-co-Vp foi 7,.= 4,5.107%s.
O coeficiente de reptacdo para o sistema estudado foi determinado através da

equacéo’®;

, (4)

sendo, Do coeficiente de reptagéo, R, 0 raio de giragdo e 7,0 tempo de reptacéo ou tempo de
dissolucéo.

O valor de D’ encontrado foi 8,53.10™"" m%s™.

E, finalmente conhecendo-se o tempo de reptacdo e o raio de giracdo para o
copolimero estudado, a taxa de dissolugdo do PDMAmMm-co-VP aplicando-se foi obtida

aplicando-se a expresséo

k, =%, (5)

Os valores determinados para o raio de giracdo, para o coeficiente de difusdo, para o
tempo de reptagéo e para a taxa de desentrelagcamento do PDMAmM-co-VP estdo de acordo com
a literatura e indicam que este copolimero pode ser aplicado em sistemas de liberacdo
controlada rapida, ou seja, para aplicacdo em situacGes nas quais o principio ativo seja

rapidamente liberado, mas que o controle de liberagdo proporcionado por este sistema evite
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doses acima do limite toxico tolerado. E, portanto, os resultados obtidos sdao promissores para

o0 desenvolvimento de sistemas de liberagdo controlada por dissolucéo da matriz polimérica.
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CONCLUSOES

1)

2)
3)

4)

5)

6)

7)

Com base nos resultados obtidos nesse trabalho pode-se concluir que:

O sistema PDMAmM-co-VP pode ser preparado com diferentes porcentuais de
hidrofilicidade em fungdo da composicdo de VP no copolimero;

A temperatura de transicao vitrea foi dependente da composic¢do do copolimero;

O copolimero obtido apresentou um peso molecular numérico médio de 16 kDa,
perfeitamente dialisavel pelos rins;

A fenomenologia do transporte de &gua na matriz PDMAm-co-VP indicou um
mecanismo andmalo quando sob a luz da lei de Fick;

O estudo da liberacdo controlada da matriz de poli (dimetilacrilamida-co-vinil
pirrolidona) indicou taxa de liberagdo de crotoxina constante durante 42 minutos,
governada pela dissolucdo da camada de gel. Dessa forma, o sistema PDMAmM-co-
VP/CT mostrou-se capaz de evitar que doses de crotoxina administradas sejam
totalmente absorvidas em curto intervalo de tempo, sendo assim, se revelou um
material promissor para aplicacdo em sistema de liberagdo controlada erosivel;

Os parametros (da teoria da reptacdo) obtidos para o sistema PDMAm-co-VP foram
T.= 4,510 s (tempo de reptacdo); R, = 4,8 nm (raio de giracdo); ks = 1,07.10"m/s
(taxa de desentrelacamento) e D’ =5,12.10™° m®s™. Estes valores estdo de acordo com
0s resultados obtidos pela literatura;

A visdo computacional demonstrou ser ferramenta Gtil para analise de sistemas de
liberacdo controlada de farmacos do tipo erosivel. Neste caso o tempo de dissolucéo

pode ser observado em tempo real.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A evolucdo dos casos de cancer no mundo forma um quadro cada vez mais sombrio.
De acordo com projecdes divulgadas pela Sociedade do Céncer dos Estados Unidos e pela
Unido Internacional contra o Cancer, com apoio da Organizacdo Mundial de Saide (OMS)
cerca de 1 bilhdo de pessoas perderdo suas vidas por motivo de cancer neste século. E fato
conhecido que as infecgdes sdo responsaveis por 1,9 milhdo de casos anuais de cancer, ou
equivalente a 18% de todos os diagnosticos. Ressalta-se que o agente mais perigoso é a
bactéria Heliobacter pylori, que causa 5,6% de todos os tipos de cancer, resume o relatério da
OMS.

Mas, ndo é somente a evolugdo do céncer no mundo que é preocupante. A
farmoquimica traz a luz novos medicamentos que geram esperanca para milhdes de pacientes
com novas técnicas de tratar a doenga através do blogqueio dos vasos sanguineos que irrigam
tumores a exemplo de inUmeros medicamentos existentes no mercado tais como o Avastin,
Erbitux, Herceptin, Rituxan, Tarceva, entre outros. Entretanto, é fato tambem conhecido que
os tratamentos quimioterdpicos do céncer sdo todos muito caros, chegando muitas vezes a
custar cerca de U$ 90 por dia ou U$ 31 mil por ano.

Economistas especializados em sistemas de satde dizem que a elevacdo dos custos dos
novos tratamentos para o cancer e de outros medicamentos colocardo questbes dificeis para
médicos e autoridades num futuro ndo muito distante.

Para as companhias farmacéuticas h4 muitos fatores envolvidos no preco de seus
medicamentos, entre eles o alto custo da pesquisa e desenvolvimento, os processos de
fabricacdo complexos e caros, e 0 valor que os remédios oferecem aos pacientes. Mas, é fato
conhecido também que existe um exagero consideravel por parte destas industrias quando
expdem seus investimentos milionarios para o desenvolvimento de novos farmacos. Boa parte
do investimento que declaram é marketing para justificar os precos absurdos de seus produtos

quando estes chegam ao mercado nacional.
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O Brasil, oitava economia mundial, com 8 511 864 km? de extensdo e com a maior
reserva de oxigénio do mundo, tem segundo o censo de 2001, 170 milhGes de habitantes, dos
quais 32% vivem abaixo da linha de pobreza. Neste sentido, o desenvolvimento de farmacos
economicamente acessiveis a populacdo de baixa renda de nosso pais deve se tornar uma
premissa fundamental de nossas universidades e institutos de pesquisa. Temos pesquisadores
competentes e institutos de pesquisas/universidades avangadas com uma vantagem
significativamente competitiva relativamente a outras areas do mundo, que € a nossa
biodiversidade.

A crotoxina, uma toxina produzida por serpentes, parece despontar como uma
molécula promissora no tratamento do cancer. Mas, como qualquer quimioterapico possui

uma toxicidade consideravel para o ser humano.

A utilizacdo de polimeros biocompativeis como transportadores de principios bioativos
para o projeto de sistemas de liberagdo controlada de farmacos pode contribuir
significativamente para diminuir toxicidade de agentes antitumorais, uma vez que estes

compostos sdo na sua maioria, desprovidos de seletividade.

Os elevados custos dos quimioterapicos impostos pelas industrias farmacéuticas que
excluem a populacéo de baixa renda de nosso pais € um desafio que deve ser vencido. Neste
trabalho utilizamos o copolimero PDMAmM-co-VP como transportador da crotoxina, uma
toxina de serpentes com atividade antitumoral. Aliado a bioquimica, a quimica de materiais
pode ser um importante aliado no desenvolvimento de sistemas de liberagcdo de farmacos de

menor toxicidade para o ser humano.

Espera-se que esta dissertacdo forneca as ferramentas iniciais para o desenvolvimento
de sistemas simples e versateis quanto ao seu tipo de aplicacdo na area oncologica. O escopo
do presente trabalho e, obviamente, também o bindmio tempo/instrumentacdo nos priva de
respostas a um conjunto de perguntas que surgiram apos as respectivas analises dos resultados

obtidos e que apresentamos aqui como as perspectivas ou sugestdes para trabalhos futuros:

1) Utilizar as possiveis interagdes entre o copolimero PDMAmM-co-VP e a

proteina SK utilizando o dicroismo circular e a espectroscopia vibracional,
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2) Analisar 0 mecanismo de transporte da crotoxina através da ressonancia
magnética nuclear de imagem para uma melhor compreensédo da formagao da
camada de gel,

3) Medir experimentalmente o raio de giracdo do copolimero PDMAm-co-VP
por técnicas de espalhamento de néutrons;

4) Estudar a genotoxicidade do bioconjugado PDMAm-co-VP/CT,;

5) Analisar a bioatividade do bioconjugado por técnicas in-vitro € in vivo.

Cada sugestdo futura proposta acima tem como objetivo responder a perguntas
altamente especificas e, cujas respostas contribuirdo fortemente para o total dominio da
tecnologia de sintese de macromoléculas sintéticas transportadoras de compostos bioativos.
Acreditamos que as perguntas merecem respostas ndo somente para a satisfacdo intelectual,
mas procurando também contribuir para que nossas universidades depositem seus “olhares”
sobre aqueles que sdo nossa mais nobre motivagio de existéncia académica: os EXCLUIDOS
de nossa sociedade.
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Apéndice 1

TOPICOS DE VISAO COMPUTACIONAL

1 Introduciao

Sistemas de visdo computacional sdo de grande importancia para muitas
atividades industriais e cientificas.

Pode-se caracterizar a complexidade das tarefas de um sistema de visdo
artificial, como o mostrado na Figura 1. Nesta figura, observa-se que o grau de complexidade
das tarefas esta relacionado as operacGes com imagens em cores, em niveis de cinza e em
preto e branco (binérias), localizadas nos planos y, x e z, respectivamente™.

Essencialmente, sistemas de visdo artificial operam no plano y = 0, isto é, eles
sdo limitados aos niveis de cinza e ndao podem lidar com imagens em cores. Tarefas de
complexidades substanciais podem ser resolvidas com esses sistemas, contanto que a imagem

visualizada possa ser limiarizada, resultando em uma imagem binaria.

Complexidade da tarefa

EELITTTITRNE

Figura 1 - Dimensdes de um sistema de viséo artificial®.
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Normalmente, a dificuldade em visdo computacional estd associada ao fato de
que varias tarefas industriais e cientificas ndo recaem sobre 0 eixo z e varia¢des na reflexao
da luz, de objeto para objeto, normalmente complicam a tarefa e a segmentacdo bem como
a separacdo de objeto e fundo, geralmente, ndo € resolvida por simples limiarizag&o.

Os olhos humanos formam imagem de um objeto, na qual as variagdes minimas
de cores sdo devidas as diferengas nos comprimentos de ondas, da luz refletida pelo objeto
que atinge o sistema 6tico do homem. Um sistema 6tico de visdo computacional forma
uma imagem discreta, ou seja, cada comprimento de onda é interpretado como um nimero
variando de 0 a 255, onde qualquer nuance serd detectada e informada bit a bit. O
programa especifico transformara este cédigo numérico em imagem, com cor pré-definida
representada, pelo pixel (ponto unitario de formacdo da imagem na tela do monitor do
computador). Cada pixel receberda um valor discreto e o conjunto de pixels da tela formara
a imagem recebida da fonte.

1.2. Aquisicio e processamento de imagens.

O sensor do sistema coleta a luz refletida, tipicamente através de lentes, e a
converte em sinal elétrico usando alvo fotosensitivo. A imagem € entdo gerada como uma
tela bidimensional, similar aguela formada pelas cameras de televisdo, ou como uma tabela
unidimensional formada por opera¢des de varredura na imagem, uma linha por vez.

As cameras de estado sélido vém se tornando muito populares em sistemas de
visdo artificial. Esses sensores sdo fabricados sobre chips de silicio e contém uma tabela
unidimensional ou bidimensional, de pequenos elementos fotosnesitivos de grande
exatiddao. Quando a luz passando através da lente, incide na tabela, cada detector converte a
porcao de luz que ele recebe em um sinal elétrico analdgico. A imagem é entdo quebrada
em pixels e armazenada como uma tabela de elementos individuais. Cameras de estado
solido, normalmente, possuem uma area de visdo de 512 x 512 pixels ou maior. Veja

Figura 2.



Figura 2 - Camera de estado s6lido de 512x512 pixels™.

A escolha de um tipo de sensor de estado solido e sua configuracdo para
aplicacdo particular é influenciada pela resolugdo necessaria, lentes utilizadas, iluminacéo
e 0 custo.

As cameras de estado sélido oferecem importantes vantagens: sua pequenez e
robustez, suas superficies fotosensitivas ndo se desgastam com o uso e devido a acuidade
de seus fotodetectores, elas exibem poucas distor¢gdes na imagem.

O pré-processamento da imagem adquirida envolve as atividades de conversao
digital, enjanelamento e restauracao da imagem.

Uma camera, tipicamente, forma de 30 a 60 imagens por segundo. Cada
imagem capturada ou congelada, passa por um conversor analdgico/digital que transforma
0s sinais analogicos em digitais, produzindo uma matriz de pixels, representando a
distribuicdo de intensidade de luz sobre a area da imagem. A matriz de pixels € entdo
armazenada na memoria para analise e interpretacéo.

Quando o sistema trabalha com imagens binarias, cada nivel de sinal é
associado a um de dois valores (0,1). Isto é feito através da comparacgéo de cada pixel com

um limiar ou nivel de cinza t. Esta conversdo pode ser representada como:

0 X f(x, y)<t

b (x.) = <
1 : fx, y)>t
— 132




Estes sistemas sdo especialmente voltados para aplicacbes de inspecdo.
Sistemas que trabalham com niveis de cinza convertem cada nivel de sinal, usualmente, em
até 256 niveis de cinza, e requerem técnicas bem elaboradas para a reducéo de quantidades
de dados a ser processada, especialmente quando o sistema € usado nas operagdes de
inspecao e manuseio.

No enjanelamento cria-se uma mascara eletronica em torno de uma pequena
area da imagem a ser estudada, permitindo-se a saida de apenas os pixels a serem
analisados pelo computador. Esta técnica é atil em aplicagbes que requerem inspecgdes

simples, nas quais a presenca de uma caracteristica particular deve ser verificada.

Quando a imagem recebe Vvérie vjrmcas
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a imagem seja claramente identificada. A analise depende do tipo de aplicacdo, mas
medidas de posicdo e de orientagdo do objeto, propriedades geométricas e a distribuicéo de

intensidade da luz sobre a sua face visivel, podem ser fatores desta operacao.

1.3. Métodos de analise de imagens

A analise de uma imagem é feita a partir da extracdo das caracteristicas de sua forma e
tamanho. Utilizando-se os  descritores de forma e tamanho, adequados para
reconhecimento e inspe¢do, j& que sdo independentes da posi¢édo e da orientacdo do objeto
no campo da visdo. Para alguns propésitos, entretanto, é necessario determinar a posi¢do e
orientacdo de um objeto. Neste trabalho aos descritores a serem utilizados no processo de
intumescimento e dissolu¢do do bioconjugado CT/PDMAmM-co-VP srdo a area (A) e 0

perimetro (P) ou a relacdo P%/A (medida de compactacéo).

1.4. A segmentacio de imagens

A segmentacdo de imagens, ou seja, a identificacdo de regides homogéneas na
imagem, tem sido objeto de consideraveis atividades de pesquisa nas ultimas trés décadas.
Muitos algoritmos tém sido elaborados para imagens em escalas de cinza. Entretanto, o
problema da segmentacdo em imagens coloridas, que carregam muito mais informacao
sobre objetos em cenas, tem recebido muito menor atencdo da comunidade cientifica.
Enquanto indmeros levantamentos de técnicas para segmentacdo de imagens
monocromaticas foram publicados, levantamentos similares para imagens coloridas nao
séo encontrados facilmente na literatura.

As técnicas de segmentacdo podem ser divididas em técnicas de limiarizacao,

técnicas de deteccdo de bordas, e técnicas de divisdo de imagens em regides.

As técnicas de limiarizacdo sdo as mais populares na atividade de segmentacao.
Seja N o conjunto de nimeros naturais, (X, y) as coordenadas espaciais de um ponto de
imagem digitalizada e G = {o, 1,..., | — 1} o conjunto de inteiros positivos representando 0s
niveis de cinza, sendo | fungdo do nimero de bits utilizado para a representacdo de um
pixel. Comumente, sdo utilizados 8 bits (I = 28). Logo, uma funcdo de imagem pode ser
definida como mapeamento f : N x N — G. O nivel de cinza de um pixel com coordenada
(X, y) é definido como f (X, y). Seja t pertencente a G um limiar, B = {bo, b1} um par
binério de niveis de cinza e, bo, by, pertencentes a G. A limiarizacdo de uma imagem f (X,

y), X,y =0, 1, ... N-1, com base no nivel de cinza t, ¢ uma funcéo f;: N x N — B, tal que **;
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bo, se f (x,y) <t

Ft (X! y) =
by, sef(x,y)>t

Em geral, o0 método de limiarizacdo determina o valor t baseado em certos
critérios. Se t é determinado tendo como base apenas o nivel de cinza de cada pixel, entdo
0 método de limiarizacdo é dependente do ponto. Se t € determinado de propriedades locais
(por exemplo, distribuicdo de niveis de cinza local) na vizinhanca de cada pixel, entdo o
método de limiarizacdo é dependente da regido. Uma técnica de limiarizacdo global é
aquela que limiariza toda a imagem com um Unico valor de t, enquanto que a técnica de
limiarizacdo local particiona uma dada imagem em subimagens e determina um limiar para
cada uma das subimagens.

Seja h (g) o nimero de pixels com nivel de cinza g. Entdo, o nimero de pixels

em uma dada imagem é:

!

n=3 h(g) (1)

4

LN

Il
o

A probabilidade de ocorréncia de um nivel de cinza g € definida pela Equacao

(2). Também, por convencéo, o nivel de cinza 0 é preto e o nivel de cinza | € branco.

p(g)="18) @)
n

A Figura 3 mostra o histograma de uma imagem f (X, y), composta de objetos e
fundo. Pixels de valor 1 (ou qualquer outro nivel de intensidade conveniente)

correspondem a objetos, enquanto que pixels de valor 0 correspondem a imagem de fundo.

135



T T2

{l (b)

Figura 3. Histograma de intensidades que podem ser divididos em: um dnico
limiar T (a); Multiplos limiares (b) *.

Pode ser observada na Figura 3 (a) que o limiar T depende apenas de f (X, y).
Neste caso, o limiar é global. A Figura 3 (b) apresenta um exemplo de limiar dependente
da regido (local), uma vez que t depende de f (X, y) e de propriedades locais da imagem.

Serdo descritos nesta secdo dois tipos de métodos de segmentacdo, métodos de
segmentacdo de bordas e métodos de divisdo de imagens por regido que serdo aplicados na
analise do bioconjugado CT/DMAmM-co-VP.

1.4.1. Método de Deteccao de Bordas.

O método de deteccdo de bordas envolve técnicas de segmentacdo baseadas na
deteccdo da descontinuidade. Uma borda € um local onde ocorre uma variagéo abrupta nos
niveis de cinza. Duas razdes sdo motivadoras deste enfoque: muitas das informacdes de
imagens se situam nos limites entre diferentes regides e, o sistema visual bioldgico pode
detectar bordas, mas ndo pode distinguir o limiar de um objeto a partir do histograma da
imagem.

Alguns pesquisadores classificam as técnicas de deteccdo de bordas em duas

categorias, paralela e sequencial. Uma solucdo paralela para o problema de deteccdo de
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borda, implica em decidir se 0o conjunto de pontos estd ou ndo sobre o contorno. Esta
deciséo € tomada considerando-se o0s niveis de cinza do conjunto e de algum conjunto de
seus vizinhos; esta decisdo ndo depende de outras, isto é, ndo € necessario verificar se
outros conjuntos de pontos estdo no contorno. Dessa forma, o operador de deteccdo de
borda, em principio, pode ser aplicado em qualquer lugar na imagem.

Na solucdo sequencial para o problema de deteccdo de borda, o resultado da
aplicacdo do operador em um ponto, €, eventualmente, dependente de resultados obtidos
pela aplicagéo do operador em pixels anteriores. Observando-se que estas definigdes estdo
relacionadas a extracdo de pixels da borda. Para produzir os contornos de um objeto, 0s
elementos extraidos da borda devem ser conectados para formar curvas fechadas.

Alguns algoritmos de varredura apresentam dificuldades para lidar com

imagens, como a apresentada na Figura 4.

Figura 4 — Exemplo de um objeto problema®.

Nas linhas anteriores a linha j, as regibes A e B devem ser tratadas como
objetos separados, cada qual com um ndmero de buracos. Quando se conclui que A e B
sdo, de fato, o mesmo (objeto na linha j), A deve ser interligado com B. Os buracos nas
regibes A e B devem agora fazer parte do mesmo objeto. O tempo para execugdo desta
atividade é proporcional ao nimero de buracos. Isto significa que o tempo necessario nao €
independente da topologia da regido.

Qualquer par de sucessivos pixels de transicdo sobre a mesma linha define um
segmento, e as coordenadas (x, y) desses pontos sdo referidas como pixels da borda. Na
Figura 5 os segmentos validos sdo designados (X1, X2), (X3, Xa), (X5, Xs), (X7, Xg), etc ... Os
correspondentes pixels para o segmento (X1, X2) S80 (X1, Yi) € (X2, Yi), para o segmento (Xs,

X4) S80 (X3, Yi+1) € (X4, Xi+1), € @ssim por diante.
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X1 X2
X3z Xg
X5 Xg X7 Xg
X9 4o X141 X12
X43 X14 X5 X18
X7 %18 X9 X20
X21 X22
X237 X2a

y |

(@ (b)

Figura 5. Aproximacdo de regides por segmentos: (a) imagem original (b)

segmentos
de aproximacao™.

Uma regido do objeto é um conjunto de segmentos conectados. O contorno da

regido de um objeto, neste exemplo, é definido pela lista ordenada de pixels da borda (xi,

Vi), (X3, Yi+1), ..., (X2, Yi). De maneira semelhante, o contorno da regido de um buraco é (X7,

Yis2), (X11, Yi+3), ..., (X5, Yi+2). EStes pixels podem ser considerados como os vértices de um

poligono de aproximacdo para uma regido, e podem ser eliminados da lista de pixels da

borda, sem perdas de informacdo da forma. O conjunto de pixels restante, tem sido

designado como pixels vértices. Na pratica, o conjunto de pixels vértices € menor que 0

namero de pixels da borda. A Figura 6 apresenta o conjunto de pixels vértices.

138



(3

(b)

Figura 6 — Representacdo de pontos de uma regido: (a) pixels dos vértices; (b)
estrutura de dados™.
O método de deteccéo de imagens binarias, denominado método de Zahn’s para
descricdo de imagens, é baseado na identificacdo de pixels da borda entre um objeto e a
respectiva imagem de fundo. Através de relacionamento aritmético simples, é determinada
uma completa descrigdo dos contornos internos e externos de qualquer objeto. E utilizada

uma janela de 2x3, conforme mostra a Figura 7.

D1 L2 Dz ri+l

D2 D3 ri+l @
i

D1 |Dz2 |D3 Fiel D5D6 o] D D5<19D6
()

D4|D5|D6| v, | p7 | D | = D7 | D8 | -

(a) (b) ()

Figura 7 — Janelas de deteccdo de bordas; janela basica de 2x3 (a); janela
rotacionada a 90° (b); composicéo de janelas (c)*.
Para deteccdo das formas internas e externas dos objetos na imagem, cada pixel

da borda é centrado na janela de 2x3. O pixel da borda de A ocupa a coordenada (c;, ri +
0,5). Como as janelas (a) e (b) cobrem todas as possiveis diregdes, elas podem ser
recombinadas em uma unica janela, na forma apresentada na Figura 7 (c). A vantagem

desse método é a de definir, de maneira Unica, os pixels da borda, simplificando o
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processamento de deteccdo e determinando o tempo igual de processamento para todo
pixel. A desvantagem é utilizar um bit extra para marcar a posi¢ao do pixel da borda que

representa o valor 0,5.

6.1.2 — Métodos de divisdo de Imagens em regides.

Um outro cainho para fazer a segmentacdo de uma imagem, no lugar de
encontrar os limites de uma regido, é o de dividir a imagem em regides. Todas as técnicas
de extracdo de regides processam a imagem de modo interativo e, geralmente, requerem
tempo excessivo de processamento e muita memoria. Dessa forma, elas ndo séo
consideradas no processo de segmentacao.

Para concluir, pode ser afirmado que as técnicas de segmentacdo de imagens
sdo fortemente dependentes das aplicagfes. Os critérios de escolha ou de concepcao de
uma dada técnica particular devem combinar um minimo de complexidade com 0 maximo
de eficiéncia.

Os algoritmos utilizados em métodos de analise de imagens ou métodos de
extracdo de caracteristicas descrevem as caracteristicas de objetos da imagem em vetores
de caracteristicas da imagem. Tais vetores sdo repassados a um apropriado reconhecedor,

que realiza a anélise estatistica ou sintatica ou estrutural da relagcdo entre padrdes.

6.2 — Extracao de caracteristicas.

Vaérias caracteristicas de objetos que podem ser usadas em visao artificial foram
apresentadas nas Tabelas 2 e 3. Uma caracteristica, no contexto de sistemas de visa, &€ um
valor Unico que permite facil comparacéo e facil identificacéo.

Uma das principais dificuldades encontradas no processo de extracdo de
caracteristica, € que nao se conhece o modelo matematico da forma da imagem capturada
pelo sensor do sistema de visdo. Dessa forma, a criatividade, os conhecimentos de
estruturas de dados e de engenharia de software, e 0 uso de uma boa linguagem de
programacéo, que permita manipular operacdes com bits, de forma eficiente, podem ser

muito Uteis nesta fase de desenvolvimento de projeto de sistemas de visdo artificial.
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6.2.1 — Relacionamentos fundamentais entre pixels.
Algumas defini¢cdes propriedades basicas de relacionamento entre pixels séo

muito importantes.

6.2.1.1 — Vizinhos de um pixel.

Um ponto p em uma imagem digital f(x,y) tem dois tipos de vizinhos, seus
quatro vizinhos horizontais e verticais, chamados de vizinhos diretos (abreviados para
V44(p)) e seus quatro vizinhos diagonais, chamados de vizinhos indiretos (abreviados para
Vis(p)). Ambos os tipos de vizinhos séo chamados de vizinhanga V,, de p (V,(p)) onde 0
0<n<pé usado para indicar o pixel, cuja posicdo estd marcada com 7 =0,---,7 na
Figura 8.

Se p esta sobre a borda de f(x,y), alguns de seus vizinhos podem néo existir.

3 li2i| 1 || s e |1 \
4 _4;_}3%__0_] 4 [y T
S R A \
5 U 7 |54 P
(@ (b)

Figura 8 - Notacdo usada para definir a localizacéo de pixels com relagdo ao pixel p: (a)
Vaa(p); (b) Via(p)™.

6.2.1.2 — Conectividade
Seja w um conjunto de valores de intensidades de pixels, os quais podem ser

conectados. Considere trés tipos de conectividade:

1- Conectividade-4: dois pixels p e g com valores em W sdo 4-conectados se ¢
estiver no conjunto Vg4(p);

2- Conectividade-8: dois pixels p e q com valores em W séo 8-conectados se ¢
estiver no conjunto da vizinhanca-8 de p, indicada por (Vs(p));

3- Conectividade-m (conectividade mista): dois conectores p e g com valores em W
sdo m-conectados se:

a) g estiver na Vya(p), ou

b) p estiver na Vis(p) e o0 conjunto Vgs N Vya(q) € vazio.
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E observado que a conectividade-m é uma modificacio da conectividade-8 e
que € introduzida para eliminar as conexdes multiplas, pois estas, algumas vezes causam
dificuldade, quando a conectividade-8 é usada. A dificuldade citada é ilustrada na Figura
56.

| (al tb)

Figura 9 - Em (a): arranjo de pixels; (b) vizinhanga_8 do pixel p = 2; (c)
vizinhanca_m do mesmo pixel®.

A vizinhanca V = {1,2}, a Vg(p) para p = 2, € indicada pelas linhas tracejadas

da Figura 9. E importante notar a ambigiidade que resulta de multiplas conexdes ao pixel

p. Esta ambiglidade é removida pelo uso da conectividade-m como mostrado na Figura

2.8c.

6.2.1.3. Adjacéncia.
Um pixel p é adjacente do pixel q se eles sdo conectados. Pode ser definida
adjacéncia-4,-8 ou —m, dependendo do tipo de adjacéncia usado. Dois subconjuntos das

subimagens S; e S, sdo adjacentes se algum pixel em S; for adjacente a algum pixel em S,.

6.2.1.4. Caminho

Um caminho do pixel p com coordenadas (X,y) para o pixel g com coordenadas
(s,t), € uma sequéncia de pixels distintos, com coordenadas (Xo, Yo), (X1, Y1), .., (Xn,Yn) ONde
(X0, Yo) = (X,y¥) e (Xn, Yn) = (5,1), (Xi, Yi) é adjacente a (Xi1, Yi1), 1<i<n em é o
comprimento do caminho. E possivel definir caminho-4, -8 ou —m, dependo do tipo de
adjacéncia usado. Se p e g sdo pixels de um subconjunto de imagens, entdo p é conectado a
g em s, se existir um caminho de p para q consistido inteiramente de pixels em s. Para
qualquer pixel p em s, o conjunto de pixels em s que sdo conectados a p, € chamado
conjunto componente conectado a s. Pode-se concluir, portanto, que quaisquer dois pixels,
de um conjunto componente conectado, estdo ligados a outros pixels do conjunto e que

conjuntos componentes conectados distintos séo disjuntos.
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6.2.1.5. Perimetro
O perimetro de uma regido pode ser determinado pelo comprimento total de sua

borda. O comprimento total de sua borda. O comprimento da borda, ou em geral, de uma

curva digital qualquer, é obtido somando-se 1 para cada pixel na Vg (p) e N para cada

pixel na diagonal, isto é, na Vis(p), conforme a Figura 10.

R

T
- . =
[S—H

Figura 10 - Procedimento do rastreamento de contorno para a determinagao do

perimetro de um objeto™.

6.2.1.6. Area
A érea de um objeto pode ser determinada a partir da definicdo de

momentos, ou pela contagem simples dos pixels da imagem do objeto ilustrada pela Figura
11.
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Figura 11 — Ilustracio para exemplo do calculo de area®.

A utilizacdo da visdo computacional neste trabalho foi de importancia, pois
possibilitou a determinacdo em tempo real do tempo de dissolugdo do bioconjugado
PDMAmM-co-VP. Dessa forma, a visdo computacional revelou-se como ferramenta de
grande valor para este fim.
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