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RESUMO

Diversos farmacos apresentam baixa solubilidade dentro do corpo humano,
diminuindo sua biodisponibilidade. Atualmente, diversas plataformas de liberacao
vém sendo estudadas a fim de superar tal limitacdo. Entre os carreadores
empregados, os copolimeros em bloco funcionalizados apresentam a vantagem de
interagirem com o farmaco tanto hidrofilica quanto hidrofobicamente. Dessa forma, o
estudo destas plataformas €& fundamental para o encapsulamento de farmacos
hidrofébicos, permitindo um maior tempo de circulagdo no organismo. A eficiéncia de
incorporagao e liberagdo controlada € dependente do tamanho, morfologia e das
interacdes dos blocos de copolimeros. O estudo se concentrou nas propriedades
fisico-quimicas destes materiais (estabilidade coloidal e tamanho das micelas,
tamanho de cadeia polimérica e afinidade micela-farmaco) com a finalidade de obter
melhores resultados de incorporacdo. O uso destes carreadores € promissor no
desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos. A diminuicdo dos efeitos
colaterais, em funcdo do uso destes carreadores, permitira ao paciente um
tratamento menos agressivo e mais eficiente, melhorando a qualidade de vida. Neste
trabalho, avaliou-se a formacdo de micelas de copolimeros dibloco PEG-co-PCL
com e sem funcionalizagdo com acido félico com variado tamanho de cadeia e
avaliou-se a eficiéncia de incorporagao de metotrexato. O método sintético, no qual
foram adicionados os monémeros na presencga de catalisador em atmosfera inerte a
um baldo de fundo redondo, permitiu a obtengdo de amostras com baixo indice de
polidispersdo. As amostras foram caracterizadas por diversas técnicas, tais como:
espectroscopia de transmitadncia na regidao do infravermelho, espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear de proton, cromatografia de permeacdo em gel,
termogravimetria, calorimetria exploratdria diferencial e difracdo de raios-X. A
estabilidade micelar determinada a partir da influéncia do pH e da temperatura no
potencial zeta e no diametro hidrodindmico das micelas, no qual estas ndo sofreram
influéncia da temperatura e agregaram em valores de pH proximo a quatro. De
maneira geral, a eficiéncia de incorporacdo de metotrexato foi elevada para as
amostras de mPEG-co-PCL.

Palavras-chave: Copolimeros PEG-PCL. Micelas. Liberagao de farmaco.



ABSTRACT

Several drugs have low solubility within the human body, decreasing its
bioavailability. Currently, several liberation platforms have been studied in order to
overcome this limitation. Among the carriers employed, functionalized block
copolymers have the advantage of interacting with the drug both hydrophilic and
hydrophobically. Thus, the study of these platforms is fundamental for the
encapsulation of hydrophobic drugs, allowing a greater time of circulation in the
organism. The efficiency of incorporation and controlled release is dependent on the
size, morphology and interactions of the copolymer blocks. The study focused on the
physico-chemical properties of these materials (colloidal stability and micelle size,
polymer chain length and micelle-drug affinity) in order to obtain better incorporation
results. The use of these carriers is promising in the development of drug delivery
systems. The reduction of the side effects, due to the use of these carriers, will allow
the patient a less aggressive and more efficient treatment, improving the quality of
life. In this work, the formation of micelles of PEG-co-PCL diblock copolymers with
and without folic acid functionalization with varying chain size was evaluated and the
efficiency of methotrexate incorporation was evaluated. The synthetic method, in
which the monomers were added in the presence of catalyst in an inert atmosphere
to a round bottom flask, allowed obtaining samples with low polydispersity index. The
samples were characterized by several techniques, such as: infrared transmittance
spectroscopy, proton nuclear magnetic resonance spectroscopy, gel permeation
chromatography, thermogravimetry, differential scanning calorimetry and X-ray
diffraction. The micellar stability determined from the influence of the pH and
temperature on the zeta potential and the hydrodynamic diameter of the micelles, in
which the micelles were not influenced by temperature and added at pH values close
to 4. In general, the incorporation efficiency of Methotrexate was high for the mPEG-

co-PCL samples.

Keywords: PEG-PCL copolymer. Micelles. Drug delivery.
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1. INTRODUGAO

A descoberta de novas moléculas com atividade biolégica é crescente nas
ultimas décadas. No entanto, a maioria destas moléculas apresenta baixa
solubilidade em ambientes hidrofilicos como o corpo humano, inviabilizando seu uso
como farmacos (1). A velocidade e a extensédo da absorgdo do farmaco dependem,
principalmente, de sua dissolugdo e permeabilidade no tecido em questdo (2). Isso
permite predizer o tipo de administragdo do farmaco (liberagdo imediata ou a longo
prazo) com base na classificagdo biofarmacéutica destas moléculas apresentada na
Tabela 1:

Tabela 1 — Classificacao biofarmacéutica de farmacos com base na sua aplicacéo.

Classe | Classe ll
Elevada solubilidade Baixa solubilidade
Elevada permeabilidade Elevada permeabilidade
Classe lll Classe IV
Elevada solubilidade Baixa solubilidade
Baixa permeabilidade Baixa permeabilidade

Fonte: Adaptado de Manadas, R, et al (2).

Segundo LU, Y.; PARK, K. (1), estima-se que 70% das moléculas recém-
descobertas sejam pouco soluveis em agua e, muitas vezes, mesmo em solvente
organico. A baixa solubilidade altera a biodisponibilidade da molécula de interesse
no organismo, o que pode causar uma absorgcao desfavoravel, reduzindo a eficiéncia
do tratamento. Muitas vezes a baixa biodisponibilidade é tratada com o aumento da
concentragdo da molécula bioativa no sangue, ocasionando o surgimento de efeitos
colaterais nos pacientes e dificultando a formulacdo de remédios com alta eficiéncia
de encapsulacdo, aumentando o custo da producédo (1,3). Uma estratégia para
contornar estas dificuldades geradas pela baixa solubilidade €& desenvolver
plataformas de liberagdo controlada que atuem como carreadores destes farmacos

para sitios especificos do organismo (4).

O uso de plataformas de liberagao apresenta mais vantagens do que o uso de
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solugdes contendo farmaco (3). Quando € empregado carreador, a biodistribuicdo da
molécula ativa ndo depende mais de suas propriedades fisico quimicas, mas sim
das propriedades de superficie do carreador. Assim, a superficie do carreador pode
ser modificada para: i) ajustar suas propriedades fisico quimicas, ii) proteger a
molécula ativa contra degradagdo enzimatica e iii) direcionar o carreador para
regides especificas na qual a acao terapéutica é desejada (3). Os carreadores
podem ser obtidos a partir de matrizes inorganicas, organicas ou materiais hibridos,
e ainda apresentarem ampla variedade de morfologia e tamanho (4). Sistemas de
liberagdo controlada de moléculas bioativas possuem uma série de vantagem
quando o dispositivo é preparado em nanoescala: (i) estes sistemas conseguem
passar por vasos capilares devido ao baixo volume, além de minimizarem a ag¢ao de
macrofagos do sistema de defesa, aumentando o tempo de permanéncia na corrente
sanguinea; (ii) conseguem penetrar em células e tecidos até chegar no alvo
desejado, (iii) aumentam a eficacia do tratamento e (iv) reduzem efeitos colaterais

nos pacientes (5,6).

A utilizagao de sistemas poliméricos na liberacdo de farmacos hidrofébicos no
corpo humano tem sido alvo de estudos nas ultimas décadas devido a sua eficiéncia
terapéutica em atingir locais especificos (7). A estrutura responsavel pelo transporte
do farmaco precisa ser biocompativel e biodegradavel para que seja possivel reduzir
efeitos colaterais dos farmacos, uma vez que a concentragcdo empregada é
diminuida (6,8).

Uma das estruturas mais citadas em trabalhos recentes sao polimeros unidos
em blocos (6—-8). Estes compreendem duas ou mais subunidades de homopolimeros
conectados por ligagdes covalentes, sendo que os diblocos e os triblocos sao
exemplos de copolimeros em blocos constituidos de dois ou trés homopolimeros,
respectivamente (8). As vantagens da unido em blocos de polimeros estdo no ganho
de propriedades distintas como, por exemplo, a caracteristica de interagir com
moléculas polares e apolares (7,8).

Dentre os sistemas estudados encontram-se o polimero dibloco constituido
por dois poliésteres, a poli(caprolactona) (PCL) e o poli(etilenoglicol) (PEG) (7,9-13).
A PCL é um polimero semicristalino que apresenta propriedades fisicas, térmicas e
mecanicas variadas em fungcdo de sua massa molecular apresentando uma faixa de

530 a 630000 g.mol™ (14). Segundo LABET, M. et al. € pouco soltivel em agua e
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alcoois, porém € altamente soluvel em cloroférmio, tolueno, dioxano entre outros
(14). E biocompativel e biodegradavel. Seu tempo de degradacéo depende de sua
massa molecular, grau de cristalinidade e o meio em que se encontra. Inicialmente, a
fase amorfa é degradada, resultando em um aparente aumento da cristalinidade
enquanto a massa molecular permanece constante. Em seguida, a clivagem de
ligagbes éster resulta em perda de massa. Em temperaturas elevadas, ocorre a
cisao no final da cadeia enquanto que em baixas temperaturas ocorre a cisdo de
cadeias aleatérias. A degradacdo € catalisada pelos acidos carboxilicos liberados
durante a hidrdlise, mas também pode ser catalisado por enzimas, resultando numa
degradagado mais rapida. No entanto, no corpo humano a degradagédo da PCL né&o
ocorre por meio de enzimas, permitindo o uso deste material como sistemas de
liberagao controlada (14).

Ainda de acordo com LABET, M., et al, existem dois métodos de preparar este
composto: a condensacao de acido 6-hidroxiexandico e a polimerizagao de abertura
de anel da e-caprolactona (14), sendo este ultimo baseado em quatro principais
mecanismos: i) a polimerizagdo anidnica baseada na formagdo de espécies
anidnicas que atacam o carbono da carbonila presente no monémero, porém com
significante transesterificagdo intramolecular que resulta em polimeros de baixo peso
molecular ou ciclicos; ii) a polimerizagao catiénica envolve a formagao de espécies
catibnicas que sao atacadas pelo oxigénio da carbonila através de uma substituigao
nucleofilica; iii) a polimerizagdo ativada por monémero ocorre a ativacdo de um
mondmero por um catalisador que € atacado pelo monémero ativado do final da
cadeia polimérica e iv) a polimerizagdo por coordenagao-insercdo onde a
propagacao da reacao se da pela coordenacdo do monémero com o catalisador e
sua insercdo em uma ligagcdo carbono-oxigénio do catalisador, que durante a
propagacao culmina no crescimento da cadeia ligada ao metal através de ligagao
alcéxido. A polimerizagao coordenagao-insercao € a mais comum e utilizada, com o
uso de um catalisador que apresenta um metal (estanho — 2-etilhexanoato de
estanho Il, abreviado como octanoato de estanho) em sua composicéo. A escolha
desse catalisador baseou-se em sua eficiéncia, disponibilidade comercial, facilidade
na manutencdo e principalmente, sua solubilidade nos solventes utilizados. A
obtencdo do PCL pode ser feita a partir da copolimerizagdo com o PEG atuando
como macroiniciador (6,12).

Assim como a PCL, o PEG também ¢é biocompativel e biodegradavel, que
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favorece sua escolha para a sintese do projeto (12). Apresenta alta solubilidade em
solventes polares (agua e alcoois), sendo responsavel pela camada exterior
hidrofilica da micela que, consequentemente, estara em contato com &gua
simulando um comportamento similar no corpo humano. Além de biocompativel,
PEG é néao citotdxico e ndao imunogénico, aumentando seu tempo de circulagdo na
corrente sanguinea evitando a adsor¢éo de proteina e biomoléculas (12).

O copolimero PEG-PCL em meio aquoso, devido suas caracteristicas
anfifilicas, apresenta repulsdo da parte hidrofébica da cadeia que comegam a se
posicionar na superficie da solugdo, enquanto a parte hidrofilica interage com o
solvente (11). Uma vez que a concentragao atingir um limite (concentragdo micelar
critica) inicia-se a formacdo de micelas nanoestruturadas com nucleos apolares
(PCL) e extremidades polares (PEG) (6). O comprimento do segmento hidrofdbico
correlaciona-se diretamente com a estabilidade (15). Quando o segmento hidrofilico
€ mais curto que o nucleo do bloco, o formato das micelas resultantes tende a ser
esférico (11). O aumento de massa molecular do segmento hidrofébico facilita a
formagao da micela devido a maior parte da massa do copolimero estar no centro da
micela. Fatores como a composi¢cao do copolimero, o tamanho das cadeias dos
polimeros e agentes de segmentacdo influenciam diretamente na formacédo da
micela (6,11,15).

Existem diversas rotas de administragcdo de farmacos no corpo humano (16).
Do ponto de vista do paciente e industria farmacéutica, a administragao de farmacos
via oral é o método preferencial (1). Em relagdo aos pacientes, a administragao do
farmaco é facil e indolor, podendo ser automedicada em casos cronicos. Entretanto,
a formulagdo de remédios para uso oral € um processo complexo, principalmente
pela baixa solubilidade em agua dos principais farmacos, ocasionando baixa
dissolugdo e consequentemente, biodisponibilidade e eficiéncia reduzidas. A
eficiéncia de farmacos no corpo humano pode ser reduzida devido as barreiras
fisioloégicas do trato gastrointestinal, que podem ser ultrapassadas com o auxilio de
sistemas de encapsulamento de farmaco, tais como micelas. Porém, é importante
caracterizar o sistema de liberagao especifico utilizado ja que a absorgao pelo tecido
gastrointestinal é altamente dependente do tamanho da particula, forma, carga e
hidrofobicidade (17).

A absorgédo intestinal de micelas ocorre através da incorporagédo intercelular
no epitélio intestinal e no tecido linfatico (17). Existem trés rotas principais pelas
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quais pode ocorrer a absorgao de sistemas micelares pela membrana celular. (i) Na
auséncia de grupos especificos na superficie, as micelas podem ser absorvidas
intactas por enterécitos desencadeado por interagées ndo especificas (ligagdes de
hidrogénio ou interagdes de van der Waals) entre a superficie da micela e a célula.
(iif) A absorgdo pode ocorrer por pinocitose, onde a superficie da célula forma
invaginagdes que englobam as micelas. (iii) A funcionalizagdo de superficie das
micelas com grupos funcionais especificos pode promover a absor¢do mediada por
receptores localizados na superficie das células. A figura 1 representa as rotas

principais de absorc¢ao de sistemas micelares pela membrana celular.

Figura 1 — Resumo esquematico das vias pelas quais as micelas poliméricas podem
interagir com a mucosa intestinal. (A) endocitose mediada por receptores; (B) pinocitose; (C)
efluxo das moléculas de farmaco.

A B
* % % ok *

C

L W
AA AA :
N
Célula Endotelial > : #*

Circulagdo Sanguinea * * * *
. Jungéo estreita * Micela polimérica A\ Receptor “ Bomba de Efluxo Farmaco

Fonte: Adaptado de LU, Y; PARK, L (1).

A figura 2 representa a formacado de uma micela em solugdo aquosa seguida

da encapsulagao de uma substancia.
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Figura 2 — Esquema da formacéao de micelas poliméricas.

PEG-PCL

Micela

Farmaco Farmaco
Core - PCL encapsulade na
Shell - PEG micela

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para a liberagao controlada do farmaco, existem dois métodos distintos: o
método passivo e o ativo. No método passivo, apds o tumor atingir um determinado
tamanho, os vasos sanguineos que o circundam nao sao suficientes para fornecer
oxigénio para sua proliferagcdo. Como as células comegam a morrer, eles secretam
fatores de crescimento que provocam o surgimento de novos vasos sanguineos a
partir de vasos capilares circundantes (18). Este processo, conhecido como
angiogénese, promove o rapido desenvolvimento de vasos sanguineos irregulares
que apresentam um epitélio descontinuo e carecem da membrana basal das
estruturas vasculares normais. Com a formacao destes capilares, ha a formacao de
fenestracdes. Estas fenestragdes culminam na permeacao de carreadores no interior
do tumor e o sistema linfatico defeituoso nesta regido minimiza a drenagem
continua, a renovacgao do liquido intersticial e a reciclagem de solutos e coloides de
volta para a circulagdo. Esse ambiente permite a entrada do carreador contendo o
farmaco, a liberagdo controlada no interior da célula cancerigena e a permanéncia
do farmaco na célula para efeitos terapéuticos. Enquanto que no método ativo,
envolve a utilizacdo de ligantes especificos na superficie do carreador que
apresentam afinidade pelas células alvo doentes permitindo sua absorcao (18). Para
beneficiar essa afinidade, o carreador cuja superficie foi funcionalizada com ligantes,
€ preciso que tanto a célula alvo quanto o carreador estejam proximos. Os ligantes
utilizados para reconhecimento pode ser anticorpos, proteinas, agucares, acidos
nucléicos e vitaminas. Dentre as vitaminas, o acido félico participa na sintese, na
reparacao e na metilagdo do DNA. Como na regiao do tumor ha multiplicacao
desordenada de células, o consumo/a necessidade de acido félico aumenta para

suprir a sintese de novas células. Dessa forma, carreadores funcionalizados com
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acido félico permitem melhor absorcdo destes pelas células alvo com maior
facilidade (18).

Desta forma, desenvolver uma micela de copolimeros PEG-PCL e modifica-la
com acido félico permitira o desenvolvimento de um material com potencial para
aplicacdo em liberacdo controlada de farmacos hidrofébicos em tecidos
cancerigenos. Basicamente a estratégia sera sintetizar o bloco de copolimero PEG-
PCL e apés efetuar a modificagdo do segmento terminal do PEG para que seja
obtida uma micela hidrofébica no interior (PCL) e hidrofilica por fora (PEG) com a
vantagem de possuir moléculas de acido folico na superficie junto com o PEG
aumentando o tempo de circulagdo na corrente sanguinea e direcionando
especificamente para tecidos cancerigenos, dado a presencga de acido fdlico.

Para avaliar os dispositivos sera estudado o perfil de liberagao do metotrexato
(MTX). Metotrexato é um farmaco analogo ao acido félico, antimetabolito e antifolato
utilizado no tratamento de cancer e doengas auto imune (19-21). Metotrexato age
por inibicdio do metabolismo do acido fdlico. Metotrexato competitivamente e
irreversivelmente inibe a agdo da di-hidrofolato redutase (DHFR), uma enzima que
participa na sintese de tetrahidrofolato (21). A afinidade do metotrexato com a DHFR
€ cerca de mil vezes maior do que a do acido folico com DHFR. Di-hidrofolato
redutase catalisa a conversao de di-hidrofolato em tetrahidrofolato ativo. O acido
félico € necessario para a sintese de timidina, necessaria para a sintese de DNA.
Além disso, folato é necessaria para a sintese de base purina. Metotrexato, portanto,
inibe a sintese de DNA e RNA. Por conseguinte, o metotrexato interfere no
crescimento de células do corpo, especialmente células que se reproduzem
rapidamente, tais como células cancerosas, células de medula d0ssea, pele, entre
outras (22). Metotrexato € amplamente utilizado no tratamento de doencas
malignas, incluindo leucemia linfocitica aguda na infancia, osteossarcoma, linfomas,
cancer de cabecga e pescogo, cancer do pulmao, cancer de mama, psoriase, cancer,
entre outros.

No entanto, as doses elevadas de metotrexato frequentemente utilizados em
quimioterapia de cancer podem causar efeitos colaterais toxicos para as células com
divisdo celular rapida, tais como células da medula éssea, células de cabelo, e
células da mucosa gastrointestinal. Portanto, a utilizagdo de um dispositivo de
liberagdo controlada de farmacos reduzirda os efeitos colaterais e permitira a

aplicacao de MTX em tratamento de canceres. A figura 3 representa o esquema do
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sistema micelar que se pretende obter neste trabalho:

Figura 3 — Esquema da formacdo de micelas poliméricas funcionalizadas com acido
folico e a incorporagao de metotrexato.

AF N
AF-"~"NaA
AF"~"\AaA
-PEG-PCL
AR Metotrexato
. 2 Metotrexato encapsulado na micela
AF = Acido Félico Micela P
Core - PCL
Shell - PEG-AF

Fonte: Elaborado pelo autor.
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2. OBJETIVOS

Caracterizar a formacdo de micelas de copolimeros dibloco PEG-co-PCL
variando tamanho de cadeia e verificando a eficiéncia de incorporacao e liberagao

de farmaco metotrexato.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Sintetizar copolimero dibloco poli(etilenoglicol)-co-poli(caprolactona) (PEG-
co-PCL), variando o tamanho de cadeia polimérica em fungdo do tempo e
temperatura da reacéo de copolimerizagao.

- Estudar a morfologia dos copolimeros em bloco em fungcdo da razao
PEG:PCL

- Avaliar a estabilidade coloidal dos copolimeros em bloco em meio aquoso.

- Estudar a incorporacao e o perfil de liberacdo de metotrexato em meio

aquoso.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. REAGENTES UTILIZADOS

Todos os reagentes utilizados na sintese e caracterizagdo das amostras
apresentam pureza analitica e ndo foi necessario nenhum processo prévio de
purificacgo dos mesmos. Os polimeros e mondmeros utilizados foram:
Poli(etilenoglicol)metil éter 550 kDa (Sigma Aldrich), e-Caprolactona (Sigma Aldrich)
e Poli(etilenoglicol)metacrilato 550 Da (Sigma Aldrich). Os catalisadores utilizados,
tanto na sintese do copolimero mMPEG-co-PCL quanto PEGMA-co-PCL
funcionalizado com acido fdélico, tais como: 2-etilhexanoato de estanho Il [Sn(Oct),] e
persulfato de potassio foram obtidos da Sigma Aldrich. O farmaco metotrexato e o
acido félico utilizados em conjunto com o copolimero também foram adquiridos da
Sigma Aldrich. Para as sinteses que necessitaram de uma atmosfera livre de

oxigénio e inerte foi utilizado gas argdnio (Ar) comercial.

3.2.  SINTESE DO DIBLOCO PEG-co-PCL

A sintese dos copolimeros PEG-co-PCL seguiu o método da polimerizagao
por insergao-coordenagao. Realizou-se a sintese através da abertura do anel da ¢-
caprolactona na presenga de mPEG-OH como macroiniciador da polimerizagao e 2-
etilhexanoato de estanho Il - Sn(Oct), - como catalisador (23). Inicialmente, 1,000g
de PEG (utilizado como padrao para as diferentes composigdes) foi adicionado ao
baldo de trés bocas, junto de 1,000 g de PCL e 0,34 mL de Sn(Oct),, sendo esta a
primeira composicdo testada a fim de avaliar o comportamento da sintese e a
consisténcia do produto obtido. O volume do catalisador utilizado permaneceu
constante em todas as sinteses. A fim de garantir uma atmosfera livre de oxigénio,
foi borbulhado gas argbnio na solugdo e posteriormente, a realizacdo de vacuo.
Esse procedimento foi repetido trés vezes, no qual o sistema permaneceu em vacuo
durante toda a sintese. A fim de se avaliar qual das variaveis (tempo, temperatura e
composic¢ao) apresentava maior influéncia sobre a massa molecular do copolimero
formado, foram realizadas nove sinteses diferentes mantendo duas das trés
variaveis constantes durante todo o processo:

A tabela 2 representa as condigbes de sinteses utilizadas:
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Tabela 2 — Condi¢cdes experimentais em que foram realizadas as sinteses das
amostras de mPEG-co-PCL.

Composicoes (m/m) de mPEG-co-PCL | Tempo (h) | Temperatura (°C)
1:1,1:3e1:5 3 120
1:1,1:3e1:5 24 120
1:1,1:3e1:5 3 180

Fonte: Elaborado pelo autor.
A figura 4 representa o esquema da reagao.

Figura 4 — Reacao de formacgao do copolimero PEG-co-PCL.

g-caprolactona
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Apods a sintese, todas as amostras foram transferidas dos baldes de 3 bocas
para tubos Falcon, dissolvidas em (cloroférmio) e lavadas 3 vezes com hexano
gelado a fim de ocorrer a precipitagcdo do copolimero. As lavagens consistiram na
adicdo de hexano gelado as amostras, homogeneizacdo das mesmas em vortex
onde permaneciam sob agitacdo por 10 min, foram dispersas em banho ultrasénico
por 10 min e novamente homogeneizadas em vértex a fim de garantir a remogao dos
reagentes ndo consumidos na sintese e por fim, as amostras foram centrifugadas a
8000 RPM por 15 min.

3.3. FUNCIONALIZACAO DO DIBLOCO PEG-co-PCL COM ACIDO
FOLICO

Para a funcionalizacao, partiu-se do monémero PEGMA [Poli(etileno glicol)
metacrilato] como macroiniciador, realizou-se a sintese com a ¢-caprolactona na
presencga do catalisador 2-etilhexanoato de estanho Il - Sn(Oct),, similar a sintese e
lavagem descrita no item acima. A condi¢ao de sintese utilizada foi 120° C durante 3

horas. O grupo vinilico, pertencente ao PEGMA, foi polimerizado ao grupo vinilico da
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propenamida na presencga do iniciador persulfato de aménio em meio aquoso sob
agitacdo a 70° C em atmosfera inerte durante 6 horas. O persulfato de amdnio, por
conter uma ligagdo O—O (perdxi), € ativado a 70° C e rompe esta ligagdo, dando
inicio a polimerizagao radicalar. O material obtido foi rotoevaporado, posteriormente
suspendido e lavado com acetona. Apds seco em estufa a 50° C durante 24 horas, o
copolimero PEGMA-co-PCL-Acri foi adicionado a um erlenmeyer e solubilizado em
DMSO. Foi adicionado acido félico na proporcdo molar 1:2 em relacdo ao
copolimero ao erlenmeyer contendo o copolimero ja solubilizado. A reagéao foi
realizada em atmosfera inerte, a 70°C durante 24 horas. A reacdo que ocorreu entre
o acido félico (acido dicarboxilico) e a amida é uma condensac¢do com a formagéao
de uma imida (24). A cada etapa sintética houve a caracterizagado espectroscopica

do material obtido.
3.4. INCORPORAQAO E LIBERAQAO DO FARMACO METOTREXATO

Para o estudo de incorporacao de farmaco, foi obtida uma curva de calibracéo
com concentragdes de metotrexato variando 1 a 30 pmol.L”, utilizando um
espectrofotdbmetro na regido do visivel para determinar absor¢do das amostras
padrdo. Foi adicionado a um tubo de ensaio 30 mg do copolimero sintetizado para
determinagao da eficiéncia de incorporacao do farmaco. A dispersao foi mantida sob
agitacao de 500 RPM, a 25°C durante 24 horas. A absor¢ao maxima do metotrexato
ocorre no comprimento de onda de 303 nm, valor fixado para determinagéo da
concentragdo do farmaco. Apos este periodo, as micelas foram removidas por
centrifugagcdo e a quantidade de farmaco nao incorporado foi determinada no

sobrenadante.

C:
Eficiéncia de Incorporacio % = — L x100 .
G Equacgao 1.

sendo C; — Concentracéo inicial e C; — Concentragao final.

A liberacado foi monitorada utilizando o método da dialise, onde as micelas
contendo o farmaco em seu interior foram adicionadas a uma membrana de dialise,
que foi selada e submergida em um tampao fosfato (pH 7.4) para simular o pH
fisiolégico do corpo humano. A membrana de dialise permaneceu sob agitagao
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constante durante o periodo de estudo. Aliquotas de 0,750 mL foram retiradas da
solucdo de hora em hora que foram substituidas por tampao fosfato, mantendo-se o
volume constante. Para monitoramento, foram realizadas medidas no
espectrofotometro UV-Vis, no comprimento de onda de 303 nm, para avaliar a

liberacdo de metotrexato.
3.5. CARACTERIZACOES
3.5.1. Difracao de raios X.

Os difratogramas de raios X foram obtidos em um difratbmetro Siemens,
modelo D5000. O intervalo de varredura 26 foi de 5° a 40°, com velocidade de

varredura de 0,02° por segundo, empregando radiagdo Cu(Ka).
3.5.2. Espectroscopia de transmitancia na regido do Infravermelho.

Os espectros de transmitancia na regido do infravermelho foram obtidos com
o espectrofotdbmetro PerkimElmer, modelo Frontier Dual Range. Nao foi necessario
nenhum tipo de preparacdo das amostras para a realizagdo das medidas. Para
coleta dos espectros foram realizadas 64 varreduras entre o intervalo 4000 a 500
cm”'. Os espectros foram obtidos pela técnica de refletancia total atenuada (ATR),

sendo muito usada para a analise de polimeros.

3.5.3. Ressonancia magnética nuclear de 'H.

Os espectros de ressonadncia magnética nuclear foram obtidos em
espectrometro Bruker Fourier 300 MHz. As amostras foram diluidas em CCI3D
(aproximadamente 10 mg). A linha de referéncia empregada na analise foi de 7,28
ppm referente a CCl3D.

3.5.4. Espalhamento de luz dinamico

O didmetro hidrodinamico das amostras foi determinado no equipamento

Zetasizer Nano ZS, marca Malvern, pela técnica de espalhamento de luz dindmico,
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na qual o detector é posicionado em um angulo de 173° em relagédo a luz incidente
sobre a amostra, em uma temperatura de 25° C. A técnica permite determinar o
tamanho das particulas através da equacao de Stokes — Einstein (equacéo 1), na
qual Dy corresponde ao didmetro hidrodinamico, D ao coeficiente de difuséo
translacional, k a constante de Boltzmann, T a temperatura e n a viscosidade. As
amostras foram filtradas a vacuo através de filtro Millipore 0,22 ym a fim de remover

aglomerados de micelas e manter a homogeneidade do sistema (25).

KT
Dh = E 30 2
3mnD quagao

3.5.5. Potencial Zeta

O potencial Zeta () foi determinado, indiretamente, em um equipamento
Malvern, modelo Zetasizer Nano ZS. As amostras foram dispersas em solucao
aquosa de NaCl 0,001mol.L™". As amostras foram tituladas no intervalo de pH de 2 a

10 e o potencial Zeta foi medido a cada 0,5 unidade de pH (25).

3.5.6. Tensao Interfacial

A tenséo interfacial foi determinada em um equipamento Angulo de Contato
OCA 15. O método utilizado foi o da Gota Pendente, no qual a gota na eminéncia da
queda é fotografada por meio da camera acoplada ao equipamento. Posteriormente,
o contorno da gota foi ajustado por uma curva, que através da equacgao de Young-
Laplace, permite a obtencdo do valor da tensdo interfacial, nesse caso entre a

solucdo agua + polimero e o ar.

3.5.7. Espectroscopia de absorbancia na regido do UV-Visivel

Foi utilizado o equipamento Lambda 465 da PerkinElmer para o estudo de
incorporacgao e liberagao de farmaco. Possui duas |lampadas, uma de tungsténio que
varre a regiao de 290 a 1100 nm e outra de deutério para a regido 190 a 290 nm.
Possui resolucao 6ptica de 1 nm, permitindo satisfazer os requisitos de um namero

variado de farmacopeias (26,27). As amostras foram medidas a 37° C. As medidas
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foram realizadas no comprimento de onda 303 nm, caracteristico da absor¢ao do
metotrexato. A aliquota utilizada para determinacido estava isenta de particulas de

coplimero, removido através de centrifugagédo ou membrana de dialise.

3.5.8. Cromatografia de Exclusao por Tamanho

Foi utilizado o equipamento Viscotek GPCmax da Malvern com detector
Viscotek Rl Detector (VE3580) baseado na diferenca do indice de refracdo da fase
movel (Tetrahidrofurano — THF) e a substéncia de interesse. O fluxo de THF utilizado
foi 1 mL.min™". Foram utilizadas trés colunas na separacdo da marca Shodex KF—
806M N° C1440XXX (XXX =098 e 100 e 101). Para a calibragcédo das colunas, foram
utilizados padrdes de poliestireno. Os volumes das amostras injetadas foram de 100
ML (28).

3.5.9. Andlise Térmica (29,30)

3.5.9.1. Termogravimetria (TG)

O equipamento para a realizacdo do experimento foi Netzsch modelo
STA 409C/CD com razao de aquecimento de 10°C/min sob atmosfera oxidante e a
faixa de temperatura foi de 20° a 430° C. Para a realizagdo das medidas foram

utilizadas aproximadamente 20 mg das amostras

3.5.9.2. Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Foi utilizado um equipamento da TA Instruments, modelo DSC Q100,
no qual as amostras foram analisadas entre -40° e 100°C, com fluxo de Nitrogénio e
razao de aquecimento de 10°C/min. Para a realizagdo das medidas foram utilizadas

aproximadamente 30 mg das amostras.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. COPOLIMERO mPEG-co-PCL

Existem duas principais metodologias para a sintese de polimeros partindo-se
do monémero da e-caprolactona: a condensacdo de acido 6-hidroxiexandico e a
polimerizagédo de abertura de anel da e-caprolactona, sendo esta ultima baseada em
quatro principais mecanismos (14). Existem quatro mecanismos principais para a
polimerizacédo de abertura de anel e eles dependem do tipo de catalisador, podendo
ser: anibnico, catidénico, ativado pelo monémero e coordenagao-inser¢ao. Segundo
LABET, M., et al (14), o mecanismo largamente utilizado € a polimerizacdo de
abertura de anel (ROP) através do mecanismo de coordenagao-inser¢cao por ser
mais eficiente e simples. O copolimero foi obtido pela adicdo de poli(etileno
gilcol)metil éter (MPEG), e-caprolactona e 2-etilhexanoato de estanho |l (abreviado
como octanoato de estanho) a um baldo de trés bocas, onde permaneceu selado
sob vacuo e temperatura constante durante o periodo de sintese. A figura 5
apresenta o espectro de transmitancia na regido do infravermelho para as nove
amostras sintetizadas, onde se variou a temperatura e o tempo de sintese, sendo
trés amostras sintetizadas a 120°C durante 3 horas, trés amostras a 120°C durante
24 horas e trés amostras a 180°C durante 3 horas. Foi possivel observar que todas
apresentaram os mesmos grupos funcionais principais. Nota-se que houve um
pequeno deslocamento entre os grupos funcionais do copolimero entre as amostras,
porém essa variagao € em virtude da diferenga do comprimento da cadeia polimérica
das amostras. A banda fraca em 2945 e 2860 cm™' deve-se ao estiramento C—H dos
grupos metilénicos (—CHy—) localizados na maior parte da cadeia polimérica. O
estiramento da ligagdo C=0 foi observado em 1720 cm™ que condiz com grupos
carbonila referentes a ligacao éster proveniente da cadeia de policaprolactona. Foi
possivel observar bandas do estiramento C—O em numeros de onda diferentes, em
torno de 1100 e 1200 cm™. As bandas que aparecem entre 700 e 1600 cm™' sdo
atribuidas a estrutura do esqueleto da cadeia do copolimero (dobramento, oscilagao
e alongamento dos grupos metilénicos) e isomerizagao gauche—trans do grupo éster
(7,9,10,31).
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Figura 5 — Espectro de transmitdncia na regido do infravermelho das amostras
sintetizadas. As amostras (a), (b) e (c) foram sintetizadas a 120°C por 3 horas, as amostras

(d), (e) e (f) a 120° C por 24 horas e as amostras (g), (h) e (i) a 180° C por 3 horas.
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Através da espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de proéton, foi
possivel obter informacgdes da estrutura polimérica das amostras analisadas.

A figura 6.a apresenta o espectro de ressonancia magnética nuclear de
préton para as nove amostras sintetizadas no qual foi possivel identificar grupos
metilenos e metdxi pertencentes ao mPEG e grupos metilenos pertencentes ao PCL.
Os picos referentes aos grupos metoxi e metileno do mPEG apresentam-se em 3.40
e 3.72 ppm, respectivamente. Quanto ao PCL, a presenga de seus grupos metilenos
sdo observados em 140, 1.65, 233 e 4.07 ppm, aproximadamente
(7,9,10,13,31,32). Nos espectros 1 e 2, os picos em 1.40 e 2.33 ppm e nos
espectros 4 e 5, o pico em 1.40 ppm, apresentaram baixa intensidade pois séo
referentes as amostras de menores composi¢des (1:1 mPEG-co-PCL nos espectros
1 e 4 e 1:3 mPEG-co-PCL nos espectros 2 e 5) e temperatura (120° C por 3 horas
nos espectros 1 e 2 e 120° C por 24 horas nos espectros 4 e 5), logo os polimeros
formados apresentam menores massas moleculares em comparagao com os demais
devido a menor quantidade de monémeros de PCL incorporados ao polimero
durante a sintese, portanto os sinais dos picos atribuidos aos grupos metilenos de

PCL no espectro resultaram em baixa intensidade.

Figura 6. a — Espectro de ressonancia magnética nuclear de préton das amostras de
MPEG-co-PCL. As amostras 1, 2 e 3 foram sintetizadas a 120°C por 3 horas, as amostras 4,
5 e 6 a120° C por 24 horas e as amostras 7, 8 € 9 a 180° C por 3 horas.
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A figura 6. b representa o esquema das atribuigbes dos picos do espectro de
ressonancia magnética nuclear de préton da amostra 1:3 mPEG-co-PCL a 120° C
por 3 horas. A expansao presente mostra os valores de integragdo das areas dos
picos selecionados para a determinagdo da massa molecular aproximada do

copolimero sintetizado.

Figura 6. b — Espectro de ressonancia magnética nuclear de préton da amostra 1:3
mPEG-co-PCL a 120° C por 3 horas com as respectivas atribuicbes aos picos observados e
expansao dos picos de integragao.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Os sinais dos picos do mPEG (3.40 e 3.72 ppm) e do PCL (2.33 ppm) foram
utilizados para determinar a massa molecular aproximada do polimero formado com
base nos valores de integragdo da area dos mesmos (10,31). O sinal do metoxi
(mPEG) foi utilizado como padrdo pois este nao apresentava repeticdes, sendo
atribuido seu valor de integracao igual a um. O valor de integracdo da area do pico
em 3.72 ppm (mPEG) foi aproximadamente quinze, que ao multiplicar por trés
(numero de protons presente no metodxi) e dividir por quatro (niUmero de prétons
observados em ambos os metilenos do mPEG), resultou no valor aproximado de
doze que representa o numero de repeticées do mPEG, que ao multiplicar esse valor

pela massa molecular do mondmero do mPEG (= 44 g.mol™") e somar a massa do
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grupo metdxi (= 31 g.mol™), correspondeu aproximadamente & massa molecular do
mPEG (=550 g.mol™) informado no rétulo do reagente utilizado. Para determinar-se
o numero de repeticdes dos mondmeros de PCL na amostra sintetizada, foi utilizado
o sinal do pico em 2.33 ppm e realizado os mesmos calculos explicados
anteriormente. Dessa forma, foi possivel calcular a massa molecular aproximada das
nove amostras sintetizadas que foi comparado com os valores das massas

moleculares obtidas no GPC. Tais resultados estdo presentes nas tabelas 3 e 4:

Tabela 3 — Comparacao entre a massa molecular das amostras sintetizadas obtidas
por RMN e por GPC.

Composigéo (m:m) L Massa molecular Massa molecular
mPEG-co-PCL Condigoes /g.mol™" (RMN "H) /g.mol™" (GPC)
1:1 2033 2976
1:3 120° C por 3 horas 4085 6807
1:5 8189 12058
1:1 2888 2942
1:3 120° C por 24 horas 5111 8836
1:5 8873 12254
1:1 2717 4480
1:3 180° C por 3 horas 4769 8992
1:5 6479 12416

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 4 — Dados obtidos sobre a massa molecular das amostras obtida por GPC.

Composigéo (m:m) ; )
Condigdes Mn /g.mol” | Mw /g.mol Mw/Mn
mPEG-co-PCL
1:1 2976 3375 1,134
1:3 120° C por 3 horas 6807 7952 1,168
1:5 12058 14299 1,186
1:1 2942 3675 1,249
120° C por 24
1:3 8836 10280 1,163
horas

1:5 12254 14838 1,211
1:1 4480 4986 1,113
1:3 180° C por 3 horas 8992 10723 1,192
1:5 12416 14832 1,195

Fonte: Elaborado pelo autor
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A partir dos valores de massa moleculares obtidos a partir do GPC das nove
amostras sintetizadas mostram que tanto a temperatura quanto o tempo de sintese
nao afetam significativamente o tamanho do copolimero formado ja que as massas
medidas sdo muito proximas para composicdes semelhantes apesar das diferentes
condicoes.

A variavel composicao foi responsavel pelo acréscimo na massa molecular
dos copolimeros formados, portanto foi escolhido o conjunto de amostras 1:1, 1:3 e
1:5 mPEG-co-PCL sintetizados a 120°C durante 3 horas para a realizacdo dos
estudos subsequentes.

Foi analisado o comportamento do copolimero das amostras 1:1, 1:3 e 1:5 na
condig¢do de 120°C durante 3 horas entre 20° e 430° C a fim de se determinar outras
possiveis temperaturas de sintese na avaliacdo das variaveis que influenciavam no
tamanho dos copolimeros formados. A curva de degradagdo da amostra frente ao

aumento da temperatura esta representada na figura 7.

Figura 7 — Curva termogravimétrica das amostras 1:1, 1:3 e 1:5 de mPEG-co-PCL
sintetizadas a 120°C durante 3 horas e a expansao da regido de interesse com o inicio da
degradacgéo do material.
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Fonte: Elaborado pelo autor

A curva referente a composicado 1:1 representada na figura 7 mostra que a
amostra comega a se decompor em 180°C enquanto as composicdes 1:3 e 1:5 tem
inicio de decomposi¢cao em 200°C e 215°C, respectivamente. Baseando-se nessas
constatacdes, a temperatura maxima na qual poderiam ser realizadas as demais
sinteses foi 180°C, pois mesmo o copolimero tendo inicio sua decomposigao, o
tempo de sintese utilizado (3 horas) nao foi suficiente para degradar o polimero. Isso
foi confirmado através da espectroscopia de transmitdncia na regido do
infravermelho onde as bandas observadas nos espectros das amostras sintetizadas
a 180°C durante 3 horas foram similares as bandas apresentadas pelas amostras
das outras condigdes utilizadas (120°C por 3 horas e 24 horas).

Complementando o estudo térmico realizado pela termogravimetria, foi
efetuada a calorimetria diferencial de varredura (DSC) a fim de identificar e
caracterizar as possiveis transicbes presentes no copolimero com a variagdo da
temperatura. A figura 8 mostra o termograma do copolimero frente a variacdo de

temperatura.
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Figura 8 — Curva de Calorimetria Diferencial de Varredura do copolimero mPEG-co-
PCL nas composicdes 1:1, 1:3 e 1:5.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O termograma apresentado na figura 8 mostra algumas transi¢cdes presente
no copolimero em fungao de seus constituintes. Foi identificado o pico endotérmico
caracteristico do segmento PCL do copolimero referente ao processo de fusao (Tn),
esses picos se apresentam a 64,3°, 76,4° e 77,0° C provenientes das composi¢oes
1:1, 1:3 e 1:5, respectivamente (31,33). Conforme o aumento do segmento PCL no
copolimero, o qual é responsavel pela caracteristica semicristalina da amostra, maior
sera o fluxo de calor e a temperatura para a fusao, isto é verificado com o aumento
do fluxo de calor da amostra 1:1 apresentando -6,55 mW e 64,3° C para a amostra
5:1 apresentando -21,7 mW e 77,0° C. Devido as limitagcbes impostas pelo
equipamento, n&o foi possivel identificar o pico referente a transicédo vitrea (T4) uma
vez que esse se apresenta proximo a -61°C e o limite do equipamento era -40°C.
Devido a maior fragdo das composi¢cdes serem de PCL, foi identificado seu pico

exotérmico caracteristico de cristalizacao (T.) para as trés composicoes. Esses picos
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se apresentaram em 27,8°, 41,3° e 48,0° C para as composi¢des 1:1, 1:3 e 1.5,
respectivamente (31,33). O comportamento dos picos de cristalizagao foi similar aos
de fusdo, pois a menor composicdo (1:1) apresentou ambos os picos em
temperaturas e intensidades menores enquanto a maior composi¢cao (1:5)
apresentou os picos em temperaturas e intensidades maiores. Isso ocorre devido ao
segmento PCL presente em cada composicdo, uma vez que esses picos sao
provenientes deste segmento no copolimero, portanto, quanto maior o segmento
PCL no copolimero, maior a temperatura e fluxo de calor para que ocorra a devida
transicdo. A amostra 1:1 apresentou comportamento diferente durante o
aquecimento quando comparado as outras amostras. Isto ocorreu devido ao estado
fisico da amostra ao ser realizado a analise. Enquanto as amostras 1:3 e 1:5 se
apresentaram soélido fino branco, a amostra 1:1 se apresentou gelatinosa. Portanto,
a diferenca do estado fisico contribui para a menor intensidade da temperatura de
fusdo e o surgimento da regido de picos entre 0° e 50° C, correspondentes a perda
fracionada da estrutura do copolimero. Para a amostra 1:1 é observado um pico
durante o resfriamento do copolimero em 3° C. Este pico pode ser atribuido ao
processo de transi¢ao sol-gel do copolimero, denominada temperatura de transigao
sol-gel (Tgs) (12,34).

Foi realizado o estudo cristalografico a fim de identificar os picos referentes a
fracdo PCL do copolimero formado, responsavel pela caracteristica semicristalina da
amostra. Em virtude dessa caracteristica da PCL, nao foi realizado o difratograma da
amostra 1:1 mPEG-co-PCL por apresentar a menor fragdo PCL dentre as outras
amostras e o estado fisico da mesma se apresentou com aspecto gelatinoso,
impossibilitando a realizacdo da medida. A figura 9 mostra o difratograma das

amostras 1:3 e 1:5.
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Figura 9 — Difratograma das amostras 1:3 e 1:5 de mPEG-co-PCL.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Por meio do difratograma, € possivel visualizar dois picos referentes a fracao
semicristalina da PCL em 21,4° e 23,6°. Em comparagao com SHI, S.; et al. e KIM,
M. S., et al.,, os angulos observados estdao préximos (21,3° e 23,5°) aos
apresentados, conferindo confiabilidade ao resultado (34,35).

Para que fosse possivel realizar o estudo da estabilidade coloidal, a
morfologia e a incorporacao/liberagdo do metotrexato foi necessario determinar a
Concentragcdo Micelar Critica (CMC) das composi¢cbes utilizadas nas micelas
sintetizadas. Na figura 10 estdo representados os graficos referentes as trés
composic¢oes (1:1, 1:3 e 1:5), onde foi possivel determinar a (CMC) de cada

composicgao.
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Figura 10 — Determinacdo da Concentragdo Micelar Critica a partir da Tensdo
Interfacial agua-ar em fungcdo do aumento da concentragdo do copolimero em solugéo.

75
. T s =  1:1 mPEG-co-PCL
20 = 1:3 mPEG-co-PCL
} = 1:5 mPEG-co-PCL
B8
> 65
£
© i
.g 60
‘T
9
S 554
o
'
(7]
% 50 [
|_
45 =
T LA | T LR | T LA | T LR |
1E-7 1E-6 1E-5 1E-4 1E-3

Concentragao (mol.L™)

Fonte: Elaborado pelo autor

Através das curvas plotadas na figura 10, foi possivel determinar a CMC de
cada composi¢ao em meio aquoso, ou seja, a concentragdo minima necessaria para
a formacao das micelas. Para a determinacdo da CMC foi utilizado o método da
Gota Pendente através do equipamento Gonidmetro. Por meio deste, partindo-se de
uma solugao aquosa concentrada do copolimero em uma seringa, pressionou-se o
embolo desta até a formacdo de uma gota da solugdo na eminéncia de se
desprender. A partir disso, a camera do equipamento capturou uma foto da gota e
esta teve seu contorno delimitado por uma linha. A partir do contorno, utilizando a
equacao de Young-Laplace, determinou-se a tensao interfacial solugdo-ar das
amostras. Esta equacao descreve a diferenga de pressao capilar na interface de dois
fluidos estaticos, tais como agua e ar, devido ao fendmeno da tensao superficial
(36). A amostra 1:1 apresentou a maior CMC, 2,04x10™ mol.L™", seguido da 1:3 com
a CMC intermediaria, 1,12x10* mol.L" e por fim a amostra 1:5 com a menor CMC,
4,90x10'5 mol.L™". Essa diminuicdo da CMC entre as amostras & devido ao
crescimento do segmento hidrofébico do PCL na cadeia. Isto ocorre, pois 0 aumento

da cadeia gera maior repulsdo entre o os grupos metilénicos do PCL (apolar) e as
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moléculas de agua (polar) que o rodeiam, portanto estes, numa tentativa de
minimizar esta repulsdo, se auto organizam em micelas numa concentracdo menor
do que as amostras com segmentos hidrofobicos menores.

Por meio do espalhamento de luz dinamico (DLS), foi possivel determinar o
diametro hidrodinamico médio das micelas formadas. A tabela 5 expressa os dados

obtidos a partir da realizacdo das medidas.

Tabela 5 — Diametro hidrodindmico obtido das amostras de composicao variada na
condicao de sintese de 120 °C durante 3 horas.

Composigao (m:m)
Dh /nm Pdl
mPEG-co-PCL
1:1 122 + 11 0,42 £ 0,04
1:3 199 + 11 0,44 + 0,06
1:5 247 £ 8 0,52 £ 0,02

Fonte: Elaborado pelo autor

Conforme os valores apresentados na tabela 5 comprova-se que o tamanho
das micelas formadas ¢é diretamente proporcional ao aumento da massa do
copolimero sintetizado, pois com esse aumento, as cadeias poliméricas crescem e
consequentemente o didmetro das micelas. As amostras em geral se apresentaram
polidispersas uma vez que a faixa de valores para polidispersao € entre 0 e 1, sendo
0 a amostra totalmente monodispersa e 1 a amostra polidispersa. A faixa de
tamanho observada para micelas de mPEG-co-PCL esta entre 30 — 80 nm (37). Os
valores de didmetro hidrodindmico obtidos estdo acima dessa faixa e o fato da
polidispersao ser elevado indica a falta de estabilidade destas em meio aquoso.

A avaliagao da estabilidade micelar foi realizada com base no comportamento
do polimero frente ao aumento de temperatura e variacdo de valores do pH, como
estudos do diametro hidrodindmico em funcdo da temperatura e do pH e do
potencial zeta em funcdo do pH. A faixa de temperatura de estudo foi proxima a
temperatura encontrada no corpo humano. A faixa de pH estudada também foi
baseada nos valores de pH encontrados no corpo humano uma vez que a aplicagao
dos carreadores sintetizados € através da absorgdo na mucosa intestinal, logo os
valores de pH podendo chegar a pH = 2 quando no estdbmago e pH = 8 no intestino.

Os copolimeros sintetizados nao apresentam estabilidade coloidal significativa uma
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vez que 0os mesmos nao apresentam potencial zeta abaixo de -30 mV (10). Esse
valor de potencial zeta, tanto positivo quanto negativo, confere a micela estabilidade
em fungao da repulséo eletrostatica, o que impede a agregacgao de ocorrer. Por meio
do grafico de potencial zeta em fungcdo do pH apresentado na figura 11, permitiu
predizer a estabilidade das micelas quanto a possivel agregacdo das mesmas frente

a mudancas nos valores de pH do meio.

Figura 11 — Variacao do Potencial Zeta (¢) em funcédo do pH das amostras 1:1, 1:3 e
1:5 de mPEG-co-PCL.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Conforme observado no grafico da figura 11, devido a repeticdo da grande
quantidade de grupos ésteres presente na cadeia do copolimero, faz com que a
curva apresente o comportamento indicado no grafico, ou seja, os grupos ésteres
possuem momento dipolar onde a maior densidade de elétrons se localiza no atomo
de oxigénio da carbonila, fazendo com que estes grupos ésteres apresentam
caracteristicas basicas (sendo éster a base conjugada do acido carboxilico)
conferindo ao copolimero um potencial zeta negativo na faixa de pH estudada. Ao
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fixar o valor de pH em 7 (solugdo neutra, condicdo semelhante onde foram
realizados outros estudos sobre o material), é possivel observar que a amostra 1:1
apresenta maior valor de potencial zeta, -9,7 mV, enquanto as amostras 1:3 e 1:5
apresentam potencial zeta menores, -13,8 e -17,2 mV respectivamente. A explicagao
para isso seria 0 aumento da cadeia polimérica, o que permitiu um aumento de
grupos ésteres presentes na cadeia onde os atomos de oxigénio da carbonila
atuassem como bases de Lewis e conferissem um ponto isoelétrico menor e
potencial zeta menor no decorrer da curva com o aumento nos valores de pH.

A estabilidade das micelas frente a variacdo do pH foi verificado entre os

valores de pH 2 e 10 demonstrada na figura 12.

Figura 12 — Didmetro hidrodindmico em funcao da variagao dos valores de pH das
amostras 1:1, 1:3 e 1:5 de mPEG-co-PCL.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As curvas apresentada na figura 12 mostram que o efeito do pH sobre as
estruturas das micelas é significante. As trés composi¢des sofrem o mesmo efeito:
em valores de pH mais baixo (pH 4,00 — 1:1, pH 4,15 — 5:1 e pH 4,64 — 3:1), quando
o0 meio esta acido, as micelas tendem a agregar formando grandes aglomerados (p.
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ex. na composicado 1:3, o diametro médio dos agregados atingem cerca de 35.000
nm). A amostra 1:3 sofreu maior efeito do pH em relagcdo as outras duas
composig¢des, porém nao foi possivel identificar um padréo ja que a amostra 1:5
sofreu menos o efeito do pH enquanto a composi¢ao intermediaria sofreu mais
dentre todas.

Comparando-se as figuras 11 e 12, referentes a estabilidade das micelas
frente a mudanca do pH e a resposta no potencial zeta em funcdo desta mudanca, é
possivel observar que estas desestabilizam proximo a valores de pH 4. Isto ocorre,
pois neste valor de pH, o potencial zeta das amostras é ou esta muito proximo de
zero, logo ha diminuicdo da repulsdo eletrostatica que impega as micelas de
permanecerem dispersas.

A avaliagdo da estabilidade micelar frente a temperatura foi realizada entre
25° C e 50° C, contendo a faixa de temperatura encontrada no corpo humano, de
36,5° a 37,7° C (38). A figura 13 abaixo demonstra o comportamento das micelas

em fungdo ao aumento da temperatura.

Figura 13 — Diametro hidrodindmico em fung¢ido da temperatura das amostras 1:1,
1:3 e 1:5 de mPEG-co-PCL.
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43

Analisando o grafico apresentado na figura 13, observa-se certa flutuagao
das medidas em relagdo ao didmetro hidrodinamico das micelas nas trés
composi¢des citadas no grafico, porém tal flutuagcdo ndo compromete a medida. O
comportamento das curvas mostra que, independente da composicao utilizada, as
micelas do copolimero mPEG-co-PCL n&o sofrem efeitos de mudancgas estruturais,
tal como agregacao, no aumento da temperatura. Se aplicadas ao corpo humano, as
micelas incorporadas com o farmaco ndo sofrerdo alteragdes (rompimento de
ligagbes ou agregagao) quando o corpo estiver em temperaturas normais (entre 36,8
1+ 0,4 °C (38)) ou estado febril (acima de 37,5° C (38)). Dessa forma o aumento de
temperatura para o copolimero mPEG-co-PCL ndo atua como estimulo para a
liberagcado do farmaco em meio biolégico.

Para os estudos de incorporagao do farmaco Metotrexato pelo copolimero,
inicialmente foi obtido uma curva de absorgcdo do metotrexato no qual foi
selecionado o comprimento de onda utilizado nas medidas de incorporacao e
liberacdo. A figura 14 apresenta o espectro de absorbancia do farmaco Metotrexato
na regidao do ultravioleta e visivel. Posteriormente, a obtengcdo de uma curva de
calibracdo com concentragdes de metotrexato variando de 0 a 30 umol.L™", esta

curva esta representada na figura 15.

Figura 14 — Espectro de absorbancia do farmaco metotrexato na regiao do
ultravioleta e visivel.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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O comprimento de onda escolhido para a analise do farmaco Metotrexato
para a incorporacao deste no copolimero foi 303 nm. Este comprimento de onda foi
escolhido, pois era o que apresentava maior intensidade dentre os outros. Existem
comprimentos de onda no qual ha maior absor¢cao da radiagao incidente, no entanto
estas bandas se localizam na extremidade inferior da faixa de comprimentos de
onda em que o equipamento analisa. A fim de minimizar o erro inerente do
equipamento obtido nas medidas, que nas extremidades da faixa sdo maiores
quando comparados ao erro em valores encontrados no meio da faixa, foi escolhido
um comprimento de onda no qual ndo se localizasse na extremidade da faixa e que

se apresenta a maior absorgao.

Figura 15 — Curva de calibragdo do farmaco metotrexato em comprimento de onda
303 nm.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A partir da curva de calibragao apresentado na figura 15, foi obtido a equacgao
da reta que posteriormente foi utilizada para a determinagcdo da concentragdao de
metotrexato n&o incorporado e a quantidade de metotrexato liberado em funcéo do
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tempo. A equacgao da reta é:
f(x) = 0,03400 " x, Equacao 3

na qual f(x) & a absorbancia medida em A e x € a concentragdo de metotrexato em
umol.L™". Verifica-se que a equacdo segue a Lei de Lambert-Beer, ou seja, ha uma
linearidade entre os valores de absorbancia e a concentragédo do farmaco.

Foram realizadas medidas de absorbancia no sobrenadante das solugdes
contendo as micelas apds o periodo de incorporagéo (24 h) e, sabendo-se a massa
de farmaco inicial adicionada e a massa que permaneceu em solugao apds esse
tempo, determinou-se a eficiéncia de incorporacédo e o coeficiente de incorporacéao.

Estes dados sido apresentados na tabela 6.

Tabela 6 — Influéncia da variagdo de composicao do copolimero na eficiéncia de
incorporacao do farmaco metotrexato.

Composigao (m:m) Coeficiente de Eficiéncia de
mPEG-co-PCL Incorporacéo (%) Incorporacéo (%)
1:1 2,86 88,40
1:3 3,01 93,06
1:5 3,04 94,03

Fonte: Elaborado pelo autor.

De acordo com os dados apresentados na tabela 6, € possivel atestar a
influéncia da composi¢ao na incorporacao do farmaco. O aumento no segmento
hidrofébico referente ao PCL do copolimero sintetizado provocou um aumento na
quantidade de metotrexato incorporado ja que 0 mesmo apresenta caracteristicas
hidrofébicas semelhantes as encontradas no segmento PCL do copolimero.
Portanto, o aumento da fragdo PCL do copolimero possibilita maior superficie de
interagdo com o farmaco, resultando em maior incorporacdo entre as cadeias
hidrofébicas. Os altos valores de incorporacdo sao devidos as fortes interacdes
intermoleculares entre o copolimero e o farmaco, sendo principalmente as interacées

apolares.
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4.2. COPOLIMERO PEGMA-co-PCL FUNCIONALIZADO COM ACIDO
FOLICO

A sintese do copolimero dibloco PEGMA-co-PCL funcionalizado com &acido
félico ocorreu em trés etapas. A 12 etapa se resumiu na sintese do copolimero
PEGMA-co-PCL na proporgéo 1:1 (m/m), a 22 etapa na reagdo de polimerizagao
radicalar do copolimero com acrilamida e a ultima etapa, a reagcado de condensagao
com o acido folico. A rota sintética original, proposta no projeto, previa a formacao do
copolimero funcionalizado a partir de quatro etapas. Portanto, houve a reducao de
uma etapa ocasionando, principalmente, menor tempo de sintese e menor
quantidade de reagentes utilizados. A figura 16 indica o espectro de transmitancia
na regiao do infravermelho para a amostra PEGMA-co-PCL-Acri-AF 1:1 junto das

amostras do copolimero apds cada etapa sintética.

Figura 16 — Espectro de transmitancia na regido do infravermelho das amostras do
copolimero PEGMA-co-PCL-Acri-AF obtido a cada etapa sintética e os reagentes
precursores ao produto final, referente ao copolimero funcionalizado com acido fdlico.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Por meio da figura 16 foi possivel observar que o produto final possui bandas
provenientes dos reagentes precursores. A banda fraca em 2940 e 2866 cm™' deve-
se ao estiramento C—-H dos grupos metilénicos (—CHy—) localizados na maior parte
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da cadeia polimérica e esta identificada na figura 16 pela cor azul. A intensidade
desta banda diminui com as reag¢des subsequentes. Isto ocorre, pois com 0 aumento
da quantidade de grupos funcionais diferentes, faz com que a intensidade da banda
dos grupos metilénicos diminua. O estiramento da ligagdo C=0 foi observado em
1720 cm™ que condiz com grupos carbonila referentes a ligacdo éster proveniente
da cadeia de policaprolactona, identificada na figura 16 pela cor azul. Esta banda é
intensa na amostra PEGMA-co-PCL sem funcionalizacdo, porém com a adicdo da
acrilamida e da funcionalizagdo com o acido félico, a banda de cabonila (éster)
perde intensidade em comparagado com a banda da amida que surge proveniente da
acrilamida e da juncédo do copolimero com acido folico. As bandas da amida n&o
substituida (CONH,) sdo observadas aproximadamente em 1690 e 1600 cm™ para
os precursores acrilamida e acido félico e para as amostras de PEGMA-co-PCL-Acri
e PEGMA-co-PCL-Acri-AF. As bandas referentes a amida estao identificadas pela
cor verde. Foi possivel observar bandas do estiramento C—O em numeros de onda
diferentes, em torno de 1090 e 1100 cm™. Apenas o reagente precursor acrilamida
nao possui esta banda, pois 0 mesmo nao possui a ligagdo C-O. As bandas que
aparecem entre 700 e 1600 cm™' sdo atribuidas a estrutura do esqueleto da cadeia
do copolimero (dobramento, oscilagdo e alongamento dos grupos metilénicos), do
acido fdlico e isomerizagdo gauche—trans do grupo éster do copolimero (7,9,10,31).
Foram identificadas bandas de amidas monossubstituidas no copolimero em 3413,
3320 e 3110 cm”, provenientes do acido folico. Essas bandas de amidas
monossubstituidas estdo identificadas em cinza. A banda de interesse que
caracteriza a formacdo da ligacdo entre a acrilamida e o acido félico é,
aproximadamente, em 1550 cm'. Esta banda no acido félico esta em 1575 cm™
enquanto na amostra PEGMA-co-PCL-Acri-AF esta em 1562 cm™. Essa diferenca é
significativa uma vez que grupos que nao atraem elétron para o nitrogénio diminuem
o numero de onda da frequéncia C=0 da amida. O grupo amida presente no acido
félico possui como grupo substituinte um carbono tetraédrico enquanto na amostra
PEGMA-co-PCL-Acri-AF possui o grupo carbonila como substituinte. O fato de ser
uma carbonila caracteriza esse grupo de imida (CONHCO). Este grupo se forma na
reacao de condensacao entre o acido carboxilico do acido félico e o grupo amida da
acrilamida. A banda caracteristica do grupo imida aparece na mesma regiao que as
bandas de amida e de carbonila, todas de alta intensidade, dessa forma ocorre a
sobreposi¢cao das bandas. Esta sobreposi¢cao pode ser observada na figura 17, na
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qual as cores cinza, verde e amarelo indicam a regido espectral do aparecimento
dos grupos funcionais carbonila (éster), amida (ndo e monossubstituida) e imida,

respectivamente.

Figura 17 — Regido espectral no qual ha o aparecimento das bandas dos grupos
funcionais carbonila (éster), amida (ndo e monossubstituida) e imida nas cores cinza, verde
e amarelo, respectivamente, aplicados a amostra PEGMA-co-PCL-Acri-AF.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Observa-se a partir da figura 17 que a banda aproximadamente em
1690 cm™ é larga e possui um ombro em 1720 cm™. As atribuicdes a estes picos ja
foram feitas anteriormente no texto. A largura da banda como um todo indica a
sobreposicao das bandas individuais e por essa caracteristica, esta mascarando a
banda do grupo imida. As informacbdes obtidas a partir da interpretacdo dos
espectros de transmitdncia na regido do infravermelho das amostras e dos
reagentes precursores foram corroboradas com os espectros de ressonancia
magneética nuclear de protons para 0os mesmos.

A figura 18 apresenta os espectros de ressonancia magnética nuclear de
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protons das amostras PEGMA-co-PCL e PEGMA-co-PCL-Acri-AF. Nao foi
necessario realizar um espectro da amostra intermediaria PEGMA-co-PCL-Acri, pois
tanto a acrilamida quanto o PEG-metacrilato apresentam os picos dos grupos

vinilicos na mesma regido (5.8 e 6.2 ppm).

Figura 18 — Espectro de ressonancia magnética nuclear de préton das amostras (1)
PEGMA-co-PCL-Acri-AF e (2) PEGMA-co-PCL 1:1 e as respectivas atribuicdes dos picos
observados.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Através da figura 18 foi possivel observar o surgimento de picos dos prétons
aromaticos referentes a molécula de acido félico na amostra PEGMA-co-PCL-Acri-
PCL. Estes picos se apresentam no intervalo de 6.5 a 8.7 ppm. O desparecimento
dos picos em 5.8 e 6.2 indica o sucesso da polimerizagdo radicalar entre os grupos
vinilicos presentes tanto na acrilamida quanto no PEG-metacrilato. Os picos
referentes ao copolimero PEG-co-PCL aparecem entre 1.0 e 4.0 ppm, intervalo
similar aquele dos picos do copolimero mPEG-PCL. Os picos em 1.3, 1.6, 2.3 e 3.9

sdo atribuidos aos grupos metilénicos presentes na cadeia do segmento PCL do
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copolimero enquanto o pico do segmento PEG €& observado em 3.7 ppm. No
espectro (2), referente a amostra PEGMA-co-PCL 1:1, devido a mesma proporgéo
massica entre a quantidade de PEGMA e PCL no copolimero, todos os sinais
apresentam intensidades semelhantes. Ja na amostra (1) — PEGMA-co-PCL-Acri-AF
— devido a polimerizagao radicalar do copolimero com acrilamida e a funcionalizacao
com acido félico, em comparacao aos sinais do copolimero, os picos do acido félico
se apresentaram mais intensos. O sinal do solvente DMSO-ds utilizado na
solubilizagdo da amostra PEGMA-co-PCL-Acri-AF, devido sua intensidade elevada
(amostra diluida), suprimiu os picos b e b’ referentes ao segmento PEG do material.
Em complementariedade as informacgdes obtidas a partir das espectroscopias
de transmitancia na regido do infravermelho e ressonancia magnética nuclear de
proton, determinou-se a massa molecular do copolimero funcionalizado através de
cromatografia de exclusdo por tamanho. Os valores de massa molecular do

copolimero funcionalizado estao representados na tabela 7.

Tabela 7 — Massas moleculares dos copolimeros mPEG-co-PCL e PEGMA-co-PCL-
Acri-AF obtidas por cromatografia de exclusdo por tamanho.

Massa molecular (g.mol™)
Amostra
Mn Mw Mw / Mn
mPEG-co-PCL 1:1 2976 3375 1,134
PEGMA-co-PCL-Acri-AF 1430 2710 1,895

Fonte: Elaborado pelo autor.

Observa-se, com base na tabela 7, que o copolimero funcionalizado
apresentou menor massa molecular quando comparado a amostra sem
funcionalizacdo. A massa molecular menor pode ser resultado do processo sintético
com acrilamida e com o acido félico. Durante a sintese do copolimero PEGMA-co-
PCL, obteve-se copolimeros com distribuicdo gaussiana de massas moleculares,
conforme esperado da sintese de polimeros em geral. A reacao entre PEGMA-co-
PCL e Acrilamida foi realizada em meio aquoso, portanto os copolimeros que
apresentaram os menores valores de massa molecular na distribuicdo foram mais
soluveis, pois estes possui a maior razao PEGMA:PCL (por exemplo, valores da
razao sendo PEGMA:PCL 1:0,9, com o segmento PCL levemente menor que o

PEGMA), mesmo a propor¢gao massica utilizada na sintese fosse 1:1. Logo, o
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material que foi sintetizado, lavado, funcionalizado com acido félico e caracterizado
apresentou a menor massa molecular, pois este foi obtido durante as etapas citadas
acima.

Para o estudo da estabilidade micelar do copolimero funcionalizado com acido
folico, inicialmente foi necessario determinar a concentragdo micelar critica (CMC)
do material. A diminuigdo da tensao interfacial solugao (polimero + agua) em fungéo

da concentragao esta representada na figura 19.

Figura 19 — Determinacdo da Concentragdo Micelar Critica a partir da Tensao
Interfacial agua-ar em fungdo do aumento da concentragdo dos copolimeros mPEG-co-PCL
1:1 e PEGMA-co-PCL-Acri-AF.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A partir da figura 19, observa-se que o comportamento das curvas de ambas
as amostras é semelhante, ou seja, ha o decréscimo da tensdo interfacial
proporcional ao aumento da concentragcao de copolimero em solugao. Verificou-se

que a CMC para a amostra mPEG-co-PCL é 2,04.10™* mol.L”" enquanto que para
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amostra PEGMA-co-PCL-Acri-AF é 2,90.102 mol.L™". Para a amostra PEGMA-co-
PCL-Acri-AF, a faixa de valores de concentragcdo que levam a diminuigdo da tensao
interfacial € maior que a faixa de concentracdo do copolimero mPEG-co-PCL. Essa
diferenca esta diretamente relacionada a funcionalizagdo das micelas com acido
folico. A presenca de grupos funcionais diferentes presente nesta molécula fornece a
superficie do copolimero a possibilidade de ocorrer mais interacbes com as
moléculas do solvente, neste caso a agua. Desta forma, a atragao (interagdes) entre
o segmento PEGMA e acido fdlico (hidrofilicos) superam a repulsdo do segmento
PCL (hidrofdbico), fazendo com que a concentragéo micelar critica seja maior. Esse
aumento da CMC indica que é necessario maior quantidade de moléculas para que
ocorra a formagéo de micelas no meio aquoso.

Através do espalhamento de luz dindmico (DLS), determinou-se o diametro
hidrodinamico médio das micelas formadas a partir da amostra PEGMA-co-PCL-
Acri-AF e comparou-se o didmetro hidrodinadmico desta com o didmetro da amostra
mPEG-PCL 1:1. A tabela 8 expressa os dados obtidos a partir da realizacdo das

medidas.

Tabela 8 — Diametro hidrodindmico obtido das amostras PEGMA-co-PCL-Acri-AF e
mPEG-co-PCL 1:1 sintetizadas a 120° C durante 3 horas em atmosfera inerte.

Amostra Dn /nm Pdl
mPEG-co-PCL 1:1 122 + 11 0,42 + 0,04
PEGMA-co-PCL-Acri-AF 190 + 7 0,37 £ 0,04

Fonte: Elaborado pelo autor.

Observa-se na tabela 8 que o houve o aumento no tamanho das micelas
formadas. Esse aumento € devido a funcionalizagdo da superficie das micelas com
os grupos acrilamida e folato. Proporcionalmente as quantidades de acrilamida e
acido fdlico utilizados, a polimerizagao radicalar do PEGMA-co-PCL com acrilamida
foi o responsavel em maior parte pelo crescimento da micela. Ocorreu um
decréscimo no indice de polidispersao, porém a diferenga nao é significativa a ponto
de fazer afirmagdes sobre um aumento na estabilidade da amostra.

Para as micelas funcionalizadas com acido fdélico também foi realizada a
avaliacao da estabilidade micelar com base no comportamento desta amostra frente

ao aumento de temperatura e variagao de valores do pH, como estudos do diametro
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hidrodinamico em fung¢ao da temperatura e do pH e do potencial zeta em fung¢ao do
pH. As condigbes de estudo permaneceram as mesmas, ou seja, a faixa de
temperatura entre 25° e 50° C e entre os valores de pH 2 e10. Devido a similaridade
das condi¢des de estudo, permitiu-se a comparacido do comportamento entre as
micelas MPEG-co-PCL e PEGMA-co-PCL-Acri-AF. Por meio do grafico de potencial
zeta em funcdo do pH apresentado na figura 20, permitiu comparar a estabilidade
das diferentes micelas quanto a possivel agregagao das mesmas frente a mudancas

nos valores de pH do meio.

Figura 20 — Variagao do Potencial Zeta (¢) em fungdo do pH das amostras PEGMA-
co-PCL-Acri-AF e mPEG-co-PCL 1:1 sintetizadas a 120° C durante 3 horas em atmosfera

inerte.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Observa-se no grafico da figura 20, que ha diferengas quanto ao
comportamento das curvas de potencial Zeta em fungdo do pH para as amostras
MPEG-co-PCL e PEGMA-co-PCL-Acri-AF. Verifica-se que a amostra PEGMA-co-
PCL-Acri-AF nao atinge seu ponto isoelétrico na faixa de pH estudada. A diferenca
nas curvas demonstra que a superficie das micelas é desigual, portanto houve
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modificagdo da superficie. No entanto, a técnica n&o permite dizer qual (is) o(s)
grupo(s) funcional (is) foi (ram) adicionado(s) a superficie, mas permite dizer qual
sua caracteristica acido-base. Como a curva possui potencial Zeta negativo por toda
a faixa de pH, permite afirmar que ha o predominio de grupos funcionais basicos
(base de Lewis). A funcionalizagdo da amostra PEGMA-co-PCL-Acri com acido folico
ocorreu através da condensagao entre os grupos acidos carboxilicos do acido folico
e 0s grupos amidas da acrilamida, deixando apenas 0s grupos amino primario,
heterociclos nitrogenados, amino secundario e amida do &cido fdlico livres. Estes
grupos contem nitrogénio e este possui par de elétrons isolados que atuam com
bases de Lewis, conferindo potencial Zeta negativo a amostra.

A estabilidade das micelas frente a variacdo do pH foi verificada entre os

valores de pH 2 e 10 demonstrada na figura 21.

Figura 21 — Didmetro hidrodindmico em funcao da variagao dos valores de pH das
amostras PEGMA-co-PCL-Acri-AF e mPEG-co-PCL 1:1 sintetizadas a 120° C durante 3
horas em atmosfera inerte.
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As curvas apresentadas na figura 21 demonstram que tanto as micelas néo
funcionalizadas (mMPEG-co-PCL) e as funcionalizadas com acido félico (PEGMA-co-
PCL-Acri-AF) sofrem efeitos similares em valores baixos de pH. Isto é observado em
valores de pH proximo a 4 para ambas as amostras, no qual as micelas comegam a
agregar uma vez que os valores do diametro hidrodinamico atingem valores acima
de 2 uym.

Comparou-se a estabilidade micelar frente a temperatura das amostras
mPEG-co-PCL 1:1 e PEGMA-co-PCL-Acri-AF entre 25° C e 50° C, contendo a faixa
de temperatura encontrada no corpo humano, de 36,5° a 37,7° C (38). A figura 22
abaixo demonstra o comportamento das micelas em funcdo ao aumento da

temperatura.

Figura 22 — Diametro hidrodindmico em fungédo da temperatura das amostras
PEGMA-co-PCL-Acri-AF e mPEG-co-PCL 1:1 sintetizadas a 120° C durante 3 horas em
atmosfera inerte.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Por meio do grafico apresentado na figura 22, nota-se certa flutuacado das

medidas em relacdo ao didmetro hidrodinamico das micelas principalmente na
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amostra mPEG-co-PCL 1:1. O comportamento das curvas mostra que, independente
da micela estar funcionalizada com acido folico ou n&o, estas ndo sofrem efeitos de
mudangas estruturais, tal como agregacao, no aumento da temperatura. Portanto, a
modificagdo da superficie da micela com acido folico ndo permite que o aumento da

temperatura atue como estimulo para a liberagdo do farmaco em meio bioldgico.

5. CONCLUSAO

Através das técnicas espectroscépicas (espectroscopias de transmitancia na
regiao do infravermelho e de ressonéancia magnética nuclear de proéton), foi possivel
determinar a obtencao dos copolimeros mPEG-co-PCL, PEGMA-co-PCL-Acri e sua
funcionalizacdo com acido fdlico, além da obtencdao de informagdes acerca da
estrutura quimica. Para a funcionalizacéo, os espectros de transmitancia na regiao
do infravermelho foram fundamentais uma vez que estes permitiram confirmar a
formacéao da ligagdo imida entre o acido folico e o copolimero PEGMA-co-PCL-Acri.
Por meio da cromatografia de permeagao em gel, determinou-se a massa molecular
das amostras sintetizadas, permitindo o uso do valor da massa molecular como
resposta da influéncia da composicao, temperatura e tempo de sintese. Destas
variaveis, observou-se que a composi¢ao apresentou maior significancia nos valores
de massa molecular obtidos.

Para o copolimero mPEG-co-PCL foi realizado estudos térmicos, inicialmente
para as amostras sintetizadas a 120° C durante 3 horas para que fosse determinada
outra possivel temperatura de sintese e que nesta ndo ocorresse a degradagao do
material durante a sintese. A partir disto, definiu-se que a temperatura maxima de
sintese seria 180° C desde que fosse um periodo curto, neste trabalho utilizado o
tempo de 3 horas. Através do difratograma de raios X, observou-se que a amostra é
semicristalina, caracteristica provinda do segmento PCL do copolimero, este teve
seus picos identificados e comparados com a literatura.

A concentracdo micelar critica das micelas foram determinadas a partir da
tensao interfacial entre a solugao (agua e copolimero) e ar. A utilizagdo da tensao
interfacial se mostrou um diferencial no trabalho uma vez que na literatura, uma vez
que a maioria dos artigos utilizados como referéncia neste trabalho faz uso de
métodos comuns (por exemplo: uso de diferentes solugbes de copolimeros e

moléculas luminescentes atuando como marcadores).
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A estabilidade micelar dos copolimeros com e sem funcionalizagdo foram
obtidos a partir da variagao do diametro hidrodinamico das micelas frente a mudanca
de pH e temperatura e do potencial zeta em funcdo do pH. Determinou-se que as
micelas (com e sem funcionalizag&o): aglomeram em meio acido, quando os valores
de pH estdo proximos a 4 e nao sofrem efeitos de mudangas estruturais com o
aumento da temperatura, dessa forma nao permitindo o uso da temperatura como
estimulo na liberagdo do farmaco metotrexato. Quanto ao comportamento do
potencial zeta em funcéo do pH, as micelas nao funcionalizadas apresentaram ponto
isoelétrico em valores de pH préoximo a 4. Neste valor de pH, as micelas nao
apresentaram estabilidade significativa uma vez que a repulsao eletrostatica era zero
e provocou O agrupamento das micelas, observado nos graficos de diametro
hidrodinamico em fungédo do pH. As micelas funcionalizadas também agregaram em
meio acido, valores de pH entre 3,5 e 4, no entanto a curva no grafico de potencial
zeta em funcdo do pH nao permite obter uma explicagdo plausivel uma vez estas
nao atingem seu ponto isoelétrico (ponto de menor repulséo eletrostatica) dentro da
faixa de pH estudada.

As micelas mPEG-co-PCL foram aplicadas no estudo de incorporacdao de
metotrexato. Todas as composi¢cbes apresentaram alta incorporacdo, sendo a
amostra 1:1 com a menor incorporagao dentre elas com 88,40 % de eficiéncia. Os
altos valores de incorporagdao sao devidos as fortes interagcbes intermoleculares

entre o copolimero e o farmaco.

6. TRABALHOS FUTUROS

e Estudo reoldgico das micelas com e sem funcionalizacgao;

e Determinar a energia livre de superficie dos copolimeros mPEG-co-PCL e
PEGMA-co-PCL-Acri-AF;

e Estudo térmico do copolimero funcionalizado com acido félico;

¢ Investigar a estabilidade coloidal das particulas contendo drogas;

e Aplicar estimulos quimicos (pH) na liberagao de drogas;

e Estudar o mecanismo de liberagao.
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