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Resumo

Em resultado da sua biocompatibilidade e propriedades muito particulares, os hidrogéis
“inteligentes” tém sido aplicados nos anos mais recentes em campos tdo distintos como a
libertacdo controlada de farmacos, engenharia de tecidos, terapia genética, cultura celular ou na
producéo de atuadores biologicos (Uteis no desenvolvimento de mdsculos artificiais). Este
trabalho teve como objetivo o estudo da influéncia das condigdes de sintese de hidrogéis
inteligentes, com sensibilidade a temperatura e ao pH, e a sua utilizacdo na imobilizacéo
reversivel de proteinas e de DNA.

Obteve-se nesta investigagdo um conjunto de resultados relativos a sintese, caracterizacao e
teste laboratorial de diferentes tipos de hidrogéis, nomeadamente aniénicos (&cido acrilico-
AA), catidnicos (2-(dimetilamino)etil metacrilato-DMAEMA) e termosensiveis (N-
isopropilacrilamida-NIPA), tendo sido avaliado o seu desempenho na imobilizacéo reversivel
de proteinas e de DNA. Para esse efeito, foi feita a imobilizagdo nesses materiais de BSA
(albumina de soro bovino) e de DNA de salmdo. A dinamica de libertacdo desses agentes
bioativos (BSA e DNA) a partir dos diferentes hidrogéis sintetizados foi caracterizada através
de espectroscopia ultravioleta (UV) e por Cromatografia de Exclusdo de Tamanhos (GPC).
Foram também realizados testes considerando diferentes estimulos, decorrentes de alteragdes
impostas no processo de libertacdo, nomeadamente com pH acido/pH alcalino (analogia com o
esperado entre 0 estdbmago/intestino) ou impondo variacdes na temperatura do ambiente fisico-
quimico (solugdes aquosas) de 25 para 37 °C (na gama da fisiologia humana). Demonstrou-se
assim a possibilidade de fazer transitar os hidrogéis entre estados de inchamento/colapso em
consequéncia da alteracdo de parametros pré-definidos.

Esta investigacdo mostra que € possivel imobilizar reversivelmente macromoléculas (como

proteinas e DNA) em hidrogéis inteligentes, gerando produtos Gteis em biomedicina.

Palavras-chave: Hidrogéis, Estimulos, Libertacdo, Agentes Bioativos, BSA, DNA






Abstract

As a result of its biocompatibility and very particular properties, smart hydrogels have been
recently applied on areas like drug delivery controled systems, tissue engineering, genetic
therapy, celular culture and biological actuators production (very useful on artificial muscles
development). The purpose of this work is to study the synthesis conditions of smart hydrogels
and its influence, with temperature and pH sensitivity, on reversible imobilization of proteins
and DNA.

In this research were obtained some results associated with synthesis, characterization and
laboratorial test of different hydrogels types, like anionic hydrogels (acrilic acid-AA), cationic
hydrogels (N,N-DimethylaminoethylMethacrylate- DMAEMA) and thermosensitive hydrogels
(N-isopropylacrylamide-NIPA), being their performance evaluated on reversible imobilization
of proteins and DNA. Within this purpose, was made the imobilization on these materials of
BSA (bovine serum albumin) and salmon DNA. The delivery dynamics of this bioactive agents
on different synthesized hidrogels was studied by UV spectroscopy and Gel Permeation
Chromatography-GPC.

Were also performed tests considering different actions, as a result from imposed changes in
the delivery process, like acid pH/basic pH (stomach/intestine analogy) or imposing
temperature changes from 25 to 37 °C (on human physiology range). In fact, was proved the
possibility of make hydrogels switch between swelling/shrinking stages in consequence of
changes in predefined parameters.

This research shows that is possible the reversible imobilization of macromolecules (like

proteins and DNA) on smart hydrogels, creating useful products on biomedicine.

Keywords: Hydrogels, Stimuli, Delivery, Bioactive Agents, BSA, DNA

Xi






Indice

F o [ (o[- ol T 1= ] 01O SSPSSRSS vii
RESUIMIO ...ttt bbb bbbt b st e et bbbt b e bt Rt e b e bbb b beere s IX
AADSTFACT ...t bbbttt e bbb b e Xi
LiSta de ADIFEVIATUIES ......oviiiiieitieieeie et bbb b et XVil
INAICE 8 FIGUIAS .....o.evececvce ettt sttt nsan s XXi
INAICE 08 TADRIAS........cveveeeeceeceeie ettt ettt en st es e snsntes XXViii
INAICE U8 ANBXOS .....oecvveeceeeeeeee ettt en ettt en e en st es et an e XXiX
Capitulo 1. INEFOAUGED. ... .cueiveeeieteetee ettt 1
LT MOTIVAGED ...ttt bbbttt bbbttt 1
1.2 Objetivos e Metodologia de INVESTIGAGED .........evververiirieiiiieieiere e 2
1.3 LimitagOes e SOIUGOES AJOLAUAS ........ceeeeieiiieriesiesie e 3
1.4 Organizagio doS CapitUlOS .........ccciiiiiiiiiieieie e 3
Capitulo 2. FUNAAMENTAGAD TEONICA ....cveevveiueeieeiecieesie e see et te e esra e e steeneesnaenreas 5
B O 1011 0o L1 o o PP PR PR 5
2.2 Materiais POliIMEricos COmMO BiOMALEriaiS. ........coververeriiiniiieieieie e 5
e T o 1o [ oo < LSS P R PRPR 6
2.4 Hidrogéis INtEHGENTES......ccviriiieiee e 7
2.5 Tipos de Hidrogéis Sensiveis @ TEMPEratura ...........cccooererireerierenesesiesiesieseseeeenes 9
2.5.1  Hidrogéis Termosensiveis NegatiVOS..........coveeierieereneieisie e, 9
2.5.2  Hidrogéis TermosensiVeis POSITIVOS ..........cccuriieirieneneinesceee e 10
2.5.3  Hidrogéis TermMOreVEISIVEIS ........ccereieirierieiee e 10

2.6 Tipos de Hidrogéis SENSIVEIS 80 PH......c.cooiiiiiiiieie e 11
2.6.1  HidrogeiS ANIONICOS. ......ceiuiriiitiiiiitiiiieieeie ettt bbb 11
2.6.2  HidrogeiS CatiONICOS .......ccueiuiiteiiirieiiieiieieiee ettt sttt 12

2.7 Hidrogéis Sensiveis a FOrgas 10NICas ........cccoureiiieiriii et 13
2.8 SiStemas BiOIOGICOS. .......uiirieieieiie ittt 14

Xiii



20 PIOUBINGAS .ottt ettt e e e —a e e e e a e —— 14

2.9.1  FOIM@ oottt 15
2.9.2  Niveis de Organizacdo Estrutural de Proteinas..........ccoceeveneineiinsiencicenes 15
2.9.3  Propriedades das ProteiNas.........c.coeriirirrini e e 17
2.10 Engenharia de ProteiNas..........cooeiiiiiiiiiieneere e 18
2.10.1 Aplicagdes da Engenharia de Proteinas ..........ccoceeeeereneieneneinene e 19
2.11 Albumina de SOro BoVINO (BSA) .....oouiiieiieie e 19
2,12 Acido DesoxirribonuClEico (DNA) .........ccveveeeiveeeieeessereeere st eses s 20
Capitulo 3. Métodos de Sintese e Caracterizacdo de Hidrogéis ..........ccceevvvvveiveneiieeieernenne, 23
20 S [ 411 70T [¥ o= To ST PRRSRRO 23
3.2 Cromatografia de Permeagdo de Gel (GPC)......cccooeviiiiiiinieieie e 23
3.3 Extracdo em Fase SOlida (SPE) ...t 25
3.4  Polimerizagdo Radicalar CI&ssica (FRP) ......cccccoiiiiiiiiniiineiee e 26
3.5 Espectroscopia de Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)........ccocuvmriiiniininiiinencseeeeen, 29
3.6 Curvade Calibracdo da Proteind BSA ... 29
3.7 CONSIALIAGOES FINAIS ....uveueiiieieieiie sttt ettt 30
Capitulo 4. Imobilizacéo e Libertacdo de BSA em Hidrogéis Sensiveis a Temperatura...... 33
O B 1011 (0o ¥ o o T TP U ST PP PP URPRPRPRPPIN 33
4.2 IMIBLEIIAIS ...t bbb bbb bbbt 34
4.3 Sintese de Hidrogéis pOr FRP.........ccciiiiiiiiiieece et 34
4.4  Processo de Imobilizacdo de BSA em redes de PNIPA ........cccooeiieieiievn e, 36
4.4.1 Imobilizacdo de BSA na presenca de NaCl ..........ccccoevveviiiiii i, 38
4.5  Libertacdo de BSA a partir de Hidrogéis PNIPA ..o 39
45.1  Testes de Libertagdo de BSA a25€a40 °C....coveeiiiiiiniiiiie e 41
45.2  Calculo da Libertacdo de BSA Usando Anélise UV em Modo Fechado........... 42
453  ReSUltados € DISCUSSAOD .........ccueruieieiiiiiesiesie st 45
4.6 ANALISES POI GPC ..ottt 48

Xiv



4,7  Adsorcdo de BSA por Inchamento de Hidrogéis Impressos (MIH) / N&o-Impressos
(NIH) 49

4.7.1  Libertacdo da Proteina Imobilizada............ccccooeiiiiiiniiniiee e, 50
4.8 CONSIABIACOES FINAIS .....eeuviiiieiiieieeiie sttt sre e e 52

Capitulo 5. Imobilizacéo e Libertacdo de BSA em Hidrogeéis Anidnicos Sensiveis ao pH.. 57

5.1

5.2

53

5.4

5.5

5.6

5.7

5.8

] (0T (8o T USSR 57
IVIBEETTAIS ...ttt et 58
Preparacao de SoIUGOES-TaMPAD........cccueieeiieiieii e 58
Sintese de Hidrogéis Anidnicos POr FRP ........cccoiiiiiie i 59
Ensaios de LibertaGio de BSA ... 61
RESUItAA0S € DISCUSSEO.......cuvveeeuieiiiieieieie sttt 62
ANALISES POF GPC ...t te et e nre s 66
CONSIAEIAGOES FINAIS .....c.vieieiieiti ettt 67

Capitulo 6. Imobilizacdo e Libertacdo Comparativa de BSA em Hidrogéis Aniodnicos,

CatioNICOS € TEIMOSENSIVEIS ....c.veueeiirieietiriesteesie ettt b ettt sttt see e ene s 69
0.1 INEFOTUGAD ...ttt bbbt 69
0.2 IMALEIIAIS ...t bbbttt n e 70
6.3 Procedimento EXPerimental ..........ccccooioiiiiiiieiece e 70
6.4 ReSUItA00S € DISCUSSAO........cviuiriireeiirieieeesie ettt 76
6.5 ANALISES POF GPC ...ttt bbb 80
6.6 CONSIAEIAGOES FINAIS .. .cvveveeeieiiiesie sttt sttt re e 80

Capitulo 7. Imobilizacdo e Libertacdo de DNA em Hidrogeéis Catidnicos.............ccccoveueee. 83
2% S 1411 70T [F o To ST 83
7.2 IMTBEETIAIS ..ottt bbbttt bbb bbb 83
7.3 Imobilizacdo Interna de DNA em redes de PDMAEMA ..........cccooviieiiieneeiie e, 84
7.4  Libertacdo de DNA Imobilizado Internamente em redes de PDMAEMA................ 85
7.5  Imobilizagdo Externa de DNA em redes de PDMAEMA (DNA Binding)............... 87

7.5.1 DNA Binding em modo Fechado (batch) .........c.ccccvviviiiiiiiiiiecn, 90

XV



7.5.2  DNA Binding em modo Continuo (SPE) ........ccccevvviieiieieieeceee e 92

7.6 Andlises UV em modo Fechado € por GPC ..o 94
7.7 RESUILAU0S € DISCUSSEO. ... .cuieueerieeiieriesieesieeiesieesteeie e steeaesreesteesbesseesseestesseesreensens 95
7.8 CONSIAEIACOES FINAIS ....vevieiieiieciieiieeie ettt sre e 99
Capitulo 8. Conclusdes e Trabalnos FULUIOS .........cccoveiiriiieiiiieieiee e 101
Capitulo 9. Referéncias BiblIOgrafiCas ..........cccceveririiieiiiiesicecciee e 105
AANIEXOS .. ettt b e R b e R b e e e R R e e e R b e e e R b e e bb e e e b r e e anr e anneas 111

XVi



Lista de Abreviaturas

A
AA
AAM
AIBN
APS
bp
BSA

CAT
Cwm

Chac
CR

CRP

DMAEMA

DNA

&

FRP

GPC

HG

Absorvancia da Solucéo

Acido Acrilico

Acrilamida

2,2’-Azobis (2-metil-propionitrilo)
Persulfato de Amonio

Pares de Bases

Albumina de Soro Bovino
Concentracdo da Solugdo (mol L™?)
Catalisador

Concentracédo de Monémeros
Concentracéo de NaCl

Reticulante

Polimerizacio Radicalar Controlada
2-(dimetilamino)etil metacrilato

Acido Desoxirribonucleico
Absorvidade Molar (mol™* L cm™)

Polimerizacao Radicalar Classica
Cromatografia de Permeacéo em Gel
Hidrogel

Iniciador

Intensidade da Radiagao Incidente
Intensidade da Radiagdo Transmitida
Viscosidade Intrinseca

Percurso 6tico (cm)

Temperatura de Solucéo Critica Inferior

XVil



LS

MBAmM

McaT

MIP

ms
M1
Ncr
ni
NIH
NIPA
Nm1
PAA
PDMAEMA
Pl
PM
PNIPA
PT
Fcat
FcrPT

RI

'mpT

TEMED

™

XViil

Difracéo de Luz

N, N"-metileno-bis-acrilamida
Massa de Catalisador

Polimero Molecularmente Impresso
Massa de Iniciador

Massa de Monomeros

Ndmero de moles da base

Massa de Solvente

Monomero 1

Numero de moles do reticulante
Namero de moles do iniciador
Polimero Nao Impresso Molecularmente
N-isopropilacrilamida

Numero de moles de M1

Poli (4cido acrilico)

Poli (2-(dimetilamino)etil metacrilato)
Ponto Isoelétrico

Peso Molecular

Poli (N-isopropilacrilamida)
Proteina-Alvo

Raz&o entre my e mcar

Razéo entre PT e CR

indice de Refracéo

Razdo molar entre PT e M1
Temperatura (de Sintese)

N,N,N,N" — tetrametilenodiamina

Temperatura de Fusdo



SEC
SPE
SR
ST
UCST
uv
UV-Vis
us
Woi
OCR
al

0N

Solvente

Cromatografia de Exclusdo de Tamanhos
Extracéo em Fase Solida

Razé&o de Inchamento

Solugdo-Tampéo

Temperatura de Solugdo Critica Superior
Radiacdo Ultravioleta

Radiacdo Ultravioleta Visivel

Ultrassons

Agua Desionizada

Raz&o molar do reticulante relativamente a M1

Razao molar do iniciador relativamente a M1

Fracdo molar de grupos acido do monémero que séo

neutralizados com a base

XiX






Indice de Figuras

Figura 2.1: Representacdo esquematica do processo de libertacdo de um principio ativo,

aprisionado num hidrogel, quando este é submetido a um dado estimulo (adaptado de [1]). ... 7
Figura 2.2: Esquema do comportamento de um hidrogel sensivel ao pH (adaptado de [21])...8

Figura 2.3: Estruturas representativas de um hidrogel quimico e fisico, respetivamente
(G0 FoT o1 e=To [o I (=N <) ) TSRS 8

Figura 2.4: Esquema ilustrativo do comportamento reversivel idealmente esperado para
hidrogéis termosensiveis negativos com o aquecimento e o arrefecimento da solugdo aquosa

QUE 0S CONTEIM [21]. .ttt b ettt sb ettt st b b et ene e 9

Figura 2.5: Estrutura quimica do polimero sensivel a temperatura resultante da polimerizacao
o Lc NN | AN ] SR TSUSPPRSRN 9

Figura 2.6: Cromatograma do monomero NIPA a 0,2% obtida pela técnica de GPC. Andlise
realizada numa coluna contendo o hidrogel AA sintetizado por este grupo de investigacédo
(LSRE). .t tetiett ittt bttt bbbt R Rt R R bRttt n et e neene e 10

Figura 2.7: Exemplos de estruturas quimicas de base de hidrogéis anidénicos com destaque no
hidrogel baseado em Acido Acrilico por se tratar do monémero base em estudo (adaptado de
[2d] ). ettt r ettt b et et re bt neeae st et nears 11

Figura 2.8: Representacdo esquematica do comportamento esperado para um hidrogel aniénico

em meio acido (contracdo da rede de polimero) [21]......cccccevviieiieii e 12

Figura 2.9: Representacdo esquematica do comportamento esperado para um hidrogel aniénico
em meio alcalino (inchamento da rede de polimero) [21]. ....ccccoovviiiiiiiieieee e, 12

Figura 2.10: Representacdo esquematica do comportamento esperado para um hidrogel

cationico em meio alcalino (contracéo da rede de polimero) [21]......ccccocvveveiiiiienieieieen, 12

Figura 2.11: Representacdo esquematica do comportamento esperado para um hidrogel
cationico em meio acido (inchamento da rede de polimero) [21].......cccocevininiiiiniiniiieieen, 13

XXi



Figura 2.12: Esquema comparativo do comportamento de hidrogéis anidnicos e cationicos em

solugdes aquosas acidas e alcalinas [28]. ......cvcvrerrirerieiee e 13

Figura 2.13: Esquema ilustrativo do comportamento teoricamente esperado para hidrogéis
ionicos em solucéo aquosa com adicdo de um sal (ex. NaCl). A eventual libertacdo de um agente
terapéutico (farmaco, proteina ou DNA) pode ser promovida quando o hidrogel se encontra

contraido, por agdo do aumento da forga i0nica [21]. ......ccccverririiiiiiieree e, 14
Figura 2.14: Representacdo dos quatro niveis de organizacgdo estrutural das proteinas [31]... 16

Figura 2.15: Representacao esquematica das estruturas secundarias. (A) a-hélice e (B) folha p-

Q=T U =T o b= T 1 1 OSSPSR 16
Figura 2.16: Série de Hofmeister (adaptado de [16]).....cccecvrerririnminieneneese e 18
Figura 2.17: Série de Hofmeister (adaptado de [16]).....cccecvrerrirermineneieese e 18
Figura 2.18: Estrutura tridimensional da proteina BSA [35]. ...ccccovvieiieiiiiececeeee e 19

Figura 2.19: Cromatograma da proteina BSA a 0,2% obtida pela técnica de GPC. Analise
realizada numa coluna contendo o hidrogel AA sintetizado por este grupo de investigacao
(] R = TS PRPRPSRSRS 20

Figura 2.20: Os pares de bases do DNA ligados por pontes de hidrogénio. A figura mostra a
posicdo e o comprimento das pontes de hidrogénio entre os pares de bases. As ligacdes
covalentes entre os &tomos em cada base sdo mostradas, porém, as ligacdes duplas e simples
NA0 SA0 AISTINQGUITAS [A2]....e ettt bbbt 21

Figura 3.1: llustracdo fotografica das colunas A3000, A6000 e A7 Guard, respetivamente.

Colunas comerciais usadas neste trabalho na analise de polimeros, BSA e DNA................... 23
Figura 3.2: Representacdo fotografica do instrumento de luz UV usado neste trabalho [45].. 24

Figura 3.3: Representacdo esquematica do sistema de GPC em modo aberto e explicacdo do
processo. (A) Aplicagdo da amostra a coluna; (B) Percurso das moléculas de diferentes volumes
moleculares, resultando na elui¢do das moléculas maiores; (C) Eluicdo das moléculas de menor

volume molecular e, no detalhe, o poro da matriz retardando a passagem das moléculas [31,

xXxii



Figura 3.4: llustracdo fotografica do sistema analitico para Extracdo em Fase Sdlida (SPE)

(véacuo de 12 portas) conectado a uma bomba de vacuo. Equipamento usado neste trabalho. 26

Figura 3.5: Representacdo esquematica da etapa de decomposicao do iniciador (usando AIBN

(o0 Lo N> =T 1101 (o) I 1) RSSO 27

Figura 3.6: Representacdo esquematica da etapa de iniciacdo do mondmero (usando &cido

acrilico como XEMPIO) [B]. «.veveeeerieieeie et 27
Figura 3.7: Representacdo esquematica da etapa de propagagdo do monoémero [5]................ 27

Figura 3.8: Representacdo esquematica da etapa de reticulacdo com dupla pendente do

crosslinker (reticulante) (usando MBAM como exemplo) [5]. ..coovveivevieiieiecie e, 28
Figura 3.9: Representacdo esquematica da etapa de terminagdo por combinacao [5]. ............ 28
Figura 3.10: Representacdo esquematica da etapa de terminacdo por dismutacdo [5]. ........... 28

Figura 3.11: llustracdo fotografica das células de quartzo utilizadas na analise das amostras em

estudo assim como um esquema ilustrativo da incidéncia de luz sobre a amostra. ................. 29

Figura 3.12: Curva de calibracdo da proteina BSA obtida por espectroscopia de ultravioleta
(UV) usando um comprimento de onda A=277 nm. Calibragéo inicial...........c..ccccccvvevvrvenrne. 30

Figura 3.13: Curva de calibracdo da proteina BSA obtida por espectroscopia de ultravioleta
(UV) usando um comprimento de onda A=277 nm para confirmacdo da curva de referéncia

(Figura 3.12). Calibracao realizada a meio desta iNVestigagao. ............ccocervervrerereeenererennnns 30

Figura 4.1: Representacao esquematica do processo de imobilizacdo de uma proteina (BSA) em
=T [T o AN | OSSPSR 38

Figura 4.2: llustracdo fotografica da solucdo BSA/NIPA a qual foi adicionada NaCl ap6s adi¢do
de 4gua deSioNiZada (D). ......ooeiiiiieee et 39

Figura 4.3: Representacdo esquematica da libertacdo de BSA a partir de hidrogéis PNIPA... 40

Figura 4.4: llustracdo fotografica do processo de centrifugacdo antes das amostras recolhidas

serem lidas em espectrofotdmMeEtro UV-VIS. .....c.coiiiiiiiii i 41

xXXiii



Figura 4.5: % Massica de BSA para contabilizar toda a proteina libertada quando se efetuam

lavagens a0 NIArOgel HGL. ... nneas 46

Figura 4.6: % Maéssica de BSA para contabilizar toda a proteina libertada quando se efetuam

lavagens a0 NIArOgel HG2. .........ooviiieceee ettt nneas 46

Figura 4.7: % Massica de BSA para contabilizar toda a proteina libertada quando se efetuam

lavagens a0 NIArOQEl HG 7. ..ot 46

Figura 4.8: % Maéssica de BSA para contabilizar toda a proteina libertada quando se efetuam

lavagens aos hidrogéis HG4, HG5 e HG6 a 25 e a 40 °C, respetivamente. ............c.ccccvevennen. 47
Figura 4.9: Analise por GPC de BSA libertada a partir de um hidrogel MIH. ..................... 50
Figura 4.10: Anélise por GPC de BSA libertada a partir de um hidrogel NIH........................ 50

Figura 4.11: Concentracao efetiva de BSA (mg/g) medida durante o processo de libertacdo de
BSA a partir de hidrog€is MIH/NTH. ........cc.oooiiiiiicc e 51

Figura 4.12: Percentagem de BSA libertada (razdo entre a concentracdo de BSA efetiva e a
concentracdo maxima observavel), usando a absorvancia UV global da mistura, num

comprimento de A=277 nm. Comparacdo de hidrogéis MIH e NIH, respetivamente.............. 51

Figura 5.1: Curva modelo para o estudo da libertacdo de BSA estimulada pelo pH (hidrogel
colocado numa solucdo aquosa de pH =7) considerando o hidrogel HG9. Esse hidrogel foi

usado como referéncia para avaliacdo da absor¢do UV relativa ao monémero AA (branco).. 63

Figura 5.2: Efeito do pH no processo de libertagdo de BSA a partir de hidrogéis anionicos para

ATEMPErALUrA 0B 25 OC. .ttt et e e e ae e be e s reesre e e e raeare e 63

Figura 5.3: Libertacdo da BSA estimulada pelo pH nos hidrogéis HG8 (pH=7,4) e HG10
(PHT2) . et bbb bbbt bbbt 65

Figura 5.4: Concentracdo efetiva de BSA (mg/g) medida na solugdo aquosa. ..............cccenee. 66

Figura 5.5: Valores medidos para a quantidade de proteina libertada usando a absorvancia UV
global da mistura (expressa em mg/g de hidrogel). Na determinacéo da concentracdo de BSA é

descontada a concentracdo de AA por reagir (Concentragdo de BSA corrigida). ................... 66

XXV



Figura 5.6: Concentracdo normalizada de BSA libertada, usando como referéncia 0 maximo

QUE SEria POSSIVEL ODSEIVAT. .....ccuiiiiiiieieieie ettt 66

Figura 5.7: Frascos de andlise cromatografica (~2 mL) colocados no interior do GPC. Esta

analise foi usada de forma preliminar para quantificar a BSA em solugao. ............cccccccvveneen. 67

Figura 6.1: llustracdo fotografica dos diversos reagentes usados nas diferentes sinteses dos
hidrogéis HG12, HG13, HG14 € HGLS. ..ottt 72

Figura 6.2: llustracdo fotografica dos hidrogéis HG12, HG13, HG14 e HG15, respetivamente.

Figura 6.3: Illustracdo fotografica do processo de libertacdo dos hidrogéis HG12
(termossensivel), HG13 (anidnico) e HG14 (catiénico) quando colocados a 40 °C, numa
solugéo aquosa a pH=10 e pH=2, reSpetivVamente...........ccccererrrerieereerieseesese e sie e e neens 73

Figura 6.4: Representacdo esquematica idealizada para a variacdo da razdo de inchamento de
hidrogéis aniénicos e cationicos em solucdes aquosas com diferentes valores de pH e a
representacdo de hidrogéis termosensiveis em solugdes aquosas com diferentes valores de

temperatura, reSPEIVAMENTE. ..o bbbt 75

Figura 6.5: Curva modelo para o estudo da libertacdo da BSA a partir de hidrogéis DMAEMA.

O hidrogel HG15 foi usado como referéncia para a determinacdo do efeito do monémero na

ADSOIGAD UV (IDFANCO). ...cveieeetiiiesii ettt bbbt 75
Figura 6.6: Libertacdo da BSA estimulada pela temperatura no hidrogel HG12. ................... 77
Figura 6.7: Libertacdo da BSA estimulada pelo pH no hidrogel HG13. ...........cccoeeieivenne. 78
Figura 6.8: Libertacdo da BSA estimulada pelo pH no hidrogel HG14. ...........cccoeoviivenane. 79

Figura 7.1: llustragdo fotografica do processo de libertacdo de DNA imobilizado internamente
a partir dos hidrogeis HG16 a HG21, respetivamente. A comparacéo visual dos frascos permite
avaliar de forma simples a estrutura (colapso/inchamento) dos hidrogéis quando colocados em

MEi0S COM AITErENte PH. ..o e e 87

Figura 7.2: Efeito do processo de protonacéo nos grupos funcionais do polimero PDMAEMA.

XXV



Figura 7.3: Esquema representativo da cadeia de DNA em hélice dupla. Regras de
emparelhamento das bases A=T (duas ligacdes hidrogénio) e G=C (trés ligacdes hidrogénio)
40 USSR PSPPI 89

Figura 7.4: Curva de calibragdo de DNA em solucbes contendo glucose (esquerda) e Wop
(direita) obtida por espectroscopia de ultravioleta (UV) em modo fechado usando o

comprimento de ONda A=260 NIM.......coiiiiiiii e 90

Figura 7.5: llustracdo fotografica das solugcdes de DNA em Wp; (frente) e em Glucose (atras)

bem como a solucdo contendo 5 % de glucose (dIireita). ........cceveevveiieeiieiesieese e 91

Figura 7.6: Etapas envolvidas na separacdo liquido-sélido da solucdo contendo DNA em

GIUCOSE € WWDI. .ttt bbb bbbt b bbbt 93

Figura 7.7: llustracdo fotografica das solu¢des de DNA, do hidrogel apés a adi¢do de 1 mL de
agua desionizada (DI), hidrogel ao fim de 24 horas de absorcao e inchamento dos hidrogéis no

final de todo o processo apds 60 MINUtOS, reSPELIVAMENTE. ........ccccvevveiieiee i 94

Figura 7.8: llustracdo fotografica das diferentes etapas do estudo em SPE. Primeiramente
observa-se as solugdes de baixa concentracdo (Teste 1 e 6) com o hidrogel protonado,
seguidamente as solucbes de elevada concentracdo (Teste 4 e 9) com hidrogel ndo protonado e

Protonado, reSPELIVAMENTE. ........ciieiiiieie et te e sraesre e enes 94

Figura 7.9: Resultados referentes ao estudo da imobilizagdo de DNA em redes de PDMAEMA
em modo batch. Apresentam-se os resultados da quantidade de DNA (% DNA Binding) que
efetivamente se ligou ao hidrogel DMAEMA quando colocado em solucGes contendo Glucose
(esquerda) e Wp; (direita), para as amostras recolhidas nas diferentes concentra¢fes no tempo

0 (apds 30 minutos). Testes 1 a 10 descritos na Tabela 7-3..........ccooveveveievene e, 95

Figura 7.10: Resultados referentes ao estudo da imobilizacdo de DNA em redes de PDMAEMA
em modo batch. Apresentam-se os resultados da quantidade de DNA (% DNA Binding) que
efetivamente se ligou ao hidrogel DMAEMA quando colocado em solug¢Ges contendo Glucose
(esquerda) e Wp (direita), para as amostras recolhidas nas diferentes concentracdes no tempo
1 (apds 18 horas). Testes 1 a 10 descritos na Tabela 7-3. .......cccoovvieiieiieie e 96

Figura 7.11: Resultados referentes ao estudo da imobilizacdo de DNA em redes de PDMAEMA
em modo batch. Apresentam-se os resultados da quantidade de DNA (% DNA Binding) que

XXVi



efetivamente se ligou ao hidrogel DMAEMA quando colocado em soluc6es contendo Glucose
(esquerda) e Wp (direita), para as amostras recolhidas nas diferentes concentra¢des no tempo
2 (ap0s 74 horas). Testes 1 a 10 descritos na Tabela 7-3. .......ccccvvvveieiereiene s 96

Figura 7.12: Resultados referentes ao estudo da imobilizacdo de DNA em redes de PDMAEMA
protonadas em modo SPE. Apresentam-se 0s resultados da quantidade de DNA (% DNA
Binding) que efetivamente se ligou ao hidrogel DMAEMA quando colocado em solugdes
contendo Glucose (esquerda) e Wp (direita). Condigdes de imobilizacdo semelhantes as
descritas nos testes 4 € 9 da TADEIA 7-3.......cooiiiiiiie s 97

Figura 7.13: Resultados referentes ao estudo da imobilizacdo de DNA em redes de PDMAEMA
nédo protonadas em modo SPE. Apresentam-se 0s resultados da quantidade de DNA (% DNA
Binding) que efetivamente se ligou ao hidrogel DMAEMA quando colocado em solucdes
contendo Glucose (esquerda) e Wp (direita). Condigdes de imobilizacdo semelhantes as
descritas nos testes 4 € 9 da TADEIA 7-3.......c.oiiii i 97

Figura 7.14: Resultados referentes ao estudo da imobilizacdo de DNA em redes de PDMAEMA
protonadas em modo SPE. Apresentam-se 0s resultados da quantidade de DNA (% DNA
Binding) que efetivamente se ligou ao hidrogel DMAEMA quando colocado em solucdes
contendo Glucose (esquerda) e Wp (direita). Condigdes de imobilizacdo semelhantes as

desCritas NOS tESTES 1 € 6 0 TaADCIA 7-3...oeeeeeeeeeeeeeeeeee et e e e e e eeeereereeeeeeeees 97

Figura 7.15: % DNA Binding em solugdes protonadas e ndo protonadas de DNA na

concentracdo de 0,8 mg/mL em gluCOSE € €M WDI....cuiiiiiiiirieiiirieiieece e 98

Figura 7.16: % DNA Binding na solucéo protonada de baixa concentracdo (Teste 1 e 6) e na

solucéo de elevada concentragao (TeSte 4 € 9). .ooeiiiiiieieie e 98

Figura 8.1: Representacdo esquematica do processo de impressao molecular interna (esquerda)
e impressdo molecular superficial (direita). Embora com alguma perda de protecdo das
macromoléculas imobilizadas, a impressao molecular superficial poderd conduzir a processos

mais precisos e especificos de libertacdo de macromoléculas como as proteinas. ................ 103

XXVil



Indice de Tabelas

Tabela 4-1. Descricdo e quantidades referentes aos reagentes usados na imobilizacdo de BSA
LTI AT To 0T T=T RN AN L SR SSI 36

Tabela 4-2. CondigBes experimentais na imobilizacdo de BSA em hidrogéis inteligentes

sensiveis a temperatura (Parametros REIAtiVOS). .......c.ccuevveieriiieiiiiceceiee e, 37
Tabela 4-3. Condicdes de libertacdo de BSA imobilizada em hidrogeis PNIPA. ................... 40

Tabela 5-1. Descricdo e quantidades dos reagentes usados na imobilizacdo de BSA em hidrogéis

anionicos, utilizando 0 MoNAMEro Acido ACHTIICO. ....ovoeeeeeeeeee oottt e, 59

Tabela 5-2. Condi¢Bes experimentais na imobilizacdo de BSA em hidrogéis inteligentes

sensiveis ao pH (Parametros RelAtiVOS). .......c.ccviiiiieiicic e 60

Tabela 5-3. pH da solucéo final antes da polimerizacdo, pH da solucdo-tampéo e pH de Wp;

preparada para os diferentes hidrogéis aniOnICOS. .........cccevereieieeeeierese e 61

Tabela 6-1. Descricdo e quantidades referentes aos reagentes usados na imobilizagdo de BSA

em hidrogéis termosensiveis, anionicos € CAtIONICOS. .........ccccviireieereeie e 70

Tabela 6-2. CondicBGes experimentais na imobilizacdo de BSA em hidrogéis inteligentes

sensiveis a temperatura e ao pH (Pardmetros Relativos). ........cccvcveveierienerece e, 71

Tabela 6-3. Condigdes de libertacio da BSA imobilizada em hidrogéis termosensiveis,

ANTONICOS € CALIONMICOS. ..ttt ettt e e e e e e et e e e e e e e e e e et eeeee e e e e e e eeeeeeeeaans 74

Tabela 7-1. Descricdo e quantidades referentes aos reagentes usados na imobilizacdo de DNA

em hidrogéis catiénicos (baseados em mondmeros DMAEMA). .......ccccoeveveniiinieeeeiesieen, 85

Tabela 7-2. Condic¢des experimentais na imobilizagdo interna de DNA em hidrogéis inteligentes

(o110 T TeT0 ) TP SRS P PSR 86

Tabela 7-3. Quantidades de hidrogel de DMAEMA, massa de DNA e massa de solugéo (glucose

ou Wp) incluidas em cada frasco no processo de DNA Binding em modo batch................... 91

XXVIil



Indice de Anexos

Anexo 1: Libertacdo de BSA estimulada pela temperatura (hidrogel colocado numa solugéo
aquosa a T=25 °C). Nas figuras sao apresentados os valores medidos para a quantidade de
proteina libertada usando a absorvancia UV global da mistura (expressa em mg/g hidrogel). Na
determinacdo da concentragdo de BSA é descontada a concentracdo de NIPA por reagir
(Concentracdo de BSA corrigida). Faz-se também a referéncia a concentracdo normalizada,
usando como referéncia o maximo observado e a % Massica de BSA libertada. Os dados
experimentais da dindmica de libertacdo foram obtidos através de espectroscopia UV-Vis. Sdo
aqui apresentados os testes realizados ao hidrogel HGL. .........ccccoooiiiiiiiinicie e I

Anexo 2: Libertacdo de BSA estimulada pela temperatura (hidrogel colocado numa solugéo
aquosa a T=25 °C com incorporacdo de NaCl aquando da sua polimerizacdo). Nas figuras sdo
apresentados os valores medidos para a quantidade de proteina libertada usando a absorvancia
UV global da mistura (expressa em mg/g hidrogel). Na determinacgéo da concentracdo de BSA
é descontada a concentracdo de NIPA por reagir (Concentracdo de BSA corrigida). Faz-se
também a referéncia a concentracdo normalizada, usando como referéncia o maximo observado
e a % Méssica de BSA libertada. Os dados experimentais da dindmica de libertacdo foram
obtidos através de espectroscopia UV-Vis. Sdo aqui apresentados os testes realizados ao
0T To oo T I o [ SO USSR I

Anexo 3: Libertacdo de BSA estimulada pela temperatura (hidrogel colocado numa solucéo
aquosa a T=25 °C com incorporacdo de NaCl aquando da sua polimerizacao). Nas figuras sao
apresentados os valores medidos para a quantidade de proteina libertada usando a absorvancia
UV global da mistura (expressa em mg/g hidrogel). Na determinacédo da concentracdo de BSA
é descontada a concentracdo de NIPA por reagir (Concentracdo de BSA corrigida). Faz-se
também a referéncia a concentracdo normalizada, usando como referéncia o maximo observado
e a % Méssica de BSA libertada. Os dados experimentais da dindmica de libertacdo foram
obtidos através de espectroscopia UV-Vis. Sdo aqui apresentados os testes realizados ao
a0 ol [=] I = [ PSPPSR 11|

Anexo 4: Libertacdo de BSA estimulada por meio de duas temperaturas distintas (inicialmente
o hidrogel foi colocado numa solugdo aquosa a T=25 °C, seguidamente a T=40 °C com
incorporacdo de NaCl aquando da sua polimerizacéo). Nas figuras sdo apresentados os valores

medidos para a quantidade de proteina libertada usando a absorvancia UV global da mistura

XXIX



(expressa em mg/g hidrogel) do hidrogel colocado em ambas as temperaturas. Na determinacéo
da concentracdo de BSA é descontada a concentracdo de NIPA por reagir (Concentragdo de
BSA corrigida). Faz-se também a referéncia a concentracdo normalizada, usando como
referéncia 0 maximo observado e a % Massica de BSA libertada. Os dados experimentais da
dindmica de libertacdo foram obtidos através de espectroscopia UV-Vis. Sdo aqui apresentados

0s testes realizados ao hidrogel HGA. ...........cco i v

Anexo 5: Libertacdo de BSA estimulada pela temperatura (hidrogel colocado numa solugéo
aquosa a T=25 °C). Nas figuras sdo apresentados os valores medidos para a quantidade de
proteina libertada usando a absorvancia UV global da mistura (expressa em mg/g hidrogel). Na
determinacdo da concentracdo de BSA é descontada a concentracdo de NIPA por reagir
(Concentracdo de BSA corrigida). Faz-se também a referéncia a concentragcdo normalizada,
usando como referéncia o maximo observado e a % Massica de BSA libertada. Os dados
experimentais da dindmica de libertacdo foram obtidos através de espectroscopia UV-Vis. Sdo

aqui apresentados os testes realizados ao hidrogel HG5S. ... \

Anexo 6: Libertacdo de BSA estimulada por meio de duas temperaturas distintas (inicialmente
o hidrogel foi colocado numa solucéo aquosa a T=25 °C, seguidamente a T=40 °C). Nas figuras
sdo apresentados os valores medidos para a quantidade de proteina libertada usando a
absorvancia UV global da mistura (expressa em mg/g hidrogel) do hidrogel colocado em ambas
as temperaturas. Na determinacdo da concentracdo de BSA é descontada a concentracdo de
NIPA por reagir (Concentracdo de BSA corrigida). Faz-se também a referéncia a concentragao
normalizada, usando como referéncia 0 méaximo observado e a % Massica de BSA libertada.
Os dados experimentais da dindmica de libertagdo foram obtidos atraves de espectroscopia UV-
Vis. S&o aqui apresentados os testes realizados ao hidrogel HG5. ..., VI

Anexo 7: Libertacdo de BSA estimulada pela temperatura e pelo pH (hidrogel colocado numa
solucdo aquosa de pH 7 a T=25 °C). Nas figuras sdo apresentados os valores medidos para a
quantidade de proteina libertada usando a absorvancia UV global da mistura (expressa em mg/g
hidrogel). Na determinacédo da concentracdo de BSA é descontada a concentracao de NIPA por
reagir (Concentracdo de BSA corrigida). Faz-se também a referéncia a concentracdo
normalizada, usando como referéncia 0 méximo observado e a % Massica de BSA libertada.
Os dados experimentais da dindmica de libertacdo foram obtidos através de espectroscopia UV-

Vis. S&o aqui apresentados os testes realizados ao hidrogel HGB. ............cccoovviiiiinciinnne. VIl

XXX



Anexo 8: Libertacdo de BSA estimulada por meio de duas temperaturas distintas e pelo pH
(inicialmente o hidrogel foi colocado numa solugéo aquosa a T=25 °C, seguidamente a T=40
°C em solucéo de pH 7). Nas figuras sdo apresentados os valores medidos para a quantidade de
proteina libertada usando a absorvancia UV global da mistura (expressa em mg/g hidrogel) do
hidrogel colocado em ambas as temperaturas. Na determinacdo da concentracdo de BSA é
descontada a concentracdo de NIPA por reagir (Concentracdo de BSA corrigida). Faz-se
também a referéncia a concentra¢do normalizada, usando como referéncia o maximo observado
e a % Massica de BSA libertada. Os dados experimentais da dindmica de libertacdo foram
obtidos através de espectroscopia UV-Vis. Sdo aqui apresentados os testes realizados ao
NIAFOGEI HGB. ... bbb VI

Anexo 9: Libertacdo de BSA estimulada pela temperatura e pelo pH (hidrogel colocado numa
solucdo aquosa de pH 7 a T=40 °C). Nas figuras sdo apresentados os valores medidos para a
quantidade de proteina libertada usando a absorvancia UV global da mistura (expressa em mg/g
hidrogel). Na determinacdo da concentracdo de BSA € descontada a concentracdo de NIPA por
reagir (Concentracdo de BSA corrigida). Faz-se também a referéncia a concentragdo
normalizada, usando como referéncia 0 maximo observado e a % Massica de BSA libertada.
Os dados experimentais da dinamica de libertacdo foram obtidos através de espectroscopia UV-

Vis. S&o aqui apresentados os testes realizados ao hidrogel HG7. .........cccccoiiiiiiiiiicnee, IX

Anexo 10: Libertacdo de DNA estimulada pelo pH (hidrogel colocado numa solucéo aquosa de
pH 2). Nas figuras sdo apresentados os valores medidos para a quantidade de DNA libertada
usando a absorvancia UV global da mistura (expressa em mg/g solucdo). Na determinacéo da
concentracdo de DNA é descontada a concentracdo de DMAEMA por reagir (Concentragdo de
DNA corrigida). Faz-se também a referéncia & concentracdo normalizada, usando como
referéncia 0 maximo observado. Os dados experimentais da dinamica de libertacdo foram
obtidos através de espectroscopia UV-Vis. Sdo aqui apresentados os testes realizados ao
RIAFOGEI HGLB. ... bbbt b bbb ere s X

Anexo 11: Libertacdo de DNA estimulada pelo pH (hidrogel colocado numa solucéo aquosa de
pH 7). Nas figuras séo apresentados os valores medidos para a quantidade de DNA libertada
usando a absorvancia UV global da mistura (expressa em mg/g solucéo). Na determinagéo da
concentracdo de DNA ¢ descontada a concentragdo de DMAEMA por reagir (Concentragéo de
DNA corrigida). Faz-se também a referéncia a concentracdo normalizada, usando como

referéncia 0 maximo observado. Os dados experimentais da dindmica de libertacdo foram

XXXI



obtidos através de espectroscopia UV-Vis. Sdo aqui apresentados os testes realizados ao
NIAFOGET HGLT. ... bbbttt bbbt XI

Anexo 12: Libertacdo de DNA estimulada pelo pH (hidrogel colocado numa solugéo aquosa de
pH 10). Nas figuras sdo apresentados os valores medidos para a quantidade de DNA libertada
usando a absorvancia UV global da mistura (expressa em mg/g solugdo). Na determinacéo da
concentracdo de DNA ¢ descontada a concentragdo de DMAEMA por reagir (Concentragédo de
DNA corrigida). Faz-se também a referéncia a concentracdo normalizada, usando como
referéncia 0 maximo observado. Os dados experimentais da dinamica de libertacdo foram
obtidos através de espectroscopia UV-Vis. Sdo aqui apresentados os testes realizados ao
NIAFOGEI HGLS. ...ttt XIl

Anexo 13: Libertacdo de DNA estimulada pelo pH (hidrogel colocado numa solugéo aquosa de
pH 2). Nas figuras sdo apresentados os valores medidos para a quantidade de DNA libertada
usando a absorvancia UV global da mistura (expressa em mg/g solugdo). Na determinacéo da
concentracdo de DNA ¢ descontada a concentragcdo de DMAEMA por reagir (Concentragdo de
DNA corrigida). Faz-se também a referéncia a concentracdo normalizada, usando como
referéncia 0 maximo observado. Os dados experimentais da dinamica de libertacdo foram
obtidos através de espectroscopia UV-Vis. Sdo aqui apresentados os testes realizados ao
NIAFOGEI HGLO. ...t b e X1

Anexo 14: Libertacdo de DNA estimulada pelo pH (hidrogel colocado numa solugéo aquosa de
pH 7). Nas figuras sdo apresentados os valores medidos para a quantidade de DNA libertada
usando a absorvancia UV global da mistura (expressa em mg/g solucdo). Na determinacdo da
concentracdo de DNA é descontada a concentracdo de DMAEMA por reagir (Concentragédo de
DNA corrigida). Faz-se também a referéncia & concentracdo normalizada, usando como
referéncia 0 maximo observado. Os dados experimentais da dinamica de libertacdo foram
obtidos através de espectroscopia UV-Vis. Sdo aqui apresentados os testes realizados ao
RIAFOGEI HG20. ... bbb XIV

Anexo 15: Libertacdo de DNA estimulada pelo pH (hidrogel colocado numa solucao aquosa de
pH 10). Nas figuras séo apresentados os valores medidos para a quantidade de DNA libertada
usando a absorvancia UV global da mistura (expressa em mg/g solucdo). Na determinagdo da
concentracdo de DNA ¢ descontada a concentragcdo de DMAEMA por reagir (Concentracédo de

DNA corrigida). Faz-se também a referéncia a concentracdo normalizada, usando como

XXXii



referéncia 0 maximo observado. Os dados experimentais da dindmica de libertacdo foram
obtidos através de espectroscopia UV-Vis. Sdo aqui apresentados os testes realizados ao
NIAFOGEI HG2L. ... bbbttt XV

Anexo 16: % DNA Binding para a concentracdo de DNA em glucose de 0,2287 (mg/mL) em

diferentes tempos de amostragem (horas). Teste 1 da Tabela 7-3. ..........cccooveiviieiveciecnnen, XVI

Anexo 17: % DNA Binding para a concentracdo de DNA em glucose de 0,4065 (mg/mL) em
diferentes tempos de amostragem (horas). Teste 2 da Tabela 7-3. ........cccccovviiiiiiieieenenn XVI

Anexo 18: % DNA Binding para a concentracdo de DNA em glucose de 0,5905 (mg/mL) em

diferentes tempos de amostragem (horas). Teste 3 da Tabela 7-3. ..........cccocveieiic e, XVI

Anexo 19: % DNA Binding para a concentracdo de DNA em glucose de 0,8150 (mg/mL) em
diferentes tempos de amostragem (horas). Teste 4 da Tabela 7-3. .......ccccccovvveveiie e, XVI

Anexo 20: % DNA Binding para a concentracdo de DNA em glucose de 1,0361 (mg/mL) em

diferentes tempos de amostragem (horas). Teste 5 da Tabela 7-3. ..........cccoooveveiievvcce e, XVI

Anexo 21: % DNA Binding para a concentracdo de DNA em Wp, de 0,2043 (mg/mL) em
diferentes tempos de amostragem (horas). Teste 6 da Tabela 7-3. .......cccccovvvveviveiiiiennnn, XVII

Anexo 22: % DNA Binding para a concentracdo de DNA em Wop, de 0,4361 (mg/mL) em

diferentes tempos de amostragem (horas). Teste 7 da Tabela 7-3. .........ccccoceveevvcieceennenn, XVII

Anexo 23: % DNA Binding para a concentracdo de DNA em Wp, de 0,6057 (mg/mL) em
diferentes tempos de amostragem (horas). Teste 8 da Tabela 7-3. .......ccccceovvveiveieniennnn, XVII

Anexo 24: % DNA Binding para a concentracdo de DNA em Wop, de 0,8593 (mg/mL) em

diferentes tempos de amostragem (horas). Teste 9 da Tabela 7-3. ..........cccccevveiveieceenenn, XVII

Anexo 25: % DNA Binding para a concentracdo de DNA em Wp, de 1,0192 (mg/mL) em
diferentes tempos de amostragem (horas). Teste 10 da Tabela 7-3. ..o vvvevveiviiennnnn, XVII

Anexo 26: Caracterizagdo por GPC de uma solugdo contendo proteina BSA com detecdo UV a
VA2 1 0 | TSR U TSRS U PSP PPRPR XV

Anexo 27: Caracterizacdo por GPC de uma solugéo contendo proteina BSA com detecdo UV a
A A ] 0 PR XIX

XXXiii



Anexo 28: Analise comparativa da caracterizacdo por GPC de uma solugdo contendo proteina
BSA com deteGao UV @223 € 277 NIM.....oviiiiiiiiiieieeeee et XX

Anexo 29: Caracterizagdo por GPC da amostra 0 recolhida da solu¢do a pH=7 do hidrogel HGS.

Anexo 30: Caracterizacdo por GPC da 9% amostra recolhida da solucdo a pH=7 do hidrogel
[ TSR PPR XXII

Anexo 31: Caracterizacdo por GPC da amostra 0 recolhida da solu¢do a pH=7 do hidrogel HG9
(SEM INCIUSAD U8 BSA). ...ttt te e e s beenae e e nneas XXIHI

Anexo 32: Caracterizacdo por GPC da amostra 0 recolhida da solucdo a pH=2 do hidrogel
o [ PSRRI XXIV

Anexo 33: Caracterizacdo por GPC da amostra 0 recolhida da solu¢do a pH=2 do hidrogel
HG10 (hidrogel sujeito a diluiCA0 em 10 VEZES). .....ccveveiieiieeie et XXV

Anexo 34: Caracterizacdo por GPC da amostra 0 recolhida da solucdo a pH=2 do hidrogel
HG10 (hidrogel sujeito a diluiGio em 20 VEZES). .....cceeoveieririiiiiniieieieee e XXVI

Anexo 35: Caracterizacdo por GPC da 12 amostra recolhida da solu¢do a pH=2 do hidrogel
HG L0, oottt bttt ettt ne b neenerens XXVII

Anexo 36: Caracterizacdo por GPC da 8% amostra recolhida da solucdo a pH=2 do hidrogel
HG10 (hidrogel sujeito a diluiGao em 10 VEZES). .....cceveereerireieiierie et XXVIII

Anexo 37: Caracterizagdo por GPC da amostra 0 recolhida da solu¢do a pH=10 do hidrogel
HG11 (hidrogel sujeito a diluiCA0 em 10 VEZES). .....cc.cveevieeeeiieie e XXIX

Anexo 38: Caracterizacdo por GPC da 8% amostra recolhida da solucdo a pH=10 do hidrogel

HG AL, ettt bttt R b bbbt n e Rt een e b e XXX
Anexo 39: Caracterizagdo por GPC de uma solugédo contendo monomero NIPA. ............ XXXI
Anexo 40: Caracterizacdo por GPC de uma solugdo contendo monémero AA................ XXXII

Anexo 41: Caracterizacdo por GPC de uma solugdo contendo monémero DMAEMA. XXXIII

XXXIV



Anexo 42: Caracterizacdo por GPC de uma amostra referente a libertagdo de BSA em HG12.

Anexo 45: Caracterizagdo por GPC de uma amostra referente ao processo de purificagdo de
[ TSP XXXVII

Anexo 46: Caracterizacdo por GPC de uma solucdo aquosa de DNA (com filtracdo). XXXVIII
Anexo 47: Caracterizagdo por GPC de uma solucgéo aquosa de DNA (sem filtracdo). .. XXXIX

Anexo 48: llustracdo fotografica do equipamento de GPC (detecao simultanea de quatro sinais)

utilizado Na analise de AMOSIIAS. ......cvvveriirierie et XL
Anexo 49: llustracdo fotogréafica da coluna de fracionamento A2000 (opcional). ................. XL

Anexo 50: llustracdo fotografica do espectrofotometro (UV-VIS V-530) da marca JASCO
usado ao longo de todo o estudo na andlise das amostras recolhidas bem como do software
SPECTRA MANAGER.......ct ittt nns XLI

Anexo 51: llustracdo fotogréfica da balanca analitica utilizada ao longo dos procedimentos
experimentais. A pesagem rigorosa de todos os componentes utilizados na sintese dos hidrogéis
é de extrema importancia na obtencao de bons resultados. Também se pode visualizar as varias

solucdes de BSA utilizadas para a determinacdo da curva de calibracdo de BSA................ XLI

Anexo 52: llustracdo fotografica da Albumina de Soro Bovino (BSA). Produto adquirido a
SIGMA ATATTICN. e bbbt XLII

Anexo 53: llustragdo fotografica do monomero NIPA. Monomero utilizado na sintese de

hidrogéis sensiveis a temperatura. Produto adquirido a Sigma Aldrich. ...........c..cccccveni. XLII

Anexo 54: llustracdo fotografica do reticulante (MBAm) e catalisador (TEMED),
respetivamente, necessarios na sintese de hidrogéis. Produtos adquiridos a Sigma Aldrich.

XXXV



Anexo 55: llustracdo fotografica do iniciador (APS) utilizado no processo de sintese de
ATOGEIS. ..t bbbt b e et b XLII

Anexo 56: llustracdo fotografica do processo de borbulhamento do mondémero com argon
durante a polimerizacao. Desta forma, realiza-se a remocao de Oz (que funciona como inibidor)

de modo a manter o0 meio reacional desgasificado.............ccceveieeiiiie i XLIV

Anexo 57: llustragdo fotografica do processo de sintese do hidrogel HG1 (BSA/NIPA) por FRP
ATEMPErALUrA € 25 PC. .ttt sttt nreereenes XLIV

Anexo 58: llustracdo fotografica de um material contendo BSA ap0s a sua polimerizacéo a 25
°C e com a adicio de 100 ML de WDI. c.ccveieieiiiiniesiiseeeeie e XLIV

Anexo 59: llustracao fotografica do instrumento de vacuo no processo de filtragem do polimero.

Anexo 60: llustracdo fotografica dos polimeros MIH e NIH, respetivamente. Ap6s inchamento
em 10 mL de Wpj CONENTO BSA......c.ooiieieiestcesee st XLV

Anexo 61: llustracdo fotografica dos polimeros MIH e NIH, respetivamente, apds secagem
depois de abSOrGAD U8 BSA. ..ottt et XLV

Anexo 62: llustracdo fotografica dos polimeros MIH e NIH, respetivamente, obtidas por

microscopio eletrénico antes de secagem para posterior libertacdo de BSA. ........c..c...c....... XLV

Anexo 63: llustracao fotogréafica do aspeto morfol6gico dos hidrogéis MIH (HG1) e NIH (HG3)
sintetizados Neste trabalNO...........ooii i s XLVI

Anexo 64: llustracdo fotografica do aspeto morfoldgico dos hidrogéis HG2 e HG4 sintetizados
NESEE TrADAINO0. ... it ere s XLVI

Anexo 65: llustracdo fotografica do aspeto morfolégico do hidrogel HG5 sintetizado neste
trabalho. (Amostras apoés libertacdo a 25 e 40 °C, respetivamente)..........cccvevevvrveereennnns XLVII

Anexo 66: llustragdo fotografica do aspeto morfolégico do hidrogel HG6 sintetizado neste

trabalho. (Amostras apo6s libertacdo a 25 e 40 °C, respetivamente).........ccccoecevevenvnnanns XLVII

Anexo 67: llustragdo fotogréfica do monomero AA. Mondmero utilizado na sintese de
hidrogéis sensiveis ao pH. Produto adquirido a Sigma Aldrich.............cccconiiiiienen, XLVHI

XXXVi



Anexo 68: llustracdo fotografica do reagente &cido cloridrico (HCI) e soda caustica (NaOH),
respetivamente, utilizados na sintese de hidrogéis anidnicos e na preparacdo de solugdes-
tampPE0 ACIAAS € DASICAS. ......veeeiicieieie e XLVHI

Anexo 69: llustracao fotografica do processo de medicgéo de pH das solu¢bes com recurso a um
L] L<3 oo (oo (2N o] = RS SS XLIX

Anexo 70: llustracdo fotografica do processo de libertacdo da BSA a partir de hidrogéis
anionicos quando colocados em solugdes aquosas com diferentes valores de pH.............. XLIX

Anexo 71: Filtros utilizados nos testes de libertacdo controlada de agentes bioativos. Sdo da
marca Whatman com membrana de celulose, especificos para sistemas aquosos, € com

POrosidade de 0,45 MICION. .....iiiiiiiie ettt et et et esbeente e st e sreenteeneesseenseans L
Anexo 72: llustracdo fotografica da centrifugadora utilizada na preparacdo de amostras......... L

Anexo 73: Aspeto morfoldgico do hidrogel HG15 (sem inclusdo de BSA) quando colocado em
metanol para purificacdo da rede (lado esquerdo) e aspeto do hidrogel depois de ser levado a

estufa de vacuo a secar (1ad0 direit0). .......c.corvrererieiri e LI
Anexo 74: Estufa de vicuo usada no processo de secagem de hidrogeéis. .........cccccevverereennnne. LI

Anexo 75: llustracdo fotografica do Acido Desoxirribonucleico (DNA) de salméo. Produto

adquirido @ SIgma AlAIICH. .......oiie e LIl

Anexo 76: llustracdo fotografica do iniciador (VAO044) utilizado no processo de sintese de
UATOGEIS. ...ttt b ettt st e sttt ettt et n e ne e e LI

Anexo 77: llustracdo fotografica dos reagentes utilizados na preparacdo de solugdes-tampao.

Anexo 78: llustracdo fotogréafica da solucdo de HCI, solucdo de PDMAEMA protonada e do

polimero pré-sintetizado SeCo, reSPEtiVAMENTE. .......cccveieiieieere e LI

Anexo 79: Estruturas quimicas e propriedades de mondmeros e reticulantes usados na sintese
(o L3 oo [T 1= 1 ST U USRI LIV

Anexo 80: Estruturas quimicas e propriedades dos iniciadores e catalisadores usados na sintese
A8 NIATOGEIS. ...ttt bbbttt n bbb nne s LV

XXXVil



Anexo 81: Estruturas tridimensionais e propriedades das moléculas alvo utilizadas neste
EFADAINO. ...t re e LVI

XXXVl



Introdugéo

Capitulo 1. Introducao

1.1 Motivacao

Através deste estudo pretende-se avaliar a utilidade de hidrogéis inteligentes em areas bastantes
importantes como a Medicina, nomeadamente no tratamento de doencas onde a libertacédo
controlada e a libertacdo localizada de farmacos podem ter um papel critico. De facto, a
tecnologia de libertagdo de principios ativos tem evoluido bastante nos Gltimos anos de modo
a tentar ultrapassar algumas falhas dos sistemas de libertacdo convencionais. A dificuldade em
manter os niveis de agentes terapéuticos dentro de um intervalo de concentracdes (de modo a
evitar a toxicidade inerente ao seu excesso) exemplifica as limitacdes associadas a muitos tipos
de tratamentos. Para além disso, agentes ativos que necessitam de administracdo frequente, ou
continua, de modo a conseguir-se um efeito longo e prolongado, muitas vezes traduzem-se no
desconforto do paciente, ou na necessidade de utilizacdo de cateteres, para aplicacdo de
dispositivos externos. Com a utilizacdo de sistemas de libertagdo controlada, através de uma
dose apenas, consegue suster-se 0s niveis de agentes ativos dentro dos patamares desejados e
por longos periodos de tempo [1]. Sabe-se que para o tratamento de cancro, a administracdo
oral de sistemas que possibilitam uma libertacdo controlada e local apresenta enormes
vantagens relativamente as técnicas convencionais. No entanto, a aplicacdo destes sistemas é
algo complexo devido as barreiras quimicas, fisicas e fisioldgicas presentes no estbmago e
intestino delgado. Com a degradacdo ou absorcao do principio ativo nesses locais, 0 mesmo
interage com tecidos e células saudaveis, dando origem a efeitos adversos e originando que a
quantidade disponivel nas zonas alvo néo seja suficiente para garantir a eficacia do tratamento.
Em consequéncia, tém sido desenvolvidas novas estratégias para proteger o principio ativo, por
exemplo das condicBes adversas do estbmago e intestino delgado, minimizando a sua libertacdo
nesses locais. Muitas dessas estratégias passam pela consideracéo de polimeros biodegradaveis.
Esta classe de polimeros tem sido muito utilizada, desde h& varios anos, uma vez que aumenta
a acdo terapéutica dos principios ativos no organismo, ndo sendo necessaria uma posterior
remocgdo do sistema [2]. Os polimeros possuem diversas propriedades Uteis neste contexto,
sendo possivel conjuga-las e criar sistemas de libertagdo controlada (ex. no cdlon), que
protegem o principio ativo até este ser libertado. Por exemplo, a utilizagdo de polimeros com
propriedades especificas tais como a dissolucdo apenas em meios alcalinos ou a sua degradacéo

por determinados microorganismos presentes no colon, origina sistemas de libertacdo cada vez
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mais eficazes. O presente trabalho ira focar-se apenas no estudo de agentes terapéuticos
bioldgicos, considerando como macromoléculas modelo a proteina BSA (albumina de soro
bovino) e 0 DNA de salmédo. Uma das aplica¢cbes mais importantes no recurso aos polimeros
biodegradaveis contendo proteinas deriva da sua protecdo em ambientes adversos. Estes
polimeros operam como transportadores capazes de direcionar 0 agente terapéutico (ex.
proteina), diretamente nos o6rgdos, tecidos e células [3]. O direcionamento proporciona
seletividade e menos toxicidade. Doencas genéticas adquiridas durante a vida, como o cancro,
doencas do coracdo e infecdes virais tém sido alvos importantes de estudos recentes em Terapia
Genética. Genericamente, nesta area, utilizam-se novos genes com recurso a material genético
disponivel (vacinas de DNA) na tentativa que possam interferir no metabolismo da célula
cancerosa, bloquear a replicagdo viral ou simplesmente estimular o sistema de defesa
imunoldgico [4]. Os polimeros inteligentes apresentam-se nesta area como potenciais veiculos
de transporte de genes, o0 que justifica a intensa atividade de investigacdo observada nos ultimos

anos sobre assunto.

1.2 Objetivos e Metodologia de Investigacao

O presente estudo enquadra-se no Mestrado de Tecnologia Biomédica, centrando-se
principalmente na producdo e caracterizacdo de hidrogéis inteligentes, sensiveis a diversos
estimulos, a escala laboratorial. Paralelamente, pretende-se conhecer e aplicar de forma
aprofundada as diferentes técnicas de sintese, nomeadamente atraves da polimerizagdo radicalar
em fase aquosa (por FRP) e caracterizacdo dos hidrogéis produzidos por espectroscopia UV-
Vis, GPC, SPE, etc. O trabalho de investigacdo que resultou na presente dissertacdo foi
precedido de uma ampla pesquisa bibliogréfica. Deste modo, pretendeu-se adquirir um
conhecimento global sobre o tema e ganhar sensibilidade para a avaliacdo dos resultados
obtidos na componente experimental. Foi elaborada a planificacdo da componente experimental
tendo em conta a escolha de casos de estudo com caracteristicas distintas. Foi medida a
dindmica de variacdo da razdo de inchamento dos hidrogéis provocada por estimulos
(alteragdes) sobre a temperatura, o pH, ou temperatura e pH em simultéaneo [5]. A variacéo da
forca ionica foi também testada através do uso de solucbGes aquosas com diferentes
concentragdes de sais (ex. NaCl). O processo de imobilizagdo reversivel de BSA ou de DNA
de salmdo, moléculas alvo, foi quantificado em diferentes condi¢des envolventes, considerando
também solucBes aquosas de proteinas ou de DNA que procuram recriar meios biologicos.

Procurou-se assim também avaliar a seletividade dos hidrogéis preparados tendo em vista
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potenciais aplicacGes na purificacdo de biomacromoléculas. Ao longo do trabalho foi também
realizado o tratamento, analise e discussdo dos resultados obtidos nos diversos estudos
realizados.

1.3 Limitacoes e Solugdes Adotadas

No que diz respeito ao principio ativo, o0 seu tamanho e forma s@o muito importantes para a
ocorréncia da sua libertacdo, nomeadamente quando séo visadas aplicacbes biomédicas. Caso
a estrutura polimérica seja porosa e o tamanho dos poros seja superior ao tamanho da molécula
de principio ativo, a difusdo é elevada. Caso o polimero tenha poros inferiores ao tamanho da
molécula do principio ativo ou ndo tenha poros, a difusdo é bastante reduzida, devido ao
impedimento sofrido pelas moléculas de principio ativo no seu processo de libertagdo. Sabe-se
que a velocidade de libertacéo tende a diminuir ao longo do tempo uma vez que o principio
ativo mais préximo da superficie vai ser libertado em primeiro lugar e mais rapidamente em
comparacdo com 0 que se encontra no interior. Neste estudo foi provocado o
inchamento/colapso dos materiais sintetizados (hidrogéis inteligentes) de forma a estudar este
impacto na difusdo das macromoléculas presentes no seu interior (ex. proteinas). De facto, a
utilizacdo de macromoléculas como o BSA e DNA afetou o0 seu processo de libertagdo umas

vez que estes agentes bioativos difundem-se dificilmente na estrutura reticulada do hidrogel.

1.4 Organizacao dos Capitulos

O projeto de tese intitulado “Preparagdo e Teste de Hidrogéis Inteligentes para a Imobilizagao
Reversivel de Proteinas e de DNA” envolveu o conhecimento de principios de engenharia e das
ciéncias da vida. Este documento encontra-se organizado em oito capitulos. Para além deste
capitulo introdutério, onde sdo tecidas consideragdes sobre o tema abordado e explicitada a sua
importancia, é feito um enquadramento da tematica a desenvolver, assim como tragados 0s
objetivos atingir. No segundo capitulo faz-se uma fundamentacéo teorica de toda a investigacédo
realizada. Nesse capitulo é dada a defini¢do de hidrogel, quais as suas possiveis composicdes
quimicas e propriedades que justificam a sua utilizacdo para fins biomedicos. No terceiro
capitulo sdo apresentados todos os metodos experimentais que permitiram néo so a sintese mas
também a caracterizacdo dos hidrogéis. No quarto e quinto capitulo faz-se o estudo da
imobilizacdo e libertacdo de BSA em hidrogéis sensiveis & temperatura e pH, respetivamente.
Seguidamente, no sexto capitulo, procede-se a descricdo da imobilizacdo e libertacdo

comparativa de BSA em hidrogéis anionicos (contendo AA), hidrogéis cationicos (contendo
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DMAEMA) e hidrogeis termosensiveis (baseados no monomero NIPA). Por fim, apresenta-se
no sétimo capitulo toda a componente experimental relativa a imobilizacéo e libertacdo de DNA
em hidrogéis cationicos baseados no mondémero DMAEMA. As consideracfes finais e
trabalhos futuros acerca da temaética abordada sdo mencionados no oitavo capitulo e visam
esclarecer e sistematizar toda a informacao recolhida anteriormente. Por fim, enumeram-se as
referéncias bibliogréficas que serviram de base ao desenvolvimento do estudo exposto.
Apresenta-se também em anexo a este documento principal alguma informagdo complementar
que se considera relevante neste estudo, tal como gréficos obtidos pela técnica de GPC,
equipamentos e materiais, bem como a tabela com as estruturas quimicas e propriedades dos

diversos elementos utilizados.
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Capitulo 2. Fundamentacédo Teorica

2.1 Introducéo

Ao longo deste capitulo apresenta-se a fundamentacao tedrica relativa ao trabalho proposto.
Procurar-se-a fazer a descricdo das aplicacbes dos materiais poliméricos na area dos
biomateriais. Sabe-se que a utilizacdo de hidrogéis inteligentes, nomeadamente hidrogéis
PNIPA, tem sido intensivamente estudada no que diz respeito a influéncia da estrutura e
arquitetura molecular, bem como da morfologia dos materiais, na forma como estes respondem
a estimulos que conduzem a mudangas de volume [6]. A imobilizacdo convencional de agentes
bioativos ocorre normalmente pela ligacdo irreversivel destes aos hidrogéis, acabando por se
aprisionarem no seu interior. Os hidrogéis convencionais sdo conhecidos pelo seu pequeno
tamanho de matriz e por conseguinte ndo € possivel carrega-los com moléculas de grandes
dimensbGes como as proteinas ou 0 DNA num curto espaco de tempo. Por outro lado, na
imobilizacdo através de hidrogéis inteligentes, verifica-se que o inchamento/colapso tem sido
usado para facilitar a transferéncia de massa entre o substrato e o produto imobilizado no
hidrogel [6]. Através destes é possivel imobilizar biomacromoléculas de forma eficiente. A
administracdo de agentes bioativos pode ser melhorada e facilitada em &reas menos
privilegiadas onde por vezes ndo existe supervisdo médica, mantendo-se uma forma de
dosagem capaz de assegurar o nivel de dose, sem exceder o nivel toxico [7]. Assim, pretende-
se em primeiro lugar proceder a sintese de hidrogéis inteligentes de estrutura adequada e
seguidamente avaliar a funcdo dessa matriz polimérica na imobilizacdo reversivel de

biomacromoléculas.

2.2 Materiais Poliméricos como Biomateriais

Os materiais poliméricos e a sua utilizacdo quotidiana remontam a Antiguidade, sendo que, no
entanto, nesse tempo, apenas eram utilizados materiais de origem natural, como o ambar, a
seda, a celulose, 0 amido e a borracha natural. Foi a partir do século XVIII, com a evolugdo da
tecnologia de sintese em Quimica Orgénica, que a producdo de novos polimeros de origem
sintética e a modificacdo dos naturais ja em uso aumentaram [8]. Biomateriais podem ser
descritos como materiais de origem natural ou sintética que sdo passiveis de serem utilizados
ou adaptados para uso médico, implicando a sua interacdo com sistemas bioldgicos. Neste

contexto especifico de aplicacdo, destacam-se quatro grupos distintos de materiais que podem
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ser utilizados como biomateriais: ceramicos, metais, polimeros e compositos. O interesse em
biomateriais como 0s polimeros prende-se com a sua facilidade de preparacdo, a grande
variedade de compostos gerados por reacdes de polimerizacgao e a sua biocompatibilidade. As
suas aplicacdes na area da medicina sdo vastas, indo desde a oftalmologia (na criacdo de novas
lentes), ortopedia, cardiologia e cirurgia cardiovascular, até aos sistemas de libertacéo
controlada [8]. A utilizacdo de polimeros tem vindo a aumentar na area médica com vista a
substituicdo de materiais classicos como os metais. Outro fator importante a considerar na
utilizacdo de polimeros como biomateriais é a sua biodegradagdo. Nos casos em que o polimero
ndo se degrada dentro do corpo é necessario a remoc¢do do mesmo com recurso a cirurgia,
implicando um elevado custo e risco para o paciente [9]. Desta forma, o uso de polimeros
biodegradaveis ¢ muito importante. Este tipo de material degrada-se in vivo em fragmentos
menores que podem ser excretados pelo corpo. A degradacdo pode ocorrer através de um
processo bioldgico ativo (através da participacdo de enzimas presentes no organismo), por meio
passivo (como resultado de rea¢fes quimicas) ou simplesmente pela solubilizacdo do polimero
[9]. Uma das propriedades mais importantes dos biomateriais é a sua capacidade de
desempenhar uma funcdo com uma resposta bioldgica nos tecidos adequados dentro da
aplicacdo especifica a que se destina, sendo designada por biocompatibilidade. Assim, estes
materiais devem ser isentos de produzir qualquer tipo de resposta bioldgica adversa, de maneira
que devem ser ndo-toxicos, nao-carcinogénicos, ndo-antigénicos, ndo-mutagénicos e nado-

trombogénicos [10].

2.3 Hidrogéis
Hidrogéis sdo redes tridimensionais de polimeros hidrofilicos capazes de reter uma grande
quantidade de agua ou fluidos “bioldgicos”, mantendo-se sempre no estado sélido, uma vez que
sdo insoluveis devido as suas caracteristicas fisico quimicas. Assim, os hidrogéis podem inchar
dramaticamente na presenca de uma solucdo aquosa [11]. Embora a definicdo de “hidrogéis
macroporosos” tenha vindo a ser amplamente discutida, em geral eles sdo definidos como
hidrogéis com poros maiores que 50 nm [12-14]. Devido a sua composicao, os hidrogéis podem
ser divididos em hidrogéis poliméricos naturais ou sintéticos, ou uma combinagdo das duas
classes anteriores [14, 15]. Se 0os compararmos com os hidrogéis convencionais, verificamos
gue os hidrogéis macroporosos tém uma taxa de inchamento muito superior. Por exemplo, as
suas taxas de inchamento (medidas como o tempo necessario para atingir um determinado nivel

de inchamento maximo) estdo dentro de minutos, enquanto no caso dos hidrogeis convencionais
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€ uma questdo de horas ou dias. Isto deve-se ao facto de o inchamento dos hidrogeis ser
controlado por difuséo dos solutos para dentro e para fora da matriz de gel, sendo muito mais
facil e mais répido o soluto passar através de poros de grandes dimensfes, como acontece no
caso dos hidrogéis macroporosos [14]. Atualmente tem-se observado um interesse crescente
em hidrogéis preparados a partir de polissacarideos. Estes ndo sdo mais do que hidratos de
carbono nos quais ocorre uma repeti¢do da sua unidade estrutural, um sacarideo. A sua elevada
hidrofilicidade, a facilidade com que se consegue produzir hidrogéis a partir deles e a sua
biocompatibilidade tém feito destes materiais um objeto de estudo extremamente utilizado na
preparacdo de hidrogéis para fins biomédicos [9]. Hennik considerou que um hidrogel de
dextrano biodegradavel que se baseia em interacdes fisicas é particularmente adequado na
libertacdo controlada de proteinas biologicamente ativas [12]. Outras areas em que 0s hidrogéis
tém um papel de elevada importancia sdo na engenharia de tecidos (scaffolds), em curativos
para ferimentos e queimaduras, regeneracdo e reparacdo de 6rgdos, sistemas de libertacdo
controlada de agentes terapéuticos (farmacos ou genes) e em superficies termosensiveis [10,
16].
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Figura 2.1: Representagdo esquematica do processo de libertagdo de um principio ativo, aprisionado num

hidrogel, quando este é submetido a um dado estimulo (adaptado de [1]).

Ambientalmente, os hidrogéis sensiveis tém a capacidade de responder a uma série de estimulos
fisioldgicos do organismo (Figura 2.1) [17]. Podendo apresentar alteracBes dramaticas no seu
comportamento de inchamento, na sua estrutura de rede, permeabilidade, resisténcia mecénica
em resposta a alteragdes no pH, forga iénica do liquido circundante, carga elétrica, luz UV-Vis

ou até mesmo na temperatura [1, 14, 18].

2.4 Hidrogéis Inteligentes

Hidrogéis inteligentes séo hidrogéis que incham e colapsam reversivelmente devido a pequenas

alteracdes nas condicGes ambientais, tais como a temperatura, o pH, o campo elétrico e
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magnético, a luz na regido UV-Vis, a pressdo, a forca ionica, o solvente, etc. [11, 19]. A
temperatura e o pH sdo variaveis amplamente utilizadas uma vez que sdo estimulos faceis de
controlar [12, 20]. O exemplo mais comum de estimulo térmico é a elevagdo da temperatura
corporal sob condicGes febris provocadas por pirogéneos. Variacdes de pH estdo presentes no
corpo humano, em diferentes 0rgaos, tecidos e compartimentos celulares, ou até mesmo em
areas tumorais. Estas variacGes tornam-se ébvias no trato gastrointestinal, onde o pH passa de
acido (pH=2) no estbmago, a basico (pH=5-8) no intestino (Figura 2.2) [16].

pH acido

pH basico

Figura 2.2: Esquema do comportamento de um hidrogel sensivel ao pH (adaptado de [21]).

Hidrogéis fisicos tém uma importancia diferente dos hidrogéis quimicos. Enquanto os primeiros
formam redes transientes que poderdo ser “dissolvidas” por adicdo de aditivos e contém
ligagBes idnicas na sua constituicdo, os hidrogéis quimicos mantém a sua integridade por
periodos normalmente maiores, ndo sdo reversiveis, contém ligacGes covalentes e necessitam
de um iniciador para a reacdo (Figura 2.3) [16]. De todos os polimeros existentes, na Quimica,
a N-isopropilacrilamida (PNIPA) representa talvez o polimero mais amplamente estudado, pois
responde facilmente as variacGes de temperatura e pH [5]. O hidrogel PNIPA exibe uma

temperatura de transicdo de cerca de 36 °C quando em solucdo aquosa [12, 14].

Interactes
fisicas
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@
2
=]
reticulagbes
Hidrogel quimico Hidrogel fisico

Figura 2.3: Estruturas representativas de um hidrogel quimico e fisico, respetivamente (adaptado de [16]).
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2.5 Tipos de Hidrogéis Sensiveis a Temperatura

Os hidrogéis sensiveis a temperatura sdo provavelmente o tipo de hidrogéis mais estudados em
sistemas de libertacdo de agentes terapéuticos. Estes hidrogéis tém a capacidade de inchar e
colapsar com mudancgas na temperatura do fluido envolvente, podendo ser classificados em

hidrogéis termosensiveis negativos, termosensiveis positivos ou termoreversiveis [21, 22].

2.5.1 Hidrogéis Termosensiveis Negativos

Hidrogéis termosensiveis negativos tém uma temperatura de solucéo critica inferior (LCST) e
contraem com o aquecimento acima da mesma (Figura 2.4). Sdo hidrogéis que mostram um
comportamento on/off na libertagdo de agentes bioativos, on a baixas temperaturas e off a altas

temperaturas, permitindo uma libertacao pulsatil do agente bioativo [21, 23].
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Figura 2.4: Esquema ilustrativo do comportamento reversivel idealmente esperado para hidrogéis termosensiveis

negativos com o aquecimento e o arrefecimento da solugdo aquosa que os contém [21].
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Figura 2.5: Estrutura quimica do polimero sensivel a temperatura resultante da polimerizagcdo de NIPA [9].

A transicdo de fases da PNIPA € o resultado do balanco entre os grupos hidrofilicos e
hidrofobicos presentes nas cadeias poliméricas (Figura 2.5). Com a reducdo da temperatura, 0
caracter hidrofilico sobrepde-se ao hidrofdbico, e vice-versa quando a temperatura aumenta.
Com base neste aspeto, a estrutura e as propriedades da PNIPA podem ser alteradas. Uma
solugdo aquosa de PNIPA gelifica para temperaturas acima de 32 °C. Abaixo deste valor, a
entalpia, que é maioritariamente devida as ligacbes de hidrogénio entre os grupos polares do

polimero e as moléculas de agua, leva a total dissolucdo do polimero [9, 21] .
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Tém sido realizados diversos estudos de caracterizacdo de géis a base de PNIPA para a sua
aplicacdo como biomaterial. Alvarez-Lorenzo sintetizou um hidrogel contendo quitosano e
PNIPA, na tentativa de introduzir uma maior biocompatibilidade do gel, mantendo, ao mesmo
tempo, o seu caracter termosensivel [9]. Por outro lado, Kurisawa desenvolveu com sucesso um
vetor de base PNIPA para que ocorresse a transferéncia genetica, favorecendo a temperaturas
baixas a protecdo de DNA, impedindo a DNAse de degradar a cadeia genética [9, 24]. Outros
estudos procuraram ainda verificar a compatibilidade do gel com o organismo permitindo a sua
aplicacdo como biomaterial. Assim, foi estudada a citotoxidade destes géis em culturas de
células intestinais e do pulméo, obtendo-se resultados de baixa ou nenhuma toxicidade do
polimero [9, 25, 26].

Na Figura 2.6 encontra-se a analise do mondmero NIPA a 0,2 % pela técnica de GPC.
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Figura 2.6: Cromatograma do monémero NIPA a 0,2% obtida pela técnica de GPC. Andlise realizada numa coluna

contendo o hidrogel AA sintetizado por este grupo de investigago (LSRE).

2.5.2 Hidrogéis Termosensiveis Positivos
Hidrogéis termosensiveis positivos tém uma temperatura de solugdo critica superior (UCST).
Estes contraem apés arrefecimento abaixo da UCST. A razdo de inchamento de redes de

polimeros de PAA depende ligeiramente da temperatura de forma positiva [21].

2.5.3 Hidrogéis Termoreversiveis
Sédo diversos os estudos efetuados com o objetivo de sintetizar e caracterizar hidrogéis com
dupla sensibilidade. Tem sido conseguido através de copolimerizacdo de monomeros

termosensiveis, como a NIPA, com monomeros sensiveis ao pH, tais como o AA [21]. Neste

10
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trabalho foram sintetizados hidrogéis sensiveis apenas a um estimulo individualmente. Esta
nova classe de copolimeros consegue detetar mudancas ambientais no meio fisioldgico e
encontra potencial utilidade na libertacdo intracelular de agentes terapéuticos em que as
pequenas diferencas de pH através da membrana endossomal desencadeiam a libertacdo de
proteinas ou DNA [21].

2.6 Tipos de Hidrogéis Sensiveis ao pH

Os hidrogeéis sensiveis ao pH sdo produzidos com base em polimeros que possuem grupos
ionicos livres. A presenca desses grupos, que em solucdo aquosa estdo ionizados, origina forcas
de repulsdo eletrostatica, induzindo alteracGes na rede do polimero (expansdo do polimero)
[21]. O acido acrilico (AA), estudado neste trabalho, é um exemplo de um polimero idnico
sensivel ao pH. O inchamento induzido pelo pH é observado também em polimeros naturais,

tais como, albuminas, gelatinas e quitosano [21].

2.6.1 Hidrogeéis Anidnicos

Redes de hidrogéis anidnicos sdo geralmente referidas como homopolimeros de acidos
carregados negativamente, monomeros anionicos ou copolimeros de monémeros anionicos e
neutros. Os hidrogéis anionicos sdo conhecidos pela sua capacidade de apresentar uma elevada
razdo de inchamento com o aumento do pH do meio envolvente [27]. Na Figura 2.7 observa-se
um conjunto de polimeros vulgarmente utilizados na composicdo destes tipos de hidrogéis

(redes tridimensionais desses polimeros).
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Figura 2.7: Exemplos de estruturas quimicas de base de hidrogéis aniénicos com destaque no hidrogel baseado

em Acido Acrilico por se tratar do mondémero base em estudo (adaptado de [21]).

Varios sdo os investigadores que tém estudado os comportamentos de inchamento dindmico de
hidrogéis anidnicos sensiveis ao pH. Geralmente, estes contém grupos carboxilicos, tal como o
AA [21]. Nas Figuras 2.8 e 2.9 séo ilustrados os comportamentos esperados para os hidrogéis

anionicos em funcdo do pH do meio circundante.
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Figura 2.8: Representagdo esquematica do comportamento esperado para um hidrogel aniénico em meio 4cido

(contragdo da rede de polimero) [21].
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O

Figura 2.9: Representacdo esquematica do comportamento esperado para um hidrogel anidnico em meio alcalino

(inchamento da rede de polimero) [21].

2.6.2 Hidrogéis Cationicos

Homopolimeros bésicos carregados positivamente, mondémeros catidénicos ou copolimeros de
mondmeros catidnicos e neutros sao geralmente referidos como redes de hidrogéis catiénicos.
Redes de polimeros com grupos catidnicos funcionam contrariamente a redes de polimeros com
grupos anionicos, uma vez gue permanecem colapsados em meio basico e inchados em meio
acido devido a repulsdo eletrostatica entre os grupos carregados positivamente [21]. Nas
Figuras 2.10 e 2.11 sdo ilustrados os comportamentos esperados para os hidrogéis cationicos

em funcdo do pH do meio circundante.

OH

Figura 2.10: Representagdo esquematica do comportamento esperado para um hidrogel cationico em meio

alcalino (contracao da rede de polimero) [21].
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Figura 2.11: Representacéo esquematica do comportamento esperado para um hidrogel catiénico em meio acido

(inchamento da rede de polimero) [21].

Na Figura 2.12 observa-se o comportamento de hidrogéis anionicos e catiénicos quando

colocados em solucfes aquosas.
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Figura 2.12: Esquema comparativo do comportamento de hidrogéis anidnicos e catiénicos em solu¢des aquosas

acidas e alcalinas [28].

2.7 Hidrogéis Sensiveis a Forcas lonicas

Devido ao movimento de ides, tanto os hidrogéis aniénicos como os cationicos sao sensiveis a
variacdo de forgas ionicas (concentracdo de sais), como se ilustra de forma simples na Figura

2.13.
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Figura 2.13: Esquema ilustrativo do comportamento teoricamente esperado para hidrogéis i6nicos em solucdo
aquosa com adicdo de um sal (ex. NaCl). A eventual libertacdo de um agente terapéutico (farmaco, proteina ou

DNA) pode ser promovida quando o hidrogel se encontra contraido, por acdo do aumento da forca idnica [21].

2.8 Sistemas Biologicos

A Natureza é constituida por um grande numero de sistemas biol6gicos, tanto a macro como a
microescala, cujas interacdes sdo a base de uma quantidade infindavel de processos. As
proteinas sdo um dos elementos fundamentais existentes na natureza [29]. Estas
macromoléculas desempenham funcBes cruciais em essencialmente todos 0S processos
bioldgicos, atuando como catalisadores, transportadores e armazenadores, fornecem apoio
mecéanico e prote¢do imunitaria, transmitem impulsos nervosos, controlam o crescimento e
diferenciacdo, entre outras fungGes. Outra classe muito importante de macromoléculas sdo 0s
acidos nucleicos [29]. Os &cidos nucleicos incluem 0 DNA e 0 RNA e séo os responsaveis pela
codificacdo, transmissdo e expressao da informacao genética. As proteinas tém a tendéncia de
se associarem a outras macromoléculas, formando complexos estaveis que sdo a base de muitas
funcdes celulares. Para tal, sdo essenciais as interacfes proteina-proteina, proteina-ligando e
proteina-acido nucleico. A correta compreensdo deste tipo de interagfes, devido a sua

importancia, tem vindo a despertar grande interesse na comunidade cientifica [29].

2.9 Proteinas

As proteinas sdo biomoléculas de alto peso molecular existentes em todos 0s organismos Vivos.
Sdo classificadas de acordo com a sua composicao, dividindo-se em dois grandes grupos,
proteinas simples e proteinas conjugadas [30]. Muitas proteinas sdo constituidas apenas por
uma cadeia de aminoacidos, ndo apresentando nenhum outro grupo quimico. Estas sdo
consideradas proteinas simples, como a albumina. Entretanto, existem outras proteinas que
além dos aminoacidos apresentam outros componentes quimicos e sdo chamadas de proteinas
conjugadas [31]. A parte ndo aminoacidica de uma proteina conjugada é chamada de grupo

prostético. As proteinas conjugadas sdo classificadas de acordo com a natureza dos seus grupos
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prostéticos, onde lipoproteinas contém lipidos, glicoproteinas contém moléculas de acgucar e
metaloproteinas contém um metal especifico. Normalmente este grupo prostético ira
desempenhar um papel importante na funcéo das proteinas [31].

A biossintese de uma proteina consiste num processo complexo de multiplas reacdes em que
intervém o mRNA resultante da transcricdo do gene codificante para a proteina, ribossomas,
tRNA e fatores proteicos. A sintese de uma proteina biologicamente ativa esti dependente de
multiplos fatores que estdo associados, desde a transcri¢do do gene que codifica a proteina até

as modificacOes na estrutura final que codificam a atividade da mesma [32].

2.9.1 Forma

Relativamente a forma das proteinas estas podem ser globulares, em que a cadeia polipeptidica
enovela-se de maneira compacta, resultando numa molécula esférica e globular. Sdo geralmente
sollveis em agua e desempenham diversas func¢bes, como é o caso das enzimas, albumina,
globulinas e a hemoglobina [31]. Por outro lado, quando a cadeia polipeptidica € arranjada em
forma de longos corddes ou em forma de folhas, as proteinas designam-se por fibrosas. Sdo

geralmente insoltveis em agua, sendo exemplo disso o colagénio [31].

2.9.2 Niveis de Organizacao Estrutural de Proteinas

Muitas conformacdes diferentes sdo possiveis para uma macromolécula como € o caso das
proteinas. Contudo, poucas sdo as conformagBes com atividade bioldgica, sendo chamadas de
conformac@es nativas. Conceitualmente, a estrutura das proteinas pode ser dividida em quatro
diferentes niveis de organizacdo: primario, secundario, terciario e quaternario, tal como se
observa na Figura 2.14 [31].

A sequéncia linear dos aminoéacidos unidos por ligacbes peptidicas determina a estrutura
priméaria das proteinas. Esta estrutura resulta numa longa cadeia de aminoacidos, com uma
unidade amino numa extremidade (NHz) e uma unidade carboxil na outra extremidade (COOH)
[31]. A estrutura primaria pode ser desfeita por meio da hidrélise quimica ou enzimatica das
ligacGes peptidicas, gerando peptideos ou aminoacidos livres. Esta sequéncia contém toda a
informagdo necessaria para que a proteina se enovele alcangando a sua conformacao nativa
[31].
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Figura 2.14: Representacdo dos quatro niveis de organizacdo estrutural das proteinas [31].

A estrutura secundaria das proteinas refere-se ao dobramento regular de regiGes da cadeia
polipeptidica [31]. Os dois tipos mais comuns de estrutura secundaria sdo: a-hélice e folha p-
pregueada (Figura 2.15). As estruturas em a-hélice apresentam-se em aspeto cilindrico com
arranjo helicoidal dos aminoéacidos, que é mantido pelas ligacdes de hidrogénio paralelas ao
eixo da hélice. Nas estruturas em folha B-pregueada, as ligacdes de hidrogénio formam-se entre
as regides adjacentes do polipeptideo que estdo na mesma direcdo (paralelas) ou em direcbes

opostas (antiparalelas) [31].

A B

¥

Figura 2.15: Representacdo esquematica das estruturas secundarias. (A) a-hélice e (B) folha B-pregueada [31].

A estrutura terciaria refere-se ao arranjo tridimensional de todos os aminoacidos da cadeia
polipeptidica. A conformacdo nativa é mantida pelas multiplas interacdes ndo covalentes que
se formam entre os residuos ou agrupamentos prostéticos. A proteina precisa ainda de
estabelecer uma série de ligacGes ndo-covalentes entre as diferentes porcfes da cadeia
polipeptidica [31]. Por fim, quando o arranjo estrutural é constituido por duas ou mais cadeias

polipeptidicas com estruturas terciarias definidas, as proteinas apresentam-se na forma
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quaternaria. A natureza da interacdo entre as diferentes cadeias é do tipo ndo-covalente gerando
desde um dimero (duas cadeias) até um oligdémero (mais de duas cadeias) [31]. Cada unidade
de uma estrutura quaternéria é denominada de subunidade. Oligémeros podem ser do tipo
homo-oligdmeros (subunidades com a mesma estrutura primaria) ou hétero-oligdbmeros

(subunidades com diferentes estruturas primarias) [31].

2.9.3 Propriedades das Proteinas

As proteinas apresentam varias propriedades que podem eventualmente ser afetadas pelo seu
meio envolvente. Entre essas propriedades destacam-se as propriedades elétricas. Esta
caracteristica advém do facto de as cadeias laterais de alguns aminoacidos possuirem a
capacidade de se ionizarem em solucgdes acidas ou basicas [31]. As proteinas, assim como 0s
peptideos e amino&cidos constituintes, possuem pontos isoelétricos caracteristicos, nos quais
possuem uma carga liquida (soma das cargas positivas e negativas) igual a zero [31]. Por outro
lado, existem diversos fatores externos que podem influenciar a solubilidade das proteinas. Esta
depende diretamente da composi¢do de aminoacidos da cadeia priméaria e da sua estrutura
tridimensional, uma vez que a organizacdo das cargas e dipolos presentes na molécula é
influenciada. A solubilidade das proteinas de uma maneira em geral pode ser modificada por
fatores como o pH, a forca idnica ou a temperatura [31]. O pH afeta a natureza e a distribuicao
das cargas das proteinas. De um modo geral, as proteinas sdo mais soltveis em pH baixos
(meios acidos) ou elevados (meios alcalinos) devido ao excesso de cargas do mesmo sinal
presentes na solucdo aquosa. Estas mesmas cargas irdo produzir a repulsao entre as moléculas,
0 que diminui a formacdo de agregados (por interacdo eletrostatica) e, além disso, contribui
para uma maior solvatacdo [31]. Contudo, valores extremos de pH podem induzir a uma
desnaturacdo proteica, expondo regides hidrofébicas, o que poderd gerar agregados (por
interacdo hidrofdbica) levando a proteina a precipitacdo. Por outro lado, quando uma proteina
se encontra num meio com um pH igual ao seu ponto isoelétrico, ou seja, quando apresenta
uma carga liquida nula, a repulséo eletrostatica entre as particulas diminui, possibilitando as
interacBes proteina-proteina, gerando uma condicdo favoravel para que as moléculas se
aproximem, se unam e se precipitem [31]. Relativamente a for¢a ionica, Hofmeister estudou o
efeito da adicdo de sais a solucBes aquosas de proteinas. Este estudo levou a concluir que os
anides, presentes nos solutos idnicos, em geral, tém um efeito bastante mais pronunciado do
que os catides [16]. A solubilidade de uma proteina pode variar de acordo com a concentracao

de sal a qual ela e submetida. Em baixas concentracdes de sal, observa-se um aumento na
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solubilidade das proteinas devido a presenca de ides na solucdo. Este fendmeno é chamado de
Salting In (Figura 2.16) e é caracterizado pela interacdo entre os ides salinos e 0s grupos
carregados das proteinas, que conduzem a diminuicdo das interacdes eletrostaticas

intermoleculares proteina-proteina [16].

Catides: N{CHust Cs Bb™ NHy K° Ma®t Lit Ca¥ Mg¥

Figura 2.16: Série de Hofmeister (adaptado de [16]).

Por outro lado, pode-se verificar um processo inverso, Salting Out (Figura 2.17), produzido
pela elevada concentragdo salina. Este fendbmeno conduz a uma diminuigdo da solubilidade,
pois alguns sais, ao interagir com a agua, removem a camada de solvatacéo das proteinas, o que

facilita a formacdo de agregados que levam a sua precipitacdo [16].
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Figura 2.17: Série de Hofmeister (adaptado de [16]).

Uma grande parte das proteinas é soltvel a temperatura ambiente. O aumento da temperatura
até aos 40 °C em geral favorece a sua solubilidade. O aumento da energia cinética favorece a
interacdo do soluto com o solvente, fazendo com que se alcance um equilibrio dindmico, o qual
permite que a mesma quantidade de solvente presente no sistema possa participar na solvatacdo
de uma maior quantidade de soluto [31]. A desnaturacdo também pode ocorrer a baixas
temperaturas, sendo que cada proteina terd uma determinada estabilidade. Além disso,
mudancas bruscas na temperatura podem levar a desnaturacdo proteica afetando o seu

funcionamento e solubilidade [31].

2.10 Engenharia de Proteinas

Em sentido lato, a designacao “Engenharia de Proteinas” refere-se ao projeto intencional e
subsequente sintese de proteinas com propriedades novas e/ou melhoradas. Em sentido mais

restrito e mais vulgarmente utilizado, esta relacionada com a area de investigacdo em proteinas
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desenvolvida nos ultimos 20 anos, como resultado dos desenvolvimentos na determinacéo da
estrutura proteica, computacdo grafica, modelacdo macromolecular e tecnologia do DNA
recombinante [33]. Este ramo pode ser usado ndo s6 na obtencdo de proteinas com melhores
propriedades funcionais (atividade, especificidade ou estabilidade), mas também na localizacéo
de porc¢des funcionais em proteinas ja existentes. Os principios que surgem da investigacdo em
engenharia de proteinas relacionam a estrutura com a funcgéo e séo aplicaveis ndo so as proteinas
existentes, mas também ao projeto de producdo de proteinas de novo [33]. A engenharia de
proteinas é presentemente aplicada na inddstria e no tratamento de doencas humanas.
Normalmente a proteina de interesse € purificada e caracterizada, sendo posteriormente clonada
e expressa num organismo hospedeiro apropriado, e modificada de forma a melhorar o seu

desempenho [33].

2.10.1 Aplicacdes da Engenharia de Proteinas

A construcdo de proteinas hibridas com o objetivo de apresentar o antigénio ao sistema
imunitario e desencadear uma resposta imunologica é um dos exemplos da aplicacdo da
engenharia de proteinas a area da medicina/farmécia [33]. Existem no mercado vacinas hibridas
contra a malaria e a hepatite. Finalmente, a libertacdo direcionada de farmacos beneficiara
fortemente do desenvolvimento de proteinas de fusdo, projetadas de forma a ligarem-se
seletivamente as células causadoras da doenca, como, por exemplo, no tratamento de certos

tumores [33].

2.11 Albumina de Soro Bovino (BSA)

A albumina de soro bovino (BSA) (Figura 2.18) é uma proteina globular existente no plasma
do sangue bovino. As forcas que determinam a estrutura das proteinas globulares sdo as mesmas

que atuam sobre todas as moléculas [34].

Figura 2.18: Estrutura tridimensional da proteina BSA [35].
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Esta proteina é uma das proteinas mais estudadas e é a mais abundante no sangue bovino com
uma concentracdo tipica de 5 g/100 mL. A sua estrutura € muito similar a estrutura da HSA
(Human Serum Albumin), apresentando uma percentagem de sequéncias idénticas de
aminoéacidos de 76% [34]. O seu peso molecular é de 66,462 g/mol, e o seu ponto isoelétrico
(PI) encontra-se em volta dos 4,7-5,6 dependendo da bibliografia consultada [36]. O Pl de uma
molécula indica o pH no qual ela se encontra com a mesma quantidade de cargas positivas e
negativas [37]. Sendo uma das suas principais fungdes a contribuigdo para a manutencdo da
pressdo osmotica do sangue e do pH [38]. A analise GPC da BSA usada neste trabalho encontra-

se representada na Figura 2.19.
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Figura 2.19: Cromatograma da proteina BSA a 0,2% obtida pela técnica de GPC. Anélise realizada numa coluna

contendo o hidrogel AA sintetizado por este grupo de investigagdo (LSRE).

Varios investigadores tém estudado a estrutura e as propriedades da albumina sérica bem como
as suas interacdes com outras proteinas com o intuito de compreender todas as suas funcdes no
organismo. A BSA concentrada € usada no tratamento traumatico e em choques hemorragicos,

em queimaduras muito extensas e em casos de perda continua de proteinas [30].

2.12 Acido Desoxirribonucleico (DNA)

No inicio do século XX, pensava-se que polimeros denominados proteinas constituiam as
moléculas responsaveis pelo transporte de informag&o hereditaria de geragdo em geragéo. Tal
noc¢do devia-se sobretudo ao facto de as proteinas possuirem um alfabeto mais rico, composto
por 20 aminoéacidos, relativamente ao alfabeto do DNA composto por apenas 4 nucle6tidos

[39]. No entanto, nos anos 40, foi possivel demonstrar através de experiéncias com bactérias
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virulentas, que os genes eram compostos por DNA. Conclui-se que a molécula de DNA
transporta toda a informacao genética necessaria para controlar as atividades celulares [39].

Em 1953, Watson e Crick descobriram a estrutura tridimensional do &cido desoxirribonucleico.
O DNA é uma macromolécula polimérica composta por duas cadeias de nucleétidos que
formam uma dupla hélice. As duas cadeias da hélice estdo presas por pontes de hidrogénio entre
as bases. Um nucledtido é uma molécula composta por uma base nitrogenada, um agucar
pentose (desoxirribose no caso do DNA) e um grupo fosfato [40, 41]. Existem quatro tipos de
nucleotidos de DNA os quais diferem apenas nas bases nitrogenadas: Adenina (A), Citosina
(C), Guanina (G) e Timina (T). Como a Adenina faz sempre par com a Timina e a Citosina com

a Guanina, as duas cadeias de nucleodtidos denominam-se complementares (Figura 2.20) [42].
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Figura 2.20: Os pares de bases do DNA ligados por pontes de hidrogénio. A figura mostra a posicdo e o
comprimento das pontes de hidrogénio entre os pares de bases. As ligacBes covalentes entre os &tomos em cada
base sdo mostradas, porém, as ligagdes duplas e simples ndo sdo distinguidas [42].

Através da combinacao destes quatro tipos de bases heterociclicas, 0 DNA codifica, juntamente
com o RNA, toda a informacgdo contida no genoma, segundo as condi¢des do meio (pH,
hidratagdo ou forga ionica) [42]. O acido desoxirribonucleico (DNA), utilizado neste estudo,
foi obtido a partir de testiculos de salméo da espécie Oncorhynchus keta. A percentagem (%)
de teor de guanina-citosina (G-C) é indicado como sendo de 41,2 %. A sua massa molecular é
de 1,3 x10° Da, ou seja, contem aproximadamente 2000 bp (pares de bases) [43].
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Capitulo 3. Meétodos de Sintese e Caracterizacao de

Hidrogéis

3.1 Introducéo

Atendendo as diferentes classes de mondmeros envolvidos, as condi¢bes de sintese
(concentracbes, pH, temperatura, iniciador, etc.) foram ajustadas a cada caso especifico. Um
aspeto importante na caracterizacdo de um polimero relaciona-se com a determinacdo da sua
massa molecular média, ou mais propriamente da distribuicdo da sua massa molecular no caso
de polimeros de elevada massa molecular, dado que as suas propriedades fisicas e quimicas sao
fortemente influenciadas por este parametro. Neste capitulo serdo referidos todos 0s processos

de sintese e caracterizagdo dos hidrogéis produzidos neste trabalho.

3.2 Cromatografia de Permeacéo de Gel (GPC)

A Cromatografia de Permeagdo de Gel (“Gel Permeation Chromatography - GPC”), também
designada de Cromatografia de Exclusdo por Tamanho (“Size Exclusion Chromatography-
SEC”), ¢ um dos métodos mais utilizados na separacao e analise de materiais poliméricos. Nesta
técnica, a separacdo das espécies ocorre exclusivamente de acordo com o seu tamanho
molecular, mais precisamente, de acordo com o seu volume hidrodindmico [44].

Os empacotamentos das colunas (fase estaciondria) utilizadas neste método consistem em
particulas pequenas (= 10 um) de silica, de géis de poliestireno ou de um polimero contendo
uma rede de poros uniformes nos quais as moléculas do soluto e do solvente podem-se difundir
[44]. As colunas utilizadas neste trabalho foram A7 Guard, A6000 e A3000 da marca Viscotek
(Figura 3.1).
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Figura 3.1: llustragdo fotografica das colunas A3000, A6000 e A7 Guard, respetivamente. Colunas comerciais

usadas neste trabalho na andlise de polimeros, BSA e DNA.
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Quando se injeta uma solucdo de amostra a analisar, 0 solvente arrasta a amostra através da
coluna. As moléculas maiores do que o tamanho médio dos poros da fase estacionéria séo
excluidas e essencialmente ndo sofrem retencdo. Essas espécies sdo as primeiras a ser eluidas.
Moléculas com diametros significativamente menores do que 0s poros podem penetrar ou
permear atraveés do emaranhado de poros e ficarem retidas por tempos maiores. Estas sao as
ultimas a serem eluidas [44]. A cromatografia de permeacgdo de gel, a exemplo de outras
técnicas cromatogréaficas, € uma técnica de separacdo que neste trabalho foi equipada com
quatro sinais de detecdo, nomeadamente, indice de refracdo (RI), difracdo de luz (LS),
viscosidade intrinseca (IV-DP) e ultravioleta (UV) [19]. Se o polimero tem uma absorcdo na
regido ultravioleta e o solvente ndo tem, pode-se usar um detetor ultravioleta para detetar a
presenca de macromoléculas sintéticas ou naturais (ex. BSA ou DNA). Os detetores de LS e
IV-DP sdo necessarios na determinacdo tanto do peso molecular como da viscosidade
intrinseca. Os detetores LS fornecem uma medicdo direta do peso molecular e eliminam a
necessidade de calibracdo. Por fim, o detetor viscosimetro fornece uma medicdo direta da
viscosidade intrinseca e permite a determinacdo do tamanho molecular, conformacdo e
estrutura [5]. Na Figura 3.2 é apresentado o detetor de UV-PDA, Viscotek, utilizado na medicéo
precisa do perfil de elui¢do do polimero ou da concentracdo de proteinas e DNA, fornecendo

dados sobre o seu peso ou estrutura molecular [45].
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Figura 3.2: Representacdo fotogréafica do instrumento de luz UV usado neste trabalho [45].

Para que esta técnica seja utilizada na determinacdo da massa molecular de uma amostra
polimérica (caso ndo se use um método absoluto), é necessario construir inicialmente uma curva
de calibracdo. Para tal, séo selecionados padrdes de polimeros monodispersos de pesos
moleculares conhecidos e com caracteristicas quimicas semelhantes da amostra a analisar [44].
Na Figura 3.3 é apresentada uma representacdo esquematica simplificada do sistema de GPC-
SEC utilizada neste trabalho (ver Anexo 48).
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Figura 3.3: Representagdo esquematica do sistema de GPC em modo aberto e explicagdo do processo. (A)
Aplicacdo da amostra a coluna; (B) Percurso das moléculas de diferentes volumes moleculares, resultando na
eluicdo das moléculas maiores; (C) Eluicdo das moléculas de menor volume molecular e, no detalhe, o poro da

matriz retardando a passagem das moléculas [31, 44].

3.3 Extracao em Fase Solida (SPE)

A SPE foi introduzida no inicio dos anos 70 e passou a estar disponivel comercialmente em
1978, na forma de colunas descartaveis (estas sdao semelhantes a seringas hospitalares sem
émbolo) [46, 47]. E uma técnica de separacdo liquido-solido baseada nos mecanismos de
separacdo da cromatografia liquida de baixa pressdo, sendo usualmente empregada com o
propdsito de isolar analitos presentes numa matriz complexa [48]. O equipamento béasico
utilizado é extremamente simples, podendo, porém, ser sofisticado dependendo do problema a
ser resolvido e do grau de automacéo desejado. As etapas da extragdo resumem-se na ativagéo
da coluna, percolacdo da amostra dos analitos no solvente, eliminacdo dos interferentes da
matriz (clean up), eluicdo dos analitos e posterior concentracdo do composto de interesse [47].
A escolha do tipo e quantidade de solvente, volume de amostra e de solvente para ativagéo das
colunas e para a eluigdo dos analitos séo alguns parametros que devem ser considerados [48].
A etapa de condicionamento da coluna (com reservatorios de 0,5 a 10 mL) destina-se a ativar
o solvente, sendo que este dependerd principalmente do material a ser ativado [47]. O
condicionamento podera servir também para eluir alguma impureza presente na coluna. A
velocidade de aplicagdo da amostra é importante e pode ser ajustada, controlando-se 0 vacuo
ou a pressdo aplicada no processo. Para pequenos volumes de amostra, esta etapa pode ser

realizada somente com o auxilio da gravidade. A etapa de limpeza (clean up) é fundamental
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para eliminar compostos provenientes da matriz, que podem interferir no metodo analitico [47].
Podem-se utilizar solventes com forca de elui¢do intermédia para elui¢do de impurezas antes
do analito de interesse ser eluido. Esses solventes sdo denominados de “solventes de lavagem”
(wash solvent) [47]. As colunas de SPE existem para diversos volumes. A escolha depende de
varios fatores, entre os quais o volume de amostra a ser usado, as concentracdes e propriedades
fisico-quimicas do composto de interesse presente na amostra, 0 grau de contaminacgdo e a
complexidade da matriz [47]. Neste trabalho, recorreu-se ao uso da técnica de SPE com o
objetivo de se fazer passar soluces contendo macromoléculas de DNA de salméo através de

hidrogéis catidnicos (baseados no mondémero DMAEMA) (Figura 3.4).
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Figura 3.4: llustracdo fotografica do sistema analitico para Extracdo em Fase S6lida (SPE) (vacuo de 12 portas)

conectado a uma bomba de vacuo. Equipamento usado neste trabalho.

3.4 Polimerizacéo Radicalar Classica (FRP)

Seguidamente faz-se uma descricdo simples dos passos cinéticos envolvidos em reacGes de
adicéo de radicais livres. E abordada a polimerizac&o radicalar classica (FRP). No entanto, deve
notar-se que a formacéo de redes de polimero (das quais os hidrogéis sdo um caso particular) é

um assunto complexo por se tratar de um processo ndo-linear [21].

A polimerizacdo radicalar classica € normalmente 0 método de escolha para a sintese de
polimeros molecularmente impressos (MIP) devido ao facto de poder ser realizada sob
condicdes moderadas (ex. temperatura ambiente e pressdes atmosféricas), sendo tambem
bastante toleravel a grupos funcionais de varios monomeros e a impurezas no sistema (ex. agua)
[49]. A polimerizacdo radicalar desenvolve-se em trés passos distintos e definidos: iniciacao,
propagacdo e terminacdo. Note-se que 0 nimero e tipo de mecanismos cinéticos envolvidos na
polimerizacéo radicalar pode ser substancialmente maior, sendo aqui apenas apresentada uma

ilustracdo simples destes processos de reacdo [5, 21]. A polimerizacdo inicia-se com a
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decomposicéo do iniciador, por clivagem homolitica, em dois radicais livres capazes de quebrar
a ligacdo dupla carbono-carbono do monémero e fazer a sua iniciagdo (Figura 3.5) [5]. Para a
iniciacdo da polimerizagdo podem ser usados diferentes tipos de iniciadores com diferentes
propriedades quimicas, sendo normalmente usados em quantidades bastante inferiores as do

monomero (Figura 3.6).

CN CN CN
HyC——C——N—=N——C——CH; —— 2CH,—C + N
CHj CHj CH;

Figura 3.5: Representacdo esquematica da etapa de decomposicao do iniciador (usando AIBN como exemplo)

[5].
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Figura 3.6: Representacdo esquematica da etapa de iniciagdo do mondmero (usando &cido acrilico como exemplo)

[5].

Na etapa de propagacdo do monomero verifica-se o crescimento das cadeias de polimero
através da adicdo de um radical polimérico com uma unidade de monémero (Figura 3.7) [21].
Tipicamente, na polimerizacdo radicalar classica a velocidade de propagacdo € muito mais
rapida que a de iniciacdo [49].

v H L ——CH——CH;—CH + HyC=——="5H

COOH COoH COoH

l

i CHy — CH——CH;— CH——CH, —CH

COOH COOH COCoH

Figura 3.7: Representacdo esquematica da etapa de propagacéo do monomero [5].

A etapa de reticulagéo das ligagOes pendentes do crosslinker (reticulante) estabelece a grande
diferenca entre uma polimerizacdo radicalar linear (geralmente com formacéo de produtos
soluveis) e uma polimerizagdo radicalar ndo linear (levando potencialmente a formagéo de

géis/hidrogéis insoluveis) (Figura 3.8) [21].
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Figura 3.8: Representacdo esquematica da etapa de reticulagdo com dupla pendente do crosslinker (reticulante)
(usando MBAmM como exemplo) [5].

Neste Gltimo caso, é formada uma rede tridimensional de polimero que néo é fusivel ou néo
pode ser solubilizada em qualquer solvente. Em teoria, a reacdo de propagacao pode continuar
até que os mondmeros sejam totalmente consumidos. No entanto, é altamente improvavel esse
resultado. Frequentemente, o crescimento da cadeia de um polimero é interrompida pela fase
da terminagéo [21]. A terminacédo, geralmente ocorre por duas vias: combinagéo e dismutacgéo.
A combinacéo ocorre quando o polimero finaliza o seu crescimento através de eletrfes livres

de duas cadeias em crescimento que se juntam e formam uma Unica cadeia (Figura 3.9) [49].

S CH,—CH + HE——CHyowvw —=  AAACH,— CH——CHAAA

COOH COOH COOH COOH

Figura 3.9: Representacdo esquematica da etapa de terminagdo por combinacéo [5].

A dismutacdo ocorre quando um radical livre capta um atomo de hidrogénio de uma cadeia
ativa, originando-se uma ligacdo dupla na posi¢do do hidrogénio (Figura 3.10). A ligacdo

carbono-carbono toma o lugar do hidrogénio em falta [49].

s CH,—CH i CH—— CH
COOH COOH
s CH—=—=CH t HzC——CHgwrnws
COOH COOH

Figura 3.10: Representacao esquematica da etapa de terminagdo por dismutacéo [5].

As etapas da terminagdo sdo responsaveis em grande parte pela geracdo de produtos com

elevada heterogeneidade (populacdo de moléculas com tamanhos distintos).
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3.5 Espectroscopia de Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

A concentracdo das amostras recolhidas da solucdo resultante da libertacdo/imobilizacao,
nomeadamente de BSA e DNA, foi determinada por espectroscopia de absor¢cdo molecular no
ultravioleta-visivel (UV-Vis). Esta técnica baseia-se na Lei de Beer-Lambert que estabelece a
proporcionalidade entre a absorvancia (A) de uma solucdo de uma espécie absorvente, a um
determinado comprimento de onda, e a sua concentracio (C, em mol L), através da expresso
sequinte:

I

A= Iog(l—oj =é&C (3.1)

T

Onde lo corresponde a intensidade da radiacdo incidente, I+ a intensidade da radiacdo

transmitida, ¢ a absorvidade molar (em mol™ L cm™) e | ao percurso 6tico (em cm) [50].

Luz Incidente Luz Transmitida

:i —

Luz Absorvida

Figura 3.11: llustracdo fotogréafica das células de quartzo utilizadas na anélise das amostras em estudo assim como

um esquema ilustrativo da incidéncia de luz sobre a amostra.

Os espetros foram obtidos com o espectrofotometro (UV-Vis V-530) da marca Jasco com
células de quartzo de 2 mm e 5 mm e solvente Wp, (Figura 3.11). O software usado foi
SPECTRA MANAGER (ver Anexo 50).

3.6 Curva de Calibracdo da Proteina BSA

A medicdo da quantidade de proteina presente nas amostras das solucBes aquosas analisadas
foi efetuada usando a curva de calibracdo especifica para cada caso em estudo. Esta calibracédo
¢ construida com base na preparacdo de um conjunto de solugBes com concentracGes
conhecidas e medicdo das respetivas absorvancias no UV em modo fechado. Para isso,
escolheu-se um comprimento de onda que esteja mais préximo da maxima absor¢éo da resposta
da proteina em questdo. Segundo diversas referéncias consultadas e pelos ensaios efetuados
considerou-se o valor de 277 nm para o comprimento de onda da albumina de soro bovino

(BSA). Inicialmente foi preparada uma solu¢do mée contendo 100 mL de Wp, e 101,1 mg de
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proteina BSA, sendo levada ao banho de ultrassom (US) de forma a favorecer uma maior
interacdo entre as fases, obtendo-se uma solugdo homogénea. Através da razdo da massa de
albumina e do volume de &gua obtém-se a concentracdo de albumina da solugdo mae (mg/L ou
ppm) que serd utilizada para calcular as concentracdes efetivas para as diversas diluices.
Foram efetuadas 5 dilui¢cbes em frascos de 20 mL, onde se colocaram igualmente 0,02 L de
Whp para diferentes volumes de solucdo mée (L) (ver Anexo 51). Nas Figuras 3.12 e 3.13 séo
apresentadas as curvas de calibragdo da proteina BSA utilizada neste estudo que foram obtidas
através da técnica de espectroscopia UV-Vis.
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Figura 3.12: Curva de calibracdo da proteina BSA

Concentracgédo efectiva (mg/L)

Figura 3.13: Curva de calibracdo da proteina BSA

obtida por espectroscopia de ultravioleta (UV) usando  obtida por espectroscopia de ultravioleta (UV) usando

um comprimento de onda A=277 nm. Calibragio um comprimento de onda A=277 nm para confirmacéo

inicial. da curva de referéncia (Figura 3.12). Calibracdo

realizada a meio desta investigagao.

A calibracdo apresentada na Figura 3.12 foi realizada no inicio desta investigacdo. Para avaliar
eventuais alteracdes desta calibracdo (ex. devido ao efeito da lampada UV ou das células
usadas) foi repetida a calibragdo a meio desta investigacao (Figura 3.13). Contudo, ndo foram
observadas diferencas significativas entre as duas calibragdes.

3.7 Considerag0es Finais

Em resumo, neste capitulo foram descritos os métodos de sintese e caracterizacdo de hidrogéis
que serdo aplicados na imobilizacdo de BSA e de DNA de salmao. Foi descrita a técnica de
GPC que pode ser usada para a caracterizagcdo dos materiais produzidos (nomeadamente a
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estrutura da parte soltvel dos hidrogéis) e também para quantificar a presenca de BSA ou DNA
em solugbes aquosas (ex. em resultado da sua libertacdo a partir dos hidrogéis). Neste trabalho
foi usado o instrumento de GPC da marca Viscotek, modelo GPCmax VE 2001 que integra um
modulo de bombagem de eluente (dgua nesta investigacdo) e quatro detetores em série,
nomeadamente o indice de refracéo (RI), dispersdo de luz (LS), viscosidade intrinseca (IV-DP)
e ultravioleta (UV). Consideraram-se diferentes combinacgdes das colunas de fracionamento de
tamanhos de molécula disponiveis, nomeadamente a pré-coluna de protecdo A7 Guard e as
colunas A2000 (opcional) (ver Anexo 49) + A3000 + A6000, todas também da marca Viscotek.
A detecdo UV é aqui especialmente util dado que tanto o BSA como o DNA podem ser
quantificados considerando este sinal. No entanto, como a frente discutido, a operagdo com
estas moléculas de grande dimensdo (BSA e DNA) no sistema de GPC ¢ bastante dispendiosa
economicamente podendo inclusive danificar o equipamento (ex. entupimento de capilares e
colunas). Por esta razdo, na monitorizacdo destas moléculas foi privilegiado o uso de detecdo
UV em modo batch, tendo sido considerado neste trabalho o espectrofotometro da marca Jasco,
conforme também descrito neste capitulo. Em alternativa ao funcionamento com as colunas
comerciais do sistema de GPC, foi também considerada a operacdo em colunas empacotadas
com hidrogéis sintetizados neste laboratério (ex. baseados em &cido acrilico) e posteriormente
integradas no sistema GPCmax VE 2001. Foi assim possivel analisar de forma mais econémica
amostras contendo BSA (ex. conforme anteriormente representado na Figura 2.19) ou
monomeros cuja presenca nas solugdes aquosas se pretendia identificar (ex. NIPA, conforme
anteriormente representado na Figura 2.6). Foi também descrita neste capitulo, a técnica de
Extracdo em Fase Solida (SPE) e o respetivo equipamento usado neste trabalho. Esta técnica
permitiu de forma simples, analisar e quantificar o processo de imobilizacdo de DNA (DNA
Binding) nos hidrogéis cationicos (baseados em DMAEMA) sintetizados nesta investigacao,
conforme sera discutido no Capitulo 7. Por tltimo, foram também descritos, de forma breve, o0s
principios gerais da técnica de polimerizacdo radicalar classica (FRP) que estard na base da
sintese de todos os hidrogéis inteligentes considerados neste trabalho. Como detalhado nos
préximos capitulos, serdo sintetizados hidrogéis termosensiveis (baseados em NIPA) e
sensiveis ao pH (anidnicos e catidnicos, baseados em AA e DMAEMA, respetivamente) para
imobilizacdo (impressdo molecular) de BSA. De forma equivalente, serdo sintetizados

hidrogéis cationicos de DMAEMA para imobilizagdo reversivel de DNA de salméo.
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Capitulo 4. Imobilizacdo e Libertacdo de BSA em

Hidrogéis Sensiveis a Temperatura

4.1 Introducéo

Neste capitulo apresenta-se uma das partes experimentais envolvidas na realizacdo deste
trabalho, a sintese de hidrogéis pelo método de polimerizacdo radicalar classica (FRP) a
temperatura de 25 °C. As experiéncias realizadas visaram a imobilizacdo de BSA em hidrogéis
sensiveis a temperatura. O conjunto de experiéncias realizadas encontra-se descrito na Tabela
4-1 e inclui a imobilizacdo de BSA em diferentes condi¢des e também a sintese de um hidrogel
sem BSA imobilizado. Os agentes ativos (ex. BSA) podem ser incorporados no hidrogel depois
deste se encontrar formado ou durante a sua formacdo. Quando o agente ativo € incorporado
durante a formac&o do hidrogel, este é adicionado a solucdo precursora, ficando aprisionado na
estrutura tridimensional do hidrogel a medida que este se forma [51]. Contudo, nestes casos
pode ocorrer, durante o processo de formacéo da matriz tridimensional, a ligacdo covalente do
agente terapéutico (ex. proteina) aos monémeros ou polimeros constituintes dessa matriz, o que
resulta na imobilizacdo permanente do agente ativo na matriz polimérica. Este fendmeno, que
tem como consequéncia a libertacdo incompleta do agente ativo encapsulado, ocorre com
alguma frequéncia em sistemas onde o0 agente terapéutico é uma proteina ou DNA [51]. O perfil
de libertacdo do agente ativo é determinado por uma série de fatores, entre eles as caracteristicas
do meio de libertacdo, as propriedades fisico-quimicas do agente terapéutico e do
polimero/polimeros e as interacdes estabelecidas entre estes [51]. A forma de incorporacédo do
agente terapéutico, o grau de reticulacdo, a morfologia do hidrogel (nomeadamente a presenca
de poros, o seu tamanho e distribuicdo) e capacidade de absorcdo de agua sdo outros fatores
importantes [51]. Hidrogéis & base de NIPA despertam um grande interesse em aplicagdes
biomédicas e biotecnoldgicas, uma vez que exibem uma temperatura inferior critica (LCST) ou
temperatura de transicdo em solucdo aquosa bem definida em torno de 31-34 °C, préxima da
temperatura corporal [6, 52]. Estes hidrogéis apresentam-se inchados a temperaturas na gama
dos 20 °C, verificando-se o colapso do material a cerca de 37 °C [52, 53]. Esta temperatura é a
consequéncia do balango entre o estado hidrofilico e hidrofobico das redes de gel [52]. Tais
hidrogéis bem como macromoléculas bioldgicas tém sido intensamente estudados na libertacéo
de farmacos mas também tém vindo a ser aplicados no encapsulamento de células, engenharia

de tecidos, producao de lentes de contacto, imobilizacdo de enzimas, biossensores assim como
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na producdo de pele, coracdo, valvulas e musculos artificiais [17, 19]. A presenca de agua
muitas vezes nestes hidrogéis fazem com que estes sejam macios e elasticos, levando a uma
menor irritagdo por atrito e proporcionando um efeito calmante quando em contacto com o
sistema fisioldgico [8, 54]. Estudos preliminares com hidrogéis baseados exclusivamente em
NIPA resultaram em materiais mecanicamente fracos, sofrendo danos estruturais quando
submetidos a um elevado nimero de ciclos de temperatura [55]. Este procedimento conduziu a
perda de NIPA em solugdo. Assim, e de forma a superar este problema utiliza-se uma proteina
de modo a estabilizar os hidrogéis produzidos. A albumina de soro bovino (BSA) funciona
entdo como uma proteina estrutural nos hidrogéis [55]. Para permitir uma melhor compreenséo
dos resultados obtidos para cada uma das diferentes metodologias de modificacdo utilizadas, e
a distingdo das mesmas, o procedimento experimental de cada abordagem sera apresentado no

respetivo capitulo.

4.2 Materiais

Os diferentes reagentes utilizados na realizagédo do trabalho experimental foram adquiridos na
mesma empresa fornecedora Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). A proteina BSA, utilizada
em todos 0s ensaios, apresenta um pH entre 0s 6,5 e 7,5 e pureza de 99 % (ver Anexo 52). Esta
proteina é a mais abundante nos vertebrados e a que se encontra disponivel comercialmente a
um mais baixo custo [56]. Trata-se de uma proteina estavel de grande peso molecular e raio
hidrodinamico de 3,4-3,6 nm [57]. A N-Isopropilacrilamida (NIPA), proveniente igualmente
da Sigma, apresenta um grau de pureza de 99 %, tendo sido usada tal como foi recebida (ver
Anexo 53). Utilizou-se como agente de reticulacdo o MBAmM e como catalisador TEMED (ver
Anexo 54). Todos os restantes solventes e reagentes foram utilizados como apresentados na
embalagem, ndo tendo sido alvo de qualquer tratamento ou purificacdo prévios de forma a tentar
reproduzir a pratica industrial na sintese dos polimeros. As estruturas quimicas e propriedades
dos diferentes materiais usados neste trabalho encontram-se detalhadas nos Anexos 79 a 81

deste documento.

4.3 Sintese de Hidrogéis por FRP

Com o objetivo de se obterem hidrogeéis sensiveis a diversos estimulos, nomeadamente a
temperatura (T), realizou-se em ambiente laboratorial um conjunto de polimerizagdes, tal como
se apresentam nas Tabelas 4-1 e 4-2. Nesta Gltima tabela, os parametros apresentados tém os

seguintes significados:
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- A concentracdo dos mondmeros expressa a razao entre a massa de monomeros e a massa de

mondmeros + massa de solvente, ou seja:

m
M
Cy =

_ x 100 (4.1)
mM + mS

- Arazdo o, expressa arazdo molar do reticulante relativamente ao monoémero, ou seja:

~ Neg
Tcr =

x100 (4.2)

an

- Arazdo «,expressa a razdo molar do iniciador relativamente ao monémero, ou seja:

r]I
&, = x100 (4.3)
an
- Arazdo r_,, expressa a razdo entre a massa de iniciador e de catalisador, ou seja:
m
Fear = ——x100 (4.4)
CAT
- Arazdo r,,,, expressa a razdo molar entre a molecula alvo (BSA) e 0 mondmero, ou seja:
n
My = ——x100 (4.5)
an
- Arazdo r_.,. expressa a razao molar entre a molécula alvo (BSA) e o reticulante, ou seja:
_Ner 4.6
Ferer = x100 (4.6)
nCR

Pela técnica de polimerizacéo radicalar classica podem ser considerados diferentes géneros de
monomeros que podem gerar particulas potencialmente estimulaveis a diferentes parametros.
Como monomero principal, neste capitulo, foi considerado a NIPA (gerador de redes de
polimero sensiveis & temperatura) (ver Tabelas 4-1 e 4-2). Neste plano experimental, utilizou-
se apenas um reticulante, especificamente o MBAm (duas liga¢des vinilicas gerando pontos de
reticulacdo tetrafuncionais), obtendo-se uma razdo molar entre reticulante e monémeros a variar
na ordem do 1 %, sendo o valor geralmente considerado na producdo de hidrogéis levemente
reticulados (Tabela 4-2) [58]. Em todas as sinteses utilizou-se 0 mesmo sistema de iniciacéo
em funcdo da gama de temperatura e solvente considerado na sintese, APS/TEMED, uma vez
que as polimerizagbes ocorreram em agua a baixa temperatura (ex. 25 °C). A razdo entre
iniciador e mondmeros foi ajustada de modo a tentar garantir uma adequada velocidade de

polimerizacio (aproximadamente 24 horas de reacdo). E de notar que as concentragdes de
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monomeros usados tém um grande impacto e podem ser condicionadas pelos limites de
solubilidade (ex. pardmetro importante com NIPA em agua). Em polimerizagOes radicalares
classicas (FRP), no qual este estudo incide, verifica-se que devido ao impacto das reacdes de
terminacdo e outros mecanismos cinéticos secundarios, os polimeros e geéis resultantes
apresentam em geral uma estrutura bastante heterogénea (populagdo abrangendo moléculas

com tamanhos muito distintos) [21].

4.4 Processo de Imobilizagcdo de BSA em redes de PNIPA

O processo de sintese de hidrogéis por FRP realizou-se sempre nas mesmas condicdes,
nomeadamente, em ambiente de laboratorio e a uma temperatura de 25 °C. A preparacdo das
solugdes realizou-se de forma idéntica para qualquer tipo de reacdo efetuada. Preparou-se
inicialmente o banho de agua necessario a temperatura em questdo, com o auxilio de uma placa
de aguecimento e do respetivo termopar. Esperou-se até a estabilizacdo da temperatura no valor
estipulado. Pesaram-se as quantidades de cada um dos elementos descritos na Tabela 4-1
recorrendo-se a uma balanca analitica Radwag® (min. 10 mg, max. 220 g), de acordo com 0
mondmero a ser estudado (NIPA). Aos hidrogéis HG2 e HG4 foi adicionado um sal,
especificamente NaCl de modo a compreender-se o efeito deste no aumento da porosidade dos
hidrogéis. Posteriormente cada elemento foi diluido separadamente, onde foram colocados no
interior de um frasco de 20 mL. Com o objetivo de se promover a dissolucéo total do mondémero

e restantes reagentes, por vezes, recorreu-se ao sistema de ultrassons.

Tabela 4-1. Descricao e quantidades referentes aos reagentes usados na imobilizacdo de BSA em hidrogéis NIPA.

Monomero Solvente Reticulante Iniciador Proteina
) NacCl
Hidrogel [mg] [a] [mg] [mL/mg] [mg] [mg] ]
NIPA Woi MBAmM  APS"/TEMED BSA

HG1 680,4 10,0329 10,2 2,0196/13,4 - 100,3 25
HG2 680,2 10,2161 10,2 1,9824/13,7 410,1 100,5 25
HG3 680,4 10,0329 10,2 2,0196/13,4 - - 25
HG4 680,0 10,2184 10,4 1,9881/13,8 602,2 100,3 25
HG5 680,1 10,1277 10,6 5,0354/13,6 - 100,3 25
HG6 680,8 10,1554 10,3 5,0327/13,7 - 100,6 25
HG7 680,0 10,3329 10,3 5,0380/13,9 - 100,1 25

+  Usou-se uma solucdo aquosa de APS em &gua com concentragdo de 1,46 mg/mL para os hidrogéis

HG1 a HG4 e 3,02 mg/mL para os restantes hidrogéis.
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Tabela 4-2. CondicOes experimentais na imobilizacdo de BSA em hidrogéis inteligentes sensiveis a temperatura (Parametros Relativos).

CNaCI CM OCR al T I'CAT I'mMmPT ICRPT
HG M1 CR I CAT PT S

(moliL) | (%) @) | ) | (°C) (%) (©0) (%)
HG1 | NIPA | MBAm | APS | TEMED | BSA | Agua - 64 | 1,1 | 02 | 25 220 | 0,025 | 23

HG2 | NIPA | MBAm | APS | TEMED | BSA | Agua | 0,69 63 | 11 | 0,2 | 25 20,5 | 0,025 2,3

HG3 | NIPA | MBAm | APS | TEMED - Agua - 64 | 11 | 0,2 | 25 22,0 - -

HG4 | NIPA | MBAm | APS | TEMED | BSA | Agua | 1,01 63 | 11 | 02| 25 20,8 | 0,025 2,3

HG5 | NIPA | MBAm | APS | TEMED | BSA | Agua - 64 | 1,1 | 1,1 | 25 | 109,0 | 0,025 2,2
HG6 | NIPA | MBAm | APS | TEMED | BSA | Agua - 64 | 1,1 | 1,1 | 25 | 111,0 | 0,025 2,3
HG7 | NIPA | MBAm | APS | TEMED | BSA | Agua - 63 | 11 | 11| 25 | 110,2 | 0,025 2,3
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Inseriu-se primeiramente a solu¢do do monémero com o reticulante, sem o iniciador, cerca de
10 a 15 minutos a borbulhar e a agitar com argon. Nesta etapa, retirou-se 0 O» do interior da
solucdo, uma vez que este pode reagir com o iniciador, diminuindo a taxa de conversdo de
monomero em polimero pelo facto de ser responsavel pela inibicdo de radicais livres. Posto
isto, adicionou-se o iniciador (solucdo de APS em agua) dando-se inicio a polimerizacao (ver
Anexo 55). Foi necessario preparar novas solucbes de APS sempre que se inicia uma nova
sintese. Assim, evita-se que a degradagdo com o passar do tempo da solucdo possa
eventualmente influenciar a polimerizacdo. Em todas as reagdes utilizou-se uma pequena
quantidade de crosslinker (reticulante), uma vez que as cadeias poliméricas lineares ou
ramificadas s&o interligadas por meio de ligagdes covalentes, produzindo polimeros
tridimensionais com uma elevada massa molecular. Formou-se assim uma rede estrutural
bastante larga, uma vez que a proteina utilizada pertence a gama das macromoléculas de
elevado tamanho. A Figura 4.1 ilustra a imobilizacdo da proteina BSA (molécula alvo) a partir

de uma estrutura polimérica obtida pelo mondémero NIPA e pelo agente reticulante (MBAmM).

Ponito de BSA

s Hidrogel @ "
reticulacas

Figura 4.1: Representacdo esquematica do processo de imobilizacdo de uma proteina (BSA) em redes PNIPA.

O tempo de polimerizacdo € extremamente importante, uma vez que condiciona a conversao
total do mondmero NIPA, evitando que este possa ser eventualmente libertado posteriormente.
E necessario cobrir 0 banho de 4agua preparado onde se efetuou a polimerizacdo de modo a
garantir que a agua com o decorrer do tempo nao se evapore. Nos Anexos 56 e 57 observa-se

um exemplo do processo de sintese dos hidrogéis sintetizados neste trabalho.

4.4.1 Imobilizacéo de BSA na presenca de NaCl
A fim de se estudar o comportamento da libertacdo da proteina BSA na presenca de sais foram
efetuadas novas sinteses. Esta nova etapa experimental segue um procedimento semelhante ao

descrito anteriormente, tendo sido adicionado o cloreto de s6dio (NaCl) com uma massa
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molecular de 58,44 g/mol a mistura reacional de BSA/NIPA dos hidrogéis HG2 e HG4 (Tabela
4-1). Toda a reagdo ocorreu igualmente em ambiente de laboratério a temperatura de 25 °C.
A Figura 4.2 ilustra a morfologia da solucdo de BSA/NIPA apos adicdo de agua desionizada

(DI) para posterior estudo de libertacdo de BSA imobilizada.

Figura 4.2: llustragdo fotogréfica da solugdo BSA/NIPA & qual foi adicionada NaCl apds adi¢do de &gua
desionizada (DlI).

4.5 Libertacdo de BSA a partir de Hidrogéis PNIPA

Apo6s um periodo de 24 a 48 horas do inicio da reacdo de polimerizacdo, procedeu-se a
preparacdo da solucdo aquosa onde o hidrogel vai ser adicionado. Esta solucdo foi preparada
com a adi¢do de 100 mL de Wp; ou solucdo-tampdo de pH especifico num frasco quando usado
o0 monoémero NIPA. Os hidrogéis HG1 a HG5 foram colocados em 100 mL de Wp,. Contudo,
os restantes hidrogéis (HG6 e HG7) foram submetidos a diferentes condi¢des de libertagdo.
Para estes hidrogéis foram preparadas solucdes-tampdo de pH=7. Estas sdo preparadas a partir
de 0,1 M (~1,3611 g) de KH2PO4 em 100 mL de Wp, que é posteriormente adicionada a 0,1 M
(~ 1,4170 g) de Na2HPO4 igualmente em 100 mL de Wop:. O valor de pH foi posteriormente
medido com recurso a um elétrodo de pH. O hidrogel HG7 para além de ser colocado em
solucdo aquosa a pH basico, todo o seu processo de libertacdo ocorreu a 40 °C. Na Tabela 4-3
encontram-se as condicdes de libertacdo de BSA imobilizada, nomeadamente a temperatura e
pH da solucdo aquosa, para os diferentes hidrogéis sintetizados neste trabalho. Foram
recolhidas amostras, com o auxilio da micropipeta de 10 mL, da solucdo resultante da libertacéo
de BSA de todos os hidrogéis sintetizados cuja concentracdo foi determinada por
espectroscopia UV-Vis, em intervalos de tempos definidos (entre 6 a 12 horas). Contudo,
efetuou-se sempre a reposicéo de 2 mL de Wp, de modo a manter-se sempre 0 mesmo volume

de solucéo.
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Tabela 4-3. Condices de libertacdo de BSA imobilizada em hidrogéis PNIPA.

Hidrogel T [°C] pH daagua pH da solucéo-

desionizada tampao
HG1 25 52 -
HG2 25 5,2 -
HG3 25 5,2 -
HG4 25 52 -
HG4 40 52 -
HG5 25 5,2 -
HG5 40 5,2 -
HG6 25 - 7.4
HG6 40 - 7,4
HG7 40 - 7.4

A Figura 4.3 ilustra o processo de libertagdo em solucéo aquosa de BSA imobilizada e posterior
amostragem da solucéo resultante da libertacao.

Figura 4.3: Representacdo esquematica da libertacdo de BSA a partir de hidrogéis PNIPA.

As amostras foram conduzidas previamente a uma centrifugadora para se promover a separacéo
das diferentes fases. E importante a eliminacdo das impurezas da amostra uma vez que estas
podem influenciar a leitura no espectrofotometro UV-Vis. Neste caso em concreto, cada
amostra é levada duas vezes a centrifugadora durante aproximadamente 10 minutos, sendo que
entre cada centrifugacdo sao utilizados filtros especificos de forma a eliminar-se o polimero em
excesso. Assim, pretende-se separar as particulas insollveis na amostra que sedimentam no
fundo do tubo de centrifugacdo, ficando a fase liquida por cima desse sedimento. Na Figura 4.4
é descrito resumidamente o processo de centrifugacdo das amostras recolhidas. Todos 0s

processos decorreram até que a concentragdo de BSA libertada fosse proxima de zero,
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concluindo-se assim, que por mais amostras que fossem recolhidas, a proteina em questédo ja

ndo seria mais libertada da rede tridimensional.

> s - Proteinas (solucdo Liquida)

- ’_-IU " ‘

®/ — Excesso de Solugdo
Amostraemsolugde  Centrifugacdo

Figura 4.4: llustracdo fotogréfica do processo de centrifugacdo antes das amostras recolhidas serem lidas em

espectrofotometro UV-Vis.

A medida que a polimerizagdo ocorre as moléculas de BSA vdo formando cavidades de
tamanho especifico no hidrogel. Para que o hidrogel em causa seja purificado, procedeu-se a
sua lavagem com agua desionizada (Dl), de forma a ser extraido o mondmero por reagir e
material soltivel [19]. O grau de conversdo do mondmero, assim como o ndmero de fases de
lavagem necessérias para a extracdo quantitativa dos agentes terapéuticos € dependente do tipo
e da quantidade de agente incorporado na matriz polimérica. No estudo dos hidrogéis com BSA
imobilizada, este procedimento é extremamente importante uma vez que através dele as
moléculas de BSA sdo removidas e as cavidades formadas por estas no hidrogel ficam
potencialmente vazias. Em teoria, seria posteriormente possivel o reconhecimento de moléculas
de BSA semelhantes pelo hidrogel. Para tal, num novo frasco foi adicionado cerca de 100 mL
de Wopi e o hidrogel previamente filtrado com o auxilio de vacuo (ver Anexos 58 e 59).
Seguidamente a esta etapa, e apds a conclusdo do estudo da libertacdo de BSA, estes e 0s
restantes hidrogéis foram colocados a secar, em estufa de vacuo a uma temperatura entre 40 a
50 °C durante aproximadamente 96 horas. A temperatura a utilizar na secagem dos hidrogéis
nomeadamente quando contém biomacromoléculas como a albumina de soro bovino (BSA)
ndo devera ser superior a 50 °C de modo a ndo promover a desnaturacdo das proteinas. Nos
Anexos 64 a 66 deste documento pode-se visualizar a morfologia dos hidrogéis HG2, HG4,

HG5 e HG6 ap0s a respetiva secagem.

4.5.1 Testes de Libertacdo de BSAa25ea40°C

Com o objetivo de se estudar a libertacdo de BSA numa temperatura proxima da temperatura

corporal, ao volume de solucdo total dos polimeros HG4, HG5, HG6 foi retirado
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aproximadamente 50 mL de solucdo contendo polimero para um novo frasco sendo colocado
posteriormente em banho de dgua a 40 °C (Tabela 4-3). Esperou-se cerca de 1 hora até que o
polimero colapsasse e retirou-se uma primeira amostra. Seguidamente, foram retiradas em
tempos distintos novas amostras, tendo-se verificado que a libertacdo de BSA é efetivamente
constante. Procedeu-se a uma filtracdo e posterior lavagem dos 50 mL iniciais de solugdo ao
qual foi adicionado mais 50 mL de Wp,. Retiraram-se novas amostras, no mesmo intervalo de
tempo inicial, até que a absorvancia atingiu o valor de zero. A elevada sensibilidade dos
hidrogéis a temperatura (numa gama compativel com a fisiologia do corpo humano) possibilita

a sua consideracdo em aplicacfes biomédicas.

4.5.2 Calculo da Libertacdo de BSA Usando Anélise UV em Modo Fechado

As expressdes matematicas sdo ferramentas importantes na compreensao das propriedades dos
materiais, dos parametros de interacdo e dos comportamentos de transporte dentro do complexo
sistema de hidrogel, esclarecendo-nos quais os parametros e mecanismos-chave que regulam a
taxa e a extensdo da libertacdo do agente bioativo [54]. Assim, foi desenvolvido um conjunto

de equacOes para modelar a libertacdo de BSA a partir de matrizes poliméricas.

i.  Relacbes de Base
A concentracdo de BSA existente em solucdo (expressa em mg de proteina por gramas de agua)
é obtida a partir da seguinte expressao:
D. xUV
CBSA — F SOL (47)

Ocas

Sendo, D,, o fator de diluicéo usado para a medigdo em UV. Este fator pode ser calculado por

meio da seguinte equacao:

DF = (4.8)

Sabendo-se que V, significa o volume de solugdo contendo BSA usado em anélise e Y, o

volume de agua adicionado para realizar a diluig&o.

Na equacdo 4.7, o significado dos restantes parametros é o seguinte: UV, , a absorcdo UV

observada pela anélise da solucéo com o recurso ao espectrofotometro UV, & g , 0 declive

da reta de calibracdo que relaciona a absor¢do UV de solugOes padrdo contendo BSA com a
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concentracdo de proteina nessas mesmas solucdes (usando o mesmo comprimento de onda de
andlise das amostras consideradas na equacdo 4.7). Este declive deve estar expresso em
unidades — UV/(mg de BSA/g de agua). Assim sendo, a calibracdo deve relacionar a absor¢do
UV com a concentracdo de BSA em agua expressa nas unidades de mg de BSA/g de dgua. Deve
notar-se, que para a 4gua, a massa volimica é de aproximadamente 1 g/mL. Considerando-se a
proteina em estudo, BSA, o declive da sua reta de calibracdo foi determinada a partir dos

seguintes calculos efetuados, utilizando-se para isso 0 comprimento de onda A=277 nm:

— 0,0006398Unidades - UV/(mg/L)

aCALIB

< 0,0006398x1000Unidades - UV/(mg/mL)

< 0,0006398x 1000Unidades - UV/(mg/q)

O célculo da concentracdo normalizada de BSA faz-se dividindo a concentragdo medida C gs,

pela concentracdo maxima que é possivel observar para a proteina. Considerando que toda a
massa de BSA e hidrogel gerada no processo de encapsulacdo é numa primeira fase colocado

num determinado volume (massa) de agua, a concentracdo maxima de BSA nessa solucao sera:

C MAX m BSAO

BSA m,, (4.9)

Em que Mggao representa a massa de BSA usada no processo de encapsulacdo (expressa em

mg) e My, a massa total de 4gua usada na primeira fase do processo de libertacdo, expressa em

g. A massa de agua usada na geracdo da rede de encapsulacdo é também aqui incluida. A

concentracdo normalizada de BSA é entdo calculada da seguinte forma:

C
Chol =100x —24 (4.10)

MAX
BSA

E também atil o calculo da massa de BSA libertada da rede expressa em mg. Esse calculo é

determinado diretamente a partir:
LIB
Mgsy = Cpsa XMy, (4.11)

A percentagem de BSA libertada pode entéo ser obtida da seguinte forma:

mLB
fasn =100x A (4.12)

m BSAO
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ii.  Correcdo da absorcdo UV devida a presenca de impurezas
No processo de medicdo da absorcdo UV das amostras de solugdo aquosa para estudo da
libertacdo de BSA, € possivel que haja o contributo de impurezas nos valores obtidos. Eventuais
contributos de impurezas nessas medic¢des sdo devidos a presenca de particulas de hidrogel nas
amostras de medicdo (o que se tentou evitar atraves de centrifugacdo) ou, por exemplo, presenca
de mondmero por reagir no processo de imobilizacéo. O teste deste ultimo efeito foi analisado
neste trabalho fazendo a medicéo UV de solucbes contendo um hidrogel sintetizado na auséncia
de BSA mas considerando as mesmas condi¢Ges do processo de imobilizacdo. Usando estas

medicBes como referéncia (“branco” a que corresponde a absorvancia uv, ), a corre¢do das
medicdes relativas a libertacdo de BSA foi feita da seguinte forma:

UVER UV, UV, (4.13)

Substituindo esta absorvancia corrigida na expressdo 4.7, é possivel gerar quantidades
corrigidas devido a presenca de impurezas correspondentes as formulas 4.10 e 4.12.

Nos sistemas em que se testou a correcdo da absorcdo devido a presenca de monémero por
reagir, caso tenham sido realizados diferentes passos de lavagem (substituicdo das fase aquosa
como abaixo especificado), essa correcdo foi apenas realizada no primeiro passo. Considerou-
se assim que no primeiro passo de lavagem foram removidas todas as impurezas eventualmente

presentes na rede.

iii.  Adaptacdo dos calculos para a realizacdo de diferentes passos de lavagem da rede
(substituicdo da fase aquosa que contém a rede por nova agua DI)

Nos casos em que se fez a substituicdo da fase aquosa que contém a rede por nova agua DI
(mais do que um passo de lavagem), € necessario fazer a adaptagdo dos calculos de modo a
contabilizar a proteina (BSA) ja libertada nos passos anteriores. Este aspeto é especialmente
importante no calculo da quantidade de BSA libertada, tendo em consideracdo a quantidade
inicial usada no processo de imobilizacéo (ver equacdes 4.11 e 4.12). Assim, em cada processo
de substituicdo da fase aquosa, deve ser somada a massa de proteina libertada nos passos

anteriores:

-1
mg;',i—' :CBSA_I me_l +ZCBSA_J ><mW_J (4.14)

J=1

Sendo, m;;i—' a massa de BSA libertada até ao passo |.
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4.5.3 Resultados e Discussao

Apdbs as reacdes de sintese, os hidrogéis contendo BSA imobilizada foram colocados em
solucgdes aquosas em diferentes condicOes de temperatura e pH, conforme detalhado na Tabela
4-3. Tentou-se desta forma estudar a dindmica de libertacdo estimulada (pela temperatura/pH)
da BSA a partir das redes de NIPA produzidas. Todos os resultados obtidos neste contexto
foram agrupados nos Anexos 1 a 9 deste trabalho. Foram identificadas algumas dificuldades
experimentais importantes na medicéo precisa da quantidade de BSA libertada, nomeadamente
devido ao potencial efeito da contribui¢cdo do mondmero por reagir (ou outro tipo de impurezas)
para a absor¢do UV das amostras analisadas (ver também discusséo acerca das analises GPC
realizadas). As observacdes efetuadas parecem indicar que, em todos 0s casos, uma parte
substancial da libertacdo de BSA ocorre nas primeiras 24 a 48 horas (ver salto inicial brusco
nas curvas de libertagdo). Por outro lado, na Figura 4.5, com o hidrogel HG1, mais de 80 % da
proteina tera sido libertada a 25 °C ao fim de uma semana sem substitui¢do da solucéo aquosa
envolvente. Os resultados indicam que podera haver lugar a libertagdo préxima do total caso se
proceda a substituicdo da solucdo aquosa (uma ou duas vezes). Nas Figuras 4.6 e 4.8, observam-
se para os hidrogeéis HG2 e HG4 (sintetizados na presenca de NaCl) quando colocados a 25 °C,
uma taxa de libertagdo bastante favoravel. As taxas finais de libertacdo de pelo menos 60 % de
BSA parecem ser possiveis, estando de acordo com resultados apresentados noutros trabalhos
[53]. No Anexo 4 deste documento, ndo foi possivel observar o impacto significativo na
tendéncia de libertacdo de BSA no hidrogel HG4 quando a temperatura foi alterada, durante o
processo de libertacdo, de 25 para 40 °C. Na Figura 4.8, os resultados com HG5 a 25 °C indicam
uma percentagem de libertacdo de BSA de pelo menos 40 % sendo de salientar a rapida
dindmica de libertacdo (perfil praticamente constante desde o inicio do processo). Também
neste caso (ver Anexo 6), ndo foi observado o aumento da taxa de libertacdo quando a
temperatura foi alterada, durante o processo de libertacéo, de 25 para 40 °C. O efeito do pH
(nomeadamente o seu ajuste para pH=7) foi estudado considerando processos de libertacdo
similares de BSA a partir de HG6 (T=25 °C e T=25 °C seguida de aquecimento para T=40 °C),
tal como se mostra na Figura 4.8. Nos Anexos 7 e 8 deste documento, os resultados obtidos
indicam um baixo efeito deste parametro, tendo sido registadas dinamicas de libertagédo
razoavelmente proximas daquelas observadas com HG5 (patamar minimo de libertacdo de BSA
de cerca de 40 % com maximo estimado de cerca de 80 %). Na Figura 4.7, o efeito da
temperatura na libertacdo de BSA foi testada com o hidrogel HG7 que foi colocado diretamente
a pH=7e T=40 °C.
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Figura 4.8: % Massica de BSA para contabilizar toda a proteina libertada quando se efetuam lavagens aos hidrogéis HG4, HG5 e HG6 a 25 e a 40 °C, respetivamente.
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Os resultados obtidos (ver Anexo 9) parecem indicar uma taxa de libertacdo mais baixa do que
nos casos anteriores, inclusive com a diminuicdo da absorvancia da solugéo a partir das 24
horas. Estes resultados estdo de acordo com trabalhos anteriores que também relatam uma
diminuicdo da libertacdo de proteina quando a temperatura do sistema € aumentada acima do
valor critico de colapso do material (~ 37 °C). Este facto é relatado como sendo consequéncia
do fecho dos poros da rede do hidrogel, impedido a migracdo da macromolécula para o exterior
[53]. Estas observacgdes confirmam a possibilidade de usar a temperatura como parametro de

controlo da libertacdo de proteinas a partir de hidrogéis termosensiveis.

4.6 Analises por GPC

Como atrds mencionado, a quantificagdo da proteina presente em solugdo é uma das principais
dificuldades a considerar no estudo da sua dindmica de libertaco a partir de hidrogeéis nos quais
foi imobilizada por polimerizacdo. A cromatografia de exclusdo de tamanhos (GPC/SEC) com
detecdo de diferentes sinais (ex. UV, RI, etc.) é uma técnica apropriada neste contexto pois
permite fracionar e quantificar os diversos componentes presentes na amostra. Para a analise
das amostras recolhidas ao longo deste estudo, utilizaram-se trés colunas de separagéo
igualmente utilizadas nos estudos posteriores a este capitulo. A temperatura das colunas foi de
40 °C, o caudal da fase movel foi de 0,5 mL/min e a detecdo UV foi regulada para 277 nm de
acordo com a macromolécula em estudo. Alternativamente foi também considerado o
comprimento de onda de 223 nm. Alguns dos resultados obtidos atraves desta técnica e com
importancia para este capitulo encontram-se apresentados nos Anexos 26 a 28 e 39. Essas
analises GPC mostram que é possivel separar e quantificar a BSA (zona de eluicdo proxima de
15 mL de volume de retencdo) e 0 monémero NIPA (zona de elui¢do proxima de 40 mL de
volume de retengéo). A BSA pode ser monitorizada alternativamente pelos sinais de RI, UV (a
223 ou 277 nm), LS (nomeadamente RALS) ou mesmo viscosidade (IV-DP e IV-IP). Note-se
gue, também como anteriormente mencionado, foi considerada neste trabalho a analise das
amostras com colunas contendo hidrogéis sintetizados por este grupo de investigacao (ex. ver
Figuras 4.9 e 4.10). Nesta analise pressupde-se que as proteinas encontram-se dissolvidas na
solucéo e que ndo houve interacdo de proteinas com a matriz polimérica [52]. E importante
garantir a dissolugdo e a limpeza da amostra em analise de modo assegurar a longevidade das

colunas analiticas e evitar constantes limpezas no sistema de injecao.
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4.7 Adsorcéo de BSA por Inchamento de Hidrogéis Impressos
(MIH) / Nao-Impressos (NIH)

A libertacdo de BSA a partir de solucGes aquosas foi estudada em hidrogéis impressos
molecularmente (MIH- sintetizados na presenca de BSA) (Figura 4.9) e ndo-impressos (NIH-
sintetizados na auséncia de BSA) (Figura 4.10). O reconhecimento molecular desempenha um
papel importante na Natureza, em recetores, enzimas ou em transportadores humanos. O
desenvolvimento de recetores artificiais, isto é, a construcdo molecular de locais de
reconhecimento artificial, representa um dos mais fascinantes assuntos nao resolvidos pelos
quimicos [59]. A chave para este campo de pesquisa é a projecdo de materiais extremamente
especificos, chamados de recetores funcionais sintéticos. A base subjacente na preparacao
destes recetores € mediada pela montagem ao nivel molecular de grupos funcionais de
geometria especifica. O método de impressdo molecular permite a obtencdo desses recetores
solidos por meio de reacdes de polimerizacdo na presenca de substratos moleculares alvos
(moldes) [56]. Sabe-se que o reconhecimento dos hidrogéis sensiveis a diferentes estimulos é
muito semelhante ao reconhecimento em proteinas [56]. Essencialmente, a diferenca reside na
etapa de sintese em que a polimerizacdo inclui a presenca da molécula-alvo, do monémero
funcional, mondémero termossensivel e do agente de reticulagdo. E importante notar que o
objetivo ndo é obter a melhor afinidade e seletividade em relacdo as redes tradicionais, mas sim
formar estruturas que podem ser memorizadas aquando do inchamento/colapso do hidrogel
[60]. A primeira abordagem é com base em polimeros molecularmente impressos de forma a
verificarmos a capacidade dos hidrogéis em reconhecerem uma molécula-alvo. Para isso, usa-
se uma combinacdo de fracas interacGes fornecidas pelos mondmeros capazes de formar
interacdes hidrofobicas ou pontes de hidrogénio com a proteina [60]. Por fim, pretendeu-se
fazer o reconhecimento através da colocacdo de alguns grupos funcionais capazes de formar
uma forte interacdo com a molécula-alvo. Neste trabalho, apds as 96 horas da secagem do
polimero resultante da solucdo BSA/NIPA (HG1), procedeu-se ao seu teste comparativo com
um hidrogel analogo ndo impresso (HG3) (ver Anexo 63). Para esse efeito foi considerada uma
amostra potencialmente limpa (isenta de BSA) de HG1 e uma amostra de HG3. Ambas foram
colocadas em solucdes aquosas contendo BSA para avaliar o seu potencial de absor¢do da
proteina. O procedimento usado é descrito seguidamente. Retirou-se o polimero seco da estufa
e procedeu-se a pesagem do mesmo com o auxilio de uma balanca analitica. Seguidamente
colocou-se o polimero seco num frasco e adicionou-se cerca de 10 mL de Wp; e 100 mg de

proteina BSA de forma a avaliar-se a entrada da proteina dentro da rede ja estruturada com o
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decorrer do tempo (ver Anexo 60). Esperaram-se cerca de 48 horas de modo a ocorrer a
absorcéo de toda a agua desionizada (DI) bem como da proteina BSA pelo hidrogel. Segundo
diversos estudos a maxima carga/entrada de proteinas no hidrogel verifica-se passado
aproximadamente 4 dias [52]. Apos esse espaco de tempo retirou-se o polimero colapsado do
interior do frasco para uma placa de petri sendo levado a estufa de vacuo a 40 °C durante cerca
de 5 dias (ver Anexo 61). Apds esse intervalo de tempo, o polimero foi novamente pesado e
adicionado a um frasco juntamente com 100 mL de Wop,. Posto isto, foram recolhidas varias
amostras de 2 ml sempre com a reposicao dessa mesma quantidade a solugéo e levadas a ler no
espectrofotometro UV-Vis. Todo este processo ocorreu de igual forma para o teste de absor¢édo
de BSA no hidrogel NIH.
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Figura 4.9: Andlise por GPC de BSA libertada a partir  Figura 4.10: Anélise por GPC de BSA libertada a
de um hidrogel MIH.

partir de um hidrogel NIH.

4.7.1 Libertacdo da Proteina Imobilizada

Com o objetivo de avaliar um eventual efeito de impressdo molecular de BSA em hidrogéis, 0s
produtos HG1 (MIH) e HG3 (NIH) foram considerados em testes comparativos envolvendo a
adsorcdo e posterior libertacdo desta proteina. Os testes de libertacdo de BSA realizaram-se em
solugdes aquosas, usando um processo idéntico ao considerado com BSA imobilizada durante
a formacdo da rede. Os resultados obtidos (todo o processo ilustrado nas Figuras 4.9 a 4.12 e
Anexos 60 a 62) indicam um comportamento muito semelhante entre os produtos MIH e NIH.

Nas Figuras 4.9 e 4.10 e Anexos 60 a 62 estdo representadas outras etapas deste estudo.

Pela andlise dos gréaficos referentes aos polimeros MIH e NIH (Figuras 4.11 e 4.12) pode-se

concluir que ambos apresentam aproximadamente 50 % de proteina BSA libertada.
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observavel), usando a absorvancia UV global da mistura, num comprimento de A=277 nm. Comparacdo de

hidrogéis MIH e NIH, respetivamente.

Os hidrogéis impressos com BSA apresentam em principio maior capacidade de adsorcao e
especificidade quando preparados pelo procedimento habitual [56]. No entanto, os resultados
aqui obtidos, conforme representados nas Figuras 4.11 e 4.12 mostram um comportamento
muito semelhante entre os hidrogéis MIH e NIH. N&o parece portanto haver ganhos substanciais
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no uso de hidrogéis impressos molecularmente com proteinas (moléculas de grande dimenséo
provocando perda de afinidade/seletividade). O processo de impressdo molecular de proteinas
ndo é um processo simples devido ao elevado tamanho da molécula alvo (proteina) podendo
existir perda de seletividade e afinidade. Desta forma, a imobilizacdo de proteinas durante a
sintese seguida de passo unico de libertacdo € a alternativa simples ao uso de materiais

impressos molecularmente.

4.8 Considerac0Oes Finais

Neste capitulo foram apresentados resultados relativos a imobilizacédo e libertacdo de BSA em
hidrogéis sensiveis a temperatura. Foram sintetizados materiais baseados em NIPA contendo
BSA imobilizada (um mecanismo similar a impressdo molecular), considerando para esse efeito
a presenca da proteina na solucéo inicial que foi posteriormente sujeita a polimerizacéo. O plano
experimental incluiu a sintese de sete materiais diferentes (HG1 a HG7, conforme descrito nas
Tabelas 4-1 e 4-2), todos a temperatura de polimerizacdo de 25 °C (temperatura compativel
com sistemas bioldgicos). As propor¢oes BSA/NIPA/MBAmM/agua foram mantidas constantes
em todas as experiéncias mas foram variadas as quantidades de iniciador (APS) e catalisador
(TEMED) de forma a condicionar (maximizar) a conversdao de mondémero. Note-se que para
aplicacdes biologicas/biomeédicas € importante garantir uma conversao de monémero proximo
do total de modo a minimizar o efeito das impurezas. E também importante assinalar que no
caso em estudo (imobilizacdo de proteinas), a purificacdo dos materiais ap6s a sintese € a partida
indesejavel pois pode provocar a libertacdo antecipada da proteina. No plano experimental
realizado foi incluida a sintese de um hidrogel sem proteina imobilizada (HG3, também referido
como produto NIH — Non Imprinted Hydrogel). Este material foi usado como referéncia para
avaliacdo do processo de imobilizacdo e para a estimativa da absorvancia UV que é provocada
pelo mondmero por converter. Dois dos seis produtos contendo BSA imobilizada (produtos
também designados por MIH — Molecularly Imprinted Hydrogel) foram sintetizados na
presenca de cloreto de sddio (NaCl), usado para tentar aumentar a porosidade do hidrogel e, em
consequéncia, potenciar a libertacdo de proteina [53]. Apos as reagdes de sintese, 0s hidrogéis
contendo BSA imobilizada foram colocados em solugfes aquosas em diferentes condigOes de
temperatura e pH, conforme detalhado na Tabela 4-3. Tentou-se desta forma, estudar a dindmica
de libertacdo estimulada (pela temperatura/pH) da BSA a partir das redes de NIPA produzidas.
Em geral, toda a massa de material produzido foi transferida para 100 mL de solucdo aquosa
nas condicOes pretendidas, tendo sido feita posteriormente a amostragem da fase liquida (em
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diferentes instantes de tempo) para determinacdo da quantidade de BSA através de
espectroscopia UV-Vis. Foram identificadas algumas dificuldades experimentais importantes
na medicédo precisa da quantidade de BSA libertada, nomeadamente devido ao potencial efeito
da contribuicdo do mondmero por reagir (ou outro tipo de impurezas) para a absorcdo UV das
amostras analisadas. A presenca de particulas de hidrogel sélido nas amostras liquidas (que se
tentou minimizar por centrifugacéo) constitui outra fonte de contribuigéo para absor¢éo UV que
pode diminuir a exatiddo das medicdes realizadas. De modo a tentar avaliar esses efeitos, foram

feitos calculos em dois cendrios distintos:

(1) Considerando que toda a absor¢do UV medida se deve a BSA;

(i) Subtraindo aos valores de UV medidos uma contribui¢do devida ao efeito de
impurezas (mondmero por reagir) e/ou particulas de hidrogel. Para esse efeito, a
absorcdo de uma amostra correspondente ao hidrogel HG3 (auséncia de BSA)

foi usada como padrdo (branco).

Desta forma, os resultados apresentados tentam indicar limites superiores e inferiores de
libertacdo de proteina, ndo podendo ser interpretados como uma quantificacdo exata deste

processo.

As observacdes efetuadas parecem indicar que, em todos os casos, uma parte substancial da
libertacdo de BSA ocorre nas primeiras 24 a 48 horas (ver salto inicial brusco nas curvas de
libertagdo). Por outro lado, com HG1, mais de 80 % da proteina tera sido libertada a 25 °C ao
fim de uma semana sem substituicdo da solucéo aquosa envolvente. Os resultados indicam que
podera haver lugar a libertacdo proxima do total caso se proceda a substituicdo da solucdo
aquosa (uma ou duas vezes). Este facto podera estar relacionado com a acumulacéo de proteina
na superficie do hidrogel que impede a saida da restante (limitacdo da difusdo/convec¢édo). Boas
taxas de libertacdo foram também observadas para HG2 e HG4 (sintetizados na presenca de
NaCl) quando colocados a 25 °C. Taxas finais de libertacdo de pelo menos 60 % de BSA
parecem ser possiveis, 0 que estd em linha com resultados apresentados noutros trabalhos [53].
N&o foi observado impacto significativo na tendéncia de libertacdo de BSA quando a
temperatura foi alterada, durante o processo de libertacao, de 25 para 40 °C (ver teste com HG4
no Anexo 4). Os resultados com HG5 indicam uma percentagem de libertacdo de BSA de pelo
menos 40 % sendo de salientar a rapida dindmica de libertacdo (perfil praticamente constante

desde o inicio do processo). Também neste caso (ver Anexo 6), ndo foi observado o aumento
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da taxa de libertacdo quando a temperatura foi alterada, durante o processo de libertacdo, de 25
para 40 °C. De facto, foi neste caso observado uma ligeira diminuicdo da proteina em solugédo
que podera estar relacionada com um eventual aumento das interacdes entre o hidrogel
(nomeadamente a sua superficie) e a BSA, por efeito da temperatura [52]. O efeito do pH
(nomeadamente o seu ajuste para pH=7) foi estudado considerando processos de libertacéo
similares de BSA a partir de HG6 (T=25 °C e T=25 °C seguida de aquecimento para T=40 °C).
Os resultados obtidos (ver Anexos 7 e 8) indicam um baixo efeito deste parametro, tendo sido
registadas dinamicas de libertacdo razoavelmente proximas daquelas observadas com HG5
(patamar minimo de libertacdo de BSA de cerca de 40 % com méaximo estimado de cerca de 80
%). O efeito da temperatura na libertacdo de BSA foi testado com o hidrogel HG7 que foi
colocado diretamente a pH=7 e T=40 °C. Os resultados obtidos (ver Anexo 9) parecem indicar
uma taxa de libertacdo mais baixa do que nos casos anteriores, inclusive com a diminuicéo da
absorvancia da solucdo a partir das 24 horas. Estes resultados estdo de acordo com trabalhos
anteriores que também relatam uma diminuicao da libertacdo de proteina quando a temperatura
do sistema é aumentada acima do valor critico de colapso do material (~ 37 °C). Este facto é
relatado como sendo consequéncia do fecho dos poros da rede do hidrogel, impedido a
migracdo da macromolécula para o exterior [53]. Como atras mencionado, a quantificacdo da
proteina presente em solucdo é uma das principais dificuldades a considerar no estudo da sua
dindmica de libertacdo a partir de hidrogéis nos quais foi imobilizada por polimerizacdo. A
possivel presenca de impurezas (ex. monémero ndo convertido e/ou polimero) que contribuem
para a absorvancia global das amostras esta na base dessas dificuldades. Este problema pode
ser contornado através do uso de um método analitico que separe os diversos componentes
presentes na mistura (proteina, monémero/outras impurezas e polimero) e quantifique as suas
concentracdes. A cromatografia de exclusdo de tamanhos (GPC/SEC) com detecdo de
diferentes sinais (ex. UV, RI, etc.) é uma técnica apropriada neste contexto pois permite
fracionar e quantificar os diversos componentes presentes na amostra. Neste trabalho, o sistema
de GPC Viscotek GPCmax VE 2001 integrando quatro detetores (RI+LS+IV-DP+UV) foi
preliminarmente explorado com este objetivo. Alguns dos resultados obtidos através desta
técnica e com importancia para este capitulo encontram-se apresentados nos Anexos 26 a 28 e
39. Essas analises GPC mostram que é possivel separar e quantificar a BSA (zona de eluicdo
proxima de 15 mL de volume de retencdo) e 0 mondmero NIPA (zona de elui¢do proxima de
40 mL de volume de retencdo). A BSA pode ser monitorizada alternativamente pelos sinais de
RI, UV (a 223 ou 277 nm), LS ou mesmo viscosidade. No entanto, o sinal de UV € o que

apresenta menor ruido. Por outro lado, 0 monémero NIPA pode ser quantificado através dos
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sinais de Rl e de UV, mas também com vantagem na utilizacdo do ultimo (melhor resposta).
Os resultados ai apresentados confirmam a presenca dos dois componentes (BSA e NIPA) nas
amostras recolhidas no processo de libertacdo e a necessidade de corrigir a absorvancia UV
global medida. Infelizmente néo foi possivel alargar a todas as amostras retiradas esta analise
por GPC dado que se trata de uma técnica economicamente dispendiosa e com um impacto
negativo importante na operagdo do equipamento (entupimento de capilares pela
macromolécula, aumento de pressdo nas colunas devido a entupimento dos poros, etc.) Apesar
de economicamente mais viavel, esta analise SEC ndo garante a separacdo apropriada entre a
proteina e 0 monomero. Em conclusdo, a realizacdo de analises SEC com um ndmero
significativo de amostras referentes ao processo de libertagdo da proteina é uma das sugestoes
importantes a considerar em trabalhos futuros nesta linha de investigacdo, visando a
guantificacdo exata da quantidade de macromolécula em solucéo aquosa. Nos Capitulos 5 e 6
deste trabalho serdo apresentados mais resultados preliminares baseados nesta técnica que
justificam esta sugestdo para investigacGes futuras. Com o objetivo de avaliar um eventual
efeito de impressdo molecular de BSA em hidrogeis, os produtos HG1 (MIH) e HG3 (NIH)
foram considerados em testes comparativos envolvendo a adsor¢édo e posterior libertacdo desta
proteina. Apos purificacdo e secagem, processos importantes para remoc¢do de proteina (em
HGL1) e eventual mondémero por reagir (em ambos), 0os materiais foram secos em estufa de
vacuo. Posteriormente foram colocados em solugdes aquosas contendo BSA. A relagdo entre
massa de hidrogel e quantidade de solucdo proteica foi ajustada de modo a que o inchamento
dos hidrogéis provocasse a entrada de todo liquido na rede de polimero. Desta forma, tentou-se
garantir a adsor¢do no hidrogel de toda a BSA colocada na solucdo. Os produtos foram
posteriormente secos em estufa de vacuo para remocao da dgua e obtencdo de materiais com
proteina imobilizada. Procedeu-se depois a testes de libertacdo da BSA para solugdes aquosas,
usando um processo similar ao considerado com BSA imobilizada durante a formacéao da rede.
Os resultados obtidos (todo o processo ilustrado nas Figuras 4.9 a 4.12 e Anexos 60 a 62)
indicam um comportamento muito semelhante entre os produtos MIH e NIH, com libertagéo
de cerca de 50 % da proteina imobilizada. Nao parece portanto haver ganhos substanciais no
uso de hidrogéis impressos molecularmente com proteinas. Novas técnicas de impressao
molecular, nomeadamente impressao a superficie dos polimeros (facilitando o transporte de
proteinas mas com perda da sua protecdo pela rede), deverdo ser consideradas para obtencdo de

materiais inteligentes com aplicagdes na imobilizacéo reversivel de macromoléculas biologicas.
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Capitulo 5. Imobilizacdo e Libertacdo de BSA em

Hidrogéis Anidnicos Sensiveis ao pH

5.1 Introducéo

Neste capitulo apresenta-se a componente experimental envolvida no estudo da imobilizacao e
libertacdo de BSA em hidrogéis anidnicos sensiveis ao pH, nomeadamente, o hidrogel baseado
em acido acrilico (AA) obtido por FRP. Serdo descritos os passos efetuados ao longo do
desenvolvimento experimental como a sintese dos hidrogéis, o processo de libertacdo de BSA,
entre outros. Apresentam-se ainda os resultados obtidos. O principal objetivo é estudar o
potencial uso de hidrogéis AA na libertacdo da proteina ao longo do tempo e obter
conhecimentos basicos acerca das interagdes proteina-hidrogel em diferentes solucGes de pH.
Inimeros sistemas a base de albumina processados na forma de hidrogéis tém sido preparados
e investigados enquanto sistemas de libertacdo controlada de baixo peso molecular. Estes
polimeros, para além de serem biocompativeis e biodegradaveis por hidrélise quimica ou acéo
enzimatica, apresentam muitas vezes uma arquitetura e propriedades quimicas, fisicas e
mecanicas semelhantes a matriz extracelular, podendo até conter residuos quimicos
reconhecidos pelas células e aos quais elas respondem [52]. Estas caracteristicas fazem com
gue estes materiais exibam propriedades bioativas Unicas e com grande interesse na ciéncia dos
biomateriais, especialmente na area da engenharia de tecidos e libertacdo de farmacos [52].
Contudo, e devido a origem animal da maioria destes materiais, estes tém sempre associados a
si 0 risco de imunogenicidade e de transmissdo de vetores patogénicos [52]. Uma estratégia
para superar estes riscos consiste no desenvolvimento de tecnologias que permitam a obtencéo
destas proteinas através de fontes ndo animais, tal como a tecnologia recombinante de proteinas
[51]. Algumas dessas formulagbes, como comprimidos revestidos, capsulas e matrizes
poliméricas revestidas apresentam a desvantagem de, devido as suas dimensdes, 0 seu tempo
de residéncia no intestino grosso nao ser suficiente para se dar uma desintegracdo completa e,
portanto, a formulacgéo é eliminada com parte do agente ativo [2]. Ent&o, € necessario aumentar
o0 tempo de retengéo destes sistemas no célon, de modo a poder haver uma libertagcdo completa.
Uma diminui¢do no tamanho das formulagcdes poderd ser uma solucdo para contornar este
inconveniente e, entdo, as microparticulas sdo uma boa alternativa a estes sistemas, uma vez

que apresentam pequenas dimensoes, entre 1 e 1000 pum [2].
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5.2 Materiais

Ao longo do trabalho descrito neste capitulo foram usados 0s seguintes reagentes, BSA de peso
molecular de 66 000 Da e raio de cerca de 34,8 angstroms, hidroxido de sodio (NaOH),
N,N,N,N’-tetrametilenodiamina (TEMED) e &cido acrilico (AA) a 99 % e de massa molecular
72,06 g/mol, obtidos na empresa fornecedora Sigma-Aldrich [54] (ver Anexos 67 e 68).
Utilizou-se como iniciador, APS e como reticulante MBAmM. Foram preparadas previamente
solugdes-tampdo com pH a variar entre 2 a 10, sendo o valor de pH ajustado com recurso a um
elétrodo de pH (Anexo 69). Os reagentes incluidos na preparacéo das solug¢fes aquosas foram
acido cloridrico (HCI) a 37 % e massa molecular 36,46 g/mol, potassio hidrogénio ftalato
(CsH4COOHCOOK) de massa molecular de 204,23 g/mol e moléculas de KH2PO4 e NazHPOa.
Na andlise das amostras recolhidas utilizaram-se células de quartzo e como referéncia o
solvente agua desionizada (DI) na leitura das mesmas em espectrofotometro UV-Vis. Todo o

procedimento experimental seguiu uma abordagem baseada em protocolos publicados.

5.3 Preparacao de Solugdes-Tampao
As solucbes-tampédo (ST) sdo solugdes que resistem a mudangas de pH quando lhes séo
adicionados acidos ou bases ou quando uma diluigdo ocorre [61]. Essa resisténcia € o resultado
do equilibrio entre as espécies participantes do tampao. Um tampédo é constituido a partir de
uma mistura de um écido fraco com a sua base conjugada ou de uma base fraca e o0 seu respetivo
acido conjugado. Os tampdes tém um papel importante em processos quimicos e bioquimicos,
nos quais é essencial a manutencdo do pH. Assim, muitos processos industriais e fisiol6gicos
requerem um pH fixo para que determinada funcdo seja desempenhada. Por exemplo, o sistema
tampdo HCO3/H,CO3 é importante fisiologicamente, uma vez que controla o transporte de CO>
no sangue e o seu pH [57, 62]. As ST foram preparadas utilizando-se um medidor de pH. Este
indicador permite identificar se a solugdo tem um carécter acido em que predominam os ides
H*, um caracter alcalino em que os ides predominantes sdo OH" ou, por Gltimo, um caracter

neutro. O pH varia de ~0 a 14 para qualquer tipo de solucéo e é determinado pela equacgéo:

pH :—Iog[H *] (5.1)

A temperatura pode ser um fator que influencia os resultados, devendo a solugdo em estudo
estar 8 mesma temperatura da solucdo da calibracdo. Se tal ndo acontecer, o elétrodo que mede
0 pH possui um sensor de temperatura que permite a compensagdo automatica desta,

transmitindo assim resultados mais fiaveis.
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5.4 Sintese de Hidrogeéis Anionicos por FRP

Existem diversas formas de imobilizar um agente bioativo, neste caso, essa imobilizacao
realizou-se pela incorporacdo da proteina aquando da sintese dos hidrogeéis aniénicos. A escolha
do método especifico a utilizar é normalmente feita considerando as caracteristicas de
solubilidade do composto bioativo, sendo geralmente o critério subjacente a esta escolha a
maximizacdo da eficiéncia de imobilizacdo. No processo de Sintese de Hidrogéis por FRP,
inicialmente pesaram-se as quantidades de cada um dos elementos que se encontram descritos
nas Tabelas 5-1 e 5-2. Posteriormente, dilui-se cada elemento separadamente. Primeiramente,
comegou-se a juntar o 4cido acrilico (~2 mL) com Wp, (usou-se apenas 6 dos 10 mL totais) e
seguidamente adicionou-se o hidréxido de sodio (NaOH) (~0,94 g) até se obter uma solucéo.
Verificou-se, no final desta etapa, 0 aguecimento da solucdo devido a reacfes entre 0 monémero
base (AA) e o neutralizador (NaOH). Posto isto, usaram-se os restantes 4 mL de agua DI para
se dissolver o reticulante, MBAm (~50 mg), BSA (~100 mg) e o TEMED (~100 mg). Foram
feitas passagens sucessivas das solucdes anteriores até se obter uma solucdo final com todos os
reagentes diluidos. Mediu-se com recurso a um elétrodo, o pH da solugéo final, sendo esses
valores registados na Tabela 5-3. Colocou-se num banho de 4gua termostatado a 25 °C a solu¢édo
do mondémero com o reticulante, sem o iniciador, cerca de 15 minutos a borbulhar e a agitar
com argon. Ao fim desse tempo, adicionou-se a solucao de APS previamente preparada (~2 ml
de solucdo com concentracdo de 33,9 mg/mL), dando-se inicio a polimerizacdo. Esperou-se
aproximadamente 24 a 25 horas para finalizar a formacao da rede e consequente imobilizacao
de BSA.

Tabela 5-1. Descricdo e quantidades dos reagentes usados na imobilizagdo de BSA em hidrogéis anidnicos,

utilizando o monémero Acido Acrilico.

. Monomero Solvente Reticulante Iniciador Grau_ de - Proteina
Hidrogel Neutralizacdo T

[g] [d] [mg] [mL/mg] NaOH [ma] °C]
AA Whi MBAmM APS /TEMED [a] BSA

HGS8 2,3317 10,0729 50,6 2,0853/100,2 0,9534 100,8 25

HG9 2,2145 10,0822 50,5 2,0202/100,5 0,9460 - 25

HG10 2,0168 10,0393 50,3 2,0035/103,3 0,9481 100,6 25

HG11 2,0229 10,3157 50,2 2,0563/104,0 0,9401 100,4 25

+  Usou-se uma solucdo aquosa de APS em dgua de concentragdo ~33,9 mg/mL.
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Tabela 5-2. Condi¢des experimentais na imobilizagdo de BSA em hidrogéis inteligentes sensiveis ao pH (Pardmetros Relativos).

CNaCI CM 0N OCR al T I'cAT 'mpT I'CRPT
HG M1 CR I CAT PT S
(mollL) | (%) @) | @) | @) | (°C) (%) (%%) (%)
HGS8 AA | MBAmM | APS | TEMED | BSA | Agua - 199 [ 701 1 |09 | 25 70,8 | 0,004 | 0,5
HG9 AA | MBAm | APS | TEMED - Agua - 191 [ 732 1 |09 | 25 68,4 - -
HG10 | AA | MBAmM | APS | TEMED | BSA | Agua - 178 [ 806 | 11 | 1 25 656 | 0,005 | 0,5
HG11 | AA | MBAm | APS | TEMED | BSA | Agua - 174 [ 797 | 11 | 1 25 67,1 | 0,005 | 0,5
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De acordo com a Seccdo 4.3 do Capitulo anterior, Imobilizacdo e Libertacdo de BSA em
Hidrogeéis Sensiveis a Temperatura € importante determinar especificamente o conjunto de
polimerizagdes a efetuar qualquer que seja 0 mondmero base a ser utilizado. Assim, os céalculos
dessa seccdo aplicam-se no estudo de hidrogéis sensiveis ao pH. A neutralizacdo de monomeros
ionicos (particularmente AA, gerador de hidrogéis anidnicos) € um aspeto importante na sua
polimerizagdo dado que a velocidade de reacdo é fortemente afetada por este parametro [21].
Nos casos especificados na Tabela 5-2, realizou-se a neutralizacdo prévia dos mondmeros,

utilizando a quantidade de NaOH necessaria para atingir o valor de @y pretendido. Nos casos

em que o TEMED foi usado como catalisador (sistema de iniciacdo aquoso APS/TEMED), o
valor foi adotado seguindo estudos prévios na literatura [21].

Assim, a neutralizacdo expressa a fracdo molar de grupos &cido do mondémero que sao
neutralizados com a base, de acordo com a seguinte expressao:

Ny

N, +Ny

x100 (5.2)

oy =

5.5 Ensaios de Libertacdo de BSA

Os ensaios de libertacdo dos hidrogéis anionicos realizaram-se em sequéncia de trés meios
distintos que tentam simular as vérias condicdes de pH encontradas ao longo do trato
gastrointestinal. Meio acido (simulacdo do meio no estdmago), meio ligeiramente alcalino

(simulacdo do meio no célon) e meio basico, como meio de comparacao (Tabela 5-3).

Tabela 5-3. pH da solugéo final antes da polimerizacdo, pH da solugdo-tampéo e pH de Wp, preparada para 0s

diferentes hidrogéis aniénicos.

pH da solucéo pH da 4gua

Hidrogel final pH da solucdo-tampéo desionizada
HG8 5,46 7,46
HG9 5,55 7,45
52-54
HG10 6,60 2,04
HG11 6,62 10,1

Assim, para os hidrogéis HG8 e HG9 foram preparadas solu¢des-tampdao de pH~7,4. Para esta
ST utilizou-se 100 mL de Wpi em 1, 3625 g de KH2PO4 adicionado a 200 mL de Wp; com

2,8363 g de Na;HPO.. A diferenca entre estes hidrogéis reside no processo de formacao da rede
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a qual ndo foi incluida proteina ao hidrogel HG9 (Tabela 5-1). A ideia, apds a formacéo da rede
polimérica deste ultimo hidrogel foi estudar a libertagdo, colocando igualmente o polimero em
solucdo aquosa e obter pelo menos duas leituras em UV durante 24 horas. Estas funcionardo
como branco para descontar nas leituras das redes poliméricas contendo BSA em hidrogéis
anionicos. Para o hidrogel HG10 colocado em solucéo &cida, foi preparada uma solugdo-tampéao
de pH~2. Para isso, pesou-se 0,1 M de CgHsKOg4 (hidrogeno ftalato de potassio) em 200 mL de
W que foi adicionada a uma solucdo de 1 M de HCI em 50 mL de Wp,. Por fim, na preparacgao
da solucdo basica (pH~10), adicionou-se cerca de 4 gotas de solucdo de NaOH previamente
preparada (3 g de soluto/100 mL de solvente) a aproximadamente 200 mL de Wp,. Cada um
dos hidrogeis sintetizados foi colocado no interior de um frasco juntamente com 100 mL de
cada solugéo correspondente, iniciando-se a libertagdo de BSA (ver Anexo 70). Ao fim de 48
horas e da recolha de 9 amostras aos hidrogéis HG8, HG10 e HG11 fez-se a reposicdo/adi¢do
de mais 100 mL de solucdo a pH 7, 2 e 10, respetivamente, de forma a obter-se um polimero
menos Viscoso pois com o decorrer do tempo uma quantidade significativa de agua era
absorvida pelo hidrogel tornando a recolha das amostras um processo bastante dificil. Ao
hidrogel HG9 também foram adicionados 100 mL de solucdo aquosa a pH=7, pelo que essa
quantidade foi refletida na recolha da segunda amostra. Durante a amostragem foram recolhidas
amostras ao meio de libertacdo em intervalos fixos de tempo, retirando-se 2 mL de solucdo e
preenchendo o volume em falta com o respetivo meio limpo a mesma temperatura. Estas
amostras foram centrifugadas para que as particulas maiores e mais densas sedimentassem
primeiro, ficando no sobrenadante as particulas pequenas e menos densas. Fez-se a leitura das
mesmas (comprimento de onda de 277 nm determinado a partir da curva de calibragdo usando
solucBes de proteina padrdo) e determinou-se a concentracdo de BSA libertada por
espectroscopia UV-Vis, usando dgua como referéncia. Os ensaios de libertacdo do meio acido
demoraram 54 horas e os do meio ligeiramente alcalino 49 horas. As amostras foram entao
guardadas no frigorifico ao abrigo da luz, para uma posterior quantificacdo do principio ativo
por GPC. A recolha de amostras realizou-se sempre em ambiente de laboratério com a

temperatura média a variar entre 18 e 22 °C.

5.6 Resultados e Discussao

O pH do meio é um dos pardmetros mais importantes no processo de libertacdo. Isto deve-se
ao facto de as proteinas apresentarem diferentes estruturas tridimensionais de acordo com o pH

da solucdo. Portanto, o efeito do pH em hidrogeéis impressos foi estudado na gama de solugdes-
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tampédo de pH 2, 7 e 10 (Tabela 5-3). Na Figura 5.1, observa-se a curva caracteristica obtida
com o hidrogel HG9 para o mondémero AA. Esses valores sdo usados como referéncia aquando
do estudo da libertacdo da proteina no sentido de tentar eliminar a contribuicdo do monémero
na absorcédo de UV medida.

HG9
0,09
0,08
0,07
2006
©
£0,05
=
S 0,04
0,03 - O
002 - chQI\
0,01 OH
0 T T T T |
0 5 10 15 20 25

Tempo de Amostragem (horas)

Figura 5.1: Curva modelo para o estudo da libertacdo de BSA estimulada pelo pH (hidrogel colocado numa
solucdo aquosa de pH =7) considerando o hidrogel HG9. Esse hidrogel foi usado como referéncia para avaliacéo
da absorcdo UV relativa a0 monémero AA (branco).

Na Figura 5.2 apresentam-se os valores observados para a libertacdo de BSA (% BSA
Libertada) em hidrogéis baseados em AA (Tabela 5-2) quando colocados em solug¢Bes aquosas
com diferentes valores de pH.

100 +—+——+——+—+—+——+—+—+—+—+—+——+———F+—+—

—l— HG8 pH=7
—@— HG10 pH=2

@
o

(=2}
o

40

Concentracdo Normalizada de BSA

Tempo de Amostragem (horas)

Figura 5.2: Efeito do pH no processo de libertacdo de BSA a partir de hidrogéis aniénicos para a temperatura de
25°C.

Estes resultados foram obtidos mergulhando uma quantidade conhecida de polimero pré-

sintetizado numa solugdo aquosa de aproximadamente 100 mL com um valor de pH
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previamente fixado. Estes materiais encontram-se contraidos quando colocados em solugfes
acidas (ex. pH~2) e aumentam significativamente o seu volume com o aumento do pH (ex.
pH~10). Este comportamento é tipico de um hidrogel anidnico (como é o caso dos hidrogéis
baseados em AA). Assim, o0 inchamento/colapso destes hidrogéis deve-se aos grupos funcionais
presentes nas cadeias de polimero (ex. grupos acidos) que sofrem diferentes graus de ionizacéo
em funcdo do pH do meio envolvente com reflexo no estado macroscopico da rede de polimero
(colapso a meio &cido e inchado em meio alcalino) [63]. Verificou-se que a maxima libertacéo
inicial foi observada a pH=2, contudo, as capacidades de absor¢cdo ao longo do tempo séo
significativamente mais baixas para hidrogéis em meios acido e basico. A maxima libertacédo
da BSA ao longo do tempo observou-se para a solucdo de pH=7, eventualmente pelo facto de
se encontrar perto do ponto isoelétrico da BSA de 4.8 [56]. A sensibilidade destes materiais a
variacdo do pH pode ser explorada em aplicacbes biomédicas, nomeadamente no controlo de
libertacdo de proteinas com estimulo pelo pH. Note-se, por exemplo, que no trato
gastrointestinal, o estbmago apresenta um pH préximo de 1 (meio acido) enquanto no intestino
se observam valores de pH proximos de 8 (meio ligeiramente alcalino) [21]. O processo de
libertacdo da BSA pode eventualmente ser afetado pelo facto de as proteinas serem
macromoléculas, podendo assemelhar-se a cadeiras de polimero. Portanto, quando as moléculas
de proteina interagem com as redes de polimeros, pode ocorrer a formacao de ligagdes cruzadas
fisicas que dificultam a difusdo das proteinas livres para fora da matriz de gel [52]. Na Figura
5.3, observa-se 0 estudo da libertacdo da BSA estimulada pelo pH (hidrogéis colocados numa
solucdo aquosa de pH=7 e pH=2). Nas figuras sdo apresentados os valores medidos para a
quantidade de proteina libertada usando a absorvancia UV global da mistura (expressa em mg/g
de solucdo aquosa). Na determinacdo da concentracdo da BSA ¢ descontada a concentracdo de
AA por reagir (Concentracdo de BSA corrigida). Faz-se também o célculo da concentracédo
normalizada, usando como referéncia 0 maximo observado. Os dados experimentais da
dindmica de libertacdo foram obtidos através de espectroscopia UV-Vis. Nas Figuras 5.4 a 5.6
séo apresentados resultados da libertacdo de BSA a pH=10. A pH=10 (HG11) e a pH=7 (HGS)
foram medidos perfis mais estaveis de libertacdo, especialmente no Gltimo caso em que a fracédo
da BSA libertada é praticamente constante ao longo das diversas amostragens na gama de 30 a
40 %. Todos os resultados apresentados nas Figuras 5.2 a 5.6 mostram que o pH tem um efeito
importante na libertacdo da proteina, sendo de assinalar um comportamento peculiar do sistema
em meio acido (pH=2). Neste caso, parece observar-se uma taxa de libertacdo inicial que podera

rondar os 80 % seguidos da diminui¢do muito significativa da quantidade da BSA em solucéo.
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Figura 5.3:

Libertacdo da BSA estimulada pelo pH nos hidrogéis HG8 (pH=7,4) e HG10 (pH=2).
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Figura 5.6: Concentracdo normalizada de BSA libertada, usando como referéncia 0 maximo que seria

possivel observar.

5.7 Analises por GPC

Para analise por GPC de amostras referentes a libertacdo da BSA foram usadas as trés colunas
em série A7 Guard, A3000 e A6000 da marca Viscotek, tal como anteriormente descrito. A

temperatura das colunas foi fixada em 25 °C, sendo o caudal da fase mével de 0,5 mL/mine a
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detecdo por UV fixada a 277 nm. Apos a dissolucédo das amostras em agua desionizada (DI), a
anélise em GPC foi iniciada. Primeiro os frascos sdo preenchidos com todas as solugfes a
analisar sendo posteriormente colocados no interior do instrumento (Figura 5.7).

Figura 5.7: Frascos de analise cromatografica (~2 mL) colocados no interior do GPC. Esta andlise foi usada de

forma preliminar para quantificar a BSA em solucéo.

Em seguida, a injecéo é feita de forma automatica e a solucao flui a 0,5 mL/min por meio de
detetores sendo recolhida posteriormente num reservatério de saida. Nos Anexos 29 a 38 deste
documento estdo resumidos alguns resultados obtidos por esta técnica no &mbito da libertagéo
da BSA a partir de hidrogéis anidnicos. O Anexo 40 é também importante neste contexto pois

mostra a caracterizacdo por GPC de uma solu¢do contendo apenas acido acrilico (monémero).

5.8 Considerac0es Finais

Em conclusdo, neste capitulo sdo apresentados os resultados relativos a imobilizacdo da BSA
em hidrogéis anionicos sensiveis ao pH. Foram sintetizados quatro materiais diferentes
baseados em &cido acrilico (AA), trés deles incorporando BSA (HG8, HG10 e HG11) e um na
auséncia de proteina imobilizada (HG9). Este ultimo hidrogel foi sintetizado para tentar avaliar
a presenca de monémero por converter nas amostras recolhidas durante o processo de libertacédo
da BSA, de forma anéloga ao discutido no Capitulo 4 para 0 monémero NIPA. As reacGes de
sintese foram realizadas em solucéo aquosa a baixa temperatura (T=25 °C), usando o sistema
APS/TEMED como iniciador/catalisador. Foi usado MBAmM como reticulante (crosslinker) e
procedeu-se a neutralizacdo do acido acrilico (entre 70 e 80 %) com NaOH de forma a ionizar
0s grupos carboxilo (rede final de acrilato de sodio).

Os produtos sintetizados foram usados para realizar testes de libertagdo da BSA em meios

aquosos com diferentes valores de pH. O hidrogel HG8 foi usado para estudar a libertagdo de
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proteina a pH=7, HG10 a pH=2 e HG11 a pH=10. De forma analoga ao realizado no Capitulo
4, realizou-se a amostragem, em diferentes instantes de tempo, da fase aquosa onde os hidrogéis
foram colocados e fez-se a medicéo da respetiva absorvancia UV para tentar quantificar a BSA
presente em solucdo (libertada do hidrogel). Os resultados obtidos parecem indicar que também
com hidrogeis anionicos devem ocorrer interagcdes importantes entre a proteina e o hidrogel que
originam a retengdo de uma parte importante da macromolécula na rede. Por outro lado, o pH
do meio de libertagdo tem também um grande impacto neste processo que pode resultar da

combinacéo de dois efeitos:

(i) A sensibilidade da rede de polimero ao pH circundante. Neste caso, o hidrogel colapsa
a pH acido (fechando os poros e impedindo a saida da proteina, de forma analoga ao
discutido no Capitulo 4 para hidrogéis termosensiveis) e incha a pH alcalino.

(if) Assim como a eventual ocorréncia de reacdes de degradacao/associacéo da proteina por
efeito do pH. Este facto podera contribuir de forma parcial para a explicacdo da

diminuicdo da absorvancia medida ao longo do tempo em meio acido.

Como discutido no Capitulo 4, a analise por GPC das amostras retiradas ao longo do processo
de libertacdo da proteina, poderdo contribuir de forma importante para a elucidacdo de algumas
questdes em aberto, nomeadamente a eventual presenca de impurezas cooperando para a
absorvancia global medida por UV. Os resultados nos Anexos 29 a 38 e 40 mostram de forma
clara a presenca de varias espécies (para além da BSA) nas amostras recolhidas (ex. ver Anexo
31). Adicionalmente, mostram também que o conjunto de espécies detetado varia com o tempo
de amostragem dentro de um meio com o mesmo pH (ex. comparar Anexos 33 e 36 ou 37 e 38)
e com o valor do pH para 0 mesmo tempo de amostragem (ex. comparar Anexos 29, 33 e 37).
Assim, estes resultados reforcam a necessidade de considerar de forma sistematica a analise por
GPC do processo de amostragem de forma a elucidar todos os fendémenos complexos associados
com a libertacdo de proteinas imobilizadas em hidroggéis.

Em geral, os resultados apresentados neste capitulo mostram que o pH pode também ser
considerado como parametro de controlo de libertacdo de proteinas imobilizadas em hidrogéis

anionicos (colapsados a pH acido e inchados a pH alcalino).
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Capitulo 6. Imobilizacdo e Libertacdo Comparativa
de BSA em Hidrogéis Anionicos, Cationicos e

Termosensiveis

6.1 Introducao

Neste capitulo apresenta-se o trabalho desenvolvido na sintese de hidrogéis por polimerizacdo
FRP a partir de mondmeros sensiveis a diferentes estimulos. Um dos objetivos deste estudo
consiste na demostracdo da viabilidade experimental de sinteses de diferentes tipos de
hidrogéis, nomeadamente anionicos, catidnicos e termosensiveis quando interagem com
proteinas modelo como a BSA. Atendendo as diferentes classes de monémeros envolvidos, as
condicdes de sintese (concentracdes, pH, temperatura, iniciador, etc.) foram ajustadas de acordo
com cada caso especifico. Estes hidrogéis passam por transicdes reversiveis de volume e de
fases quando o ambiente a sua volta sofre alteracGes especificas, tendo a capacidade de libertar
0 agente bioativo encapsulado apenas quando ocorre uma mudanca especifica do ambiente que
o rodeia [51]. Estes hidrogéis tém sido extensivamente utilizados na formulacao de sistemas de
libertacdo capazes de, quando administrados por via oral, atuarem numa zona especifica do
trato gastrointestinal — o colon [51]. As suas propriedades tém sido exploradas para ultrapassar
uma série de desafios que o desenvolvimento destes sistemas apresenta: por um lado, estes
sistemas tém de permanecer intactos no seu transito pelo trato gastrointestinal superior, de
forma a proteger os compostos bioativos da degradacao quimica e enzimatica e, por outro lado,
devem ter a capacidade de libertar os compostos incorporados logo que atinjam o seu alvo [51].
Assim, o rapido desenvolvimento nos Ultimos anos de proteinas baseadas em sistemas de
libertacdo de farmacos tém estimulado uma grande procura por dispositivos de distribuicdo
adequados [51]. Estes sdo capazes de proteger as proteinas de ambientes adversos (enzimas
proteoliticas e baixo pH) de forma a controlar a reagdo do corpo a presenca da proteina e
manipular a libertacdo da mesma por estimulos ambientais [51]. Muitos investigadores tém
analisado o potencial de polimeros a base de hidrogéis de forma a encapsular e libertar
proteinas. Todo o processo de libertacdo é controlado ndo s6 pela carga das proteinas mas
também pela fracdo de volume e dimensdo dos poros, tamanho das moléculas de proteina e as

interacdes entre as cadeias de proteina e do polimero [52].

69



Imobilizagdo e Libertagdo Comparativa de BSA em Hidrogéis Inteligentes

6.2 Materiais

As estruturas quimicas bem como as respetivas propriedades dos diferentes materiais usados
neste trabalho encontram-se descritas detalhadamente nos Anexos 79 a 81 deste documento. Os
reagentes foram usados conforme recebidos de forma a tentar reproduzir a pratica industrial na
sintese dos polimeros. Os produtos quimicos fundamentais na sintese, caracterizacao e teste de
hidrogéis tais como os mondémeros NIPA e AA foram adquiridos a Sigma-Aldrich. O
mondémero DMAEMA utilizado neste estudo foi obtido na mesma empresa fornecedora,
exibindo uma massa molecular de 157,21 g/mol. Utilizaram-se solugdes tampao (pH=2,2 e
10,3) para a realizagdo de dois testes de sensibilidade ao pH a temperatura constante e em estado
de equilibrio. Estas solu¢fes aquosas foram previamente preparadas e os seus valores efetivos
de pH foram medidos usando um elétrodo pH (marca Schott). Para inje¢do no sistema de GPC
de amostras das solugdes aquosas analisadas foram usados filtros de membrana de celulose com
porosidade de 0,45 micron (filtros da marca Whatman), especialmente apropriados para

sistemas aquosos (ver Anexo 71).

6.3 Procedimento Experimental

O procedimento experimental adotado para os diferentes hidrogéis (anionicos, catiénicos e
termosensiveis) foi muito semelhante. Note-se que foi sintetizado um quarto hidrogel de
monomero DMAEMA nas mesmas condi¢fes de sintese dos hidrogeis anteriores, que sera
utilizado em estudos posteriores ndo tendo incorporado na sua rede estrutural a proteina BSA
(Tabelas 6-1 e 6-2). Preparou-se o banho de agua necessario a temperatura requerida, 40 °C,
com auxilio de placas de aquecimento e respetivos termopares. Esperou-se até que a

temperatura estabilizasse no valor desejado.

Tabela 6-1. Descricdo e quantidades referentes aos reagentes usados na imobilizacdo de BSA em hidrogéis

termosensiveis, aniénicos e catiénicos.

Hidrogel Monémero Monémero Mondémero Solvente  Reticulante Iniciador Proteina

[mg] [a] [a] [9] [mg] [mg] [mal oy
NIPA AA DMAEMA Woi MBAmM VA044 BSA
HG12 682,4 - - 10,1384 10,9 20,2 100,6 40
HG13 - 2,0425 - 10,4552 50,4 100,1 100,9 40
HG14 - - 5,0043 10,0133 50,6 100,8 100,6 40
HG15 - - 51719 10,6497 50,4 100,4 - 40
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Tabela 6-2. CondicOes experimentais na imobilizacdo de BSA em hidrogéis inteligentes sensiveis a temperatura e ao pH (Parametros Relativos).

Cm | acr | T 'MPT | FCRPT
HG M1 CR | PT S .
@ | @ | e | C) | @ (%)
HG12 NIPA MBAmM | VA044 | BSA | Agua | 64 | 12 | 10 | 40 | 0025 | 22
HG13 AA MBAm | VA044 | BSA | Agua | 174 | 11 | 1,0 | 40 | 0,005 | 05
HG14 | DMAEMA | MBAm | VA044 | BSA | Agua | 320 | 1,1 | 1,0 | 40 | 0,005 | 05
HG15 | DMAEMA | MBAm | VA044 | - | Agua | 314 | 11 | 1,0 | 40 - -
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Posto isto, pesaram-se os diferentes monomeros, NIPA, AA e DMAEMA e o reticulante
(MBAmM) em diferentes quantidades, recorrendo-se a uma balanca analitica, sendo colocados
em frascos individualmente (Figura 6.1).

Figura 6.1: llustracdo fotografica dos diversos reagentes usados nas diferentes sinteses dos hidrogéis HG12,
HG13, HG14 e HG15.

O frasco que continha 0 mondmero e reticulante foi borbulhado com argon para remoc¢édo do
O, uma vez que este pode reagir com o iniciador (VA044), diminuindo a taxa de conversao de
mondmero em polimero. Adicionalmente, e de forma a avaliar o desempenho dos hidrogéis na
libertacdo de biomoléculas terapéuticas, procedeu-se a incorporacdo da proteina — albumina —
comummente utilizada na literatura enquanto proteina modelo (a excecdo do hidrogel HG15).
Imediatamente antes de se iniciar a reacdo adicionou-se a solu¢do aquosa de mondémeros o
sistema de iniciacdo VA044. A duracdo tipica de cada experiéncia foi de 106 horas. O
prolongamento do tempo de polimerizacdo para além das 24 horas devera conduzir a um maior
grau de conversdo na reacdo de polimerizacdo, e consequentemente a diminuicdo das
impurezas. Apo6s a polimerizacdo de cada um dos hidrogeis, estes foram colocados
individualmente no interior de frascos contendo cerca de 100 mL de Wp, (Figura 6.2). Esperou-
se 30 minutos até que os hidrogéis se estabilizassem na solucdo e foram retiradas amostras. Em
cada instante de amostragem, foram retirados 6 mL de solucdo aquosa para analise e repostos
6 mL limpos da mesma solugcdo de modo a garantir que o volume de liquido do meio de
libertagdo se mantivesse constante. As amostras foram centrifugadas (ver Anexo 72), para a
remoc¢do de polimero, durante 30 minutos a uma agitacdo orbital de 6.500 rmp e lidas em
espectrofotometro UV-Vis. Para esse efeito, usou-se um comprimento de onda a 277 nm de
modo a tentar maximizar a resposta da proteina. Considerou-se a calibracéo previamente obtida
para a relacdo efetiva deste composto na solugdo aquosa analisada com a absorvancia UV

medida.
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Figura 6.2: llustracdo fotogréfica dos hidrogéis HG12, HG13, HG14 e HG15, respetivamente.

O hidrogel HG15 (ver condicBes de sintese na Tabela 6-2), que contém exclusivamente
monomero DMAEMA, foi sintetizado com o propoésito de funcionar como branco na libertacéo
da BSA e ser aplicado posteriormente no estudo da imobilizac&o e libertacdo de DNA (Capitulo
seguinte). Apos a recolha das amostras, este hidrogel foi filtrado de modo manual (com recurso
a um filtro). Posto isto, e para se obter uma rede bastante purificada colocou-se todo o polimero
filtrado novamente num frasco e deixou-se 0 mesmo embebido em aproximadamente 150 mL
de metanol durante 120 horas (purificacdo por precipitacdo) (ver Anexo 73). Seguidamente,
filtrou-se novamente o hidrogel de modo a obter-se este apenas purificado sendo levado a estufa
de vacuo (volume constante) a 50 °C durante 5 dias a secar (ver Anexo 74). O tempo de secagem
foi prolongado uma vez que o hidrogel encontrava-se bastante himido. O processo de libertacdo
dos hidrogéis HG12 a HG14 sob as condigdes descritas anteriormente demorou
aproximadamente 13 dias, num total de 3 amostras recolhidas. Ao fim desse tempo, colocaram-
se 0s hidrogéis sob novas condicdes de libertacdo de acordo com as suas propriedades (Figura
6.3).

Figura 6.3: llustracdo fotografica do processo de libertagdo dos hidrogéis HG12 (termossensivel), HG13

(aniénico) e HG14 (catidnico) quando colocados a 40 °C, numa solugédo aquosa a pH=10 e pH=2, respetivamente.
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Em qualquer estudo semelhante, na utilizacdo de um hidrogel termosensivel, a solu¢do aquosa
é 4gua desionizada (DI) sendo aquecida em banho de 4gua a 25 °C ou a 37 °C. Por outro lado,
na utilizacdo de um hidrogel sensivel ao pH, a solugdo aquosa deveré ser acida ou bésica. O
hidrogel HG12 por se tratar de um polimero termosensivel foi colocado em banho de agua
previamente preparada e a 40 °C. Os restantes hidrogéis, HG13 e HG14, foram filtrados e por
se tratarem de hidrogéis anionicos (sensivel a pH alcalino) e catiénicos (sensivel a pH &cido)
foram colocados em solucBes aquosas pré-preparadas de 100 mL de pH 10,38 e 2,29,
respetivamente. Na preparacéo da solucdo de pH=2,29 usaram-se 300 mL de Wp; a qual se foi
adicionando algumas gotas de HCI de modo a promover a diminuicao do valor de pH, medido
com 0 recurso a um elétrodo de pH. De modo idéntico, fez-se a preparacdo da solucdo de
pH=10,38, na qual foi usada uma solucdo pré-preparada de NaOH na concentragdo de 300 mg
em 100 mL de Wp,. Esperaram-se 2 horas até a recolha de uma nova amostra de 6 mL de
solucdo de cada um dos hidrogéis. Estas amostras foram analisadas no espectrofotometro UV-
Vis de modo a obter-se os resultados do processo de libertacdo para os diversos hidrogéis
colocados em diferentes condigfes. A Tabela 6-3 ilustra as condic¢des de libertacdo da BSA

imobilizada em hidrogéis inteligentes quando colocados em diferentes condi¢des de libertacao.

Tabela 6-3. Condices de libertacdo da BSA imobilizada em hidrogéis termosensiveis, anidnicos e cationicos.

Hidrogel T [°C] pH daagua pH da solucéo-

desionizada tampao
HG12 25 52 -
HG12 40 52 -
HG13 25 52 -
HG13 25 - 10,38
HG14 25 52 -
HG14 25 - 2,29
HG15 25 52 -

Na Figura 6.4 faz-se a representacdo esquematica da razdo de inchamento (SR) de hidrogéis
anionicos, cationicos e termosensiveis quando colocados em diferentes solugdes. Sabe-se que
os hidrogéis aniénicos (AA) e catiénicos (DMAEMA) respondem ao pH do meio circundante
devido a repulséo eletrostatica entre os grupos que os constituem [64]. Os hidrogéis anionicos,
carregados negativamente ligam-se ao H* da solucdo aquosa, pelo que permanecem colapsados

em meio acido e inchados em meio basico. Por outro lado, os hidrogéis catidnicos como
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apresentam grupos carregados positivamente, estabelecem ligagdes com o grupo OH™ da

solucdo permanecendo inchados em pH acido.

SR SR SR

Anignicos Cationicos Termosensiveis

pH acido pH bisico pH acido pH basico 25 40 T (°c)

Figura 6.4: Representacdo esquematica idealizada para a variacdo da razdo de inchamento de hidrogéis aniénicos
e catiénicos em solucdes aquosas com diferentes valores de pH e a representacdo de hidrogéis termosensiveis em
solucbes aquosas com diferentes valores de temperatura, respetivamente.

De modo semelhante, os hidrogéis termosensiveis (contendo NIPA na sua constituicao)
respondem a variacdes da temperatura do meio circundante, pelo que permanecem inchados a
temperatura ambiente, entre 20 a 25 °C, e colapsados a 40 °C. Este comportamento é explicado
pela existéncia de pontes de hidrogénio na sua constituicdo. Estas ligacGes sdo quebradas com
0 aumento da temperatura levando ao colapso do hidrogel e consequentemente a eventual
diminuicdo da libertacdo do principio ativo. Os desvios aos valores normais destes parametros
(pH e temperatura), no corpo humano, podem funcionar como estimulo para transi¢des de fases

reversiveis, em hidrogéis.

Na Figura 6.5 observa-se a curva caracteristica para absor¢do UV do hidrogel HG15.
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Figura 6.5: Curva modelo para o estudo da libertagdo da BSA a partir de hidrogéis DMAEMA. O hidrogel HG15

foi usado como referéncia para a determinagdo do efeito do monomero na absor¢do UV (branco).
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6.4 Resultados e Discussao

Nesta seccdo apresentam-se 0s resultados experimentais relativos aos hidrogéis anionicos,
cationicos e sensiveis a temperatura, mostrando-se a sensibilidade destes a variacdo do pH do
meio envolvente (solu¢do aquosa onde se encontravam colocados) bem como a temperatura. A
variacdo dos parametros de sintese permitiu avaliar a influéncia destes nas propriedades da
matriz dos hidrogeis a fim de se obter materiais com resisténcia suficiente para posterior
libertacdo de agentes bioativos. Hidrogéis sensiveis a temperatura sdo provavelmente a classe
de sistemas poliméricos mais comumente estudada, podendo colapsar ou inchar em volume
centenas de vezes num curto espaco de tempo. Hidrogéis baseados em NIPA tém a capacidade
de responder a mudanca de temperatura passando por uma transicdo de fase reversivel a escala
microscopica [55]. A percentagem de libertacdo de proteina no hidrogel depende
principalmente do tamanho dos poros incluidos neste, da estrutura e composicao da matriz
polimérica assim como do tamanho da proteina [17]. A albumina de soro bovino (BSA) é
geralmente escolhida como modelo na libertacéo cinética de hidrogéis [17]. Nas Figuras 6.6 a
6.8 apresentam-se os resultados obtidos na libertagdo da BSA imobilizada a partir dos hidrogéis
sintetizados. Estes mostram que em todos 0s casos, a conversdo de mondémero devera ter sido
substancialmente maior do que aquela observada nos Capitulos 4 e 5. Na Figura 6.6, verifica-
se que a taxa de libertacdo da BSA a partir de hidrogéis NIPA sintetizados a T=40 °C
(colapsados) parece ser muito mais baixa (apenas cerca de 20 % de libertacdo de proteina) do
que aquela observada para materiais produzidos a T=25 °C. Para o hidrogel aniénico HG13
(Figura 6.7), a taxa de libertacdo de BSA € consideravelmente baixa (cerca de 4 %), mesmo
guando comparada com os sistemas de imobilizacdo analogos estudados no Capitulo 5.
Verificou-se que o hidrogel cationico (HG14) (Figura 6.8) apresentou o melhor desempenho
como sistema de libertacdo. No entanto, o valor final (cerca de 25 % de BSA libertada) € muito
inferior ao conseguido com hidrogéis NIPA sintetizados a 25 °C, conforme descrito no Capitulo
4. Normalmente nas curvas cinéticas de BSA sdo observados dois comportamentos distintos de
libertacdo, uma fase inicial rapida e uma segunda fase lenta, onde o tamanho das proteinas
torna-se o principal fator bem como as interagfes proteina-hidrogel dominam a taxa de
libertagdo. O grau de inchamento diminui sistematicamente com concentrag0es crescentes de
agente reticulante (MBAmM). Uma maior densidade de reticulacdo conduz a um tamanho de rede
mais pequeno e consequentemente a um grau de imobilizagcdo mais baixo. Note-se que neste

caso todos os hidrogéis tém uma densidade de reticulagdo proxima (ver na Tabela 6-2).
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Figura 6.6: Libertagdo da BSA estimulada pela temperatura no hidrogel HG12.
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Figura 6.7: Libertagdo da BSA estimulada pelo pH no hidrogel HG13.
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Figura 6.8: Libertagdo da BSA estimulada pelo pH no hidrogel HG14.
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6.5 Anélises por GPC

As solucbes padrdo (NIPA, AA e DMAEMA) foram preparadas a uma concentracdo de cerca
de 10 mg/mL. Estes padrdes funcionam como um modelo comparativo com as amostras
recolhidas dos hidrogéis em estudo (BSA incluida em cada monémero). Antes de injetadas as
amostras foram filtradas com um filtro de teflon de 0.45 um. Para a analise da BSA, foram
utilizadas trés colunas de separacdo, A7 Guard + A3000 + A6000 da marca Viscotek. A
temperatura da coluna foi fixada em 30 °C, sendo o caudal da fase mével de 0,5 mL/min,
pressdo na ordem de 7,4 MPa e a detecdo por UV fixada a 277 nm. Os tempos médios para a
obtencdo da resposta final foram de 50 minutos para 0 mondmero AA, 60 minutos para
DMAEMA e cerca de 90 minutos para 0 monémero termossensivel, NIPA. De forma anéloga,

foram analisadas amostras referentes ao processo de libertagdo da BSA.

6.6 Considerag0es Finais

Em resumo, neste Capitulo foi comparada a imobilizacédo e libertacdo de BSA em hidrogéis
anionicos, catiénicos e termosensiveis. Foi realizada a imobilizacdo da proteina através de
polimerizagdo com NIPA (gerando um hidrogel termosensivel — HG12), com AA (gerando um
hidrogel aniénico — HG13) e com DMAEMA (gerando um hidrogel catiénico — HG14). Foi
também sintetizada uma rede de DMAEMA néo contendo BSA imobilizada (HG15) para uso
como referéncia no estudo do processo de libertacdo da proteina (processo em tudo semelhante
ao descrito nos Capitulos 4 e 5 para os hidrogéis baseados em NIPA e AA). Todas as reacoes
de sintese foram realizadas a T=40 °C, usando VAO044 como iniciador (sistema de
decomposicdo térmica apropriado nesta gama de temperatura de polimerizacdo). Assim, para
os hidrogéis NIPA e AA, os processos de imobilizacdo agora considerados sao distintos
daqueles descritos nos Capitulos 4 e 5, respetivamente. Note-se que a temperatura de
polimerizagdo tem um impacto importante no processo de formacéo das redes baseadas em
NIPA: o processo de imobilizacdo agora descrito (T= 40 °C) ocorre com a formacao do hidrogel
no estado colapsado, enquanto o sistema de imobilizacdo de proteina gerado no Capitulo 4
ocorreu com formacao do hidrogel no estado de inchamento (T=25 °C). O hidrogel baseado em
AA sintetizado neste capitulo foi tambem obtido a T=40 °C (parametro aqui com baixo efeito
no inchamento do material) e sem neutralizagao dos grupos acido (no Capitulo 5 a imobilizacéo
foi realizada a cerca de 80 % de neutralizacdo). Assim, 0 programa experimental agora descrito
tenta avaliar o efeito das condi¢cbes de imobilizagdo no desempenho dos produtos,

nomeadamente o tipo de rede considerada (anidnica/cationica/termosensivel), servindo também
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para comparar materiais da mesma familia gerados em condicdes diferentes (ex. de temperatura
ou neutralizacéo). Os resultados obtidos na libertagdo da BSA imobilizada a partir dos hidrogéis
sintetizados (ver Figuras 6.6 a 6.8) parecem mostrar o seguinte:

A conversdo de monomero devera ter sido substancialmente maior do que aquela observada
nos Capitulos 4 e 5. De facto, os perfis de libertacdo com/sem subtracdo da absorcdo UV
correspondente a mondmero por reagir sdo muito proximos ou geram valores negativos,
indicando o menor efeito da presencga de impurezas. A taxa de libertacdo da BSA a partir de
hidrogéis NIPA sintetizados a T=40 °C (colapsados) parece ser muito mais baixa (apenas cerca
de 20 % de libertacdo de proteina) do que aquela observada para materiais produzidos a T=25
°C. O aprisionamento irreversivel da macromolécula na estrutura da rede devido as interagdes
polimero/proteina e ao menor tamanho dos poros podera estar na origem dessa observagdo. A
taxa de libertacdo de BSA a partir do hidrogel anionico HG13 é substancialmente baixa (cerca
de 4 %). O aumento da temperatura de polimerizacdo e a ndo neutralizacdo dos grupos acido
devera ter provocado a imobilizacdo quase irreversivel da proteina na estrutura do hidrogel. No
contexto aqui explorado, o hidrogel catiénico HG14 (baseado em DMAEMA) apresentou 0
melhor desempenho como sistema de libertacdo, nomeadamente em comparagdo com 0S
produtos NIPA e AA. No entanto, o valor final (cerca de 25 % de BSA libertada) é muito
inferior ao conseguido com hidrogeis NIPA sintetizados a 25 °C, conforme descrito no Capitulo
4. Parece portanto ser evidente que as condi¢cdes de imobilizacdo afetam de forma critica o
processo posterior de libertacdo da proteina, nomeadamente a estrutura quimica do hidrogel
(devido as interacdes com a proteina) e também alguns parametros criticos da polimerizacao,
como por exemplo, a temperatura ou neutralizacdo de grupos funcionais (ex. grupos acido). Os
resultados aqui apresentados podem ser usados como ponto de referéncia para trabalhos futuros
gue visem a otimizacdo da imobilizacdo de proteinas em hidrogéis inteligentes (sensiveis a
estimulos como a temperatura e/ou pH). A semelhanca da descricao feita nos Capitulos 4 e 5,
a técnica GPC foi também aqui considerada de forma preliminar para tentar elucidar alguns
aspetos da libertacdo da BSA a partir dos hidrogéis sintetizados. Alguns resultados importantes
no contexto deste Capitulo encontram-se apresentados nos Anexos 39 a 45 deste documento.
Essas observacdes confirmam a utilidade desta técnica e mostram que é assim possivel obter
alguns detalhes (ex. presenca de monémero por reagir no processo de libertagdo da proteina)
que ndo ficam claros da absor¢do UV global das amostras. Também como anteriormente
mencionado, em trabalhos futuros, sugere-se a utilizacdo desta técnica de forma sistematica de
modo a obter desenvolvimentos adicionais no processo de imobilizagdo e libertacdo de

proteinas em hidrogéis inteligentes.
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Capitulo 7. Imobilizacdo e Libertacdo de DNA em

Hidrogéis Cationicos

7.1 Introducéao

Uma série de doencas humanas tém origens geneticas, tal como o cancro ou a fibrose cistica
[65]. Na area biomédica, existe uma procura cada vez maior de sistemas de entrega de genes
adequados, onde o objetivo principal consiste no fornecimento de um gene ou do substituto
funcional de um gene defeituoso [66]. A insercdo de um gene em células alvo de forma a
substituir genes defeituosos denomina-se “Terapia Genética”, sendo uma forma rapida e
promissora da abordagem terapéutica em desenvolvimento. Contudo, a injecdo direta do DNA
é inviavel ndo s6 devido a degradacdo enzimatica mas também devido & mé transferéncia de
informacdo. Vetores virais e ndo virais tém vindo a ser desenvolvidos para ajudar na introdugéo
de DNA funcional nas células [65]. Embora os vetores virais (virus) sejam agentes de entrega
bastante eficazes, existem diversas desvantagens que comprometem a sua eficacia, tal como a
resisténcia repetida a infegdes [65]. Materiais sintéticos como os lipidos cationicos, lipossomas,
quitosanos, polimeros de aminoécidos e nanoparticulas inorganicas tém sido sugeridos como
vetores ndo virais a fim de evitar todas as limitagdes dos vetores virais [65]. Polimeros
catidnicos sdo o grande interesse na investigacdo de vetores ndo virais, pois tém funcionalidades
importantes no complexo carregado negativamente do DNA, gerando grupos neutros e
positivos com a capacidade de atravessar a membrana celular negativa. Como resultado, uma
grande area de investigacdo emergiu na tentativa de traduzir o potencial dos polimeros
catidénicos em vetores confidveis e seguros [65]. Segundo alguns investigadores, é importante
que seja possivel a libertacdo controlada de DNA de plasmideo e farmacos simultaneamente.
O conhecimento adquirido a partir desta transportadora dupla é crucial para avangos na
concecdo de sistemas de libertacdo de medicamentos e genes anticancerigenos, combinando a

guimica e terapias génicas no tratamento de cancro [54].

7.2 Materiais

Para a realizacao do estudo da imobilizacéo e libertagdo de DNA assim como na preparacao de
solugdes, utilizou-se dgua desionizada (DI), recolhida a partir do aparelho Barnstead-Easy pure
LF. A resistividade da dgua desionizada (DI) ¢ de 18,3 MQ-cm. Utilizaram-se solugdes tampé&o

(nos valores de pH 2,2; 7,4 e 10,3) para a realizacdo dos testes de libertagdo de DNA com
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variacdo do pH em estado de equilibrio. Estas solugdes tampéo foram previamente preparadas,
recorrendo-se a protocolos existentes. Os valores efetivos do pH das solucgdes aquosas foram
medidos usando um elétrodo pH da marca Schott. Os quimicos fundamentais para a sintese,
caracterizacdo e teste foram adquiridos na mesma empresa fornecedora, Sigma-Aldrich
(Steinheim, Alemanha). Os reagentes foram usados conforme recebidos de forma a tentar
reproduzir a pratica industrial na sintese de polimeros. O acido desoxirribonucleico (DNA),
utilizado em todos os ensaios, foi obtido a partir de testiculos de salmdo da espécie
Oncorhynchus keta. A percentagem (%) de teor de guanina-citosina (G-C) para o DNA de
salmao ¢ indicado como sendo de 41,2 % [67]. A temperatura de fusdo (Tm) encontra-se na
ordem dos 87,5 °C em 0,15 M de cloreto de sodio e 0,015 M de citrato de sodio [68]. A sua
massa molecular é de 1,3x10° Da, ou seja, contem aproximadamente 2000 bp (pares de bases)
(ver Anexos 75 e 81) [43]. Para a iniciacdo da polimerizacdo utilizou-se o VA044, um iniciador

térmico para temperaturas elevadas na ordem dos 40 °C (ver Anexos 76 e 80).

7.3 Imobilizacdo Interna de DNA em redes de PDMAEMA

Numa primeira fase deste capitulo, pretendeu-se estudar o processo de libertacdo de moléculas
de DNA ao longo do tempo (a partir de hidrogéis onde foi imobilizado internamente), para isso,
é necessario sintetizar o hidrogel contendo DNA em condicGes experimentais adequadas, tais
como o pH ou a temperatura de sintese. O monomero utilizado para esta finalidade é o
DMAEMA, gerando um hidrogel biodegradavel e cationico. Sabe-se que o aumento da carga
positiva num polimero melhora a absorcdo celular mas apresenta um efeito prejudicial em
termos de toxicidade proveniente da desestabilizacdo e da perda de integridade das membranas
celulares. Assim, para superar esta desvantagem, torna-se apropriado conceber e utilizar
polimeros cationicos biodegradaveis de baixo peso molecular (baixa toxicidade) operado
também como vetores ndo virais [65]. Inicialmente, preparou-se o banho de agua necessario a
temperatura de 40 °C e prepararam-se 3 solu¢des (HG16, HG17 e HG18) de forma idéntica,
sendo cada um dos elementos pesados de acordo com as Tabelas 7-1 e 7-2. Cada um dos
elementos foi diluido separadamente e colocado no interior de um frasco de 20 mL, onde se
inseriu primeiramente a solu¢do do mondmero com o reticulante e ap06s a agitacdo com argon
adicionou-se o iniciador (VAOQ44). Esperou-se aproximadamente 96 horas até que toda a
solucdo fosse polimerizada, ndo existindo monoémero por reagir. Contudo, estas solucdes, sem
iniciador, foram deixadas em repouso num longo periodo de tempo, acabando por solidificar e

adquirindo uma elevada viscosidade mesmo antes de serem colocadas a 40 °C. Esta observagéo
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deve-se ao facto de se utilizar a agua como solvente, sendo esta absorvida pela macromolécula
de DNA acabando por aumentar de volume. Assim, e de forma a ndo se influenciarem os
resultados esperados, voltou-se a preparar 3 novas solugdes (HG19, HG20 e HG21) nas mesmas

condicdes de sintese (Tabelas 7-1 e 7-2).

Tabela 7-1. Descricao e quantidades referentes aos reagentes usados na imobilizagdo de DNA em hidrogéis

catidnicos (baseados em mondmeros DMAEMA).

Mondmero  Solvente  Reticulante Iniciador

Hidrogel  [g) o] [mg] mol o
DMAEMA Wi MBAM VA044

HG16 5,0160 10,0326 50,6 100,1 100,4 40
HG17 5,0063 10,5756 51 101,0 100,3 40
HG18 5,0431 10,0295 50,3 101,2 100,6 40
HG19 5,0475 10,2384 50,5 100,9 101,9 40
HG20 5,0671 10,0314 50,5 100,2 100,9 40
HG21 5,0102 10,0294 50,8 101,3 101,3 40

7.4 Libertagdo de DNA Imobilizado Internamente em redes
de PDMAEMA

Apbs o periodo estipulado de polimerizagdo, foram preparadas 3 solucdes tampdo de pH 2, 7 e
10. Pretende-se assim, estudar a libertacdo de DNA em solucdes aguosas com diferentes valores
de pH. Na preparacgdo da solucdo de pH=2,29 pesou-se uma quantidade de 300 mL de Wp; a
qual se foi adicionando algumas gotas de HCI de modo a promover a diminuicdo do valor de
pH, medido com o recurso a um elétrodo de pH. De modo idéntico, fez-se a preparacdo da
solucdo de pH=10,38, na qual foi usada uma solucdo pré-preparada de NaOH numa
concentragdo de 300 mg em 100 mL de Wp,. Na obten¢do da solugéo neutra (pH=7,46)
preparou-se uma solucdo-tampdo recorrendo-se a uma solucédo acida de KH>PO4 e uma solucéo
basica de Na;HPO4 (ver Anexo 77). Apos a preparagdo de cada solucdo individualmente,
adicionou-se cerca de 100 mL de solucéo a pH=2 aos hidrogéis HG16 e HG19, aos hidrogéis
HG17 e HG20 adicionou-se solucdo a pH=7 e aos restantes hidrogéis, HG18 e HG21, solucéo
a pH=10 (Figura 7.1). Ao fim de 10 minutos, foram retiradas amostras (~4 mL de solugdo com
a reposicdo da mesma quantidade de solucdo limpa de acordo com o pH da solugéo aquosa) em

2 diferentes tempos para posterior leitura em espectrofotdémetro UV-Vis.
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Tabela 7-2. Condicbes experimentais na imobilizacdo interna de DNA em hidrogéis inteligentes (catidnicos).

86

Cm | acr | T 'MPT | FCRPT
HG M1 CR | PT S .

@ | @ | @ | C) | @ (%)
HG16 | DMAEMA | MBAm | VA044 | DNA | Agua | 32 | 11 | 1,0 | 40 |0,0003 | 0,024
HG17 | DMAEMA | MBAm | VA044 | DNA | Agua | 309 | 11 | 1,1 | 40 |0,0003 | 0,023
HG18 | DMAEMA | MBAm | VA044 | DNA | Agua | 322 | 1,1 | 1,0 | 40 |0,0003 | 0,024
HG19 | DMAEMA | MBAm | VA044 | DNA | Agua | 31,7 | 1,1 | 1,0 | 40 |0,0003 | 0,024
HG20 | DMAEMA | MBAm | VA044 | DNA | Agua | 323 | 1,1 | 1,0 | 40 |0,0003 | 0,024
HG21 | DMAEMA | MBAm | VA044 | DNA | Agua | 320 | 1,1 | 1,1 | 40 |0,0003 | 0,024
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Figura 7.1: llustracdo fotografica do processo de libertacdo de DNA imobilizado internamente a partir dos
hidrogéis HG16 a HG21, respetivamente. A comparagdo visual dos frascos permite avaliar de forma simples a

estrutura (colapso/inchamento) dos hidrogéis quando colocados em meios com diferente pH.

7.5 Imobilizacéo Externa de DNA em redes de PDMAEMA
(DNA Binding)

Numa segunda etapa deste capitulo, realizou-se o estudo da imobilizacdo externa de DNA em
redes de PDMAEMA preé-sintetizadas, de forma a estudarmos a sua imobilizacdo num processo
designado por “DNA Binding”. Na primeira fase fez-se a protonacao do hidrogel PDMAEMA
[65]. Para isso, preparou-se inicialmente uma solucdo de HCI na concentracdo de 0,01 M (~0,36
g) em 100 mL de Wopi, sendo medido o seu valor de pH com recurso a um elétrodo pH. A esta
solucdo &cida (pH=1,24), retirou-se cerca de 50 mL que foram usados na protonacdo de
aproximadamente 300 mg de polimero seco de DMAEMA pré-sintetizado (ver condicdes de
sintese do hidrogel HG15 na Tabela 6-1) (ver Anexo 78). Considerou-se o periodo de tempo de
cerca de 24 horas como sendo suficiente para que fosse atingido o estado de equilibrio (maxima
absorcdo do polimero) e protonacdo. Apos este periodo, o polimero protonado foi levado a
filtrar para remocéo do excesso de solucéo de HCI e posteriormente a secar na estufa de vacuo
durante 48 horas. Sabe-se que o polimero de DMAEMA (M=157,21 g/mol) é constituido por
espécies que, por via da reacdo de polimerizacdo, se convertem em unidades repetitivas da
sequéncia polimérica, os mondmeros, que se encontram ligados entre si. Na sua extremidade
encontra-se um grupo alcalino, constituido por um azoto e dois grupos metil (etapa A da Figura
7.2) que sofrem protonacdo por efeito do acido cloridrico HCI (etapa B da Figura 7.2). Este,
por sua vez, é constituido por um atomo de hidrogénio (H*) de carga positiva e um atomo de
cloro (CI') de carga negativa. A ligagdo de um protdo a superficie do 4&tomo de azoto (N) é

influenciada pela heterogeneidade quimica e pelo comportamento da carga na sua superficie.
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Assim, a ligacao deste determina o estado dos grupos funcionais, em baixo valor de pH ficando

estes protonados.
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Figura 7.2: Efeito do processo de protonagdo nos grupos funcionais do polimero PDMAEMA.

Ap0s o periodo crucial ao processo de protonacao, é necessario promover a ligagdo do polimero
DMAEMA com as moléculas de DNA. Contudo, este processo ndo é imediato pelo que é
necessario estimar a quantidade de cargas positivas existentes no hidrogel de modo a ter uma
referéncia quando se utiliza 0 mesmo na ligacdo com as cargas negativas da molécula de DNA.
Assim, para uma determinada massa de hidrogel (polimero seco de DMAEMA) é possivel
determinar o numero de cargas positivas que existem nessa mesma massa pela expressao:

~ mHG

= 7.1
157,21 7

Sendo,

P - O nimero de cargas positivas existentes no hidrogel.

mHG - A massa de hidrogel usada no processo de protonacéo.

M= 157,21 Da - A massa molecular do monémero DMAEMA [69].

Sabe-se que o0 acido desoxirribonucleico é uma longa molécula em dupla hélice formada por
um esqueleto de grupos fosfato e aclcar localizados na parte externa da molécula, estando as
duas cadeias ligadas entre si por pontes de hidrogénio estabelecidas entre bases azotadas
complementares e localizadas na parte interna da molécula. O emparelhamento faz-se sempre
entre uma base purina e uma pirimidina, de tal modo que a adenina emparelha-se sempre com
a timina e a guanina com a citosina num conjunto de aproximadamente 2000 pares de
bases/unidades [32, 43]. Num processo semelhante ao descrito anteriormente é importante
estimar o nimero de cargas negativas existentes numa determinada massa de DNA de salméo,

pela seguinte expressao:
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N =_MovA o 9000% 2 (7.2)

3x10°

m
N =——% 4000

3x10

Sendo as novas variaveis definidas da seguinte forma:

N - O nimero de cargas negativas existentes na massa de DNA de salméo.
MDNA - A massa de DNA usada.

M= 1,3x10° Da - A massa molecular da molécula de DNA [43].
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Figura 7.3: Esquema representativo da cadeia de DNA em hélice dupla. Regras de emparelhamento das bases
A=T (duas ligagdes hidrogénio) e G=C (trés liga¢des hidrogénio) [70].

Uma vez que por cada par de bases/unidades de Guanina-Citosina e Adenina-Timina encontra-
se dois grupos de carga negativa (Figura 7.3), é importante considerar a existéncia desses
mesmos grupos no calculo das cargas negativas da quantidade de DNA utilizada (Equacéo 7.2).
E importante estabelecer antecipadamente a relacdo de 1:1 entre as cargas positivas e negativas
aquando da ligagdo do polimero com as moléculas de DNA [65]. Nesse caso, a relacdo entre as

massas de hidrogel e DNA a considerar é dada pelas seguintes relacoes:

P=N (7.3)

Por isso, a partir das expressdes anteriores determinou-se a seguinte relacao:

Go 4000x 157,21>< m (7.4)

13x10° PNA

<= MHG =0,48x Mgy
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7.5.1 DNA Binding em modo Fechado (batch)

Nesta etapa, preparou-se um conjunto de solucbes padrdo de DNA de concentracdes entre 0,2-
1,0 pg/mL de acordo com varios artigos disponiveis na literatura [65]. Estas, foram utilizadas
para construir a curva de calibracdo de DNA quando colocado em solugdes de glucose e &gua
desionizada (DI) (Figura 7.4). As curvas de calibracgdo foi feitas a partir das referéncias de modo
a ser possivel relacionar a absorvancia UV com a concentracéo das solucdes. A fim de se manter

a absorvancia com valores na regido linear, foi necessario diluir as solucbes padrdo. E

importante que se efetue a mesma diluicao em cada solugéo.
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Figura 7.4: Curva de calibracdo de DNA em solugdes contendo glucose (esquerda) e Wp, (direita) obtida por

espectroscopia de ultravioleta (UV) em modo fechado usando o comprimento de onda A=260 nm.

A solucéo de glucose foi preparada numa concentracéo de 5 % (massa/volume), ou seja, pesou-
se aproximadamente 5 g de glucose que foram dissolvidas em 100 mL de Wop,. Esta solucéo foi
levada ao ultrassons (~10 minutos) a fim de se promover a sua total dissolu¢do. Seguidamente,
prepararam-se 10 frascos fechados de 20 mL, 5 frascos contendo DNA em glucose e os restantes
contendo DNA em Wop, (Figura 7.5). Usou-se uma balanca analitica para efetuar todas as
pesagens de DNA, glucose e Wp; a incluir em cada frasco. Essas quantidades variam entre 2
mg a 10 mg de DNA, mantendo-se constante a quantidade de glucose € Wp; (~10 mL). Com o
objetivo de se promover a dissolucdo total das moléculas de DNA, colocou-se cada um dos
frascos individualmente num sistema de ultrassons. Seguidamente, uma pequena quantidade
dessas solucdes (~1 mL) foi entdo retirada, convenientemente diluida com Wp; (~9 mL). A
suspensdo de polimero resultante foi depois centrifugada. Essas amostras servem como valores

de referéncia antes da adigéo do hidrogel e de se iniciar o processo de ligacdo/imobilizagdo. A
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quantidade de DNA presente nas amostras recolhidas foi determinada por espectroscopia UV-

Vis. Cada amostra foi lida na absorvancia de 260 nm, correspondente ao pico de absorgéo do

DNA. Verificou-se que a diluicdo (em 10 vezes) das amostras é bastante importante, pois estas,

sem diluicdo apresentavam valores de absorvancia superior a 1.

Figura 7.5: llustragdo fotografica das solu¢des de DNA em Wp (frente) e em Glucose (atras) bem como a solugéo

contendo 5 % de glucose (direita).

Nesta fase, os agentes ativos (DNA) sdo incorporados no hidrogel depois deste se encontrar

formado. Sendo que é necessario primeiramente pesarem-se as quantidades de hidrogel seco de

DMAEMA a incluir a cada frasco de acordo com a concentracdo de DNA dos mesmos. Essas

mesmas quantidades foram determinadas a partir da relagdo entre a massa de hidrogel e a massa

de DNA a partir da expressdo anterior (Equacdo 7.4). Na Tabela 7-3 podem-se observar essas

mesmas quantidades de hidrogel ja calculadas.

Tabela 7-3. Quantidades de hidrogel de DMAEMA, massa de DNA e massa de solugéo (glucose ou Wpy) incluidas

em cada frasco no processo de DNA Binding em modo batch.

Massa Massa de Massa Massa Massa
Solugédo de . Massa )
Teste DNA Hidrogel | Teste  DNA Hidrogel
o Glucose Wop [mL]
2 [mg] (mL] [mg] [mg] mg]
>
0] 1 2,3 10,0565 11 6 2,1 10,2809 11
S 2 43 105773 21 7 44 100890 22
<
% 3 6 10,1603 2,9 8 6,1 10,0718 2,9
4 8,2 10,0612 4 9 8,6 10,0080 4,2
5 10,4 10,0373 5 10 10,3 10,1058 4,9

I Wie YNA

Apos a incorporagdo do hidrogel seco em cada uma das solugdes anteriores de DNA, estas

foram deixadas agitar, num agitador magnetico, ao longo de aproximadamente 74 horas de

forma a permitir que o solvente impregnasse e inchasse as particulas de polimero. Ao longo
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desse periodo de imobilizacdo foram recolhidas amostras nos tempos 0 (ap6s 30 minutos), 1
(ap6s 18 horas) e 2 (ap6s 74 horas). Estas amostras sdo o resultado da imobilizagdo do DNA
num processo designado por “DNA Binding”, que permite determinar a percentagem de DNA

que efetivamente se ligou ao hidrogel (Figuras 7.9 a 7.11).

7.5.2 DNA Binding em modo Continuo (SPE)

Avaliando-se os resultados obtidos para as diferentes amostras de DNA de salmdo em solucdes
de glucose e de Wp; em modo batch, verificou-se que para as concentracées de DNA (mg/mL)
de 0,8150 (Teste 4) usando glucose e 0,8593 (Teste 9) usando Wpi no tempo O (ap6s 30
minutos) obtiveram-se valores de % DNA Binding mais elevados (Figura 7.9). Assim, e com
bases nesses resultados, voltou-se a preparar novas solugdes com as mesmas quantidades (8 mg
de DNA em 10 mL solvente) e iniciou-se um novo estudo em modo continuo com recurso ao
método de SPE (Extracdo em Fase Sélida). Este método de extracdo usa uma fase sélida e uma
fase liquida de forma a isolar uma delas ou algum género de soluto que se encontre em solucéo,
sendo usada de forma a purificar as amostras antes de estas sofrerem analise cromatogréafica. A
fase estacionaria é contida numa coluna de plastico (normalmente de 1-10 mL de capacidade).
A coluna pode conter um filtro na sua base de modo a ndo deixar passar a fase estacionéria e
controlar o fluxo de solvente que o atravessa [5, 71]. Neste caso particular, o SPE foi usado
para avaliar o modo como alguns materiais podem absorver num processo continuo.
Inicialmente, preparou-se uma nova solucdo protonada, atraves da adicdo de hidrogel seco
DMAEMA (~300 mg) a uma solugdo de HCI (~50 mL a pH=1,24) previamente preparada (ver
Seccdo 7.5), durante sensivelmente 48 horas. Apés este tempo, levou-se a solucdo a filtrar e a
secar de modo a obter-se apenas o hidrogel seco e protonado (~340 mg), este, por sua vez, foi
dividido em duas partes iguais (~170 mg). Neste estudo, pretende-se avaliar a liga¢cdo das cargas
negativas das moléculas de DNA com as cargas positivas do hidrogel em questdo, ou seja,
avaliar a quantidade de agente ativo que ficou retido no hidrogel. Primeiramente, inseriu-se um
filtro na base de uma seringa de 10 mL a qual adicionou-se o hidrogel protonado (~170 mg) e
1 mL de Wp, durante 24 horas para que o hidrogel inchasse e adquirisse uma estrutura bastante

compacta e organizada, tal como se exemplifica na primeira etapa da Figura 7.6.
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Figura 7.6: Etapas envolvidas na separacao liquido-solido da solugdo contendo DNA em glucose e Wp.

Apdbs esse tempo, adicionou-se a solucdo de DNA e pela abertura da coluna, essa mesma
solucdo aquosa foi obrigada atravessar as particulas do hidrogel gota a gota. As amostras sdo
recolhidas em frascos de 20 mL que séo colocados na parte inferior da saida da coluna. O
instrumento esta conectado a uma bomba de vacuo para obrigar a solugcdo a passar através do
solido. As amostras recolhidas sofrem diluicdo (em 10 vezes) de forma a ndo se obterem valores
superiores a 1 aquando da sua leitura. No final deste processo, recolheu-se uma amostra “DNA
Binding” que contém alguma parte da solucéo que efetivamente ndo se ligou ao hidrogel, pois
neste caso, ndo se fez o estudo no sentido de se promover a total ligacdo de ambos os
componentes, ou seja, ndo foi determinada a quantidade exata de hidrogel e de solugcdo de DNA
de modo a que 0 nimero de cargas negativa se igualasse ao niumero de cargas positivas. Assim,
na solucdo recolhida e apds a sua andlise através do espectrofotobmetro UV-Vis é possivel
averiguar a % DNA Binding. Este procedimento descrito resumidamente na Figura 7.6 é
andlogo para ambas as solucbes de DNA em estudo, contendo glucose ou Wopi.
Independentemente da solucdo em analise, todo o processo desde a adi¢do da solucdo de DNA

até a sua recolha na amostra final demora aproximadamente 60 minutos (Figura 7.7).

De forma a obterem-se resultados comparativos referentes a influéncia da protonacéo do
hidrogel quando colocado em solugéo &cida de HCI, fez-se um novo estudo, de procedimento
semelhante, a Unica diferenca reside no facto de se utilizar o hidrogel DMAEMA simples.
Assim, voltou-se a preparar novas solu¢des de DNA nas mesmas condicGes e pesaram-se novas

quantidades de hidrogel seco (~170 mg para cada solugédo de glucose e de Wpy), sem alteragédo
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das propriedades finais de sintese e repetiu-se todo o processo descrito anteriormente com

recurso ao exemplo da Figura 7.6.

- ,
Figura 7.7: llustragdo fotografica das solugGes de DNA, do hidrogel ap6s a adi¢do de 1 mL de agua desionizada

(DI), hidrogel ao fim de 24 horas de absorcédo e inchamento dos hidrogéis no final de todo o processo ap6s 60

minutos, respetivamente.

Avaliando-se novamente os resultados obtidos para as diferentes amostras de DNA em solugdes
de glucose e de Wp; em modo batch, verificou-se que para as concentragdes mais baixas de
DNA (mg/mL) de 0,2287 (Teste 1) usando glucose e 0,2043 (Teste 6) usando Wp; no tempo 2
(apds 74 horas) obtiveram-se valores de % DNA Binding mais baixos (Figura 7.11). Assim,
voltou-se a repetir todo o processo anterior utilizando-se o hidrogel protonado mas
considerando-se novas solugdes de DNA (2 mg de DNA em 10 mL de solvente) (Figura 7.8).

Figura 7.8: llustracéo fotogréfica das diferentes etapas do estudo em SPE. Primeiramente observa-se as solugdes
de baixa concentragdo (Teste 1 e 6) com o hidrogel protonado, seguidamente as solugdes de elevada concentracéo

(Teste 4 e 9) com hidrogel ndo protonado e protonado, respetivamente.

7.6 Analises UV em modo Fechado e por GPC

As solucbes padrdo de DNA para o estudo em GPC foram preparadas a uma concentracao de
cerca de 10 mg/mL. Antes de injetadas as amostras foram filtradas com um filtro de teflon de
0.45 pum. A anélise de DNA efetuou-se sob as mesmas condi¢des da proteina BSA, alterando-
se unicamente a detecdo por UV que se realizou a 260 nm. Os resultados para a solucéo filtrada
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e ndo filtrada de DNA encontram-se nos Anexos 46 e 47 deste documento. Também é possivel
visualizar o processo de libertagdo de DNA nos hidrogéis HG16 a HG21 nos Anexos 10 a 15.

Estes resultados foram obtidos por analise UV em modo fechado.

7.7 Resultados e Discussao

Para o processo de DNA Binding em modo fechado (modo batch) (Figuras 7.9 a 7.11) e Anexos
16 a 25, foi determinado que a percentagem de imobilizacdo da macromolécula depende da
concentracdo de DNA na solugdo aquosa, mesmo garantindo em todos 0s casos uma relacao
entre cargas positivas e negativas P/N=1. Os resultados mostram que é efetivamente possivel
obter taxas de DNA Binding muito elevadas (superiores a 80% em alguns casos). N&o foi claro
o efeito da adicdo de glucose a solucdo aquosa [52] parecendo ser possivel obter bons resultados
de DNA Binding na presenca e na auséncia de glucose. Em geral, verificou-se que pelo menos
18 horas sdo necessarias para maximizacdo do processo de DNA Binding em modo fechado.
Nos Anexos 16 a 25 sdo apresentadas as comparag6es da quantidade de DNA retida no hidrogel.
Como esperado, os hidrogéis conseguiram reter maioritariamente as moléculas de DNA a sua
superficie. Isto deve-se ao facto dos hidrogéis apresentarem caracteristicas especiais como o
grau de inchamento, cinética de absor¢do, permeabilidade ao soluto e desempenhos “in vivo”

favoraveis [72].
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Figura 7.9: Resultados referentes ao estudo da imobilizagdo de DNA em redes de PDMAEMA em modo batch.
Apresentam-se 0s resultados da quantidade de DNA (% DNA Binding) que efetivamente se ligou ao hidrogel
DMAEMA quando colocado em solugdes contendo Glucose (esquerda) e Wp, (direita), para as amostras recolhidas

nas diferentes concentragcdes no tempo 0 (ap6s 30 minutos). Testes 1 a 10 descritos na Tabela 7-3.
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Figura 7.10: Resultados referentes ao estudo da imobilizacdo de DNA em redes de PDMAEMA em modo batch.
Apresentam-se os resultados da quantidade de DNA (% DNA Binding) que efetivamente se ligou ao hidrogel
DMAEMA quando colocado em solugdes contendo Glucose (esquerda) e Wp, (direita), para as amostras recolhidas

nas diferentes concentragdes no tempo 1 (ap6s 18 horas). Testes 1 a 10 descritos na Tabela 7-3.
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Figura 7.11: Resultados referentes ao estudo da imobilizacdo de DNA em redes de PDMAEMA em modo batch.
Apresentam-se 0s resultados da quantidade de DNA (% DNA Binding) que efetivamente se ligou ao hidrogel
DMAEMA quando colocado em solugdes contendo Glucose (esquerda) e Wp, (direita), para as amostras recolhidas

nas diferentes concentragdes no tempo 2 (ap0s 74 horas). Testes 1 a 10 descritos na Tabela 7-3.

Seguidamente, apresentam-se 0s resultados (Figuras 7.12 e 7.13) do estudo da imobilizacdo de
DNA em redes de PDMAEMA protonada e ndo protonada das amostras recolhidas dos frascos
4 e 9 em modo continuo (SPE). Deve-se ter em conta que o resultado obtido para a concentracao
de 0,8288 (mg/mL) de DNA em hidrogel protonado podera eventualmente ndo corresponder ao
valor real devido & passagem demasiado rapida da solucdo pelo hidrogel. O processo de DNA
Binding em SPE foi explorado na tentativa de otimizagédo deste mecanismo, nomeadamente a
potenciacdo das taxas de imobilizagdo com um tempo de contacto mais curto. Os resultados
mostram que € possivel obter desta forma taxas elevadas de DNA Binding (superiores a 60 %

em alguns casos) em cerca de 1 hora.
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Figura 7.12: Resultados referentes ao estudo da imobilizagdo de DNA em redes de PDMAEMA protonadas em
modo SPE. Apresentam-se os resultados da quantidade de DNA (% DNA Binding) que efetivamente se ligou ao
hidrogel DMAEMA quando colocado em solugdes contendo Glucose (esquerda) e Wp; (direita). CondicGes de

imobilizacdo semelhantes as descritas nos testes 4 e 9 da Tabela 7-3.
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Figura 7.13: Resultados referentes ao estudo da imobilizagdo de DNA em redes de PDMAEMA néo protonadas
em modo SPE. Apresentam-se 0s resultados da quantidade de DNA (% DNA Binding) que efetivamente se ligou
ao hidrogel DMAEMA quando colocado em solugdes contendo Glucose (esquerda) e Wop, (direita). CondicGes de

imobilizacdo semelhantes as descritas nos testes 4 e 9 da Tabela 7-3.

Seguidamente apresenta-se os resultados do estudo da imobilizacdo de DNA em redes de

PDMAEMA protonada das amostras recolhidas dos testes 1 e 6 em modo continuo (SPE).
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Figura 7.14: Resultados referentes ao estudo da imobilizagdo de DNA em redes de PDMAEMA protonadas em
modo SPE. Apresentam-se os resultados da quantidade de DNA (% DNA Binding) que efetivamente se ligou ao
hidrogel DMAEMA quando colocado em solugdes contendo Glucose (esquerda) e Wp, (direita). CondicGes de

imobilizacdo semelhantes as descritas nos testes 1 e 6 da Tabela 7-3.
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Nas Figuras 7.15 e 7.16 faz-se a analise comparativa do processo de DNA Binding em SPE.
Pela anélise dos gréficos conclui-se que efetivamente € possivel imobilizar em redes de
hidrogéis cationicos biomacromoléculas como o DNA. Esta imobilizacdo é mais eficiente em
solucdes protonadas e na presenca de glucose. Em termos de concentracdes de DNA, a
imobilizacdo apresenta valores mais elevados quando sdo estudadas solugdes de baixa

concentragéo (~ 0,2 mg/mL de DNA).
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Figura 7.15: % DNA Binding em solugdes protonadas e ndo protonadas de DNA na concentracdo de 0,8 mg/mL

em glucose e em Wp,
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Figura 7.16: % DNA Binding na solucéo protonada de baixa concentracdo (Teste 1 e 6) e na solucéo de elevada

concentragdo (Teste 4 e 9).

A andlise da sensibilidade do processo de DNA Binding as condic¢Ges de operacdo em SPE
(hidrogel protonado/ndo-protonado e na presenca/auséncia de glucose) mostram que o
mecanismo € potenciado pela protonacao do hidrogel (como seria de esperar) e pela presenca
de glucose em solucdo, especialmente quando a concentracdo de DNA é elevada (ex. 0,8

mg/mL).
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7.8 Consideracg0es Finais

Em resumo, neste Capitulo foram estudados diferentes processos de imobilizacao e libertacéo
de DNA de salmdo em hidrogeis cationicos. Para esse efeito, foram consideradas redes de
polimero baseado no mondémero DMAEMA. Foi feita a imobilizacdo interna de DNA (nho
interior da rede) em seis hidrogéis (HG16 a HG21), considerando para isso a polimerizacéo
radicalar em fase aquosa de DMAEMA com iniciacdo por VA044 a temperatura de 40 °C e
usando MBAmM como reticulante. Este processo é conceptualmente idéntico a imobilizacdo de
BSA descrita nos capitulos anteriores deste trabalho. Esses seis hidrogéis contendo DNA
imobilizado internamente foram posteriormente usados para estudar o processo de libertagdo
da macromolécula para solucdes aquosas com diferentes valores de pH, nomeadamente pH=2,
7 e 10. Em complemento, foi também investigado o processo de imobilizacdo externa de DNA
(DNA Binding) em hidrogéis catidnicos, considerando para este efeito redes de DMAEMA
também sintetizadas neste trabalho na auséncia de DNA (hidrogel HG15 descrito no Capitulo
6). Para potenciacdo deste processo, procedeu-se a protonagdo dos grupos dimetilamino do
polimero com HCI. Foram assim criadas redes de polimero carregado positivamente ao longo
da sua estrutura. Tentou-se desta forma promover as interages electroestaticas com 0s grupos
fosfato do DNA que apresentam carga negativa. O processo de DNA Binding foi estudado em
modo fechado (através da mistura em solucéo aquosa com agitacdo de DNA com hidrogel) e
também em modo continuo (fazendo passar solucBes aquosas contendo DNA através do
hidrogel previamente condicionado em &gua, num processo em tudo semelhante a extragdo de
fase solida — SPE). No processo batch (modo fechado) foram realizadas experiéncias,
considerando diferentes concentracdes de DNA na solucdo aquosa (entre 0,2 e 1 mg/mL) e na
presenca (5 % g/g) ou auséncia de glucose dissolvida [65]. A massa de hidrogel usada em cada
experiéncia foi nestes casos ajustada de modo a garantir uma relagdo de 1:1 entre cargas
positivas e negativas [65]. O processo DNA Binding foi realizado durante cerca de 74 horas,
tendo sido realizada a amostragem intercalar da fase aquosa (aos 30 min e as 18 horas) para
medicdo da fracdo de macromolécula ligada ao hidrogel (por espectroscopia UV-Vis). Nos
testes de DNA Binding em SPE (modo continuo) foram consideradas apenas duas concentracdes
de DNA em solugdo aquosa (0,2 e 0,8 mg/mL), tendo sido avaliado o efeito da
presenca/auséncia de glucose na solucdo e o uso de hidrogel protonado/ndo-protonado. Em
todos os testes foram usados cerca de 170 mg de hidrogel seco (cujo inchamento foi
posteriormente promovido com &gua) e fizeram-se eluir 10 mL de solugdo contendo DNA.

Verificou-se por isso, em todas as experiéncias de SPE, um excesso de cargas positivas
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relativamente as negativas. Os resultados obtidos na libertacio de DNA imobilizado
internamente no hidrogel parecem mostrar uma taxa de transferéncia de macromolécula para a
solugéo muito baixa (ver Anexos 10 a 15). De facto, quando se considera a subtracdo do efeito
na absor¢cdo UV do mondmero por reagir, os valores de DNA libertado sdo muito préximos de
zero. Apesar das unidades de polimero neste caso ndo estarem protonadas, € muito provavel
que existam fortes interacGes entre o polimero e 0 DNA que o tornem imobilizado de forma
quase irreversivel. Esta provavel baixa taxa de libertacdo foi observada com todos os valores
de pH considerados para a solu¢do aquosa circundante (pH=2, 7 e 10). A semelhanca do
discutido anteriormente com o processo de libertacdo da BSA, também aqui parece ser
indispensavel a utilizacdo de métodos analiticos mais exatos para elucidacdo das quantidades
efetivamente transferidas para a fase aquosa. Note-se que a tentativa de quantificacdo da
presenca de DNA nas solucdes aquosas através de GPC (ver anexos 45 e 46) foi inviabilizada
neste trabalho pela alta pressdo gerada no sistema de bombagem (proxima do limite maximo
de 10 MPa). O uso de colunas de separacao alternativas devera possibilitar a descida da pressao
e a obtencdo de dados analiticos. Para o processo de DNA Binding em modo fechado, foi
determinado que a percentagem de imobilizacdo da macromolécula depende da concentracao
de DNA na solucdo aquosa, mesmo garantindo em todos 0s casos uma relacdo entre cargas
positivas e negativas P/N=1. O processo de DNA Binding em modo continuo foi explorado na
tentativa de otimizacdo deste mecanismo, nomeadamente a potenciacdo das taxas de
imobilizacdo com um tempo de contacto mais curto.

Em geral, os resultados aqui apresentados mostram as potencialidades dos hidrogéis catonicos
na imobilizacdo de DNA (processo com possivel utilidade em terapias genéticas),
especialmente quando se promove a sua ligacao externa no material (DNA Binding). A procura
de materiais deste tipo com elevada biocompatibilidade e que possam ser degradados de forma

ndo toxica no interior das células é uma linha de investigacdo atual nesta area [65].
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Capitulo 8. Conclusdes e Trabalhos Futuros

Devido a disponibilidade de numerosos grupos funcionais, a modificacdo quimica e a
reticulacdo quimica dos polimeros tém sido extensivamente exploradas como forma de obter
derivados destes com novas caracteristicas e propriedades favoraveis para a sua utilizacdo na
preparacdo de sistemas de libertacdo controlada de moléculas bioativas [51]. Neste trabalho
foram realizados estudos sobre a libertacdo controlada de uma proteina, BSA e de DNA de
salmao a partir de hidrogéis inteligentes com capacidade para serem estimulados por variacoes
provocadas no pH e/ou temperatura das suas redondezas. Nesses estudos de
imobilizacao/libertacdo, foram considerados estes dois modelos de biomacromoléculas uma
vez que podem ser utilizados em diversas aplicacdes biomédicas, incluindo na libertacdo
controlada de farmacos, na imobilizacdo enzimatica e na reciclagem de absorventes [53].
Considerando que o objetivo final do processo de imobilizacdo do composto bioativo é a
obtencdo de um perfil de libertacdo controlada com as caracteristicas mais favoraveis para a
aplicacdo que se tem em vista, é necessario assim considerar ndo sé os fatores que determinam
diretamente as propriedades das particulas como também as propriedades de biodegradacdo do
polimero que, embora ndo afetem diretamente o processo de producdo das particulas, podem
ter um impacto significativo no perfil de libertacdo. O tempo de polimerizacdo também € de
extrema importancia pelo que os polimeros com um maior tempo de polimerizacdo sao mais
rigidos e consequentemente contém cavidades com uma forma mais definida, originando
polimeros com maior especificidade. Para além dos mondmeros utilizados ao longo do estudo,
poder-se-iam substituir estes pelo quitosano, um polissacarideo natural bastante abundante. Na
sua forma cristalina, o quitosano é insolivel em solucdes agquosas com pH> 7, entretanto, em
acidos diluidos (pH <6) como o acido cloridrico e o acido acético, onde os grupos amina livres
das moléculas estéo protonados € mais soltivel. No dominio dos biomateriais, para além de ser
usado em sistemas de libertacdo controlada (ndo tdxico, tolerado biologicamente), este
polimero pode ser utilizado também como agente anticoagulante, agente hemostatico, ser
aplicado em peliculas de revestimento e no tratamento de queimaduras [72]. Para além deste
mondmero sugerido, poder-se-iam utilizar outros monomeros como N, N-dimetilacrilamida
(DMA) (monomero que confere aos hidrogéis sensibilidade a temperatura), acido metacrilico
(introduz grupos i6nicos para sensibilidade ao pH) e N, N’- metilenobisacrilamida (reticulante
para formacdo de redes tridimensionais). Um aspeto importante no uso de hidrogéis como
dispositivos de administragcdo de proteinas, é a capacidade de carregamento de diferentes doses

de proteinas. Assim, € revelante variar as concentracdes de BSA na solugédo. Sabe-se por
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estudos analisados que a encapsulacdo de proteinas dentro da matriz de gel € tanto maior quanto
maior for a concentracdo desta na solu¢do. Como trabalhos futuros, a administracdo de agentes
terapéuticos por via nasal, tradicionalmente utilizados apenas no tratamento de patologias
locais, como o congestionamento e alergias, é presentemente vista com grande interesse
enquanto via na libertacdo de agentes ativos a nivel sistémico e a nivel do sistema nervoso
central. De facto, esta via apresenta vérias vantagens, como uma rapida atuacdo dos agentes
terapéuticos, a auséncia da primeira passagem a nivel hepéatico e uma administracao facil e com
elevada aceitacdo por parte dos pacientes [51]. Por outro lado, a producdo de microparticulas
apresentam diversas vantagens, pois podem proteger os principios ativos do ambiente adverso
do trato gastrointestinal e ttm um maior interesse para sistemas de libertacdo por administragédo
oral pelo seu pequeno tamanho e elevada area superficial, que favorece a sua absorcao,
comparativamente a particulas de maiores dimensdes. Além disto, particulas de menores
dimensbes terdo um maior tempo de residéncia no célon, contornado o problema da
desintegracdo incompleta de particulas de maiores dimensdes [2]. O desenvolvimento de
sistemas capazes de libertar um farmaco de modo controlado, prolongado e acionado por
estimulos, surge como uma tecnologia capaz e com bastante potencial. A utilizacdo de sistemas
nanocompositos para este fim, baseados em polimeros de origem natural e nanoestruturas de
ouro, € ainda uma éarea na nanomedicina com muito para explorar [1]. Os estudos aqui
apresentados mostram que é possivel usar hidrogéis inteligentes (sensiveis ao pH e/ou
temperatura) para imobilizar reversivelmente proteinas (ex. BSA). Estes sistemas de
imobilizacdo podem ser potenciados para fazer a libertacdo das macromoléculas em condicdes
apropriadas do seu meio envolvente (em geral meios aquosos). Por exemplo, foi mostrado neste
trabalho que a libertacdo da BSA a partir de hidrogéis NIPA € potenciada a 25 °C e dificultada
a 40 °C em resultado do inchamento/colapso do hidrogel por efeito da temperatura. No entanto,
na realizacdo deste trabalho, foram também identificadas dificuldades importantes na libertacéo
de proteinas (macromoléculas de grande dimensao) apds a sua imobilizagdo em algumas classes
de hidrogéis, o que compromete a reversibilidade do processo e a sua utilidade em biomedicina.
O aprisionamento da macromolécula na estrutura interna do hidrogel devido a interacdes entre
grupos quimicos e o lento processo de difusdo deverdo estar na origem dessas observacdes.
Parece assim ser importante continuar a desenvolver novos materiais que promovam processos
de imobilizacdo/libertagdo mais precisos e eficazes. O desenvolvimento de técnicas de
impressdo molecular superficiais, em detrimento da impressdo molecular interna (Figura 8.1) é
uma linha de investigacdo atual nesta area e que poderé ser explorada em trabalhos futuros [73-
78].
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Figura 8.1: Representacdo esquematica do processo de impressdo molecular interna (esquerda) e impressao
molecular superficial (direita). Embora com alguma perda de protecdo das macromoléculas imobilizadas, a
impressdao molecular superficial poderd conduzir a processos mais precisos e especificos de libertacdo de

macromoléculas como as proteinas.

Um dos principais desafios nesta area serd manter a possibilidade de estimular as particulas de
impressdo molecular (esferas a azul na Figura 8.1) atraves da alteracdo das condicgdes
envolventes (ex. pH/temperatura) e garantir um eficaz processo de impressdo molecular (em
geral baseia-se em materiais rigidos e pouco estimuldveis). Por outro lado, o sucesso da
imobilizacdo, transporte e libertacdo de DNA ou proteinas esta diretamente dependente da
arquitetura molecular dos polimeros usados, nomeadamente da sua massa molecular, tipo e
densidade de grupos com carga ionica e do seu grau de ramificacdo/reticulacdo. O projeto da
arquitetura molecular dos polimeros lineares, polimeros hiper-ramificados [65] ou hidrogéis
usados neste tipo de aplicacGes biomédicas reveste-se de especial importancia. Nos anos mais
recentes, as técnicas de polimerizacdo radicalar controlada (CRP), nomeadamente por
Reversible Addition- Fragmentation Chain Transfer (RAFT), permitiram aumentar o controlo
sobre o processo de formacdo deste tipo de materiais contribuindo assim para a sintese de
estruturas de polimero com propriedades por medida. A introducdo do mecanismo RAFT na
producdo de materiais avancados com aplicacdes biomédicas, nomeadamente na imobilizacéo,
transporte e libertacdo de biomacromoléculas é desta forma um assunto importante na
comunidade cientifica desta area. A sintese de materiais degradaveis com elevada
biocompatibilidade que possam ser quebrados nas células e eliminados pelo organismo
constitui um objetivo atual no desenvolvimento de mecanismos de Terapia Gteraterenética ndo
toxicos. Para contornar a baixa solubilidade de certos agentes em agua, seria importante que
algumas polimerizagdes fossem realizadas em solventes organicos (ex. DMF) e em gamas de
temperatura distintas (entre 20 e 70 °C). Assim, tenta-se avaliar o impacto entre a técnica de
polimerizagcdo em estudo (FRP) e RAFT e das condigdes iniciais (ex. composicdo e

temperatura) na estrutura e nas propriedades dos hidrogéis.
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Imobilizagdo e Libertacdo de BSA em Hidrogéis Sensiveis a Temperatura

Anexo 1: Libertacdo de BSA estimulada pela temperatura (hidrogel colocado numa solucdo aquosa a T=25 °C).

Nas figuras sdo apresentados os valores medidos para a quantidade de proteina libertada usando a absorvancia UV

global da mistura (expressa em mg/g hidrogel). Na determinacdo da concentracdo de BSA é descontada a

concentracdo de NIPA por reagir (Concentracdo de BSA corrigida). Faz-se também a referéncia a concentracao

normalizada, usando como referéncia 0 maximo observado e a % Massica de BSA libertada. Os dados

experimentais da dinamica de libertacdo foram obtidos através de espectroscopia UV-Vis. Sdo aqui apresentados

0s testes realizados ao hidrogel HG1.
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Anexo 2: Libertacdo de BSA estimulada pela temperatura (hidrogel colocado numa solugdo aquosa a T=25 °C

com incorporacdo de NaCl aquando da sua polimerizacdo). Nas figuras sdo apresentados os valores medidos para

a quantidade de proteina libertada usando a absorvancia UV global da mistura (expressa em mg/g hidrogel). Na

determinacdo da concentracdo de BSA ¢ descontada a concentracdo de NIPA por reagir (Concentracdo de BSA

corrigida). Faz-se também a referéncia a concentragdo normalizada, usando como referéncia o0 maximo observado

e a % Massica de BSA libertada. Os dados experimentais da dinamica de libertagdo foram obtidos através de

espectroscopia UV-Vis. S&o aqui apresentados os testes realizados ao hidrogel HG2.
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Anexo 3: Libertacdo de BSA estimulada pela temperatura (hidrogel colocado numa solugdo aquosa a T=25 °C

com incorporacdo de NaCl aquando da sua polimerizagdo). Nas figuras sdo apresentados os valores medidos para

a quantidade de proteina libertada usando a absorvancia UV global da mistura (expressa em mg/g hidrogel). Na

determinacdo da concentracdo de BSA ¢ descontada a concentracdo de NIPA por reagir (Concentracdo de BSA

corrigida). Faz-se também a referéncia a concentragdo normalizada, usando como referéncia 0 maximo observado

e a % Massica de BSA libertada. Os dados experimentais da dinamica de libertagdo foram obtidos através de

espectroscopia UV-Vis. S&o aqui apresentados os testes realizados ao hidrogel HGA4.
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Anexo 4: Libertacdo de BSA estimulada por meio de duas temperaturas distintas (inicialmente o hidrogel foi
colocado numa solucdo aquosa a T=25 °C, seguidamente a T=40 °C com incorporacdo de NaCl aquando da sua
polimerizacdo). Nas figuras sdo apresentados os valores medidos para a quantidade de proteina libertada usando a
absorvancia UV global da mistura (expressa em mg/g hidrogel) do hidrogel colocado em ambas as temperaturas.
Na determinagdo da concentracdo de BSA é descontada a concentracdo de NIPA por reagir (Concentracdo de BSA
corrigida). Faz-se também a referéncia a concentragdo normalizada, usando como referéncia 0 maximo observado
e a % Massica de BSA libertada. Os dados experimentais da dinamica de libertagdo foram obtidos através de
espectroscopia UV-Vis. S&o aqui apresentados os testes realizados ao hidrogel HGA4.
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Anexo 5: Libertacdo de BSA estimulada pela temperatura (hidrogel colocado numa solucdo aquosa a T=25 °C).

Nas figuras sdo apresentados os valores medidos para a quantidade de proteina libertada usando a absorvancia UV

global da mistura (expressa em mg/g hidrogel). Na determinacdo da concentracdo de BSA é descontada a

concentracdo de NIPA por reagir (Concentracdo de BSA corrigida). Faz-se também a referéncia a concentracéo

normalizada, usando como referéncia 0 maximo observado e a % Maéssica de BSA libertada. Os dados

experimentais da dinamica de libertagdo foram obtidos através de espectroscopia UV-Vis. Sdo aqui apresentados

0s testes realizados ao hidrogel HG5.
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Anexo 6: Libertacdo de BSA estimulada por meio de duas temperaturas distintas (inicialmente o hidrogel foi
colocado numa solucdo aquosa a T=25 °C, seguidamente a T=40 °C). Nas figuras sdo apresentados os valores
medidos para a quantidade de proteina libertada usando a absorvancia UV global da mistura (expressa em mg/g
hidrogel) do hidrogel colocado em ambas as temperaturas. Na determinacdo da concentracdo de BSA é descontada
a concentracdo de NIPA por reagir (Concentracdo de BSA corrigida). Faz-se também a referéncia a concentragao
normalizada, usando como referéncia o maximo observado e a % Massica de BSA libertada. Os dados
experimentais da dinamica de libertacdo foram obtidos através de espectroscopia UV-Vis. Sdo aqui apresentados
0s testes realizados ao hidrogel HG5.
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Concentragdo Normalizada de BSA

Concentragdo de BSA (mg/g)

Anexo 7: Libertacdo de BSA estimulada pela temperatura e pelo pH (hidrogel colocado numa solucéo aquosa de
pH 7 a T=25 °C). Nas figuras sdo apresentados os valores medidos para a quantidade de proteina libertada usando
a absorvancia UV global da mistura (expressa em mg/g hidrogel). Na determinacdo da concentracdo de BSA é
descontada a concentracdo de NIPA por reagir (Concentracdo de BSA corrigida). Faz-se também a referéncia a
concentragdo normalizada, usando como referéncia 0 maximo observado e a % Massica de BSA libertada. Os
dados experimentais da dindmica de libertacdo foram obtidos através de espectroscopia UV-Vis. S8o aqui
apresentados os testes realizados ao hidrogel HG6.
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Anexo 8: Libertacdo de BSA estimulada por meio de duas temperaturas distintas e pelo pH (inicialmente o hidrogel
foi colocado numa solugdo aquosa a T=25 °C, seguidamente a T=40 °C em solucdo de pH 7). Nas figuras séo
apresentados os valores medidos para a quantidade de proteina libertada usando a absorvancia UV global da
mistura (expressa em mg/g hidrogel) do hidrogel colocado em ambas as temperaturas. Na determinagdo da
concentragdo de BSA ¢ descontada a concentracdo de NIPA por reagir (Concentragdo de BSA corrigida). Faz-se
também a referéncia a concentragdo normalizada, usando como referéncia 0 maximo observado e a % Massica de
BSA libertada. Os dados experimentais da dinamica de libertagdo foram obtidos através de espectroscopia UV-
Vis. S8o aqui apresentados os testes realizados ao hidrogel HG6.
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Imobilizagdo e Libertacdo de BSA em Hidrogéis Sensiveis a Temperatura

Anexo 9: Libertacdo de BSA estimulada pela temperatura e pelo pH (hidrogel colocado numa solucéo aquosa de
pH 7 a T=40 °C). Nas figuras sdo apresentados os valores medidos para a quantidade de proteina libertada usando
a absorvancia UV global da mistura (expressa em mg/g hidrogel). Na determinacdo da concentracdo de BSA é
descontada a concentracdo de NIPA por reagir (Concentracdo de BSA corrigida). Faz-se também a referéncia a
concentragdo normalizada, usando como referéncia 0 maximo observado e a % Massica de BSA libertada. Os
dados experimentais da dindmica de libertacdo foram obtidos através de espectroscopia UV-Vis. S8o aqui

apresentados os testes realizados ao hidrogel HG?7.
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Imobilizagdo e Libertagdo de DNA em Hidrogéis Cationicos

Anexo 10: Libertacdo de DNA estimulada pelo pH (hidrogel colocado numa solugédo aquosa de pH 2). Nas figuras
sdo apresentados os valores medidos para a quantidade de DNA libertada usando a absorvancia UV global da
mistura (expressa em mg/g solucdo). Na determinacgdo da concentracdo de DNA ¢é descontada a concentragdo de
DMAEMA por reagir (Concentracdo de DNA corrigida). Faz-se também a referéncia a concentracdo normalizada,
usando como referéncia 0 maximo observado. Os dados experimentais da dindmica de libertacdo foram obtidos

através de espectroscopia UV-Vis. Sao aqui apresentados os testes realizados ao hidrogel HG16.
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Imobilizagdo e Libertagdo de DNA em Hidrogéis Cationicos

Anexo 11: Libertacdo de DNA estimulada pelo pH (hidrogel colocado numa solugédo aquosa de pH 7). Nas figuras
sdo apresentados os valores medidos para a quantidade de DNA libertada usando a absorvancia UV global da
mistura (expressa em mg/g solucdo). Na determinacdo da concentracdo de DNA ¢é descontada a concentragdo de
DMAEMA por reagir (Concentracdo de DNA corrigida). Faz-se também a referéncia a concentracdo normalizada,
usando como referéncia 0 maximo observado. Os dados experimentais da dinamica de libertagdo foram obtidos

através de espectroscopia UV-Vis. Sdo aqui apresentados os testes realizados ao hidrogel HG17.
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Imobilizagdo e Libertagdo de DNA em Hidrogéis Cationicos

Anexo 12: Libertacdo de DNA estimulada pelo pH (hidrogel colocado numa solucéo aquosa de pH 10). Nas figuras
sdo apresentados os valores medidos para a quantidade de DNA libertada usando a absorvancia UV global da
mistura (expressa em mg/g solucdo). Na determinacgdo da concentracdo de DNA ¢é descontada a concentracdo de
DMAEMA por reagir (Concentracdo de DNA corrigida). Faz-se também a referéncia a concentracdo normalizada,
usando como referéncia 0 maximo observado. Os dados experimentais da dinamica de libertagdo foram obtidos

através de espectroscopia UV-Vis. Sdo aqui apresentados os testes realizados ao hidrogel HG18.
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Imobilizagdo e Libertagdo de DNA em Hidrogéis Cationicos

Anexo 13: Libertacdo de DNA estimulada pelo pH (hidrogel colocado numa solucéo aquosa de pH 2). Nas figuras
sdo apresentados os valores medidos para a quantidade de DNA libertada usando a absorvancia UV global da
mistura (expressa em mg/g solucdo). Na determinacgdo da concentracdo de DNA ¢é descontada a concentragdo de
DMAEMA por reagir (Concentracdo de DNA corrigida). Faz-se também a referéncia a concentracdo normalizada,
usando como referéncia 0 maximo observado. Os dados experimentais da dindmica de libertacdo foram obtidos

através de espectroscopia UV-Vis. Sdo aqui apresentados os testes realizados ao hidrogel HG19.
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Imobilizagdo e Libertagdo de DNA em Hidrogéis Cationicos

Anexo 14: Libertacdo de DNA estimulada pelo pH (hidrogel colocado numa solugdo aquosa de pH 7). Nas figuras
sdo apresentados os valores medidos para a quantidade de DNA libertada usando a absorvancia UV global da
mistura (expressa em mg/g solucdo). Na determinacgdo da concentracdo de DNA ¢é descontada a concentragdo de
DMAEMA por reagir (Concentracdo de DNA corrigida). Faz-se também a referéncia a concentracdo normalizada,
usando como referéncia 0 maximo observado. Os dados experimentais da dindmica de libertacdo foram obtidos

através de espectroscopia UV-Vis. Sdo aqui apresentados os testes realizados ao hidrogel HG20.
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Imobilizagdo e Libertagdo de DNA em Hidrogéis Cationicos

Anexo 15: Libertacdo de DNA estimulada pelo pH (hidrogel colocado numa solucéo aquosa de pH 10). Nas figuras
sdo apresentados os valores medidos para a quantidade de DNA libertada usando a absorvancia UV global da
mistura (expressa em mg/g solucdo). Na determinacgdo da concentracdo de DNA ¢é descontada a concentragdo de
DMAEMA por reagir (Concentracdo de DNA corrigida). Faz-se também a referéncia a concentracdo normalizada,
usando como referéncia 0 maximo observado. Os dados experimentais da dinamica de libertagdo foram obtidos

através de espectroscopia UV-Vis. Sao aqui apresentados os testes realizados ao hidrogel HG21.
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Imobilizagdo e Libertagdo de DNA em Hidrogéis Cationicos

Anexo 16: % DNA Binding para a concentracdo de Anexo 17: % DNA Binding para a concentragdo de Anexo 18: % DNA Binding para a concentragdo de
DNA em glucose de 0,2287 (mg/mL) em diferentes DNA em glucose de 0,4065 (mg/mL) em diferentes DNA em glucose de 0,5905 (mg/mL) em diferentes
tempos de amostragem (horas). Teste 1 da Tabela 7-3.  tempos de amostragem (horas). Teste 2 da Tabela 7-3.  tempos de amostragem (horas). Teste 3 da Tabela 7-3.
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Anexo 19: % DNA Binding para a concentracdo de Anexo 20: % DNA Binding para a concentragdo de
DNA em glucose de 0,8150 (mg/mL) em diferentes DNA em glucose de 1,0361 (mg/mL) em diferentes

tempos de amostragem (horas). Teste 4 da Tabela 7-3.  tempos de amostragem (horas). Teste 5 da Tabela 7-3.
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Imobilizagdo e Libertagdo de DNA em Hidrogeéis Cationicos

Anexo 21: % DNA Binding para a concentracdo de Anexo 22: % DNA Binding para a concentracdo de Anexo 23: % DNA Binding para a concentragdo de
DNA em Wp, de 0,2043 (mg/mL) em diferentes tempos DNA em Wp, de 0,4361 (mg/mL) em diferentes tempos DNA em Wy, de 0,6057 (mg/mL) em diferentes tempos

de amostragem (horas). Teste 6 da Tabela 7-3. de amostragem (horas). Teste 7 da Tabela 7-3. de amostragem (horas). Teste 8 da Tabela 7-3.
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Anexo 24: % DNA Binding para a concentracdo de Anexo 25: % DNA Binding para a concentragdo de
DNA em Wp, de 0,8593 (mg/mL) em diferentes tempos DNA em Wp, de 1,0192 (mg/mL) em diferentes tempos

de amostragem (horas). Teste 9 da Tabela 7-3. de amostragem (horas). Teste 10 da Tabela 7-3.
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Imobilizag&o e Libertagdo de BSA em Hidrogeéis Sensiveis a Temperatura

Anexo 26: Caracterizagdo por GPC de uma solugdo contendo proteina BSA com detecdo UV a 223 nm.
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Imobilizagdo e Libertagdo de BSA em Hidrogéis Sensiveis & Temperatura

Anexo 27: Caracterizagdo por GPC de uma solugdo contendo proteina BSA com detegcdo UV a 277 nm.
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Imobilizag&o e Libertagdo de BSA em Hidrogeéis Sensiveis a Temperatura

Anexo 28: Analise comparativa da caracterizagdo por GPC de uma solugéo contendo proteina BSA com detecdo UV a 223 e 277 nm.
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Imobilizagdo e Libertagdo de BSA em Hidrogéis Anidnicos Sensiveis ao pH

Anexo 29: Caracterizagdo por GPC da amostra 0 recolhida da solu¢do a pH=7 do hidrogel HGS.
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Imobilizag&o e Libertagdo de BSA em Hidrogeis Anionicos Sensiveis ao pH

Anexo 30: Caracterizagdo por GPC da 92 amostra recolhida da solugdo a pH=7 do hidrogel HG8.
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Imobilizagdo e Libertagdo de BSA em Hidrogéis Anidnicos Sensiveis ao pH

Anexo 31: Caracterizagdo por GPC da amostra 0 recolhida da solugdo a pH=7 do hidrogel HG9 (sem inclusdo de BSA).
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Imobilizag&o e Libertagdo de BSA em Hidrogeis Anionicos Sensiveis ao pH

Anexo 32: Caracterizagdo por GPC da amostra 0 recolhida da solu¢do a pH=2 do hidrogel HG10.
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Imobilizagdo e Libertagdo de BSA em Hidrogéis Anidnicos Sensiveis ao pH

Anexo 33: Caracterizagdo por GPC da amostra 0 recolhida da solugdo a pH=2 do hidrogel HG10 (hidrogel sujeito a dilui¢do em 10 vezes).
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Imobilizag&o e Libertagdo de BSA em Hidrogeis Anionicos Sensiveis ao pH

Anexo 34: Caracterizagdo por GPC da amostra 0 recolhida da solugdo a pH=2 do hidrogel HG10 (hidrogel sujeito a diluicdo em 20 vezes).
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Imobilizagdo e Libertagdo de BSA em Hidrogéis Anidnicos Sensiveis ao pH

Anexo 35: Caracterizagdo por GPC da 12 amostra recolhida da solugdo a pH=2 do hidrogel HG10.
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Imobilizag&o e Libertagdo de BSA em Hidrogeis Anionicos Sensiveis ao pH

Anexo 36: Caracterizagdo por GPC da 82 amostra recolhida da solugédo a pH=2 do hidrogel HG10 (hidrogel sujeito a diluicdo em 10 vezes).
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Imobilizagdo e Libertagdo de BSA em Hidrogéis Anidnicos Sensiveis ao pH

Anexo 37: Caracterizagdo por GPC da amostra 0 recolhida da solugdo a pH=10 do hidrogel HG11 (hidrogel sujeito a diluicdo em 10 vezes).
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Imobilizag&o e Libertagdo de BSA em Hidrogeis Anionicos Sensiveis ao pH

Anexo 38: Caracterizagdo por GPC da 82 amostra recolhida da solu¢do a pH=10 do hidrogel HG11.
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Imobilizagdo e Libertagdo de BSA em Hidrogéis Sensiveis & Temperatura

Anexo 39: Caracterizagdo por GPC de uma solugéo contendo mondmero NIPA.
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Imobilizag&o e Libertagdo de BSA em Hidrogeis Anionicos Sensiveis ao pH

Anexo 40: Caracterizagdo por GPC de uma solugdo contendo monémero AA.
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Imobilizagdo e Libertagdo Comparativa de BSA em Hidrogéis Inteligentes

Anexo 41: Caracterizagdo por GPC de uma solugdo contendo monémero DMAEMA.
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Imobilizag&o e Libertagdo Comparativa de BSA em Hidrogéis Inteligentes

Anexo 42: Caracterizagdo por GPC de uma amostra referente a libertacdo de BSA em HG12.
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Imobilizagdo e Libertagdo Comparativa de BSA em Hidrogéis Inteligentes

Anexo 43: Caracterizagdo por GPC de uma amostra referente a libertagdo de BSA em HG13.
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Imobilizag&o e Libertagdo Comparativa de BSA em Hidrogéis Inteligentes

Anexo 44: Caracterizagdo por GPC de uma amostra referente a libertacdo de BSA em HG14.
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Imobilizagdo e Libertagdo Comparativa de BSA em Hidrogéis Inteligentes

Anexo 45: Caracterizacdo por GPC de uma amostra referente ao processo de purificacdo de HG15.
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Imobilizagdo e Libertagdo de DNA em Hidrogéis Cationicos

Anexo 46: Caracterizacdo por GPC de uma solugdo aquosa de DNA (com filtracdo).
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Imobilizagdo e Libertagdo de DNA em Hidrogéis Cationicos

Anexo 47: Caracterizagdo por GPC de uma solugdo aquosa de DNA (sem filtragéo).
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Meétodos de Sintese e Caracterizagdo de Hidrogéis

Anexo 48: llustracao fotografica do equipamento de GPC (dete¢do simultanea de quatro sinais) utilizado na analise

de amostras.

R
—
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Anexo 49: llustragdo fotografica da coluna de fracionamento A2000 (opcional).
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Métodos de Sintese e Caracteriza¢do de Hidrogéis

Anexo 50: llustracéo fotogréafica do espectrofotometro (UV-VIS V-530) da marca JASCO usado ao longo de todo
0 estudo na andlise das amostras recolhidas bem como do software SPECTRA MANAGER.

Anexo 51: llustragdo fotogréfica da balanca analitica utilizada ao longo dos procedimentos experimentais. A
pesagem rigorosa de todos os componentes utilizados na sintese dos hidrogéis é de extrema importancia na
obtencdo de bons resultados. Também se pode visualizar as varias soluc6es de BSA utilizadas para a determinacao
da curva de calibracdo de BSA.
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Imobilizagdo e Libertagdo de BSA em Hidrogéis Sensiveis & Temperatura

Anexo 52: llustracdo fotografica da Albumina de Soro Bovino (BSA). Produto adquirido a Sigma Aldrich.

Anexo 53: llustracdo fotografica do mondmero NIPA. Mondmero utilizado na sintese de hidrogéis sensiveis a

temperatura. Produto adquirido a Sigma Aldrich.
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Imobilizagdo e Libertacdo de BSA em Hidrogéis Sensiveis & Temperatura

Anexo 54: llustracdo fotogréafica do reticulante (MBAm) e catalisador (TEMED), respetivamente, necessarios na
sintese de hidrogéis. Produtos adquiridos a Sigma Aldrich.
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Anexo 55: llustracéo fotogréfica do iniciador (APS) utilizado no processo de sintese de hidrogéis.

131138.1611

Ammonium Peroxodisulphate
(Reag. Ph. Eur)) PA-ACS

Amonio Peroxodisulfato (Reag. Ph. Eur)

PA-ACS

Ammonium Peroxodisulfate (Reag. Ph. Eur.) PA-ACS
N Ammoniumperoxodisulfat (Reag. Ph. Eur. ) PA-ACS

Ammonium Peroxodisulfaat (Reag. Ph. Eur.} PA-ACS

Ammonio Perossidisolfato (Reag. Ph. Eur) PA-ACS

Aménio Peroxodisulfato (Reag. Ph. Eur.) PA-ACS

(NH,),S,0,  M=22820
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Imobilizagdo e Libertagdo de BSA em Hidrogéis Sensiveis & Temperatura

Anexo 56: llustragdo fotografica do processo de  Anexo 57: Ilustragio fotografica do processo de

borbulhamento do mondmero com argon durante a gjntese do hidrogel HG1 (BSA/NIPA) por FRP a
polimerizacéo. Desta forma, realiza-se a remocéo de  temperatura de 25 °C.

O; (que funciona como inibidor) de modo a manter o

meio reacional desgasificado.

Anexo 58: llustragdo fotografica de um material Anexo 59: llustragdo fotografica do instrumento de
contendo BSA ap0s a sua polimerizacdo a 25 °C e vacuo no processo de filtragem do polimero.
com a adi¢do de 100 mL de Wp.
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Imobilizag&o e Libertagdo de BSA em Hidrogeis Sensiveis a Temperatura

Anexo 60: llustracdo fotografica dos polimeros MIH  Anexo 61: llustracdo fotografica dos polimeros MIH
e NIH, respetivamente. Apés inchamento em 10 mL e NIH, respetivamente, apds secagem depois de
de Wp, contendo BSA. absorcéo de BSA.

Anexo 62: llustragdo fotografica dos polimeros MIH e NIH, respetivamente, obtidas por microscépio eletronico

antes de secagem para posterior libertacdo de BSA.
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Imobilizagdo e Libertagdo de BSA em Hidrogéis Sensiveis & Temperatura

Anexo 63: llustracdo fotografica do aspeto morfolégico dos hidrogéis MIH (HG1) e NIH (HG3) sintetizados neste
trabalho.
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Imobilizag&o e Libertagdo de BSA em Hidrogeis Sensiveis a Temperatura

Anexo 65: llustracdo fotografica do aspeto morfologico do hidrogel HG5 sintetizado neste trabalho. (Amostras

apos libertagdo a 25 e 40 °C, respetivamente).

Anexo 66: llustracdo fotografica do aspeto morfoldgico do hidrogel HG6 sintetizado neste trabalho. (Amostras

apos libertagdo a 25 e 40 °C, respetivamente).
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Imobilizagdo e Libertagdo de BSA em Hidrogeéis Anidnicos Sensiveis ao pH

Anexo 67: llustracdo fotografica do monémero AA. Mondmero utilizado na sintese de hidrogéis sensiveis ao pH.

Produto adquirido a Sigma Aldrich.

~ Cat:14,723-0 Lot.:S45700-048 Cont.:2,5L

e Acrylsaure 99%,stab.mit 0,02% Hydrochinonmonome(hyle(her
Acrylic acid, 99%

G0, FG:72.06 CAS:73-107
. RT

EC201-1779  WGK 1 Flap: 54 d.1.051 Storeat
EC-Label  For R&D use only, not for drug, housenold or oiner use
heng Umweligatahriich

Corrsive Dangerous for the eavk

Cormsivo D50 pec rambion-

Bangereue pous renvi

Anexo 68: llustracdo fotografica do reagente &cido cloridrico (HCI) e soda caustica (NaOH), respetivamente,

utilizados na sintese de hidrogéis anidnicos e na preparagdo de solugdes-tampéo é&cidas e basicas.
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Imobilizagdo e Libertagdo de BSA em Hidrogeéis Anidnicos Sensiveis ao pH

Anexo 69: llustragdo fotografica do processo de medicao de pH das soluges com recurso a um elétrodo de pH.

Anexo 70: llustragdo fotografica do processo de libertagdo da BSA a partir de hidrogéis anionicos quando

colocados em solugfes aquosas com diferentes valores de pH.
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Imobilizagdo e Libertagdo Comparativa de BSA em Hidrogéis Inteligentes

Anexo 71: Filtros utilizados nos testes de libertacdo controlada de agentes bioativos. S&o da marca Whatman com

membrana de celulose, especificos para sistemas aquosos, e com porosidade de 0,45 micron.

o

Anexo 72: llustragdo fotografica da centrifugadora utilizada na preparacédo de amostras.




Imobilizagdo e Libertagdo Comparativa de BSA em Hidrogéis Inteligentes

Anexo 73: Aspeto morfolégico do hidrogel HG15 (sem inclusdo de BSA) quando colocado em metanol para
purificacdo da rede (lado esquerdo) e aspeto do hidrogel depois de ser levado a estufa de vacuo a secar (lado

direito).

Anexo 74: Estufa de vacuo usada no processo de secagem de hidrogéis.
|

I
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Imobilizagdo e Libertagdo de DNA em Hidrogéis Cationicos

Anexo 75: llustracio fotografica do Acido Desoxirribonucleico (DNA) de salméo. Produto adquirido & Sigma
Aldrich.

& SiGMA

Uits 06 Lot # BCBKITONV ™
ibonucleic acid, 10"

Tecular weight from S
Wem weig

Anexo 76: llustragdo fotogréafica do iniciador (VA044) utilizado no processo de sintese de hidrogéis.
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Imobilizagdo e Libertagdo de DNA em Hidrogéis Cationicos

Anexo 77: llustragdo fotografica dos reagentes utilizados na preparagdo de solugdes-tampéo.

121509.7211

ORGANICS = Potassium diHydrogen Phosphate P4
A 5 Potasio c-idrégeno Fostato P4

Ko 3 Hyvtrogansasphat F4
At - Wateriofotast A
- Potansio - Awogeno Fostueo 14

Anexo 78: llustracdo fotografica da solucdo de HCI, solucdo de PDMAEMA protonada e do polimero pré-

sintetizado seco, respetivamente.
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Anexo 79: Estruturas quimicas e propriedades de mondmeros e reticulantes usados na sintese de hidrogéis.

i ] Densidade
Mondmeros e Formula o Ponto de Ponto de Massa Molecular )
] o Estrutura Quimica ) Relativa
Reticulantes Quimica Ebulicdo (°C) Fusao (°C) (g/mol) (225 °C)
a o

0 CH,
NIPA CeH1uNO HZC\)I\ )\ 89 - 92 60 - 63 113,16 -
\ H CH,

0

AA CsH4O; ”QC\)L 139 - 72,06 1,05
= OH

CH,
|
DMAEMA CsH1sNO2 HsC O/\/N\CH 182 - 192 - 157,21 0,93
Hy

C

H H
N N
MBAm C7H10N202 {j:/\f v \ﬂ/\mz _ > 300 154’17 _

LIV



Anexo 80: Estruturas quimicas e propriedades dos iniciadores e catalisadores usados na sintese de hidrogéis.

Iniciadores e ] o o Ponto de Ponto de Fuséo | Massa Molecular Densidade Relativa
) Formula Quimica Estrutura Quimica L
Catalisadores Ebulicdo (°C) (°C) (g/mol) (a25°C)
NH4' _\S%o
o? \
APS HgN-OsgS, 0—0 - - 228,20 1,980
P
o7 N\ NHd'
H
N CH, CH, |!|
VA044 C12H24ClaNe [\)_1,..:,._'_(\] 280 - 188-193 323,33 )
hl‘ Gy CH, s
H
[
N CH - -
TEMED CeH16N2 He” \/\N/ 3 120-122 55 116,2 0,775
b,
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Anexo 81: Estruturas tridimensionais e propriedades das moléculas alvo utilizadas neste trabalho.

Massa Temperatura Pont
onto
Moléculas Alvo Estrutura Tridimensional Bases Complementares Molecular pH Fusao Isoelétri
soelétrico
(g/mol) (°C)
BSA 66462 6,5-7,5 - 4,7-5,6
DNA de salmdo 1,3x108 8,0 87,5 -

LVI







