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RESUMO

Neste trabalho foi possivel preparar hidrogéis constituidos de quitosana (QT) e
sulfato de condroitina (SC) através da mistura desses polimeros em solugdes aquosas
acidas. Foram obtidos hidrogéis de QT/SC nas seguintes razdes de massa: 40/60, 50/50
e 60/40. Usando diferentes técnicas, tais como DSC, WAXS, SEM, HPLC e
eletroacustica, foi possivel verificar que o hidrogel QT/SC 40/60 apresenta sensibilidade
ao pH em relagdo ao grau de intumescimento, propriedades térmicas, morfologia, e
liberagcdo de SC. Concomitante ao processo de liberacdo, foi observada a reorganizacao
das cadeias poliméricas de QT e de SC remanescentes, fato que também depende do pH.
Isto torna este hidrogel um material interessante para aplicagdo tecnoldgica. Essas
propriedades sdo resultantes da protonagdao ou desprotonacdo dos diferentes grupos
presentes nas cadeias de QT e de SC bem como do desentrelacamento das cadeias no
processo de liberacdao de SC. A liberagdo de SC ocorre mais intensamente em valores de
pH proximos ou maiores que o pKa da QT (= 6,5) onde a fragdo méaxima liberada ¢
proxima de 0,5. Com o auxilio de modelos matematicos especificos para a liberagdo do
SC foi possivel concluir que o hidrogel QT/SC 40/60 possui diferentes propriedades,
tanto de difusdo quanto de particdo em diferentes valores de pH. De acordo com os
resultados de WAXS, foi mostrado que na faixa de pH de 6 a 12 o hidrogel QT/SC
40/60 apresenta reorganizagdo na sua estrutura tridimensional. Dessa forma, os
hidrogéis envolvendo QT e SC apresentam potencial para aplicagdo em biomateriais

como carreadores de SC e de outros farmacos.

Palavras chave: quitosana, sulfato de condroitina, complexo polieletrolito, liberagao

controlada de SC, reorganizacdo de cadeias poliméricas.
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ABSTRACT

In this work the hydrogel constituted of chitosan (CT) and chondroitin sulfate
(CT/CS) in (40/60 wt-%) was synthesized by mixing the polymers in acidic aqueous
solution. Using several techniques, (DSC, WAXS, SEM, HPLC and zeta potential), it
was verified that the hydrogel presents interesting properties such as swelling degree,
thermal, morphology, releasing of CS and reorganization of reminiscent CS chains that
are dependent of pH. The properties were due to protonation or deprotonation of
different groups that participate of complex as well as to the coiling or uncoiling of like
or unlike chains concomitant to the releasing of the CS chains. The release of CS
occurs mainly at pHs higher than 6.5 (the value of pKact) and the maximum fraction of
CS released is close to 0.5. With support of mathematical model for the prediction of
the profile of in vitro CS release from CT/CS networks it was possible to see that this
hydrogel respond in pH change and the CS release is more important at higher pH
values. Based in the WAXS results, it was pointed out that the complex CT/CS in
hydrogel presents reorganization in the 3D matrix mainly at pHs from 6 to 12. These
findings imply that the QT/CS hydrogel can be utilized in biomaterials as carrier for

specific releasing of CS and other moieties.

Keywords: Chitosan, chondroitin sulfate, polyelectrolyte complex, SC release,

polymeric chain reorganization.
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1. INTRODUCAO
1.1. Sistemas de liberacio controlada

No desenvolvimento de novos farmacos mais eficazes, uma grande parcela dos
estudos ¢ voltada para o0 modo como as substancias ativas contidas nos fairmacos serdo
administradas. Nas ultimas décadas, sistemas de liberagdo controlada de farmacos tém
sido alvo de muitos estudos, principalmente porque a utilizagdo da maioria dos
compostos terapéuticos ¢ sempre limitada pela impossibilidade de aumento excessivo
de dosagem (Henrique et al., 2006).

Sistemas de liberagdo controlada oferecem varias vantagens quando comparados
aos sistemas convencionais de administragdo de farmacos. Nas formas de administra¢ao
convencionais (spray, injecdo, pilulas) a concentragdo da substiancia ativa (ou
freqlientemente chamada de droga, termo proveniente do francés drogue) na corrente
sangiliinea apresenta um aumento, atinge um pico maximo e entdo declina. Desde que
cada droga possui uma faixa de agdo terapéutica acima da qual ¢ toxica e abaixo da qual
¢ ineficaz, os niveis plasmaticos sdo dependentes das dosagens administradas. Este fato
¢ problematico principalmente se a dose efetiva estiver proxima a dose toxica (Azevedo,
2002). Nesse sentido, os sistemas de liberagdo controlada possuem dois objetivos
principais: manter constante a concentra¢do sanguinea de uma determinada droga,
assegurando uma maior biodisponibilidade da mesma, e reduzir os efeitos colaterais,
realcando a adesdo do paciente ao tratamento com um menor nimero de dosagens
(Mainardes et. al., 2005).

Nos sistemas de liberacao controlada o farmaco esté ligado ao carreador, que € o
responsavel por mitigar as limitagdes dos farmacos convencionais. A natureza e a

composi¢ao dos carreadores sdo muito variadas e t€ém a capacidade de manter a
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estrutura original do farmaco sem que haja degradacdao do mesmo, tornando sua
administracdo segura (sem causar reacdes inflamatorias locais) e conveniente (menor
nimero de doses) ao paciente. Nesse sentido, desenvolver sistemas capazes de
transportar o farmaco até um alvo especifico, diminuindo os efeitos indesejaveis
resultantes de sua agdo em outros locais, despertou grande interesse de muitos

pesquisadores (Azevedo, 2002; Henrique et al., 2006).

1.2. Liberacao especifica

A administracdo de fArmacos por via oral é a mais conveniente e €, geralmente, a
mais segura, a que custa menos e, por isso, a mais freqiientemente utilizada. Tem, no
entanto, as suas limita¢des, devido a varios fatores que afetam o modo de absor¢do do
farmaco administrado por via oral. No organismo humano, a maioria das substancias,
tais como nutrientes e farmacos, s3o absorvidas no intestino delgado para, entdo, serem
levadas para todo o corpo através da corrente sanguinea. Além disso, muitas substancias
degradam quando entram em contato com a condi¢do acida da regido estomacal (pH =
2). Assim, ndo sdo capazes de chegar a regido colon-intestinal ou para que uma fragao
do farmaco atinja aquela regido sdo necessarias altas doses dessas substancias, o que
pode ser nocivo ao paciente. Dessa forma, t€ém sido desenvolvidas medidas para se
contornar esse problema. Uma dessas medidas seria a administracdo da substancia via
parenteral (injecdo) o que inclui as vias subcutanea, intramuscular e endovenosa. Porém,
essas vias podem causar dores no local da injecdo, riscos de infec¢do ou reagdes
alérgicas ao paciente e, portanto, algumas rejei¢des e contra-indicagdes. Dessa forma, se
a administracdo for via oral, pode-se fazer o uso de carreadores para liberagdo

especifica.
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Carreadores para liberagao colon-especifica precisam possuir a propriedade de
proteger a substancia ativa em condi¢des acidas semelhantes as do trato gastroestomacal
e, entdo, comegcar a liberar a substancia na regido do célon e intestino fino, onde o pH ¢
relativamente alcalino (Ganong, 1998). Dessa forma, essa tecnologia proporciona
algumas vantagens em relacdo aos sistemas convencionais de liberagdo de farmacos.
Entre tais vantagens estdo a melhora da eficicia e a diminuicao da toxicidade, liberagao
do farmaco no local especifico de agdo (direcionamento de fArmacos), mascaramento do
sabor/odor desagradavel de alguns farmacos e diminui¢do do numero de doses
(Redeschi, 2006).

Muitos sistemas propdem o uso de macromoléculas poliméricas como
carreadoras de farmacos. Esses polimeros normalmente possuem em suas cadeias, entre
outras caracteristicas, grupos eletronicos que respondem a diferentes valores de pH e de
forca ionica. Para liberagdo coldonica, normalmente sdo utilizadas cadeias poliméricas
que tém a capacidade de se ionizar em condi¢gdes onde os valores de pH s3o proximos a
7. Entre esses polimeros, podemos citar o polidcido acrilico (Jabbari e Nozari, 2000), a
goma-arabica modificada (Reis et al., 2006) e o amido modificado (Moia et al., 2008).
A maioria destes polimeros sdo polieletrélitos contento grupos de 4cidos fracos, como
grupos carboxilicos (-COOH), que se ionizam nas condi¢des de altos valores de pH.
Dessa forma, a presenca dos grupos carregados aumenta a repulsdo entre as cadeias e as
moléculas do soluto ficam mais livres proporcionando uma maior liberacdo (Reis et al.,
2006). Neste aspecto, as matrizes tridimensionais (3D) tipicas de hidrogéis, constituidas
de polimeros com resposta ao pH e for¢a idnica, sdo materiais com caracteristicas e
requisitos adequados para aplicagdes como dispositivos para liberagdo de farmacos

(Gupta et al., 2002).
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1.3. Hidrogéis

Hidrogéis sdo cadeias poliméricas hidrofilicas tridimensionais capazes de
absorver uma grande quantidade de dgua ou fluidos bioldgicos. As cadeias sdo
compostas por homopolimeros ou copolimeros e sdo insoliveis devido a presenga de
reticulagdes quimicas (ligagdes covalentes formando géis ndo reversiveis) ou
reticulagdes fisicas (interagdes eletrostaticas e/ou ligagcdes de hidrogénio formando géis
reversiveis). Nos hidrogéis, as cadeias reticuladas possuem freqiientemente
compatibilidade termodinamica com fluidos aquosos e isso permite que intumesgam em
meio aquoso.

Existem numerosas aplicacdes para os hidrogéis, em particular nas areas
biomédicas e farmacéuticas (Peppas et al., 2000). Hidrogéis se assemelham aos tecidos
vivos naturais mais do que qualquer outra classe de materiais sintéticos. A grande
quantidade de agua e a sua natureza elastica sdo os principais pardmetros que tornam os
hidrogéis semelhantes aos tecidos naturais. Além disso, a grande quantidade de agua
nesse tipo de material contribui para sua biocompatibilidade. Dessa forma, hidrogéis
podem ser usados como lentes de contato, membranas para biossensores, revestimento
para coragdo artificial, material para pele artificial e dispositivo para liberagao de
farmacos, entre outros (Peppas et al., 2000).

Hidrogéis tém sido muito utilizados como carreadores de medicamentos devido
a suas propriedades de biocompatibilidade e semelhanga com os tecidos biologicos
(Serra et al., 2006). Hidrogéis podem ser usados no controle cinético de liberagdo
devido a sua estrutura tridimensional. S3o dispositivos de entrega de droga pertencentes
ao grupo de sistemas de intumescimento controlado. Quando as cadeias poliméricas de
um hidrogel entram em contato com solugdes aquosas, a compatibilidade

termodinamica entre as cadeias do polimero e a 4gua causa o intumescimento. Assim, a
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droga presa dentro do hidrogel se dissolve na 4gua presente no interior e se difunde para
fora do hidrogel.

Hidrogéis podem apresentar comportamento de intumescimento dependente de
ambientes externos. Com base na natureza dos grupos presentes na cadeia polimérica,
os hidrogéis podem ser classificados como neutros ou ionicos. Existem polimeros dos
quais se produzem hidrogéis fisiologicamente responsivos. Nestes, complexos e
interagdes entre grupos dos polimeros podem ser quebrados e o gel intumesce como
resultado de mudancas no ambiente externo. Esses sistemas tendem a apresentar
mudangas drésticas em seu grau de intumescimento. Entre os fatores que afetam o
intumescimento de hidrogéis fisiologicamente responsiveis incluem-se o pH, a forca
i0nica, a temperatura e o grau de reticulagdo (Peppas et al., 2000).

Polimeros que possuem grupos ionizaveis em solugdes aquosas de diferentes
valores de pH s3o chamados de polieletrolitos. Todos os polimeros pH-sensiveis contém
em sua cadeia grupos acidos (por exemplo acidos carboxilicos e sulfuricos) e/ou basicos
(por exemplo sais de amonia) que aceitam ou liberam protons em resposta 8 mudanga de
pH no ambiente. O poli(acido acrilico) se torna ionizavel em altos valores de pH,
enquanto que a quitosana (QT) se torna ionizavel em baixos valores de pH.

Diversos grupos de pesquisa tém realizado estudos em hidrogéis de polimeros
que contém grupos acidos ou basicos fracos na cadeia polimérica. A densidade da carga
dos hidrogéis depende do pH e da composicdo idnica da solucdo exterior (a solugdo em
que o hidrogel ¢ intumescido). A alteracdio do pH da solu¢do pode causar o
intumescimento ou contra¢ao do hidrogel. Os hidrogéis contendo cadeias poliméricas de
poliacidos se contrairdo em baixos valores de pH, uma vez que os grupos acidos nesses
hidrogéis estardo protonados e, entdo, ndo-ionizados (Kost ¢ Langer, 2001). Com o

aumento do pH, os grupos estardo mais ionizados ocasionando repulsdo entre as cadeias
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do poliacido e o hidrogel aumentara seu intumescimento. Os polimeros polibasicos
agem de forma oposta, pois a ionizagdo dos grupos basicos aumentard com a
diminui¢ao do pH. Assim a liberacdo de farmacos de hidrogéis feitos de polieletrolitos
indicara taxas de liberacao dependentes do pH.

Nos hidrogéis de polieletrdlitos reticulados ha grandes diferencas nas
propriedades de intumescimento que dependem do pH do ambiente nos quais estdo
imersos. A presenca de grupos ionizaveis no polimero proporciona resultados no
intumescimento dos hidrogéis muito além daquele observado em hidrogéis de polimeros
nao-eletrolitos. Nas cadeias poliméricas, os grupos ionizados se repelem com outros
grupos ionizados de mesma carga. Dessa forma, as cadeias reticuladas dos hidrogéis se
expandem devido a repulsdo eletrostatica entre cargas elétricas de mesmo sinal. Isso
proporciona uma maior difusdo de agua para o interior do hidrogel para que haja a
solvatagdo e estabilizacdo dessas cargas e, conseqiientemente, o aumento na capacidade
de intumescimento.

Hidrogéis pH-sensiveis tém sido freqiientemente usados no desenvolvimento de
formulagdes de liberagdo para administragdo oral. Como ja dito anteriormente, o pH do
estomago (< 2) ¢ diferente do pH alcalino do intestino delgado (= 8). Tal diferenca ¢
grande o bastante para indicar o comportamento pH-dependente de hidrogéis
polieletrélitos. Para hidrogéis policationicos, o intumescimento ¢ minimo em pH neutro,
minimizando a liberagdo da droga. Esta propriedade foi utilizada por Qiu e Park, 2001
para prevenir a liberacdo de drogas no ambiente neutro (pH = 7) da boca. Hidrogéis
constituidos de copolimeros de metilmetacrilato e N,N’-dimetilaminoetilmetacrilato
(DMAEM) carregados com cafeina ndo liberam esta droga em pH neutro, mas a mesma
¢ liberada facilmente em meios em que o pH possua valores entre 3 e 5, situacdo em

que o DMAEM se ioniza (Qiu e Park, 2001).
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Uma limitagdo intrinseca de polimeros sintéticos pH-resposiveis ¢ a sua nao-
biodegradabilidade. Por essa razio, os hidrogéis feitos de polimeros nao-biodegradaveis
devem ser removidos do corpo apés o uso. A ndo-biodegradabilidade ndo é um
problema na aplicagdo em liberacao de fArmacos, mas pode se tornar uma limitagao para
uso desses hidrogéis como agentes de liberagdo controlada de fArmacos ou biosensores
implantaveis (Qiu e Park, 2001). Devido a isso, tem sido dada muita atengdo ao
desenvolvimento de hidrogéis pH-sensiveis biodegradaveis baseados em polipeptideos,
proteinas e polissacarideos.

Chen et al. (2004) desenvolveram um hidrogel pH-sensivel composto de (N,0-
carboximetil quitosana, NOCC), um derivado da quitosana solivel em agua, misturado
com alginato e tendo genipin como agente de reticulagdo. Foram investigadas as
caracteristicas de intumescimento desses hidrogéis em fung¢ao do pH. Adicionalmente,
foi estudado, em meios de simulacdo gastrica e intestinal, o perfil de liberacdo de uma
proteina modelo (albumina de soro bovino, BSA). Em pH 1,2 o intumescimento do
hidrogel NOCC/alginato reticulado com genipin foi reduzido (2,5 vezes sua massa seca)
devido a formagdo de ligagdes de hidrogénio entre NOCC e alginato. Em pH 7,4, os
grupos acido carboxilicos presentes no hidrogel se tornaram progressivamente
ionizados. Neste caso, o hidrogel intumesceu mais significativamente (6,5 vezes sua
massa seca) devido a maior for¢a de intumescimento criada pela repulsdo eletrostatica
entre os grupos acidos ionizados. A quantidade de BSA liberada em pH 1,2 foi
relativamente baixa (20 %), enquanto que a liberagdo em pH 7,4 aumentou
significantemente (80 %). Os resultados sugeriram claramente que hidrogel de
NOCC/alginato reticulado com genipin pode ser utilizado como carreador polimérico

apropriado para liberagdo de proteinas no intestino (Chen et al., 2004).
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Assim, hidrogéis sintetizados a partir de polimeros biodegradaveis possuem maior
biocompatibilidade em relagdo aos hidrogéis sintetizados a partir de polimeros
sintéticos. Porém, o uso de catalisadores, agentes de reticulagdo e iniciadores, podem
afetar a biocompatibilidade de alguns desses hidrogéis. Para ultrapassar tal barreira
tecnologica, muitos estudos tém sido realizados a partir de hidrogéis reticulados
fisicamente. Estes sdo constituidos de polieletrolitos de cargas opostas que em solugdo

podem formar hidrogéis denominados complexos polieletronicos.

1.4. Complexos polieletronicos

Quando dois polimeros com cargas opostas sdo misturados em meio aquoso a
atracdo eletrostatica entre eles pode conduzir a formag¢ao de complexos polieletronicos
(PECs). PECs sao estruturas formadas por interagdes fisicas entre um polimero que
possui grupos que possuem cargas positivas, tais como a quitosana (Denuziere et al.,
1996) ou o polietileno imina (Bastardo et al., 2005), ¢ um polimero que possui grupos
carregados negativamente, tais como o acido hialuroénico, o sulfato de condroitina
(Denuziere et al., 1996) ou o carboximetil Konjac glucomana (Du et al., 2006). A
atracdo eletrostatica entre os grupos catonicos com grupos anidnicos de polieletrolitos
sdo as principais interacdes na formagdo dos PECs. Elas sdao mais fortes do que
quaisquer outras interagdes secundarias, tais como ligacdes de hidrogénio e interagdes
dipolo-dipolo (por exemplo, na parte acetilada da quitosana) (Berger ef al., 2004).

A formacgao de PECs pode induzir mudangas conformacionais em polieletrdlitos. A
estrutura rigida e estéreo-regular da QT, contendo anéis piranose volumosos, por

exemplo, ¢ alterada por outros polieletrolitos que possuem estrutura nao-rigida, tais

como poli(acido acrilico) ou colageno (Berger et al., 2004). Porém, as influéncias que
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causam mudancas na estrutura do hidrogel ou do polieletrélito ainda ndo estdo muito
bem estabelecidas.

Durante a complexagdo, os polieletrolitos podem formar aglomerados que
seriam, na realidade, particulas s6lidas de PEC mais ou menos compactas dispersas no
meio em que foram formadas. Se as interacdes entre os polieletrolitos de cargas opostas
forem muito intensas, os PECs podem precipitar (Berger et al., 2004). Denuziere et al.,
1996 estudaram complexos constituidos de quitosana / sulfato de condroitina e
complexos constituidos de quitosana / acido hialurénico. Eles realizaram medidas de pH
e condutimetria na rea¢do de formagao dos complexos e demonstraram a existéncia de
interagdes eletrostaticas fortes entre os grupos —-NH;  da QT e os grupos —OSO; e/ou
-COO" dos dois polissacarideos estudados. Eles mostraram ainda que, embora os
complexos sejam formados em meio acido, os respectivos hidrogéis apresentaram
estabilidade relativa em qualquer valor de pH.

Hidrogéis fisicamente reticulados apresentam muitas vantagens em relagcdo aos
hidrogéis que sdo covalentemente reticulados. Isso ocorre por que a maioria dos agentes
de reticulacdo sdo relativamente toxicos ou ndo sdo degradados pelo corpo humano, o
que diminui a sua biocompatibilidade. Para a formagdo de PECs, basta a presenca dos
polimeros com cargas opostas (Berger et al., 2004), ou seja, ndo sdo necessarias
moléculas auxiliares, tais como catalisadores ou iniciadores. Além disso, a reacdo de
complexagdo ocorre eficientemente em solugdes aquosas. Assim, a possibilidade de
aumento da toxicidade associada a agentes de reticulagdo, moléculas auxiliares e o uso
de solventes pode ser eliminada na formagdo dos complexos polieletronicos. Dessa
forma, PECs possuem um grande numero de aplicagcdes como biomateriais. Eles podem

ser usados como sistemas de liberagdo de drogas, cultura de células, imobilizagdo de
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enzimas, reconstituicdo de tecidos e tratamento na cicatrizagdo de feridas (Berger et al.,
2004 ).

Como ja visto, polieletrolitos sdo sensiveis as alteracdes de pH e forca idnica.
Devido a isso, PECs também sdo sensiveis as mudangas de pH e de forga idnica de
solugdes aquosas. Dependendo do meio em que os PECs estdo intumescidos, eles
exibem alta densidade de carga e diferentes comportamentos de intumescimento. Dessa
forma, permitem a difusdo de 4agua e/ou moléculas de solutos, tais como farmacos
(Ghaffari et al., 2007) e proteinas (Du et al., 2006).

Dai et al., 2007 prepararam complexos polieletronicos de QT com poli(L- acido
glutamico). O PEC apresentou sensibilidade a meios de diferentes pHs e isso foi
atribuido aos valores de pKa dos grupos carboxilicos do poli(L- acido glutamico) e dos
grupos aminos da QT e, conseqiientemente, as interagcdes eletrostaticas entre as cadeias.
Dependendo do pH da solugdo em que o PEC esta intumescido ele pode apresentar
grupos carregados negativamente e/ou positivamente. Nos PECs de QT com poli(L-
acido glutamico) as cadeias possuem maior nimero de cargas positivas em condi¢des de
pH menores do que o pKa do poli(L- acido glutdmico) (= 4,4) e maior numero de cargas
negativas em pH maiores do que o pKa dos grupos amino da QT (= 6,5). Isso ocorre
por que em baixos valores de pH os grupos amino da QT ficam na forma protonada
(-NH3"), enquanto os grupos carboxilicos (-COOH) do poli(L-acido glutdimico) ndo sdo
ionizados. J4, em meios cujos pHs possuem valores maiores do que o pKa da QT o
niimero de grupos —NH;" diminui sensivelmente e os grupos carboxilicos ficam na sua
forma ionizada (-COQO"). Assim, em valores extremos de pH (baixos ou altos) os PEC
constituidos de QT/ poli(L-acido glutamico) apresentaram maior razdo de equilibrio de

intumescimento devido a repulsdo eletrostatica entre as cadeias.
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Como PECs possuem grupos quimicos que podem se tornar carregados nas
diferentes condi¢des de pH, a propriedade de variar o intumescimento nestas condi¢des
¢ muito conhecida e tem aplicagdes importantes (Dai et al., 2007) (Du et al., 2006).
Assim, os PECs apresentam maiores graus de intumescimento em valores extremos de
pH. Porém, quando o hidrogel ¢ intumescido em meios em que o pH se situa entre os
valores de pKa dos grupos predominantes que geram as cargas opostas do PEC, as
cadeias tendem a apresentar carga liquida pequena ou nula. Esse tipo de comportamento

pode ser quantificado a partir de medidas de potencial zeta.

1.4.1. Potencial zeta

Coloides podem adquirir cargas elétricas superficiais pela ionizagdo de grupos
quimicos. Esta dissociagdo produz uma superficie eletricamente carregada. Proximo de
uma superficie negativamente carregada ha a formag¢do de uma camada de contra-ion
(cations) a fim de manter a eletroneutralidade. Dessa imagem simples, originou-se a
designacdo de dupla camada elétrica. Helmholtz propds que a carga negativa que se
iguala a carga positiva de um metal, por exemplo, estd localizada em um plano a
distancia fixa, 8, da superficie do metal. J4, Gouy e Chapman propuseram que a carga
negativa estd distribuida de uma maneira difusa dentro da solug¢dao. Em solug¢des diluidas
essas propostas, isoladamente, ndo se mostram totalmente adequadas. Stern propds uma
combinac¢do dos modelos das camadas fixa e difusa. A distancia 6 ha uma camada fixa
de carga negativa, proposta por Helmholtz, mas insuficiente para balancear a carga
positiva no metal. Assim, apés a camada fixa (8) ha uma camada difusa contendo o

restante da carga negativa (Castellan, 1986) (Rabockai ef al., 1979).
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Particulas finamente divididas suspensas em um liquido carregam consigo cargas
equivalentes a propria carga mais a carga da por¢ao fixa da dupla camada. A existéncia
da dupla camada tem como conseqiiéncia efeitos eletrocinéticos. Todos esses efeitos sdo
causados pelo fato de que a dupla camada esta apenas ligeiramente ligada a superficie
solida sendo, portanto, mével. A intensidade de todos os efeitos eletrocinéticos depende
da quantidade de carga na parte movel da dupla camada. Isto cria uma diferenca de
potencial muito proxima a parede e este fendmeno é conhecido como potencial zeta, C.
E a diferenca de potencial entre a particula com a sua camada adsorvida na superficie e
a solucdo, ou seja, ¢ o potencial através da linha diviséria entre as partes fixa e movel
da dupla camada. A carga da parte mdvel da dupla camada depende do potencial ( e,
portanto, deste potencial dependem as intensidades de todos os efeitos eletrocinéticos
(Castellan, 1986).

O valor do potencial zeta se reduz, em modulo, a partir da superficie da particula, e
se torna zero onde as concentragdes de cargas elétricas opostas sdo iguais. O potencial
zeta aumenta a medida que diminui a distancia em relagdo a superficie da particula e a
sua reducdo, em dada escala de distancia, se consegue pelo ajuste do pH proximo do
ponto isoelétrico, onde a carga primaria ¢ zero e nao conseguindo portanto a dupla
camada para produzir esse potencial, podendo ser reduzido também com adicao de ions

ou coldides de carga oposta ao sistema coloidal (Adamson, 1997).

1.4.2. Quitosana

4

A quitosana (poli[B-(1-4)-2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose]), QT, ¢ um

polissacarideo obtido a partir de desacetilacdo parcial da quitina que, por sua vez, ¢ um
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polimero natural constituinte do esqueleto de invertebrados. (Kumar et al., 2004)
(Fredel et al., 2004).

Devido as suas propriedades de biocompatibilidade, biodegradabilidade e nao-
toxicidade, a quitosana ¢ um biopolimero que tem sido utilizado dentro das areas
biomédica e farmacéutica como carreador de medicamento para liberagao controlada de
farmacos e DNA, em manufatura de lentes de contato, membranas artificiais, pele
artificial, aplicagdes ortopédicas e periodontais. A biodegradabilidade da quitosana se
deve ao fato de ser metabolizada por algumas enzimas presentes no corpo humano,
especialmente a lisozima. A ndo toxidade se deve ao fato da quitosana, administrada
oralmente, ser relativamente inofensiva, com LDsy em ratos 16 gkg' (Fredel et al.,
2004; Kumar et al., 2004).

A quitosana ¢ insolivel em dgua pura, mas é soluvel em agua contendo acidos
organicos como acido acético, formico, citrico, além de acidos inorganicos como acido
cloridrico diluido resultando em solugdes viscosas. A solubilidade da quitosana esta
relacionada com a quantidade de grupos amino protonados (-NH;") na cadeia
polimérica. Quanto maior a quantidade desses grupos, maior a repulsdo eletrostatica
entre as cadeias e também maior a solvatacdo pela dgua. (Capitani et al., 2001). Na
Figura 1 ¢ apresentada a estrutura das unidades repetitivas da quitosana parcialmente

acetilada.
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Figura 1 - Estrutura das unidades repetitivas da quitosana parcialmente acetilada, m >n

Devido as suas propriedades de natureza cationica e alta densidade de carga em
solugdes acidas, a quitosana pode formar complexos idnicos insoliveis em dgua com
espécies polianidnicas soluveis (Vasiliu et al., 2005).

Atualmente, tém sido publicados trabalhos baseados em complexos de
polieletrdlitos contendo quitosana como um dos componentes. Nesses trabalhos ¢ obtida
uma variedade de complexos por alteragdo na estrutura da substidncia quimica dos
polimeros ou nas condi¢des da reacdo de complexacdo. Assim, em solugdes acidas a
quitosana reage com polissacarideos tais como: carboximetilcelulose, xantana, alginato,
sulfato de condroitina e hialuronano, poli(dcido galacturonico), poli(acido o-L-
glutdmico), bem como com polidnions sintéticos tais como poli(acido acrilico) para dar
PECs (Vasiliu et al.,, 2005). Além disso, as propriedades de biocompatibilidade
conhecidas da QT e sua habilidade para promover cicatrizacdo de feridas sdo mantidas
apos a formagdo do PEC (Berger et al., 2004).

A QT apresenta dominios cristalinos em sua estrutura. A presenga desses dominios
¢ confirmada pelo aparecimento, em andlises por difracdo de raio-X em alto angulo, de
picos na regido de 26 =11 ° e 20 ° (Dai et al., 2007). Quando a QT ¢ misturada com
polidnions perde seus dominios cristalinos. Isso ocorre por que as interagdes

eletrostaticas entre os polieletrolitos de cargas opostas sao mais fortes do que as
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ligagdes de hidrogénio entre as cadeias da QT e a formagao do PEC destréi a estrutura
cristalina original da mesma (Dai et al., 2007).

Quando QT ¢ reticulada fisicamente com polianions naturais providos da matriz
extracelular da cartilagem, denominados glicosaminoglicanos, é possivel a obtengao de
substratos para crescimento de células (scaffolds). Esses dois polissacarideos
conjugados apresentam sinergismo para a cultura de condrocitos e producdo da matriz
extracelular da cartilagem (ECM) (Chen et al., 2007). Dessa forma, PECs de QT com
substancias glicosaminoglicanas podem apresentar grande importancia para o

tratamento de muitas doengas relacionadas a ECM.

1.4.3. Sulfato de condroitina

Existe cerca de 350 milhdes de pessoas no mundo que sofrem de algum tipo de
artrite. Artrite ¢ um termo genérico para aproximadamente 100 doengas que produzem
ou uma inflamagdo no tecido conjuntivo (particularmente nas articulagdes), ou uma
degeneragdo ndo-inflamatoria desses tecidos. Onde exista uma cartilagem degenerada, o
0sso fricciona e provoca a dor (Artrite — saiba mais sobre essa doenga, 2002).

O sulfato de condroitina, SC, é uma substincia classificada como
glicosaminoglicana (GAG) que ¢ extraida da aorta bovina ou suina. Este biopolimero,
solivel em 4gua, ¢ muito importante, pois tem sido usado para combater doengas
relacionadas a arterosclerose, trombose, hiperlidemia e osteoartrites (Johnson e Mokler,
2001) (Richy et al., 2003). No tratamento de doencgas, o SC ¢ classificado como uma
droga que produz alivio sintomatico de agdo demorada (slow-acting symptom relieving

drugs — SASRD) (Zaire et al., 2005). Ele mostra eficacia terap€utica na dose de 800 a



Juliana F. Piai (2008) | 16
Introdugao

1200 miligramas diariamente, em dose Unica ou em doses divididas oralmente
administradas (Bourgeois et al., 1998).

Além disso, ele é um importante constituinte da matriz extracelular da
cartilagem (ECM) e confere desejaveis propriedades mecanicas para a mesma. Em seu
papel estrutural, GAGs s3o pivos em agrupar complexos de proteina-proteina na
superficie das células ou na ECM e, conseqiientemente, estdo envolvidos na sinalizagdo
ou inibi¢do de eventos celulares por caminhos bioquimicos. Adicionalmente, GAGs
extracelulares podem isolar proteinas e apresentd-las nos sitios apropriados para
ativacdo (Raman er al., 2005). Com esta funcdo, as GAGs s3o capacitadas para
influenciar na adesdo, migracao, proliferacdo e diferenciagdo de células (Chen et al,

2006). Na Figura 2 ¢ apresentada a estrutura da unidade repetitiva do sulfato de

condroitina.
COOH CHQO SO3Na
NHCOCH;

—n

Figura 2 - Estrutura da unidade repetitiva do sulfato de condroitina

Devido as caracteristicas da quitosana e do sulfato de condroitina, hidrogéis de
complexos envolvendo esses dois polissacarideos poderdo ter potencial para aplicagdo
nas areas farmacéutica e biomédica. Se hidrogéis envolvendo esses dois polissacarideos
forem sintetizados com excesso de SC, as cadeias poderdo se enovelar na formacdo da

suspensdo e precipitarem carregando cadeias de SC para posterior liberacdo. Se a



Juliana F. Piai (2008) | 17
Introdugao

liberacao de SC das redes do complexo polieletronico QT/SC ocorrer em velocidades
compativeis, os sistemas QT/SC poderdo ter potencial para serem aplicados como

veiculos para liberagdo controlada de sulfato de condroitina.
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2. OBJETIVO GERAL
Sintetizar e caracterizar hidrogéis de quitosana e sulfato de condroitina (QT/SC) e
investigar a as propriedades em diferentes condi¢des de pH, visando aplicacdes como

biomateriais.

2.1. Objetivos especificos

i)  Desenvolver metodologia para a sintese de hidrogéis de QT/SC;

ii)  Avaliar as propriedades fisico-quimicas do hidrogel formado, tais como
intumescimento, estabilidade térmica, morfologia, potencial zeta, e possiveis
modificag¢des na estrutura 3D do hidrogel, em diferentes condi¢des de pH;

iii) Avaliar a liberacdo de SC a partir da estrutura 3D do hidrogel QT/SC
aplicando modelos matematicos especificos, visando aplica¢des do hidrogel

de QT/SC como dispositivo para liberacdo controlada de SC.



Juliana F. Piai (2008) | 19
Experimental

3. EXPERIMENTAL
3.1. Materiais

Quitosana, 15% acetilada (9012-76-4, Acros Organics) sendo My: 380 x 10°
g mol™ obtida pelo método de Mao (Mao et al, 2004);

Sulfato de condroitina, (Lote: BSB234 — B.01; Solabia) sendo a My: 22 x 10°
g mol™ obtida pelo método de Wastenson (Wasteson, A., 1971);

Acido cloridrico (HCI) P.A. 37% m/m (Nuclear); cloreto de potassio (KC1) P.A.,
99,5% m/m (Dindmica); fosfato de potassio monobéasico anidro (KH,PO4) P.A., 98%
m/m (Nuclear); biftalato de potassio (KHCsH4(COO),) P.A., 99,95% m/m (Vetec);
hidroxido de s6dio (NaOH) P.A. 95 — 100% m/m (Nuclear); acido borico (H;BOs) P.
A., 95% m/m (Nuclear) e fosfato de sddio bibasico dodecahidratado (Na,HPO4*12H,0)

P. A. 98 % m/m (Nuclear).

3.2. Procedimentos
3.2.1. Preparacdo dos hidrogeis

Para a sintese dos hidrogéis foram preparadas duas solu¢des. Em uma delas a
QT foi solubilizada em 80 mL de solu¢dao aquosa de acido cloridrico 0,57 mol L', a
65 °C e sob agitacdo, de modo a obter concentragdo 1,25% (m/v) em QT. A outra
solucao foi preparada ao dissolver SC em 20 mL de agua para obter a concentracdo de
25% (m/v). A solug¢ao de SC foi, entdo, adicionada a solugdo de QT, sob agitagdo, a
temperatura ambiente. Neste momento, houve a formag¢ao de uma suspensdao que foi
deixada em repouso por 24 horas para decantacao. Com isso, ocorreu a precipitacao do
complexo polieletrolito entre QT e SC (aqui sera denominado complexo QT/SC). O

precipitado ¢ o hidrogel QT/SC que foi, entdo, separado do sobrenadante e purificado
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por imersao em 500 mL de 4gua destilada por 24 h. Foi ajustado o pH da agua de
purificacdo, a cada uma hora, com solugio 1,0 mol L™' de NaOH. Depois de purificado,
o hidrogel ainda intumescido foi cortado em pedagos em forma de cubos (aresta de
cerca de aproximadamente 2 cm) e secos a temperatura ambiente por aproximadamente

48 horas.

3.2.2. Preparacéo das solugdes tampdo com forca i6nica constante

Para o preparo de 1 L de cada solugio tampdo 50 mmol L™ foram utilizados os
volumes das solu¢des aquosas listadas na Tabela 1, sendo ajustada a forga iOnica para

0,1 mol L™ por adi¢do de KCI.

3.2.3. Estudo de intumescimento

Para medidas do grau de intumescimento, cubos do hidrogel apds serem secos
em temperatura ambiente foram pesados e colocados em 25 mL de solugdes aquosas de
50 mmol L' HCI/KCI (pH 2) e de 50 mmol L' KH,PO,/NaOH, pHs 6 e 8, com forga
ioénica constante (0,1 mol L™ de KCl) a 37 °C. Os hidrogéis foram pesados em fungio
do tempo até atingir o equilibrio a 37 °C. O grau de intumescimento foi calculado pela
equacao

e

q=—
Ty Equacao 1

Sendo m, a massa do hidrogel intumescido no tempo # e my a massa de hidrogel seco.
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Tabela 1 — Planilha utilizada para o preparo de solugdes tampao com forca

idnica constante (0,1 mol L)

oH Soluto Solucdes 0,5 HC10,2 NaOH 0,2 adicio
molL'(mL) molL'(mL) molL'(mL) KCI(g)
1,00 KCl 100 485,0 0 0
2,00 KCl 100 53,0 0 2,94
3,00  KHCeH4(COO), 100 10,16 0 3,65
4,00  KHCH4(COO), 100 0 2 3,70
500  KHCgH4(COO), 100 0 119 1,96
6,00 KH,PO, 100 0 29 3,30
7,00 KH,PO, 100 0 148 1,52
8,00 KH,PO, 100 0 234 3,04
9,00 H;BO; / KCl 100 0 107 2,13
10,00 H;BO; / KCl 100 0 220 0,45
12,00 Na,HPOy, 100 0 44 0

3.2.4. Ensaios de liberagdo de SC in vitro a partir de redes do hidrogel QT/SC

Cubos do hidrogel secos foram pesados e colocados em 25 mL de solugdes
aquosas de 50 mmol L™ HCI/KCI (pH 2) e de 50 mmol L' KH,PO4/NaOH, pHs 6 e 8,
com forca idnica constante (0,1 mol L™ de KCI) a 37 °C. Foram coletadas aliquotas do
sobrenadante em fun¢do do tempo. A liberacio de SC do hidrogel foi avaliada
utilizando uma Estacdo de Trabalho Cromatografico Star com programa para
gerenciamento (Varian Inc. Scientific Intruments) constituida de: bomba de pistao
reciprocante com quatro vias, modelo 240, injetor automatico Varian (AutoSampler

ProStar 410), coluna cromatografica PolySep-GFC-P 6000, 300 x 7,8 mm
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(Phenomenex) e detector espectrofotométrico com arranjo de fotodiodos modelo
ProStar 350 com programa PolyView. Foram utilizadas solu¢des aquosas de 50 mmol
L' HCUKCI (pH 2) e de 50 mmol L' KH,PO4/NaOH, pHs 6 e 8, com forga idnica
constante (0,1 mol L de KCI) como fases méveis. Os sinais dos compostos eluidos
foram monitorados em A = 210 nm e com vazdo 0,5 mL min™. Neste comprimento de
onda ha um maximo de absorbancia do composto estudado.

Com o tempo de retencdo do SC foram construidas as curvas analiticas de area
do pico versus concentragdo de SC (%m/v), em pHs 2, 6 ¢ 8. Para isso, foram
preparadas solugdes de concentragdes conhecidas (0,4 - 0,8% m/v) e entdo monitoras
em A = 210 nm, vazdo 0,5 mL min™ durante 30 min. As analises foram repetidas trés
vezes e entdo, a partir das equagdes de reta para cada valor de pH foram analisadas as
quantidades de SC em cada aliquota do estudo de liberagao.

Para a andlise das quantidades de QT e SC incorporadas nas redes do complexo
QT/SC foi coletado o sobrenadante, apds a precipitacao do complexo QT/SC, e ajustado
o pH até aproximadamente 2 com solugdo NaOH 2,0 mol L. Foram coletadas aliquotas
da solucdo sobrenadante, apds ajustado o pH, e da solugdo de purificacdo do hidrogel.
As aliquotas foram avaliadas por meio de andlise HPLC, determinando-se, por
diferenca, a quantidade de QT e SC incorporada a partir da solugdo de alimentagdo em

que o hidrogel foi sintetizado.

3.2.5. Caracterizactes
3.2.5.1. Calorimetria Diferencial de Varredura

Apds ter atingido o equilibrio de intumescimento na respectiva solugdo tampao,

cerca de 200 horas de imersdo, o hidrogel foi retirado da solugdo, triturado e liofilizado.
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Pos dos hidrogéis secos apds serem intumescidos e também dos polissacarideos secos
puros (QT e SC) foram submetidos a andlises calorimétricas. As analises por meio de
Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) os ensaios foram realizados em um
equipamento SHIMADZU, modelo DSC-50, operando com taxa de aquecimento de 10
°C min™, sob fluxo de nitrogénio gasoso de 20 mL min™', na faixa de temperatura de 22

- 400 °C.

3.2.5.2. Difragdo de Raio X

Po6s dos hidrogéis liofilizados depois de intumescidos até o equilibrio (cerca de
200 hs), em solucdes de diferentes pHs, triturados e liofilizados foram caracterizados
por meio de difragdo de raio-X de alto angulo. Foram também realizadas medidas de
difracdo de Raio-X de pos secos dos polissacarideos puros (QT e SC). As medidas
foram conduzidas em um difratometro XRD-6000 Shimadzu, operando na regido de 5 °©
a 70 ° com resolugio 0,02 ° e velocidade de 20 = 2 ° min™'. A radiagdo foi gerada em
linha de Cu K, a 40,0 kV e 30,0 mA (A = 0,15418 nm). Foi usado um sistema de fenda

de 0,300 mm para coleta do feixe de luz difratado com angulo de divergéncia de 1 °.

3.2.5.3. Microscopia Eletronica de Varredura

Depois de intumescidos no equilibrio em diferentes pHs, os hidrogéis foram
analisados por meio de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) utilizando um
equipamento SHIMADZU, modelo SS-550. Para isso, os hidrogéis intumescidos foram
inicialmente imersos em nitrogénio liquido por aproximadamente 10 minutos e, em

seguida, liofizados por 48 h a -55 °C (liofilizador Martin Christ, Freeze Dryer, modelo
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Alpha 1-2/LD) e fraturados. Antes das analises por MEV foi depositada uma fina

camada de ouro sobre a superficie das amostras para torna-las eletricamente condutoras.

3.2.5.4. Potencial Zeta

Para medidas de Potencial Zeta os hidrogéis foram sintetizados na forma de
microparticulas. Para isso, foram preparadas solugoes de QT e SC similares as usadas
na sintese do hidrogel 40/60 (% em massa) descritas anteriormente. Foram colocados 80
mL de solucdo 1,25% (m/v) de QT em um baldo de fundo redondo e agitado por um
dispersor Extratur (Quimis) com rotagdo de 12.000 rpm, a temperatura ambiente. Sob
essas condi¢des uma solugdo de SC (volume de 20 mL, 25% m/v) foi vagarosamente
gotejada sobre a solugdo de QT, com fluxo de aproximadamente 4 mL min™, processo
que durou cerca de 6 min. Assim, foi obtido 100 mL de dispersdo do complexo QT/SC.
A suspensdo das particulas foi centrifugada por 10 minutos. As particulas foram
separadas do sobrenadante e colocadas em aproximadamente 100 mL de dgua destilada.
A solucdo contendo as particulas foi deixada em banho de ultrasom por
aproximadamente 10 minutos para purificacdo das mesmas, sendo a solugdo novamente
centrifugada. O processo de purificagdo e centrifugagdo foi repetido trés vezes. As
microparticulas, depois de purificadas, foram imersas em nitrogénio liquido por
aproximadamente 5 minutos e entdo, liofilizadas. Apos secas, as microparticulas foram
passadas por peneira ABNT Mesh 48 (300 pm).

Foi preparada uma solucdo 5% de microparticulas em solucao tampao HCI/KCI
(50 mmol/L) pH 1 com forca idnica constante (0,1 mol L' de KCI). A solugdo foi
deixada, sob agitagdo, por aproximadamente 1 hora para intumescimento das particulas.

As medidas foram realizadas em aparelho Dispersion technology AcoustoPhor ZetaSize
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DT 1200. O método utilizado para a determinacao de potencial zeta foi o eletroacustico
(CVI). O valores de pH foram ajustados com solucdes de NaOH 1,0 mol/L. Apds ajuste
para um pH desejado, a solucdo foi deixada sob agitacdo por aproximadamente 10
minutos para atingir equilibrio e entdo, foram realizadas cinco determinacdes de

potencial zeta em cada valor de pH a temperatura ambiente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em uma etapa anterior deste projeto, também desenvolvida em nosso grupo de
pesquisas, foi sintetizado hidrogel QT/SC 40/60. Cubos secos desse hidrogel foram
submetidos a ensaios de intumescimento os quais demonstraram a existéncia de um
maximo nas curvas de grau de intumescimento em fun¢ao do tempo de imersdo nas
solucdes de pHs 6 ou 8, como mostrado na Figura 3 (Piai et al.,, 2004). Este
comportamento indica que no inicio os hidrogéis intumesceram, mas a partir de um
determinado tempo de imersao ocorreu perda de massa nos hidrogéis. Em pH 6 a perda
de massa ¢ mais rapida do que em pH 8. No entanto, em pH 2 ndo se verificou a
existéncia desse maximo, o que indica que o fenomeno e sua velocidade e/ou
intensidade sao dependentes do pH. Esse comportamento pode ser observado nas curvas
de intumescimento do hidrogel em funcao do tempo de imersdao em pHs 2, 6 ¢ 8 a 37 °C
apresentadas na Figura 3. Assim, surgiu a necessidade de investigar com mais detalhe

essa perda de massa.
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Figura 3 — Estudos de intumescimento de hidrogéis constituidos de QT/SC

imersos em diferentes pHs a 37 °C
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Hidrogéis que possuem grupos altamente hidrofilicos intumescem quando
colocados em contato com solugdes aquosas. Ha uma expansao da rede tridimensional e
as regides hidratadas adquirem maior mobilidade. Em alguns casos, cadeias poliméricas
ndo reticuladas, portanto soluveis, bem como a 4dgua de intumescimento sdo liberadas
do interior do hidrogel para a solug¢do externa em que o hidrogel estd em contato. Esse
processo ¢ chamado de erosdo (Makino et al., 1996). A diminuicdo da massa do
hidrogel observada nas curvas de grau de intumescimento em fun¢ao do tempo em pH 6
e 8 pode ser atribuida ao influxo de moléculas de 4gua na matriz e efluxo de cadeias de
polimero soluveis que ocorrem simultaneamente durante o processo de erosdo. Os
resultados mostrados na Figura 3 sdo reprodutiveis, pois foram obtidos em outros
experimentos independentes, utilizando novo lote de hidrogéis, os quais foram
realizados igualmente nos pHs 2, 6 e 8. Para confirmar a ocorréncia do possivel
processo de erosdo e entende-lo melhor, novos hidrogéis foram submetidos a ensaios de
intumescimentos. Nestes, aliquotas do sobrenadante foram coletadas em diferentes

tempos e analisadas por meio de HPLC nas condigdes ja descritas.

4.1. Perfil de liberagio de SC in vitro a partir de redes do hidrogel QT/SC

Na Figura 4 sdao apresentados cromatogramas do SC eluido e detectado em
A =210 nm em diferentes valores de pHs. Esses cromatogramas sao obtidos de aliquotas
do estudo de liberagdo de SC em pHs 2, 6 e 8 apds 10 horas de liberagio (Fig. 7). E
possivel perceber que com a vazdo de 0,5 mL min™, o tempo de retencio obtido para o
SC em diferentes valores de pHs foi proximo de 19 min. Foi possivel observar a
presenca de dois picos sobrepostos referente ao SC solubilizado em pH 6. Isso ocorre,

possivelmente, devido a interagdes que entre as cadeias de SC neste valor de pH.
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Figura 4 - Cromatogramas obtidos de aliquotas do estudo de liberagao ap6s 10 horas de

liberacao de SC em diferentes pHs, em A = 210 nm, com vazao 0,5 mL min’!

Com o tempo de retengdo do SC foram construidas as curvas analiticas de area

do pico versus concentragdo de SC (% m/v), em pHs 2, 6 e 8, apresentadas na Fig. 5.

Foi possivel obter, a partir das curvas analiticas, as equagdes de reta para o SC em cada

valor de pH. Esses dados sdo apresentados na Tabela 2.
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Figura 5 — Curvas analiticas de calibracdo de area do pico versus concentragdo de SC

(Yom/v) em pHs 2, 6 ¢ 8
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Tabela 2 - Dados obtidos a partir das curvas analiticas apresentadas na Fig. 5

pH da solucio aquosa Equacao de reta R’
2 Y =-132414 + 471265 X 0,989
6 Y =-1520 + 182300 X 0,991
8 Y =-9040 + 198800 X 0,995

Das andlises feitas por meio de HPLC usando a solugdo do sobrenadante,
resultante da obtengdo do hidrogel e a solu¢ao de purificagdo do hidrogel, foi constatado
que houve um decréscimo na concentragdo de SC em relagdo a concentracdo de
alimentagcdo da qual foi sintetizado o hidrogel. Por outro lado, ndo foi observado no
cromatograma, pico referente a QT, o que demonstra ser a mesma reagente limitante na
sintese do complexo polieletronico QT/SC nessas condigdes. Assim, chegou-se a
conclusdo que o hidrogel sintetizado utilizando o procedimento descrito anteriormente é
constituido de 40 % de QT e 60 % de SC, em massa.

Na Figura 7 sdo apresentados os perfis de liberagdo de SC dos hidrogéis imersos
nas solucdes de pH 2, 6 e 8. Ha de se reforcar que os hidrogéis foram purificados e
secos antes de serem adicionados as respectivas solu¢des tampao para os estudos de
liberacdo. A amostra que foi adicionada e intumescida em solu¢do aquosa de pH 2
apresentou menor taxa inicial de liberacdo de SC quando comparada com as
intumescidas em solugdes aquosas de pHs 6 e 8, assim como uma menor quantidade de
SC liberado. Em meio 4cido (pH 2) ha a protonag@o dos grupos amino da quitosana, isto
é, ha a ocorréncia da reagio: -NH, + H* == —NH;" (Fig. 6). A presenca de grupos

positivamente carregados ocasiona a repulsdo entre as cadeias de quitosana e a
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solvatacdo da mesma. Isso deveria permitir uma maior expansao do hidrogel. No
entanto, nesta condi¢do, o SC aprisionado no hidrogel ndo ¢ facilmente liberado. Isso
pode ser atribuido ao equilibrio de ionizagdo dos grupos hidrogenossulfato
(-OSO3H = -0S0; + H") uma vez que o pKa do mesmo ¢ 2,6 (Larsson et al. , 1981).
Dessa forma, em pH 2 ha a presenca de interagdes eletrostaticas entre grupos sulfato do
SC e grupos -NH;" da QT além de ligagdes de hidrogénio entre as cadeias poliméricas.
Em pH = 8, os grupos amino permanecem em sua forma neutra pois o pH ¢ maior que o
valor do pKa da QT (= 6,5) (Strand et al, 2001), enquanto que o0s grupos
hidrogenossulfato (-OSOs;H) e carboxilico (-COOH) do SC, com pKas 2,6 ¢ 4,57
(Larsson et al., 1981), respectivamente, tornam-se desprotonados e negativamente
carregados (Fig. 6). Devido a maior quantidade de SC no hidrogel (60 % em massa) e
ao maior numero de grupos negativamente ionizados, hd uma significativa repulsao
entre as cargas negativas, o que possibilita maior intumescimento e aumento da taxa
inicial de liberagdo de SC. Dessa forma, em maiores valores de pH, a quantidade de SC

liberada a partir do hidrogel torna-se maior do que a observada em pH 2.
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Figura 6 — Esquema das interagdes fisicas existentes entre as cadeias do PEC de QT e

SC em diferentes condi¢des de pH

Du et al (2006), mostraram que o ponto isoelétrico do complexo
QT/carboximetil Konjac glucomanana ocorre entre pHs 4,5 e 6,5, que correspondem
aos pKas dos polissacarideos puros, respectivamente. Por meio de medidas de potencial
zeta em solugdes de QT e carboximetil Konjac glucomanana, separadamente, eles
mostraram que o ponto isoelétrico ocorre onde as duas curvas de potencial zeta versus
pH se cruzam (pl = 5,8). Assim, nessas condigdes as cargas de -NH;" e -COO™ tendem
a ser equivalentes. A partir do ponto de vista eletrostéatico, eles mostraram que a atragao

entre os polissacarideos neste ponto tende a ser maxima. Dessa forma, em pHs acima de
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6,5 as interacdes entre os grupos -NH, e —COO" tornam-se mais fracas do que as

interagdes existentes no ponto isoelétrico do complexo (Du ef al., 2006).
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Figura 7 — Fracao de SC liberada em fungao do tempo de imersao em solucdes de trés

diferentes pHs a 37 °C

Em pHs menores do que 4,5, valor de pH que corresponde ao pKa do grupo
carboxilico do complexo polieletronico, ha a formagdo de grupos -NH; na QT e
—COOH no carboximetil Konjac glucomanana, ou mesmo no SC, que também
interagem menos fortemente do que no ponto isoelétrico. Porém, o hidrogel estudado
neste trabalho contém, além dos grupos carboxilico, grupos hidrogenossulfato o que
poderia abaixar o valor do ponto isoelétrico do mesmo. Em solugao de pH 2 os grupos
hidrogenossulfato e carboxilico poderiam interagir fortemente com os grupos amino
protonados da QT (-NH3"), uma vez que pode haver um maior nimero de ligagdes de
hidrogénio entre eles (Du et al., 2006). Com isso, em valores de pH maiores que o pKa

da QT, o hidrogel pode apresentar menor atragao eletrostatica entre as cadeias de QT e



Juliana F. Piai (2008) | 33
Resultados e Discussoes

SC deixando as cadeias de SC mais livres. Isso permitiria uma maior difusdo do SC do

hidrogel para a solugdo. Isso serd discutido mais detalhadamente nas proximas segdes.

4.2. Caracterizacdes dos hidrogéis intumescidos em diferentes valores de pH
4.2.1. Analises por DSC

Na Figura 8 sdo apresentados os termogramas do hidrogel seco apos ter sido
purificado em agua destilada (curva em azul) e novamente seco e reintumescido em
agua destilada (curva em alaranjado). Para comparagdo, também sdo apresentados na
Figura 8 os termogramas de QT (em cor rosea) e de SC (em preto) puros. Através das
analises de DSC foi verificada uma significativa variagdo na intensidade ¢ na forma do
pico que aparece em cerca de 250 °C no termograma do hidrogel de QT com SC em
meio aquoso em relagdo ao apresentado no termograma do SC (246 °C). Esse efeito foi
atribuido as interagdes entre os grupos amino da QT e os grupos carboxilico e sulfato do
SC. De acordo com Du et al. (2006), as interacdes entre os grupos dos dois
polissacarideos poderiam romper a estrutura cristalina individual de ambos pela perda
de ligacdes de hidrogénio. Sendo os picos que aparecem em 246 °C no termograma de
SC e em 315 °C no termograma da QT atribuidos a degradagdo dos polissacarideos
puros (dado TGA nao apresentado), é possivel afirmar que a intera¢do entre os dois
polissacarideos diminui a estabilidade térmica dos mesmos. E possivel observar que nio
ha deslocamento dos picos em 221 °C e em 250 °C nos termogramas do hidrogel
purificado em agua destilada e reintumescido em agua (curva alaranjado) em relagdo ao
ndo reintumescido (curva em azul). Isso demonstra que ndo ha variagdo na estabilidade
térmica do hidrogel no processo de reintumescimento em agua pura. Porém, quando

cubos do hidrogel sdo colocados em solucdes de diferentes pHs (Figura 9) o hidrogel
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apresenta deslocamentos significativos na forma, na intensidade e na temperatura em

que ocorrem diversos picos nos termogramas dos hidrogéis de QT/SC.

246 °C

— SC
— QT :
—— hidrogel n&o reintumescido |:

hidrogel reintumescido '

em agua 315°C

I ' I ' I ' I T .I ' I — I ' |
50 100 150 200 250 300 350 400
Temperatura (°C)

Figura 8 - Termogramas de QT e SC e também, do hidrogel seco apos ter sido
purificado em 4gua destilada e novamente seco e reintumescido por 200 h em agua

destilada

E possivel observar que em maiores valores de pH o pico observado no
termograma do hidrogel desloca-se de 250 °C para 261 °C. Em pHs 6 a 12 os grupos
NH;" estdo desprotonados permanecendo na sua forma neutra (-NH,). Com a QT
desprotonada, a atracdo eletrostatica de seus grupos amino com os grupos carboxilico

do SC ¢ efetivamente diminuida, ficando as cadeias de QT mais livres e suas
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propriedades térmicas passam a se assemelhar as da QT pura. Ha de se enfatizar que na

QT pura este pico aparece em 315 °C (veja Figura 8).

261 °C

219°C

212 °C
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: —— hidrogel em pH 2
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Figura 9 - Termogramas do hidrogel de QT/SC seco apo6s ser reintumescimento por 200

h em agua pura e em solug¢des aquosas de diferentes pHs

Ainda, na Figura 9 o pico endotérmico que aparece em aproximadamente 230 °C
no hidrogel seco apods ter sido intumescido em solugdes com altos valores de pH
desloca-se para temperaturas menores com o abaixamento do pH da solugdo de
intumescimento (pHs 6, 4 e 2) e suas intensidades sdo aumentadas. Em pH 4 e 6 o pico
endotérmico ocorre em 223 °C e em pH 2 ocorre na temperatura de 216 °C. Em agua
destilada-deionizada, que tem pH préximo de 7, o pico ocorre em temperatura
levemente superior, de 221 °C. Nas solugdes-tampao a for¢a ionica foi mantida

constante em 0,1 mol L' de KCI. Se o complexo polieletronico QT/SC for considerado
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como similar ao que ocorre em uma proteina, devido a presenca de grupos amino (-
NH,), carboxilico (-COOH) e hidrogenossulfato (-OSO;H), o hidrogel podera possuir
propriedades que sdo associadas a diferentes tipos de estruturas tridimensionais, como
ocorre em proteinas. Alguns trabalhos (Mothé ef al., 2005 e Relkin et al, 1994)
mostram que a desnaturagdo de uma proteina pode ser estudada por andlises térmicas.
Dessa forma, Mothé et al. (2005) atribuiram a presenca de um pico endotérmico, em
termogramas obtidos por DSC, a desestabilizacdo de interagdes fisicas, tais como
ligacdes de hidrogénio, interagdes eletrostatica e dipolo-dipolo em proteinas que causam
a desnaturacdo. Com isso, ¢ possivel inferir que a diminui¢do na intensidade do pico
endotérmico em altos valores de pH pode estar relacionada a desestabilizagdo prévia do
complexo QT/SC. Em outras palavras, é possivel afirmar que a estrutura tridimensional
do hidrogel intumescido em altos valores de pH se torna menos enovelada antes mesmo
do inicio da execucdo dos ensaios de andlise térmica. Tal fendmeno esta relacionado
com a liberagdo de SC. Com a desestabilizagdo de interagdes fisicas do complexo nestes
pHs ha maior expansdo das cadeias o que conduz a maior mobilidade do SC na matriz
polimérica e, portanto, a sua liberagao.

Ha também o deslocamento desses picos endotérmicos em relacdo ao pH, ou
seja, conforme hd o aumento do pH, maior é a temperatura ao qual ha a perda da
estrutura tridimensional. Pode ser inferido que, dependendo do pH, as interagdes entre
os grupos da QT e do SC sdo mais intensas o que se reflete nas suas estabilidades
térmicas. Isso pode ser explicado pelo enovelamento das cadeias. O evento endotérmico
que ocorre em 221 °C no termograma do hidrogel intumescido em agua pura (Figura 8)
desloca-se para temperaturas maiores €, a0 mesmo tempo, passa a ter menor intensidade
se o hidrogel ¢ intumescido em solug¢des de pH 8-12. Isto indica que apds a liberagdo de

parte do SC ha, possivelmente, reordenamento das cadeias remanescentes de SC
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complexadas as cadeias de QT. Tal reordenamento, em estado solido, poderia ser
associado a maior termo-estabilidade do complexo o que explicaria o deslocamento do
pico endotérmico para temperaturas maiores. Com a liberagdo de parte do SC no
hidrogel intumescido em um determinado pH acima do pKa da QT e havendo
possibilidade de repulsdo entre os grupos sulfato e carboxilato do SC remanescente,
segmentos das cadeias de QT, apesar de nao protonados, poderiam estabilizar tais
repulsdes o que justificaria o re-ordenamento das cadeias no hidrogel (Fig. 6). Assim, a
intensidade do evento endotérmico diminuiria com o aumento da fracdo de SC liberado,
porém, necessitaria de uma maior energia para tal ordenamento, pois as cadeias de SC
embora presentes em quantidades menores em relacdo ao hidrogel em pH 2, 4 ¢ 6,
estariam mais ordenadas nos pHs 8-12. Nos termogramas dos hidrogéis intumescidos
em solugdes de diferentes pHs hé o aparecimento de um pico exotérmico que se desloca
de 212 °C (pH 4 e 6) para 219 °C (pH 8 e 12). O aparecimento destes picos pode estar
relacionado a instabilidade do hidrogel nas condigdes de pH (2 < pH < 6), pois o
hidrogel passa de um estado totalmente enovelado e sem ordem para um estado mais
ordenado. Dados de raios X, que serdo apresentados na seqii€ncia, mostram auséncia de
sinais de ordem quando o hidrogel ¢ seco apos ter sido intumescido em pH 2 e em agua
pura. No termograma do SC puro o pico exotérmico com grande intensidade ocorre em
246 °C (Fig. 8). Dessa forma, a presenca do pico exotérmico pode mostrar que o
hidrogel fica com propriedades mais proximas do SC puro nestas condigdes, uma vez
que com o aumento do pH parte das cadeias de SC estariam mais livres o que facilita a

liberagdo de SC para a solugao.
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4.2.2. Analise dos difratogramas de raio-X

Na técnica de espalhamento de raio-X em alto angulo (WAXS, Wide Angle X-
ray Scattering) mede-se a intensidade de espalhamento de um feixe de elétrons,
originario de uma determinada fonte e incidente sobre a amostra, como fun¢do do
angulo espalhado (Kofinas e Cohen, 1997). O angulo 6 em que o feixe ¢ espalhado
fornece a conexao para escalas de distancias periddicas no material, indicando arranjos
ordenados em materiais ou da cadeia polimérica dos quais podem ser calculados
parametros importantes dentre os quais a cristalinidade e distancia entre ligacdes. Essa

conexao ¢ dada pela lei de difragcdo de Bragg (Callister, 2002)

A=2dsen (0) Equagdo 2

onde A é o comprimento de onda da radiacdo [0,154 nm para raios-X provenientes da
fonte (Cuy,)], € d € a distancia predominante entre os planos que espalham a luz em um
angulo 0.

Na Figura 10 sdo apresentados os difratogramas dos polissacarideos puros (QT e
SC) e do hidrogel de QT/SC, onde se tem a formacdo do complexo polieletronico,
depois de seco a temperatura ambiente e reintumescido em agua destilada (curva em
verde) e em solucdes tampao de diferentes valores de pH (2, 6, 8, 10 e 12), por 200 h, e
depois, triturados e liofilizados. Pode ser observado que no difratograma obtido da QT
aparecem dois picos de difracdo, em 20 = 11,8 ° ¢ 20,2 °, que confirmam a existéncia de
dominios cristalinos na estrutura da QT. No difratograma do SC observa-se um sinal de
intensidade fraca, porém alargado com um maximo na regido de 20 = 22,2 °, que foi

atribuido a baixa cristalinidade do SC. J4 no difratograma do complexo polieletronico €
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mostrado que a interacdo entre os dois polissacarideos altera o perfil de cristalinidade
em relagdo aos componentes puros. As alteragdes sdo fortemente dependentes do pH da
solucdo onde o hidrogel foi intumescido. Por exemplo, nos difratogramas dos hidrogéis
ndo é observado com clareza o pico em 20 = 11,8 ° e tampouco o pico em 20 = 20,2 °,
ambos atribuidos a QT. Por outro lado, observa-se nos difratogramas dos hidrogéis o
pico em 20 = 22,2 ° relativo ao SC, principalmente nos obtidos dos hidrogéis
intumescidos em pHs 8, 10 e 12. A interagdo entre os dois polissacarideos pode romper
as estruturas cristalinas da QT por meio da desestabilizacdo de ligagcdes de hidrogénio
entre segmentos de cadeias da QT para a formacao de ligacdes idnicas dos grupos
carboxilico (-COOH) e hidrogenossulfato (-OSO3;H) do SC com os grupos amino (-
NH;) da QT. Picos de difragcdo na regido de 20 = 43,9 ° e 64,3 ° bastante intensos siao
observados nos difratogramas do hidrogel apos ser intumescido em solugdes tampao de
pH 6, 8, 10 e 12, os quais ndo sdo observados no termograma obtido do hidrogel
intumescido em 4gua pura ou em solu¢do tampao pH 2. Isso demonstra que, se
intumescido em solu¢des de pH proximo ou acima do pKa da QT, hd um maior
ordenamento das cadeias poliméricas no interior do hidrogel, ou seja, nessas condi¢des
as cadeias dos polimeros (QT e SC remanescente) se organizam de forma diferenciada
apods 200h de imersdo. Desta forma, infere-se que no hidrogel intumescido em pHs entre
6 e 12 parte das cadeias poliméricas estd no estado ordenado. Assim, o hidrogel de
QT/SC seco sera semicristalino se foi previamente intumescido em solugdo com pHs
entre 6 e 12.

Este resultado se alinha com a inferéncia feita a partir da andlise dos
termogramas da Figura 9. Ou seja, em pHs entre 6 e 12 as cadeias de SC remanescentes
se rearranjam junto as cadeias de QT e assim formam partes cristalinas na estrutura do

hidrogel. Aplicando a lei de Bragg (Eq. 2) foi possivel calcular as distdncias periddicas
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nos hidrogéis intumescidos em pH 6 — 12, cujos difratogramas sdo apresentados na
Figura 10. Os valores para as distancias periodicas sio 2,06 A para 20 =43,9°¢e 1,45 A
para 20 = 64,3 ° mostrando que no hidrogel seco apos ter sido intumescido em pHs de 6

a 12 formam estruturas cristalinas com distancias periddicas distintas.

Intensidade (u.a.)

20

Figura 10 — Difratogramas de raios-X dos polissacarideos puros e do complexo
polieletronico de QT/SC seco apds reintumescido por 200 h em 4gua destilada e em

diferentes solugdes de pH

Foi possivel realizar o calculo das areas dos picos bem como a razdo entre as

elas. Os valores dessas areas sdo apresentados na Tabela 3:
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Tabela 3 — Areas dos picos obtidos pelo difratograma de Raios-X da Fig. 10

Solul::iazli(; :gzleilgal 0 Areas dos picos Area pico em 64,3 °
intumescido 20=439° 20=64,3° / area pico em 43,9 °
pH 6 511,88 134,68 0,263
pH 8 408,92 225,16 0,551
pH 10 245,92 150,84 0,613
pH 12 426,84 233,38 0,547

Com os valores da razdo da area do pico em 20 = 64,3 ° pela area do pico em 20
=439 °, apresentados na Tabela 3, foi possivel perceber que a razdo das areas (64,3 °/
43,9 °) aumenta na ordem que o pH da solucdo na qual esteve imerso o hidrogel
aumenta. Isto indica que no hidrogel de QT/SC seco ap6s ser intumescido em pH 6 por
200 h h4 prevaléncia da estrutura cristalina que possui distdncia 2,06 A em relagio
aquela cuja distancia periodica é 1,45 A . Porém, quando o pH é aumentado para 8, 10
ou 12, a razdo das 4reas ¢ aumentada mostrando que as cadeias remanescentes no
hidrogel se reorganizam para formar estruturas com maior distancia periddica em pH 6
e em pHs maiores as estruturas com menor distincia periddica (1,45 A) estariam,
relativamente, em maior quantidade. Isso ocorre porque no pH 6 as cadeias de QT ainda
estdo parcialmente protonadas e, devido a interagdes eletrostaticas, ficam parcialmente
enoveladas. Acima do valor do pH equivalente ao pKa da QT (= 6,5), a repulsdo
eletrostatica entre as cadeias de SC, devido aos grupos anidnicos, ¢ maior pois ndo mais
existirdo grupos NH3" para estabiliza-los. Nestas condigdes, as cargas negativas seriam
estabilizadas por ligagdes de hidrogénio dos grupos amino da QT. Dessa forma, as

cadeias remanescentes de SC se organizam e, para determinado valor de pH, entram em



Juliana F. Piai (2008) | 42
Resultados e Discussoes

equilibrio e, apds o equilibrio, ndo ocorre liberagdo nem mudancgas significativas na
estrutura do complexo formado.

Com isso, podemos perceber, até aqui, que o complexo apresenta mudangas
significativas do pH 2 até proximo ao pH 6, pois € a faixa de pH que ocorrem ionizagao
e desprotonagdo dos grupos presentes nas cadeias do complexo, bem como perda de
enovelamento da cadeia devido a liberagdo de SC. Apos o pH 8 o complexo apresenta

estrutura semicristalina e nao ha muitas alteragdes na mesma.

4.2.3.Analise morfoldgica

Na Figura 11 sdo apresentadas micrografias do hidrogel liofilizado a -55 °C apos
ter sido purificado em agua (a) e apds ter sido seco e novamente intumescido por 200 h
em agua pura (b) e em solugdes aquosas de pH: 2 (c), 6 (d), 8 (e), 10 (f) e 12 (g). As
micrografias obtidas do hidrogel apresentaram poros de diversos tamanhos distribuidos
heterogeneamente no interior do hidrogel. Nas Figuras 11a e 11c, que correspondem ao
hidrogel somente purificado em dgua pura sem ser reintumescido (11a) e reintumescido
em solucao de pH 2 (11c), observa-se a formacao de pelicula no interior dos poros se
comparadas com as micrografias das Figuras 11b, 11d, 1le, 11f e 11g, que
correspondem, respectivamente, ao hidrogel reintumescido em agua destilada e em
solucdes de pHs 6; 8; 10 e 12. A formacao da pelicula mostra que em pH 2 o hidrogel
possui propriedades morfologicas semelhantes as observadas no hidrogel purificado em
agua sem passar pelo processo de secagem. Isso pode ser devido a interacao de grupos
de QT e SC presentes no hidrogel intumescido em pH 2 ou nas condi¢des de formagao
do hidrogel, uma vez que o mesmo ¢ formado em meio acido (com baixos valores de

pH). Como ja mencionado anteriormente, em valores de pH menores do que o valor de
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pK. (6,5) da quitosana (Strand ez al., 2001), os grupos amino ficam ionizados (-NH3") e
a atracdo eletrostatica por meio de ligagdes de hidrogénio com os grupos
hidrogenossulfato (-OSO3;H) e carboxilico (-COOH) do SC é bem maior se comparado
em altos valores de pH.

A desestabilizagdo dessas interagdes eletrostaticas quando o hidrogel esta
intumescido em condi¢do de pequena forga idnica (agua pura) e em solucdo de pH 6 e,
principalmente, nas solugdes de pH 8, 10 e 12 possibilita maior expansdo ao hidrogel
conduzindo a maior abertura dos poros (Fig. 11d, 11e, 11fe 11g). Esses resultados estao
de acordo com as isotermas apresentadas nas Figuras 3 e 7 nas quais o hidrogel
apresentou maior perda de massa e, entdo, maior liberacio de SC comparado a
respectivas curvas obtidas em pH 2. Se intumescido em solugdes de altos valores de pH
os grupos amino protonados (-NH3") sdo neutralizados pela presenca de grupos basicos
(exemplo o OH") na solug@o em que o hidrogel esta em contato. Como o hidrogel possui
em sua composi¢do maior quantidade de SC (60% em massa), as cadeias de SC ficam
mais livres e com maior mobilidade. Dessa forma, ha um aumento do fluxo de agua

para o interior do hidrogel (Figuras 3 e 7) e a saida de SC para fora da matriz causando

maior erosdo e conseqiientemente maior abertura dos poros.
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n ) i

Figura 11 — Micrografias do hidrogel liofilizado ap6s ter sido purificado em
agua (a) e apos ter sido seco e reintumescido em agua (b) e em solugdes aquosas de pH:

pH 2 (¢), pH 6 (d), pH 8 (e), pH 10 (f) e pH 12 (g)

Na Figura 12, sdo apresentadas micrografias de hidrogéis com trés diferentes

razdes QT/SC e liofilizados ap6s serem purificados em dgua destilada por 24 h, portanto
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ndo reintumescidos. E possivel observar a presen¢a da pelicula no interior dos poros
somente no hidrogel de composicdo QT/SC (40/60, em massa), que corresponde a
morfologia apresentada na Fig. 12a que é a mesma foto apresentada na Figura 11a. A
formagao da pelicula pode ser devido as diferentes propriedades de QT ¢ SC. Em agua
pura, filmes de QT apresentam pequeno intumescimento e baixo grau de erosdo. Por
outro lado, devido a alta solubilidade de SC em meio aquoso, filmes de SC apresentam
extensa erosao até se solubilizar por completo (Huang et al., 2007). Isso demonstra que
nas condi¢des em que o hidrogel (QT/SC 40/60, em massa) foi reintumescido (Fig. 11b-
11g) a pelicula s6 permanece devido a maior presenga de SC na matriz, ou seja, em pH
2 ha maior atracao eletrostatica devido a ligacdes de hidrogénio entre as cadeias dos
diferentes tipos de polimeros que constituem o hidrogel. Além disso, nessas condi¢des a
ioniza¢do dos grupos carboxilicos do SC ¢ muito menor que em condi¢des de altos
valores de pH. Assim, o SC ¢ menos solubilizado e a erosao ¢ menor. Dessa forma, em
pH 2 a morfologia do hidrogel ¢ dependente da quantidade de SC presa na matriz.
Acima do pH 8, o hidrogel parece ndo apresentar alteragdes significativas na
morfologia. Huang ef al. (2007) avaliaram o intumescimento de hidrogéis polieletrdlitos
baseados em goma guar cationico e poli(acido acrilico) e verificaram que acima do pH 9
houve a diminuicdo no grau de intumescimento do hidrogel. Eles atribuiram isso a
completa dissociacdo dos grupos acido e também ao aumento na quantidade de ions
moveis direcionando a pressdo osmética (Huang et al., 2007). No hidrogel estudado
nesta dissertacdo, em pH acima de 8 pode haver a completa dissociagdo dos grupos
carboxilico e hidrogenossulfato livres, ou seja, aqueles que ndo estdo presos por atragao
eletrostatica aos grupos amino da QT. Dessa forma, a atragdo eletrostatica entre os

grupos amino com grupos carboxilato e sulfato ¢é tao forte, devido a maior organizagao
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(como visto no raio-X), que ndo ¢ possivel rompé-las totalmente nas condigdes
estudadas, ndo levando a liberagdo completa do SC inicialmente complexado com a QT.

Apesar de se tratar de hidrogéis fisicos que se formam em meio acido, em que
ndo ha a presencga da ligacdo covalente entre as cadeias poliméricas de QT e SC, estes
sdo relativamente estdveis mesmo em pH alcalino pois com a liberagdo de cerca de
50% da quantidade de SC usada na formagdo do complexo, o hidrogel se mostrou
mecanicamente consistente em diversos pHs. Na Figura 13 sdo apresentadas fotos do
hidrogel intumescido por cerca de 200 h em solugdes tampao de pH 1 a 12. Denuziere et
al. (1996), também observaram comportamento semelhante em relagdao a hidrogéis de

QT/SC e QT/acido hialurdnico.

Figura 12 — Micrografias do hidrogéis de diferentes composi¢des (QT/SC %-
m/m): 40/60 (a); 50/50 (b); e 60/40 (c), liofilizados apos terem sido purificados em agua
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Eles mostraram que a interagdo entre os polieletrdlitos formam sistemas espirais

que sdo altamente enroladas. Dessa forma, esses sistemas tém a capacidade de

H6

estabilizar fortemente os complexos polieletronico em agua.

ﬂ
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pH 10 pH 12

Figura 13 — Fotos de hidrogel de QT/SC ap6s intumescer por 200 h em solugdo tampao
depH1al2

4.2.4.Medidas de potencial zeta

A determinagdo do potencial zeta em diferentes valores de pH pode ser util na
avaliacdo da carga superficial das particulas em estudo e determinacdo do ponto
i1soelétrico, que ocorre quando potencial zeta ¢ nulo. Na Figura 14 ¢ apresentada a curva
de potencial zeta em microparticulas do complexo polieletronico QT/SC (40/60 % em
massa) em fungio do pH. E possivel observar a existéncia de um maximo na curva de
potencial zeta na faixa de pH analisada e que a curva ndo apresenta um valor de
potencial zeta nulo nesta faixa. Além disso, os menores valores de potencial zeta
observados naquela faixa de pH situam-se nos pHs 1 € 9.

Du et al. (2005) estudaram o potencial zeta em fungdo do pH de nanoparticulas
de carboximetil Konjac glucomanana/QT e observaram que o complexo também

possuia menores valores de potencial zeta em pHs 2,48 e 5,05 e entre este observaram a
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existéncia de um maximo no potencial zeta em torno do pH 3,60. Os menores valores
de potencial zeta que ocorreu na regido de baixos valores de pH foi atribuido a
conformagio aleatoria devido & hidratacdo dos grupos —NH;' para estabilizar a forte
repulsdo entre eles. Os autores designaram que o aumento do potencial para o pH 3,60 e
posterior diminui¢do foi atribuido ao excesso de ions Cl” adsorvidos na superficies das

particulas.

Potencial Zeta (mV)
N

0 2 4 6 8 10 12
pH

Figura 14 — Potenciais zeta do complexo polieletronico de QT/SC (40/60% m/m) em

funcao do pH

Neste trabalho, os baixos valores de potencial zeta para o hidrogel QT/SC em
pH < 2 podem ser associados a presenca de cadeias de SC que, mesmo na sua forma
neutra, podem estabilizar os grupos —NH;3" da QT principalmente por ligagdes de
hidrogénio. Isso explicaria a enovelamento aleatorio de QT na matriz tridimensional do

hidrogel em baixos valores de pH. Isso explicaria, também, a menor quantidade de SC
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na solucdo, nos ensaios de liberagdo, em que o hidrogel QT/SC foi reintumescido em
pH=2.

O valor de potencial zeta aumenta na faixa de 2 < pH < pKagr. A razdo disso
ainda n3o ¢ bem entendida. Pode ser inferido que a adicdo de NaOH, para aumentar o
pH durante as medidas de potencial zeta, provoca alteragdes no enovelamento da cadeia
do hidrogel QT/SC. Dessa forma, podem haver alteracdo na conformacdo da cadeia de
QT devido a um estado transitério de reorganizagdo de cadeias. Isso produziria um
desequilibrio nas cargas locais que contribuiria para repulsdo entre os grupos -NH;". O
reflexo é o aumento do potencial zeta nesta faixa.

Em valores de pH maiores que pKagr, a quantidade de grupos —NH;" no
hidrogel QT/SC ¢ diminuida e, conseqiientemente, o potencial zeta ¢ diminuido. Assim,
¢ necessaria menor quantidade de cadeias de SC para estabilizar esses grupos
carregados e o excesso de SC ¢, entdo, liberado (como ja discutido). Porém, ¢ atingido,
com aumento do pH, um valor de potencial zeta proximo de zero, mas nao negativo.
Apo6s liberagdo de uma fragdo de SC, as cadeias remanescentes sdo atraidas pelas
cadeias de QT o que evita a completa erosdo do hidrogel. Isso pode ocorrer devido a
estabilizacdo, por ligacdes de hidrogénio, das cargas negativas do SC remanescentes
com as cadeias da QT. Esses resultados estdo de acordo com os obtidos por meio de
difracdo de raio-X (Fig. 10), onde as cadeias apresentaram cristalinidade em valores de
pH proximos ou maiores ao pKa da QT.

Foi sugerido a existéncia de maior organizacdo das cadeias de QT/SC na regido
de pH 6 a 12. Isso também explica o fato de as cadeias de SC serem liberadas mais
rapidamente em altos valores de pH, uma vez que somente parte delas seriam

necessarias para tal ordenacao.
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4.3. Estudo da cinética de liberacio de SC com auxilio de modelos

matematicos

O mecanismo de liberagdo de solutos pode ser visto tanto como um processo de
transporte difusional quanto como um fenomeno de particdo (Reis et al., 2007). O perfil
de liberagcdo de solutos a partir de hidrogéis pode descrito por modelos matematicos.
Um modelo semi-empirico que descreve o mecanismo de transporte de solutos a partir

de uma matriz flexivel ¢ dado pela equagdo de Ritger-Peppas (Serra et al., 2006).

M
—L=kt" Equagio 3

00

<

onde M, /M, ¢ a fragdao de farmaco liberado da matriz, ¢ ¢ o tempo de liberagdo, k£ ¢ uma
constante dependente do sistema solvente/polimero e n é o coeficiente difusional que
caracteriza o mecanismo de difusdo do solvente para o interior do gel ou o mecanismo
de liberagcdo do soluto. Para blocos ou filmes finos, quando n ¢ proximo de 0,5 o
mecanismo de liberagdo ¢ comandado por difusdo Fickiana. Quando n = 1, o
mecanismo de transporte ¢ caracterizado como caso Il e ocorre principalmente por
cinética de liberagdo de ordem zero, ou seja, a liberagdo lenta do farmaco ocorre a partir
de formas farmacéuticas que ndo se degradam. Este estd associado ao relaxamento da
matriz que, no caso de hidrogéis, implica em relaxamento macromolecular. Quando o
valor de n fica entre 0,5 e 1, € observado o transporte anomalo (Reis et al., 2006 e Serra
et al., 2006), em que hd ao mesmo tempo contribuigdes de difusdo e relaxamento da
matriz. Para o hidrogel de QT/SC estudado foram obtidos valores de n e de &

apresentados na Tabela 4:
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Tabela 4 — Valores do expoente difusional (n) e constante (k) obtidas por

aplicacdo do modelo de Ritger-Peppas nos diferentes pHs a 37 °C

pH n k (107%) R’
2 0,166 5,7 0,987
6 0,439 8,9 0,983
8 0,423 12,5 0,982

Como os valores de n foram menores que 0,5, ¢ possivel afirmar que o
mecanismo de difusdo do SC do interior do hidrogel para a solugdo ocorre,
principalmente, por difusdo Fickiana nos pHs 6 e 8 Como k ¢ uma constante
dependente do sistema solvente/polimero, os valores obtidos demonstram que o
hidrogel ¢ sensivel a variagao de pH, sendo encontrados valores de £ maiores nos pHs 6
e 8.

Na Figura 7, foi apresentada a dependéncia da fragdo de SC liberado (F;) das
redes do hidrogel QT/SC em fungdo do tempo a 37 °C. No equilibrio, as taxas de
liberacao e absorcao do SC sdo iguais e a fragdo atinge um valor maximo (Fj,). Neste
trabalho, a liberacdo do SC a partir do hidrogel pode ser tratada, além de um fendmeno
de difusdao, como um fendémeno de particao. O parametro que determina a ocorréncia de

tal fendmeno ¢ a, que ¢ calculado por meio da Eq. 4 (Reis et al., 2007).

o =—— Equacao 4
max
O termo a expressa a afinidade fisico-quimica do farmaco entre as fases hidrogel
e solvente. Com o > 0, é observada a difusdo do soluto na fase solvente. O valor de o é

dependente de um grande nimero de variaveis, tais como temperatura, pressao, pH,



Juliana F. Piai (2008) | 52
Resultados e Discussoes

forga i6nica, composi¢ao do hidrogel, geometria do hidrogel, grau de intumescimento
do hidrogel, natureza quimica do solvente e do farmaco, etc. Dessa forma, a atividade
de parti¢ao (o), pode assumir um nimero ilimitado de valores.

Com os valores de F,x obtidos das curvas de liberagao realizadas em diferentes
pHs, como as apresentadas na Figura 7, foram obtidos os valores de o para o hidrogel
do complexo QT/SC, que sdo apresentados na Tabela 5. Uma vez determinados os
valores de a para os respectivos pHs, pode ser calculado os valores das constantes
cinéticas de liberacao (k.), assumindo que a cinética de liberagdo ocorre através de uma
cinética de segunda ordem (Eq. 5). Os valores obtidos para a liberagdo de SC a partir

dos hidrogéis de QT/SC sao apresentados na Tabela 5.

max max

F._—F,

max

o F, -2F F +F
n[ = - j_kLt Equagdo 5

Tabela 5 — Valores do coeficiente de particdo (a) e constante cinética de
liberacao (ki) para a liberacao de SC a partir de hidrogéis de QT/SC em pHs 2, 6 ¢ 8 a
37°C

pH a ke (107 R?
2 0,177 5,8 0,999
6 1,020 33,2 0,998
8 0,958 54,0 0,999

A natureza quimica do solvente que esta em contato com o hidrogel pode afetar

tanto a velocidade de liberagao como o valor de o (Reis et al., 2007). Isso significa que,
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quando em contato com solugdes de pH 8, o sistema hidrogel QT/SC apresenta maiores
valores de a maiores se comparados com os obtidos em pH 2 ¢ 6. Em concordancia com
as condi¢des previamente estabelecidas, maiores valores de o implicam que o soluto
tem mais afinidade pelo solvente do que pela matriz na qual estéd inserido. Isso ocorre,
pois em pHs maiores do que os pK,s dos grupos hidrogenossulfato e carboxilico, a
cadeia polimérica do SC tera seus grupos sulfato e carboxilato na forma ionizada e,
conseqiientemente, havera um aumento da repulsdao eletrostatica e ocorre um maior
desnovelamento da cadeia polimérica e maior difusdo do SC para a solugdo.

Se a cinética de liberacdo for definida como de segunda ordem reversivel (Eq.
5), o meio tempo de liberagdo de farmaco (z12) pode ser determinado por meio da

Equagdo 6:

a
t,, =—xIn(3-2F a
% 29k X n( max ) Equa@'ao 6

L

onde ¢, ¢ 0 tempo necessario para que a concentracdo do firmaco no solvente atinja
50% de Fiax. Para a liberacdo de SC a partir do hidrogel estudado foram obtidos os
valores de ¢;, (em horas) iguais a 15,24; 10,57 e 6,24 para os pHs 2, 6 e 8,
respectivamente. [sso significa que, em maiores valores de pHs o tempo necessario para
que 50 % do SC seja liberado da matriz de QT/SC ¢ menor do que em menores valores
de pH.

A fracdo de soluto liberado, Fi, é relacionada ao parametro de liberacao
designado como atividade de parti¢do (@), que determina a ocorréncia do fendmeno de
particao (Reis et al., 2007). Com auxilio da equagdo 5, foi plotada a curva relativa ao
modelo de Reis et al., (2007) utilizando os valores das constantes a ¢ & (Tabela 5) e

comparadas com os pontos experimentais nos respectivos pHs, como apresentado na
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Figura 15. Para comparagao, foi plotado também, com auxilio dos valores do expoente
difusional (n) e constante (k) obtidas por aplicagdo da Equagdo 3, a curva relativa ao

modelo de Ritger-Peppas (Serra et al., 2006).

0.96 -
0151 0.84-
3 o 5 8
g 8 0.12- g 8 0721
S5 5 O
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Figura 15 — Perfis experimentais e tedricos (Eq. 3 e 5) obtidos para a liberagdo de SC a

partir do hidrogel QT/SC a 37 °C em fun¢ao do tempo em pHs 2, 6 ¢ 8

Os modelos aos quais os dados foram tratados para a previsao do perfil de
liberacdo de SC apresentaram diferengas significativas do valor da constante de
liberacao em relacao ao pH (Tab. 4 e 5). Além disso, as constantes de liberagao obtidas

para o modelo semi-empirico, dado pela Equacdo 3, apresentaram maiores valores do
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que as obtidas no modelo dado pela Equagdo 5. Nao ¢ possivel ter uma comparagao
favoravel entre os dois modelos devido alguns fatores importantes. Primeiro, o modelo
semi-empirico dado pela Eq. 3 prediz apenas 60 % da liberacdo total enquanto que o
modelo dado pela Eq. 5 prediz 100 %. Além disso, ambos difusdo Fickiana e
mecanismo de relaxagdo molecular sdo vistos no modelo dado pela Eq. 5 como fatores
intrinsecos nos parametros a ¢ k; (Reis et al., 2007).

A Equacdo 5 mostra que a liberacgao ¢ tanto um processo de transporte difusional
quanto um fendmeno de particdo em que o particionamento do soluto ocorre entre as
fases do solvente e do hidrogel (Reis et al., 2007). Se observarmos as razdes entre as
constantes de liberagdo obtidas pelo uso da Equacdo 5 pelas respectivas constantes
obtidas pelo uso da Equagao 3, podemos perceber que em pH 6 e 8, respectivamente, as
razdes apresentaram valores semelhantes, 0,37 ¢ 0,43. Porém, em pH 2 a razao entre as
constantes foi menor do em pH 6 e 8, sendo neste caso igual a 0,10. Isso mostra as
diferencas significativas na liberagdo de SC em diferentes valores de pH.

A previsao de todo o perfil de liberacdo do soluto a partir de um determinado
sistema, permite uma melhor avaliagdo da dosagem do soluto, visto que qualquer
variagdo na quantidade administrada pode provocar efeitos indesejaveis (Reis et al.,
2007). Assim, o modelo dado pelas Equagdes 4 e 5, pode explicar melhor os resultados
obtidos, uma vez que prevé 100% da liberacdo do soluto e mostra que o mecanismo de
liberagdo de solutos pode ser visto tanto como um processo de transporte difusional
quanto como um fendmeno de parti¢do.

Dessa forma, com o auxilio de modelos matematicos, € possivel perceber que o
hidrogel responde a variagdo de pH e que a liberacdo de SC ¢ bem mais significativa
nos pHs 6 e 8 do que no pH 2. Como o SC ¢ classificado como uma droga que produz

alivio sintomatico de agdo demorada pode ser inferido que o hidrogel do complexo
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QT/SC pode ser utilizado como carreador de SC para liberagao especifica em condigdes
fisiologicas onde o pH € maior que o pKa dos grupos carboxilico (pKa = 4,57) e sulfato

(pKa = 2,60) do SC.
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5. CONCLUSOES

O hidrogel constituido de 40 % de QT e 60 % SC, em massa, apresenta
diferentes propriedades que sdo dependentes do valor de pH em que ele ¢
reintumescido. Entre as propriedades estdo grau de intumescimento, térmicas,
morfoldgicas, liberagdo de SC e reorganizagdo de cadeias de SC remanescentes. Elas
ocorrem devido a protonagdo ou desprotonagdo dos diferentes grupos que participam do
complexo polieletronico bem como organizagdo ou desorganizagdo das cadeias
acompanhadas da liberacdo de cadeias de SC. A libera¢do de SC ocorre principalmente
em valores de pH maiores ou proximos do pKa da QT (= 6,5) e a fragdo maxima
liberada ¢ proxima de 0,5. O processo de liberacdo de cadeias de SC durante o
intumescimento do hidrogel QT/SC ¢ dirigido principalmente pelo balango de interagao
das cadeias remanescentes de SC e QT através de interacdes eletrostaticas em pH < pKa
da QT e ligagdes de hidrogénio em pH > pKa da QT. Com auxilio de modelos
matematicos para prognostico da liberacdo do SC in vitro foi possivel perceber que o
hidrogel possui diferentes propriedades, tanto de difusdo quanto de particio em
diferentes condigdes de pH, obtendo-se maiores velocidades de liberacdo de SC
naqueles onde o pH ¢ maior. A estabilidade térmica de hidrogéis de QT/SC aumenta
apds a fracdo de SC liberada. Isso ocorre por que o complexo QT/SC apresenta
reorganizagdes na matriz tridimensional na faixa de pH entre 6 ¢ 12 ¢ isso foi
comprovado nos difratogramas de raios-X. O estudo aprofundado desse comportamento
em hidrogéis de QT/SC de diferentes razdes de QT/SC e também a avaliagdo de
propriedades mecanicas de hidrogéis de QT/SC intumescidos em ampla faixa de pH
podem auxiliar em um melhor entendimento deste importante sistema e aplicagdes mais
especificas e eficientes de tais materiais seja como biomaterial ou seja no campo da

biotecnologia.
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