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RESUMO

Nas ultimas décadas as plataformas para liberagédo controlada de farmacos tém
sido estudadas pela comunidade cientifica para o desenvolvimento materiais
aplicados a biomedicina, principalmente para o tratamento de cancer.
Estruturas como nanoparticulas poliméricas, micelas, lipossomas, hidrogéis,
dendrimeros, entre outras, foram modificadas para que suas propriedades
fisico-quimicas apresentassem compatibilidade com o meio biolégico de
interesse para liberacdo de moléculas bioativas. Recentemente a combinacéo
de terapias utilizando farmacos com diferente acao terapéutica tem se tornando
uma alternativa efetiva para o tratamento de doencas e regeneracdo de
tecidos, sendo necessario que as propriedades das plataformas de liberacéo
sejam ajustadas para controlar a liberagdo de dois ou mais farmacos. O
presente trabalho consiste no desenvolvimento de uma plataforma de liberacdo
simultanea de diclofenaco de potassio e metotrexato, farmacos que
apresentam hidrofilicidade distinta. Assim, hidrogéis a base de gelatina e
dextrana foram obtidos como plataforma de liberagdo de diclofenaco e
metrotrexato incorporado a nanoparticulas de mPEG-co-PCL. O hidrogel foi
reticulado a partir de reacgfes click, nos quais as estruturas poliméricas da
gelatina e dextrana foram modificadas com anidrido maleico e &cido furdico,
respectivamente. Estes reagentes contém grupos dieno e diendfilo que
permitem a formacao de ligacdes covalentes através das reacdes click de Diels
— Alder. O intumescimento do hidrogel e a liberacdo de diclofenaco de potassio
foram estudados em diversos meios de dissolucao. Foi possivel observar que o
aumento da capacidade de intumescimento resultou em liberagbes mais
rapidas de diclofenaco. Foi possivel obter copolimero de mPEG-co-PCL a partir
da polimerizacdo por abertura de anel do monémero de e-caprolactona, cujo
método permitiu controlar o tamanho do segmento hidrofébico da cadeia
polimérica. Com o0s copolimeros sintetizados, nanoparticulas poliméricas
contendo metotrexato foram obtidas pelo método da emulsdo/evaporacao por
solvente. A eficiéncia de incorporacdo do metotrexato foi superior a 80%,
enquanto a liberacdo se mostrou dependente do tamanho de cadeia do
copolimero: o aumento do segmento hidrofébico da cadeia reduz a fracdo de
metotrexato liberado, sendo dependente da lenta biodegradacdo da cadeia de
PCL pelo organismo. Quando as nanoparticulas de mPEG-co-PCL foram
incorporadas ao hidrogel de gelatina para avaliacdo da liberacdo simultanea do
diclofenaco de potassio e metotrexato foi observado que o farmaco hidrofilico
apresentou rapida liberagcdo da matriz de hidrogel, enquanto o farmaco
hidrofébico teve um comportamento de liberacdo sustentado devido a
degradacédo do segmento hidrofébico.

Palavras chave: Click hidrogel, sistemas de liberagdo simultaneo de farmaco,
Nanoparticula polimérica, diclofenaco de potassio, metotrexato,



ABSTRACT

In recent decades, platforms for drugs delivery have been studied by the
scientific community for the development of materials applied to biomedicine,
mainly for the cancer treatment. Structures such as polymeric nanoparticles,
micelles, liposomes, hydrogels, dendrimers, among others, were modified to
adjust their physicochemical properties to show compatibility with the biological
milieu of interest for the release of bioactive molecules. Recently, the
combination of drugs with different therapeutic actions has become an effective
alternative for the treatment of diseases and tissue regeneration, however
further adjustment of properties is required to control the release of two or more
drugs. The present work consists in the development of a dual drug delivery
plattorm to release potassium diclofenac and methotrexate, drugs that
presented different hydrophilicity. Thus, gelatin and dextran-based hydrogels
were obtained as a platform for the release of diclofenac and methotrexate
incorporated into nanoparticles of mMPEG-co-PCL. The hydrogel was cross-
linked from click reactions, wich polymer backbone was modified with maleic
anhydride and furoic acid, respectively. These reagents contain diene and
dienophile groups that allow bond formation through Diels - Alder click
reactions. Hydrogel swelling and release of diclofenac potassium have been
studied in various dissolution media, showing the increase in swelling capacity
resulted in slower drug release. It was possible to obtain mPEG-co-PCL
copolymer from the ring-opening polymerization of the e-caprolactone
monomer, technique which allowed controlling the length of the hydrophobic
segment of the polymer chain. From the synthesized copolymers, polymeric
nanoparticles containing methotrexate were obtained for emulsion / solvent
evaporation method. The encapsulation efficiency of methotrexate was greater
than 80%, while release was shown to be dependent of the copolymer chain
size: increasing the hydrophobic segment of the chain reduces the fraction of
methotrexate is released, being dependent of slow biodegradation of the PCL
chain by the human body. When the mPEG-co-PCL nanoparticles were
incorporated into the gelatin hydrogel to evaluate the simultaneous release of
diclofenac potassium and methotrexate, it was observed that the hydrophilic
drug showed a rapid release from the hydrogel matrix, whereas the hydrophobic
drug had a release behavior sustained by degradation of the hydrophobic
segment.

Keywords: Click hydrogel, dual drug release systems, polymeric

nanoparticles, potassium diclophenac e methotrexate.
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PROLEGOMENO

A divisdo deste manuscrito foi realizada de forma que o leitor possa
compreender isoladamente as caracteristicas de cada uma das plataformas de
liberacdo controlada de farmacos e como estas atuam simultaneamente. Apés
a apresentacdo da motivacdo para elaboracdo desta tese, cada capitulo foi
dividido da seguinte maneira: introdugdo com uma breve revisdo bibliografica,

materiais e métodos, resultados e discussao e as conclusfes parciais.

O capitulo 1 aborda o uso de hidrogel como plataforma de liberacdo de
farmacos hidrofilicos. S8o descritas as modificacdes necessarias nas cadeias
poliméricas para obtencao de hidrogéis reticulados quimicamente, bem como o

perfil de intumescimento e liberagédo de farmacos.

No capitulo 2 foi discutido o uso de nanoparticulas poliméricas como
carreadores de farmacos hidrofobicos. Sdo estudados o controle do tamanho
de nanoparticulas e tamanho de cadeia de copolimeros e sua influéncia na

liberagédo de metotrexato.

O capitulo 3 discute um sistema misto, no qual as nanoparticulas
poliméricas estdo incorporadas a plataforma de hidrogel e como se comporta a
liberacdo de farmacos com caracteristicas fisico-quimicas distintas em um

mesmo sistema.



21

MOTIVACAO

Desde os primordios da civilizagdo, a humanidade vem lutando contra
doencas graves e complexas tais como cancer, doencas cardiovasculares,
esclerose multipla, doenca de Alzheimer e Parkinson. A maneira com gue estas
doencas séo tratadas ndo geram impacto negativo apenas nos pacientes, mas
também em toda a sociedade. Portanto, é de extrema importancia o
desenvolvimento de novos tratamentos para extinguir ou, no minimo, reduzir os

danos provocados por estas doencas.

O cancer é uma das principais causas de morte em humanos, perdendo
apenas para doencas cardiacas. Em 2012, segundo a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), 8,2 milhdes de pessoas morreram em funcdo da doenca no
mundo. Ainda segundo a OMS, 15 milhdes de novos casos sdo estimados para
2020. Diante deste quadro, o desenvolvimento de novos materiais deve
influenciar significantemente a pratica de uma medicina moderna (1). A
interdisciplinaridade entre a quimica, fisica, biologia e medicina tem obtido
resultados satisfatérios em relacdo a gestdo de diagndstico e tratamento de

diversas doencas (2).

Sistemas de liberacdo controlada de farmacos e/ou moléculas bioativas
possuem uma série de vantagem quando comparados com a administracao
convencional de farmacos: (i) estes sistemas aumentam o tempo de
permanéncia das moléculas bioativas na corrente sanguinea, (i) permitem
direcionar o farmaco para sitios especificos do organismo e (iii) aumentam a
eficacia do tratamento e reduzem efeitos colaterais nos pacientes (2). O corpo
humano também apresenta fascinante capacidade em responder a estimulos
ao ambiente, seja em nivel macroscopico ou molecular. Ao tocar um objeto
guente, ceélulas nervosas enviam sinais para o0 cérebro que, imediatamente,
responde a este estimulo com uma contracdo muscular, por exemplo. Em nivel
molecular, um organismo sadio é capaz de liberar insulina com intuito de
consumir 0 excesso de glicose na corrente sanguinea, transformando-o em

glicogénio (3).

Com intuito de reproduzir essas caracteristicas, as pesquisas nhas

tltimas décadas se concentraram em desenvolver dispositivos “inteligentes” a
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variacdo de algum estimulo, seja ele exdgeno ou endogeno, para liberacédo de
um Unico principio ativo. Estas plataformas continuam sendo promissoras,
entretanto os novos desafios encontram-se na combinacao de terapias, na qual
farmacos com propriedades fisico-quimicas distintas, tal como a solubilidade,
podem estar presentes em um mesmo sistema de liberacdo, aumentando a
eficacia do tratamento. Dentro desse cenario, os sistemas duplos de liberacéo
consistem em combinar uma ou mais plataformas para controlar o
comportamento de liberacdo de cada farmaco independentemente,
minimizando assim os efeitos colaterais. A principal motivacdo deste trabalho
reside no desenvolvimento de plataformas de liberacdo controlada que podem
garantir a melhoria da qualidade nos cuidados de saude, além da criacdo de
novos empregos se estes novos materiais forem produzidos pela inddstria

farmacéutica.
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Capitulo 1
Reticulacdo de hidrogéis de gelatina/dextrana

através de reacdes de Diels-Alder.

1. Introducéo

1.1.Definicdo e classificacdo de hidroqgéis

Por definicdo, hidrogéis sdo redes tridimensionais de polimeros
reticulados capazes de reter grande quantidade de agua ou fluido biol6gico no
seu estado intumescido. Devido a versatilidade de sintese, os hidrogéis podem
ser utilizados em diversas areas como a industria alimenticia, agronémica e
biomédica. Nesta ultima, os hidrogéis podem ser aplicados na engenharia de
tecidos, em implantes biomédicos, na imobilizacéo celular e em dispositivos de

liberacdo controlada de farmacos.

Quanto a sua classificacdo, os hidrogéis podem ser divididos em funcao
de sua composicdo ou do tipo de reticulacédo. A classificagdo por composicao
divide os hidrogéis obtidos em: (i) polimeros de origem natural, tais como o
alginato, quitosana, dextrana, gelatina, acido hialurénico, etc; (ii) polimeros de
origem sintética, como o polietilenoglicol, poliacido latico, poliacido glicdlico,
policaprolactana, polivinilalcool e (iii) combinacdo de polimeros naturais com
polimeros sintéticos (4).

Quando classificados pelo tipo de reticulacdo, pode-se dividir os
hidrogéis em duas classes — quimicos e fisicos. Os hidrogéis reticulados
guimicamente correspondem as cadeias de polimeros que estdo ligadas
através de uma ligacdo covalente. Estes podem ser obtidos a partir da
reticulagéo na superficie dos polimeros ja formados ou ainda na polimerizacao
de mondmeros, na qual sdo utilizados iniciadores e agentes de reticulacdo para
obtencdo dos hidrogéis. A literatura comete um deslize na classificagdo dos
hidrogeéis reticulados fisicamente. Os hidrogéis fisicos sao formados por ligacao
fracas do tipo dipolo-dipolo, eletrostatica, interacdes hidrofébicas e/ou ligacdes
de hidrogénio, que séo tipos de ligacdo quimica. A reticulagéo fisica deveria ser

considerada unicamente pelo enovelamento das cadeias poliméricas. Um
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resumo da classificacdo quanto ao tipo de reticulacdo esté ilustrado na Figura
1. Varias estratégias de reticulacdo tém sido empregadas na sintese de
hidrogéis. A reticulacdo fisica € produzida em condi¢cdes brandas, resultando
em interacdes fracas capazes de provocar baixa estabilidade em tecidos. Por
outro lado, quando a reticulagdo € proveniente de ligacdes covalentes, sao
obtidos hidrogéis que apresentam melhor estabilidade, durabilidade e

resisténcia mecanica quando em contato com os tecidos (5,6).

Quimica
(ligagdo covalente)

7\

. Fisi o
Hidrogel (12609) Fisica

(jungdes)

Figura 1. Representacdo esquematica dos tipos de reticulagdo. Adaptado de

®)

1.2.Intumescimento

O intumescimento de um hidrogel apds atingir seu equilibrio pode ser
compreendido pela teoria de Flory e Rehner (7). Termodinamicamente, duas
forcas opostas descrevem o estado de equilibrio quando um gel polimérico
atinge seu equilibrio com o fluido que o envolve: uma componente de mistura e
outra componente referente a forca elastica. A Equacdo 1 descreve esta
situacdo em termos da energia de Gibbs no equilibrio, onde a energia total é
igual a zero. A componente elastica corresponde a contribuicdes de forcas
retrativas das cadeias poliméricas internas ao gel, enquanto a componente de

mistura deve-se as interacbes entre as moléculas do solvente com as
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moléculas do polimero. No equilibrio, o potencial quimico do solvente interno
ao gel é igual ao potencial quimico do meio externo, portanto as componentes
elasticas e de mistura devem se balancear em termos de calor e entropia de
mistura. O potencial quimico da componente elastica € governado
principalmente pelas mudancas de entropia e pode ser justificada por outro
trabalho de Flory e Rehner, conhecido como teoria da elasticidade (8). Os
pontos de reticulacdo na estrutura do hidrogel sdo forcados a assumir menor
grau de liberdade em relacdo as demais por¢des da cadeia polimérica, que
assumem varias configuracdes. Ao absorver agua a estrutura do hidrogel
deforma e, consequentemente, as cadeias do polimero esticam e atingem um
menor grau de liberdade neste estado quando comparado ao estado nao
deformado, dessa forma a entropia do sistema diminui com a deformacao

provocada pelo intumescimento (8).

A presenca de grupos ionizaveis na estrutura polimérica do hidrogel
torna o tratamento tedrico do intumescimento mais complexo, isto porque a
componente de energia de Gibbs de forga ibnica deve ser adicionada ao
modelo inicial, conforme indicado pela Equacdo 2. O potencial quimico para
polimeros ionizaveis apresentam forte dependéncia da forca i6nica do meio,
bem como das constantes de dissociacdo de grupos &acidos e/ou basicos

presentes na estrutura do polimero (5,9).

AGrotar = AGeisstica T AGmistura- Equacéo 1.

AGrotar = AGeisstica + AGmistura + AGforg:a ibnica Equacao 2.

1.3.Liberacdo controlada de farmacos

O uso convencional de farmacos baseia-se na administracdo periddica
de um principio ativo cuja concentracdo no plasma sanguineo esta abaixo do
nivel de acdo terapéutica em um primeiro momento, permanece por um
periodo de acdo efetiva e pode atingir pico acima do nivel terapéutico,
causando efeitos colaterais ao organismo. Apds este ciclo, o farmaco é

metabolizado e sua concentracdo no organismo diminui, sendo necessaria a
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administracdo de novas doses para completar o tratamento. As principais
criticas a este modelo de administracdo de farmaco consistem nos efeitos
colaterais provocados pela alta dose e pela interrupcdo do tratamento pelo
paciente ao negligenciar os intervalos entre as doses. A proposta dos sistemas
de liberacdo controlada é que uma Unica dose seja administrada no paciente e
que a concentracdo do principio ativo seja sustentada por um longo periodo
dentro dos limites de acéo terapéutica, sendo liberado o mais proximo possivel
do sitio de agéo, conforme ilustrado na Figura 2. Em modelos mais avanc¢ados,
0 principio ativo é liberado apenas quando o préprio organismo estimula sua
liberacdo, como sera discutido na proxima secdo. Uma pletora de sistemas de
liberacdo vem sendo desenvolvidos a partir de polimeros, entre eles, micelas,

lipossomas, nanoparticulas poliméricas e hidrogéis.

Genericamente, o sistema de liberacdo pode ser do tipo matricial ou
reservatorio. O farmaco deve estar homogeneamente disperso no polimero em
sistemas matriciais, enquanto nos sistemas reservatorios a solucéo de farmaco
esta aprisionada por uma camada de polimero. Em ambos o0s casos, a

liberacdo ocorre por difusdo do farmaco pelos poros da membrana polimérica
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Figura 2. Sistemas de liberacédo convencional (vermelho) e controlado (azul).
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Figura 3. Esquema da difus@o (A) e erosédo (B) de farmacos em uma matriz
polimérica sélida. Adaptado de (10).

e/ou pela erosdo do polimero, conforme ilustrado na Figura 3. Quando o
polimero é biodegradavel a erosdo pode ser compreendida como a degradacao

da matriz.

Diante das varias formas e composi¢ces que um sistema de liberacdo baseado
em polimeros pode assumir, diversos modelos cinéticos foram propostos para
melhor interpretacdo quantitativa do mecanismo de liberacdo. Os modelos mais
simples e comumente empregados na elucidacao da liberacéo estdo resumidos
na Tabela 1, na qual k corresponde a constante cinética de liberacdo e o

expoente refere-se ao mecanismo de liberacao relacionado a cada modelo.

Tabela 1. Resumo dos modelos cinéticos de liberacdo de farmacos. Adaptado
de (10).

Modelo Equacéo
Ord M kot

rdem zero — =
My °

_ M,
Primeira ordem In (—) = kit
Higuchi — = kyt

Korsmeyer-Peppas — = kt"
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Plataformas que n&o desagregam e que liberam a mesma quantidade de
farmaco por unidade de tempo seguem o modelo de ordem zero. A fracdo de
farmaco liberado em funcdo do tempo € linear e este modelo é dito ideal para
amostras de acdo prolongada, embora seja muito dificil obté-lo na prética (11).
A cinética de primeira ordem tem um comportamento linear quando o logaritmo
da fracdo de farmaco € graficado em funcdo do tempo. Este modelo de
liberacdo € caracteristico de plataformas de matrizes porosas que liberam
farmacos hidrossoluveis, isto €, liberam o farmaco proporcionalmente a
guantidade remanescente no interior da plataforma. Higuchi desenvolveu
equacdes para diversos sistemas baseado em formas solidas e semissoélidas,
entretanto, a equacdo simplificada apresentada na Tabela 1 descreve a
liberag&o por processos que obedecem a lei difusional de Fick. Um modelo que
descreve exponencialmente a liberacdo do farmaco com o tempo foi proposto
por Kosmeyer e Peppas. Neste modelo o expoente n € uma constante que
caracteriza a plataforma de liberacdo quanto a sua forma geométrica e
caracteristicas estruturais, permitindo aferir qual o mecanismo de liberagcédo
mais apropriado para o material. O modelo de Kosmeyer -Peppas é largamente
empregado nas plataformas de liberacédo poliméricas, justamente por prever se
mais de um mecanismo pode estar influenciando na liberacdo do farmaco. A
Tabela 2 resume o mecanismo de liberacdo para cada valor de expoente e
forma geométrica da plataforma estudada.

A difuséo de Fick consiste em processo no qual o farmaco dissolvido no
interior da membrana a atravessa para equilibrar sua concentracdo no interior
da matriz com o meio de dissolugdo, com velocidade proporcional de troca
entre as solucdes interna e externa. Entretanto, o processo de difusdo pode
sofrer influéncia das propriedades fisico-quimicas do polimero que compde a
plataforma de liberagdo, tais como as interacbes polimero — solvente e
polimero — polimero, alterando as velocidades de difusdo. Neste caso, a
velocidade de liberacdo do farmaco é influenciada por processo de relaxacéo
das cadeias poliméricas em fungcédo da capacidade de solvatacdo do meio de
dissolugdo de acordo com as caracteristicas hidrofilicas ou hidrofébicas do
polimero. Este comportamento € denominado difusdo nao-Fickiana e pode ser

dividida em duas classes: transporte anémalo e transporte caso Il. A diferenca
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Tabela 2. Expoente difusional e mecanismo de difusdo para hidrogéis com
formas geométricas variaveis. Adaptado de (12)

Expoente difusional (n)

Filmes finos Cilindros Esferas Mecanismo
0,5 0,45 0,43 Difuséo de Fick
0,5<n<1,0 0,45<n<0,89 0,43<n<0,85 Transporte and6malo
1,0 0,89 0,85 Transporte caso |l

entre 0s mecanismos nao-Fickianos esta baseada na velocidade de relaxacao
do polimero e difusdo do solvente para o interior da matriz. No mecanismo
andmalo a velocidade de relaxacao do polimero e da difusdo do solvente para
o interior da membrana sdo da mesma ordem de grandeza, enquanto que para
o transporte do caso Il a velocidade de liberacdo de farmaco é controlada

majoritariamente pelo relaxamento das cadeias poliméricas (11,12).

1.4.Reticulacao por reacoes click de Diels-Alder

Como citado anteriormente, os hidrogéis quimicamente reticulados
apresentam durabilidade e resisténcia mecéanica superiores aos hidrogéis
fisicos. Entretanto, a maioria das rotas sintéticas para obtencdo de hidrogéis
quimicos utiliza iniciadores, agentes de reticulacdo cruzada ou condicbes
extremas de sintese. Esterificacfes, por exemplo, envolvem meios reacionais
no qual séo utilizados catalisadores extremamente acidos/basicos, que podem
degradar os biopolimeros. O uso de carbodiimidas permite que as
esterificacdes sejam conduzidas em condi¢cdes mais suaves, por outro lado a
principal dificuldade consiste na remocdo dos intermediarios insoluveis que
ficam confinados dentro da rede do hidrogel (13). Diversos autores relatam
toxicidade provocada pelo uso de glutaraldeido (14-16). O principal problema
consiste no glutaraldeido excedente, que pode se ligar a proteinas ou outras
biomoléculas provocando danos. Estes reagentes ou produtos da reacdo
podem introduzir toxicidade que séo prejudiciais a aplicacdo em biomedicina
(17-20). Contudo, na ultima década, uma série de reagOes classicas foram
revisitadas e aplicadas na reticulacdo de hidrogéis. Estas reagcbes foram
batizadas genericamente de reacfes click devido a alta reatividade e
seletividade, além de serem conduzidas sob condi¢cbes de sintese suaves. A
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bioortogonalidade de uma reacéo click permite encapsular moléculas bioativas
sem provocar citotoxidade ao meio. A auséncia de catalisadores e a formacéo
minima de produtos secundarios faz destas reacfes importante ferramenta na
obtencdo de biomateriais (21,22). Sdo exemplos de reacbes click as ciclo-
adicoes de alquinos-azidas e Diels-Alder (23-26), adicao de Michael — tiol (27—

29), entre outras.

A reacdo de Diels-Alder consiste em uma [4+2] cicloadicdo entre um
dieno conjugado com quatro elétrons 1T e um diendfilo com dois elétrons T, isto
€, um alceno. Esta reacdo se processa em uma Unica etapa, sem formacao de
intermediarios, e o estado de transicdo envolve a formacao de duas ligacGes
guimicas covalentes. Embora a reacdo necessite de alta energia de ativacéo, a
presenca de carbonila ligada diretamente sobre a dupla ligacdo do diendfilo
aumenta sua reatividade e a reagdo ocorre sem a presenca de catalisadores,

além de ser acelerada em agua devido a efeitos hidrofobicos (21,24,30,31).

Por se tratar de uma reacdo que envolve uma série de elétrons 1, a
formacdo das ligacbes propostas por Diels-Alder pode ser interpretada pela
teoria dos orbitais moleculares. A reagao ocorre entre os orbitais de barreiras
HOMO (orbital molecular ocupado mais alto) e LUMO (orbital molecular ndo
ocupado mais baixo) dos reagentes. Genericamente, o diendfilo é o reagente
que tem tendéncia a atrair os elétrons, sugerindo que o fluxo de elétrons ocorra
do dieno conjugado para o diendfilo. Assim, de acordo com a simetria dos
orbitais moleculares, a reacdo se processa do orbital HOMO do dieno para o
orbital LUMO do dienéfilo, conforme ilustrado na Figura 4, favorecendo a
formacdao de ligacdes covalentes entre a extremidade da molécula do dieno e a
dupla ligacédo do alceno, devido a sobreposi¢cdo dos orbitais em fase de cada

um dos reagentes (32).

1.5.Gelatina e dextrana como biomateriais

A gelatina é uma proteina proveniente da hidrolise do colageno animal e
é empregada na industria farmacéutica, cosmética e alimenticia. E amplamente
utilizada devido sua classificagcdo como material geralmente seguro pelo Food
and Drug Administration (FDA), 6rgdo governamental americano que regulariza

a liberacdo de produtos para comercializacdo, atestando sua aplicacdo segura
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em humanos (33). Como carreador de farmacos, a gelatina provou ser versétil
devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, pois tanto a incorporacdo como
a liberacdo de farmacos pode ser ajustada, ampliando as areas de aplicacdo
deste material (34). A distribuicdo de aminoécidos que constituem a gelatina
esta apresentada na Figura 5. Considerando as caracteristicas de cada um dos
aminoacidos que compde a gelatina podemos considerar que 13% de sua
estrutura esta carregada positivamente devido a aminoacidos como a arginina,
12% confere cargas negativas a estrutura e 11% da cadeia apresenta natureza
hidrofobica. A glicina € o principal aminoacido presente na estrutura da
gelatina, correspondendo a um terco do total de moléculas, enquanto o
restante € composto de prolina e hidroxiprolina. Como a gelatina é proveniente
da desnaturacao do colageno, comercialmente sdo encontradas dois tipos de
gelatina, sendo a do tipo A preparada a partir da hidrolise 4cida e cujo ponto
isoelétrico encontra-se situado entre pH 7-9 e a do tipo B, proveniente da

hidrolise basica, com ponto isoelétrico entre pH 4-5.(16,35)

LUMO
Dienéfilo
(r*)

HOMO
Dieno

(m)

Figura 4. Esquema das interagfes entre os orbitais moleculares na formagéo
do aduto de Diels-Alder. Adaptado de (32).
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Figura 5. Distribuicdo dos aminoacidos que constituem a gelatina. Adaptado de
(33).

A gelatina é dissolvida com facilidade em agua quando a temperatura é
superior a 40°C. Contudo, ao resfriar a solugdo o material passa por uma
transicdo sol-gel, na qual ocorre transicdo conformacional nas cadeias
randémicas da gelatina para a formacdo de hélices, conforme ilustrado na
Figura 6(A). A formacdo de triplas hélices € decorrente da composi¢do da
cadeia de gelatina. Considerando que a cada trés residuos de aminoacidos um
deles possivelmente seja glicina, quando uma sequéncia de glicina-prolina-
hidroxiprolina € repetida n vezes ha estabilizacdo das cadeias através de
ligagcbes de hidrogénio formando a tripla hélice, conforme ilustrado na Figura 6
(B). A estabilizagdo pode ocorrer diretamente entre as cadeias de gelatina, na
qual os acidos carboxilicos interagem com grupo aminos, ou através de
ligacdes entre moléculas de agua, ligando dois grupos carboxilicos ou um
grupo carboxilico e um grupo amino (36).

>

(A) (B) Coldgeno >~
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Figura 6. (A) Efeito de transicdo sol — gel de gelatina. (B) Estrutura do colageno
em diferentes niveis moleculares. Adaptado de (36) .
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Como carreador de f(36)armaco, a gelatina apresenta caracteristicas
versateis na incorporacdo de biomoléculas carregadas eletrostaticamente. Em
funcdo de seu ponto isoelétrico, € possivel ajustar a eficiéncia de incorporacéo
do farmaco de acordo com o pH do meio no qual o material est4 disperso. Da
mesma forma, a cinética de liberacdo pode ser otimizada tornando a gelatina
uma versatil plataforma para engenharia de tecidos ou na terapia de cancer. A
associacdo de outros materiais a gelatina introduz no sistema propriedades
multiplas que ndo eram atingidas com o material isolado, atuando de maneira
sinérgica para melhorar propriedades mecéanicas ou ainda a incorporacéo e

liberacdo de moléculas bioativas (34).

A dextrana é um polimero natural a base de glicose que vem sendo
utilizado por mais de 6 décadas em biomedicina devido sua atividade biolégica,
tal como biocompatibilidade e biodegradabilidade em meio fisiolégico. A
dextrana pode ser obtida por sintese quimica ou produzida por bactérias que
utilizam a sacarose como principal indutor. De uma maneira geral, a dextrana
consiste em um polimero linear ligado nas posi¢cdes a-1,6-glicosideos, com
algumas ramificacdes observadas pelas ligagdes 1,3, conforme esquematizado
na Figura 7. Embora sejam observadas ramificacdes, a dextrana apresenta
elevada solubilidade em agua. Sua principal caracteristica estd no aumento da
biodistribuicdo de moléculas bioativas quando aplicado como carreador de
farmaco. Depois de infusdo intravenosa, aproximadamente 70% da dextrana
(MM = 40 kDa) é excretada do tecido fisiolégico pela urina no periodo de 24
horas. A porcentagem de dextrana restante € retida por poucos dias e
despolimerizada por enzimas, tal como a dextranase, no figado, no baco e no
final do sistema gastrointestinal (37). Assim como a gelatina, a dextrana pode
ser facilmente modificada pela adigdo de grupos especificos na sua estrutura
através de reacdes com as hidroxilas do esqueleto polimérico, permitindo que

ocorra reticulagdo cruzada entre suas cadeias para formacéo de hidrogel (38).

1.6.Polimeros inteligentes

O corpo humano apresenta fascinante capacidade em responder a
estimulos ao ambiente, seja em nivel macroscépico ou molecular. Ao tocar um

objeto quente, células nervosas enviam sinais para o cérebro que,
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Figura 7. Representacdo da estrutura da dextrana.

imediatamente, responde a este estimulo com uma contracdo muscular, por
exemplo, ou em nivel molecular, quando um organismo sadio € capaz de
liberar insulina com intuito de consumir 0 excesso de glicose na corrente
sanguinea, transformando-o em glicogénio (3). Park prop6e uma linha do
tempo evolutiva de sistemas de liberagdo controlada de moléculas bioativas na
qual, a partir de 1980, h4 um esforco da comunidade cientifica para o
desenvolvimento de plataformas “inteligentes” variando-se algum estimulo, seja
este de origem exdgena ou endogena (39). Genericamente, quando um
sistema de liberacdo controlada é exposto a um estimulo, tais como, uma
variacdo de pH, temperatura, forca i6nica, campo magnético e/ou luz, a
resposta ao estimulo correspondera a variacbes em suas propriedades fisico
guimicas, sejam elas uma mudanca de conformacao, alteracdo de superficie,

solubilidade, entre outras, como esquematizado na Figura 8.

1.6.1. pH

Um dos primeiros estimulos utilizados para liberacdo de moléculas
bioativas pela medicina foi a variacdo do pH, com foco no sistema
gastrointestinal. Isto se deve a ampla faixa de pH que abrange o sistema
gastrointestinal — desde as condi¢des acidas do estomago (pH ~2) até regides
mais basicas como o intestino (pH ~8). Além disso, em nivel celular, é possivel
distinguir células sadias de células com estado patologico diferenciado, isto

porqué as células que apresentam infec¢des, inflamacdes ou tumores tém valor
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Figura 8.Esquema de liberacdo controlada de farmacos em funcdo de
estimulos. Adaptado de (36).

de pH extracelular inferior ao de células normais (pH ~ 7,4). A acidez é devida
a rapida proliferacdo das células tumorais, alterando a vascularizacdo e

oxigenacao dos tecidos, por exemplo.

A estratégia para conferir sensibilidade de hidrogéis as variacbes de pH
€ a introducdo de grupos ionizaveis em sua composi¢do, tais como aminas,
acidos fosforicos e acidos carboxilicos. Estes grupos, em funcdo dos valores de
pKa e estrutura, podem aceitar ou doar prétons em diferentes condi¢cées de pH,
alterando suas propriedades fisico-quimicas, como o intumescimento e
solubilidade, resultando em melhor controle na liberacdo de farmacos, por
exemplo. Os polimeros anibnicos mais utilizados contém &cido carboxilico. Em
meio acido, estes polimeros sdo protonados e suas estruturas tornam-se
relativamente hidrofébicas. Por outro lado, em condicbes de pH neutro ou
alcalino, o polimero apresenta caracteristicas hidrofilicas, permitindo a
liberacdo de moléculas bioativas (40). A interpretacdo deve ser contraria

guando o polimero é constituido de grupos aminas, por exemplo.

Dispositivos de liberagdo de insulina via oral baseados em estruturas
caroco@casca de quitosana tem apresentado resultados promissores segundo
Mukhopadhyay et al. O estudo comparativo entre hidrogéis de quitosana
natural e a N-succinil quitosana, ambas enxertadas com poliacrilamida,
resultaram na liberacdo de insulina pH dependente. A poliacrilamida foi
enxertada a quitosana com o intuito de aumentar a capacidade de incorporacéo

de insulina ao hidrogel.



36

1.6.2. Redox

As caracteristicas patologicas do ambiente sdo sensiveis aos estimulos
das reacdes redox. O compartimento extracelular das células é mais oxidativo
quando comparado com o compartimento intracelular. O elevado nivel de
glutationa (GHS) no citosol e compartimentos subcelular é o principal
responsavel pelo carater redutor do ambiente intracelular. A razdo pela qual a
concentracdo de GSH € menor no ambiente intracelular é sua rapida
degradacdo enzimatica no plasma humano. Os niveis de GHS foram estudados
em células tumorais e normais de citosol e os resultados apontaram que sua
concentracdo € muito maior nas células tumorais. A partir destas observacfes
foi possivel desenvolver estratégias de liberacdo controlada de farmacos
diretamente nas células tumorais. O sistema de liberacdo é funcionalizado com
um agente de reticulacdo de dissulfito, que € sensivel ao GSH. Ao reagir com a
enzima, a ligacdo do dissulfito é quebrada em duas moléculas de sulfidril,

enguanto o GSH € oxidado para GSSG, conforme a Figura 9. (2,41,42).

Ejaz et al relataram a sintese de um sistema redox sensivel baseado em
hidrogéis de poli(2-hidroxietil metacrilato) (PHEMA) reticulados com bis(2-
metacriloxietil) dissulfeto (DSDMA). Utilizando glutationa (GHS) como agente
redutor, foi possivel confirmar a ruptura da ligacdo do dissulfeto, liberando

moléculas modelos. Estudos em células de cultura resultaram que a farmaco
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Figura 9.Esquema do mecanismo de acdo sensivel a variagdo de potencial
redox. Adaptado de (38).
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antifibroproliferativa, mitomicina C, pode ser liberada do hidrogel em um
periodo de 7 dias (43).

1.6.3. Enzimas

As enzimas constituem um grupo de proteinas que apresentam atividade
e mecanismos de atuacdo especificos dentro de determinado processo
bioquimico no organismo. A seletividade na atuacdo de enzimas permite sua
utilizacdo como estratégia de liberacdo de moléculas bioativas, pois cada
enzima € capaz de hidrolisar uma sequéncia especifica de aminoacidos. Por
exemplo, para cortar a sequéncia de peptideos alanina-valina e glicina-prolina
sdo usadas as enzimas termolizina e prolina endopeptidase, respectivamente;
Assim como nos casos anteriores, foi observado aumento na presenca de
certas enzimas em estados patoldgicos, tais como céncer e inflamacoes,
permitindo a acdo estratégica de liberacdo sob estas condicbes (44).
Genericamente, um sistema de liberacdo controlada sensivel a enzimas €
constituido de um carreador polimérico (hidrogéis, dendrimeros, micelas),
farmaco de interesse e espacadores sensiveis que sdo ligados entre o
polimero e o farmaco. Os espacadores sdo desenvolvidos de forma a
apresentar melhor comprimento e estrutura, permitindo melhor acoplamento as

enzimas e resultando em maior eficiéncia de liberacao (45).

1.6.4. Temperatura

Diferente das demais fontes de estimulo, a variacdo de temperatura
pode ser provocada endogena ou exogenamente. Sob condi¢cdes patoldgicas
como, por exemplo, inflamag¢des ou tumores s&o observados aumento de
temperatura nestes sitios em funcdo da maior vascularizagdo dos tecidos. A
temperatura também pode ser aumentada em decorréncia da aplicacdo de luz

ou campo magneético ao sistema de liberacao.

Os polimeros termossensiveis mais investigados sdo derivados da N-
alquilamidas, pois estes materiais apresentam solubilidade em agua em funcao
da temperatura, como pode ser observado na Figura 10. As N-alquilamidas

agregam-se acima de determinadas temperaturas, denominadas temperaturas
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criticas de solubilidade inferior (LCST). O processo de agregacao é dependente
da entropia do sistema e influenciado pelas interacBes polimero-solvente e
polimero-polimero. O aumento da entropia favorece a agregacdo com o
aumento da temperatura, resultando em energia livre de agregacao negativa e,
consequentemente, em um processo espontaneo. Entre as N-alquilamidas, o
poli(isopropilacrilamida) (PNIPAAmM) € o polimero mais intensivamente
estudados. O PNIPAAmM apresenta valor de LSCT de 32°C (46,47), sendo
soluvel na temperatura corporea (aproximadamente 36,5°C). Para atingir
valores de LSCT acima de 37°C e se tornar sensivel a liberacdo no corpo
humano, o PNIPAAmM deve ser enxertado com polimeros hidrofilicos, tais como

a hidroximetilacrilamida, acrilamida ou vinilpirrolidona.

O valor de LCST do PNIPAAm foi modificado por Cheng et al (48), a fim
de se obter um sistema de liberagcdo de metotrexato, um farmaco hidrofébico
utilizado para tratamento de céancer. Micelas com cadeias hidrofilicas de
PNIPAAmM-co-HMAAmM e hidrofébicas de PMMA apresentam valor de LCST de
37,9°C, apresentando caracteristicas desejaveis para liberacdo do metotrexato
apenas em tecidos sob estados patolégicos. Strong (49) et al desenvolveram
hidrogel de poli(isopropilacrilamida)-co-acrilamida, nas proporcdo de 95:5.
Nanoparticulas de silica recobertas com ouro apresentam ressonancia
plasmoénica quando irradiadas com radiagdo no comprimento de onda do
infravermelho préoximo, dissipando energia na forma de calor. Assim,
doxorrubicina foi incorporada ao hidrogel contendo as nanoparticulas. O
hidrogel apresenta valor de LCST acima de 37°C, resultando em aumento

significativo de liberacdo apés o sistema ser submetido a radiacéo.
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—_— H-O
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- m \
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Figura 10. Esquema de transicdo sol — gel para polimeros termossensiveis.
Adaptado de (48).
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1.6.5. Luz

A luz pode ser empregada como estimulo externo nos sistemas de
liberacdo em funcdo do comprimento de onda aplicado. O tipo de radiacao
empregada deve ser escolhido em fungéo do sitio de aplicacdo da luz, pois o
ultravioleta ndo permite profunda penetracdo no corpo devida a absorcao pela
pele, sangue e tecidos. No entanto, a radiacdo na regido do infravermelho
proximo permite atingir profundidade de até 10 cm sem danificar as células. O
estimulo por luz pode ser considerado uma estratégia ndo invasiva de
liberacdo. Em relacdo ao uso exclusivo da luz como fonte de estimulos,
diversos mecanismos podem estar associados a liberagdo, como por exemplo,
a isomerizacao, reticulacdo, oxidacado, polarizacdo, degradacdo de polimeros
(41).

1.6.6. Campo Magnético

A vantagem no uso de materiais magnéticos em liberacao controlada de
farmacos reside em aplicar campo magnético externo para atrai-los para um
local especifico do corpo e manté-los neste sitio durante a acao terapéutica. A
concentracdo do sistema de liberacdo em um sitio especifico no corpo diminui
a necessidade de grandes doses para garantir alta concentracdo local,
reduzindo a toxicidade e o desconforto causado por efeitos colaterais (50). O
material magnético pode ter sua superficie funcionalizada para conjugacéo de
farmacos ou ainda estar incorporado dentro de hidrogéis. Além disso, os
materiais magnéticos apresentam importantes caracteristicas no tratamento
terapéutico por provocar apoptose de células tumorais através do aumento da
temperatura em uma regido especifica do corpo. A hipertermia magnética € um
tratamento seletivo, pois independente da presenca de células sadias, a
variacdo de temperatura é prejudicial apenas as células tumorais. De uma
forma geral, o procedimento consiste na internalizagcdo das nanoparticulas
magnéticas nas ceélulas problematicas, seguido da aplicagdo de campo
alternado com forca e frequéncia suficiente para causar o aquecimento das
nanoparticulas. O calor gerado € dissipado para o tecido doente até a
destruicdo das células tumorais, que ocorre na temperatura de 41 a 46°C,

aproximadamente. Varios componentes da célula sdo afetados pelo aumento
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da temperatura, tais como membrana, citoesqueleto, sintese de
macromoléculas ou ainda reparos na fita do DNA. Os mecanismos
molecular/biolégico causado pelo aumento da temperatura ainda estdo sob
investigacdo, mas seus efeitos sdo o0s responsaveis pela apoptose celular (51—
53). O aquecimento ocorre quando um campo magnético alternado é aplicado
as nanoparticulas magnéticas, dissipando calor durante a reorientacdo da

magnetizacdo do material.

1.7.Diclofenaco de potassio

O diclofenaco (Figura 11) € um farmaco classificado como NSAIDs (do
inglés nonsteroidal anti-inflammatory drugs) que apresenta propriedades
analgésicas, anti-inflamatoria e antipirética. O diclofenaco € um derivado do
acido fenilacético que esta disponivel em formulacdes orais na forma de sais
de sodio ou potassio, majoritariamente. Entretanto o tratamento com este
farmaco tem apresentado efeitos adversos significativos, tais como problemas
cardiovasculares, gastrointestinais e hepaticos (54). O mecanismo de acao do
diclofenaco ndo é compreendido por completo, entretanto Vane (55) prop6és
gue as enzimas ciclooxigenase (COX) sao inibidas na presenca de NSAIDs.
Estas enzimas sdo responsaveis pela degradacdo do acido araquidénico,
proveniente do metabolismo da parede celular, em dois compostos, 0s
tromboxanos e as prostaglandinas que sdo 0s principais responsaveis como

mediador nas inflamacées e na dor.

Cl
0
NH 74
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Figura 11. Representacao da estrutura molecular do diclofenaco de potassio.
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6. Conclusodes

A gelatina e a dextrana foram modificadas para a inser¢édo de grupos
dienos e diendfilos sobre suas estruturas poliméricas para a obtencdo de
hidrogéis reticulados quimicamente por reacdes click de Diels — Alder. Os
hidrogéis apresentaram capacidade de intumescimento distinta em fung&o dos
meios de dissolucdo estudados. A liberacdo de diclofenaco de potassio —
farmaco hidrofilico, foi realizada nas mesmas solucbes do estudo de
intumescimento, no qual foi observado maior velocidade de liberacdo do
farmaco nos meios de dissolucdo que apresentaram maior capacidade de

intumescimento.

Para o carreamento de metotrexato, farmaco hidrofobico, nanoparticulas
poliméricas de copolimero mMPEG-co-PCL foram obtidas pelo método da
emulséo por evaporacao de solvente. O perfil de liberagdo do metotrexato pode
ser controlado em funcdo do tamanho de cadeia do segmento hidrofébico do
copolimero, no qual as plataformas obtidas com maior segmento hidrofébico
sdo as que apresentam menor porcentagem de liberacdo. Devido a forte
interacdo entre o metotrexato com o PCL, a liberacdo do farmaco fica
subordinada a degradac¢éo do polimero pelo organismo.

Plataforma de liberacdo simultanea de farmacos foi obtida a partir da
dispersdo de nanoparticulas polimérica sobre uma matriz de hidrogel. O
metotrexato encapsulado pelas nanoparticulas de mPEG-co-PCL foi disperso
no hidrogel antes de sua reticulagéo, enquanto o diclofenaco foi adsorvido pelo
hidrogel durante a etapa de intumescimento. A liberacdo simultanea resultou
em uma rapida liberacdo para diclofenaco de potassio e uma liberagédo
sustentada para o metotrexato, liberacdo controlada pela degradacdo das
nanoparticulas poliméricas, indicando a capacidade de controlar a entrega de

farmaco a partir da escolha da plataforma utilizada.
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