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1. INTRODUCAO

1.1. COPOLIMEROS EM BLOCO

Polimeros sao substincias de alta massa molecular constituidas de unidades repetitivas
(substancias com moléculas de cadeia curta contendo relativamente poucos mondmeros sao
chamadas oligdmeros). Uma macromolécula nido é necessariamente um polimero, como € o
caso de alguns macrociclos e do carbono (grafite, diamante, fulereno). A palavra polimero é
de origem grega, onde poli = muitos e meros = partes. Eles devem suas propriedades
peculiares ao seu tamanho, sua forma tridimensional e, algumas vezes, a sua assimetria. Eles
sdo encontrados largamente na natureza, incluem uma série de funcdes organicas e
desempenham importante papel bioldgico (carboidratos, proteinas, lipidios, dcidos nucléicos)
e industrial (como a celulose das plantas, principal constituinte do papel, e o poliisopreno, da
borracha natural). No entanto, visando propriedades que se apliquem aos interesses de varios
ramos da industria (petrolifero, farmacéutico, téxtil, de construgéo etc.), polimeros também
tém sido sintetizados em escala laboratorial e industrial. Alguns polimeros sintéticos do nosso
cotidiano sdo: polietileno, polipropileno, poliéster, TEFLON® (politetrafluoretileno), EVA
(copolimero de etileno e acetato de vinila, Figura 1a) e PEG (polietileno glicol, Figura 1b). A
reatividade quimica dos polimeros depende da quimica de suas unidades monoméricas, mas
suas propriedades dependem em grande parte da maneira como os mondmeros sio reunidos; é

esse fato que leva a versatilidade dos polimeros sintéticos (Stevens, 1999).
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Figura 1. Estrutura quimica do (a) EVA e do (b) PEG.

Polimeros que contém apenas uma unidade monomérica sdo chamados de
homopolimeros (por exemplo, o PEG), enquanto os que cont€ém duas ou mais unidades

monoméricas diferentes sdo conhecidos como copolimeros. De acordo com a disposicdo de
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seus mondmeros, os copolimeros podem ser divididos em quatro classes: em bloco, alternado,
estatistico, e enxertado (Yokoyama, 1992). Os copolimeros em bloco sdo formados por uma
sequéncia de mondmeros A ligados covalentemente a uma sequéncia de monémeros B, como
€ o caso do EVA (formado por um bloco de polietileno e um bloco de poliacetato de vinila).
Os copolimeros em bloco podem ser classificados em grupos, de acordo com a disposicio de

seus blocos, como mostra a Figura 2:

(a) CO:IW
(b) WD

(c) Mﬂ

Figura 2. Diferentes tipos de copolimeros em bloco: a) dibloco, b) tribloco, ¢) multibloco e d) estrela (Kumar,

Ravikumar e Domb, 2001).

7z

O mais simples copolimero em bloco € o tipo ApB,, onde o homopolimero A
encontra-se ligado ao homopolimero B, sendo chamado de copolimero dibloco (Figura 2a). O
segundo tipo de copolimero, chamado de tribloco, é constituido do homopolimero B, com
ambas as terminacOes ligadas a homopolimeros A, (Figura 2b). No terceiro tipo, os
segmentos Ay, e B, ligados s@o repetidos muitas vezes e € chamado de multibloco (Figura 2c¢).
O quarto tipo de copolimero em bloco é chamado de estrela, onde a unidade A, com muitos
bragos funcionalizados copolimeriza em bloco com os blocos B, e apresenta-se na forma de
estrela. O nimero de bracos no copolimero em bloco estrela depende do nimero de grupos

funcionais no bloco A (Figura 2d) (Kumar, Ravikumar e Domb, 2001).
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1.2. SINTESE DOS COPOLIMEROS

Os copolimeros em bloco sdo sintetizados por reacdo de polimeriza¢do de adigcdo, que
podem ser do tipo radicalar, anibnica, catidnica. Dentre elas a polimerizacdo de adicdo
andnica € a mais utilizada na sintese de copolimeros (Matyjaszewski e Miiller, 2006). As
principais etapas dessa reac¢do sdo:

- Iniciagdo

- Propagacio

- Terminacdo

A Figura 3 ilustra as etapas de iniciagdo e propagacdo de um dibloco contendo
polidxido de estireno. Esse tipo de reagdo € classificada como polimerizagdo viva: uma
polimerizacdo de cadeia onde a transferéncia de cadeias e a terminacdo da cadeia sdo ausentes
(Living polymerization, 2009). A velocidade de terminag@o da cadeia é nula, e a velocidade
de iniciacdo € bem maior que a de propagacdo. Reacdes desse tipo t€ém a vantagem de conferir
um indice de polidispersividade bem préximo a 1 (os comprimentos das cadeias formadas sio
bem préximos entre si), predefinir a massa do polimero a ser formado a partir da massa de
mondmeros e iniciador colocados na reagdo, além do controle sobre os grupos terminais. Esse
tipo de reacdo foi primeiro demonstrado por Michael Szwarc em 1956 (Matyjaszewski e

Miiller, 2006; Szwarc, 1956).
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Figura 3. Mecanismo de polimeriza¢do do precursor poliéxido de estireno usando iniciador monofuncional

ativado por hidréxido de potassio para originar um copolimero com arquitetura do tipo dibloco.

Quando os mondmeros da reacdo sdo ciclicos, a reacdo também ¢é classificada como
reacdo de polimeriza¢do aniOnica por abertura de anel. Esse é o caso da sintese de
copolimeros de 6xido de alquileno do tipo EnS,, EnCL,, ExPyEm, EnSiEm, que podem ser
produzidos pela adi¢do seqiiencial dos seu mondmeros 6xido de etileno — E, 6xido de

propileno — P, 6xido de estireno — S, e &- caprolactona — CL (Figura 4).
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Figura 4. Estrutura dos mondmeros (a) 6xido de etileno, (b) 6xido de propileno, (c) 6xido de estireno e

(d) e-caprolactona.

A reagdo de sintese desses copolimeros com bloco hidrofilico de poli(6xido etileno)
também pode ser feita partindo-se do 6xido de etileno ji polimerizado, o monometoxi
polietileno glicol (mPEG).

Os copolimeros desse estudo foram preparados usando copolimerizacdo de sequéncia
anidnica, a qual promove melhor estabilidade do crescimento da cadeia anidnica final.

Na polimerizacdo anidnica dos copolimeros do tipo dibloco e tribloco o tamanho do
copolimero depende da quantidade de mondmero iniciador. O mondmero € primeiramente
convertido em seu polimero, via um iniciador mono ou difuncional sob condi¢des reacionais
controladas. A cadeia polimérica apresenta um ou ambos grupos terminais ativados. A
reatividade da cadeia final serd entfo ativada com iniciador para juncdo e polimerizagdo do
segundo mondmero, produzindo assim um copolimero di- ou tribloco composto por unidades
discretas de blocos. Além disso, a auséncia de terminacdes laterais reacionais permite sinteses
unicas de copolimeros com estruturas predeterminadas e distribuicio de massa molar
limitada. O 6xido de etileno e o 6xido de estireno (epoxidos) sdo exemplos de dois
mondmeros que podem sofrer polimerizacdo de sequencia anidnica para formar poliéteres.

Epdxidos sdo compostos éteres ciclicos com anéis de trés membros (Solomons, 2009).
Oxido de etileno (Figura 4a) é o exemplo mais simples de epéxido. Neste, o ataque
nucleofilico seletivo em um dos 4dtomos de carbono promove uma série de mondmeros
disponiveis para sintese de copolimeros em bloco. O ataque nucleofilico na molécula inicial

resulta numa quebra heterolitica, gerando um alcéxido. Esse novo &nion também age como
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excelente nucledfilo, reagindo com outra molécula de epdxido, propiciando o crescimento da
cadeia polimérica. Essa € uma reacdo de substituicdo nucleofilica de segunda ordem (SN2)
como relatou Santacesaria e col. (1990). Epéxidos substituidos, tal como 6xido de estireno
(Fig 4b), sdo atacados predominantemente no carbono primario menos substituido, face aos
impedimentos estéricos.

O uso de nucleéfilos sem catdlise promove uma cadeia de dificil propagacdo e razio
reacional baixa, com pouca extensdo da cadeia, caso ocorra. A presenca de fons alcxidos
deve ser mantida durante todo o curso da reacdo para produgdo de cadeias mais longas e,
portanto, de massa molares maiores. Isso € atingido por adi¢do de base forte ao sistema.

Quando a polimerizagdo do precursor estd completa, o polimero “suporte” estard
pronto para adi¢cdo do segundo mondmero para completa sintese do copolimero em bloco.
Para alcancar blocos discretos com limitada distribuicdo de massa molar, o segundo
mondmero ¢ adicionado somente quando a concentracdo do primeiro estiver reduzida a zero,
isto é, quando todo o mondmero for convertido a polimero. A natureza das cadeias do
polimero precursor implica a ndo necessidade de iniciador quando o segundo mondmero é
adicionado.

A forca para quebra de anéis na polimerizacio de mondmeros ciclicos chega a
tensionar a estrutura do anel. A tensdo imposta ao anel € devido ao angulo de deformacio
entre as ligagdes e a pequena tensdo no anel aumenta a sua estabilidade. Mondmeros ciclicos,
tal como o 1,2-epdxido, t€ém uma alta tens@o no anel, o que os torna menos estiveis e
promove um processo de quebra termodinamicamente favordvel. Para grandes moléculas
ciclicas, por exemplo, a e-caprolactona, a tensdo no anel € baixa; a repulsdo entre os dtomos
vizinhos e a repuls@o estérica entre heterodtomos e grupos funcionais axiais favorecem o
processo de polimerizagdo.

Apos a sintese, o copolimero em bloco precisa ser caracterizado, visando conhecer sua
massa molar real, assim como sua distribui¢do e a seqiiéncia real dos blocos no copolimero
formado.

Uma extensa faixa de copolimeros di- e tribloco de dxido de etileno / 6xido de estireno
tem sido sintetizada utilizando a técnica de ampolas a alto vicuo (Attwood, Zhou e Booth,
2007). Os copolimeros s@o caracterizados usando (RMN By para confirmacdo da estrutura
do copolimero e obtengdo da massa molar numérica média.

A cromatografia de permeacdo em gel (GPC) € usada para obten¢@o da distribuicdo

por tamanho das massas molares dos blocos individuais e do copolimero como um todo.
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1.3. MICELIZACAO

Ha muitos copolimeros em bloco que apresentam cardter anfifilico, ou seja, possuem
um bloco de maior cardter apolar (hidrofébico) e outro bloco de maior cardter polar
(hidrofilico). Tais substancias, em solucdo aquosa (ou em um solvente seletivo para apenas
uma das porcdes), tendem a se concentrar nas interfaces do sistema por adsorcdo, pois
minimizam as interacdes desfavordveis e/ou maximizam as interagdes favoraveis, visando
reduzir a energia livre do sistema onde se encontram. Por esse motivo elas sdo chamadas de
surfactantes (surface active agents, que significa agentes de superficie ativa) (Myers, 1992).
Uma das conseqiiéncias desse fendmeno de interfaces € a reducdo da tensdo superficial da
dgua, o que aumenta o seu poder de “molhabilidade”. Esse € o principio do uso do detergente
de cozinha, cujo principio ativo é um sal de 4cido sulfonico.

A medida que a concentracio do surfactante aumenta em uma solugdo, as interfaces do
sistema comecam a se saturar, e a estabilizacio do sistema pode continuar por outros
mecanismos, como a cristalizacdo, precipitagdo, ou a formacio de vesiculas e/ou micelas do
surfactante (Myers, 1992). De uma forma simples, a formacdo desses agregados moleculares
ou micelas (Figura 5) estdveis em solucdo aquosa é impulsionada pela hidrofobicidade das
porcdes apolares de suas moléculas, e pela hidrofilicidade das por¢des polares. Dessa
maneira, em solugdo aquosa, essas moléculas se agregam de formas variadas (esféricas,
cilindricas, lamelares e em disco; Myers, 1992) com sua por¢do hidrofébica constituindo a

parte interna (ntcleo) e a por¢do hidrofilica, a parte externa (corona).

Figura 5. Estrutura simplificada de uma micela esférica em meio aquoso (Micelas y Liposomas, 2009).
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Ha dois modelos cléssicos que explicam o processo de micelizacdo: o modelo de acdo
das massas, onde as micelas e suas espécies formadoras estdo em uma espécie de equilibrio
quimico, e o modelo de separagdo de fases, onde as micelas sdo consideradas uma nova fase
formada no sistema a partir de uma dada concentracio, a concentragdo micelar critica (CMC).
A andlise dos dois modelos produz praticamente os mesmos resultados gerais em termos
energéticos de formacdo de micelas, sendo a escolha do modelo uma questio de preferéncias
e circunstancias. Hd evidéncias de que a atividade em solucdo da molécula livre do
surfactante cresce ap6és a CMC, o que apdia o modelo de acdo das massas; contudo, este
detalhe € de pouca relevancia para a maioria dos estudos.

No modelo de ag¢do das massas, considera-se que existe um equilibrio entre as
moléculas livres do surfactante e as suas micelas. No caso de surfactantes ndo i0nicos, o

equilibrio pode ser escrito assim:

nS S, (1)

K= [Sn]eq/[s]eqn ()

onde n é chamado de nimero de agregagcdo da micela, K, € a constante de equilibrio, as
expressdes em colchetes sdo as concentragdes molares das espécies, e o subindice eq denota o
equilibrio.

Neste modelo, a concentracdo a partir da qual o surfactante preferencialmente se agrega
em micelas ao invés de ficar livre em solugdo é chamada de concentracdo micelar critica
(CMC), onde o nimero de moléculas agregadas é aproximadamente igual ao nimero de
moléculas livres em solugdo. A energia livre padrio para a micelizagdo por mol de micelas é

dada por:

AG®n=-RT In Ky (3)

Substituindo em (3) o valor de K;;, dado em (2), pode-se obter a seguinte expressao:

AG®y =RT In [Spleq + nRT In [S]eq 4

E a energia livre padrdo por mol de moléculas livres é:
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‘GT'“ = — ¥1n [Sn]eg + RTIn [S]eq (5)
Na CMC tem-se que [Syleq < [Sleq = CMC, e considerando um # suficientemente grande, de
uma forma aproximada, a expressdo da energia livre padrdo de micelizagdo para 1 mol de

surfactante pode ser simplificada da seguinte maneira:

“m = 56° ¥ RTInCMC (6)

Quanto a variacdo de entalpia, o processo de micelizacdo, em geral, € exotérmico

(AH < 0), mas também pode ser endotérmico (AH > 0), como é o caso de varios copolimeros
em bloco. Se o processo € endotérmico, a CMC do surfactante diminui com o aumento da
temperatura, e quando € exotérmico, a CMC cresce com o aumento da temperatura. Quanto a
variagdo de entropia, também contribui para a sua espontaneidade. Quanto a variagdo de
entropia (AS), observa-se que ela é sempre positiva e suficiente para compensar qualquer

entalpia positiva e tornar o processo espontineo (AG < 0), como mostra a equagao a seguir:
AG = AH - TAS (7)

Dessa forma, diz-se que micelizacdo € um processo dirigido pelo aumento de entropia. A
causa para a entropia positiva ndo € inteiramente claro, mas uma contribuicdo muito provavel
envolve a configuragcdo das cadeias hidrocarbdnicas do nicleo da micela, que provavelmente
tem maior liberdade de movimento no interior da micela do que quando em contato com a
dgua (Shaw, 1992). Para a variagc@o de entalpia do processo, tém-se as seguintes expressdes

em fungdo da relacdo entre CMC e temperatura (Myers, 1992; Kelarakis e col., 1998):
- AH°,= RT? (dln CMC/dT) ou AH°,= R [dln CMC/d(1/T)] (8)

A equacdo (8) se aplica ao equilibrio apresentado em (1) apenas quando n € independente da
temperatura. O estado padrdo das espécies (moléculas livres e micelas) ¢ uma solugdo ideal
diluida na concentracio de 1 mol/L.

A CMC de um surfactante ¢ um de seus parametros mais importantes, uma vez que

muitas aplicagdes dos surfactantes, como a solubilizacio de compostos hidrofébicos,



25

dependem da existéncia de micelas no sistema. A CMC depende da natureza quimica do
surfactante, do solvente, da temperatura e de aditivos (pH, eletrdlitos, substincias organicas).
Outro pardmetro importante é a temperatura micelar critica (TMC) do surfactante, que é a
temperatura a partir da qual, numa dada concentracdo, as moléculas comecam a se agregar em
micelas. Neste caso, s6 ha sentido em falar em TMC quando o processo é endotérmico.
Para se medir tais pardmetros, vdrias técnicas sdo utilizadas (ver Figura 6), dentre elas:

a) Tensdo interfacial.

b) Espalhamento de luz.

¢) Solubilizacdo de corante.

d) Condutividade molar.

e) Pressdo osmotica.

f) Microcalorimetria exploratdria diferencial.
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o Tensao superficial
o
a ! A
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Figura 6. Propriedades fisicas de uma solug@o de docecil sulfato de sédio (SDS), um surfactante idnico, a 25°C

(adaptado de Shaw, 1992).

Dentre os copolimeros com propriedades surfactantes, os que sdo mais utilizados sdo os
que possuem bloco hidrofilico de polioxietileno (Myers, 1992). Um exemplo s@o os poliéteres
ou polioxialquilenos triblocos E,P,E, (Figura 7), onde E denota a unidade monomérica 6xido
de etileno e P a unidade de 6xido de propileno, de carater hidrofébico. Eles sdo conhecidos

como Poloxamers, Pluronics®, Lutrol® ou Synperonics® e comegaram a ser comercializados
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em 1951 pela BASF. Estudos quanto a sua micelizagdo comecaram a ser publicados em 1965

(Schmolka e Raymond, 1965).

CH,
H ~[o 0 OA+ OH
n m n

Figura 7. Estrutura geral dos Pluronics® ou Lutrol®.

Quando se fala em copolimeros em bloco, a arquitetura do copolimero, a natureza
quimica dos blocos e o comprimento dos blocos sdo pardmetros moleculares que alteram a
sua CMC. De um modo geral:

¢ Quanto a arquitetura, Booth e Attwood (2000) relatam que para diblocos (AB) e
triblocos (ABA e BAB) com a mesma composicdo quimica global, onde A € o
bloco hidrofilico e B o bloco hidrofébico, a relagdo entre as suas CMC’s é
AB<<ABA<BAB. A Figura 8 representa as possiveis conformacdes das micelas
de copolimeros diblocos e triblocos.

e Nucleos mais hidrofobicos conferem uma menor CMC.

¢ Quando se aumenta o comprimento do niicleo hidrofébico, diminui-se a CMC.

Dibloco AB Tribloco ABA

TriblocoBAB

Figura 8. Representacdo esquemdtica das possiveis conformacdes micelares de copolimeros (a) dibloco AB e
tribloco ABA e (b) tribloco BAB, onde A € o bloco hidrofilico e B o bloco hidrofébico (figura extraida de Pinho,
2006; adaptada de Booth e Attwood, 2000).
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Vale ressaltar que, além da CMC, outras caracteristicas importantes da micelizagdo dos
copolimeros sdo:

¢ O numero de agregacdo da micela, representado por n nas equagdes (1), (2), (4),

(5) e (6). E o nimero de moléculas (unimeros) que formam a micela. Ele depende

das caracteristicas moleculares do copolimero, da temperatura e da sua
concentracdo. Em geral, um aumento de temperatura favorece um aumento de n.

¢ O raio hidrodinamico (1) da micela, que correspondem ao tamanho das micelas.

Esses pardmetros sdo obtidos através da técnica de espalhamento de luz dindmico,

que mede o movimento Browniano das particulas suspensas em um liquido e o

relaciona com o seu tamanho. O raio hidrodindmico (ou raio de Stokes) € o raio da

esfera rigida que promove a mesma difusdo de luz das micelas. A equacdo usada

para essas medidas € a equagdo de Stokes-Einstein. Estes parametros, em geral,

também crescem com a temperatura.

Um fendmeno interessante acontece com vdrios copolimeros com bloco hidrofilico de
polioxietileno. Eles apresentam o chamado “cloud point” ou “clouding temperature” (“ponto
de turvagdo” ou “temperatura de nuvem”). A medida que a temperatura do sistema aumenta,
sua solubilidade em &dgua diminui devido a quebra das ligacdes de hidrogénio entre o
polioxietileno e a dgua, e ele comeca a formar uma segunda fase que confere turbidez ao
sistema; a temperatura a partir da qual ele forma essa nova fase é conhecida como “cloud

point” e suas propriedades surfactantes podem ser perdidas a partir de entdo (Myers, 1992).
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14. GELEIFICACAO E TERMORRESPONSIVIDADE DOS
COPOLIMEROS EM BLOCO

A medida que a concentracio desses copolimeros aumenta, suas solu¢des comecam a
tornar-se mais viscosas até atingir um estado de gel imdvel. Wanka, Hoffman e Ulbricht
(1990) propuseram que a geleificacdo acontece pelo empacotamento das micelas em
mesofases cristalinas cubicas, hexagonais ou lamelares, dependendo da forma das micelas.
Micelas esféricas formam mesofases cubicas (Figura 9a), micelas cilindricas formam
mesofases hexagonais (Figura 9b) e micelas na forma de disco formam mesofases lamelares
(Figura 9c).

Alguns copolimeros de polioxietileno apresentam uma caracteristica especial, a
termorresponsividade. A medida que a temperatura aumenta, suas solucdes tornam-se mais
viscosas podendo atingir o estado de gel imdével. A menor concentragdo a partir da qual
observa-se esse fendmeno € a concentragdo critica de formagao de gel. Essa transi¢do fluido-
gel (sol-gel) pode ser revertida com abaixamento da temperatura ou, em algumas
concentragdes, o estado de gel possui uma temperatura mixima, acima da qual ele volta a ser
fluido. Esse comportamento termorresponsivo € interessante para aplica¢des farmacoldgicas,
onde o copolimero é usado como matriz para a administracido subcutinea de firmacos por

oferecer uma liberacdo prolongada.

(c)

Figura 9. Representagdo esquematica das estruturas de mesofase: a) cubica, b) hexagonal e c) lamelar. Adaptado
de Pinho (2006).
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Para o estudo do comportamento de formacdo de gel desses polimeros em fungdo da
temperatura e da concentragdo, ha duas técnicas bastante utilizadas: o método de inversao de
tubo e a reometria (Li e col., 1997, Hamley e col., 1998, Altinok e col., 1999, Chaibundit e
col., 2007). Nos dois métodos, solugcdes dos copolimeros em diferentes concentragdes siao
analisadas quanto a formagdo de gel numa faixa de temperatura que normalmente varia de 10
a 90 °C. Os dados do estudo sdo apresentados em um grafico de concentragdo versus
temperatura, conhecido como diagrama de fases. As fases essenciais desse diagrama sdo a de
solugdo ou fluido (“sol” ou “mobile”) e gel duro ou imédvel (“gel”, “hard gel” ou “immobile”)
como ¢é apresentado nos trabalhos de Hamley e col. (1998) e Ricardo e col. (2005) (Figura
10a). No entanto, podem-se mostrar fases mais especificas, caracterizando a turbidez, refracao
e textura do gel, dependendo do interesse do pesquisador, como fizeram Li e col. (1997) e
Chaibundit e col. (2007) (Figura 10b). Para caracterizar o gel quanto a refragcdo, no entanto,
deve-se usar um microscopio de luz polarizada, e entdo o gel pode ser definido como
isotrépico ou birrefringente. Wanka, Hoffman e Ulbricht (1994) mostraram que as
propriedades isotrépicas de um gel duro de F127 sdo consistentes com uma estrutura de

empacotamento do tipo cibica.
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Figura 10. a) Diagrama de fases de trés sistemas: E¢P39Eq, (Pluronic® F87), Eg,SoEg, € sua mistura na propor¢ao
1:1 (extraido de Ricardo e col., 2005); b) Diagrama de fases do Pluronic® P123 (E,P¢E,;) (extraido de
Chaibundit e col, 2007).
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1.5. APLICACAO DE COPOLIMEROS NA ADMINISTRACAO DE
FARMACOS

1.5.1. Administracao de farmacos

Um desafio continuo das ciéncias da saide e da industria farmacéutica é aperfeicoar o

desempenho dos farmacos no organismo humano, reduzindo as doses de administracdo, o

nivel de toxicidade e os efeitos colaterais, melhorando a sua eficiéncia. Entre alguns dos

parametros farmacolégicos investigados, estao:

Solubilidade: esse € um fator essencial para a eficicia do féarmaco,
independentemente de sua rota de administracdo. Relata-se que quase metade dos
farmacos em potencial falha no seu progresso para formulacdes farmacéuticas
devido a sua baixa solubilidade em agua (Patravale, Date e Kullami, 2004). Um
fator limitante para o desempenho in vivo de firmacos pouco soliveis em dgua € a
sua resisténcia em ser umedecido e dissolvido nos fluidos do trato gastrointestinal.
O aumento da solubilidade de fairmacos pouco soliveis em dgua €, portanto, muito
importante para incrementar sua taxa de absor¢do no organismo
(biodisponibilidade).

Liberacao: existe um conceito farmacoldgico chamado de faixa terapéutica, que € a
faixa de concentra¢do do firmaco no organismo na qual ele exerce sua atividade
com eficiéncia e sem causar danos ao paciente. Muitas vezes, ao se administrar um
medicamento a um paciente, a sua concentra¢do inicial € alta, podendo até
ultrapassar a concentracdo maxima da dose terapéutica, e apds um curto tempo fica
abaixo da concentragdo minima, seguindo um ciclo como mostra a Figura 11.
Visando estabilizar a concentragdo do fairmaco dentro dessa faixa terap€utica apds
sua administracdo e, assim, diminuir as doses do medicamento e seus efeitos
colaterais, tem-se desenvolvido sistemas de encapsulacdo de farmacos para
liberag@o controlada. Tais sistemas também possuem a vantagem de conferir uma
maior estabilidade quimica ao fAirmaco, ao protegé-lo de fatores externos tais como
o pH gastrico e o calor no ambiente de armazenagem do farmaco.

Distribui¢do bioldgica: quando um farmaco entra no organismo, ele € distribuido
pela corrente sanguinea e atingem tecidos e 6rgdos que ndo sdo o foco do

tratamento, podendo causar vérios efeitos colaterais e assim diminuir a eficiéncia
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do farmaco no tratamento. No caso de formula¢des quimioterdpicas fortes, isso se
torna ainda mais grave. Por isso, nos ultimos anos, tem-se investigado sistemas
“inteligentes” que direcionem o fidrmaco até o alvo especifico (por exemplo,

tecidos tumorais), onde sio liberados.
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Figura 11. Gréifico da concentracdo sanguinea do firmaco versus tempo de administracdo: curva A, uma

formulac@o convencional, e curva B, uma formulacio ideal de liberacdo controlada. Adaptado de Peppas (1997).

1.5.2. Micelas de copolimeros como carreadores de farmacos

Como resposta a esses desafios, uma variedade de sistemas coloidais de nanoparticulas
tém sido investigados (lipossomos, dendrimeros, ciclodextrinas, nanoesferas e micelas
poliméricas). Dentre eles, micelas poliméricas formadas por copolimeros em bloco t€m
atraido grande interesse (Aliabadi e Lavasanifar, 2006; Muellen e col., 2009), devido a
caracteristicas gerais tais como:

e Apresentam um didmetro menor que 100 nm. Os vasos sanguineos de tumores e
locais de inflamacdo sdo mais permedveis, 0 que permite o acimulo de micelas
carreadas de farmaco no seu interior, e dessa forma elas sdo investigadas como
sistemas passivos que direcionem o farmaco para o sitio de acdo, especialmente em

quimioterapia (Aliabadi e Lavasanifar, 2006; Savic, Eisenberg e Maysinger, 2006).
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O nucleo hidrofébico age como hospedeiro de farmacos hidrofébicos, proteinas,
DNA, protegendo-os e controlando sua liberacdo no organismo.

Possuem uma versatilidade impar na estrutura nicleo-corona, o que permite
desenvolver sistemas projetados individualmente com a respeito a pato fisiologia
da doenca, as propriedades fisico-quimicas do farmaco, seu sitio de acdo e sua rota
de administracdo.

Baixa toxicidade (Schmolka, 1972; Kim e col., 2001; Kawaguchi e col., 2009). A
maioria dos surfactantes usados como agentes de solubilizacdo em formulagdes
comercias sdo, em geral, pouco eficientes e causam efeitos colaterais, como o
etoxilato de dleo de ricino (Cremophor® El, da BASF), usado para a solubilizacdo
de farmacos como o Paclitaxel (formulacdo Taxol®, da BMS), causa uma série de
efeitos colaterais (Weiss e col., 1990; Tije e col., 2003). O Tween® 80 (Croda
International), usado para a anfotericina B, é hemolitico (Ellis, Crinis, e Webster,

1996; Yu e col., 1998).

Como Attwood, Zhou e Booth (2007) relataram em uma revisdo, copolimeros com

porcdo hidrofilica de polioxietileno e por¢do hidrofébica de polioxialquilenos ou de

poliésteres t€m sido de considerdvel interesse nas ultimas décadas com respeito a

solubilizacdo e liberacdo de farmacos pouco soliveis em &4gua. Algumas vantagens

especificas desses copolimeros sdo:

As propriedades furtivas da corona de polioxietileno, isto é, as micelas formadas
por corona de polioxietileno ndo sdo capturadas pelos macréfagos do sistema
reticular endotelial, aumentando seu tempo na circulagdo sanguinea (Kataoka e
col., 1993; Adams, Lavasanifar e Kwon, 2003).

Alguns deles, como os triblocos EPE conhecidos como Pluronics®, possuem
propriedades de geleificagc@o termorresponsivas interessantes para aplicagdo in situ
(Ricardo e col., 2005; Chu e Song, 2009).

Muitos apresentam baixos valores de CMC, o que confere estabilidade as micelas
mesmo apos sua diluicdo no sangue.

Sua massa molecular suficientemente baixa (M.M. < 15.000 g/mol) permite
filtracdo nos rins e excrecao pela urina (Pec, Wout e Johnston, 1992).

Como surfactantes ndo i0nicos, seu processo de micelizagdo e suas propriedades
como solubilizantes de farmacos sdo pouco influenciadas por alteracdes no pH e

pela adicao de eletrélitos (Myers, 1992).
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Existem vérios métodos de solubilizacdo de farmacos hidrofébicos nas micelas dos
copolimeros. Aliabadi e Lavasanifar (2006) citam em uma revisdo sobre micelas poliméricas
para administracdo de fairmacos pelo menos sete métodos:

¢ Didlise
¢ Emulsdo dleo/dgua
¢ Evaporacio do solvente
e Evaporacdo do co-solvente
e Liofilizacdo
e Agitagdo em solugdo (“Shake Flask™)
e Método fundido (“Melt loading”)
A escolha apropriada do método de solubilizacdo depende das propriedades do farmaco

e do polimero.

1.5.3 Solubilizacao de farmacos hidrofébicos em sistemas micelares

Dependendo da estrutura quimica do fiarmaco e do polimero, considera-se que o
farmaco pode se localizar na micela de quatro maneiras: no niicleo micelar, na interface
ndcleo/corona, na corona, e na superficie (Myers, 1992). A corona ¢ uma ambiente mais
favordvel para a solubilizagdo de farmacos hidrofilicos, enquanto o nicleo é mais favordvel
para farmacos hidrofébicos, sendo estes farmacos o principal foco no desenvolvimento de
formulagdes micelares.

A solubilizacdo de farmacos hidrofébicos em micelas pode ser explicada como uma
particdo do farmaco entre duas fases: a 4gua e a micela. O coeficiente de particio micela-
dgua pode ser calculado para uma solucdo de concentragdo conhecida do polimero pela

seguinte equacgao:

P=(S-5,)/S, ou P=S./5, )

onde S € a solubilidade do farmaco na solugdo micelar do copolimero a concentracio
especifica e S, € a solubilidade do farmaco em édgua.
A energia livre padrdo de solubilizagdo (AG®) do processo pode ser representada pela

seguinte equagao:
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AG° = -RT InP (10)

onde R € a constante universal dos gases, T é a temperatura absoluta e P é o coeficiente de
particdo entre a micela e a fase aquosa.

Pardmetros importantes nos estudos de solubilizacao de farmacos sdo a capacidade de
solubilizagdo do polimero (S.,), que € a quantidade de farmaco solubilizada por grama de
polimero em uma dada solugdo, e a capacidade de solubiliza¢do do niicleo hidrofébico (Sy),
que € a quantidade de farmaco solubilizada por grama de bloco hidrofébico. Estudos mostram
que esses parametros ndo sdo fixos para um dado polimero, dependendo principalmente da
compatibilidade quimica entre o nicleo e o fiarmaco. Além disso, a capacidade de
solubilizacdo do polimero pode também depender da temperatura, do pH, da concentracdo da
solucdo do polimero, de aditivos na solu¢do e do método de solubilizacdo do farmaco
(Aliabadi e Lavasanifar, 2006; Ribeiro e col., 2009a).

Quando se comparam polimeros diferentes, fatores que alteram a S, sdo: o cardter
hidrofébico do nicleo, o comprimento do bloco hidrofébico, a arquitetura do copolimero, a
razdo em massa nucleo/corona, sua concentragiio e temperatura micelar critica e a forma das
micelas. De uma forma geral, quanto mais hidrofébico o ndcleo das micelas (carater quimico
das unidades monoméricas e maior comprimento da cadeia) maior a capacidade de
solubilizacdo. Attwood, Zhou e Booth (2007) determinaram as hidrofobicidades relativas de
unidades monoméricas de poliéteres e poliésteres em fungdo da CMC de copolimeros dibloco

com bloco hidrofilico de polioxietileno:

P:L:B:VL:S:CL= 1:4:6:10:12:12 (11)

As unidades monoméricas representadas sao: 6xido de propileno (P), D,L lactideo (L),
6xido de butileno (B), y- valerolactona (VL), 6xido de estireno (S), e-caprolactona (CL).

Para copolimeros de composi¢do e arquitetura similares, hd um aumento na capacidade
de solubilizacdo com um aumento na cadeia hidrofébica, e quanto a forma, micelas de forma
cilindrica possuem um nicleo solubilizador mais eficiente em comparagdo com micelas

esféricas (Allen e col., 1999; Crothers e col., 2005).
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1.5.4 Preparacao de micro e nanoparticulas de PEG-PCL para liberaciao de farmacos

Micro e nanoparticulas poliméricas t€ém sido extensivamente estudadas como matrizes
de liberacdo controlada de farmacos, para varios meios de administracdo: topica, oral,
intravenosa, subcutanea, nasal, ocular. No campo farmacéutico, normalmente sio
consideradas nanoparticulas aquelas com diametro inferior a 1000 nm, enquanto no campo da
ciéncia de materiais elas t&ém tamanho entre 1 e 200 nm. Microparticulas sdo particulas com
escala de alguns a centenas de micrdmetros (Wei e col., 2009a). Varios polimeros, tanto
naturais (quitosana, alginato, pectina) quanto sintéticos (copoliéteres) sdo usados para esse
fim (Asada e col., 2004; Bromberg, 2008; Souza e col., 2009; Cavalcante e col., 2007; Li e
col., 2009; Nagarwal e col., 2009).

A policaprolactona (PCL, Figura 12) € um polimero semicristalino, de cariter
hidrofébico, sintetizado principalmente por reagdo de polimerizacdo anidnica de abertura de
anel a partir do mondmero épsilon-caprolactona (CL). Ela tem recebido muita atengdo como
um material ideal para liberagdo controlada de farmacos e outras aplicagdes (Mondrinos e
col., 2006; Seregin e Coffer, 2006). A labilidade hidrolitica de suas ligacdes éster torna a PCL
biodegradavel em condicdes fisiolgicas. No entanto, devido ao seu alto grau de cristalinidade
e hidrofobicidade, ela degrada lentamente e tem baixa biocompatibilidade com tecidos, o que
restringe suas aplicacdes clinicas (Wei e col., 2009a). Portanto, sua modificagdo torna-se

interessante.

O

H o OH

Figura 12. Estrutura quimica da policaprolatona (PCL).

O PEG é um polimero hidrofilico, atdxico, e que pode ser anexado a uma cadeia de
PCL formando copolimeros do tipo E,CLy, E,CLyE,, CLLE,CL,, melhorando as
propriedades da PCL (maior hidrofilicidade, biodegradabilidade, desempenho in vivo) para
aplicagdes biomédicas. Copolimeros E,CL, t€ém achado vérias aplicacdes na forma de
micro/nanoparticulas ou hidrogéis termorresponsivos (Wei e col., 2009a). Devido a sua

natureza anfifilica, vérios estudos t€m sido realizados com esses copolimeros como
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solubilizadores de farmacos hidrofébicos, e 6timos resultados t€m sido alcancados (Attwood,
Zhou e Booth, 2007). Por exemplo, Kim e col. (1998) encontraram um aumento da
solubilidade do firmaco indometacina (solubilidade em dgua de 0,094 mg/dL) em relacdo a
dgua de 3700 vezes numa solucdo de E;14CL,; a 1%. O farmaco elipticina teve sua
solubilidade aquosa (0,015 mg/dL) aumentada em 22000 vezes em uma solug¢do a 1% do
copolimero E;;4CL35 (Liu, Xiao e Allen, 2004).

O comportamento de geleificagdo sob aquecimento (termorresponsivo) ndo ocorre para
as solucdes de todos os copolimeros de PEG e PCL. Alguns desses copolimeros, em solugdes
concentradas, tornam-se menos viscosos quando aquecidos a partir de baixas temperaturas
(Gong e col., 2007), como acontece com a maioria dos polimeros (transicdo da fase de gel
duro para mével sob aquecimento), ndo apresentando propriedades satisfatorias para
administracdo subcutinea. Para a sua utilizacdo em formulacdes desse tipo, pode-se entdo
fazer algumas modificagdes quimicas nesses copolimeros ou, mais facilmente, fazer misturas
bindrias com polimeros que apresentem propriedades geleificantes termorresponsivas, como
os Pluronics®. Gou e col. (2008) incorporaram nanoparticulas de um copolimero de PEG e
PCL contendo o firmaco honokiol em uma solu¢do de Pluronic® F127 e verificaram, por
estudos in vitro e in vivo, que tal formulagdo apresentou um 6timo potencial para aplicacio

como sistema de liberacio controlada local de farmacos hidrofébicos como o honokiol.
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1.6. JUSTIFICATIVA DA PESQUISA

Copolimeros com bloco hidrofébico de polioxiestireno (Figura 13) possuem um elevado
potencial de solubilizagdo para farmacos hidrofébicos e aromdticos (como a griseofulvina,
usada como farmaco-modelo) devido a hidrofobicidade de seus anéis aromdticos. Varios
trabalhos com copolimeros em bloco do tipo E,S;,, E,SinEn. SiEm, SmEnSm tém sido reportados
visando o seu uso em formulagdes farmacéuticas (Crothers e col., 2002; Ricardo, e col, 2004,
Barbosa e col., 2007, Elsabahy e col., 2007, Ribeiro e col., 2009b). Dentre esses copolimeros,
os diblocos e triblocos do tipo E;Sy, e E,SpE, t€ém se mostrado mais eficientes, pois possuem

baixos valores de CMC e TMC.

m

Figura 13. Estrutura do bloco de polioxiestireno (Sy,).

Copolimeros anfifilicos com bloco hidrofébico de policaprolactona também possuem um
elevado potencial de solubilizac¢do de farmacos hidrofébicos: a hidrofobicidade da unidade de
caprolactona € semelhante a do 6xido de estireno (ver relacdo de hidrofobicidade em eq. 11).
Além disso, alguns copolimeros de PEG e PCL, dependendo da propor¢do em massa entre
seus blocos, possuem uma limitada solubilidade em dgua o que proporciona a vantagem de
preparagdo de microparticulas para liberagdo controlada de farmacos hidrofébicos via oral.

Os copolimeros tribloco E,P,E, sdo utilizados em formulacdes para solubilizagdo de
farmacos hidrofébicos, mas ndo apresentam valores de capacidade de solubilizacdo tdo
satisfatdrios, devido a baixa hidrofobicidade do bloco de polioxipropileno, o que lhes confere
altos valores de CMC e TMC. No entanto, suas propriedades geleificantes termorresponsivas
sdo interessantes para sistemas de administragdo subcutinea de farmacos, pois a temperatura
ambiente, podem-se ter solugdes concentradas que sdo fluidas, mas que, a temperatura do
corpo, geleificam rapidamente. Além disso, sua produgdo ja € bem estabelecida em escala

industrial, o que torna seu uso economicamente viavel.



38

Dessa forma, este trabalho se propde a estudar copolimeros em bloco sintetizados em
laboratério e suas misturas com o copolimero comercial Lutrol® F127. Esse estudo estd
dividido em duas partes:

Parte 1: Estudo dos copolimeros EisSioEss, EssSg e suas misturas com o EggPe7Eos
(Lutrol® F127) para aplicacdo na administracdo de farmacos hidrofébicos. Dois farmacos
foram usados para os testes: a griseofulvina e a quercetina (Figura 14).

Parte 2: Estudo dos copolimeros E;14CL;, E;14CLsg, € suas misturas com o EggPs7Eog
(Lutrol® F127) para aplicacio na administracdo de farmacos hidrofébicos. Apenas a

quercetina foi usada como farmaco nos testes.

\O . O/ OH
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Figura 14. Estrutura quimica da (a) griseofulvina e da (b) quercetina.

A griseofulvina (Figura 14a) é um farmaco aromatico antifingico de baixa solubilidade
em 4agua (3,6 mg/dL a 25°C), usado em vérios estudos como farmaco modelo para se
comparar a capacidade de solubiliza¢do de copolimeros para farmacos hidrofébicos.

A quercetina (Figura 14b) € um flavondide obtido a partir da hidrélise da rutina. A rutina
pode ser extraida de uma planta abundante no nordeste brasileiro, a Fava D’anta. A
quercetina, como qualquer flavondide, possui acdo antioxidante e outras atividades bioldgicas
relacionadas, como vasoconstritora, antiinflamatdria e antitumoral. Nos anos de 2007 e 2008
ela esteve entre os 10 principais produtos farmacéuticos exportados pelo Brasil (ABIQUIF,
2009). Ela € um farmaco em fase experimental, com vdrios estudos clinicos em andamento,
como mostra um sitio eletronico do governo norte-americano (ClinicalTrials.gov, 2009).
Resolver o problema de sua baixa solubilidade em dgua (0,05 mg/dL a 25°C) tem sido alvo de
vérios trabalhos, seja através de agentes solubilizantes (Ribeiro e col., 2009b; Gao e col.,
2009), ou do desenvolvimento de pré-farmacos (Mulholand e col. 2001, Kim e col. 2009).

Esses fatores impulsionaram o uso da quercetina nesta pesquisa.
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

e Estudar os sistemas dos polimeros E4sSs, E45S10E45, E114CLyg, E114CLsg, € suas misturas com
o copolimero EggPe7Egs (Pluronic® F127), visando aplicagdo no carreamento e liberacio

controlada de farmacos via intravenosa, subcutanea e oral.

Objetivos Especificos

PARTE 1:

e (aracterizar os copolimeros F127, E4sSg, E4sS10E4s € suas misturas por espectroscopia de
absorcdo na regido do infravermelho (FTIR).

e Determinar a concentracio micelar critica dos copolimeros e suas misturas pelo método de
solubilizacdo de corante nas temperaturas ambiente e corpdrea, avaliando a influéncia da
temperatura na micelizag¢@o dos sistemas poliméricos.

e [dentificar as concentragdes e temperaturas criticas gel para os copolimeros EusSs,
E45S10E45 € suas misturas com o F127 através da técnica de inversdo de tubo.

e Testar as solucdes dos copolimeros e suas misturas como solubilizadores dos farmacos
hidrofébicos griseofulvina e quercetina.

e Realizar testes de liberacdo in vitro do farmaco griseofulvina solubilizado nos copolimeros.

e Realizar andlises de distribui¢do de tamanho das micelas dos sistemas poliméricos com e

sem farmaco.

PARTE 2:

e (aracterizar os copolimeros E;;4CLyy e E;14CLsy por RMN 13C, para confirmar sua
estrutura, e por cromatografia de permeacdo em gel (GPC), para analisar sua
polidispersividade.

e Determinar a concentracdo micelar critica dos copolimeros E;;4CLyy € E;14CL5y e suas
misturas com o copolimero F127 pelo método de solubilizacdo de corante nas temperaturas
ambiente e corpdrea, avaliando a influéncia da temperatura na micelizagdo dos sistemas

poliméricos.
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Identificar as concentragdes e temperaturas criticas de gel para os copolimeros E;;4CLy e
E;14CLso e suas misturas com o F127 através da técnica de inversao de tubo.

Preparar microparticulas e solu¢des micelares dos copolimeros E;14CLyy e E;14CLso para o
encapsulamento de fairmacos hidrofébicos como a quercetina.

Caracterizar as microparticulas com farmaco encapsulado por difragdo de raios-X.

Realizar andlises de distribuicdo de tamanho das micelas dos sistemas poliméricos com

farmaco.
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1. PARTE 1: ESTUDO DOS COPOLIMEROS E,sS;(E,s, E4sSs E SUAS
MISTURAS COM O EyPgE9s (LUTROL® F127)

3.1.1. Materiais

Os copolimeros EusSg (ES) e EusS10Ess (ESE) (E = 6xido de etileno e S= 6xido de
estireno) foram sintetizados por polimerizacdo anidnica de 6xido de estireno seguida por
oxido de etileno e, gentilmente, cedidos pelo Laboratério de Polimeros da Universidade de
Manchester (LabPol Manchester). O copolimero EqgPs7Eqg, comercialmente conhecido como
Pluronic® ou Lutrol® F127, foi obtido da Uniquema (ICI Surfactants). Agua milli-Q e
metanol (Synth) foram utilizados como solventes. O farmaco griseofulvina foi obtido da
Aldrich e o farmaco quercetina foi cedido pela empresa Flora Brasil — Produtos Naturais
LTDA. O corante 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) foi obtido da Biochemika. Todos os
materiais foram usados sem purificacdo adicional. Os fairmacos foram pulverizados antes do
uso.

As caracteristicas moleculares dos copolimeros (Tabela 1) foram obtidas pelo
Lababoratério de Polimeros da Universidade de Manchester em trabalhos anteriores e/ou
fornecidas pelo fabricante: massa molar numérica média (M) por RMN B¢, o indice de
polidispersividade (My,/Mp) por cromatografia de permeacdo em gel (GPC), fragcdo em massa

do bloco de polioxietileno (W) e fracdo em massa do bloco hidrofébico (W),).

Tabela 1. Caracteristicas moleculares dos copolimeros ES, ESE e F127.

Copolimero My (g.mol'l) Wg W, My,/My Referéncia
E4s5Sg 2940 0,673 0,327 1,06 Crothers e col. (2005)
E45S10E45 5160 0,767 0,233 1,03 LabPol Manchester

EogPs7Eqs (F127) 12510 0,689 0,311 1,20 Chaibundit e col. (2007)
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3.1.2. Misturas binarias dos copolimeros

As misturas foram preparadas a partir da pesagem dos copolimeros e posterior
dissolu¢do com 4dgua para as concentragdes desejadas em cada experimento. As propor¢des
foram: a) F127 e E4sSs (30/70, 50/50 e 70/30) e b) F127 e E4sS10E45 (30/70, 50/50 e 70/30).
As misturas de F127 e E45Sg (30/70, 50/50 e 70/30) foram denominadas, respectivamente, de
F/ES 30, F/ES 50 e F/ES 70. As misturas de F127 e E45Si0E45 (30/70, 50/50 e 70/30) foram
denominadas de F/ESE 30, F/ESE 50 e F/ESE 70, respectivamente. O ntimero 30, por

exemplo, denota o percentual de F127 na mistura.

3.1.3. Caracterizacio por espectroscopia de absorcao na regiao do infravermelho (FTIR)

Os copolimeros Eus5Ss, E45S10E4s € F127 foram preparados em pastilha de KBr (brometo
de potéssio para espectroscopia) e analisados em equipamento FT-IR 8300 (Shimadzu) com

resolucdo de 4 cm™ e 10 varreduras na faixa de 3000 a 400 cm’™.

3.1.4. Inversao de tubo

Os diagramas de fases foram obtidos pelo método de inversdo de tubo. As solugdes/géis
dos copolimeros (em concentragdes variando de 5 a 50% m/m) foram preparadas pesando-se
os polimeros e a dgua (massa total = 0,5 g) em pequenos tubos de vidro com didmetro interno
de 10 mm. Para a homogeneizacdo das solugdes, os sistemas ficaram sob aquecimento (2-4 h)
e posterior refrigeracdo (minimo de 3 dias). A possivel modificacdo na fluidez das solugdes
foi observada invertendo-se o tubo enquanto lentamente aquecidas (10-90 °C) num banho de
dgua termostatizado, caracterizando o sistema como fluido (mével) ou gel duro (imével). A
verificacdo da formacdo de gel foi feita em intervalos de 1 °C (x 0,2 °C), permitindo-se a
estabilizacdo dos géis em cada temperatura analisada por 1 min. As medidas foram realizadas

pelo menos em triplicata.

3.1.5. Concentracio micelar critica (CMC)

A determinag¢do da concentracio micelar critica (CMC) dos copolimeros e suas misturas

foi realizada usando um espectrofotdmetro de fluorescéncia Hitachi F-4500. O corante 1,6-
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difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) da Biochemika foi utilizado como recebido. Solucdes estoque
dos copolimeros foram preparadas por dissolucdo em dgua milli-Q e agitacdo de no minimo
14 h antes das dilui¢cdes necessdrias (0,01 mg/L — 1 g/L). O DPH foi dissolvido em metanol
(0,4 mM) e adicionado a solu¢do do copolimero na razdo de 1:100 (30 puL. DPH: 3 mL
solug@o). Dessa forma foram obtidas solucdes dos copolimeros com 1% (v/v) de metanol e
0,004 mM de DPH. O comprimento de excitacdo usado foi de 350 nm, e a emissdo medida
em 428 nm foi usada para a construcio dos graficos. As medidas de emiss@o de fluorescéncia
foram feitas entre 3 e 24 h apdés a adicio de DPH. Os estudos foram realizados a
25 e 37 + 0,2 °C, permitindo-se um minimo de 40 min de estabilizagdo na temperatura
analisada.

O método da solubiliza¢do do DPH foi utilizado para determinar o inicio da micelizacdo
no estudo de copoliéteres triblocos realizado por Alexandridis, Holzwarth e Hatton (1994) e

anteriormente, no estudo de surfactantes ionicos, por Chattopadhyay e London (1984).

3.1.6. Solubilizacao dos farmacos

As moléculas dos fairmacos normalmente tém forte absorbancia na regido de UV. Os
comprimentos de onda para as bandas de absorcdo da griseofulvina e quercetina em metanol
s80 292 nm e 375 nm, respectivamente.

As curvas de calibracdo dos farmacos foram preparadas a partir dos dados de
concentracdo (mg/L) versus absorbancia (A). Espectrofotometro U-2000 da Hitachi foi
utilizado no experimento.

O método de incorporacao do farmaco nas micelas foi o da dissolucdo direta (também
chamado de ‘“shake flask™) e estd esquematizado no fluxograma da Figura 15. Foram
preparadas solugdes aquosas a 1% m/v dos copolimeros e de suas misturas. A uma aliquota
de 10 mL de solugio, foi adicionada uma porc¢ao do fairmaco (m=10 mg) a ser testado. Cada
farmaco foi testado separadamente. As misturas foram lentamente agitadas a 25 °C (+ 0,1 °C),
por 4 dias, num banho termostatizado QUIMIS. Retirou-se uma aliquota de 3 mL do
sobrenadante, que logo em seguida foi filtrado em membrana Millipore de porosidade
0,45 um, para remocdo de qualquer porcdo de farmaco ndo solubilizado. Aliquotas das
amostras filtradas foram diluidas com metanol e a concentracdo de farmaco foi monitorada
por espectrofotometria UV-VIS nos comprimentos de onda adequados para cada farmaco,

usando-se metanol puro para estabelecer a linha de base. Os frascos contendo as misturas
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restantes (7 mL) ficaram por mais 4 dias sob agitacdo no banho a 37 °C (+ 0,1 °C), e 0 mesmo
procedimento foi realizado. A solubilidade dos farmacos apenas em 4gua foi calculada com o
mesmo procedimento descrito acima. As absorbancias das solugdes aquosas dos copolimeros
e de suas misturas nos comprimentos de onda dos farmacos também foram medidas para
correcao dos valores de absorbancia obtidos para os farmacos. Todas as medidas foram feitas

pelo menos em quintuplicata.

Solugdo aquosa 1% dos sistemas poliméricos
I 10 mL de solucéo

10 mg de farmaco

Agitagdao em banho termostatizado
,-4 dias @ 25 °C £ 0,1°C

) v
Filtragdo de 3 mL da solugédo Agitagdo dos 7mL restantes
* Membrana millipore e 4 dias a37°C +£0,1 °C
0,45 um ]

Filtragdo de 3 mL da solugéo
e Membrana millipore

l- Em metanol ! 0,45 um
Diluigdo da solugao filtrada

Diluigdo da solugdo filtrada

Medida da concentragéo do
farmaco: Espectrofotometria * Em metanol

UV- visivel. ¥
Medida da concentragao do

farmaco: Espectrofotometria
UV- visivel.

Figura 15. Fluxograma do método de solubilizagdo (dissolucdo direta) da griseofulvina e da quercetina nos

sistemas poliméricos aquosos de F127, ES e ESE.

3.1.7. Liberacao in vitro

O estudo de liberagdo in vitro da griseofulvina dos sistemas encapsulados (ES, ESE e
F127) foi realizado através da técnica de difusdo. Utilizou-se uma membrana de didlise (tubo
de didlise) de celulose benzoilada, com 9 mm de largura, e massa molecular de corte
(MWCO) de 2000 g/mol, da Sigma-Aldrich.

O material utilizado na liberac@o foi preparado da seguinte forma: a griseofulvina foi
solubilizada nas solug¢des a 1% dos copolimeros a 37 °C, como descrito anteriormente, € apds
filtracdo e quantificagc@o da griseofulvina solubilizada, a solu¢do foi liofilizada. Cerca de 150-

200 mg do material liofilizado foi dissolvido em 1 mL de tampao fosfato pH 7,4 (+ 0,1),
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inserido na membrana de didlise e imerso em 75 mL de tampao fosfato a 37 °C (+ 0,2 °C).
Em intervalos de tempo determinados, aliquotas de 3 mL do meio de liberagdo eram retiradas
e o volume era reconstituido com 3 mL da solu¢@o tamponada. As solugdes foram diluidas em
metanol (2x) e a quantidade de griseofulvina liberada foi determinada por espectrofotometria

UV/Vis no comprimento de onda de 292 nm.

3.1.8. Medida de tamanho das micelas

O diametro hidrodinamico médio e a distribuicdo de tamanho das micelas com e sem
farmacos foram determinados a 25 °C utilizando o equipamento Nano Zetasizer da Malvern,
modelo ZEN 3500. Os resultados das medidas foram obtidos a partir de 20 scans com 10
segundos de intervalo. Pelo menos 3 medidas foram feitas para cada amostra, e os resultados
foram expressos como uma média aritmética dos dados obtidos. O indice de
polidispersividade, que mede a variagdo ou distribui¢do no tamanho das micelas, também foi

analisado para as amostras estudadas.
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3.2. PARTE 2: ESTUDO DOS COPOLIMEROS E;;,CLy, E;14CL5, E
SUAS MISTURAS COM O EyPgE9s (LUTROL® F127)

3.2.1. Materiais

Os copolimeros E;14CLyy (CLyg), Ei14CLsy (CLsg) (E = 6xido de etileno e CL= e-
caprolactona) foram sintetizados a partir do metoxi polietileno glicol 5000 (mPEG 5000 ou
Ei14, polietileno glicol com massa molecular numérica média de 5000 g/mol) e da e-
caprolactona por polimerizacdo anionica sem catalisador (ver método de Cerrai e col., 1989)
e, gentilmente, cedidos pelo Laboratério de Polimeros da Universidade de Manchester. O
copolimero EogPg7E¢s, comercialmente conhecido como Pluronic® ou Lutrol® F127, foi
obtido da Uniquema (ICI Surfactants). Agua milli-Q e metanol (Synth) foram utilizados como
solventes. A quercetina foi cedida pela empresa Flora Brasil — Produtos Naturais LTDA. O
corante 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) foi obtido da Biochemika. Todos os materiais

foram usados sem purificagdo adicional. A quercetina foi macerada antes do uso.
3.2.2. Misturas binarias

As misturas foram preparadas a partir da pesagem dos copolimeros e posterior
dissolu¢do com dgua para as concentragdes desejadas em cada experimento. As propor¢des

foram F127/CL,y 90/10 e F127/CLs, 90/10.

3.2.3. Caracterizacio por ressonancia magnética nuclear de carbono 13 (RMN BC)e

cromatografia de permeacao em gel (GPC)

A andlise de RMN "°C foi feita para confirmar a estrutura esperada dos copolimeros e
para verificar a presenca de homopolimero e monomeros. A andlise de cromatografia de
permeacdo em gel (GPC) foi feita para verificar a polidispersividade dos copolimeros
sintetizados e para confirmar a massa molar numérica média dos copolimeros. As andlises
foram feitas na Universidade de Manchester e os aparelhos utilizados foram um Bruker
Spectroscopin (600 MHZ) utilizando CDCI3 como solvente ¢ um GPC (Gilson) com coluna
PL 2MB500A, calibrado com padrdes de polioxietileno e THF (tetraidrofurano) como

solvente.
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3.2.4. Inversao de tubo

Mesmo procedimento descrito na secdo 3.1.4.

3.2.5. Concentrac¢ao micelar critica (CMC)

Mesmo procedimento descrito na secio 3.1.5.

3.2.6. Preparacao de micro/nmanoparticulas de E;14CL> e E;14CLso com quercetina

Método 1 (filme):

Cada copolimero, CLyg e CLsp (100 mg), e quercetina (10 mg) ficaram sob agitacdo em
acetona (cerca de 20 mL) por pelo menos 30 min para sua dissolucdo. Essa mistura foi entdo
rotoevaporada por cerca de 10-15 min a 40-60 °C, para a remogdo da acetona, formando-se
entdo um filme do copolimero com o farmaco. Esse filme foi suspenso em 10 mL de dgua
milli-q e ficou sob agitacdo a temperatura ambiente (27 °C) por pelo menos 16 h. Apds esse
periodo, a mistura foi centrifugada a 20000 g (13000 rpm) por 30 min em uma centrifuga
Sorvall®, modelo RC5CPlus (Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFC),
com controle de temperatura entre 22 e 27 °C.

O sobrenadante foi filtrado em membrana Millipore (0,45 pm) para obtencdo da
suspensdo das nanoparticulas (micelas) do copolimero com a quercetina. Para quantificar a
porcdo de quercetina solubilizada nessa suspensdo, uma aliquota de 0,5 mL da amostra foi
diluida com 4,5 mL de metanol para medida da absorbancia dessa solucdo em um
espectrofotometro UV-Vis no comprimento de onda de 375 nm.

O precipitado da centrifuga¢io (microparticulas) foi resuspenso em dgua e liofilizado
para posterior caracterizacdo. O mesmo procedimento também foi realizado apenas com os

copolimeros, sem a quercetina. Os experimentos foram realizados pelo menos em triplicata.

Método 2 (filme com sonicacao):
Este método € semelhante ao anterior. Apds a suspensdo do filme de copolimero +
farmaco, a amostra foi submetida a ondas de ultrassom em um Sonifier® modelo W-450D

(Branson) de alta frequéncia (equipamento de sonda ultra-s6nica), na amplitude de 50% por
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17 segundos (2s de teste mais 15s) em banho de gelo, mantendo a temperatura abaixo de
30 °C.

Esse equipamento de ultrassom de alta frequéncia € utilizado em aplicacdes quimicas e
biolégicas para quebrar estruturas celulares, homogeneizar amostras, emulsificar materiais,
dispersar ou misturar compostos imisciveis ou para processar reacoes (Sonifier® Products,
2009).

Apds essa etapa, a amostra ficou sob agitacdo por pelo menos 16 h, e o processo
continuou como descrito no método 1. Os experimentos também foram realizados pelo menos

em triplicata.

3.2.7. Caracterizacao das microparticulas por difracao de raios-X

As andlises por difracio de raios-X das microparticulas foram realizadas em um
difratdbmetro Rigaku, modelo DMAXB, com angulo 20 de 5-45° e uma velocidade de

0,5°/min.

3.2.8. Medida de tamanho das micelas

O didmetro hidrodindmico médio e a distribuicio de tamanho das nanoparticulas
(micelas) com quercetina foram determinados a 25 °C utilizando o equipamento Nano
Zetasizer da Malvern modelo ZEN 3500. As medidas foram feitas para as nanoparticulas
obtidas logo apds a filtracio do sobrenadante e para as nanoparticulas obtidas apds
redispersdo desse material liofilizado em 4gua milli-q. O indice de polidispersividade, que
mede a variagdo ou distribui¢do no tamanho das cadeias poliméricas, também foi analisado

para as amostras estudadas.



49

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. PARTE 1: ESTUDO DOS COPOLIMEROS E,sS;(E,s, E4sSs E SUAS
MISTURAS COM O EysPg7Eos (LUTROL® F127)

4.1.1. Caracterizacao por FTIR

Os espectros de infravermelho dos copolimeros puros e das misturas 50/50 com
griseofulvina encapsulada foram obtidos apenas para confirmar os principais grupos
funcionais dos copolimeros e para verificar se houve interacdo quimica entre eles. Todas as
amostras dos polimeros apresentaram espectros, praticamente, com as mesmas bandas de
absorcdo, e nenhuma nova banda apareceu nos espectros das misturas. Por isso, apenas alguns
espectros estdo presentes (Figura 16). A Tabela 2 mostra as principais bandas com suas

atribuicdes (Pavia, Lampman e Kriz, 2001).

As diferencgas observadas entre os espectros (Figura 16) foram na intensidade relativa de
algumas bandas e a presenga de picos de absor¢do média em 702 e 759 cm’ (atribuidas 2
deformacgdo fora do plano de CH aromdtico em anel monossubstituido) apenas para as
amostras contendo os copolimeros de polioxiestireno. Nenhuma banda de absor¢do especifica
da griseofulvina pdde ser identificada nas misturas, uma vez que seu conteido nas amostras
encapsuladas € de aproximadamente 1%. A Tabela 3 mostra as principais bandas do farmaco

griseofulvina (Pavia, Lampman e Kriz, 2001).
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Tabela 2. Atribuicdes das freqiiéncias das principais bandas dos copolimeros F127, ES e ESE (Pavia, Lampman

e Kriz, 2001).

N° de onda (cm™) Atribuicdes
2885 Vs (CH; e CH3)
1653 0 (0-0)
1468 9s (CHz) e V (C-Carom.
1347 d (CHy), v (C-C)
1282 d (CHy)
1243 d (CHy), v (C-O)
1112 v (C-0-C)
959 d (CH,-0), v (C-0-0)
843 d (CH»-0), v (C-0O)

759 e 702 0 (C-H).rom. monossubst.

Tabela 3. Atribui¢des das freqiiéncias das principais bandas do fairmaco griseofulvina (Pavia, Lampman e Kriz,

2001).

N° de onda (cm™) Atribui¢des
2942 v (CHzs)
1708 v C=0
1660 v C=0
1618 4 (C-C) anel aromdtico
1587 d (C-C) anel aromético
1470 d (CHy)
1428 945(CHa)
1355 d; (CH3)
1219 0as(0-C=C)
1059 d,(0-C=C)
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Figura 16. Espectros de FTIR: (a) griseofulvina, (b) ES e (c) F127.
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4.1.2. Inversao de tubo

As Figuras 17 e 18 mostram os diagramas de fases de formacdo de gel dos copolimeros
puros e suas misturas. As propriedades termorresponsivas do F127 sdo explicadas pela
instabilidade de suas micelas em meio aquoso a baixas temperaturas, efeito que é explicado
por sua entalpia de micelizacdo positiva (Chaibundit e col., 2007). Observa-se que os
copolimeros E4sSg e E4sSi0Ess ndo possuem essas propriedades de geleificacio
termorresponsivas e de outros polimeros do tipo E,P.E,, E.B, e E.ByE, e E,CL,E,
(Attwood, Zhou e Booth, 2007). Esse comportamento, usual para copolimeros do tipo ES e
ESE (Crothers e col., 2002; Yang e col., 2003; Pinho e col., 2007), é consistente com 0s seus
baixos valores de entalpia de micelizacdo e pode ser explicado pela estabilizacdo cinética das
micelas por vitrificacdo do niicleo de polioxiestireno quando a temperatura tende a 0 °C

(Rekatas e col., 2001).
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2 404 | S48 Gelimovel
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Figura 17. Diagrama de fases dos sistemas (o) F127, (o) ES, (m) F/ES 50 e (A) F/ES 70.

Na faixa de temperatura estudada (10-90 °C), o ES comeca a formar gel na

concentragcdo de 20,5%, com uma temperatura critica de 23,3 °C, enquanto que o ESE s6
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comeca a formar gel em uma concentracdo bem superior, 31,9%, com uma temperatura critica
de 28 °C (Tabela 4). Vale salientar que, neste caso, a temperatura critica é a temperatura a
partir da qual, sob aquecimento, os géis ganham mobilidade. O dibloco forma géis em
concentracdes (% m/m) menores que o tribloco, pois possui uma massa molar menor e os dois
copolimeros possuem blocos hidrofobicos de tamanhos semelhantes. Comparando-se os dois
copolimeros com bloco de S de tamanho proximo, o que parece determinar a concentracio
critica de formacdo de gel é o nimero de moléculas em solucdo. E interessante notar que a
razio entre as massas molares numéricas médias (M,) do ES e do ESE € semelhante a razido

entre as suas concentragdes criticas % m/m:

M,(ES)/ My(ESE) = 0,57 c*ES/c*ESE = 0,64

Além disso, pode-se observar que as concentragdes criticas do ES e do ESE, expressas em
molalidade, sdo praticamente iguais, com um valor aproximado de 0,09 mol/kg (Tabela 5).

Suas curvas de transicdo também apresentam o mesmo perfil (Figuras 17 e 18).

Tabela 4. Concentracdo (c*) e temperatura (T*) criticas de formagdo de gel dos copolimeros F127, ES, ESE e

suas misturas.

Sistema c* (% m/m) T* (°C)
E4sSs 20,5 233"+3,1
E4sS10E4s 31,9 28'+1,7
F127 15 45 (Chaibundit e col., 2007)
F/ ES 30 33,2 16,3
F/ ES 50 26,8 41 +2.4
F/ ES 70 26,1 42 + 1
F/ESE 30 - -
F/ESE 50 37,7 473 +17,5
F/ESE 70 30,9 28,3 0,6

'Esta temperatura critica é a temperatura maxima do gel, a partir da qual ele torna-se fluido.

(-) O sistema ndo formou gel em nenhuma temperatura e concentracdo estudada.

Das misturas de F127 e ES, néo foi possivel produzir uma curva de transi¢c@o fluido-gel
satisfatdria para o sistema F/ES 30: na faixa estudada (15 a 40%), apenas para a concentragdo

de 33,2% obteve-se uma transi¢do estdvel, com temperatura minima de formagdo de gel de
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16 °C e nenhuma temperatura limite superior. Nas concentragdes inferiores, as misturas eram
fluidas em toda a faixa de temperatura estudada e nas concentracdes superiores nao se
formaram misturas homogéneas. As misturas F/ES 50 e F/ES 70, possuem curvas de transicao
quase sobrepostas; elas conservam as propriedades termorresponsivas do F127, geleificando
sob aquecimento. As suas curvas de transicdo estdo deslocadas para a direita em relagdo ao
F127 e tém uma curvatura mais aberta; isso é resultado do equilibrio entre os dois polimeros
com propriedades termogeleificantes contrarias. A formagao de géis desses sistemas com uma
temperatura de transicdo na faixa entre a temperatura ambiente e a temperatura corpdrea

(25-37 °C) (Figura 18) tornam essas misturas interessantes para a administracdo de

medicamentos.
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Figura 18. Diagrama de fases dos copolimeros (A) F127, (o) ESE e (m) F/ESE 70.

Tabela 5. Concentragdo critica de formacdo de gel expressa em % m/m (massa polimero/massa solugdo) e

molalidade (mol polimero/kg dgua) para os sistemas ES, ESE e F127.

Polimero c* (% m/m) mpoh’mero(g) mégua(g) npoh’mero(m()l) C*(m()l/ kg)
ES 20,5 20,5 79,5 6,97 E-3 0,0876
ESE 31,9 31,9 68,1 6,18 E-3 0,0908

F127 15 15 85 1,20 E-3 0,0141
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O sistema F/ESE 30 ndo formou gel duro estivel em nenhuma das concentragdes
estudadas (de 15 a 50 %), mas em algumas concentracdes ele tornava-se mais viscoso com o
aumento da temperatura. O sistema F/ESE 50 conservou as propriedades termorresponsivas
do F127, com uma concentragéo critica de formacgao de gel de 37,7 % a partir da temperatura
de 47,3 °C £ 7,5 (Tabela 4). No entanto, ele ndo apresentou uma curva de transi¢do fluido-gel
estdvel, uma vez que em concentragdes superiores a critica as temperaturas de formacao de
gel variavam irregularmente, subindo e descendo, motivo pelo qual ndo a apresentamos. O
sistema F/ESE 70 também conservou as propriedades termogeleificantes do F127, mas ndo
apresentou limite superior de transicdo gel-fluido em nenhuma concentragdo na faixa de

temperatura estudada (Figura 18).
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4.1.3. Concentracio micelar critica (CMC)

A partir dos espectros de emissdo de fluorescéncia do DPH nos sistemas poliméricos
diluidos (ver ilustracdo do sistema F/ES 70, Figura 19), fizeram-se graficos da intensidade de
emissdo do DPH no comprimento de onda de 428 nm versus o logaritmo da concentracio
(g/L) dos sistemas poliméricos (ver ilustragdo dos sistemas F127 e ESE a 25 e 37 °C, Figura
20). A CMC dos sistemas poliméricos foi calculada a partir do vértice da curva de intensidade
de emissdo versus log C (Figura 20), onde comega a haver um aumento brusco da intensidade
de emiss@o do DPH, devido a sua solubilizagdo pelas micelas do sistema apds a CMC.

(Alexandridis, Holzwarth e Hatton, 1994). Estima-se um erro de até £25% nas medidas.
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Figura 19. Espectro de emiss@o de fluorescéncia (A.= 350 nm) para o DPH em dgua e em solugdes de F/ES 70

em concentragdes de 107 a 107 /L.

A Tabela 6 mostra os resultados de CMC a 25 °C e a 37 °C dos copolimeros e suas
misturas. Os resultados foram expressos em termos de massa de polimero (g/L), uma vez que
esta € a forma usual de se avaliar as aplicacdes de solucdes aquosas de polimeros, e em
termos de nimero de mol (mol/L), para se analisar a termodindmica de micelizacdo dos
copolimeros. Nao houve uma variagdo considerdvel da CMC dos copolimeros e de suas

misturas com a temperatura. De um modo geral, a CMC a 37 °C € menor que a 25 °C, em
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especial para o F127. Esse comportamento pode ser explicado por estudos anteriores que
mostram uma processo de micelizagdo mais endotérmico para os triblocos do tipo E,PpE,,
com valores de AH® de micelizacdo em torno de 200 kJ/mol ou mais (Alexandridis e col.,
1994), e uma entalpia de micelizagdo reduzida para os copolimeros do tipo E,;Sy, ExSnEn,
variando de 4 a 40 kJ/mol (Crothers e col., 2002; Yang e col., 2003). Casos de micelizacdo
atérmica ja foram observados para diblocos E;B., onde B denota a unidade de 6xido de
butileno (Kelarakis e col., 1998). Esses valores de entalpia padrdo de micelizacdo sdo

calculados a partir da relacdo log (CMC) versus 1/T.

300
m ESE a25°C
2501 O ESE a37°C
A F1272a25C
200 A F127 a37°C

Intensidade de emisséo (u.a.)

0 T ! I T T I T
-4 cMc -2 CMC CMC
log C (g/L)

Figura 20. Gréficos de emissao de fluorescéncia versus log C (g/L) dos sistemas ESE e F127 a 25 e 37 °C.

Os valores de CMC em mol/L. do ES e do ESE sdo bem menores que os valores do
F127. O comprimento do bloco de E,, ndo interfere na CMC, mas o cariter hidrofébico do seu
bloco hidrofébico, sim (Yang. e col., 1995; Kelarakis e col., 1998; Attwood, Zhou e Booth,
2007). Quanto mais hidrofébico, menor a CMC do polimero, uma vez que a micelizacdo
reduz as interagdes desfavordveis da cadeia hidrofébica com a dgua. Por isso, tem-se que a
CMC do EggPs7Egs (F127) € maior, mesmo com um bloco hidrofébico mais longo que os do
ES e do ESE, pois a hidrofobicidade relativa entre uma unidade de P e uma unidade de S € de
1:12. O ESE tem um bloco de polioxiestireno maior que o do ES, por isso a CMC do ESE é
um pouco menor que a do ES. As CMC’s (g/L) das misturas s@o intermedidrias as dos

polimeros puros, e sdo da mesma ordem de grandeza, com exce¢@o da mistura F/ES 50. Ainda
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assim, com baixos valores de CMC, essas misturas continuam sendo promissoras para
aplicagdes farmacoldgicas devido a potencial estabilidade de suas micelas apds a diluicdo

sanguinea.

Tabela 6. CMC'’s dos copolimeros ES, ESE, F127 e suas misturas a 25 e 37 °C.

Sistermnas CMC (g/L) CMC (mmol/L)
25°C 37°C 25°C 37°C
E4sSs 0,0030 0,0020 0,0010 0,00068
F/ES 30 0,0047 0,0031 0,0012 0,00081
F/ES 50 0,022 0,019 0,0046 0,0040
F/ES 70 0,0074 0,0074 0,0012 0,0012
E4sS10E4s 0,0023 0,0030 0,00044 0,00050
F/ESE 30 0,010 0,0054 0,0016 0,00086
F/ESE 50 0,0098 0,0098 0,0013 0,0013
F/ESE 70 0,012 0,0081 0,0014 0,00092
EosPe7Eos (F127) 0,23 0,079 0,011 0,0039

De acordo com a equagao (6), apresentada na introduc@o sobre micelizacdo, observa-se
que apresentando valores de CMC menores que 1 mol/L, os copolimeros tém valores de
AG°y, negativos, comprovando que embora sua micelizacdo seja um processo endotérmico, ela

€ um processo espontaneo nas condi¢des padrdes, devido ao aumento de entropia.
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4.1.4. Solubilizacao dos farmacos

As curvas de calibragdo em metanol para a griseofulvina e a quercetina (Figura 21)

assim como suas equacdes (12 e 13) estdo apresentadas a seguir:

Griseofulvina (A = 292 nm): Abs = 0,06359C + 0,00114 (12)
Quercetina (A = 375 nm): Abs = 0,07213C - 0,00822 (13)
1,0
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Figura 21. Curvas de calibrag@o da (A) quercetina (A= 375 nm) e da (m) griseofulvina (A= 292 nm) em metanol.

Os resultados de solubilidade da quercetina em 4gua foram bem baixos: 0,05 mg/dL a
25 °C e 0,10 mg/dL a 37 °C, semelhantes ao obtido por Saija e col. (2003) (0,0514mg/dL a
temperatura ambiente) e por Vinadé (1997) (0,072mg/dL). Os resultados de solubilidade da
griseofulvina foram de 3,6 mg/dL (25 °C) e 3,7 mg/dL (37 °C). A griseofulvina foi usada
como um farmaco-modelo para comparagio de resultados de solubilizacdo obtidos para outros
copolimeros.

As Tabelas 7-10 mostram os resultados de solubilizagdo expressos pelos pardmetros S,

(capacidade de solubilizacdo) e S, (capacidade de solubilizacdo do bloco hidrofébico).
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A S, € calculada a partir da solubilidade total do farmaco na solu¢do do copolimero (S)

menos a solubilidade do fdrmaco em 4dgua (S,) dividido pela massa do copolimero (mcop).
Scp =5-S, /mcop (14)

Visando verificar a contribui¢do da corona de polidéxido de etileno na solubilizacio
promovida pelo copolimero, Chaibundit e col. (2002) estudaram a solubilidade da
griseofulvina numa solugdo de polietileno glicol a 5% m/m (M, = 6000 g mol™) e verificaram
que ela apresentou-se pouco diferente das medidas de solubilidade desse firmaco em 4gua.
Portanto, a solubilizacdo na corona formada pelos blocos E ndo é uma consideragdo relevante.
Assim, apenas a porcdo hidrofébica € levada em consideragdo e a capacidade de solubilizacio
em mg/g de bloco hidrofébico (S;) € analisada. A solubilidade € calculada a partir dos valores
de Sc, com S, = S,/W;, onde W, € a fragdo em massa do bloco hidrofébico (isto &,
W;, = 1-Wg, com valores de W), calculados para as misturas, usando os valores separados dos
copolimeros em funcéo de sua proporcdo). A quantidade de S fornece uma medida direta da
eficiéncia da solubilizagdo em ntcleos micelares, sendo independente da composi¢do do
copolimero.

Os valores de S, obtidos para os dois farmacos a 25 °C foram bem maiores para o ES e
o ESE do que para o F127, devido a aromaticidade do polioxido de estireno (Tabelas 7 e 8).
Os valores encontrados para as misturas se aproximam das médias ponderadas dos seus
valores separados, indicando que o processo de micelizagdo das misturas foi semelhante ao

dos polimeros puros.

Tabela 7. Parametros de solubilizagdo dos copolimeros F127, E4sSg e suas misturas a 25 °C. Sy= 3,6 mg/dL para

a griseofulvina e Sy = 0,05 mg/dL para a quercetina.

Griseofulvina Quercetina
Sistemas
ES 12,91 £1,93 9,31 28,47 3,28 £0,11 3,23 9,88
F/ES 30/70 | 11,43 +1,42 7,84 24,27 - - -
F/ ES 50/50 9,93 +1,12 6,32 19,69 - - -
F/ ES 70/30 9,42 £ 0,96 5,82 18,24 1,89 £0,18 1,84 5,82
F127 6,56 +£1,18 2,96 9,28 0,86 0,11 0,81 2,60

(-) Resultados nao obtidos.



61

Tabela 8. Pardmetros de solubilizagdo dos copolimeros F127, E45S oE4s e suas misturas a 25 °C. Sy= 3,6 mg/dL

para a griseofulvina e So= 0,05 mg/dL para a quercetina.

Sistemas Griseofulvina Quercetina
ESE 11,97 £ 0,45 8,37 35,92 | 3,10+0,07 3,05 13,09

F/ ESE 30/70 | 10,44 + 0,83 6,84 26,72 - - -

F/ ESE 50/50 | 10,10 0,56 6,50 23,90 - - -

F/ ESE70/30 | 9,32+0,59 5,72 19,86 | 1,74 +0,17 1,69 5,87
F127 6,56 £ 1,18 2,96 9,28 0,86 £0,11 0,81 2,60

(-) Resultados ndo obtidos.

A 37 °C (Tabelas 9 e 10), os valores de S e S, da griseofulvina podem ser considerados
similares em relacdo aos medidos a 25 °C, considerando os desvios padrdes de S. Quanto a
quercetina, verificou-se que o aumento de temperatura elevou consideravelmente os valores
de S e S), em especial para o F127, cujo processo de micelizacdo é mais sensivel a
temperatura, como foi discutido na secdo anterior. Esse dltimo resultado € apoiado pela
diminui¢do de sua CMC a 37 °C (Tabela 6). Ainda assim, a 37 °C, o nucleo de polioxiestireno
do ES e do ESE continuou mais eficiente que o ndcleo de polioxipropileno do F127.

A capacidade de solubilizagdo (S.p) da griseofulvina a 25 °C relatada para o F127 por
Attwood, Zhou e Booth (2007), 3,2 mg/g, foi semelhante & deste trabalho. Os valores de S, do
E45Sg (22 mg/g) e do E4sSi0 (29 mg/g) a 25 °C, relatados para a griseofulvina por Crothers e
col. (2005), e o valor de S;, encontrado neste trabalho para o E45Sg (ES, Tabela 7) sdo menores
que para o tribloco E4sSi0E4s (Tabela 8). A mesma tendéncia foi encontrada para a
griseofulvina a 37 °C e para a quercetina nas duas temperaturas. Isso sugere que a
conformacdo de micelas de triblocos torna o nicleo hidrofébico mais eficiente para a

solubilizacdo de firmacos em comparacdo as micelas de diblocos (ver Figura 8a).
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Tabela 9. Parametros de solubilizacdo dos copolimeros F127, E45Sg e suas misturas a 37 °C. Sy = 3,7 mg/dL para

a griseofulvina e Sp = 0,10 mg/dL para a quercetina.

Sistemas Griseofulvina Quercetina
S (mg/dL) S, (mg/g) Sh S (mg/dL) Sep (mg/g) Sh
ES 13,95 £0,61 10,27 31,41 6,14 £0,43 6,04 18,47
F/ ES 30/70 | 10,82 +0,77 7,12 22,11 - - -
F/ ES50/50 | 8,96 +0,81 5,26 16,49 - - -
F/ ES 70/30 | 7,88 £0,67 4,18 13,23 5,20+£0,75 5,10 16,14
F127 5,81 +0,31 2,11 6,78 3,77 £ 0,09 3,67 11,8

(-) Resultados nao obtidos.

Tabela 10. Parametros de solubilizacido dos copolimeros F127, E4sS0E4s € suas misturas a 37 °C. Sy= 3,7 mg/dL

para a griseofulvina e Sy= 0,10 mg/dL para a quercetina.

Sistemas Griseofulvina Quercetina
ESE 13,49 £ 0,76 9,79 42,01 | 5,05+0,21 4,95 21,24

F/ ESE 30/70 | 7,80+0,11 4,10 16,02 - - -

F/ ESE 50/50 | 7,45+0,71 3,75 13,79 - - -

F/ESE70/30 | 7,11 +0,39 3,54 12,30 | 4,26 +0,11 4,16 14,44
F127 5,81 +0,31 2,11 6,78 3,77 £ 0,09 3,67 11,8

(-) Resultados nao obtidos.

A Tabela 11 mostra em quantas vezes a solubilidade em dgua da griseofulvina e da
quercetina aumentou nas solugdes aquosas a 1% dos copolimeros a 25 e a 37 °C. Esses
valores de S/S, expressam os resultados de solubilizagdo para aplicagdo direta das
formulagdes aquosas dos copolimeros a 1% (m/v).

Os resultados para a quercetina sdo bem expressivos nas duas temperaturas: as solu¢des
dos copolimeros ES e ESE sio as mais eficientes devido a maior capacidade de solubilizagio
do bloco de polioxiestireno em relacdo ao bloco de polioxipropileno, e o aumento de sua
solubilidade aquosa chega a superar o de pré-farmacos da quercetina estudados por Kim e col.
(2009) (estudo feito em solucdes de tampdo fosfato pH 7,4). As misturas com o F127
apresentaram valores intermedidrios aos dos copolimeros puros, mas ainda assim sdo

satisfatorios. O aumento da solubilidade da griseofulvina ndo é tdo expressivo, mas 0s



63

resultados sdo superiores ou equivalentes aos obtidos para copolimeros do mesmo tipo em

trabalhos anteriores (Ribeiro e col., 2009b).

Tabela 11. Aumento (S/S,) das solubilidades da griseofulvina e da quercetina nas solu¢des a 1% dos sistemas

poliméricos. Foram considerados apenas os desvios padrdes das absorbancias para os célculos.

Sistemas Griseofulvina Quercetina
25°C 37°C 25°C 37°C

F127 1,82 £0,33 1,57 £ 0,08 17,2 £2,2 37,7+£0,9
ES 3,59 £0,54 3,77 £ 0,17 65,6 £2,2 61,4+43

F/ ES 30/70 3,18 £0,40 2,93 £0,21 - -

F/ ES 50/50 2,76 £0,31 2,42 £0,22 - -
F/ ES 70/30 2,62 +£0,27 2,13+£0,18 37,8 £3,6 52,0+£7.5
ESE 3,32+£0,12 3,65 £0,21 62,0+ 1,4 50,5+2,1

F/ ESE 30/70 2,90 £0,23 2,11 +0,03 - -

F/ ESE 50/50 2,81+0,16 2,01 £0,19 - -
F/ ESE 70/30 2,59 £ 0,18 1,92 +0,11 34,8 +2,7 42,6 1,1

(-) Resultados nao obtidos.
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4.1.5. Liberacao in vitro

A liberagdo de farmacos hidrofébicos de nanoparticulas estruturadas na forma de
nucleo-corona € muito dependente das propriedades hidrofébicas do nicleo (Allen, Maysinger
e Eisenberg, 1999). Os perfis de liberacdo da griseofulvina dos sistemas micelares estdo
apresentados na Figura 22. Observa-se que o sistema F127 foi o que apresentou maior taxa de
liberag@o da griseofulvina, estabilizando-se apds 5 dias em cerca de 51%. Os sistemas ESE e
ES apresentaram perfis de liberacdo bem semelhantes: ap6s 5 dias de liberag@o, o percentual
de griseofulvina liberada foi de aproximadamente 34% para os dois; a liberagdo estabilizou-se
a partir desse tempo para o sistema ESE, mas para o sistema ES a taxa de griseofulvina
liberada ndo se estabilizou até o fim do experimento (7 dias).

Trés mecanismos tém sido considerados como padrdes de liberacdo em encapsulados de
nanoparticulas baseados em micelas: (i) difusdo, (ii) degradacdo do copolimero e (iii)
estabilidade da micela (Allen e col., 2000). Nesse experimento, é coerente pensar que O
mecanismo de liberagdo predominante foi o de difusdo, uma vez que a concentragdo do
polimero no interior do compartimento de didlise ndo variou durante o experimento, pois a
massa molecular de corte da membrana (MWCO=2000 g/mol) € menor que a massa dos
copolimeros (ver Tabela 1).

No caso de copolimeros com baixa taxa de degradacdo, a taxa de liberagdo é fortemente
influenciada por fatores como: a forga de interagdo entre o firmaco e o bloco formador do
ndcleo (principal fator), a fase de agregacdo do nicleo micelar, a quantidade de farmaco
encapsulado, a massa molecular do fairmaco, o comprimento do bloco formador do nicleo e a
localizag¢do do farmaco dentro da micela (Allen e col., 2000). Dessa forma podemos explicar
porque a taxa de liberacdo foi maior para o F127 do que para o ES e ESE, uma vez que a
interagdo farmaco/ndcleo micelar é mais forte nos copolimeros com nicleo de polioxiestireno
em relacdo ao nticleo de polioxipropileno.

Esses resultados estdao de acordo com os resultados obtidos de capacidade de
solubilizacdo por grama de bloco hidrofébico (S;) para os copolimeros (ver Tabelas 9 e 10): o
F127 tem a menor S, (interagdo mais fraca do ndcleo micelar com a griseofulvina) enquanto o
ES e o ESE possuem S, maior (interacio mais forte do nicleo micelar com a griseofulvina). E
interessante notar que a taxa de liberacdo da griseofulvina no sistema ES ainda tende a

aumentar, o que estid de acordo com o fato de sua S, = 31,41 ser menor do que a do ESE (S, =
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42,01), sustentando o fato de que a conformacdo de micelas de triblocos é mais favordvel para

a administrag@o de farmacos hidrofébicos.
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Figura 22. Perfil de liberacdo da griseofulvina em tampdo fosfato (pH 7.,4) a 37 °C: (o) griseofulvina

encapsulada em F127, (A) encapsulada em ESE (m) encapsulada em ES.

O sistema que possui maior quantidade de farmaco encapsulado possui menor taxa de
liberagdo conforme observado por Soo e col. (2005) num estudo de liberagdo do estradiol em
micelas de um copolimero em bloco de PCL-PEG e por Kim e col. (1998) em estudo com o
farmaco indometacina em um copolimero dibloco do mesmo tipo. E interessante notar que os
testes com o farmaco ndo encapsulado exibem uma liberag@o inicial bastante rdpida e uma
taxa de liberacdo de quase 100% (Kim e col., 1998), mostrando a eficiéncia de sistemas
micelares em controlar a liberagdo de farmacos hidrofébicos. A estabilidade das micelas apds
a dilui¢do sanguinea (baixa CMC) acarreta maior tempo de circulacdo do firmaco no sangue
(Letchford e Burt, 2007), acrescido da minimizac¢do dos efeitos colaterais causados pelo

farmaco em sua forma livre.
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4.1.6. Medida de tamanho das micelas

Os graficos de distribui¢cdo de tamanho por volume das nanoparticulas (micelas) dos
sistemas poliméricos a 0,1% em dgua estdo apresentados na Figura 23. Pode-se observar que
as distribui¢des s@o todas unimodais, com apenas um pico. Dessa forma, os valores de
diametro hidrodindmico médio de pico (Dy) e do indice de polidispersividade de tamanho
(PdI) sdo apresentados nas Tabelas 12 e 13.

Nessas amostras, o mesmo perfil de distribui¢do e o mesmo didmetro médio (Dy,) foram
observados para as concentragdes de 0,1% e 1% (m/V), por isso apenas os grificos dos
sistemas a 0,1% estdao apresentados. Todos esses sistemas estdo em concentracdes acima de
sua CMC a 25 °C, entdo suas micelas apresentam um tamanho médio menor que 200 nm, que
¢ uma grande vantagem para seu uso em aplicagdes farmacoldgicas intravenosas ou
subcutaneas. Andlises de solu¢des micelares de F127 feitas em um equipamento ZetaSizer,
modelo ZEN3600 da Malvern (semelhante ao usado neste trabalho), apresentaram Dy por
volta de 8 nm a 25 °C (Yang e col., 2009), em coeréncia com os resultados aqui obtidos.

A distribuicao unimodal das micelas em ambas as concentragdes nos sistemas F/ES 70 e
F/ESE 70 (Tabelas 12 e 13) sugere que os copolimeros se comicelizaram, ou seja, formaram
micelas com unimeros dos dois copolimeros, como ja foi observado para outras misturas de
copolimeros. As misturas F/ES 70 e F/ESE 70 (nas quais o copolimero F127 representa 70%
da massa de polimero) apresentaram distribui¢do unimodal, com Dy, igual aos dos copolimeros
puros de polioxiestireno (ES e ESE). Isso é explicado pelo fendmeno de comicelizagdo, ou
seja, as micelas do sistema sdo formadas por cadeias dos dois copolimeros. Esse fendmeno
também foi observado por Ricardo e col. (2006), em misturas dos copolimeros Ei35sByE 35 e
Eg,SoEsg», que mostraram distribui¢do de tamanho unimodal com tamanho de particula similar
ao das micelas isoladas do copolimero Es,SoEs,; nesse caso a comicelizagdo foi explicada pela
semelhanca entre as hidrofobicidades dos blocos formadores dos nticleos micelares, ainda que
o comprimento dos blocos hidrofébicos seja diferente (20 unidades de B, 6xido de estireno,

versus 9 unidades de S, 6xido de estireno).
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ESE, F/ES 70 e F/ESE 70.
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Tabela 12. Didmetro hidrodindmico médio de pico (D,) e indice de polidispersividade (PdI) dos sistemas

poliméricos a 0,1% e a 1%.

_ 0,1% (m/v) 1% (m/v)
Sistemas
Dy, pico (nm) PdI Dy, pico (nm) PdI

F127 5,8+0,1 0,817 = 0,034 55+0,2 0,679 + 0,027
ES 14,5+0,1 0,154 £ 0,011 13,9 +0,2 0,039 + 0,003
ESE 11,7+£0,2 0,418 £ 0,038 11,0+ 0,3 0,113 +,0008
F/ES 70 14,7+ 0,4 0,228 + 0,008 15,4+0,3 0,127 £ 0,009
F/ESE 70 11,4+0,3 0,421 £ 0,065 11,6 £0,1 0,260 £ 0,018

E interessante observar, na Tabela 13, que a presenca de griseofulvina nos sistemas a
1% (m/v) dos polimeros ndo alterou o tamanho médio de suas micelas. E comum o tamanho
das micelas ficarem maior ao carrear um farmaco, mas ha relatos de micelas de F127 cujo
tamanho e distribui¢do praticamente ndo foi afetado pela presenca do fairmaco (Wei e col.,
2009b). Isso pode ser explicado também pelo baixo percentual em massa de firmaco nas

micelas desses copolimeros (menor ou igual a 1%).

Tabela 13. Didmetro hidrodinamico médio (Dy) de pico e indice de polidispersividade (PdI) dos sistemas

poliméricos a 1% com e sem griseofulvina.

Sem griseofulvina Com griseofulvina
Sistemas
Dy, pico (nm) PdI Dy, pico (nm) PdI

F127 5,5+0,2 0,679 + 0,027 - -
ES 139 £0,2 0,039 + 0,003 13,9 £0,2 0,103 £ 0,009
ESE 11,0+0,3 0,113 +,0008 10,7 £0,2 0,122 £+ 0,006
F/ES 70 15,4 +£0,3 0,127 + 0,009 15,1 £0,2 0,201 + 0,008
F/ESE 70 11,6 £0,1 0,260 0,018 12,3 +0,2 0,410 £ 0,025

(-) Dados nao obtidos.
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4.2. PARTE 2: ESTUDO DOS COPOLIMEROS E;;,CLy, E;14CL5, E
SUAS MISTURAS COM O EgpPgEgs (LUTROL® F127)

4.2.1. Caracterizacao por RMN BCeGPC

A técnica de RMN °C é a mais importante técnica de caracterizacdo estrutural de
copolimeros em bloco. Deslocamentos quimicos (8) diferentes ocorrem para os carbonos do
interior da cadeia e para os carbonos terminais. A partir desta informacdo, a massa molar
(M,), a composicdo e o grau de pureza do copolimero podem ser obtidos. A Tabela 14 mostra
os dados de massa molar média (M,), fracdo em massa do bloco de poliéxido de etileno (Wg)
e fracdo em massa do bloco hidrofébico (W), obtidos por RMN 13 C, e o indice de

polidispersividade (Mw/M,,), obtido por GPC.

Tabela 14. Caracteristicas moleculares dos copolimeros CL,, e CLs.

Copolimero M, g.mol'l Wg Wi Mw/M,; por GPC
E114CLyg 7296 0,680 0,320 1,36
E14CLsg 10716 0,460 0,540 1,41

Os espectros obtidos para o monometéxi polietileno glicol (mPEG 5000 ou Ejj4),
precursor da sintese, e os seus copolimeros com g-caprolactona E;;4CLyg (CLyg) € E;14CLso,
(CLsp) estdo nas Figuras 24, 25 e 26. A mesma expansao foi usada em todos os espectros.

As atribuicdes dos picos dos copolimeros foram feitas de acordo com Martini e col.
(1994). As Tabelas 15 e 16 mostram as atribui¢des dos picos associados aos deslocamentos
quimicos do mPEG, CL,y e CLso. As especificacdes de cada carbono com niimeros e letras

estdo presentes nas Figuras 24, 25 e 26.
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Tabela 15. Atribui¢do dos carbonos CH, associados aos deslocamentos quimicos do mPEG 5000 (Martini e col.

2004; Pavia, Lampman e Kriz, 2001).

Atribuicdo do CH, Deslocamento quimico / & (ppm)
D 58,9
C 71,8
E 70,4
B 72,3
A 61,6

Tabela 16. Atribuicdo dos carbonos CH, associados aos deslocamentos quimicos dos copolimeros E,CL,,, onde

n =114 e m =20 ou 50 (Martini e col., 1994).

Atribuicdo do CH, Deslocamento quimico / & (ppm)
a* 58,9
b* 71,7
C 70,4
D 69,0
E 63,3
2 34,0
3 25,3
4 24,4
5 28,1
6 64,0
5% 32,1

(o))
*

62,3
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Figura 24. Espectro de RMN "*C para o homopolimero mPEG 5000.
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Figura 25. Espectro de RMN Bc para o copolimero E,4,CL,,, onde n=114 e m=20.
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Figura 26. Espectro de RMN "*C para o copolimero E;4,CLs,, onde n=114 e m=50.
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4.2.2. Concentra¢ao micelar critica

Os resultados de CMC (g/L e mmol/L) a 25 e 37 °C para os copolimeros CLyg, CLso €
suas misturas F127/CL,o 90/10 (F/CL;) e F127/CLs5090/10 (F/CL50) estdo na Tabela 17. Para
ilustrar como os resultados foram obtidos, a Figura 27 apresenta os graficos de intensidade de
emissdo de fluorescéncia do DPH (428 nm) versus o log C (g/L) do copolimero CLsg a 25 °C
e 37 °C. Estima-se um erro de até + 25% nos valores de CMC obtidos a partir do gréafico (erro

aceitavel para a técnica).

Tabela 17. CMC’s dos copolimeros puros CL,y, CLso, F127 e suas misturas (F/CL,, e F/CL5).

_ CMC (g/L) CMC (mmol/L)
Sistema
25°C 37 °C 25 °C 37 °C
CLy 0,032 0,089 0,0043 0,0012
CLsg 0,014 0,014 0,0013 0,013
F/CL,yg 0,13 0,074 0,011 0,0060
F/CLs, 0,089 0,087 0,0072 0,0072
F127 0,23 0,079 0,011 0,0039

Comparando os copolimeros CL; e CLs, observa-se que a 25 °C a CMC (mmol/L) do
CLyo € menor que a do CLsp, mas a 37 °C elas sdo semelhantes. Mesmo que o copolimero
CLsp tenha um bloco hidrofébico maior que o CLy, 0 que poderia causar um maior efeito
hidrofébico e, consequentemente, uma menor CMC, observa-se que ha um limite para o
aumento desse efeito hidrofébico. Attwood e col. (2007) (mini-revisdo sobre as
hidrofobicidades relativas dos niicleos de poliéteres e poliésteres de copolimeros em bloco
para solubilizacdo de farmacos) verificaram que a CMC de copolimeros do tipo E,CL,,, com
n ajustado para 100, diminui consideravelmente com o aumento de m (n° de unidades
hidrofébicas), mas a partir de m=16, o coeficiente angular dessa relagdo log CMC (mol/L)

versus m torna-se bem suave (ver Figura 28).
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Figura 27. Gréficos de intensidade de emissdao do DPH (428 nm) versus log C (g/L) no sistema CLsy a (0) 25 °C
ea(m)37°C.

Esse comportamento de menor variagdo de CMC ¢é justificado pela formacao de micelas
unimoleculares: o bloco hidrofébico colapsa para uma conformacdo compacta, enquanto o
bloco hidrofilico fica numa conformag@o enrolada, como tem sido discutido por varios autores
(Brown e col.,1989; Chu, 1995; Cooke e Williams, 2003). Uma consequéncia do colapso do
bloco hidrofébico é o seu reduzido contato com a dgua e, por isso, um efeito hidrofébico
reduzido, como discutido em detalhe por Kelarakis e col., 2001. Verificou-se também que os
copolimeros CL;y e CLs, sdo dificeis de dissolverem em dgua, como Attwood e col. (2007)

também observaram para diblocos com longas cadeias de CL,, (m>16).
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Figura 28. Dependéncia da CMC no comprimento do bloco hidrofébico (m) para (e) E,CL,, (o) E,S,, e ()
E,P,, . Valores de CMC estdo ajustados para um comprimento de bloco comum de E;o. Extraido de Attwood e

col. (2007).

Quanto a temperatura, houve uma pequena diminui¢do da CMC no CLyy de 25 para 37
°C, revelando uma entalpia de micelizacdo positiva, mas para o CLsy ela manteve-se
constante. Esse comportamento do CL5( pode ser explicado pela sua longa cadeia hidrofébica.
Yamamoto e col. (2002) relataram valores de CMC para o E;39L.75 em solu¢do aquosa na faixa
de temperatura de 25-55 °C, e os valores foram constantes até 40 °C, ou seja, uma entalpia de
miceliza¢do nula, e tais valores cresceram com a temperatura acima de 40 °C. A mudanca de
comportamento foi correlacionada a perda de mobilidade do bloco de lactideo no niicleo. Para
explicar a insensibilidade da CMC a temperatura na primeira faixa, Yamamoto e col. (2002)
deduziram uma mudanca na solubilidade dos unimeros, cuja explicacdo mais provavel € a
formagdo de micelas unimoleculares. A insensibilidade da CMC a temperatura tem sido
observada para véarios copolimeros dibloco: por exemplo, EjosBig (Kelarakis e col., 1998),
Si3Ee0, (Kelarakis e col., 2001), E45S;o (Crothers e col., 2002), e ¢é atribuida a formacio de
micelas unimoleculares.

Quanto as misturas F/CL, e F/CLsj, onde 90% da massa polimérica correspondem ao
F127, a 25 °C a presencga de CL,( praticamente ndo interferiu na CMC do F127 (de 0,14 para
0,13 g/L. , enquanto o CLsy exerceu uma certa influéncia (de 0,14 para 0,0089 g/L) (Tabela
17). A 37 °C, as misturas com CLyy e CLso apresentaram CMC um pouco maior que a do
F127; considerando os erros percentuais das medidas, pode-se considerar que a CMC das

misturas € semelhante a do F127.
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4.2.3. Inversao de tubo

A Figura 29 mostra o diagrama de fases dos copolimeros CL;y e CLsg. Pode-se observar
que os copolimeros CLjy, CLsy ndo apresentam propriedades termorresponsivas de
geleificagc@o sob aquecimento. O trabalho de Gong e col. (2007) mostra varios copolimeros de
PEG e PCL com essas mesmas caracteristicas. A concentragdo critica de formacgéo de gel do
CLy € de 20%, e do CLsy é de 17%. Ha uma grande diferenca no perfil desses diagramas. A
curva do CL,j é bem mais suave, apresentando uma grande faixa de concentragdes (de 20 a 40
%) onde ocorre a transicdo duro-fluido, enquanto que o CLs, devido a sua grande cadeia
hidrofébica, forma géis que apresentam uma transi¢do duro-fluido numa pequena faixa de
temperatura: hd um grande salto na temperatura de transicdo duro-fluido (gel-sol) da

concentracdo de 20% para 21% (de 46 para 70 °C).
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Figura 29. Diagrama de fases dos copolimeros (0) CL,, e (m) CLsy.

A Figura 30 mostra o diagrama de fases das misturas F/CL20 e F/CL50. Pode-se
observar que a adicdo dos copolimeros CL;y e CLsy na proporcdo de 10% conservou as
propriedades termorresponsivas do F127. As duas misturas apresentaram concentracdes onde
a transicdo fluido-duro (sol-gel) ocorre na faixa de temperatura entre 25 e 37 °C,

potencializando sua aplicacio em administracdo subcutinea de farmacos. No entanto,
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enquanto essas misturas estdo na fase fluida (a baixas temperaturas), hd uma sedimentacio
dos copolimeros de CLyy e CLsp (principalmente do CLsp), sendo necessdria uma

homogeneizagdo da mistura antes de sua aplicacdo subcutanea (37 °C).
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Figura 30. Diagrama de fases das misturas (o) F/CL,, e (m) F/CLs,.
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4.2.4. Caracterizacao das microparticulas por difracdo de raios-X

A Figura 31 mostra os difratogramas (na mesma escala) da quercetina e das
microparticulas preparadas pelos métodos 1 (filme) e 2 (filme e sonicagdo). A difracdo de
raios-X foi utilizada neste trabalho para verificar a efici€ncia da encapsulacido da quercetina
nos copolimeros. Vdrios trabalhos mostram a utilizagdo dessa técnica para verificar a
eficiéncia de encapsulagdo de farmacos em micro- e nanoparticulas: o desaparecimento dos
picos de difracio do farmaco cristalino nas microparticulas indica total eficiéncia de
encapsulacido devido a dispersdo formada com a matriz polimérica (Asada e col., 2004,
Cavalcante e col., 2007).

Todas as amostras s@o consideradas cristalinas devido a presenca de picos bem
definidos (Figura 31). As amostras de CL;y e CLsy sem quercetina apresentam praticamente
0s mesmos picos, sendo trés os que mais se destacam: 22,3°, 25,0° e 27,2° para as amostras de
CLyg; 22,3° 24,9° e 27,7° para as amostras de CLsg. O método de preparo nao modificou os
seus padrdes cristalinos.

As microparticulas de CLsy contendo quercetina preservaram os picos referentes aos
polimeros (Figura 31), e apresentaram alguns picos extras (12,3°, 14,4°, 18,3° e 32,0°),
referentes a quercetina, demonstrando que sua encapsulag@o nas microparticulas nio foi total.
Comparando-se os difratogramas da Figura 31(e) e (g), os picos de difracdo da quercetina
estdo claramente bem mais intensos em relacio aos picos de CLsy na amostra preparada pelo
método 2, revelando uma maior cristalinidade da quercetina nessa amostra. Assim, o método
1 (filme) foi mais eficiente na encapsulagdo da quercetina do que o método 2 (filme e
sonicagio).

Das microparticulas de CL;y contendo quercetina, apenas o difratograma da amostra
preparada pelo método 1 estd apresentado. Essa amostra (Figura 31b) ndo apresenta nenhum
pico de difracdo extra quando comparada ao seu branco (Figura 31a), mostrando que a
eficiéncia de encapsulacdo da quercetina € total nas microparticulas de CL,o preparadas pelo
método 1.

O difratograma da quercetina utilizada neste trabalho (ver Figura 31d) apresenta
diversos picos; dentre eles, os principais sdo: 12,3°, 15,6° 16,4°, 20,8°, 30,9° e 33,0°. Desses
picos, apenas o de 12,3° aparece nas microparticulas contendo quercetina. Esses resultados
sdo devido ao polimorfismo da quercetina, cujos padrdes cristalinos mudaram durante o

7z

processo de preparo das microparticulas. Polimorfismo é a propriedade que um material
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solido tem de se apresentar em mais de uma estrutura cristalina. Varios firmacos apresentam

polimorfismo, e as diferencas em suas estruturas podem gerar pequenas mudancas, como

novos picos, ombros ou deslocamentos na difracao de raios-X (Davidovich e col., 2004).
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Figura 31. Difratogramas das microparticulas dos copolimeros de caprolactona com e sem quercetina (Q): (a)

CL,, (método 1), (b) CLyy + Q (método 1), (c) CL,, (método 2), (d) quercetina, (e) CLsy (método 1), (f) CLso + Q

(método 1), (g) CLs, (método 2) e (h) CLso + Q (método 2).
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4.2.5. Solubilizacao nos sistemas micelares

Os valores de solubilidade da quercetina (S) e aumento de solubilidade em dgua (S/Sy)
nas solu¢des micelares de CLyy e CLsg, preparadas pelos métodos “filme” e “filme com
sonicagdo” estdo apresentados na Tabela 18. A temperatura considerada é de 25 °C, na qual a
solubilidade da quercetina € de apenas 0,05 mg/dL.

O aumento na solubilidade da quercetina (5/Sy) € bastante expressivo para o CLyg
(111,3), e bem maior que para o CLs,. Ainda que o CLsy tenha uma cadeia mais hidrofobica
(por ter 30 unidades de CL a mais que o CLjy), que deveria lhe conferir uma maior
capacidade de solubilizag@o, sua grande cadeia hidrofébica torna-o visivelmente bem menos
solivel em dgua do que o CLy; dessa forma, nas solu¢des micelares de CLs, (obtidas apds
filtracdo pelos dois métodos), hd bem menos micelas e, consequentemente, menos farmaco
solubilizado do que nas solu¢des micelares de CLy.

E interessante notar que o sistema CL,, foi bem mais eficiente na solubilizacdo da
quercetina em compara¢do com 0s sistemas estudados na Parte 1 desse trabalho, cujo melhor
resultado de /Sy foi de 65,6 vezes (para a solugdo a 1% do ES; ver Tabela 6). Attwood e col.
(2007) observaram que micelas com nucleos mais volumosos sdo mais eficientes na
solubilizacdo de um farmaco quando este € igualmente compativel com os nicleos. O
comprimento do bloco hidrofébico é um fator determinante no volume do niicleo da micela.
Dessa forma, nicleos de CL comparados com nicleos de S de mesma hidrofobicidade (uma
unidade de CL tem a mesma hidrofobicidade de uma unidade de S; ver equacdo 11) devem
ser mais eficientes na encapsulacdo de farmacos (Attwood, Zhou e Booth, 2007), pois uma
unidade de CL possui 7 4tomos na cadeia principal, enquanto uma unidade de S possui apenas

3 atomos.

Tabela 18. Valores de solubilidade da quercetina (S) e aumento de solubilidade em dgua (S/Sy) nas solugdes

micelares de CL,, e CLs, pelos métodos “filme” e “filme com sonicagdo”.

Meétodo: filme Meétodo: filme com sonicagdo
Sistema
S (mg/dL) S/So S (mg/dL) S/So
CLy 5,57 £ 0,46 111,3 £9,28 4,69 £ 0,32 93,72 £ 6,37

CLs 1,17 £0,39 23,56 + 7,78 1,17+0,12 23,35+2,35
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Quanto ao método usado, o efeito da sonicagdo na solubilizagdo da quercetina nos
sistemas coloidais dos copolimeros foi nulo para o CLs), enquanto foi desfavoravel para a
solubilizacdo da quercetina no sistema CL,y (Tabela 18). Uma possivel razdo para explicar
essa observacdo é que as ondas de ultrassom, através das cavitacdes produzidas em &gua,
desestabilizaram algumas micelas de CL,;, que carreavam quercetina, promovendo sua
liberag@o e acimulo no meio aquoso; depois disso, tornou-se dificil o retorno das moléculas
de quercetina ao interior das micelas; no sistema micelar de CLsp, 0 maior tamanho da cadeia
hidrofébica dificultou a saida de quercetina de suas micelas, ndo alterando os resultados de
sua solubilizag@o. Virios estudos mostram que o ultrassom, através das bolhas de cavitagdo,
induz a liberag@o de fairmacos de nanoparticulas, entre elas micelas de copolimeros (Husseini
e col., 2000). Husseini e Pit (2008) mostram em sua revisdo que o uso do ultrassom pode ser
muito tUtil em tratamento médico para induzir a liberagdo de farmacos in situ a partir de

sistemas micelares, além de tornar as membranas celulares mais permedveis.
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4.2.6. Medida de tamanho das micelas

Estdo apresentados os resultados dos sistemas micelares com quercetina preparados pelo
método filme (Figura 32).

A solucdo de CL,y com quercetina apresentou distribuicdo de volume unimodal, com
diametro médio de particula (D) de 25,8 nm e PdI de 0,473. As nanoparticulas de CLs
apresentaram uma distribuicdo bimodal, com didmetros médios dos picos (Dy) de 26,6 nm,
representando 65,2% do volume total de particulas, e de 118 nm, representando 34,8% do
volume total. O didmetro por volta de 25 nm pode ser atribuido a micelas unimoleculares dos
copolimeros, enquanto o didmetro de 118 nm pode ser atribuido a uma outra conformagao de

micela.

- CLy + quercetina

Yaolume (%)
=

: CLs + quercetina

Yolume (%)
=

oA 1 10 100 1000 10000
Dy, (nm)
Figura 32. Distribuicdo de tamanho de particula, D, (nm), por volume para os sistemas micelares CL,, e CLs,

contendo quercetina.

Essas amostras foram liofilizadas e redispersas no mesmo volume de dgua. Apds sua
resuspensdo, as amostram estavam turvas, com particulas insoliveis, e os grificos de
distribuicdo de tamanho de particula das amostras filtradas (membrana Millipore 0,45 pm)
apresentavam tamanhos muito varidveis, maiores do que antes da liofilizagdo, mostrando que
o processo de liofilizagdo ndo é vantajoso para o armazenamento dessas nanoparticulas de

CL20 (& CLS().
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5. CONCLUSOES

Lista de resultados:

As misturas F/ES 50, F/ES 70 e F/ES conservaram as propriedades termorresponsivas
do F127 e apresentaram concentracdes cuja transi¢do fluido-gel ocorreu na faixa de
temperatura de 25-37 °C, o que lhes confere potencial para serem aplicadas na administracio
subcutanea de farmacos.

Os copolimeros F127, ES e ESE sio bons candidatos a solubilizantes em formula¢des
de quercetina pelo considerdvel aumento da sua solubilidade em 4gua; o ES e ESE se
destacam pelos menores valores de CMC e maiores valores de capacidade de solubilizagdo. O
maior valor de S, no ESE do que no ES sugere que micelas de triblocos proporcionam um
melhor ambiente de solubilizacdo do que as micelas de diblocos.

Os experimentos de liberacdo in vitro indicaram que os copolimeros ES e ESE, além de
possuirem maiores valores de S, que o F127 e menores valores de CMC, também controlam
melhor a liberagdo da griseofulvina do que o F127, aumentando seu potencial para uso em
formulagdes aquosas de farmacos hidrofébicos.

O copolimero CL,; apresentou baixos valores de CMC e préximos ao do CLsy. O
aumento da solubilidade aquosa da quercetina foi bem maior nos sistemas coloidais de CLyg
do que no CLs. A distribui¢do de tamanho de particula (unimodal e em escala nanométrica)
nos sistemas coloidais de CLy, se comparada a distribuicdo de tamanho de particula dos
sistemas coloidais de CLsj, torna-o promissor para o uso em formulacdes aquosas de
quercetina e outros fairmacos hidrofébicos. O encapsulamento da quercetina na proporcao de

10% para o copolimero foi total para as microparticulas de CLyy.

Conclusoes finais:

As misturas F/ES 50, F/ES 70 e F/ESE 70 mostram-se promissoras para o uso em
administracdo intravenosa e subcutinea de farmacos hidrofébicos por apresentarem
propriedades geleificantes termorresponsivas, baixos valores de CMC, distribuicio de
tamanho de particula unimodal e em escala nanométrica, e bons valores de S,

O CLy apresenta potencial para administracdo de farmacos hidrofébicos por via
intravenosa (formulagdes aquosas), oral (microparticulas) e subcutinea (se adicionado a géis

de F127), como foi demonstrado pela eficiéncia dos testes com a quercetina.
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