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RESUMO

Ao longo dos dltimos anos a administracdo por via transdérmica tem sido foco de estudo
intensivo das areas farmacéutica e biomédica, procurando resolver limitagdes de outras vias
de administracdo. Os sistemas transdérmicos permitem a libertacdo de quantidades
terapéuticas de forma localizada e prolongada, com vantagens no controlo dos niveis do
principio ativo no plasma sanguineo. Contudo neste processo ha que ultrapassar a barreira

imposta pela pele, o que pode exigir a utilizagdo de promotores de permeagé&o.

O é&cido latico (AL) e os seus copolimeros tém vindo a ser considerados como materiais muito
atrativos para as areas biomédica e farmacéutica, por serem biodegradaveis, biocompativeis e
estdveis. Recentemente tem-se investigado a producdo de adesivos cirdrgicos
fotopolimerizaveis e de filmes para sistemas transdérmicos. As redes poliméricas destes
filmes podem ser adicionados principios ativos controlando-se os perfis de libertacdo em
funcédo da estrutura dos materiais, do teor de gel e hidrofilicidade, bem como da concentragédo
inicial de farmaco. Apesar de ja existirem no mercado sistemas de administragdo transdérmica
de farmacos, ndo se conhecem produtos, nem estudos, que envolvam a libertacdo de
proteinas. A investigacdo da producdo de filmes de base acido latico com vista a

administracdo de albumina de soro bovino (BSA) constituiu o objetivo deste estudo.

Com base nos protocolos experimentais disponiveis para a producdo de filmes de base acido
latico para a administracdo de ibuprofeno, selecionaram-se novos co-monémeros: PEG 400,
pentaeritritol (mPET), dipentaeritritol (diPET) e tripentaeritritol (triPET), e sintetizaram-se
oligbmeros por policondensacdo. A funcionalizacdo dos oligbmeros por reacdo com o
Laromer® LR 9000 (LAR), em diferentes proporcdes estequiométricas, assegurou a
reticulacdo. Apds adicdo de Irgacure®2959 e exposicdo a irradiacio UV, entre 60 e 90
segundos, obtiveram-se filmes flexiveis e resistentes entre outras propriedades requeridas,
reunindo condicGes para avaliar o seu desempenho como sistemas de libertagdo. A proporgéo

de LAR utilizada teve influéncia nas propriedades.

A incorporagédo de proteina nos filmes decorreu durante o processo de producédo, por adi¢éo
de uma solucdo aquosa de BSA aos geis funcionalizados. As outras etapas de produgdo ndo
foram alteradas. A concentracdo tedrica de BSA nos filmes foi de 1, 3 e 6 % (m/m). Em geral,
as propriedades fisicas dos filmes com BSA foram semelhantes as dos filmes base com

tempos de reticulagdo de 90 e 120 segundos.



Os materiais produzidos foram caracterizados para validacdo das propriedades para
administracdo de principios ativos. Os filmes eram ligeiramente hidrofilicos, dependendo do
co-monomero utilizado e da quantidade de LAR, sendo o filme AL-PEG 400 (1:1) o mais
hidrofilico e o AL-triPET (1:3) o mais hidrofobico. A anélise da estabilidade térmica de todos
0s materiais revelou que, de modo geral, o aprisionamento de BSA diminuiu a estabilidade
térmica dos filmes. A temperatura de transicao vitrea é negativa antecipando que as condi¢oes
de utilizacdo previstas ndo alterem o comportamento dos materiais. Apos incubacdo em
solucdo de PBS, os filmes mostraram alguma instabilidade hidrolitica, 40 % em média, em
consonancia com o co-mondmero, quantidade de LAR utilizada e o grau de reticulacéo,
relacionado com a capacidade de absorcéo de agua. Esta capacidade de degradacdo nédo afeta
a aplicacdo desejada, tendo em conta a duracdo prevista para a administracdo da proteina, 8
horas. Os valores da energia de superficie dos filmes base sao inferiores a da pele permitindo

uma boa adesdo e um bom desempenho mecanico dos materiais.

Os estudos da cinética de libertacdo de BSA in vitro, decorreram por duas técnicas: incubacao
e em célula de difusdo de Franz, a temperatura de 37 °C. O meio coletor foi uma solucéo de
PBS. Todos os filmes apresentaram velocidades de libertacdo elevadas nas primeiras horas,
superiores nos testes por incubacdo em virtude de maior area de transferéncia. O filme AL-
PEG 400 (1:1) confirmou o melhor desempenho, antecipado na analise das suas propriedades.
De entre os materiais com 3 % (m/m) de BSA, o AL-diPET (1:2) mostrou ser o mais
promissor. Para 0 mesmo material verificou-se que maiores carregamentos originaram
melhores libertagdes. No entanto, apesar de a evolucdo de massa da BSA libertada seguir o
perfil esperado, os valores atingidos foram superiores a BSA aprisionada, evidenciando que
outros compostos poderdo estar a interferir na analise das solugbes coletoras. Estudos
preliminares da influéncia de pardmetros do processo sobre a atividade da BSA em solugéo
aquosa permitiram prever que o aquecimento até 50 °C e a exposicdo a radiacdo UV até 5
minutos ndo degradem a proteina. Ja a adicdo de acetona ou a diminuicdo do pH,

comprometeram a sua atividade por desnaturagéo.

Palavras-chave: Acido latico, adesivos transdérmicos, copolimeros, libertacio controlada,

BSA — Albumina de soro bovino.



ABSTRACT

Over the last few years transdermal administration has been the focus of intensive study by
the pharmaceutical and biomedical fields, in order to overcome limitations of other
administration routes. Transdermal systems enable the release of therapeutic amounts in a
localized and prolonged form with advantages in controlling levels of the active principles in
the blood plasma. However in this process the barrier imposed by the skin must be overcome

which may require the use of permeation promoters.

Lactic acid (AL) and its copolymers are ranked as very attractive materials for the biomedical
industry as they are biodegradable, biocompatible and stable. Recently, the production of
photocrosslinkable surgical adhesives and films to be used in transdermal patches has been
under study. Active principles may be added to these polymer networks and the drug release
profiles will depend on the structure of the materials, the gel content and hydrophilicity, as
well as on the initial drug concentration. Although there are many transdermal drug delivery
systems already available, these do not include systems for protein administration. The aim of
this study was to investigate the production of lactic acid base films for the administration of
bovine serum albumin (BSA).

Based on the experimental protocols already available for the production of lactic acid based
films for the delivery of ibuprofen, new co-monomers were selected: PEG 400,
pentaerythritol (mPET), dipentaerythritol (diPET) and tripentaerythritol (triPET) and new
oligomers were synthesized by polycondensation. Functionalization of the oligomers, which
ensured crosslinking, occurred by reaction with Laromer® LR 9000 (LAR), in different
stoichiometric ratios. Irgacure® 2959, a photoinitiator, allowed crosslinking after UV
irradiation between 60 and 90 seconds. The films obtained were flexible and resistant, among
other properties, supporting their assessment as drug delivery system. The amount of LAR

used influenced the final properties.

Protein entrapment in the films occurred during the production process by addition of an
aqueous solution of BSA to the functionalized gels. All other production steps remained
unchanged. The target concentration of BSA in the films was 1, 3 and 6% (w/w). In general,
the properties of the films with BSA were similar to those of the original films and the time of

crosslinking was 90 to 120 seconds.



The materials produced were characterized and assessed for the administration of active
principles. The films showed a mild hydrophilicity, depending on the co-monomer used and
the amount of LAR, with AL-PEG 400 (1:1) film being the most hydrophilic and the AL-
triPET (1:3) the most hydrophobic. Analysis of the thermal stability of all materials revealed
that the entrapment of BSA decreased the thermal stability of the films. The glass transition
temperature is negative anticipating that the intended use will not change materials properties.
Upon incubation in PBS solution the films revealed some hydrolytic instability, 40 % on
average, consistent with the degree of crosslinking, co-monomer and amount of LAR used,
properties related to the swelling capacity. This will not endanger the delivery of the protein,
expected to last for 8 hours. The surface energy of films were lower than that of skin,

allowing anticipating a good adhesion and a good mechanical performance of the materials.

In vitro BSA release studies were performed by incubation and in a Franz diffusion cell, at 37
° C. All films showed fast initial release rates, which were higher in the incubation tests, due
to the larger mass transfer area. The best release rates were obtained with AL-PEG 400 (1:1)
film. Among the films with the same target BSA concentration, the AL-diPET film (1:2) was
the most promising. When, for the same material, different active loads were assessed, larger
active principle loads led to higher delivery rates. However, although the BSA concentration
followed the expected profile, the release values achieved are much higher than the entrapped
BSA, evidencing that other compounds may be interfering in the release analysis. Studies of
degradation of BSA when subjected to various conditions allowed to check that heating BSA
solutions to 50 ° C and exposing to UV radiation for up to 5 minutes did not cause protein
degradation. Nevertheless, already, the addition of acetone, or the decrease in pH,
compromised its activity, denaturing the protein.

Key-words: Lactic acid, transdermal systems, copolymers, controlled delivery, BSA — bovine

serum albumin.
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OBJETIVOS E ESTRUTURA DA TESE

Ao longo dos ultimos anos, a producdo de copolimeros tem recebido muita atencdo devido a
importancia e potencial das suas aplica¢cdes [1]. Na area da Medicina e da Farmacéutica
podem ser usados em suturas ou na libertagdo de principios ativos através da utilizagdo de

formulac@es tdpicas ou sistemas transdérmicos para administracao [2].

A administracdo transdérmica pode ser uma excelente alternativa a outras vias de
administracdo de principios ativos permitindo maximizar a libertacdo no local pretendido e
controlar o perfil temporal de concentracdo [3], contribuindo assim para uma melhoria

continua das préticas de saide e da vida das populacdes [4].

Face a estas aplicaces, tanto os polimeros biodegradaveis como os ndo biodegradaveis, tém
sido muito estudados e investigados nas areas de Engenharia de Tecidos e em sistemas de
libertacdo controlada [5]. No entanto para a utilizacdo destes polimeros, em organismos vivos
devem-se conhecer as propriedades fisicas, quimicas e mecéanicas, biocompatibilidade,

técnicas de fabrico e ter em consideracdo o local de aplicacéo [4].

Os polimeros biodegradaveis, apresentam vantagens [5], nomeadamente quando da utilizacdo
interna com o objetivo de ndo remocdo, se da sua degradacdo resultarem produtos nao toxicos
para o organismo [4]. Quando usados em sistemas transdérmicos a degradacdo controlada
destes polimeros pode apresentar vantagens visto permitir @ matriz polimérica ajudar na
libertacdo do principio ativo aquando da sua degradacdo [6]. Torna-se importante realcar que
0 sistema transdérmico pode ser retirado e substituido por outro ao fim de um certo periodo
de atuacdo, ndo havendo necessidade de remover residuos do polimero que se tenham
degradado [6].

Poliésteres, poliortoésteres e polianidridos sdo exemplos de polimeros biodegradaveis mais
usados na libertacdo de proteinas [6]. Porém, devido a biocompatibilidade e controlo da
biodegradabilidade, assim como seguranca dos produtos de degradacéo, os poliésteres, em
especial o acido latico (AL) e os seus copolimeros sdo vistos como materiais mais atrativos e
melhores candidatos para a libertacdo controlada de proteinas [5-6]. Os copolimeros de AL
tém vindo a ser utilizados para sistemas de libertagdo controlada, do tipo nanoparticulas,

microparticulas, entre outros, ndo existindo, no entanto, grande exploracdo na formacao de
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filmes para aplicagdo como sistemas transdérmicos [3]. Na literatura ndo se encontram

sistemas de administragdo transdérmica de proteinas.

Os copolimeros de AL e &cido glicdlico (AG) permitem que o tempo de degradacdo do
polimero e periodo de libertacdo do principio ativo possa variar de dias a meses dependendo
do peso molecular e composi¢do quimica do polimero [7]. Os péptidos e as proteinas tém um
elevado peso molecular [6], o que torna dificil obter um perfil de libertacdo continua in vitro e
in vivo. Este estudo torna-se assim um grande desafio devido as intera¢fes das proteinas e dos
materiais da matriz polimerica [6-7]. Para além disto, deve-se ter em conta que as proteinas
sdo mais suscetiveis a degradacdo fisica e quimica, podendo perder parte ou total da sua

atividade bioldgica durante o fabrico do sistema transdérmico e seu armazenamento [6].

Este trabalho pretende explorar a producdo de filmes de base AL conjugados com outros
monomeros que conduzam a um copolimero de maior massa molecular e avaliacdo das
propriedades finais. O principal objetivo passa pelo desenvolvimento de filmes poliméricos
de base AL para aplicacdo em sistemas transdérmicos com administracdo de BSA. Os
resultados obtidos poderdo ajudar no estudo e compara¢do com uma outra proteina ou fator de
crescimento para uma aplicacdo concreta, por exemplo para o tratamento de ulceras
diabéticas. Com este projeto pretende-se o estudo, preparacdo e desenvolvimento de géis
poliméricos por fotoreticulacdo, com aprisionamento de BSA antes da fotoreticulacdo, para

posterior caracterizacdo da libertacdo desta proteina.

Os métodos de producdo utilizados tiveram como inspiragdo os trabalhos de Marques [8], de
Santos [4] e de Travassos [3]. Com base em metodologias ja estudadas pelos autores
mencionados, procedeu-se a producdo de oligémeros de base AL, lineares e ramificados, por
policondensacdo direta. Para o efeito utilizou-se um solvente de baixa toxicidade, a acetona,
sem recorrer a catalisador. Como co-monémeros foram testados PEG 400, m-PET, di-PET e
tri-PET, que por reagdo com o AL conduziram aos oligomeros base.

A dissertacdo esta organizada em 4 capitulos principais. O primeiro capitulo apresenta uma
revisao da literatura cientifica onde se pretende fazer um enquadramento tedrico sobre o tema.
Assim, comecou-se por se fazer referéncia a estudos desenvolvidos com o AL no laboratério
(estado da arte) seguida da informagdo compilada sobre estudos de desenvolvimento de
copolimeros de AL. Um dos focos deste estudo sdo as proteinas: é feita uma breve descricéo

do que séo as proteinas, como ocorre a sua formacéo, os niveis estruturais e funcdes que estas
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desempenham. Introduzido o tema das proteinas, aborda-se em especifico a proteina utilizada,
a BSA, fazendo-se uma breve introdugdo as suas propriedades, principais aplicacbes e
alteracdes que podem ocorrer em fungdo do meio. Apos a apresentacdo da BSA abordam-se
os sistemas de administracdo de proteinas sendo apresentados estudos com proteinas
aprisionadas e libertadas em diferentes materiais poliméricos. Por ultimo é apresentado uma
revisdo dos sistemas transdérmicos apresentando-se as suas vantagens e desvantagens,

constituicdo do adesivo transdérmico, assim como requisitos que deve respeitar.

No capitulo 2 é descrita a metodologia experimental utilizada ao longo de todo o trabalho
desenvolvido. Este capitulo comeca pela listagem dos materiais utilizados e respetivos
fornecedores seguindo-se os métodos de sintese dos oligobmeros com os diferentes co-
monémeros utilizados e a funcionalizagdo com o Laromer® LR 9000 (LAR). Por dltimo
refere-se como se aprisionou a proteina nos géis funcionalizados, sendo fotoreticulados apds
adicdo do fotoiniciador Irgacure® 2959 (IRG), produzindo-se os adesivos transdérmicos para
administracdo de BSA. Encontram-se ainda descritos neste capitulo os procedimentos
experimentais usados, para a caracterizacdo dos materiais: ATR-FTIR, capacidade de
absorcdo de &gua, degradacdo hidrolitica em PBS, estudo de degradacdo da proteina sujeita a
varios fatores, quantificacdo da libertacdo da proteina, entre outros. Todos estes estudos foram
realizados para se conhecerem os materiais produzidos e avaliar a sua potencialidade de
aplicacdo. No capitulo 3 sdo apresentados 0s resultados obtidos e sua discussdo em funcédo
dos estudos realizados.

No capitulo 4 encontram-se as conclusGes gerais do trabalho desenvolvido, debatendo-se
sobre as suas limitacbes e procurando-se solugdes/estratégias para o trabalho futuro.
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1. INTRODUCAO

1.1 Estado da arte

Ao longo dos Ultimos anos foram vérios os trabalhos realizados no DEQ para desenvolver e
testar filmes poliméricos de base acido lactico (AL) produzidos por fotopolimerizacdo, com
vista a utilizacdo em aplicacGes de valor acrescentado. Na area da saude, estes materiais
podem ser aplicados em suturas biodegradaveis, bioadesivos [4,8] e sistemas transdérmicos
onde podem ser incorporados farmacos para administracdo e tratamentos terapéuticos
eficazes, como o tratamento muscular ou hormonal [3], a titulo de exemplos. Numa fase
inicial desta linha de investigacdo Marques [8] e Santos [4] avaliaram 0s processos de sintese
de oligbmeros de base &cido lactico com diferentes co-monoémeros, por policondensacao
direta, e as propriedades dos filmes.

Os filmes com finalidade principal de utilizacdo nas cirdrgias em bloco operatdrio tém como
vantagens a redugdo do trauma sobre os tecidos, maior rapidez de cicatrizagéo e conforto de
aplicacdo, e de apds o tratamento poderem ser absorvidos pelo organismo ou biodegradados
[4]. A Food and Drugs Administration (FDA) ja aprovou alguns filmes de origem natural ou
sintética existentes no mercado [4,8]. No entanto, a toxicidade de alguns subprodutos,
aquando da degradacéo, envolve preocupac@es ao nivel da seguranca do material usado para o
seu fabrico, nomeadamente a utilizacdo de colas cirargicas a base de fibrina e/ou
cianoacrilatos, que ao se degradarem formam formaldeido [9-10]. Assim, como desvantagens
ou fatores que podem levar a ndo aprovacdo dos filmes pelas entidades competentes, esta a
possivel toxicidade dos materiais utilizados assim como o possivel fraco desempenho
mecanico, tornando-se importante investigar e desenvolver-se novos filmes biocompativeis e

bioabsorviveis [4,8].

Sdo varios os autores [9-11] que tém desenvolvido filmes que satisfagam as exigéncias
mencionadas, sendo 0s materiais poliméricos aqueles que mostram melhores resultados de
fotoreticulacdo répida e adesdo, a temperatura fisiologica, que permite serem utilizados em

aplicacdes cirargicas [9-11].

Neste estudo volta a recorrer-se a um dos mondémeros mais usados na area hiomédica, o AL,

para produzir polimeros de baixo peso molecular. Este tem grupos terminais biodegradaveis e,
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ao ser funcionalizado com mondmeros com ligacGes de carbono duplas, assim como um
fotoiniciador biocompativel, permite a fotoreticulacdo e producdo de filmes com boas
propriedades fisicas e potencialidade na area biomédica [3-4,8]. No entanto, para estes filmes
serem selecionados como adesivos cirargicos devem ter uma viscosidade apropriada antes da
aplicacdo e fotoreticulacdo, devendo aderir a pele facilmente, atuar de forma répida e eficaz,
ajudando na cicatrizagdo do tecido lesado [8].

Ao longo dos ultimos anos houve uma crescente evolugdo na producdo de filmes de base AL,
tendo-se comecado pelo fabrico de oligdbmeros de AL com os co-mondmeros 1,4-butanodiol
(BDO) e pentaeritritol (mPET), que conduzem a estruturas lineares ou ramificados. Foi
possivel produzir filmes com estes oligomeros, depois de funcionalizados com anidrido
metacrilico (MAA) ou metacrilato de 2-isocianoetilo (IEMA) recorrendo a adicdo de
fotoiniciador [8]. A posteriori foi testado um novo agente de funcionalizacéo, o Laromer® LR

9000 (LAR) que conduziu a muito bons resultados [4].

A utilizagdo do LAR, produzido e comercializado pela BASF, resulta de uma pesquisa de
monomeros da familia dos isocianatos para a funcionalizacdo dos oligomeros de AL. O LAR,
associado a industria de revestimentos de superficies, € um isocianato funcional utilizado em
produtos para aplicacdes de cura, nomeadamente reticulagcdo fotoquimica e térmica [4]. Este
pode ser combinado com poliésteres que sdo muito reativos na presenca do LAR devido aos
grupos terminais hidroxilo [4]. O LAR permite melhorar as propriedades dos filmes,

nomeadamente a adesdo as superficies, dando também mais flexibilidade ao material [4].

De entre os varios métodos de reticulacdo existentes optou-se pela fotopolimerizacdo por
radiacdo ultravioleta (UV), pois permite taxas de reticulacdo rapidas em condi¢bes de
temperatura moderadas e nomeadamente em salas de cirurgia [8]. A producdo de adesivos
cirargicos foi o primeiro objetivo destes trabalhos e a otimizacdo da producdo dos filmes e

suas propriedades recorrendo aos varios funcionalizadores, foi desenvolvido nessa linha [4].

Mais tarde perspectivou-se uma outra aplicacdo dos filmes produzidos, pretendendo-se
utiliza-los como adesivos transdérmicos, com aprisionamento e libertacdo de farmaco. Estes
sdo muito frequentemente utilizados como sistemas de entrega de farmacos (antibidticos e
anti-inflamatorios, entre outros), libertando os principios ativos de forma controlada e

aumentando a eficiéncia de cicatriza¢do e tratamento [3].
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A administracdo do farmaco por via transdérmica permite a libertagdo de forma localizada,
controlada e prolongada, garantindo-se um melhor controlo dos niveis de farmaco no plasma
sanguineo assim como maior conforto e aceitacdo pelo paciente, ao contrario de outras vias de

administracdo possiveis [3].

Utilizando os mesmos métodos até a data usados, Travassos [3] produziu filmes para sistemas
de administracdo transdérmica tendo ensaiado ainda um novo oligémero e recorrido a reacdo
do AL com poli (etilenoglicol) 300 (PEG 300), para além de BDO e mPET. Estes oligdmeros
foram funcionalizados com LAR, e o fa&rmaco selecionado, o Ibuprofeno (IBU), assim como
agentes permeadores, solubilizantes, plastificantes e tensioativos em diferentes proporcoes,
para se garantir a permeacdo do farmaco através da pele, foram adicionados ao gel do
polimero funcionalizado [3]. As propriedades dos filmes obtidos ap6s fotoreticulagdo foram
estudadas e a sua formulacdo otimizada [3]. Foi possivel obter materiais transparentes,
resistentes e flexiveis com tempos de fotoreticulacdo variaveis dependendo das quantidades e

funcionalizadores utilizados [3-4,8].

No estudo aqui apresentado, a pesquisa na literatura centrou-se em trabalhos que
identificassem copolimeros possiveis de serem funcionalizados e fotoreticulados, e que
permitissem o aprisionamento de principios ativos. De entre 0s varios estudos em curso, 0s
copolimeros de AL atualmente mais usados sdo: poli (etilenoglicol) (PEG), acido glicolico
(AG), poli (oxietileno) (PEO), poli (valerolactona) (PVL), poli (caprolactona) (PCL),
pentaeritritol (mPET), entre outros e 0s principios ativos para posterior libertacdo sdo:
albumina de soro bovino (BSA), indometacina e o &cido hialurénico (HA). Nas Tabelas 1.1 e
1.2 encontra-se a compilacéo de informacao sobre resultados destes trabalhos.
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Tabela 1.1 Estudos no ambito da sintese de copolimeros de acido latico.

Material Estratégia Resultados / Observag6es Referéncias
- PLLA dicarboxilado por reacdo de - Composi¢cdes quimicas dos
condensagdo do L-AL com &cido copolimeros verificadas por RMN
sucinico, em atmosfera de azoto, num e FTIR;
banho de 6leo a 190-200°C, durante - 15 <T, <35°C e 60 <T; <120°C
24h; para o PLLA dicarboxilado;
- Copolimero de PEG-PLLA por - T=40°C e -45 <T4 <-28°C para
reacdo de policondensacao; os copolimeros de PEG-PLLA;
- PEG e PLLA em quantidades - indice relativo de aumento do
PEG - PLLA equimolares, dissolvidos em cloreto de peso dos diferentes copolimeros Huh et al.
metileno anidro, uso de catalisadores (PEG:PLLA) em PBS a 37°C foi: [5]
DCC (diciclohexil carbodimida) e 2,6 (2000:1130); 1,8 (2000:1480);
DMAP  (N-dimetil aminopiridina). 1,4 (2000:1690); 1,7 (2000:2170)
Reacdo em atmosfera de azoto a e 1,0(2000:3150).
temperatura ambiente. Ao fim de 10
min forma-se DCU (diciclo-hexil
ureia) que precipita e é filtrada.
Produto final seco sob vacuo durante
24h.
- Fabrico do polimero por reagdo de - Swelling 19,7%;
PEG 400 com diisocianato de isoforona - Inicio da degradacéo hidrolitica
(IPD); dos grupos isocianato ao fim de 7
- Reacdo a 60°C, em atmosfera de dias;
azoto, agitacdo magnética durante 24h, - Testes de adesdo em folhas de Ferreira et al.
PEG-IPD formando-se grupos uretano. gelatina com  muito  bons [12]
resultados;
- Energia de superficie 14,87
mN.m?, inferior & da pele e
sangue, permitindo aderir bem a
uma destas superficies.
- Formacdo do oliggmero de AL por - Termicamente estaveis, com
aquecimento num evaporador rotativo;  perda de massa maxima de 60%
- Continuacdo da policondensagdo a durante 30h a 170°C;
180°C para formacgdo do oligbmero AL - Mostraram elevadas forcas de
PCL - AL de peso molecular pretendido; adesdio a 23°C e 50% de Stolt et al.
- Adicdo de PCL em forma de estrela e  humidade. [13]

continuacdo  da
durante 4h a 185°C.

policondensacéo
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Tabela 1.1 Estudos no ambito da sintese de copolimeros de acido latico (continuagéo).

Material Estratégia Resultados / Observagoes Referéncias
- Copolimerizacdo por abertura de anel - Cromatografia de permeacéao gel
em tolueno; (GPC) mostra que macrémeros
- AL e PEG (de diferentes pesos tém polidespersividade inferior a
moleculares, 4000, 6000, 10000 e 1,10;
20000 g.mol®) com catalisador - Tempos de gelificacdo de 2 a
Ci6H3004Sn (octoato de estanho). A 540 min dependendo das razBes
mistura reacional em refluxo reage a molares usadas;
120°C durante 10h em atmosfera de - Melhor sequéncia de
azoto, com agitagdo. O produto frio é fotopolimerizagdo: misturar o
AL-PEG-AL precipitado em éter dietilico, filtrado e macromero, fotoiniciador e a agua Wei et al.
seco sob vécuo a 40°C; formando-se o gel, submetido a [14]
- Formagéo do macrémero UV por 2-10 min obtendo o
fotopolimerizadvel por reacdo do hidrogel;
copolimero com MAA em refluxo a - Fotopolimerizacdo do gel por
120°C durante 8h, em atmosfera de UV durante 2 min.
azoto. Produto precipitado a - Swelling: amostras absorvem
temperatura ambiente em éter dietilico &gua rapidamente e o equilibrio é
e n-hexano, filtrado e seco sob vicuo a  atingido apds 2h;
40°C; - Répida perda de massa dos
hidrogéis nas 3 semanas iniciais.
- Seguindo o procedimento de Wei et - Fabrico de hidrogéis com
al. [14] com diferentes pesos diferentes composicdes de
moleculares de PEG (1000 e 6000 polimero e grupos metacrilicos;
g.mol™). - Estudo de swelling em &gua a
22°C;
AL-PEG-AL - Hidrogel de macrémero puro Wei et al.
evidenciou swelling mais elevado; [15]

- Aplicagio com potencial
biomédico ainda em investigacéo,
para engenharia de scaffolds,
biossensores ou para sistemas de

libertagdo controlada de drogas.
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Tabela 1.1 Estudos no ambito da sintese de copolimeros de acido latico (continuagéo).

Material Estratégia Resultados / Observag6es Referéncias
- Sintese de oligobmeros de poli (D,L — - Varias concentragbes de
AL — propilenoglicol); Propilenoglicol fotoiniciador  testadas, 0,5%
(PPG) com diferentes massas molares (m/m) preferencial a 2% (m/m);
reagiu com lactideo sob vacuo a 150°C, - Material P7L2 completamente
6h, atmosfera de azoto, catalisador: fotoreticulado em 60 e 240 s para
octoato de estanho; 0,5% e 2% (m/m) de fotoiniciador
- Compostos intermedidrios dissolvidos respectivamente;
em 2-propanol, filtrados, secos e - Materiais estveis com 19% de
dissolvidos em diclorometano; perda de massa em 14 semanas;
Adicdo de trietilamina (TEA) e cloreto - Swelling maximo 10% para o
de metacriloilo (MCA) a solucdo a 0°C  material P7L2;

PDLLA - para funcionalizacdo; - Materiais promissores para Ho et al.
PPG - Agitacdo durante 24h & temperatura aplicacéo como adesivos [16]
ambiente, lavagem e filtragdo com biomédicos degradaveis a longo

acetona e secagem antes da extracdo do prazo.
dimetacrilato usando hexano;
- Na extracdo, duas camadas com o
lactideo e o PPG na camada superior.
Camada superior recolhida sujeita a
evaporacao rotativa e seca sob vécuo
durante a noite;
- Fotoreticulacdo na presenca de
camphorquinone  (CQ) e  N,N-
dimethyl-p-toluidine (DMPT).
- Macrémeros de PCL com grupos - Swelling 3,22%, muito baixo;
uretano sintetizados por - Boa adesdo do filme a folhas de
funcionalizagdo com IEMA (solvente gelating;
éter dietilico); - Tensdo de superficie de 33,51
- Reacdo a 40°C com agitacdo em mN.m™;
atmosfera de azoto e com refluxo de - Degradacdo em plasma humano:
solvente durante 24h; 10,4% em 6 semanas;
PCL - Adicdo de fotoiniciador IRG a - Capacidade de formacdo de Ferreiraetal.

solucéo de macrémero a 60°C;

- Mistura mantida em refluxo e em
agitacdo até completa dissolugdo do
fotoiniciador;

- Solucéo submetida a UV durante 60 s

obtendo-se filme.

fibrina, confirmada por estudos de

hemocompatibilidade.

[9]
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Tabela 1.1 Estudos no ambito da sintese de copolimeros de acido latico (continuagéo).

Material Estratégia Resultados / Observagoes Referéncias
- Sintese de oligdmeros de base AL -  Matrizes com  elevada
através de polimerizacdo de D,L - percentagem de reticulagdo;
lactideo a 160°C, 3h com co- - Oligbmeros mais ramificados e
mondmeros: BDO ou mPET ou menor percentagem de lactideo,
poliglicerina  (PGL), catalisador: melhor densidade de reticulacdo e
PDLLA - octoato de estanho; maior resisténcia mecanica;
BDO - Funcionalizagdo com MAA a 120°C, - Degradacdo hidrolitica retardada
3h, produto purificado por destilagdo a pelo uso de monémeros reativos.
PDLLA - pressao reduzida e a 140°C; Helminen et
mPET - Reticulagéo térmica dos oligdmeros a al. [11]
90, 60 e 37°C misturando-se peroxido
PDLLA - dibenzoil, naftaleno de cobalto e
PGL peroxido de 2-butanona
respectivamente ao oligémero
funcionalizado;
- Fotoreticulacdo adicionando
camphorquinone como iniciador.
- Sintese de oligdmero PLA e StarPLA - Tempo de fotoreticulacdo de 2
através de reacdo de AL com 0s co- minutos para 0s  polimeros
monomeros BDO ou mPET; Reacdo a lineares e de 3 minutos para 0s
150°C durante 9h, em atmosfera de polimeros estrela;
azoto e agitacdo magnética; - Swelling de 10 e 4% para o0s
- Funcionalizagdo com MAA a 130°C, filmes de oligbmero linear, e de
corrente continua de azoto e sob 29 e 6% para os filmes com
PLA agitacdo magnética, durante a noite. oligdbmero ramificado, usando
Funcionalizagdo com IEMA MAA e IEMA respectivamente; Marques
StarPLA adicionando éter dietilico, reacdo a - Degradacdo dos filmes em PBS [8]

60°C durante 24h em atmosfera de

azoto, com refluxo e agitacdo
magnética;

- Adicionou-se o fotoiniciador IRG a
60°C, com agitacdo magnética continua
e refluxo;

- Irradiacéo UV para formar filmes;

- Filmes secos numa estufa a 40°C para
remocgdo do éter dietilico e posterior

caracterizacdo.

a 37°C: PLA-MAA com perda de
massa de aproximadamente 58%
e o StarPLA-IEMA apenas 18%,
ao fim de 6 semanas;

- Filmes funcionalizados com
MAA mais biocompativeis na
presenca de fibroblastos humanos
do que os funcionalizados com
IEMA.
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Tabela 1.1 Estudos no ambito da sintese de copolimeros de acido latico (continuagéo).

Material Estratégia Resultados / Observag6es Referéncias

- Sintese do oliggmero  por - Tgdo polimero aumentou de -29
polimerizacdo de abertura de anel, com °C ate 27°C com aumento da
D,L-Lactideo (DLAL) e mPET, a massa molar de 1500 para 9500
130°C, atmosfera de azoto, agitacdo g/mol;

magnética, catalisador: octoato de - FTIR e RMN para garantir que a
estanho, reacdo durante 24h; funcionalizacédo ocorreu;

- Oligémero dissolvido em cloroférmio - Elevados valores de teor de gel
e precipitado numa mistura de (94-99%);

hexano/metanol, e seco sob vacuo a - Material de menor massa molar

60°C durante 24h; apresenta maior Tg.
Star PDLLA - Funcionalizagdo do oligémero a 70°C Karikari et al.
com MAA ou IEMA, em atmosfera de [17]

azoto, durante 5h e 1h respectivamente,
com agitagdo magnética e um
condensador;

Produto precipitado em hexano e seco
sob vacuo a temperatura ambiente
durante 24h;

- Polimeros fotoreticulados apds adi¢do
de 2,2-dimethyl-2-phenylacetophenone
(DMPA). A mistura colocada em
moldes durante a noite a temperatura
ambiente  para  evaporagdo  do

cloroférmio.
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Tabela 1.2 Estudos no ambito da sintese de copolimeros de acido latico com aprisionamento e libertagdo de

principios ativos.

Material Estratégia Resultados / Observagoes Referéncias

- PEG 6000 e AL numa razdo molar de - Varios polimeros com diferentes
1:5 em atmosfera de azoto. Adicdo de pesos moleculares;
catalisador CyH3,0,Sn (octoato de - Polimeros com maior peso
estanho); molecular ~ absorvem maior
- Reacdo sob vacuo, com agitacdo, a quantidade de agua;
200°C durante 4h e a 160°C durante 2h; - Polimeros com menor peso
- Polimero resultante dissolvido em molecular degradam-se  mais

AL-PEG-AL diclorometano e precipitado em éter, lentamente; Sawhney et al.
filtrado e Seco. Polimero - Libertagdo de 90% de BSA [2]
funcionalizado com grupos acrilato aprisionada no polimero ao fim de
para formar um macromero 45 dias.
polimerizavel;
- Adicdo de 200 pl de solucdo de BSA
(20 mg.mL™* em PBS) numa grama de
polimero.
- Seguindo o procedimento de - Répida libertagdo do HA,
Sawhney et al. [2]: copolimero seguida de uma libertacio estavel
funcionalizado com metacrilatos para até 1 més;
criar um macrémero estavel PEG- - Polimero tem uma répida perda
Dimetacrilato e um  macrémero de massa nos 15 dias iniciais,

AL-PEG-AL degradavel hidroliticamente PEG-LA- seguida de perda de massa Skaalureetal.

Dimetacrilato;

- Introducéo de &cido hialurénico (HA)
nos hidrogéis (0,5 e 5 mg.g’ de
hidrogel).

aproximadamente constante;

- Conclusdo: a incorporacdo de
HA em scaffolds sintéticos é uma
estratégia

promissora para

regeneracdo de tecidos da

cartilagem.

[18]
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Tabela 1.2 Estudos no ambito da sintese de copolimeros de acido latico com aprisionamento e libertacdo de

principios ativos (continuacéo).

Material Estratégia Resultados / Observag6es Referéncias
- AL e PEO ou AL e AG em - Evidéncia estrutural do
quantidades equimolares. Catalisador copolimero analisada por RMN
(CgH,103)3Al (aluminio combinada com cromatografia
triisopropoxido) ; exclusdo de tamanho;
- Reacdo a 110°C durante 12-72h; - Copolimeros com microfases
- Mistura  reacional arrefecida, hidrofilicas;
dissolvida em diclorometano e - Massa de &gua aumenta
polimero extraido com HCI. Polimero rapidamente com a percentagem
lavado com &gua e precipitado em de PEO;
etanol, sendo seco sob véacuo a 50°C - Homopolimeros de PLLA ou
PLLA -PEO- durante 48h; PLGA absorvem 6-7% (m/m)
PLLA - Dissolucdo de BSA numa pequena &gua em 100 min. O copolimero  Youxin et al.
guantidade  de  &gua. Solucdo absorve 70-100% (m/m) &gua no [6,7]
PLGA-PEO- homogeneizada na solugdo do mesmo periodo;
PLGA copolimero com o ultra-turrax. - Didmetro médio microesferas

Carregamento tedrico da proteina de
10% (m/m);

- Emulsdo misturada com solugdo de
PVA (acetato de polivinilo), agitagdo
3-4h

microesferas. Filtracdo, lavagem com

moderada formando-se

agua e secagem a frio.

~ 35 um;

- Estudo de
microesferas em PBS a 37°C;
-Absorvancia da BSA libertada

libertacdo das

medida no espectrofotometro a
278 nm;

- Copolimero PLGA-PEO-PLGA
libertou 90% da BSA em 25 dias.
Copolimero PLLA — PEO - PLLA
libertou apenas 60% em de 25
dias e 80% em 40 dias;

- Caracteristica de interesse para
sistema de administracdo
parenteral com proteina com

tempo de vida Util de 2 semanas.
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Tabela 1.2 Estudos no ambito da sintese de copolimeros de acido latico com aprisionamento e libertagdo de

principios ativos (continuacéo).

Material Estratégia Resultados / Observagoes Referéncias
-Copolimerizagdo por abertura de anel - Composicdo dos copolimeros
para a sintese de 6 tipos de copolimeros avaliada por RMN;
com PEG 400 e 10000, sem catalisador -  Distribuichio  dos  pesos
nem iniciador; moleculares por cromatografia de
- Mistura dos monomeros e co- permeacdo gel;
AL-PEG-AL mon6meros submetida a vacuo 5 - Eficiéncia do carregamento
minutos, seguido da reacdo a 185°C aumenta com o0 aumento da cadeia
PVL-PEG-  durante 30-80h; hidrofobica;
PVL - Produto final dissolvido em - Estudo de libertacdo de micelas Lin et al.
diclorometano e extraido 5 vezes com com farmaco nos copolimeros, [19]
PCL-PEG-  1-pentano. Solvente removido por apresentando maior valor de
PCL evaporacdo e copolimero seco a 40- libertagdo e mais rapida para o

45°C;
- Testaram-se varias razées molares de
AL, PEG, PVL e PCL;

AL-PEG-AL
quantidade de AL, ao fim de 14

com menor

dias;

- Carregamento da Indometacina - Swelling em &gua destilada a

(farmaco) nas micelas. 4°C durante 8 semanas, com
copolimeros de diferentes racios

de mon6émeros.

As Tabelas 1.1 e 1.2 resumem a sintese de varios copolimeros que tém vindo a ser testados na
area da biomédica para producdo de filmes ou hidrogéis utilizados para libertacdo de
principios ativos assim como regeneracdo de tecidos. Alguns destes copolimeros foram
funcionalizados com MAA, IEMA, e grupos acrilato, entre outros, sendo de seguida
fotoreticulados por irradiacdo UV. As propriedades descritas nas Tabelas 1.1 e 1.2, teor de
gel, swelling e capacidade de adesdo a pele evidenciam o seu potencial para avaliacdo
adicional no ambito deste estudo. Em alguns destes materiais foram aprisionados principios
ativos que mostraram bons perfis de libertacdo ao longo do tempo. Face a informacéo
compilada nas Tabelas 1.1 e 1.2, decidiu-se prosseguir o trabalho de investigacdo utilizando o
AL como matéria-prima conjugado com outros co-mondémeros na producdo de sistemas

transdérmicos, neste caso para administracdo da proteina de albumina de soro bovino (BSA).
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1.2 Proteinas

Desde os finais do século XX que os péptidos e as proteinas terapéuticas tém recebido muita
atencdo dos investigadores, o que levou a que constituam um mercado movimentado e muito

lucrativo, tendo em conta o capital gerado em torno delas [20-21].

As proteinas sdo complexos estruturais altamente organizados, de elevado peso molecular,
que resultam da ligacdo de pequenas unidades semelhantes, os aminoacidos. Quando
administradas através de sistemas de libertacdo controlada, as proteinas tém sido amplamente
utilizadas nas areas ligadas a medicina, mais concretamente para o tratamento de doencas e

regeneracdo de tecidos [22-24].

As proteinas consideram-se como ingredientes fundamentais no que aos cuidados de saude
diz respeito, sendo usadas em formulagdes farmacéuticas para terapéutica e diagnosticos e em
aplicacbes na biotecnologia. Estas desempenham imensas func¢des, como a defesa do corpo
contra organismos invasores ou prejudiciais, a regulacdo da atividade metabolica, sinalizagdo
celular, resposta imunitaria e ciclo celular [25]. Estdo também presentes na catalise
enzimatica de reacdes no organismo [25], assim como na adsorcdo na superficie [23] ou
transporte de substancias, ides ou moléculas especificas através da membrana celular ou de
6rgdo para 6rgdo [26]. Para além disto, podem ainda ser usadas como nutriente [26] para 0
desenvolvimento de células ou microrganismos, e crescimento e manuten¢do do corpo

humano na reparacéo e producéo de tecido muscular melhorando o desempenho dos atletas.

Do ponto de vista terapéutico, as proteinas tém a vantagem de possuir mecanismos de acao
especificos e potentes. Aliados a medicina molecular, permitem identificar e caracterizar
causas de doencgas ou feridas patologicas. Exemplo disso € a utilizacdo de eritropoietina para
o tratamento da anemia e o uso da insulina no tratamento da diabetes [20-21].

As proteinas terapéuticas apesar das inegaveis vantagens, apresentam também limitacdes na
administracdo transdérmica. Para ultrapassar tém-se feito esforcos em volta de duas
abordagens: alteracdo da estrutura da proteina por mutagdo ou alteragdo na formulacéo a
utilizar [20]. Assim, é possivel administrar e libertar as proteinas em PEG ou PSA (&cido
polissialico), ou ainda utilizar sistemas de formulacdo como lipossomas, microesferas

poliméricas ou nanoparticulas poliméricas [20].

16



Sistemas transdérmicos de base acido latico para administragdo de principios ativos Rafael J.M.Monteiro

As funcdes bioldgicas so sdo eficientes caso as proteinas em uso tenham a conformacao
correta e sejam estaveis. Torna-se entdo necessario ter conhecimento sobre a sua estrutura
para se puder utilizar com as funcionalidades especificas desejadas, como tratar ou controlar

determinadas doencas.

Ha um total de 20 aminoéacidos fundamentais diferentes, definidos pelo seu codigo genético e
formula quimica. A estrutura do aminoacido é caracterizada por ter um atomo central,
carbono-alfa (C,), ao qual esta ligado um atomo de hidrogénio (H), um grupo amina (NH,) e
um grupo carboxilo (COOH). A diferenca entre aminoacidos reside na cadeia lateral ou
radical, R, que se liga igualmente ao C, [22-24]. Na Figura 1.1 é apresentada a estrutura geral

de um aminoacido.

H

H,N— C, —— COOH

R

Figura 1.1 Estrutura geral de um aminodcido.

E a cadeia lateral R, que classifica 0 aminoéacido como hidrofébico ou hidrofilico. Os
aminoacidos nédo polares ou hidrofébicos tém cadeias laterais compostas por grupos quimicos
de hidrocarbonetos que tendem a evitar o contacto com a agua, escondendo-se no interior da
proteina. Os aminodcidos polares ou hidrofilicos tém nas cadeias laterais grupos polares
(hidrogénio e oxigénio) preferindo distribuir-se na superficie da molécula de proteina ficando

em contacto direto com a 4gua, ou seja, tém afinidade com ela [22].

As proteinas sdo formadas pela unido de aminoacidos através de ligacBes peptidicas. O

esquema reacional da ligacdo peptidica é apresentado na Figura 1.2.

H H H
Ho I o A He T oy
/N— Ca— C_ + /_N— C,—C _s  N-— |C“—C\ I O +H,0
H | "OH " | OH H N—Co—C
R R R | \
H OH

Figura 1.2 Esquema reacional da ligagdo peptidica.

As proteinas podem ter quatro niveis estruturais dependendo do tipo de aminoacidos, tamanho

e configuracdo espacial da cadeia polipeptidica: priméria a quaternaria. A estrutura primaria é
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o nivel estrutural mais simples caracterizado pela sequéncia linear de aminoacidos
constituinte da cadeia polipeptidica. E desta que deriva o arranjo espacial da molécula e o
desempenho da funcdo. A estrutura secundaria surge devido a possibilidade de rotacdo entre
os carbonos dos aminoacidos, grupos amina e carboxilo originando dois tipos principais de
arranjo: a-hélice e folha-B. A a-hélice é a forma mais comum e consiste num enrolamento em
hélice da cadeia polipeptidica com os grupos R projetados para fora do esqueleto helicoidal na
direcdo perpendicular ao eixo. Esta estrutura mantém-se estavel devido as pontes de
hidrogénio existentes entre os grupos NH e CO do monofilamento. A folha-p tem uma forma
em zig-zag, sendo constituida por dois ou mais segmentos iguais ou diferentes, dispostas em
paralelo (cadeias estendidas na mesma direcdo) ou ndo (cadeias estendidas em direcdes
opostas). A estabilidade desta estrutura € também assegurada por pontes de hidrogénio, neste
caso entre cadeias de filamentos diferentes e os grupos laterais R. A estrutura terciaria é o
arranjo tridimensional resultado do desdobramento da cadeia polipeptidica, um enrolamento
das estruturas secundarias. Este tipo de estrutura é estabilizado por interacdes fracas (pontes
de hidrogénio e interacdes electroestaticas) e em casos raros por interacdes fortes (ligacdes
covalentes). A estrutura quaternaria sé surge quando cadeias polipeptidicas se juntam para
exercer determinada fungao, agrupando-se e ajustando-se para a estrutura total da proteina. E
caracterizada pela interacdo de cadeias laterais de aminoécidos de cadeias polipeptidicas
diferentes [22-23]. Na Figura 1.3 é apresentado o desenvolvimento das estruturas das

proteinas e as formas existentes para a estrutura secundaria.

Estrutura Estrutura Estrutura Secundaria  Estrutura Estrutura
Primaria Secundaria (folha-f) Terciaria Quaternaria
(a-hélice)

Figura 1.3 Evolucdo das estruturas das proteinas (Adaptado de [23,27]).

E de extrema importancia salientar que a estabilidade das proteinas é fortemente influenciada
pelo tipo de solvente usado, forca ionica e concentracdo da proteina. Num sistema de
libertagdo controlada as proteinas séo sujeitas a varias tensdes ao longo do processo, desde a

sua formulacdo, armazenamento até a libertacdo in vivo [28-30].
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1.3 Albumina de soro bovino (BSA)

A albumina de soro bovino, BSA, é uma proteina modelo usada em sistemas biomiméticos e a
mais utilizada em investigacdo, devido ao seu baixo preco e elevada disponibilidade. E uma
proteina natural, biocompativel, biodegradavel, ndo toxica e imunogénica [31-33].

A BSA, também conhecida como Fracgdo V por ser obtida da quinta fragdo da metodologia de
fracionacdo de Cohn, é uma proteina globular, isolada do sangue bovino, estavel e com
poucas interferéncias nas reacGes bioldgicas, devendo ser armazenada a -20°C [34-36]. Trata-
se da proteina mais abundante no sangue bovino com uma concentracdo de 50 mg.mL*,
apresentando uma estrutura semelhante & HSA (Albumina de soro Humano) [32]. E soluvel
em agua e tem facilidade em cristalizar devido ao elevado nimero de amino&cidos acidicos
presentes na sua estrutura. Apresenta uma grande capacidade de se ligar a &gua, a sais, acidos

gordos, hormonas e farmacos [37].

A estrutura priméaria da BSA é uma cadeia simples polipeptidica composta por 585 unidades
de aminoacidos. A estrutura secundaria € composta por 67% de a-hélice, 10% de folha-f e
23% de cadeia linear. A estrutura terciaria da proteina no estado solido apresenta uma forma
semelhante a um coracdo/heart-shape ou tridngulo equilatero, comprovado por estudos
cristalogréficos raios-x [33,38-39].

A BSA tem como principais aplicagdes: a utilizacdo em biomateriais implantaveis e adesivos
cirargicos devido a capacidade de coagulacdo e a administracdo e transporte de farmacos,
antibidticos, anti-inflamatorios e excipientes [40]; a utilizacdo do ensaio da imunoabsorcao
enzimatica (ELISA) na detecdo de anticorpos [35] ajudando no diagndstico de doengas como
0 virus da imunodeficiéncia humana (HIV), maléria e tuberculose [41]; 0 uso como nutriente
em culturas celulares e microbianas, ou seja, como suplemento para aumentar o crescimento e

produtividade das células [40,42]; e a regulacdo da pressdo osmdtica do sangue e pH [42].

1.3.1 Conformacgoes da BSA

O desempenho das proteinas esta dependente da sua conformacéo, hidratacdo e solubilidade.
Sao varios os métodos que podem ser usados para revelar as transi¢cGes conformacionais, tais
como dynamic light scattering (DLS), dicroismo circular e espectroscopia infravermelha [30].
Mudangas no ambiente envolvente da proteina (pH, temperatura, forca idnica e solventes)

podem alterar a sua conformagdo ou mesmo levar a desnaturagao [43].
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A funcéo bioldgica da proteina esta associada a forma tridimensional, enrolada e dobrada. O
processo de desnaturacdo ocorre quando had perda da estrutura terciaria (estado nativo)
atingindo-se a estrutura secundaria (estrutura desenrolada) tendo-se assim uma cadeia de
aminoacidos amorfa e ndo funcional [44]. De salientar que a desnaturacdo pode ser reversivel
ou irreversivel. A BSA, quando sujeita a temperaturas elevadas, pode passar por duas fases
estruturais distintas sendo a primeira reversivel e a segunda irreversivel, apesar de este
processo ndo resultar necessariamente na destruicdo da forma ordenada da proteina [29].
Shanmugan et al. [45] mostraram através de estudos por dicroismo circular vibracional que a
BSA ao ser aquecida forma grandes quantidades de folha-p3 e que o processo de desnaturagédo

desta é irreversivel.

A BSA também pode sofrer mudancas conformacionais quando o pH do meio varia passando
a varias formas: E, F, N, B e A. A Figura 1.4 ilustra as conformacdes predominantes em
diferentes gamas de pH e indica a percentagem da estrutura secundaria a-hélice em cada uma
das conformacgfes. A forma N, normal, na qual a molécula se encontra mais compacta, €
predominante a pH 4,3-8, tendo um conteudo helicoidal de a-hélice de 62% que diminui
consoante existam alteragdes conformacionais. A pH 4,3 ocorre a transicdo para F,
rapida/fast, envolvendo um desdobramento e a proteina passa a uma forma alongada com
perda do contetdo helicoidal (52% de a-hélice), aumento da viscosidade e diminuicdo da
solubilidade. A pH 2,7 aumenta a linearidade da BSA, forma E, expandida, caracterizada
novamente por perda de parte do contetdo helicoidal (44% de a-hélice) e maior viscosidade.
N&o existem apenas isdbmeros conformacionais para pH éacidos. A 8 <pH <10 surge a forma
bésica, B também com 44 % de a-hélice, e na gama 10 <pH <12 surge outra isomerizacao,
isdbmero A, envelhecida/aged, a pH 12, com reducdo da estrutura secundéria, conforme visivel
na Figura 1.4 [32-33,38,46-49].

A forca ionica das solugdes também tem forte influéncia na percentagem de agregacéo,
tamanho e massa molar da BSA, pelo que as conformagfes desta proteina tém vindo a ser
estudadas a 2 <pH <12 em solugdes salinas (150 mM emNaCl) e em &gua destilada. O pH da
BSA em agua destilada e na solucdo salina € ajustado adicionando HCI 0.1M ou NaOH 0,1
M. [49].
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E< > F < > N B A
pH de transicao 2,7 4,3 8 10
Forma Expandida Rapida Normal Basica Envelhecida
% a-hélice 44 52 62 44 42

Figura 1.4 Conformagdes da BSA em fungéo do pH (Adaptado de [46]).

Os dados presentes na Tabela 1.3 mostram que a conformacdo mais estavel da BSA
(conformacdo N) é a que apresenta mais baixo nivel de agregacao seja em meio salino ou nao.
Afere-se ainda pela Tabela 1.3 que para pH acido ha maior agregacdo da proteina quando
comparado com pH baésico, e sendo a elevada percentagem de agregacdo um fator para a
baixa estabilidade da proteina, é possivel confirmar-se que esta € mais estavel a pH neutro. A
Tabela 1.3 permite ainda concluir que o didmetro médio da BSA é menor em agua destilada
em comparacdo com a solucdo salina. Verifica-se ainda pela Tabela 1.3 que para pH acido, e
visto que a percentagem de agregacdo é maior, o diametro médio das particulas seria maior
comparado com pH basico, apesar de para pH muito basico o didmetro poder chegar aos 8 nm
[49].

Tabela 1.3 Percentagem de agregacdo e didmetro médio da BSA em agua destilada e solugdo salina de NaCl

para cada estado conformacional [49].

pH Estados Agregacéo (%) Diametro médio (nm)
Conformacionais
Agua destilada Solucdo Salina  Agua destilada  Soluc&o Salina
E 15-17 9-11 53 6,6-6,8
2,7 E-F 15 11 53 6,8
F 5-15 7-11 5,0-5,3 6,2-6,8
4,3 F-N 5 7 5,0 6,2
N 3-6 2-7 3,5-6,0 5,6-6,2
8 N-B 6 2 3,5 5,6
B 6-8 2-8 3,5-5,0 5.0-5,6
10 B-A 8 8 5 5,6
A 7-8 8-12 4,6-5,0 5,6-8

A BSA apresenta uma massa molar de 66,5 kDa na forma pura, e a forca ionica e o pH do

meio podem alterar esse valor como ilustrado na Tabela 1.4. A massa molar da BSA é

superior quando dissolvida numa solugdo salina em comparacdo com a dissolu¢do em &gua

destilada para 0 mesmo pH. Quando em &gua destilada, a medida que o pH aumenta a massa

molar da BSA também aumenta. O comportamento da BSA é o inverso quando dissolvida em

NaCl, sofrendo um ligeiro aumento na passagem de pH neutro para pH basico. Os valores de
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massa molar da BSA mais elevados em solucdo salina podem-se dever as interacdes

intermoleculares, mais fortes do que as intera¢fes proteina-solvente [49].

Tabela 1.4 Massa molar (kDa) da BSA em agua destilada e solugdo salina em funcédo do pH [49].

pH Massa Molar (kDa)
Agua destilada Solucdo Salina
3 54,6 114,0
7 65,3 78,0
11 68,6 83,1

Como jé foi referido anteriormente, a BSA quando aquecida passa por duas fases estruturais,
ou seja, dois estagios. Na literatura [46], o primeiro estagio ocorre até aos 65°C e 0 segundo
acima dessa temperatura. Todavia, a conformacdo da proteina comeca a alterar-se aos 58,1°C,
desnaturando a partir dos 62°C [46].

Tendo em consideracdo esta informacdo, um outro estudo, Takeda et al. [50], analisaram a
BSA a pH 7, na gama de temperaturas entre 2 e 65°C. Verificaram que com 0 aumento da
temperatura, as propor¢des de a-hélice, folha-p e estrutura desordenada sofriam alteracOes
respectivamente de 67; 3; e 30 % a 2°C para 44; 13; e 43 % a temperatura final de 65°C, o que
evidencia que com o aumento da temperatura, ha uma diminuicdo da a-hélice e um aumento
da folha-p e estrutura desordenada. Uma vez atingidos os 65°C, deixou-se a BSA arrefecer até
a temperatura de 2°C, e registou-se que a proporcao helicoidal aumentou gradualmente,
indicando assim que as mudangas estruturais sdo parcialmente reversiveis. Nestes estudos, a
proporcao relativa das diferentes estruturas foi determinada pelo método de dicroismo circular
[50].

1.4 Sistemas de administracao de proteinas

S80 muitos os péptidos e proteinas usadas em acles terapéuticas variadas considerando-se
como farmacos ideais pois estdo presentes nos processos bioldgicos, sdo muito eficazes e
potentes e sdo capazes de atuar especificamente a baixas concentragcdes. S&o varias as
proteinas comercializadas e as que se encontram ainda em ensaios clinicos para uso
terapéutico tais como anticorpos, enzimas, inibidores enzimaticos, agentes microbianos,

fatores de crescimento e hormonas [51-53].

O aprisionamento e posterior libertacdo de algumas proteinas tem recorrido a microparticulas,

nanoparticulas e hidrogéis polimericos de diferentes materiais. As microparticulas

poliméricas, com um didmetro de 1-1000 pm, podem ser divididas em duas categorias:
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microesferas (sistemas matriciais) e microcapsulas (sistemas poliméricos do tipo
reservatorio). As nanoparticulas sdo sistemas coloidais (10-1000 nm) onde o principio ativo €
dissolvido, aprisionado ou disperso. As nanoparticulas podem também dividir-se em duas
categorias: nanocapsulas, onde o principio ativo se encontra num meio oleoso ou aquoso
envolvido por uma membrana polimérica que atua como protecdo e as nanoesferas
funcionando como sistemas matriciais com o principio ativo disperso uniformemente na
matriz. Quanto aos hidrogéis, estes podem adquirir véarias formas fisicas e possuem uma
estrutura tridimensional altamente porosa, podendo incluir formulagdes no seu interior [54].
Na Tabela 1.5 é apresentado o resumo de alguns exemplos de proteinas aprisionadas em
materiais poliméricos de PCL, HPMC, quitosano, PLGA entre outros.

Tabelal.5 Exemplos de proteinas aprisionadas em materiais poliméricos diferentes.

Tipo de Material Proteina Referéncias

Material

Observacdes

- Aprisionamento pelo método de
emulsdo  mudltipla  seguido  de
evaporacao de solvente;

- Sistema com 83,93%
proteina;

(m/m) da

Microparticulas

PCL Interferon-a

- Integridade estrutural da proteina nédo
foi comprometida com a técnica de
preparacao;

- 81% do Interferon-o aprisionado é
libertado em 28 dias;

- Formulacdo estdvel apds 90 dias a
20°C;

- Administracdo parenteral.

Melo et al.
[55]

HPMC e
quitosano

Lisozima

- Aprisionamento pelo método de
liofilizac&o;

- Libertacdo da proteina aprisionada
mais lenta in vitro em comparagdo com
a proteina ndo tratada;

- Aumento da permeagdo in vitro;

- Baixa citotoxicidade;

- O processo de preparacdo nao afetou
a bioatividade da proteina;

- Administraco intranasal.

Cho et al.
[56]

Nanoparticulas

PCL

Amilina

- Aprisionamento pelo método de
emulsao simples seguido de
evaporacao de solvente;

- Eficiéncia de aprisionamento de 80%;
- Formacéo de esferas;

- Libertacdo controlada in vitro de 12,5
pg.mL™ em 240h;

- Reducdo da glicémia em 36h em
ratos;

- Administracio parenteral subcutanea.

Guerreiro et al.
[57]
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Tabelal.5 Exemplos de proteinas aprisionadas em materiais poliméricos diferentes (continuagéo).

Tipo de
Material

Material

Proteina

Observacdes

Referéncias

Nanoparticulas

PLGA

Insulina

- Aprisionamento pelo método de
emulsdo  mdltipla  seguido  de
evaporacao de solvente;

- Aumento da bioadesdo no trato
gastrointestinal;

- Auséncia de citotoxicidade;

- Administracédo oral.

Zhang et al.
[58]

Hidrogéis

HEC e PVA

Albumina

-Aprisionamento  por
quimica;

- Libertacdo inicial rdpida antes da
libertagdo constante durante 160 dias;

- Mantém 80% da atividade inicial
apos libertagdo durante 50 dias;

- Administra¢do parenteral subcutanea.

polimerizacdo

Appel et al.
[59]

CMC -
acrilato de
sédio- alginato
de sodio

Albumina

-Aprisionamento por polimerizacéo
quimica;

- Hidrogel formado sensivel ao pH;
-Libertacdo durante 2h numa solugéo
de PBS (pH = 2,1) passando de seguida
a uma solucéo de PBS (pH 7,4);

- 18,1 e 68 % de albumina libertada ao

El-Sherbiny et
al. [60]

fim de 2h e 8h respectivamente;
- Administracéo oral.

- Aprisionamento por polimerizacéo
quimica;

- Sistema capaz de libertar insulina em
resposta a concentraces elevadas de | Kashyap et al.
glicemia; [61]

- Sistema gel biosensivel tem potencial
para entrega da insulina.

Quitosano Insulina

Estes sistemas de aprisionamento, presentes na Tabela 1.5, foram produzidos recorrendo-se a
varios métodos como emulsdo simples/multipla com evaporagdo de solvente, liofilizacdo e
polimerizacdo quimica. De um modo geral, verificou-se que o processo de preparacdo dos
sistemas ndo afetou a proteina e que se obtiveram boas eficiéncias de aprisionamento assim
como uma libertacdo controlada da proteina. Estes sistemas de aprisionamento podem ter
varias aplicacdes, como administracdo das proteinas por diferentes vias de administracdo
consoante o local de aplicagdo: via ocular, nasal, oral, pulmonar, rectal, parenteral e

transdérmica.

A deciséo do local de aplicagdo deve ter em conta as caracteristicas fisiologicas, biofisicas e
bioquimicas das proteinas, tamanho, tempo de meia vida, imunogenicidade, estabilidade
conformacional, dose necessaria, taxa de administracdo, farmacocinética e farmacodinamica.

Antes da escolha da via de administracdo deve ainda atender-se a fatores como a capacidade
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de aprisionamento da proteina, possibilidade de libertacdo no local especifico, taxa de

degradacdo do polimero e possibilidade de producéo a larga escala. [51-53].

Estas vias de administragdo apresentam como vantagens principais o facto de na maioria néo
ocorrer o efeito de primeira passagem e serem de rapida atuacdo. No entanto, apresentam
inimeras desvantagens, sendo as mais relevantes, a pouca biodisponibilidade, a possibilidade
de degradacéo do principio ativo antes da atuacdo, a hidrofilicidade e a baixa capacidade de

absorcéo e transporte [51-53,62-65].

A via transdérmica surge como uma 6tima opcao por evitar o efeito de primeira passagem e a
degradacdo no trato gastrointestinal. Para além disso, permite a libertagdo do principio ativo
de forma controlada por acédo sistémica ou local, durante um periodo de tempo prolongado de
modo indolor. A sua maior limitacdo prende-se com a barreira imposta pela epiderme e a
dificuldade de passagem de moléculas para a corrente sanguinea devido ao elevado peso
molecular, dificuldade essa que pode ser ultrapassada utilizando-se agentes de permeacéo
quimica [53,62,66].

1.4.1 Sistemas transdérmicos

Os sistemas de adesivos transdérmicos sdo definidos pela Farmacopeia Portuguesa como
“preparacdes farmacéuticas maleaveis, com dimensdes variadas, que servem de suporte a uma
ou mais substancias ativas. Quando aplicadas na pele, destinam-se a libertar e difundir uma ou
mais substancias ativas para a circulacdo geral apds a passagem da barreira cutanea” [67]. Os
sistemas transdérmicos foram lancados pela primeira vez no mercado em 1979. Inicialmente
consistiam num pequeno reservatorio com uma dispersdo liquida selada com uma camada
protetora impermeavel e uma membrana em contacto com a pele que controlava a velocidade
de libertacdo. Ainda hoje ndo é facil desenvolver este tipo de produto, que envolve um
sistema adequado as propriedades fisico-quimicas do principio ativo, estudos de permeacdo in
vitro e in vivo, estudo da estabilidade do principio ativo e o aspeto final do adesivo [68-69].

Os sistemas adesivos transdérmicos apresentam vantagens e desvantagens. Como vantagens
tém o facto de esta via de administracdo evitar que o principio ativo seja degradado no trato
gastrointestinal pelo pH do meio e enzimas degradantes (efeito de primeira passagem) e a
possibilidade de libertacdo continua do principio ativo. A grande adesdo dos pacientes a estes
sistemas advem da diminuicdo de tomas, da comodidade e ser indolor e ndo invasiva, para

além da probabilidade reduzida de efeitos adversos. O seu elevado custo de produgédo, bem
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como, a limitacdo de utilizagdo a certos farmacos/proteinas face a limitagbes de
permeabilidade da pele, sdo as principais desvantagens. H& ainda a considerar limitagdo a
certas dosagens, a extensdo do tempo necessario para o transporte de ativos atraves da pele e a

possibilidade de irritacdo da pele no local de aplicacdo [68-69].

Um sistema transdérmico € constituido por véarias camadas, aproximadamente cinco, cada
uma com uma funcéo especifica [68]. No entanto neste trabalho estamos apenas interessados
na producdo do filme, ou seja, numa das camadas do sistema transdérmico. O filme, ou
camada com proteina, pode ser uma matriz ou reservatorio, dependendo do sistema
transdérmico utilizado, formulado em solucdo ou suspensdo com as substancias ativas e
possiveis excipientes para uma libertacdo controlada [68-69]. Assim, atraves deste estudo,
vamos aprisionar um ativo numa membrana polimérica a semelhanga de Travassos [3], mas

agora com uma proteina.

Um sistema transdérmico deve respeitar certos requisitos como apresentar um perfil
farmacocinético e farmacodindmico que permita a libertacdo da proteina por um periodo de
tempo prolongado e controlado, ter um prazo de validade até 2 anos, dimensdo ndo superior a
40 cm?, possibilidade de ser administrado uma vez por dia, ter um étimo aspeto visual de cor
branca ou transparente de preferéncia, ser de facil remocéo e acima de tudo néo ser irritante.
Para além disto € necessario ter ainda em conta que a velocidade de fluxo da proteina através
do filme para a pele depende da sua concentracdo, da solubilidade na fase aquosa, do

coeficiente de particdo, do peso molecular e fundamentalmente das condic6es da pele [70].

A biodisponibilidade das proteinas aquando do uso em sistemas adesivos transdérmicos pode
ser afetada por fatores fisioldgicos ou fatores de formulacdo. Dentro dos fatores fisioldgicos
tem-se a integridade da pele, local de aplicacdo, condicdo da pele, idade e o fluxo sanguineo.
No que diz respeito aos fatores de formulacdo é importante conhecer a proteina, veiculos de
libertacdo, os promotores de permeacdo, o design e 0 método de aplicacdo [70].

E de salientar que ndo foram encontrados filmes produzidos & base de materiais poliméricos
com proteinas aprisionadas, tornando-se desafiante o seu aprisionamento como farmacos,

justificando o objetivo de estudo deste trabalho.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Apresentacao e descricao detalhada do processo

Este trabalho, como ja foi mencionado, surge na continuacdo dos estudos ja realizados por
Marques [8], Santos [4], e Travassos [3]. Estes autores sintetizaram oligdmeros de base acido
latico (AL), procedendo & sua funcionalizacdo com MAA, IEMA ou Laromer® LR 9000,
sequido de adicdo do fotoiniciador Irgacure® 2959 (IRG) para produzir filmes. A
fotoreticulacdo foi conseguida submetendo-se o gel funcionalizado a radiacdo ultravioleta.
Travassos [3] aprisionou nos filmes produzidos um farmaco, o Ibuprofeno (IBU), para
estudos da libertacdo em PBS. O processo que sera descrito partiu do conhecimento pré-
existente e de novas pesquisas de producdo de oligbmeros, otimizando-se 0 processo agora
para a libertagdo de uma proteina.

Este trabalho centrou-se essencialmente na producdo de oligdbmeros de AL testando-se novos
co-mondmeros para estudos de libertacdo de uma proteina. O teste de novos co-monémeros
deveu-se as diferencas de dimensdes entre as moléculas de IBU e da proteina. O agente
funcionalizador utilizado foi o LAR e o fotoiniciador o IRG, face aos excelentes resultados
obtidos na sintese de filmes por Santos [4] e Travassos [3]. A semelhanca de Travassos [3],
aprisionou-se nos géis funcionalizados, desta vez, uma proteina, a BSA, para estudos de

libertacdo em PBS.

A producéo dos filmes para utilizacdo em sistemas transdérmicos para libertacdo controlada
envolve 5 etapas fundamentais: a sintese de oligomeros de base AL, a funcionalizacdo dos
oligbmeros produzidos com LAR, o aprisionamento da BSA nos géis funcionalizados,

fotoreticulacdo por radiacdo UV, e a libertacdo da proteina num meio de PBS.

A primeira etapa do processo baseou-se na producéo do polimero base, ou oligbmero base, a
partir do AL L (+), através de policondensacdo direta do AL. Obtiveram-se oligdmeros
lineares e ramificados de baixo peso molecular, no estado liquido, apresentando alguma
viscosidade. Ndo foram usados quaisquer iniciadores, catalisadores ou solventes toxicos, 0
que obrigaria a que numa das etapas de producdo dos filmes se fizesse uma purificagdo, na

medida em que os catalisadores e solventes poderiam ser toxicos aquando do contacto dos
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filmes com a pele. A ndo utilizacdo de catalisadores obrigou, claramente, a que a reacdo de

producdo do oligomero fosse mais demorada, e se tivesse de usar temperatura mais elevada.

A estrutura molecular do oligbmero formado é dependente do co-mondémero utilizado na
reacdo com o AL, que influencia a sua estrutura e propriedades fisicas. Para a escolha do co-
monomero para a reagdo com o AL, teve-se em consideracdo que deveria ter no minimo dois
grupos funcionais, reagindo com o AL. Assim obtém-se um oligdmero com grupos carboxilo

e hidroxilo, sem utilizacéo de catalisadores ou libertacdo de produtos toxicos na mistura.

Marques [8], Santos [4] e Travassos [3] optaram, de entre uma grande variedade de co-
mondmeros existentes, pela utilizacdo do 1,4-butanodiol (BDO) e poli (etilenoglicol) PEG
300, ambos com 2 grupos hidroxilo, e pelo pentaeritritol (mPET) com 4 grupos hidroxilo.
Obtiveram oligomeros lineares (BDO, PEG 300) e ramificados (mPET), de baixo peso
molecular. Neste trabalho, a semelhanca do anterior desenvolvido por Travassos [3], foi
usado novamente o PEG, porém de peso molecular superior (400 g.mol™), e o mPET. Como
novos co-monomeros foram utilizados o dipentaeritritol (diPET) e o tripentaeritritol (triPET)
apresentando respectivamente 6 e 8 grupos hidroxilo, com o objetivo de se sintetizarem

oligdmeros com maior peso molecular para aprisionamento de uma proteina.

As reacdes de policondensacdo para 0s quatro co-monOomeros em estudo sdo muito
demoradas, cerca de 18h para o oligomero linear utilizando o PEG 400 e 8h para os restantes
oligbmeros ramificados: mPET, diPET ou triPET. A elevada duracdo das reagdes deve-se a
pureza do AL ser de apenas 80 % (20% da solucdo de AL é &gua) e a producdo de adgua nas

reacOes de policondensacdo na sintese dos oligdmeros.

Finalizada a producdo dos oligémeros, estes foram funcionalizados com ligac6es de carbono
duplas, recorrendo-se ao LAR. Conforme referido no estado da arte, a utilizagdo do LAR
deve-se ao facto, de ser necessario um mondmero com grupos funcionais reativos com 0s
grupos hidroxilo. Pretende-se ainda que os materiais tenham alguma flexibilidade, assim
como a melhoria das propriedades fisicas e mecéanicas, tendo para tal sido testada a adi¢cdo de
LAR em diferentes proporcoes.

O passo seguinte € a fotopolimerizacdo, o que exige a adicdo do fotoiniciador IRG ao gel
funcionalizado. A quantidade de fotoiniciador a utilizar teve em conta a abundancia de
ligacGes duplas no gel. Apds a adicdo do IRG, os géis foram sujeitos a radiacdo UV,
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reticulando por fotopolimerizacdo radicalar livre, obtendo-se filmes sélidos em poucos

minutos.

A segunda parte do trabalho prosseguiu com a preparacdo de uma solucao de proteina para
aprisionamento no gel funcionalizado. A proteina selecionada foi a albumina de soro bovino
(BSA), tendo como objetivo o desenvolvimento de um filme para libertacdo de BSA. Assim,
tendo por base estudos de Cohen [71] dissolveu-se a proteina em agua destilada, misturando-

se de seguida no gel funcionalizado, seguido de fotopolimerizagéo.

Para finalizar, estudou-se a viabilidade dos materiais produzidos recorrendo ndo sé a estudos
de capacidade de absorcdo de &gua, teor de gel e degradacdo hidrolitica, como também a
libertacdo da BSA (etapa fulcral do trabalho). Estudou-se a cinética de libertagdo in vitro da
BSA nos materiais produzidos, verificando-se qual o melhor material para uma libertacdo

controlada e prolongada da proteina.

2.2 Materiais

A solucdo aquosa de AL L (+) (80%) e os co-monomeros PEG 400 (99%), mPET (98%) e
triPET (99%) foram adquiridos a Sigma-Aldrich (Sintra, Portugal) e o diPET (90%) foi
adquirido @ ACROS Organics. Todos os co-monomeros foram utilizados conforme
fornecidos. O monémero LAR e o fotoiniciador IRG (97-99%) foram adquiridos e fornecidos
respectivamente, pela BASF (Alemanha) sendo utilizados também conforme recebidos. Os
solventes etanol (96%) e acetona foram adquiridos a José Manuel Gomes dos Santos, Lda
(Odivelas, Portugal) e o éter dietilico (99%) adquirido a VWR Chemicals (BDH-Prolabo).

A albumina de soro bovino (BSA) foi adquirida a ACROS Organics e as pastilhas de PBS
para preparacdo da solucdo do meio coletor da BSA usada em estudos de libertacdo, foram

adquiridas a Sigma-Aldrich.

Para ensaios de caracterizacdo, mais concretamente a medicdo de &ngulos de contacto foram
utilizados os reagentes formamida (99%), etilenoglicol (99,8%) e propilenoglicol (99,5%),
adquiridos & Sigma-Aldrich e a Strat-M® Membrane Transdermal Diffusion Testing adquirida
a Merck (Alemanha).
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No Anexo A sdo apresentadas as estruturas quimicas e moleculares e as principais
propriedades dos reagentes utilizados de acordo com as fichas de especificacdo dos

fornecedores.

2.3 Sintese

2.3.1 Sintese dos oligdmeros de base acido latico

Na primeira etapa sintetizaram-se os oligomeros de base acido latico através de reacdo de
policondensacdo direta do AL, tendo-se utilizado diferentes mondémeros: PEG 400, mPET,
diPET e o triPET. N&o foram utilizados quaisquer solventes nem catalisadores para esta

reacao.
2.3.1.1 Sintese do oligdmero de AL e PEG

Este oligbmero, de estrutura linear, foi sintetizado num baldo de 250 mL de fundo redondo
com trés tubuladuras, adicionando-se 100 mL de solugdo aquosa de AL L (+) (80%). De
acordo com a estequiometria da reacdo (12 AL:1 PEG 400), massas molares e purezas dos
reagentes, adicionou-se aproximadamente 32 mL de PEG 400. Apds a introducdo dos
reagentes, a tubuladura principal foi fechada. Numa das tubuladuras laterais, colocou-se um
adaptador através do qual se removeu a agua do sistema. A terceira tubuladura foi usada como
passagem continua de uma corrente de azoto, garantindo uma atmosfera inerte. O baldo foi
imerso num banho de 6leo, a temperatura de 150°C. A reacdo de sintese de oligbmero de AL-
PEG, representada na Figura 2.1, decorreu durante 18h sob agitacdo magnética. O oligobmero
obtido foi armazenado num erlenmeyer dentro do exsicador, de maneira a manter-se fresco e

seco para posterior funcionalizagéo.

0 H.C
| 150 4C, 920 (3 0 O ; i
12 HO ‘\“-(/\\ + ’[O \/\}_OH T‘b HO. /.\O ~— {J\ ]’\\, (l) OH 2 H:O
| OH H n 3 CH-, O 2 6
H4C 3 «g
Agido Latico L{+) PEG 400 Oligbmero ALPEG 400

Figura 2.1 Reacdo do acido latico com o poli (etilenoglicol) 400.
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2.3.1.2 Sintese do oligomero de AL com mPET, diPET e triPET

Para a producéo destes oligomeros utilizou-se o procedimento atrds descrito, substituindo o
PEG 400, por outros co-monomeros: mPET, diPET e triPET. Adicionou-se, em 3 baldes
distintos, 18 g de mPET, 23 g de diPET e 25 g de triPET a 100 mL da solucdo aquosa de AL.
Todas as reag¢des decorreram durante 9h a temperatura de 175°C e encontram-se representadas
nas Figuras 2.2 a 2.4.

HO

9 H4C
0 \O‘—\ P
175°C.5h H C
| HO— OH T 3 0 it OH
8 HO\|/\OH 3 HO—/_OH . HO I‘I\O 5 O CH, + 4 H,0
CH B
3 CHy \3 5 OH
Acido Latico L(+) Pentaeritritol Oligmero AL -mPET
Figura 2.2 Reagao do acido latico com o pentaeritritol.
" o 7] i 0 o
b o L
CH3, = o~ oH
0
175, sh HO Ly 0 + 6 H,0
12H0\{)\ s ¥ HO}/\ /\§ *{H’i 0 6 CH3/0H
CH 0
: . . ° cw
CHs | ol

2

oesotacol(z) Oligdmero AL - di-PET

Dipentaeritrtol

Figura 2.3 Reaco do acido latico com o dipentaeritritol.

HO

OH +H0 N

CH,

0 cho

Tripentaeritritol

Oligomero AL - ti-PET

Figura 2.4 Reacéo do acido latico com o tripentaeritritol.

Os tempos de reacdo para a sintese de todos os oligdmeros foram otimizados, pesando-se 0s
balGes de hora a hora, até atingirem um peso constante, a que corresponde a remocao total da
agua do sistema. Ao longo da reacéo foram recolhidas amostras que se analisaram por ATR-
FTIR, de modo a acompanhar o processo reacional. Apos a producao dos oligdbmeros, estes

foram armazenados em erlenmeyers, num exsicador com peneiros moleculares. O esquema
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geral da montagem feita para a producdo dos oligdmeros encontra-se representada no Anexo
B.

2.3.2 Funcionalizacdo dos oligomeros com Laromer® LR 9000

Apos a sintese dos diferentes oligomeros, seguiu-se a funcionalizagdo destes utilizando o
monomero LAR. O LAR foi utilizado em diferentes razdes molares dependendo do oligdmero
em uso. Assim, com o objetivo de melhorar as propriedades fisicas dos materiais finais foram
utilizadas as seguintes raz6es molares (oligdbmero: LAR): (1:1) para o AL-PEG 400, (1:2)
para 0s AL—mPET, AL—dIiPET e AL-triPET, e (1:3) para o AL-triPET. Em todas as reacdes a

acetona foi utilizada como solvente e um fluxo de azoto garantiu uma atmosfera inerte.

A funcionalizacéo do oligémero AL-PEG 400 (1480 g.mol™) foi na razdo molar 1:1. Para tal,
num baldo com trés tubuladuras e uma capacidade de 100 mL, introduziram-se 5g de
oligbmero e adicionaram-se 10 mL de acetona. A utilizagdo da acetona como solvente
justifica-se pelo ponto ebuli¢éo, 56°C, reduzida toxicidade e por ser um solvente que permite
solubilizacdo do oligbmero e do LAR, visivel a olho nu, reduzindo a viscosidade e facilitando
a agitacdo da mistura. O baldo foi imerso no banho de 6leo a 60°C, com as tubuladuras
laterais tapadas. Na tubuladura central, colocou-se um condensador para a reagdo decorrer
com refluxo do solvente. No topo do condensador foi colocado uma torre de secagem, com
algoddo, de maneira a evitar a entrada de humidade no sistema. A entrada de humidade por
minima que fosse, provocaria reacdo com o LAR, levando a perda de grupos isocianatos
necessarios, e a reticulacao indesejada. Uma vez homogénea, a mistura, adicionou-se 1,69 mL
de LAR, o correspondente a 1 mol. A adi¢cdo do LAR ao sistema foi realizada da maneira
mais rapida possivel, de modo a evitar a entrada de humidade. Nas tubuladuras laterais foram
adicionados dois baldes cheios de azoto para manter a atmosfera inerte. A reacao prosseguiu
ao longo de 4 horas, protegendo-se o sistema da luz com uma folha de papel de aluminio, de

modo a evitar a reticulagéo.

As reacOes de funcionalizacdo dos restantes oligomeros, seguiram 0 mesmo procedimento
variando a quantidade de LAR, em funcdo do peso molecular do oligomero em causa. Para o
oligbmero AL-mPET (857 g.mol™) utilizou-se a razdo molar 1:2 e as 5g de oligémero
adicionaram-se 5,85 mL de LAR. Na funcionalizagio do oligémero AL—diPET (1335 g.mol™)
adicionou-se 3,75 mL de LAR, numa razdo molar 1:2. Para a funcionaliza¢do do oligbmero
AL-triPET (1813 g.mol™), com as razées molares 1:2 ou 1:3, o procedimento descrito foi o

mesmo, utilizando-se, no entanto, 2,76 e 4,14 mL de LAR respectivamente, tendo em
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consideracdo a estequiometria. Estas reag0es decorreram a 75°C durante 4 horas, protegendo-
se o sistema da luz, com uma folha de papel de aluminio. Na Figura 2.5 é apresentado o

esquema das reacdes de funcionalizacdo dos oligomero.

| Oligémero AL - PEG 400| | Oligémero AL— mPET | | Oligémero AL - di-PET
+ + +
1LAR 2LAR 2LAR
60" C,4h 75°C, 4h 75°C, 4h
N,, Acetona N,, Acetona N,, Acetona

I Polimero Funcionalizado

l Oligémero AL - tri - PET Oligémero AL - tri - PET |
+ +
2LAR 3LAR

75°C, 4h 75°C, 4h
N,, Acetona N,, Acetona

Polimero Funcionalizado

Figura 2.5 Esquema reacional da funcionalizagéo dos diferentes oligémeros.

Com a adicdo do LAR ao oligbmero para a sua funcionalizacdo, ocorre uma reacdo entre 0s
grupos isocianato do LAR e os grupos hidroxilo dos oligémeros possibilitando a producédo
dos géis funcionalizados. As estruturas moleculares dos géis sdo todas diferentes em funcéo
dos oligbmeros e da razdo estequiométrica de agente de funcionalizagdo utilizada. Os tempos

de reacdo foram otimizados recorrendo-se a analises ATR-FTIR.

2.3.3 Reticulagao fotoquimica dos géis funcionalizados

Apo6s a produgdo dos géis funcionalizados foi necessario proceder-se a reticulacdo
fotoquimica para obter os filmes pretendidos. Ao fim das 4 horas da reacdo de
funcionalizagdo adicionou-se o fotoiniciador IRG a cada um dos géis, deixando-se em
agitacdo no mesmo banho a temperatura da reacdo de funcionalizacdo, durante 30 minutos
para solubilizagdo total. A percentagem de fotoiniciador adicionada diretamente a cada um

dos géis produzidos foi de 6%, relativamente ao nimero de moles de ligacdes de carbono
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duplas existentes em cada molécula modificada, quantidade esta que permite reticular o
material no menor tempo sem lhe conferir toxicidade [3-4]. O facto de a percentagem de
fotoiniciador utilizado ser a mesma para todos 0s materiais permite comparar as propriedades

dos filmes produzidos assim como dos tempos de reticulagéo.

Apds a adicdo do fotoiniciador, todos os géis estavam transparentes mas com diferentes
viscosidades dependentes dos oligémeros utilizados e da proporcéo de LAR. Estes géis finais
foram uma vez mais protegidos da luz, e armazenados para posterior incorporacao da proteina
e reticulacdo. Para a proteina ser incorporada, é dissolvida em &gua destilada e de seguida

adicionada aos geis funcionalizados.

Preparados os géis finais, seguiu-se a fotoreticulacdo com recurso a uma lampada de UV
(modelo UVGL-48, Multiband UV, da Mineral light® Lamp), numa gama de comprimentos
de onda em que o IRG é mais sensivel, 280-100 nm [3-4,8]. Para a reticulacdo foram
utilizadas como base, placas de vidro limpas com acetona e devidamente secas. Com o auxilio
de uma espétula, colocaram-se os géis nas placas de vidro e com um espalhador de inox,
espalharam-se os géis, obtendo-se filmes com uma espessura de 1 mm. Seguiu-se a irradiacao
dos filmes com luz UV testando-se diferentes tempos de irradiacdo, por tentativa e erro, para

cada um dos materiais até se conhecer o tempo 6timo para a sua reticulacao.

Apéds a irradiacdo UV, todos os filmes base eram transparentes, flexiveis e resistentes, a
excecdo dos filmes produzidos com o oligobmero AL-PEG 400 e LAR na razdo 1:1. Este
apresentou-se gelatinoso e muito pouco resistente. Os filmes foram entdo armazenados num
local seco a temperatura ambiente, num exsicador, removendo-se por secagem eventuais
residuos de acetona presentes nos filmes. Por fim procedeu-se a sua caracterizacdao. No Anexo

C é apresentado o resumo de todo o processo de sintese dos filmes produzidos.

2.4 Caracterizacao

Produzidos os diferentes filmes com e sem proteina foram avaliadas as propriedades
recorrendo a varias técnicas de caracterizacdo. Para cada uma das técnicas utilizadas é

apresentado um enquadramento tedrico assim como os procedimentos adotados.

2.4.1 Espectroscopia de infravermelho com reflexao total atenuada (ATR-FTIR)

A ATR-FTIR é uma técnica de espectroscopia que permite analisar de forma qualitativa e

quantitativa uma dada amostra (sélida ou liquida), para caracterizacéo quimica e identificacéo
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dos varios grupos funcionais presentes [72-74]. Assim é possivel identificar materiais
desconhecidos, avaliar a qualidade e determinar a quantidade de componentes da amostra
[75].

Esta técnica permite uma anélise bastante rapida das amostras sem ser necessério grande
preparacdo, tendo como desvantagem principal, o desvio existente na intensidade das bandas
caracteristicas de cada frequéncia relativamente a mesma amostra [72]. Os grupos quimicos a
identificar no decorrer deste trabalho, assim como as respectivas bandas de frequéncia,

encontram-se no Anexo D.

Nesta técnica analitica a amostra é sujeita a um feixe de radiacdo infravermelha (1V), podendo
essa radiacdo ser absorvida, transmitida ou refletida de forma total, internamente. A amostra
ao absorver/ transmitir energia num certo comprimento de onda ird promover movimentos
vibratérios do tipo elongacdo ou deformacdo angular, obtendo-se um espectro da amostra
definido por absorvéncia / transmitancia em fungdo do nimero ou comprimento de onda [74-
76]. Os picos no espectro correspondem as frequéncias vibracionais entre as ligacGes dos
atomos da amostra permitindo a analise qualitativa e quantitativa, esta Gltima diretamente

relacionada com o tamanho dos picos [74-75].

As andlises foram realizadas no equipamento Frontier FT-NIR/MIR Spectrometer da
PerkinElmer, equipado com um ATR Diamond crystal 45° e um detetor Temperature-
stabilized FR-DTGS com divisor de feixe de KBr. Os espetros foram obtidos a 128 scans e
resolucdo de 4 cm™. Esta técnica permitiu analisar os reagentes utilizados assim como
acompanhar as reagdes de sintese dos oligomeros e funcionalizacdo dos polimeros, avaliando-
se 0 tempo 6timo para as reacdes. Analisou-se ainda os filmes produzidos com e sem

proteina, de maneira a verificar se o aprisionamento desta, nos filmes, teria sido eficiente.

2.4.2 Teor de gel (gel content)

A técnica utilizada para medir o grau de reticulagdo dos filmes obtidos, foi o teor de gel. Uma
amostra de cada um dos diferentes filmes foi previamente pesada, registando-se a massa
inicial (m;). De seguida, cada amostra foi colocada em frasco fechado com 20 mL de éter
dietilico, vedado com parafilme, durante 24h com agitacdo magnética. Utilizou-se éter
dietilico para a extragdo de qualquer liquido residual ou componentes ndo reticulados
presentes nas amostras de filme, ficando apenas a matriz reticulada. Apos 24h o material foi

seco a 37°C numa estufa até atingir massa constante (my). Este teste foi efetuado em triplicado
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para cada um dos filmes sem proteina, e o teor de gel foi determinado recorrendo & Equagao
2.1.

gel content (%) = %’i x 100 (2.1)

2.4.3 Avaliacao da capacidade de absorg¢ao de agua (Swelling)

A capacidade de absorcdo de agua ou swelling é um fator que se deve ter em conta para a
producdo de um sistema transdérmico, na medida em que influencia o seu desempenho de
libertacdo [3]. Para valores de capacidade de absorcdo de agua elevados, a degradacdo do
mesmo material também sera elevada, o que facilitard uma maior libertagdo do principio
ativo. Esta propriedade foi avaliada em triplicado, para os filmes base sem proteina

aprisionada.

Recorreu-se a duas vias para avaliacdo desta propriedade: incuba¢do e saturacdo. Em ambos
0s testes prepararam-se amostras de filmes dos materiais base, secos e previamente pesados,

m;.

No teste por incubacdo, os filmes de massa m; conhecidas, foram colocados em frascos
fechados, tendo sido adicionado a cada um, um volume de 10 mL de &gua destilada. Este teste
ocorreu a temperatura ambiente, e em intervalos de tempo estipulados registou-se a massa dos
filmes humidos de acordo com o seguinte procedimento: com o auxilio de uma pinca retirou-
se o filme imerso na agua destilada e utilizou-se uma folha de papel absorvente para remover
a agua em excesso a superficie do filme, seguindo-se a sua pesagem, my, até se atingir um
peso maximo, Mmax. Os ensaios de incubacdo ndo demoraram mais de 2h comprovando-se

que aquele seria 0 peso maximo do filme hidratado.

No teste por saturacdo, foi utilizada uma solucdo de cobre pentahidratado, com 96% de
concentracdo, na base de um exsicador, a temperatura ambiente. Os filmes de massa m;
conhecida foram colocados, no exsicador, e em intervalos de tempo estipulados pesaram-se 0s
filmes, my, até atingir o peso maximo, mmax. Uma vez mais para comprovar 0 peso maximo o
teste foi prolongado durante mais algum tempo, ndo excedendo os 23 dias.

A Equacéo 2.2 permite calcular a capacidade de absorcéo de 4gua de cada um dos filmes.

My~

Capacidade de absorcio de dgua (%) = ( )xlﬂl] (2.2)

L
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2.4.4 Degradacao hidrolitica em PBS

Tendo como objetivo a utilizacdo destes filmes produzidos em sistemas transdérmicos é
fundamental avaliar a sua capacidade de degradacdo em ambiente fisioldgico. A degradacéo
pode facilitar a libertacdo do principio ativo de forma controlada.

Avaliou-se a degradacdo para todos os filmes produzidos, em duplicado, por imersdo numa
solucdo de PBS (pH 7,4) com uma concentragdo de 0,005 M. Todos os filmes foram secos,
cortados e pesados, registando-se a massa inicial de cada um dos filmes, mg;. Cada amostra
pesada foi colocada num frasco de plastico, adicionando-se 10 mL de solucdo PBS,
devidamente fechado. No total foram preparados 16 frascos por material para avaliacdo da
degradacéo dos filmes ao longo de 6 semanas, a 37°C numa estufa, para simular a temperatura
fisioldgica do corpo humano. Em tempos previamente estipulados (1, 4, 8, 14, 21, 28, 35 e 42
dias), com o auxilio de uma pinca retiraram-se as amostras dos frascos, e colocaram-se huma
placa de vidro, devidamente identificada, a secar a 37°C. Na estufa colocaram-se peneiros
moleculares para absorver a humidade, e a massa dos filmes foi sendo pesada até atingir uma

massa constante M.

Atraveés da Equacdo 2.3 calculou-se a degradacdo de cada material, por perda de massa (%),
num determinado periodo de tempo.

Perda de massa (%) = =i st

x 100 (2.3)

Mg i
Em que mg; € mg; sdo respectivamente as massas seca inicial e final ao fim de um
determinado periodo de degradacdo. A fim de se obter um melhor perfil de degradacéo nos
primeiros 8 dias, repetiu-se o teste de degradagéo para todos os materiais pesando as amostras
ao fim de 1, 4 e 8 dias de teste.

2.4.5 Analise das propriedades térmicas dos materiais finais - TGA e DSC

Os materiais produzidos foram submetidos a técnicas de caracterizagdo térmica, mais
concretamente anélise termogravimétrica (TGA) e andlise por calorimetria diferencial de

varrimento (DSC).

A anélise termogravimétrica € uma técnica de medicéo da perda de massa de um polimero em
funcdo da temperatura numa atmosfera controlada, que pode ser inerte, oxidante ou redutora

(raramente usada em polimeros), de modo a avaliar a estabilidade térmica dos materiais [77].
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A gama de temperaturas usada para analises TGA vai desde a temperatura ambiente até aos
1000°C, um valor limite muito elevado quando se consideram aplicacdes poliméricas. Quando
submetidos a um aumento de temperatura, os polimeros normalmente sofrem perda de massa
[77]. No entanto, antes da degradacao e a velocidades de aquecimento baixas, em atmosferas

oxidantes, também se pode registar um pequeno ganho de massa [77].

A perda de massa dos polimeros pode ser devida a produtos de reacao, por exemplo a agua
(100°C), componentes volateis, como solventes ou oligdmeros com temperaturas de ebuli¢do
entre a temperatura ambiente e os 300°C, ou mesmo devido formacdo de produtos volateis
resultantes da cisdo de cadeias (200-800°C) [77].

Para avaliar até que ponto os materiais seriam termicamente estaveis, realizaram-se TGA as
amostras liquidas e reticuladas (apés irradiacdo UV), assim como aos reagentes. Na andlise,
0s materiais foram sujeitos a um aumento de temperatura controlado e igual para todos,
obtendo-se no final um gréfico de perda de massa em funcéo da temperatura, que auxiliara na
avaliacdo da estabilidade térmica dos materiais. Através da analise do gréfico é possivel
determinar a temperatura de degradacdo, Tg4, do material, ou seja, a temperatura para o qual o

material ira sofrer uma perda de massa significativa ou degradar.

Utilizando o equipamento SDT Q500, da Thermal Analysis (TA) Instruments, procedeu-se a
analise das amostras, com massa de 5 a 10 mg. As amostras foram submetidas até uma
temperatura méaxima de 600°C, com uma velocidade de aquecimento de 10 °C.min™*, numa
atmosfera inerte com um fluxo de azoto de 100 mL.min™. O tratamento dos resultados foi

realizado com o software TRIOS da TA Instruments.

A andlise por calorimetria diferencial de varrimento é uma técnica bastante utilizada em
aplicacdes nas areas poliméricas e farmacéuticas. Esta técnica permite tracar uma curva do
fluxo de calor numa substancia, medida em funcdo da temperatura. Através da andlise da
curva obtida é possivel determinar rapida e facilmente varias propriedades: temperatura de
transicéo vitrea Tq, temperatura de cristalizagdo T, temperatura de fuséo (Tr) e a entalpia de
fusdo (AHmM) [4, 78].

A anélise por DSC foi realizada para os filmes produzidos, com e sem proteina, para
determinacdo da temperatura de transicdo vitrea. Utilizou-se o equipamento de calorimetria
diferencial de varrimento, modelo Q1000 da TA Instruments, com uma velocidade de

aquecimento de 10 °C.min™, numa atmosfera inerte com um fluxo de 100 mL.min™ de azoto
38



Sistemas transdérmicos de base acido latico para administragdo de principios ativos Rafael J.M.Monteiro

para andlise das amostras de massas conhecidas, entre 5 a 10 mg, na gama de temperaturas
entre -80°C e a temperatura de degradacdo de cada um dos materiais, previamente
determinada por TGA.

2.4.6 Determinacdo das energias de superficie através da medicdo de angulos de
contacto

A capacidade de adesdo dos filmes produzidos a pele pode ser avaliada atraves da
determinacdo da energia de superficie dos filmes com base na medicdo de angulos de contacto
[12].

Em lamelas de vidro colocou-se fita-cola de dupla face, e por cima de cada uma, filmes base
reticulados, lisos e uniformes. Numa outra lamela colocou-se uma membrana que simula a

pele, a Strat-M® Membrane Transdermal Diffusion Testing.

Utilizando o equipamento OCA 20 [79], da Dataphysics, foram medidos os angulos de
contacto (8), tendo-se utilizado quatro liquidos: agua, etilenoglicol, propilenoglicol e
formamida. No entanto, para efeitos de calculo foram considerados apenas 3 liquidos (agua,
propilenoglicol e etilenoglicol), por conduzirem a menores desvios padréo. Para cada um dos
liquidos e em cada lamela com um filme diferente, foram efetuadas oito medicfes em
diversos pontos da sua superficie, para determinacdo dos angulos de contacto médios. Ha
medida que a gota caiu no filme, tirou-se uma foto com auxilio de uma funcionalidade do
equipamento e através do uso de tangentes mediu-se se 0 angulo de contacto, excluindo-se

valores de angulos com desvio superior a 2.

Os angulos de contacto medidos permitiram calcular as componentes polares (ys') e
dispersivas (ys”) para cada um dos filmes e membrana, e a energia de superficie (y) que
corresponde a soma das outras componentes calculadas [80-81]. Para este célculo recorreu-se
ao método de Owens-Wendt-Rabel e Kaelble (método OWRK) [82] de aplica¢do universal
podendo ser aplicada a sistemas polares ou apolares, necessitando de no minimo dois liquidos

para calculo das componentes [79].

2.5 Metodologia de desenvolvimento da solugao de proteina e aprisionamento

Ao longo do trabalho desenvolvido optou-se por aprisionar BSA em concentragdo de 3 %
(m/m) do produto final. No entanto estudaram-se ainda o material de AL-PEG (1:1) com 1 %
(m/m) e o material de AL-mPET (1:2) com 6 % (m/m).
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A BSA ¢é muito soltvel em agua [37] e a presenca desta no filme é indispensavel para
melhorar a administracdo transdérmica [3]. Assim, e a semelhanca do procedimento que
Cohen [71] testou para microesferas, prepararam-se solu¢bes de BSA em agua destilada, com
uma concentrago de 0,2 g.mL™, adicionadas ao gel funcionalizado.

O procedimento consistiu em pesar o gel funcionalizado produzido e de acordo com essa
quantidade adicionar a % (m/m) de BSA (carregamento ativo). A titulo de exemplo, para cada
grama de gel formado dissolviam-se 0,03 g de BSA em 0,15 mL de &gua, para um
carregamento ativo de 3 % (m/m). Para a adi¢do deste carregamento de BSA ao gel pesava-se
a quantidade necessaria de BSA num frasco de vidro, com um magnete, e adicionava-se a
quantidade correspondente de &gua destilada com uma pipeta automaética. Obtinha-se uma
mistura homogénea ap6s 10 minutos em agitacdo sobre uma placa. A solucdo de BSA foi
adicionada ao gel funcionalizado no baldo, protegido com uma folha de papel de aluminio,
com o auxilio de uma pipeta. A mistura foi colocada uma vez mais em agitagdo durante 10
minutos para homogeneizacdo. Todas estas etapas foram realizadas a temperatura ambiente
com uma agitacdo de 200 rpm. A mistura, gel funcionalizado e proteina, foi espalhada sobre a

placa de vidro e reticulada por irradiacdo UV, obtendo-se filmes com a espessura de 1 mm.

Produziram-se filmes de PEG (1%) com tempo de reticulacdo de 120 segundos e de mPET (3
e 6%), diPET (3%), e triPET (3%) com tempos de reticulacdo de 90 segundos. Apds a
producdo dos filmes, estes foram secos na estufa e guardados em exsicadores para posterior
estudo de libertacao.

2.6 Estudos de libertagao do principio ativo in vitro

A cinética da libertacdio da BSA dos filmes produzidos foi estudada in vitro, mais
concretamente por incubacdo ou em célula de difusdo de Franz [83]. Apesar de ndo
simularem a membrana e o metabolismo da pele, sd&o muito utilizados em ambiente
laboratorial por serem de féacil execucdo, terem um baixo custo e haver maior controlo da
temperatura [84]. De entre os dois métodos escolhidos para estudo de libertacdo da proteina, o
que melhor mimetiza a difuséo é o que recorre a células de difusdo de Franz [83].

Assim, tornou-se fundamental estudar e avaliar o desempenho da libertacdo da BSA nos
filmes produzidos ao longo do tempo, procurando-se também, a semelhanca de Travassos [3]

40



Sistemas transdérmicos de base acido latico para administragdo de principios ativos Rafael J.M.Monteiro

guantificar a quantidade de proteina presente no filme no final do estudo, sem sucesso pois a
BSA néo solubilizou em etanol.

Todos os filmes produzidos com incorporacdo de BSA, assim como os filmes brancos (sem
BSA) foram submetidos a libertacdo in vitro, por incubacdo e numa célula de difusdo de
Franz (12 mL Jacketed Franz Cell, da Soham Scientific), a temperatura de 37°C. O meio
coletor foi uma solucédo salina de PBS (pH 7,4), mimetizando-se a composi¢do do plasma

sanguineo.

A quantificacdo da proteina libertada para o meio coletor de PBS foi realizada recorrendo-se
ao espectrofotémetro Beckmans DU® 650, através da medicdo das absorvancias num dado
comprimento de onda. O comprimento de onda indicado para a leitura de absorvéncias de
proteinas, de acordo com Li [6] e confirmado no espetro obtido da BSA em PBS, Anexo E, é
de 278 nm. No entanto pode-se utilizar também o comprimento de onda de 595 nm para a
quantificacdo de proteinas, caso se utilize o método colorimétrico de Bradford descrito no
Anexo E. No Anexo E sdo também apresentados os procedimentos para a preparacdo da
solucdo tampdo de PBS assim como a construcdo das curvas de calibracdo para solugdes desta

proteina no espetrofotometro a 278 e a 595 nm.

2.6.1 Libertacdo por incubacao

Antes do estudo de libertacdo, garantiu-se que os filmes com proteina estavam secos e
cortaram-se amostras com area conhecida. De seguida pesaram-se as amostras para calculo da
massa tedrica de proteina. Conhecida a massa da amostra, esta foi colocada num frasco
fechado, adicionando-se 10 mL de solucéo salina de PBS (0,01 M e pH 7,4), ver Anexo F. Os
frascos foram colocados numa estufa a 37°C e em intervalos de tempo estipulados (1/2 h, 1h,
2h, 3h, 4h, 5h, 6h, 7h e 8h) recolheram-se amostras de solu¢do (2mL) do meio coletor para
ependorfs, para posterior quantificacdo da concentracdo de BSA por medicgéo da absorvancia,
Absa. E importante salientar que ap6s a recolha de cada amostra da solucéo coletora, repos-se
0 volume inicial com uma solucdo fresca de PBS, com as amostras nos ependorfs
armazenadas no frigorifico a 2°C para que ndo ocorresse grande alteracdo nas absorvancias

medidas da proteina.

Foi também estudada a libertacdo de compostos de filmes sem proteina (brancos), para avaliar

se a imersdo em PBS degrada o filme libertando compostos que afetam o valor da absorvancia
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da solugéo coletora, Absg. O processo experimental foi em tudo semelhante ao descrito no

paréagrafo anterior.

Conhecido o carregamento teorico (1, 3 ou 6 % (m/m)) em cada um dos filmes, assim como a
massa inicial da amostra de filme com e sem proteina sujeitos a libertacdo, calculou-se a
massa tedrica de proteina na amostra e a razao entre as massas das amostras de filme com e

sem proteina, através da Equaces 2.4 e 2.5 respectivamente.

Mpgeap = Mgime,: * CATTEgamento, s, (2.4)
Em que msiimei € @ massa inicial seca da amostra do filme com proteina e o CarregamentOesrico
é a percentagem de proteina no filme.

Razio = —fimel (2.5)

Mfilme Branco

Onde Msiime Branco € @ Massa inicial seca da amostra de filme sem proteina do mesmo material.

De maneira a assegurar-se apenas a quantificacdo da BSA na libertacdo dos filmes utilizou-se

a Equacéo 2.6:

Absgs, = Abs, — Absg = Mfilme,i ~ MBSA.0 (2.6)

MEilme Branco

Sendo Absa, a absorvancia da amostra de filme com proteina e Absg, a absorvancia da
amostra do filme branco.

Conhecida a absorvancia para a quantificacdo apenas da BSA libertada, Absgsa, recorreu-se a
curva de calibragdo da BSA em PBS (Anexo E), para calcular a concentracdo de BSA,

libertada ao longo do tempo, através da Equacéo 2.7:

Cgsa(mg.mL™) = 1,756 * Absgs, (2.7)

Onde 1,756 ¢ o declive da curva de calibracdo, Equacdo E.1 no Anexo E.

Atraves das equagdes 2.8 a 2.10 foi calculada a massa de BSA libertada, em cada intervalo de

amostragem, mgsa j € a taxa cumulativa de libertagéo da BSA respectivamente.

Mgsa,;(Mg) = Cpsy * Vol (2.8)

—_ t
Sendo, Mgsa ipertadar = Ej:lmﬁ‘_‘-ﬂ,}' (2.9)
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Taxa cumulativa de libertacdo (%) = wx 100 (2.10)
BEA.0

Sendo, mgsa @ massa de BSA libertada, Vol o volume de solugdo de PBS utilizado na

libertacdo por incubacdo ou célula de difusdo de Franz, mgsa iibertadat @ Massa total de BSA

libertada até ao instante t e mgsa o @ massa tedrica de BSA na amostra de filme.

Ao avaliar a libertacdo de proteina por incubagdo, ambas as faces do filme estdo em contacto
com a solucdo de PBS, ndo mimetizando da melhor maneira a libertacdo transdérmica quando

em contacto com a pele (apenas uma face em contacto) [3].

2.6.2 Libertacdo em célula de difusao de Franz

A avaliacdo da difusdo em células de Franz é um método aprovado pela FDA para testes de
preparacdes tdpicas ou transdérmicas [84]. Foram utilizadas células de Franz de vidro
verticais, com uma area de difusdo de 0,20 cm? compostas por um compartimento recetor,
com um volume de 12 mL, preenchido pela solucdo salina de PBS (meio coletor) [3,83],
Anexo F. Este compartimento tem uma camisa de aquecimento onde circula dgua a 37°C [3].
A célula de Franz, onde se introduziu um agitador magnético, esta colocada sobre uma placa
de agitacdo, 100 rpm, para a homogeneizacdo [3]. As amostras sdo recolhidas com uma
seringa através de um capilar na zona lateral. O volume da amostra é reposto com solucéao
fresca de PBS [3,83].

No topo da célula de Franz e colocado a amostra de filme, de massa e dimensdes conhecidas,
em contacto com a solucgéo de PBS, colocando-se por cima deste uma campanula que, evita a
formacéo de bolhas [3,83]

As amostras da solucdo recetora foram recolhidas nos mesmos intervalos de tempo da
libertacdo por incubacdo, guardadas em ependorfs e armazenadas no frigorifico, para
posterior analise e determinacdo do perfil de libertacdo em fungdo do tempo seguindo-se o

procedimento descrito em 2.6.1.

2.7 Estudo de avaliacdo da degradac¢ao da proteina

No Capitulo 1 referiu-se que a BSA ¢ sensivel as condi¢des do meio envolvente. Assim foi
avaliada de forma qualitativa as implicagcdes das condicdes a que é sujeita neste processo.
Preparou-se uma solucdo de BSA em PBS (solucdo mé&e), com uma concentracdo de 2

mg.mL™. Esta solucdo foi submetida & adicdo de solventes organicos, a radiacdo UV, ao
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aquecimento até 50 °C e a uma mudanca de pH. Uma vez sujeitos a estes tratamentos, a
concentragdo de BSA nas solugdes remanescentes foi avaliada por espectrofotometria usando

termo de comparacdo a absorvancia e concentracdo da amostra da solugdo mae.

O solvente organico utilizado para avaliagdo da degradacdo da BSA foi a acetona, adicionada
na razdo (50:50) V/V a solucdo de BSA preparada. A acetona usada na producédo dos géis esta
ainda presente aquando da adicdo da solucdo de BSA ao gel funcionalizado antes da
fotoreticulagdo. A absorvancia da amostra foi medida no espectrofotometro utilizando-se

como branco uma solucdo de PBS e acetona.

O efeito da temperatura sobre a solucdo de BSA foi avaliado depois de submeter 5 mL da
solucdo mée de BSA a temperatura de 50 °C durante 1, 3 e 5 minutos. O branco utilizado na
analise do espectrofotometro foi a solucdo de PBS. A temperatura escolhida foi de 50°C por
estar proxima da temperatura de desnaturacdo da proteina (62°C) e proxima da temperatura de
reacao (60-75°C).

Submeteu-se ainda a solucdo de BSA a radiacdo UV por tempos superiores aos que o gel é
sujeito na formacdo do filme, averiguando-se, se o tempo de irradiagdo aplicado seria
suficiente para degradar a proteina. Amostras de 5 mL da solucdo méde de BSA foram
submetidas a radiacdo UV, durante 150 e 300 segundos. Apds irradiacdo a concentracdo de

BSA foi medida no espectrofotometro, utilizando-se como branco a solucéo de PBS.

Por ultimo e havendo informacdo da alteracdo da conformagdo da BSA a diferente pH
(Capitulo 1, seccdo 1.3.1), foi testada essa variavel do processo. Foram preparadas em
duplicado solucdes com 5 mL de solucdo mae a que foram adicionados 2,5 e 5 mL de HCI de
concentracdo 0,5 M. O pH inicial e final foi medido assim como a absorvancia das solucdes,

utilizando-se como branco a solucéo de PBS.

A solucdo de referéncia para comparacao e comprovacao das alteragdes das absorvancias em
funcdo das condicdes sujeitas, foi preparada em duplicado, a partir da solugdo mée, em
frascos de 5 mL. As absorvancias foram medidas, utilizando-se como branco a solucdo de
PBS.
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Resultados e Discussao
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Sintese dos oligomeros e producao dos filmes fotoreticulaveis

O trabalho desenvolvido a nivel laboratorial permitiu a producéo e estudo de diferentes filmes
poliméricos de base AL, com recurso a quatro co-mondmeros, um linear e 0s outros
ramificados. A selecdo dos co-mondmeros teve como critério obter polimeros de peso
molecular superior aos sintetizados nos estudos anteriores. A nova aplicacdo pretendida
consiste na construcdo de um sistema transdérmico para o tratamento de ulceras diabéticas
utilizando um epidermal growth factor, libertado a partir de matrizes poliméricas. Tendo em
consideracgdo o custo do epidermal growth factor decidiu-se numa primeira etapa substituir
esse principio ativo por uma proteina. A proteina selecionada foi a BSA.

A parte inicial do trabalho teve como objetivo a sintese dos novos oligomeros de base AL, por
reacdo de policondensacdo direta, utilizando os co-monomeros PEG 400, mPET, diPET e
triPET. A reacéo entre 0 AL e 0 PEG 400 ocorreu a 150 °C durante 18 h e as restantes reagdes
entre 0 AL e o mPET, o diPET e o triPET exigiram temperaturas mais elevadas, 175 °C, com
reducdo do tempo de reacdo a 9h. Obtiveram-se oligomeros lineares (AL-PEG 400) e
ramificados (AL-mPET, AL-diPET e AL-triPET) transparentes. Os oligdmeros apresentaram
viscosidade moderada, sendo o AL-PEG 400 o0 menos viscoso. A viscosidade aumentou com
o grau de ramificacdo, apresentando-se solidos a temperatura ambiente.

Antes da adicdo do agente de funcionalizagdo, o LAR, adicionou-se acetona para reduzir a
viscosidade do oligdmero e promover a mistura do LAR. A quantidade de LAR adicionada ao
oligbmero dependeu do seu peso molecular e da resisténcia pretendida para os materiais
finais. As reacbes de funcionalizacdo decorreram durante 4h, a temperatura de 60°C para o
oligbmero de AL-PEG 400 e a temperatura de 75°C para os restantes oligdmeros, obtendo-se
polimeros com ligagdes de carbono duplas terminais. A estes foi adicionado o fotoiniciador
IRG, com uma quantidade fixa de 6% do nimero de moles de liga¢Ges duplas, permitindo

obter géis homogéneos e viscosos para reticulagdo por radiagdo UV.

Na sequéncia dos resultados dos trabalhos anteriores, a espessura dos filmes foi de 1 mm.

Produziram-se os filmes: AL-PEG (1:1) com tempo de reticulagdo de 90 segundos, reduzida a

60 segundos nos filmes AL-mPET (1:2), AL-diPET (1:2), AL-triPET (1:2) e AL-triPET (1:3).
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A designacdo de cada material partiu do nome dos reagentes usados: AL do &cido latico e
PEG 400, mPET, diPET e triPET dos co-mondmeros utilizados. As designagdes (1:1), (1:2) e
(1:3) provém das diferentes razdes estequiométricas utilizadas entre oligobmero e agente de
funcionalizacdo. Na Tabela 3.1 é apresentado um resumo destas informacdes, assim como a

estequiometria e peso molecular previsto para o oligémero sintetizado.

Tabela 3.1 Resumo das condices de reacdo e peso molecular dos oligémeros sintetizados.

Oligbmeros  Duracao Temperatura Estequiometria Peso molecular
(h) (°C) (AL: co-monomero) (g.mol™)
AL-PEG 400 18 150 (12:1) 1480
AL-mPET 9 175 (8:1) 857
AL-diPET 9 175 (12:1) 1335
AL-triPET 9 175 (16:1) 1813

A Tabela 3.2 resume informacao relativa a producdo dos filmes e suas caracteristicas. Foi
possivel obter matrizes reticuladas, com tempos de reticulacdo baixos, de 60 e 90 segundos,

sem vestigios de liquido residual, condi¢éo necesséaria para confirmar reticulacao.

Tabela 3.2 Resumo das condicdes de producdo dos filmes poliméricos de base AL e suas caracteristicas.

Material ~ Funcionalizagdo Temperatura % Tempo Caracteristicas
(h) (°C) IRG reticulacdo (s)
Gelatinoso,
AL-PEG 4 60 6 90 fragil e
400 (1:1) transparente.
AL-mPET 4 75 6 60 Resistente,
(1:2) flexivel e
transparente.
AL-diPET 4 75 6 60 Res., flex. e
(1:2) trans.
AL-triPET 4 75 6 60 Res., flex. e
(1:2) trans.
AL-triPET 4 75 6 60 Res., flex. e
(1:3) trans.

Uma primeira avaliacdo dos filmes foi efetuada com base nas suas caracteristicas. Os filmes
AL-PEG 400 (1:1) mostraram-se gelatinosos e frageis. Testou-se ainda a producédo do filme
AL-PEG 400 (1:2), sem sucesso, uma vez que ocorreu repetidamente reticulacdo no balédo
durante a reacdo de funcionalizagdo. Assim conclui-se que o PEG 400 ndo € um bom co-
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monomero para esta aplicacdo. O filme AL-mPET (1:2) reproduziu os resultados de
Travassos [3], revelando-se resistente, flexivel e transparente. Com o objetivo de aumentar o
peso molecular dos polimeros foram ainda produzidos filmes de AL-diPET (1:2) e AL-triPET
(1:2) e (1:3) apresentando as mesmas propriedades que o material de AL-mPET (1:2):

resistentes, flexiveis e transparentes.

Os tempos das reacdes de sintese do oligdmero e funcionalizacdo foram otimizados
acompanhando-se as reacdes por ATR-FTIR. Os tempos de reticulagio dos géis
funcionalizados em filmes também foram otimizados, por tentativa e erro, até se obter uma

matriz sélida sem vestigios de liquido residual.

De entre os filmes produzidos, o de AL-triPET (1:3) foi o que se revelou mais resistente, mas
também menos flexivel. A resisténcia e a flexibilidade dos filmes produzidos estdo
relacionadas com matrizes poliméricas mais ou menos reticuladas e consoante o nimero de
ligacOGes de carbono duplas adicionadas [4]. Nas Figura 3.1 séo apresentadas imagens dos
filmes base produzidos. Apesar de nem todos os filmes serem promissores para utilizagdo
enquanto sistemas transdérmicos, mais tarde foi aprisionada a proteina BSA e estudada a sua

libertacéo.

Figura 3.1 Filmes base produzidos através de fotoreticulagdo dos géis funcionalizados: a) AL-PEG 400 (1:1);
b) AL-mPET (1:2); c) AL-diPET (1:2); d) AL-triPET (1:2); e) AL-triPET (1:3).

3.1.1 Acompanhamento das reag¢des de sintese de oligdmeros, funcionalizacao e
fotoreticulacao por ATR-FTIR

A técnica utilizada para acompanhar e otimizar o tempo das reacGes de sintese dos
oligbmeros, funcionalizacdo e sua fotoreticulacdo foi a ATR-FTIR (seccdo 2.4.1). Através
desta técnica é possivel identificarem-se 0s grupos quimicos presentes em cada amostra, e
com essa informagdo concluir sobre o sucesso das reagdes. No Anexo D sé&o apresentados 0s
espectros dos co-monomeros utilizados identificando os grupos funcionais e as respectivas
bandas caracteristicas. A Figura 3.2 inclui os espectros resultantes da analise ATR-FTIR dos

oligbmeros sintetizados e do material base, AL.
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No espectro do AL observa-se uma banda alongada a 3396 cm™ que corresponde aos grupos
OH, também detetavel nos espectros dos oligbmeros. Esta banda €, no entanto, mais suave em
comparagdo com a do AL, situada a 3486, 3456, 3449 e 3483 cm™ para os oligémeros de AL-
PEG 400, AL-mPET, ALdIPET e AL-triPET, respectivamente, em virtude da libertacdo de
agua na reacdo de policondensacdo a temperatura elevada. Apesar de a banda caracteristica
dos grupos OH dos oligbmeros ramificados ser mais suave, Figura 3.2, esta ainda €
significativa, o que podera indicar que as reacdes de sintese destes oligobmeros poder-se-iam
prolongar além das 9 horas. Em todos os espectros dos oligomeros as bandas correspondentes
a ligagdo C=0, acentuam-se relativamente ao registado no AL em virtude da formacdo de
poliésteres. Esta banda é detetada na gama de frequéncias 1750-1700 cm™.

—_———
AL-mPET c=0
OH m
ALPEG 400 c=0 m
OH

AL |—|
OH =0 /’f
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Frequéncia (cm™)

Figura 3.2 Espectros ATR-FTIR dos oligémeros base e do acido latico.

Os géis poliméricos resultantes da reacdo de funcionalizacdo também foram analisados por
ATR-FTIR, Figura 3.3, para conhecer o tempo de reacdo Otimo e garantir o sucesso das
reacOes. Este é comprovado pelo aparecimento de liga¢bes duplas C=C e ligagdes N-H em
todos os espectros na Figura 3.3 e por uma dissipacdo da banda dos grupos OH por reacéo
com 0s grupos isocianato do LAR. Os espectros do agente de funcionalizacdo, LAR, e do
fotoiniciador IRG encontram-se no Anexo D.

Pela analise da Figura 3.3 verifica-se que ocorreu a dissipacdo da banda correspondente aos
grupos OH dos oligébmeros e que, de modo geral, também ocorreu o desaparecimento da
banda caracteristica dos grupos isocianato a 2276 cm™. O desaparecimento completo destas

bandas indica que a reacdo entre os grupos OH e isocianato € completa, apresentando um
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rendimento elevado nos géis AL-PEG 400 (1:1) e AL-triPET (1:3). Nos restantes géis espera-
se um rendimento mais baixo, dado que 0s grupos isocianato foram consumidos parcialmente,
conforme é possivel analisar pela Figura 3.3, sugerindo-se de futuro aumentar o tempo da
reacdo de funcionalizacdo. Na Figura 3.3, o aparecimento de duas bandas correspondentes as
ligacBes C=C e N-H, na zona dos 1635 cm™ e 1534 cm™ respectivamente, comprova que a

reacdo de funcionalizacdo foi bem-sucedida.

T —— S
AL4nPET (1:3)
e W\\’
_— ¥ N - H
ALGPET (1:2)
e W
~ I

AL-&PET (1:2)

> N-H
AL-mPET (1:2)
c=C AN
N-H
———
AL-PEG 400(1:1) c Cm
N-H

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Frequéncia (em™)

Figura 3.3 Espectros ATR-FTIR dos géis funcionalizados com LAR.

Apos a formagdo dos géis funcionalizados, adicionou-se o fotoiniciador IRG, seguindo-se a
reticulagdo por acdo de radiacdo UV. Na Figura 3.4 sdo representados os espectros dos filmes

reticulados resultantes da sua analise por ATR-FTIR.

ALwPET D W
ALGPET (1) ¥ - W
T e

ALPEG (1-1) ~ V\W”"\l

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Frequéncia ( cm™)

Figura 3.4 Espectros ATR-FTIR dos filmes base apés adicdo de 6% de IRG e reticulagdo por radiagdo UV.
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O desaparecimento das bandas caracteristicas das ligacdes duplas C=C, 1635 cm™, em virtude
da reticulagdo permite confirmar que as matrizes estavam reticuladas. A analise comparativa
das Figuras 3.3 e 3.4 evidencia que o0s espectros dos materiais reticulados séo praticamente
coincidentes (& excecdo de 650-500 cm™) com os espectros dos géis funcionalizados,
concluindo-se que o IRG ndo alterou os materiais, promovendo apenas a reticulacdo da

estrutura quimica tornando-a mais coesa [4,73].

3.1.2 Avaliacao do teor de gel (gel content)

Apds a producdo dos filmes base, determinou-se o teor de gel de cada um para se concluir
sobre o seu estado de reticulacdo, que influenciard outras propriedades, nomeadamente, a
capacidade de absorcdo de &gua, a degradacao hidrolitica e a libertagdo do principio ativo a
aprisionar. Um teor de gel de 100 % significa que houve uma conversdo total das ligacdes de

carbono [3-4] e que o filme esta completamente reticulado.

Fatores como a quantidade de fotoiniciador utilizado e tempos de fotoreticulacdo influenciam
os valores de teor de gel [4]. A quantidade de fotoiniciador utilizada foi 6% do nimero de
moles de ligagdes duplas dos géis funcionalizados. Este valor, otimizado por Santos [4],
garante uma reticulacdo réapida dos materiais. E de esperar que elevadas percentagens de
fotoiniciador e/ou elevados tempos a radiacdo UV, aumentem a restricdo de mobilidade das
cadeias do polimero conduzindo a matrizes com estrutura mais densa e, portanto, mais
compacta e menos porosa [4,85-86], apresentando, menores valores de swelling e de

degradacéo hidrolitica, o que condicionara a libertacdo dos compostos aprisionados.

Os filmes produzidos apresentaram rendimentos de reticulacdo diferentes, resumidos na

Tabela 3.3, podendo-se concluir que a formacao de redes poliméricas foi muito eficiente [87].

Tabela 3.3 Valores de gel content para os filmes produzidos.

Material AL-PEG AL-mPET AL-diPET AL-triPET AL-triPET
400 (1:1) (1:2) (1:2) (1:2) (1:3)
% Gel content 40,4 93,7 84,2 92,2 95,2

O filme AL-triPET (1:3) apresenta um teor de gel mais elevado que os restantes materiais,
indo de encontro ao esperado, dado que na funcionalizacdo foi adicionada maior proporgéo de
agente funcional LAR, logo maior quantidade de ligacdes duplas. Ja o filme AL-PEG 400
(1:1) apresenta um teor de gel muito baixo, Tabela 3.3, que afeta diretamente as propriedades
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mecanicas [88] do material. Este resultado era espectavel pois apesar de se utilizar a mesma
quantidade de fotoiniciador, 6% IRG, e o0 gel funcionalizado ser exposto a radiagdo UV por
mais 30 segundos que os restantes, neste filme foi utilizada menor quantidade de agente
funcional, (1:1). Este baixo valor de teor de gel poder-se-4 dever ainda a estrutura do
polimero, com uma cadeia linear mais comprida [3] e menor abundancia de ligacbes duplas

[89], logo menos compacta que os restantes.

3.1.3 Capacidade de absorc¢ao de agua e degradacao hidrolitica em PBS

A absorcédo de 4gua conduz a um aumento do volume do material que pode condicionar o seu
desempenho sendo importante avaliar a capacidade de a absorver. O aumento de volume
depende de fatores como: a estrutura do polimero, a hidrofilicidade ou hidrofobicidade dos
grupos terminais da cadeia polimérica [90], e do estado de reticulacdo do material [4].

A capacidade de absor¢do de cada um dos filmes base foi avaliada por dois métodos:
incubacdo em &gua destilada e por saturacdo numa solucdo de cobre pentahidratado. Estes
testes, realizados em triplicado a temperatura ambiente até se atingir o peso maximo,
forneceram valores para aplicacdo da Equacdo 2.2. Os resultados obtidos para o swelling
maximo por incubacdo e saturacdo sdo apresentados na Figura 3.5. Uma primeira analise da
Figura 3.5 revela que o teste por incubacdo conduziu a valores superiores para o swelling dos
materiais, com excec¢do do filme AL-PEG 400 (1:1). Travassos [3] também obteve uma

expressiva diferenca de resultados, quando utilizou o PEG 300 como co-mondmero.

Os filmes base sujeitos a avaliacdo, atingiram a capacidade maxima de absorcao de dgua em
tempos distintos, como era de esperar, dadas as diferentes composi¢fes e estruturas. Nos
testes por incubacgdo, os materiais foram pesados em intervalos de 10 minutos. Os filmes AL-
PEG 400 (1:1), AL-mPET (1:2) e AL-diPET (1:2) atingiram o swelling maximo aos 40, 50 e
90 minutos respectivamente e os filmes de AL-triPET (1:2) e AL-triPET (1:3) atingiram 0
swelling méaximo aos 100 minutos. Os testes por saturacdo, mais prolongados que os de
incubacdo, como esperado, o swelling maximo foi atingido ao fim de 2 dias pelos filmes de
AL-mPET (1:2) e AL-triPET (1:3), ao fim de 7 dias para os filmes AL-diPET (1:2) e AL-
triPET (1:2), e ao fim de 23 dias para o filme AL-PEG 400 (1:1).

Nos testes de incubagdo, verificou-se que o material de AL-PEG 400 (1:1) é o mais

hidrofilico e o material de AL-triPET (1:3) o mais hidrofébico, com valores de swelling de
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aproximadamente 18 e 4 % respectivamente, 0 que encontra justificacdo na hidrofilicidade da
molécula de PEG [3].

N Incubacdo Saturacdo

Yo Swelling
H B ka3
Lo T ¥ 5 I o N I o )
1 1 1 1 1

Z] B- B B =

AL-PEG400 AL-mPET AL-diPET AL-triPET AL-triPET
(1:1) (1:2) (1:2) (1:2) (1:3)

Figura 3.5 Valores de swelling (%) para os filmes produzidos: testes por incubagdo em agua destilada e de
saturacdo, a temperatura ambiente.

Em trés dos filmes sintetizados, a propor¢do molar de agente de funcionaliza¢éo foi a mesma
(1:2) e esperava-se que o swelling dos materiais aumentasse com o peso molecular e o
numero de grupos hidroxilo [91] por apresentarem maior afinidade com o meio. Na Figura
3.5, observa-se um ligeiro aumento do swelling do filme AL-mPET (1.2) para o AL-diPET
(1:2) mas h& uma ligeira diminuicéo no filme AL-triPET (1:2), contra o esperado, ver Tabela
3.4.

Nos filmes com o co-mondmero triPET foram ensaiadas diferentes propor¢des de agente
funcionalizador e verificou-se que o aumento do LAR originou uma diminuicdo do swelling,
indo de encontro ao esperado, dado uma maior reticulacdo, logo menor espaco livre na matriz

polimérica para absorcédo de agua [8,87].

Na avaliagdo da capacidade de absorcdo por saturacdo, uma vez mais, o filme AL-PEG 400
(1:1) registou uma capacidade de absorcdo de agua muito superior aos restantes materiais,
48% em 23 dias, comprovando ser o mais hidrofilico. A estrutura da molécula também
explica o resultado uma vez que o AL-PEG 400 (1:1) possui uma cadeia linear comprida em
comparagdo com a cadeia mais curta e ramificada dos restantes materiais [3,89]. Nos testes
por saturacdo verificou-se o0 comportamento reportado na literatura [91], para os filmes com a
mesma propor¢éo de LAR, o mais hidrofobico é o AL-mPET (1:2) e o mais hidrofilico o AL-

triPET (1:2), de acordo com o peso molecular e os grupos hidroxilo. Considerando ainda o0s
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testes por saturagdo, tendo em atencdo o aumento da propor¢do de LAR, observa-se uma
diminuicdo do swelling, concluindo que a sua interagdo com o0s grupos OH influencia o

swelling dos materiais [8,87].

A degradacdo dos materiais poliméricos é uma caracteristica com uma grande relevancia para
aplicacdes biomédicas como sistemas de libertacdo controlada, permitindo condicionar as
cinéticas de libertacdo dos agentes terapéuticos utilizados [87,89,92]. Assim, e tendo em vista
o trabalho da producdo de filmes para libertacio de BSA, procedeu-se a avaliagcdo da
degradacédo dos filmes produzidos durante 6 semanas, através de incubacdo numa solugéo de
PBS a 37°C. Recorrendo a Equacdo 2.3, calculou-se a perda de massa (%) dos filmes em
intervalos de tempo estipulados, apresentando-se os resultados na Figura 3.6. No Anexo G
estdo também apresentados os resultados de perda de massa para cada um dos filmes,

incluindo as representacdes logaritmicas nas linhas de tendéncia.

@ AL-PEG 400 (1:1) @ AL-mPET (1:2) AL-diPET(1:2)
@ AL-triPET(1:2) X AL-triPET(1:3)
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Figura 3.6 Perda de massa (%) dos filmes imersos em solucdo de PBS ao longo de 6 semanas a 37°C.

A degradacdo dos filmes, estudada ao longo de 6 semanas, ocorreu por destruicdo das
ligacOes éster suscetiveis a hidrélise [9,93]. Na Figura 3.6 verifica-se que a perda de massa
ocorre essencialmente nos primeiros dias e corresponde a quebra de cadeias originais do
polimero em pequenos segmentos [94]. A velocidade de degradacdo decresce numa fase

tardia devido a existéncia de menos ligages éster.

A perda de massa inicial, que é mais acentuada, pode dever-se a libertacdo para o0 meio, de
componentes de baixo peso molecular, como mondmero ou fotoiniciador, aprisionados na

matriz do polimero [8,93]. Verifica-se por analise da Figura 3.6 que todos os materiais
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perdem massa ao longo do tempo. No entanto conclui-se que o filme AL-PEG 400 (1:1) é o
que sofre degradacdo mais rapida, o que esta de acordo com os valores de swelling também
superiores aos restantes, confirmando a relagcdo entre estas propriedades [89]. O filme AL-

mPET (1:2) exibe a degradacdo mais lenta.

Relativamente aos filmes produzidos com a mesma proporcdo de LAR, verifica-se que o
filme AL-dIiPET (1:2) mostra tendéncia para se degradar mais rapido e o AL-mPET (1:2) para
se degradar mais lentamente. No entanto, seria de esperar que o AL-triPET (1:2) se
degradasse mais rapidamente, dado o swelling mais elevado (comprovado por saturacdo). No
Anexo G, Tabela G.1, confirma-se um maior declive para a degradacdo do AL-triPET (1:2)
face aos outros filmes. O AL-dIiPET (1:2) teve uma degradacdo inicial muito rapida que

influencia o perfil na Figura 3.6.

No que diz respeito a degradacdo dos filmes com 0 mesmo co-mondmero, mas propor¢des
diferentes de agente funcionalizador, os resultados véo de encontro ao esperado. Através da
andlise da Figura 3.6 e Tabela G.1, verifica-se que o filme com maior razdo de LAR, AL-
triPET (1:3) apresenta menor degradacdo que o AL-triPET (1:2), de acordo com a relacao

direta entre degradacéo e swelling.

Na Tabela 3.4 sdo resumidos os resultados de gel content, swelling e degradacdo nas
primeiras 24h de todos os materiais produzidos verificando-se que filmes mais reticulados
(maior gel content) apresentam menores percentagens de swelling e consequentemente de

degradacéo.

A perda de massa do filme AL-PEG 400 (1:1) antecipada logo na analise visual do filme é
substancialmente superior aos restantes filmes. Este material de cadeia linear longa, quando
comparada com os restantes materiais (ramificados), € mais susceptivel ao swelling e para
além disso apresenta um baixo valor de teor de gel sendo degradado mais rapidamente [3]. O
filme AL-triPET (1:3) apresenta maior percentagem de gel content e menor swelling,
consequentemente menor degradacdo. Conclui-se assim, que tanto o co-mondmero como a

razdo de agente funcional influenciam a extenséo de degradacao dos filmes [3].

A massa molecular dos oligomeros de estrutura ramificada, AL-mPET, AL-diPET e AL-
triPET, na Tabela 3.1, permite antecipar estruturas ramificadas mais compactas para 0s geis
respectivos, todos obtidos por adi¢cdo do agente de funcionalizagdo na razéo 1:2. Analisando

os resultados na Tabela 3.4 correspondentes a estes filmes verifica-se que as propriedades do
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filme AL-diPET ndo sdo totalmente coerentes quando comparadas com as do AL-mPET e do
AL-triPET, embora o gel content e a capacidade de absorcdo de &gua antecipem uma maior
percentagem de degradacdo em 24h. Por comparagdo dos resultados da Tabela 3.4 com os
resultados obtidos por Travassos [3], respeitante ao filme AL-mPET (1:2), verifica-se que ndo
sdo coincidentes no que diz respeito o swelling, mas o gel content e a degradacdo as 24h
apresentam resultados mais proximos. Em trabalho futuro estes resultados para o filme AL-

diPET (1:2) devem ser confirmados.

Tabela 3.4 Resumo das percentagens de gel content, swelling e degradacdo ao fim de 24h dos filmes
produzidos.

Filme % Gel content % Swelling % Swelling % Degradacao
incubacio saturacéo (24h)
AL-PEG 400 (1:1) 40,4 17,6 48,2 46,6
AL-mPET (1:2) 93,7 7,2 2,6 13,9
AL-diPET (1:2) 84,2 7,3 3,7 32,2
AL-triPET (1:2) 92,2 7,0 3,8 19,1
AL-triPET (1:3) 95,2 4,1 3,0 13,1

Na Tabela 3.4 sdo apenas apresentados as percentagens de degradacdo dos filmes ao fim de
24h porque se pretende que a administracdo do principio ativo por via transdérmica ndo se
prolongue além das 24h. Os valores de swelling e degradacdo resumidos na Tabela 3.4,
permitem concluir que, a excecdo do AL-PEG 400, os filmes sdo ligeiramente hidrofilicos e a
perda de massa ndo € muito elevada. Assim a utilizacdo destes filmes ndo devera

comprometer a aplicacdo eficiente como sistema transdérmico.

3.1.4 Avaliacao das propriedades térmicas

Os resultados que permitem a caracterizacdo térmica dos filmes sdo apresentados nesta
seccdo. Todos os oligémeros, géis funcionalizados e respetivos filmes foram avaliados por
analise termogravimétrica. A andlise por calorimetria diferencial e varrimento foi efetuada

apenas para os filmes reticulados.

3.1.4.1 Andlise termogravimétrica (TGA)

Conforme descrito no Capitulo 2, o objetivo desta analise prende-se com o estudo e avaliacao
da estabilidade térmica dos materiais sintetizados: liquidos e solidos, sujeitos a um aumento
de temperatura até 600°C, através da andlise dos perfis de degradacdo. Na Figura 3.7 séo

apresentados os perfis de degradacéo térmica dos oligdmeros sintetizados.
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Figura 3.7 Perfil de degradagéo térmica dos oligémeros, obtido por analise termogravimétrica (TGA).

Até se atingir os 100°C regista-se apenas uma ligeira perda de massa que se deve a
volatilizacdo de agua [93] ainda presente nos oligdbmeros. Este resultado sugere que a reacao
de sintese dos oligbmeros podera ser prolongada, garantindo a remogdo total da agua. Uma
segunda perda de massa acentuada, comeca a ocorrer as temperaturas de 178, 210, 220 e
240°C para os oligbmeros de AL-PEG 400, AL-mPET, AL-diPET e AL-triPET
respectivamente. Estas sdo as temperaturas de degradacéo, Ty, dos materiais.

Através da analise das temperaturas de degradacdo podemos concluir que o oligébmero de
AL-PEG 400 é também o termicamente menos estavel e o oligomero de AL-triPET o mais
estavel. Quando comparadas com a temperatura de degradacdo do PLA puro, 324°C [95],
verifica-se que a T4 de todos os oligémeros é inferior. No entanto, e apesar de os oligomeros
se apresentarem menos estaveis comparativamente ao PLA puro, este facto ndo foi um
entrave as reagdes de funcionalizacdo que decorreram a temperatura na gama 60-75°C, nem a

reticulagéo por UV.

Com a modificacdo dos oligbmeros sintetizados, utilizando o agente funcional LAR,
esperava-se obter produtos finais termicamente mais estaveis, ou seja, com temperaturas de
degradacédo superiores [96-97]. Contudo e pela andlise dos perfis de perda de massa dos géis
funcionalizados e filmes reticulados, Figura 3.8, constata-se que apenas 0s Qéis

funcionalizados AL-PEG 400 (1:1) e AL-mPET (1:2) sdo mais estaveis que os oligomeros, e

56



Sistemas transdérmicos de base acido latico para administragdo de principios ativos Rafael J.M.Monteiro

de entre os filmes reticulados, os de AL-triPET apresentam temperaturas de degradacédo
inferiores as do gel.
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Figura 3.8 Perfis de degradacdo térmica: a) géis funcionalizados (estado liquido) e b) filmes reticulados.

Através do resumo das temperaturas na Tabela 3.5, e por analise da Figura 3.8 é possivel
detetar uma perda de massa de aproximadamente 10% nos géis funcionalizados, entre 60°C e
75°C, que pode estar relacionada com a volatiliza¢do da acetona usada como solvente [90,93],
ainda presente nas amostras (temperatura de ebulicdo= 56°C). Nos géis funcionalizados
verifica-se que a perda de massa significativa, que identifica a temperatura de degradacéo,
corresponde as temperaturas de 181, 230, 213, 230 e 189°C, para AL-PEG 400 (1:1), AL-
mPET (1:2), AL-diPET (1:2), AL-triPET (1:2) e AL-triPET (1:3) respectivamente.

Por comparacao entre os géis funcionalizados, verifica-se que o menos estavel é o AL-PEG
400 (1:1) como previsto, face as propriedades ja avaliadas. Relativamente aos géis com a
mesma razdo de LAR, o AL-diPET (1:2) exibiu temperatura de degradacdo mais baixa, o que
vem de encontro a alguma dissonancia das propriedades deste material face aos outros géis
com estrutura ramificada j& assinalada antes, eventualmente devido ao menor teor de gel.
Verifica-se que a estabilidade aumentou com a diminuicdo da proporgdo de agente

funcionalizador para 0 mesmo material, resultado que ndo era esperado.
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Tabela 3.5 Temperaturas de degradacdo (Tq4) e temperaturas de transicdo vitrea (Ty) para os oligémeros
sintetizados, géis funcionalizados e filmes base reticulados.

Material T4(°C) T°%EC) TY°CC) T9°(°C) T, (°C)
Oligbmeros
AL-PEG 400 178 183 231 307 -
AL-mPET 210 213 259 282 -
AL-diPET 220 233 283 332 -
AL-triPET 240 228 289 417 -
Geis Funcionalizados
AL-PEG 400 (1:1) 181 68 219 344 -
AL-mPET (1:2) 230 72 278 440 -
AL-diPET (1:2) 213 61 263 422 -
AL-triPET (1:2) 230 60 273 430 -
AL-triPET (1:3) 189 62 260 433 -
Filmes Base Reticulados
AL-PEG 400 (1:1) 237 228 280 401 -33
AL-mPET (1:2) 242 234 307 451 -17
AL-diPET (1:2) 223 235 319 456 -21
AL-triPET (1:2) 193 202 292 441 -19
AL-triPET (1:3) 190 201 299 446 -22

Observando os perfis de degradacdo (Figura 3.8) e as T%* (correspondentes a uma perda de
massa de 10%) dos filmes base reticulados € possivel concluir que se produziram filmes
completamente secos, dadas as temperaturas elevadas a que se atingiu perda de massa de
10%. Os resultados compilados na Tabela 3.5 constatam que apos a reticulacdo por UV 0s
filmes AL-PEG 400 (1:1), AL-mPET (1:2) e AL-dIiPET (1:2) se mostraram termicamente
mais estaveis em comparacdo com o gel funcionalizado e o oligbmero correspondente.
Através da analise da Tabela 3.5 verifica-se ainda que o aumento da temperatura evidenciou
uma maior estabilidade térmica dos materiais reticulados comparativamente aos oligobmeros e

géis funcionalizados.

O filme reticulado que se mostrou termicamente mais estavel foi o AL-mPET (1:2) contra
todas as expectativas, dado que o oligbmero AL-triPET e o gel funcionalizado AL-triPET
(1:2), se tinham revelado termicamente mais estaveis. Esperar-se-ia também que o material
reticulado com T4 mais elevada fosse o0 AL-triPET (1:3), dado o seu gel content, antecipando
as redes de ligacGes mais compactas. H& semelhanca do que se tinha observado na analise Ty
dos géis funcionalizados, nos filmes reticulados, maior razdo de LAR também conduziu a

menor estabilidade térmica.
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Face aos resultados apresentados dos perfis de degradacao térmica pode-se concluir que todos
os filmes sdo estaveis a temperatura de 37°C, podendo ser utilizados para a aplicacdo

pretendida.

3.1.4.2 Analise por calorimetria diferencial de varrimento (DSC)

Na linha de continuacdo de avaliacdo das propriedades térmicas, recorreu-se ainda a técnica
de DSC com o objetivo de determinar a temperatura de transi¢do vitrea, Ty, dos filmes base
reticulados. Cada filme foi submetido a esta analise de calorimetria diferencial de varrimento
no intervalo de temperatura -80°C até a respectiva Tq, de acordo com a descri¢do no Capitulo
2, seccdo 2.4.5. No Anexo H encontram-se representadas as curvas DSC de cada um dos
materiais, a partir das quais foram calculadas as temperaturas de transicdo vitrea, Tg,

compiladas na Tabela 3.5.

A temperatura de transigdo vitrea, T4, ocorre a transigdo do material amorfo, de um estado
vitreo e duro para o estado mole tipo borracha, e € uma propriedade de caracterizacdo dos
polimeros. Quanto mais elevada for a T4 de um material mais facil sera a deformacéo das

cadeias moleculares que o constituem [98].

Apesar de néo ter sido avaliada a Ty dos oligomeros, segundo Hakala [89], esta pode ser
controlada através da estrutura dos co-monomeros utilizados assim como do peso molecular
do oligobmero final. Assim para a mesma massa molecular, os oligobmeros de AL ramificados
devem apresentar T4 mais baixa que os oligbmeros lineares. A explicacéo reside na estrutura
dos oligbmeros ramificados, onde as cadeias em estrela reduzem a mobilidade, tornando-os
mais compactos. De acordo com Hakala [89] e Marques [8], também o aumento do peso

molecular dos polimeros vai conduzir a maiores valores de T4, aumentando a cristalinidade.

A técnica DSC, foi aplicada apenas aos filmes base apos reticulacdo, de maneira a perceber a
influéncia do agente funcionalizador, LAR, nas propriedades dos materiais. De acordo com
Silverajah [95], a adi¢do de agente funcionalizador, que funciona como um plastificante, ird
conferir maior mobilidade as cadeias do polimero, diminuindo a sua Ty O aumento sucessivo
de LAR para o mesmo material provocara também uma diminui¢do da Ty  reduzindo a
cristalinidade [95]. Os materiais AL-PEG 400 (1:1), AL-mPET (1:2), AL-diPET (1:2) e AL-
triPET (1:2) tém as temperaturas de transicdo vitrea de -33, -17, -21 e -19 °C, ndo sendo

possivel comprovar-se o esperado. No que diz respeito ao oligomero AL-triPET,
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funcionalizado com razfes de LAR diferentes, confirma-se que o aumento de LAR conduziu
a esperada diminuigéo da Tg.

O grau de reticulagdo e a degradacdo dos filmes podem também ser relacionados com as
temperaturas de transigdo vitrea. Quanto maior for o grau de reticulacdo do filme, menor sera
0 volume livre e mais lenta sera a degradacdo, resultando num aumento da cristalinidade
[17,87,89,98]. Isto pode ser comprovado por andlise das matrizes dos filmes reticulados de
AL-PEG 400 (1:1) e AL-triPET (1:3). O filme de AL-PEG 400 (1:1) apresentou um teor de
gel mais baixo (40,4 %), uma velocidade de degradagdo mais elevada (46,6 % as 24h) e uma
T4 mais baixa (-33°C), enquanto que o filme de AL-triPET (1:3) apresentou o teor de gel mais
elevado (95,2 %), uma velocidade de degradagéo baixa (13,1 %) e uma T4 de -22 °C, indo de
encontro a informagéo na literatura. Todos os materiais ramificados apresentam Ty muito
préximas, ndo sendo verificadas grandes variagdes na utilizacdo de diferentes co-mondmeros
ramificados. A T4 do AL-PEG 400 (1:1) é a mais baixa de todas, apesar de a utilizagdo de um

comondmero linear, geralmente conferir maior cristalinidade [3].

Dado que todos os filmes base reticulados produzidos apresentam Ty negativas e inferiores a
temperatura do corpo humano, conclui-se que a sua utilizacdo € possivel, sem se registarem

quaisquer alteragcdes no comportamento mecanico do material.

3.1.5 Determinacgdo das energias de superficie por medi¢ao dos angulos de
contacto

O efeito terapéutico dos principios ativos aprisionados em sistemas transdérmicos esta
diretamente relacionado com a adesdo dos filmes. A ineficacia na adesdo do filme a pele,
pode diminuir a area de contacto e afetar a absorcdo do principio ativo, 0 que resultara em

dosagens insuficientes para o paciente [99-100].

Ainda antes de aprisionar o principio ativo nos filmes foi avaliada a energia de superficie para
antecipar a eficacia de adesdo. Para que os filmes produzidos adiram, a sua energia de
superficie ndo podera ser superior a da pele [9, 93, 99, 101]. A energia de superficie da pele
ndo apresenta um valor fixo, podendo variar consoante as condi¢cbes em que € medida, sendo
a gama de valores 38-56 mN.m™ [9,91,93,99]. Na Tabela 3.6 apresentam-se os valores das
energias de superficie da pele, de uma membrana simuladora da pele, Strat-M® Membrane, e

dos filmes base reticulados, assim como as respectivas componentes dispersivas e polares.
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Tabela 3.6 Valores de energia de superficie e respectivas componentes dispersivas e polares para a pele, Strat-
M® Membrane, e filmes base reticulados.

Substrato y (mN.m™) vs® (MN.m™) vs- (MN.m™)
Pele 38-56 - -
Strat-M® Membrane 77,81+194 53,41+ 155 24,40+ 115
AL-mPET (1:2) 21,86 £ 10,2 15,96 + 8,01 5,91 + 6,43
AL-diPET (1:2) 24,06 £ 7,59 15,12 + 5,52 8,93+5.21
AL-triPET (1:2) 25,03 £ 15,0 24,80 + 14,9 0,23+1,75
AL-triPET (1:3) 21,44 +10,5 16,64 +8,5 4,80 + 6,24

Analisando a energia de superficie referente a Strat-M® Membrane, na Tabela 3.6, confirma-
se que a energia de superficie é semelhante a da pele, tendo em consideracédo o elevado desvio
padrdo. As energias de superficie dos filmes produzidos apresentam valores muito préximos
entre si. Face aos resultados alcancados, observa-se ainda que quando utilizada a mesma
guantidade de LAR, a energia de superficie dos filmes aumentou com a massa molecular.
Relativamente ao mesmo material em estudo, 0 aumento de LAR conduziu & diminui¢do da

energia de superficie.

Para além das energias de superficie foram também calculadas as componentes polares e
dispersivas, verificando-se para todos os filmes que a componente dispersiva é sempre
superior a componente polar. O facto de as componentes dispersivas serem superiores as
polares, significa que as forcas de coesdo sdo superiores as de adesao, resultando em forgas
intermoleculares dos filmes fortes, apresentando assim um bom desempenho mecénico [4].
No entanto, e apesar de as forgcas de coesdo serem superiores as de adesdo, os valores de
energia de superficie para os filmes, também sédo inferiores aos das superficies (pele e Strat-

M® Membrane), pelo que se garante a adeso dos filmes.

3.2 Preparacao dos filmes com BSA

Na seccdo 2.5 do Capitulo 2, foi descrita a metodologia adotada para o desenvolvimento da
solucdo de proteina, BSA, e o seu aprisionamento nas matrizes dos filmes produzidos. A
solucdo de proteina, constituida apenas por 4gua e BSA, com concentracdo de 0,2 g.mL™, foi
produzida no momento da adi¢do ao gel funcionalizado, evitando a sua degradacéo. Apds a
fotoreticulagdo, obteve-se um total de cinco filmes diferentes com BSA aprisionada, com
carregamentos ativos de 1, 3 ou 6 % (m/m). Na Tabela 3.7 é apresentado o resumo das

caracteristicas dos novos filmes produzidos, com BSA.
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Tabela 3.7 Caracteristicas dos filmes com BSA: carregamentos ativos e tempos de reticulagéo.

Material % IRG % BSA Tempo Caracteristicas
reticulacdo (s)
AL-PEG 6 1 120 Flexivel, fragil, homogéneo,
400 (1:1) transparente
AL-mPET 6 6 90 Pouco flexivel, quebradico,
(1:2) heterogéneo e opaco
AL-mPET 6 3 90 Flexivel, resistente,
(1:2) homogeéneo, transparente
AL-diPET 6 3 90 Flexivel, resistente,
(1:2) homogeéneo, transparente
AL-triPET 6 3 90 Flexivel, resistente,
(1:2) homogeéneo, transparente
AL-triPET 6 3 90 Flexivel, resistente,
(1:3) homogeéneo, transparente

As matrizes com BSA, apresentaram novamente tempos de reticulacdo baixos, de 90 e 120
segundos. Os filmes AL-PEG 400 (1:1) com carregamento ativo de BSA de 1% apresentaram
uma flexibilidade superior aos filmes base. Contudo continuam frageis para a aplicacdo
pretendida. Relativamente aos filmes de AL-mPET (1:2), AL-diPET (1:2) e AL-triPET (1:2)
e (1:3), com carregamento ativo de 3% mostraram-se uma vez mais resistentes, flexiveis e
transparentes, o que simboliza uma boa homogeneidade do filme. Por dltimo, o filme AL-
mPET (1:2), com carregamento ativo de 6% revelou-se pouco flexivel, quebradigo,
heterogéneo e opaco, verificando-se ainda a formagdo de ligagdes na matriz, “riscos” no
filme. Assim, em virtude do elevado carregamento ativo, no processo de reticulagcdo a
proteina poderd ter contribuido para este, atraves da eventual reacdo dos aminoacidos com os
radicais e materiais poliméricos [87], tornando o material quebradico e opaco. Na Figura 3.9

séo apresentados alguns dos filmes com BSA produzidos.

Figura 3.9 Filmes produzidos com aprisionamento de BSA: a) AL-PEG 400 (1:1) (1% BSA); b) AL-mPET
(1:2) (6 % BSA) e c) AL-diPET (1:2) (3 % BSA).
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3.2.1 Caracterizacdo por ATR-FTIR dos filmes com BSA

Os novos filmes, com incorporacdo da proteina, foram submetidos a um processo de
caracterizagdo em tudo idéntico ao descrito nas secgdes 3.1, de modo a avaliar o sucesso da
reticulacdo e do aprisionamento da proteina BSA. Sendo uma proteina, a BSA é composta por
aminoacidos ligados por ligacdes amida. Este tipo de ligacdo apresenta até um total de 9
bandas caracteristicas (A,B, e | a VII) nos espectros FTIR [102-105], caracterizando-se no

entanto, essencialmente por apenas 4 bandas, conforme apresentado na Tabela 3.8.

Tabela 3.8 Frequéncias caracteristicas e modos vibracionais dos grupos amida de proteinas em analise por
ATR-FTIR [102-105].

Amida Vibracao Frequéncia (cm™)
A Elongacéo N-H 3500 — 3300
B Elongacéo N-H 3100 - 3000
| Elongacdo C=0 1700 — 1600

I Deformacédo N-H e elongacdo C-N 1580 — 1510

Com o auxilio da Tabela 3.8, analisaram-se as Figuras 3.10 e 3.11 relativas aos espectros

ATR-FTIR dos géis funcionalizados e dos filmes com BSA reticulados.

A andlise das Figuras 3.10 e 3.11, permite confirmar nos filmes reticulados a presenca das
ligacOGes da BSA consideradas. Em ambos os espectros dos filmes sdo identificaveis as bandas
Amida A e B, caracteristicas das ligagdes N-H (3500-3300 e 3100-3000 cm™), Amida I,
caracteristica da ligacdo C=0 (1700-1600 cm™) e Amida II, caracteristica das ligacdes N-H e
C-N (1580 — 1510 cm™).
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Figura 3.10 Espectros ATR-FTIR dos géis funcionalizados e filmes com BSA: materiais AL-PEG 400 (1:1),
AL-mPET (1:2) e AL-diPET (1:2).
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Figura 3.11 Espectros ATR-FTIR dos géis funcionalizados e filmes com BSA: materiais AL-triPET (1:2) e
AL-riPET (1:3).

O outro objetivo desta caracterizacdo era a confirmacdo do processo de reticulagdo dos géis
pelo desaparecimento da banda dos grupos isocianato e da banda de ligagdo C=C. No entanto,
apesar de a banda caracteristica dos grupos isocianato ter desaparecido ou ser muito suave,
ndo é possivel confirmar que o rendimento da reticulacdo seja elevado, uma vez que as

ligagdes C=C s&o sobrepostas pela banda Amida 1.

3.2.2 Propriedades térmicas dos filmes com BSA - TGA e DSC

Nesta sec¢do pretendeu-se avaliar a influéncia das solucbes de BSA na estabilidade térmica
dos materiais produzidos. Assim, recorreu-se novamente a técnicas de analise
termogravimétrica e a calorimetria diferencial de varrimento para caracterizar agora os filmes
com BSA. Os perfis de degradacdo térmica dos filmes com BSA, obtidos por andlise

termogravimétrica, encontram-se representados na Figura 3.12.

Na Figura 3.12, é visivel uma ligeira perda de massa, cerca de 5% até 140 °C. Esta ligeira
perda de massa devera corresponder a degradagdo da BSA (62°C) ou eventualmente a
solvente, agua e acetona, presente na matriz do filme, devido a secagem incompleta.
Atendendo ainda a andlise da Figura 3.12, verifica-se que ocorre perda de massa significativa
dos filmes a partir de 180°C, indicativa da sua degradacéo a partir dos 180 °C. Esta perda de
massa ocorre as temperaturas de 180, 212, 215, 212 e 196 °C para os filmes AL-PEG 400
(1:1), AL-mPET (1:2), AL-diPET (1:2), AL-triPET (1:2) e AL-triPET (1:3), respectivamente.
Os filmes analisados tém 3% (m/m) de BSA na sua composicao, a exce¢do do AL-PEG 400

(2:1) que tem apenas 1%.
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Figura 3.12 Perfis de degradagéo térmica dos filmes com BSA - TGA.

Na Tabela 3.9 sdo apresentadas as temperaturas de degradacdo e as temperaturas de transicao

vitrea dos filmes base e dos filmes com BSA, facilitando a comparacdo da evolucdo das

propriedades face a presenca de proteina.

Os resultados na Tabela 3.9 permitem concluir que, de modo geral, os filmes com BSA

apresentam menor estabilidade térmica em comparacdo com os filmes base, com a exce¢do
dos filmes AL-triPET (1:2) e AL-triPET (1:3) que apresentaram maior estabilidade térmica.

Esta diminuicdo das temperaturas de degradacao relativamente aos filmes base ja era esperada

na sequéncia da adi¢cdo da solucdo de BSA que é termicamente pouco estavel. Os resultados

confirmam a estabilidade térmica dos filmes com BSA, a 37°C.

Tabela 3.9 Temperaturas de degradacéo (Tg) e temperaturas de transicdo vitrea (T,) para os filmes, base e com

BSA.

Material T4(°C) T7®EC) TY*CC) T9°(°C) T, (°C)
Filmes Base
AL-PEG 400 (1:1) 237 228 280 401 -33
AL-mPET (1:2) 242 234 307 451 -17
AL-diPET (1:2) 223 235 319 456 -21
AL-triPET (1:2) 193 202 292 441 -19
AL-triPET (1:3) 190 201 299 446 -22
Filmes com BSA
AL-PEG 400 (1:1) 180 195 248 342 -37
AL-mPET (1:2) 212 215 294 451 -19
AL-diPET (1:2) 215 227 311 449 -14
AL-triPET (1:2) 212 210 309 452 -15
AL-triPET (1:3) 196 200 292 463 -15
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Para se aferir sobre a influéncia da solucéo de proteina na cristalinidade dos materiais, todos
os filmes com proteina foram analisados por DSC. No Anexo H encontram-se representadas
as curvas DSC para cada um dos filmes, assim como as temperaturas T4, compiladas na
Tabela 3.9.

Por comparacdo dos valores das temperaturas de transicdo vitrea dos filmes com BSA
relativamente aos filmes base, verifica-se que para os filmes AL-PEG 400 (1:1) e AL-mPET
(1:2), a temperatura diminui, embora ndo de modo significativo, o que corresponderd a uma
reducdo da cristalinidade, enquanto que nos restantes filmes a cristalinidade aumenta. Dadas
as alteracbes minimas na Ty, pode-se considerar que os filmes com proteina apresentam

caracteristicas semelhantes as dos filmes sem proteina.

3.2.3 Estudos de libertacdo da BSA in vitro

Apds a producdo dos filmes com BSA foi necessario avaliar a potencialidade enquanto
sistemas de libertacdo controlada, através do estudo da libertacdo da proteina in vitro por
incubacdo e em célula de difusdo de Franz, ao longo de 8h. O procedimento experimental
adotado foi descrito nas secgdes 2.6.1 e 2.6.2, e foi realizado para os filmes que continham
BSA mas também para os filmes sem proteina. O objetivo dos ensaios in vitro dos filmes base
foi a medicdo da absorvancia da solucdo de PBS resultante ao longo do ensaio que sera
designado por “branco”. Pretende-se assim conhecer a contribuicdo de outros compostos
participantes na composicdo da matriz que possam ser libertados e deduzir esta parcela na
avaliacdo da proteina libertada dos filmes com BSA. As amostras do meio coletor, em
contacto com os filmes nos ensaios de libertacdo, com e sem BSA, recolhidas ao longo de 8
horas foram analisadas por espetrofotometria para quantificacdo da BSA. Recorrendo as
Equacbes 2.4 a 2.10, calcularam-se os perfis de libertagdo cumulativa de BSA ao longo do

tempo, representados na Figura 3.13.
Pela analise dos perfis de libertacdo de todos os filmes, verifica-se, de modo geral, que

ocorreu uma libertacdo acentuada nas primeiras horas, initial burst release, e que ao fim de 8

horas a libertagdo continuava a ocorrer.
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Figura 3.13 Perfis de libertagdo da BSA in vitro: testes por incubagdo e em célula de Franz, a) filme AL-PEG
400 (1:1) com 1% BSA e AL-mPET (1:2) com 6 % BSA; b) em célula de difuséo de Franz e c) por incubacéo,
dos filmes AL-mPET (1:2), AL-diPET (1:2) e AL-triPET (1:3), com 3% de BSA. Temperatura de 37°C; meio
coletor de solucdo PBS 0,01 M, pH 7,4; Absorvancias medidas a 278 nm.
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Na Figura 3.13 a) agregaram-se os resultados de libertacdo de filmes em que se empregou 0s
valores limite da concentracdo de BSA — 1 e 6% (m/m). Embora a evolucdo da concentragédo
de BSA no meio coletor siga o perfil esperado em todos os ensaios, ndo é possivel explicar os
valores de libertacdo atingidos, superiores a 100%, e nem sempre todas as posi¢Oes relativas
das curvas. O filme AL-PEG 400 (1:1), com uma concentracdo tedrica de BSA de 1% (m/m)
libertou uma percentagem de BSA superior ao filme AL-mPET (1:2). Este resultado vai de
encontro as propriedades fisicas do filme AL-PEG 400 que antecipavam uma degradacdo
mais rapida que contribuird para uma velocidade de libertagcdo superior a do filme AL-mPET
(1:2). A comparacao dos perfis de libertacdo da proteina do filme AL-mPET (1:2) pelas
técnicas de incubacdo e na célula de Franz mostra resultados ndo esperados face a superficie
de contacto dos filmes com a solucdo de PBS que levard a uma maior libertacdo nos ensaios
in vitro, por incubagdo. Foram testadas duas técnicas de quantificacdo da BSA em solucéo de
PBS, Anexo E, com boas curvas de calibracdo, confirmadas também em dois
espectrofotometros diferentes. No entanto a quantificacdo da libertacdo da proteina excedeu

sempre a quantidade aprisionada em todos 0s ensaios e suas réplicas.

Nos testes de libertacdo de BSA dos filmes em que se utilizou um carregamento de 3%,
observa-se que os testes em célula de difusdo de Franz, Figura 3.13 b), conduziram a valores
de libertagcdo de BSA inferiores aos medidos por incubagéo, Figura 3.13 ¢), como antecipado
devido a menor area de contacto com a solucdo PBS [3]. O filme AL-triPET (1:3) foi uma
excecao, apresentando valores de libertacdo em célula de difusdo de Franz superiores aos

valores de incubacéo.

Comparando apenas os resultados relativos as células de difusdo de Franz, Figuras 3.13 a) e
b), verifica-se que a maior libertacdo de proteina ocorreu no filme AL-PEG 400 (1:1). De
acordo com a Tabela 3.4 e dado que o filme AL-PEG 400 (1:1) apresenta maior capacidade
de absorcdo de dgua e uma taxa de degradacdo mais rapida, ira permitir uma libertacdo mais
rapida de proteina. De entre os filmes com carregamento tedrico de 3% de BSA, ao fim de 8
horas, o filme AL-diPET (1:2) foi o que apresentou maior libertacdo, em virtude da maior
hidrofilicidade do material e maior taxa de degradacéo, ja referidas e registadas na Tabela 3.4.
No entanto é de salientar que os testes de libertacdo em célula de Franz do filme AL-triPET
(2:3) conduzem a resultados muito semelhantes ao filme AL-diPET (1:2), que ndo sao

confirmados na Figura 3.13 c) (testes de incubacdo).
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Ainda através de comparacdo dos diferentes carregamentos ativos, porém para 0 mesmo
filme, AL-mPET (1:2), Figuras 3.13 a) e b), verifica-se que a libertacdo aumenta com a

quantidade de proteina carregada no filme.

Os resultados dos testes de libertacdo por incubacdo, Figura 3.13 c), conduziram a valores
superiores de libertacdo de proteina que podem ser parcialmente explicados por maiores areas
de transferéncia de massa. O filme AL-diPET (1:2) confirmou a maior libertacdo para o
mesmo carregamento ativo, sendo surpreendente o resultado obtido com o AL-triPET (1:3).
Por outro lado, analisando-se os perfis de libertacdo para o filme AL-mPET (1:2) com
carregamentos ativos de 3 e 6%, confirma-se nos ensaios por incubacdo, que a libertacéo foi

superior no filme com maior quantidade de proteina.

As curvas de ajuste dos perfis de libertacdo de BSA, Tabela 3.10, permitem comparar a

cinética de libertacdo de casa material, a que corresponde a tendéncia esperada.

Tabela 3.10 Equacdo do perfil de libertagdo e coeficiente de determinagéo, para as libertagdes por célula de

difusdo de Franz e por incubacéo, dos filmes com BSA reticulados.

Célula de Franz Incubacéo
Material Equacéo perfil R’ Equacéo perfil R’
AL-PEG 400 Y = 2438 In(x) + 3077 0,964 i i
(1:1) 1% BSA
AL-MPET (1:2) Y =1481In(x)+2821 0,094 Y =4423In(x)+1792 0,992
6% BSA
AL-mPET (1:2) Y =2672In(x)—164,5 0938 Y =392In(x)+788,7 0,093
3% BSA
AL-diPET (1:2) Y =2233In(x) + 1298 0,892 Y =8742In(x)+991,9 0,977
3 % BSA
AL-triPET (1:3) Y =134,9In(x) +280,5 0,862 Y =40,32 In(x) + 34,04 0,726
3% BSA

No entanto os valores de libertagdo sdo muito elevados evidenciando que outros compostos
poderdo estar a interferir na andlise da libertacdo, obtendo-se percentagens de libertacéo
superiores a BSA aprisionada. Apesar de 0s ensaios ja terem sido repetidos espera-se que

venha a ser encontrada uma solugéo.

No estudo de libertacdo por célula de difusdo de Franz pode vir a ser utilizada a Strat-M®
Membrane, mimetizando a pele, que conduzird a resultados comparéveis aos de libertacéo

transdérmica.
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3.3 Estudos de avaliacdo da degradac¢ao da proteina

A BSA, sendo uma proteina, € muito sensivel pelo que pode sofrer degradacdo quando sujeita
a varios fatores, conforme referido no Capitulo 1, seccdo 1.3.1. Para confirmar esta
informacdo no caso da BSA, e conhecendo as condi¢des e 0s meios a que sera sujeita durante
0 processo realizou-se uma avaliacdo preliminar. Preparou-se uma solucdo de BSA em PBS,
com concentracdo 0,2 g.mL™, que foi sujeita a diferentes tratamentos: adicdo de acetona
(solvente no processo de producdo), aquecimento até 50°C, radiacdo UV durante um maximo
de 5 minutos e alteracdo do pH. A concentracdo de BSA nas solugdes ap0ds estes tratamentos
foi confirmada por medigdo das absorvéncias no espectrofotometro. Na Tabela 3.11 séo
apresentados os valores das absorvancias medidas a 278 nm, para a solucdo de referéncia e

para as solucdes de BSA sujeitas as varias condicionantes.

Tabela 3.11 Avaliagdo da degradacéo da solugdo de BSA sujeita a varios fatores.

Referéncia: solugiio “mie” de BSA em PBS (2 mg.mL™)

Absorvancia 1,34 £ 0,02

Concentracdo (mg.mL™) 2,35+ 0,03
Solvente orgénico: acetona

Absorvancia 1,01 +0,01

Concentragéo (mg.mL™) 1,78 £ 0,01
Aquecimento a 50 °C

Tempo (min) 1 3 5

Absorvancia 1,36 1,39 1,38
Concentracdo (mg.mL™) 2,39 2,44 2,42

Radiacdo UV

Tempo (min) 2,5 5

Absorvancia 1,36 1,38
Concentracdo (mg.mL™) 2,39 2,42

Mudanca de pH (pHinicial 6,9)
pHﬁna| 0,94 0,53

Absorvancia 0,85+0,01 0,66 £ 0,01

Concentracdo (mg.mL™) 1,50 + 0,01 1,16 + 0,01

Analisando as absorvancias e concentracfes da solugdo resultante da adicdo do solvente
organico, acetona, a solucdo de BSA (branco PBS: acetona), presentes na Tabela 3.11,
verifica-se que sdo inferiores as da solugdo méae. A diminuicdo verificada podera ser sinénimo
da desnaturagédo, dado que, de acordo com Jansen [87] os solventes organicos podem levar a

desnaturacéo das proteinas.

O aumento da temperatura das solugdes de proteina acima dos 30°C pode causar a sua
desnaturacdo [106]. No entanto, dado que a temperatura critica para a BSA é cerca de 50°C
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[107], avaliaram-se as absorvancias da solucdo de BSA depois de sujeita a esta temperatura
por periodos de 1, 3 e 5 minutos. Prevé-se que ndo tenha ocorrido desnatura¢do, uma vez que
as alteragcdes registadas no valor das absorvancias e concentragdes ndo foram muito
significativas. Contudo, de acordo com Moriyama [107], a BSA a 25°C tem cerca de 66% de
contetdo helicoidal, e quando submetida a temperatura de 45-50 °C, diminui para 62%. Esta
diminuicdo do conteudo helicoidal deve-se a quebra de a-hélices, formando-se folhas-p com a

mudanca estrutural na proteina [106].

Segundo Jansen [87], os radicais livres presentes na formacdo de redes poliméricas
fotoreticulados, podem sofrer reacGes secundarias com as proteinas, provocando a
desnaturacdo destas. Para evitar a reacdo entre os radicais livres e as proteinas deve-se
minimizar o tempo de exposi¢do da proteina a radiagdo UV ou aumentar a concentracdo de
ligacOes duplas para que ocorra reagdo com os radicais [87]. Com base nesta informacéo, e
apesar de os filmes produzidos serem submetidos a radiagdo UV num méaximo de 2 minutos,
submeteram-se solugdes de BSA a radiacdo UV durante 2,5 e 5 minutos. Com base nas
absorvéancias finais registadas e por comparacdo com as de referéncia, verifica-se uma ligeira
subida de absorvancia ndo sendo, no entanto, significativo. Assim, é possivel concluir que a
BSA néo se degrada quando sujeita a radiacdo UV até pelo menos 5 minutos, no entanto, ndo
é possivel aferir se a exposicao dos filmes com BSA a UV afeta o seu desempenho, uma vez

que a solugdo de BSA submetida a UV ndo esta na presenca de radicais livres.

Estudos conduzidos por Li [108] afirmam que a diminui¢do no pH da solucdo de BSA de 7
para 3 provoca o desdobramento da molécula, diminuindo o contetdo helicoidal (a-hélice),
aumentando consequentemente o conteldo de folhas-B. Esta mudanca no pH provoca um
aumento do peso molecular da BSA em virtude da agregacdo da proteina, podendo mesmo
formar agregados insollveis que confirmem a estabilidade da BSA [87,108-109]. Deste
modo, analisaram-se as solucdes de BSA apds a adicdo de 2,5 e 5 mL de HCI, com
concentragdo 0,5 M, registando-se as absorvancias e pH inicial e final das solugdes. Atraves
dos resultados na Tabela 3.11, verifica-se que o decréscimo do pH foi acompanhado pela
diminuicdo da absorvancia e concentragdo das solug@es, tanto mais acentuado quanto mais
baixo o pH. Quando ocorre a agregacdo ou desnaturacdo da proteina BSA, 0s aminoacidos
acidicos escondem-se no seu interior enquanto 0os aminoacidos basicos ficam expostos a

solucgéo [108], originando a diminuicdo das absorvancias e concentracoes.
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4. CONCLUSOES

4.1 Conclusao geral

O principal objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de filmes poliméricos com vista a
sua utilizacdo em sistemas transdérmicos para libertacdo controlada da proteina BSA. A
producdo dos filmes iniciou-se com a sintese de oligbmeros de &cido latico por
policondensacéo direta, sem utilizacdo de solventes ou catalisadores. Através de metodologias
ja estabelecidas sintetizaram-se oligdmeros lineares (AL-PEG 400) e ramificados (AL-mPET,
AL-diPET e AL-triPET) com grupos hidroxilo terminais. Os oligébmeros foram
funcionalizados com Laromer® LR 9000 que introduziu ligagdes de carbono duplas
fundamentais para a reticulacdo. A proteina selecionada, a BSA, foi adicionada aos géis
funcionalizados, ap6s diluicdo em &agua. Apds adicdo de um iniciador os géis foram
fotopolimerizados por acdo da radiacdo UV, produzindo-se filmes flexiveis, resistentes e

transparentes.

A parte inicial do trabalho centrou-se na verificacdo da sintese de adesivos de base acido
latico, ja testada por Travassos [3], utilizando como co-mondémeros o PEG 400 e 0 mPET.
Alargando o leque de co-mondmeros ao diPET e triPET pretendeu-se aumentar a massa
molecular dos oligdbmeros. Na etapa de funcionalizacdo dos oligbmeros com LAR foram
testadas varias razbes estequiométricas oligobmero: LAR tendo por objetivo produzir filmes
flexiveis e resistentes e trabalhar as suas propriedades em funcdo desta proporcdo. A adicdo
do LAR permitiu a producdo de geis funcionalizados AL-PEG 400 (1:1), AL-mPET (1:2),
AL-diPET (1:2), AL-triPET (1:2) e AL-triPET (1:3), aos quais foi adicionado o fotoiniciador
biocompativel IRG, seguindo-se a reticulacdo por irradiacdo UV durante 90 segundos para o
material de AL-PEG 400 (1:1) e 60 segundos para os restantes. A analise ATR-FTIR permitiu
acompanhar o progresso e verificar qual o tempo 6timo, das reacdes de sintese dos

oligdmeros e funcionalizagdo, bem como da reticulacéo dos filmes.

Os materiais produzidos foram caracterizados, com a finalidade de se avaliarem o0 seu
potencial enquanto sistemas transdérmicos para administracdo de BSA. O gel content que é
indicativo do grau de reticulagdo do filme e por isso influencia diretamente as restantes
propriedades foi 40 % para o AL-PEG 400 (1:1) e na gama de 84-95 % para os filmes

correspondentes aos outros co-monomeros.
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A capacidade de absorcdo de agua destes filmes base foi avaliada por duas técnicas que
conduziram a resultados bem distintos. Contudo, todos revelaram comportamentos
ligeiramente hidrofilicos. Nos testes de incubacdo obtiveram-se valores de swelling de 4-18
%, enquanto com a técnica de saturacdo se registou swelling de 3 a 48%. A diferenca foi
registada em todos os filmes, sendo no entanto mais acentuada para o filme AL-PEG 400
(1:1). Estes filmes apresentam maior hidrofilicidade em virtude da estrutura linear do
oligdbmero utilizado que se refletiu no teor de gel determinado e também numa maior
capacidade de absorcdo de agua. Este estudo permitiu ainda verificar a influéncia da
proporcdo de LAR utilizado concluindo-se que, quanto maior a quantidade de agente

funcionalizador maior o gel content e menor o swelling.

A degradacgéo dos filmes base produzidos foi avaliada por incubagdo em PBS ao longo de 6
semanas. Os filmes apresentaram perdas de massa de 13-62 %, de acordo com 0 co-
monomero e quantidade de LAR utilizada, revelando ser hidroliticamente instaveis sobretudo
nos primeiros oito dias. Verificou-se que a velocidade de degradacdo dos filmes, aumenta
com o aumento da hidrofilicidade e diminui¢cdo do gel content. Relativamente a influéncia da
quantidade de LAR utilizada na producdo dos filmes AL-triPET (1:2) e AL-triPET (1:3),
confirmou-se que uma maior quantidade de agente funcionalizador origina filmes com menor
perda de massa. Apesar de os valores de degradacdo obtidos ao fim de 24h serem
relativamente elevados, 13-42 %, a aplicacdo destes filmes enquanto sistemas transdérmicos
ndo serd comprometida, uma vez que permitem a libertacdo do principio ativo sem

comprometer 0 seu desempenho e a remocao do sistema transdérmico apds a libertacéo.

A andlise termogravimétrica permitiu a avaliacdo da estabilidade térmica de todos o0s
materiais produzidos, quando sujeitos a um aumento de temperatura. De entre 0s oligémeros,
0 AL-triPET foi o que se revelou termicamente mais estavel. A adicdo do agente de
funcionalizacdo aumentou a estabilidade térmica apenas do AL-PEG 400 (1:1) e do AL-
mPET (1:2) o que ndo estava previsto. Todavia, o processo de reticulacdo permitiu aumentar a
estabilidade térmica dos materiais, com exce¢do dos filmes AL-triPET. A analise de DSC
permitiu determinar as temperaturas de transicdo vitrea dos filmes verificando-se serem todas

inferiores & temperatura fisiologica como necessario para a aplicacdo pretendida.

Para esta aplicacdo é também fundamental avaliar a adesdo dos filmes a pele através da
medicdo de energias de superficie, componentes dispersivas e polares. Uma vez que, as

energias de superficie dos filmes base foram inferiores a energia de superficie da pele,
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excetuando o filme AL-PEG 400 n&o avaliado, e as componentes dispersivas calculadas
foram superiores as da componentes polares, 0o que permite antever a um bom desempenho

mecanico e uma boa adeséo a pele.

Uma vez os materiais base caracterizados e confirmado, o trabalho avancou para a producao
de filmes com proteina e sua caracterizacdo. As solucBes de BSA, constituidas apenas por
agua e proteina, foram produzidas no momento da adi¢cdo ao gel funcionalizado, de modo a
evitar a possivel degradacdo da proteina. Todas as outras etapas do processo, € a sua
sequéncia, ndo sofreram alteracdo. A quantidade de solucdo de BSA adicionada foi calculada
de modo a conduzir a carregamentos ativos de 1, 3 e 6% (m/m). De modo geral, a adicdo da
solucdo de BSA ndo alterou as propriedades dos filmes produzidos, mantendo-se resistentes,
flexiveis e transparentes, com a excecdo dos filmes AL-PEG 400 (1:1) e AL-mPET (1:2) com
1 e 6 % de BSA, respetivamente. A adi¢do da solucéo de BSA ao material de AL-PEG 400
(1:1) conferiu-lhe maior flexibilidade, continuando no entanto fragil para a aplicacédo
pretendida. A adicdo de BSA com um carregamento ativo de 6% ao material de AL-mPET
(1:2), tornou-o pouco flexivel, quebradico e opaco, sendo deste modo excluido para a
aplicacdo como um sistema transdérmico. Relativamente aos tempos de cura, os filmes com
BSA apresentaram uma vez mais tempos de reticulacdo baixos mas superiores aos filmes

base: 120 segundos para o material de AL-PEG 400 (1:1) e 90 segundos para 0s restantes.

Estes novos filmes com aprisionamento de BSA, de modo geral, apresentaram T inferiores as
dos filmes base, o que se justifica face a adicdo de agua e BSA, com temperaturas de
degradacéo inferiores. De acordo com a temperatura de degradagéo, conclui-se que os filmes
com BSA sdo termicamente estaveis a temperatura fisiologica.

Para avaliar a capacidade dos filmes produzidos enquanto sistemas transdérmicos para
administracdo de BSA, estudou-se a libertacdo in vitro pelo método de incubagdo e
recorrendo a uma célula de difusdo de Franz durante 8 horas. Embora a evolucdo da
concentracdo de BSA siga o perfil esperado para todos os materiais, ndo € possivel explicar os
valores de libertacdo atingidos (superiores a 100%). Os perfis de libertacdo revelaram para
todos os filmes, uma libertacdo acentuada nas primeiras horas, initial burst release, com
excecédo do filme AL-triPET (1:2) no qual a libertagdo néo foi bem-sucedida. A libertagéo de
BSA testada em célula de difusdo de Franz foi inferior a dos testes por incubacao, o que pode
encontrar justificagdo na menor area de contacto com a solucdo de PBS. Nos ensaios de

libertacdo em célula de Franz, a percentagem de libertacdo cumulativa foi maior para o filme
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AL-PEG 400 (1:1) e menor para o filme AL-mPET (1:2), referentes a carregamentos ativos
diferentes de 1 e 3% respetivamente. Para 0 mesmo carregamento ativo, o filme AL-diPET
(1:2) foi 0o que apresentou maior percentagem de libertacdo de acordo com uma superior
capacidade de absorcdo de agua e taxa de degradacdo. Para o mesmo filme com
carregamentos ativos diferentes, de 3 e 6%, conclui-se que, quanto maior a quantidade de
proteina aprisionada maior serd a percentagem libertada. Apesar de os perfis de libertacdo
seguirem uma tendéncia logaritmica, os valores de libertacdo sdo muito elevados, o que
evidencia que outros compostos poderéo estar a interferir na analise da libertacdo, obtendo-se

percentagens de libertagdo superiores a BSA aprisionada.

Finalmente, a BSA foi submetida a diferentes meios para avaliar a possibilidade de
degradacdo. A adicdo de acetona, como solvente organico a solucdo aquosa de proteina
originou uma diminuicdo da absorvancia medida podendo corresponder a desnaturacdo. O
aquecimento da solucdo até 50°C e a exposicdo a radiacdo UV durante 5 minutos nao
produziu variagbes muito significativas. O resultado foi muito diferente quando a solucdo de
BSA foi sujeita a diminuigdo do pH: a absorvancia da solucdo reduziu para cerca de metade,
comparativamente a solucéo de BSA de referéncia, comprovando que a BSA desnaturou.

Os resultados obtidos na caracterizacdo dos filmes produzidos de base acido latico para
administracdo de BSA sdo encorajadores embora haja um longo caminho a percorrer. No
entanto, € fundamental realizar mais testes aos materiais produzidos, nomeadamente
confirmando os perfis e percentagens de libertacdo acumulada de BSA. A avaliacdo da
atividade antibacteriana, da biocompatibilidade assim como o estudo mais aprofundado do
comportamento da proteina nos materiais poliméricos devem ser levadas a cabo. Fazendo um
balango dos resultados obtidos o filme que apresentou o melhor desempenho, sendo 0 mais

promissor para a administracdo transdérmica da BSA, foi o filme AL-diPET (1:2).

4.2 Principais contribuicoes

Este trabalho pretendeu dar um importante contributo para a sintese e caracterizacao de filmes
que possam ganhar lugar de destague no mercado dos sistemas transdérmicos para

administracao controlada de proteinas.

1. Revisdo bibliogréfica: com base no levantamento de estudos de desenvolvimento de

copolimeros e novos materiais com acido latico, centrou-se no aprisionamento e

libertacdo de proteinas a partir desses materiais e a sua aplicacdo a sistemas
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transdérmicos. A compilacdo das estratégias de producdo adotadas e resultados
alcangados permitiu direcionar o leitor para a consulta mais detalhada de alguns

trabalhos.

Sintese e caracterizacdo de filmes de base &cido latico: a reproducdo de estudos

anteriores permitiu consolidar os resultados obtidos. As estratégias de producédo de
oligdbmeros desenvolvidas levaram a sintese de novos oligdbmeros e consequentemente
a producdo de novos filmes promissores nas areas da medicina, farmacéutica e

biomédica.

Avaliacdo da degradacdo da BSA: a proteina de BSA tem sido alvo de estudo intenso,

uma vez que € muito instavel e que pode ser muito facilmente degradada quando
sujeita a alteracdes do meio. No trabalho de base desenvolvida adquiriu-se informacéo
preliminar sobre o comportamento da BSA face a adi¢do de um solvente organico, a
exposicao a temperatura de 50°C e a radiagdo UV bem como a diminuicéo do pH. Os

resultados obtidos permitiram confirmar os estudos realizados por outros autores.

Revolucdo do mercado: Até a0 momento ndo ha conhecimento de nenhuma proteina

disponivel para administragdo transdérmica. A utilizacdo do AL e de outros co-
monomeros para a producdo de filmes por fotopolimerizacdo e libertacdo de BSA,
pode vir a revolucionar o mercado dos sistemas transdérmicos. Este estudo foi uma
primeira contribuicdo nesse dominio e podera ser alargado a outras proteinas ou

principios ativos.

4.3 Perspectivas futuras

Face aos resultados obtidos neste estudo, recomendam-se estratégias de investigacdo a

desenvolver no futuro, para solucionar alguns problemas identificados.

1. Otimizacdo dos protocolos de sintese dos oligomeros e sua funcionalizagdo:

otimizacdo da temperatura na sintese dos oligomeros e reacdes de funcionalizacdo,
aumentando o tempo da reagdo; testar novas proporcées oligomero: LAR, em especial
com o oligbmero AL-PEG 400, procurando obter teores de gel proximos de 100% e

melhores propriedades fisicas, quimicas e mecanicas.
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2. Caracterizacdo por cromatografia permeacdo gel (GPC): através desta técnica €
possivel a analise e caracterizacdo da distribuicdo dos pesos moleculares dos
polimeros.

3. Caracterizacdo por espectroscopia de ressonancia magnetica nuclear (RMN):
permite a verificacdo e confirmacgdo dos resultados obtidos através de ATR-FTIR, por
absorcdo e reemissdo da radiacdo eletromagnética, nomeadamente a identificacdo das
estruturas quimicas através da andalise dos picos caracteristicos dos grupos quimicos.

4. Repeticdo dos testes de degradacdo hidrolitica dos filmes em PBS: no caso dos
filmes AL-diPET (1:2) os valores de degradacdo do primeiro teste ndo foram
concordantes e ndo apresentavam um perfil logaritmico. De modo a garantir e
assegurar a reprodutibilidade dos resultados, € fundamental repetir os testes de
degradacdo para este filme, em duplicado, ao longo de 6 semanas.

5. Auvaliacdo das propriedades mecéanicas: através de testes de elongagdo dos filmes.

6. Confirmacdo dos testes de adesdo dos filmes: repeticdo dos testes de medigéo
energias de superficie para os filmes base e primeira medicdo das energias de
superficie para os filmes com BSA. Testar também a adesdo dos filmes, base e com
proteina, em folhas de gelatina simulando a pele.

7. Testes de biocompatibilidade in vitro: através da interacdo dos filmes produzidos
com os tecidos vivos (pele) verificar se é gerada resposta inflamatoria ou imunoldgica.
Os testes a realizar envolvem a avaliacdo da sensibilizacdo e irritacdo dérmica (em
orelhas de rato, pelo aumento do inchaco e no dorso de coelhos verificando formacao
de edema ou eritrema, respectivamente). Avaliacdo da atividade antibacteriana
(cultura de estirpes de microrganismos distintos). Avaliacao da citoxicidade (estudo da
viabilidade celular de fibroblastos humanos).

8. Estudos de degradacdo da BSA em PBS quantificados por espetrofotometria:
testar outros solventes organicos (éter por exemplo) compativeis com o oligémero,
LAR e fotoiniciador; testar a influéncia do aumento do pH do meio na degradacédo da
BSA.

9. Auvaliacdo do grau de desnaturacdo da BSA: estudos de dicroismo circular (CD) e
espalhamento dindmico de luz (DLS) permitem examinar e analisar a conformacéo
das estruturas secundéria e terciaria das proteinas em solucdo, nomeadamente o
desdobramento e a descricdo da forma geral da proteina. O método ELISA também
pode ser utilizado para avaliar a desnaturagdo da BSA e reversibilidade do processo,

uma vez que permite a detecéo das proteinas por ligacéo a anticorpos.
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10.

11.

12.

Quantificacdo da BSA por HPLC: elaboracdo da curva de calibracdo e medicdo das
libertacGes de BSA dos filmes.

Otimizacao dos estudos de libertacdo da BSA e exploragdo de outras aplicacdes:
realizacdo de novos testes de libertacao até se obterem perfis de libertacdo adequados
com boas percentagens de libertacdo, com ou sem utilizacdo da Strat-M® Membrane
que mimetiza a pele na libertacdo em célula de difusdo de Franz. Os filmes
produzidos, enquanto sistemas transdérmicos, podem ser alargados as praticas
desportivas de endurance muito exigentes e por vezes em condi¢cdes ambientais
extremas, como 0s casos do ciclismo ou dos ultra-trails. Nesta vertente, serd
fundamental que o sistema transdérmico seja capaz de libertar uma combinagdo de
grandes quantidades de glicidos (frutose, maltose ou glucose), sais minerais
(essencialmente sodio) e proteina de elevada absorcdo, garantindo a performance do
atleta ao longo da préatica desportiva.

Quantificacdo do ativo remanescente presente na matriz: uma vez terminado o
periodo de libertacdo, o filme ou sistema transdérmico, devera ser retirado e colocado
em agitacdo num frasco com um solvente (agua ou PBS, uma vez que em etanol a
BSA precipitou) para quantificagdo da quantidade de BSA n&o libertada, por
espetrofotometria, efetuando-se um balango de massa global e calculo do rendimento

de libertacao.
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Anexo A - Estrutura quimica e propriedades dos reagentes usados

Tabela A.1 Principais propriedades dos reagentes usados e suas estruturas quimicas e moleculares (de acordo com as fichas de especificacdo dos fornecedores).

Nome da Substancia Férmula Cas Estrutura Quimica Peso Pontode Pontode Massa
Quimica molecular fusdo ebulicdo  volumica
] (g.mol™) () () (9.mL™)
Acido 2- HO q
hiq roxipropandico ou C3HgO4 79-33-4 \/\ 90,08 53-54 122 (12 1,206
Acido latico L (+) OH mmHg)
CH,
HO—. OH
Pentaeritritol C(CH,0H),4 115-77-5 / 136,15 253-258 276 (a 30 1,397
HO \_OH mmHg) (15°C)
HO OH
Dipentaeritritol C1oH2,0; 126-58-9 254,28 215-218 356 1,33
HO 0 OH 0
(25°C)
HO e
5 OH
Tripentaeritritol Ci5H3,01¢ 78-24-0 HOX\OQC OH 372,41 225 ND ND
HO OH OH
HO
HO
o . 0
Poli (etilenoglicol) ou  H(OCH,CH,),OH  25322-68-3 H’E \40H 400 4-8 >200°C 1,128
PEG400 n
Laromer® LR 9000 - - it 578 ND ND 1,154

ND — N&o disponivel
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Tabela A.1 Principais propriedades dos reagentes usados e suas estruturas quimicas e moleculares (de acordo com as fichas de especificacdo dos fornecedores). (continuago)

Nome da Substancia Formula Cas Estrutura Quimica Peso Pontode Ponto de Massa
Quimica molecular fusdo ebulicdo  volimica
(g.mol™) (9) (9) (g.mL™)
0
Irgacure®2959 C12H1604 106797-53-9 /_\ / CH 224,25 86,5 - ND ND
3 89,5
HO o H.C ™ OH
Eter dietilico C4H100 60-29-7 N A 74,12 -116 35 0,710
s H.” O CH,
0
Propanona ou acetona CsHsO 67-64-1 I} 58,08 -95 56 0,790
AN
HLC CH,
Albumina de soro
bovino - 9048-46-8 - 66000 ND ND ND
0
Formamida CH3NO 75-12-7 i 45,04 2-3 210 1,133
g
NH,
OH
Etilenoglicol C,H:0, 107-21-1 HO/\/ 62,06 -12,9 197 1,113
OH
Propilenoglicol C;Hs0, 57-55-6 HO 76,09 -59 188 1,036
OH
Agua H,0 7732-18-5 0 18,02 0 100 1
H/ \H

ND — Nao disponivel
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Anexo B - Montagem experimental da produciao dos oligdmeros e
funcionalizacao.

e Producdo dos oligdbmeros: AL-PEG400 (18h); AL-mPET (9h); AL-diPET (9h);
AL-triPET (9h).

Legenda:

4 1 —Placa de
aquecimento

2 —Banho dedleo
3 — Magnete
4—-Azoto

5 — Termopar

65— Agua

7 — Reservatorio

Legenda:

1 — Placa de
aquecimento

2 — Banho de 6leo
3 — Magnete

4 — Azoto

5 — Termopar
6 — Condensador

Figura B.2 Montagem experimental para funcionalizagdo dos oligdmeros com LAR.
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Anexo C - Processo de produc¢ao dos filmes e respectivas condi¢oes operacionais.

Arrefecimento e
armazenamento
a Tamb

Oligomero AL

Agua
Azoto (continuo) Reagéo de
— ] Polimerizacfo
T B Prqdugao do Oligdémero AL
amb Oligomero
ﬁ(cf)h;;;;um Mistura dos T, 150°C % 18h
(1] . o
monomeros T, 175°C t %h
T T, 175°C 4 %h
T, 175°C 4 9h
1. PEG400
2. mPET
3. &PET
4. wPET
Aplicagdo Caracterizag8o

Figura C.1 Esquema das etapas de sintese dos filmes de base acido latico, realizadas em laboratério.
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Anexo D - Analise ATR-FTIR das matérias-primas

Neste Anexo D apresentam-se os espectros ATR-FTIR dos co-mondmeros utilizados para a
producdo de oligémeros, do agente de funcionalizagdo Laromer® LR 9000, do fotoiniciador
Irgacure®2959 e da proteina, BSA. Na Tabela D.1 compilam-se as frequéncias caracteristicas

dos grupos funcionais objeto de estudo.

Tabela D.1 Frequéncias caracteristicas e modos vibracionais de absorcdo IV para alguns grupos funcionais
(Adaptado [3-4,72]).

Grupo Funcional Frequéncia (cm™) Vibracao
Alcenos (ligacdo C=C) 1640-1610 Elongacéo
Esteres (ligagdo C=0) 1750-1735 Elongacéo
Isocianatos (ligacdo N-C=0) ~ 2270 Elongacéo
Acidos carboxilicos (ligacdo OH) 3400-2400 Elongacéo
Alcoois (ligacdo OH) 3650 ou 3400-3300 Elongacéo
Uretana (ligacdo NH) 1640-1500 Deformacao
Uretana (ligacdo NH) 3500-3300/3180 Elongacéo

Na Figura D.1 estdo representados os espectros dos co-mondmeros utilizados e identificados

os grupos funcionais OH correspondentes & banda de frequéncias de 3400-3300 cm™.

g s
—:l-_-:-—
PEG 400 & .+ S "w-fv._’\'
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Frequéncia [cm™)
Figura D.1 Espectro ATR-FTIR dos co-mondmeros utilizados na sintese dos oligdmeros.
Na Figura D.2 estdo representados os espectros do agente funcionalizador, LAR, do
fotoiniciador, IRG, e da proteina em utilizagdo, BSA. No espectro do LAR observam-se e
identificam-se especialmente 3 bandas caracteristicas correspondentes aos grupos quimicos

que os caracterizam. A banda dos grupos isocianato (2266 cm™) e de elongacdo da ligacdo
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C=0 (1716 cm™) e C=C (1683 cm™) apresentam valores de frequéncia préximos dos
esperados. Na reacdo dos oligdmeros com o agente funcionalizador vai ocorrer a reacdo dos
grupos OH com os grupos isocianato, pelo que a banda de frequéncias correspondente aos
grupos isocianato, aproximadamente 2270 cm™, deverd desaparecer nos polimeros

funcionalizados, caso a reacdo seja completa.

B3A

Amida A ™ AmidaB )
Amidal ™ Amida 11

Irgacure®203

:
laromer®LRO000 V© L
t-.i-.. ., 1l.'
NC=0 (¢ o,c
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Freguéncia [cm™)

Figura D.2 Espectro do agente funcionalizador - Laromer®LR 9000, do iniciador -Irgacure®2959 e da proteina-
BSA.
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Anexo E - Quantificaciao da proteina BSA por espectrofotometria

e Preparacdo da solucéo tampéo de PBS

Foram utilizadas pastilhas de PBS (phosphate buffered saline) adquiridas a Sigma Aldrich
para preparar a solugdo tampdo. De acordo com o fornecedor, uma pastilha dissolvida em 200
mL de &gua destilada conduz a uma concentracdo 0,01 M (0,0027 M em cloreto de potéassio e

0,132 M em cloreto de s6dio), com um pH de 7,4 a temperatura de 25°C.

O modo de preparagdo consiste em adicionar dez pastilhas de PBS a dois litros de &gua
destilada num baldo volumétrico. A solucdo pode e deve ser agitada algumas vezes até
completa dissolucdo ou promover-se a dissolu¢do com a introducdo de um agitador magnéetico
e uso de uma placa de agitacdo. Ap6s completa dissolucdo, deixa-se a solucdo repousar,
ficando pronta a usar.

Esta solucdo foi utilizada, nos estudos de libertacdo de BSA por incubagdo e em células de
difusdo de Franz, funcionando como branco na leitura de absorvancias no espectrofotometro,
e em estudos de degradacao hidrolitica dos filmes, neste caso com uma concentracdo de 0,005

M.

e BSA dissolvida em PBS — Curva de calibracdo

Preparou-se uma solucdo de BSA em PBS, com uma concentracdo de 2 mg.mL™. A solucéo
foi sujeita a agitacdo magnética durante aproximadamente 1h, dado que a proteina se dissolve
facilmente neste meio. Preparada a solu¢cdo mae, procedeu-se a sua diluicdo em diferentes
frascos com fatores de diluicdo 1, 2, 4, 8, 10, 20 e 40. Para as dilui¢des da solucéo de proteina
em PBS, estipulou-se um volume total de 2 mL, sendo retirado respectivamente para cada
frasco o volume correspondente de solucdo de BSA em PBS, perfazendo-se o volume total
com solucdo de PBS. As dilui¢Ges foram efetuadas com o auxilio de pipetas automaticas e
com pesagens rigorosas numa balanca, para um correto calculo da concentragdo em cada

frasco de diluicéo.

Antes de efetuar a leitura da absorvancia, foi necessario fazer-se um varrimento no
espectrofotometro UV-VIS JASCO V-550, de maneira a avaliar qual o melhor comprimento
de onda para quantificar a BSA em PBS. Através da analise do espectro de varrimento obtido
presente na Figura E.1, concluiu-se que o melhor comprimento de onda seria 278nm,

comprimento de onda esse utilizado também por Li [6] para leitura da concentracdo de BSA.
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Figura E.1 Espectro de absorvancia da BSA para aferi¢do do comprimento de onda.

Definido o comprimento de onda passou-se a leitura das absorvancias das varias solucdes
diluidas, utilizando-se como branco, a solucdo de PBS. As absorvancias foram medidas logo
apos as diluicBes, pois tratando-se de uma proteina, a leitura deve ser efetuada a fresco e

evitar a minima exposicéao das solucdes a luz. A curva de calibracdo, com Equacéo:
Casa (mg.mL™) = 1,756 Abs (E.1)

Obtida é apresentada na Figura E.2, e tem por base um teste em duplicado. Na Figura séo

apresentados os desvios padrdes, equacéo da reta e R? associado.

2.5
C_BSA (mg/mL)= 1,756 Abs
2 R* =0,999
=
‘% 15
£

C_BSA
-

0 0.z 04 05 0.8 1 1z 14

Absorvancia

Figura E.2 Curva de calibragdo de concentragdo da BSA em PBS em funcdo da absorvancia a 278 nm (teste
em duplicado).
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Esta curva foi utilizada nos estudos de libertacdo de BSA dos filmes carregados com esta

proteina, para a concentracdo de BSA na solucéo coletora ao longo do tempo.

e Meétodo de Bradford — curva de calibracgéo

O método de Bradford é uma técnica muito utilizada que permite determinar a quantidade
total de proteinas presente em varios meios [110]. E mais utilizado para proteinas de elevado
peso molecular, dado que o limite inferior de detecdo de aproximadamente 3 a 5 kDa [111-
112].

E um método de medicdo espectrofotométrica que se baseia na adicdo de um
corante,Coomassie brilliant blue , BG-250, a solucdo e que ira permitir a quantificacdo das
proteinas, devido a interacdo com 0s aminoacidos de grupos &cidos e basicos das proteinas,
podendo formar precipitados coloridos [111-112]. Apesar de 0 corante poder interagir com
grupos &cidos, este tem afinidade de ligacdo principalmente com aminoacidos basicos e
aromaticos, como por exemplo a arginina [111-112].Esta interacdo entre a proteina e o

corante pode ser medida por leitura das absorvancias num espectrofotémetro, a 595 nm [111].

Este método apresenta como vantagens o facto de ser muito rapido, preciso, sensivel e
simples para a quantificacdo de proteinas [110-111]. No entanto pode nem sempre funcionar
corretamente. Uma vez que a absorvancia especifica de cada proteina pode variar devido a
solubilidade ou baixo peso molecular da proteina e por vezes devido ao grau de pureza do
corante BG-250 [111] Assim, para o efeito, sempre que se utilize 0 método de Bradford e
consequentemente o corante BG-250, devem-se realizar 0s ensaios e a curva de calibragéo
utilizando o corante do mesmo lote [111].

Para a elaboracdo da curva de calibracdo utilizando o método colorimétrico de Bradford
procedeu-se do modo anteriormente descrito, preparando-se a solugdo de BSA em PBS, com
a concentracdo de 1 mg.mL™, efetuando-se as diluicdes. De seguida adicionaram-se 0,025 mL
de amostra de cada uma das solugfes diluidas a 1 mL de reagente de Bradford em tubos de
ensaio. Agitou-se a mistura num vortex, deixando-se em repouso durante 20 min. Efetuou-se
a leitura da absorvéancia destas no comprimento de onda de 595 nm utilizando o
espetrofotémetro Beckmans DU® 650, contra um branco de PBS que sofreu o mesmo
tratamento (0,025 mL de PBS e 1 mL de reagente de Bradford).

As absorvancias medidas permitiram tracar a curva de calibracdo, representada na Figura E.3.
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Figura E.3 Curva de calibragdo de concentragdo da BSA em PBS em fungédo da absorvancia utilizando o
método de Bradford.

Esta curva tinha como finalidade ser utilizada nos estudos de libertacdo da BSA dos filmes
produzidos, submetendo-se as amostras recolhidas ao mesmo tratamento e medicédo das
absorvancias a 595 nm para avaliacdo da concentracdo de BSA ao longo do tempo. Contudo,
apesar de varias tentativas, ndo se conseguiu traduzir as absorvancias em concentragdes, por
as amostras recolhidas nos ensaios de libertacdo apresentarem valores negativos de

absorvancia.
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Anexo F - Estudos de libertacao da BSA por incubac¢ao e em célula de
difusao de Franz

e Libertagédo por incubacéo.

Legenda:

1 - Estufa (37°C)
2—Filme com B5SA
3 — Meio coletor da
BSA(PES) (10 mL)

Figura F.1 Montagem experimental para o estudo de libertagdo da BSA dos filmes por incubagdo (Adaptado
de [3]).

e Libertacdo em célula de difusdo de Franz.

Legenda:
1 —Placa de
aquecimento
2—Solugio de PBES
(12mL)
5\\ 6 3 — Magnete
— 4 — Capilar para
4
\ recolher amostra
5—Entrada e saida de
2 agua do banho
termosestatico (37°C)
—— 6 — Filme com BSA
I | - Cémpunls

Figura F.2 Montagem experimental para o estudo de libertagio da BSA dos filmes em célula de difusio de
Franz (Adaptado de [3]).
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Anexo G - Degradacao hidrolitica em PBS

Nas Figuras G.1 a G.5 é representada a perda de massa, ao longo de 6 semanas, dos filmes
base reticulados. A equacéo e coeficiente de determinacao respectivo é apresentado na Tabela
G.1.

@ AL-PEG400 (1:1)

50 4
40 -+
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20

Perdade massa (%)

10 4

I:I T T T T T T T T 1
a 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Tempo (dias)
Figura G.1 Perda de massa do filme AL-PEG 400 (1:1) por hidrdlise, em solucdo PBS a 37°C.

BAL-mPET (1:2)
70 -
60 -
e
&
= 50 -
=
g 40
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Figura G.2 Perda de massa do filme AL-mPET (1:2) por hidrélise, em solugéo PBS a 37°C.
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AL-diPET (1:2)
70 A
60 A
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40 A — Y

30-’/33#

20 A

Perda de massa (%)
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I:l T T T T T T T T 1
a 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Tempo (dias)
Figura G.3 Perda de massa do filme AL-diPET (1:2) por hidrélise, em solugéo PBS a 37°C.

@ AL-triPET(1:2)
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50 Ld
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Figura G.4 Perda de massa do filme AL-triPET (1:2) por hidrélise, em solugdo PBS a 37°C.

® AL-triPET(1:3)

50 A
40 A
30

20 A

Perdade massa (%)

10 A

I:I T T T T T T T T 1
a = 10 15 20 25 30 35 40 45

Tempo (dias)
Figura G.5 Perda de massa do filme AL-triPET (1:3) por hidrélise, em solugéo PBS a 37°C
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Tabela G.1 Equacao da recta e coeficiente de determinacdo das representacdes de perda de massa dos filmes

base reticulados.

Material Equacéo da recta R’
AL-PEG 400 (1:1) Y= 4,389In(x) + 43,43 0,865
AL-mPET (1:2) Y= 3,630In(x) + 13,07 0,032
AL-diPET (1:2) Y= 3,572In(x) + 30,59 0,868
AL-triPET (1:2) Y= 8,100In(x) + 19,12 0,966
AL-triPET (1:3) Y= 5,855In(x) + 10,48 0,870
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Anexo H - Analise por calorimetria diferencial de varrimento (DSC)
dos filmes produzidos

Nas Figuras H.1 e H.2 estdo representadas os tracos de DSC dos filmes base e dos filmes com
proteina, respectivamente. A partir destes tracos e recorrendo ao software TRIOS da TA

Instruments foi possivel determinar as temperaturas de transicéo vitrea (Ty) dos filmes
produzidos.

ALiPET (1:3)
AL +riPET (12

AT-HPET (1:

AL-mPET (1:

AT-PEG400 (1:

-100 -50 0 50 100 150 200
Temperatura (*C)

Figura H.1 Curvas DSC dos filmes base reticulados e respectivas Tj.

AL-HPET (1:2)

AL-diPET (13)
AL-mPET (12

ALPEG400 (1:1)

-100 -50 0 50 100 150 200 250
Temperatura {"C)
Figura H.2 Curvas DSC dos filmes com proteina reticulados e respectivas T
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