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RESUMO

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

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



ABSTRACT

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

Keywords: Click hydrogel, dual drug release systems, polymeric

nanoparticles, potassium diclophenac e methotrexate.
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PROLEGOMENO

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

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

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

perfil de intumescimento e liberagédo de farmacos.

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

liberagédo de metotrexato.

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

mesmo sistema.
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MOTIVACAO

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

danos provocados por estas doencas.

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

diversas doencas (2).

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

glicogénio (3).

Com intuito de reproduzir essas caracteristicas, as pesquisas nhas

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

farmacéutica.
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Capitulo 1
Reticulacdo de hidrogéis de gelatina/dextrana

através de reacdes de Diels-Alder.

1. Introducéo

1.1.Definicdo e classificacdo de hidroqgéis

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

liberacdo controlada de farmacos.

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

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

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

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

Quimica
(ligagdo covalente)

7\

. Fisi o
Hidrogel (12609) Fisica

(jungdes)

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

®)

1.2.Intumescimento

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

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

provocada pelo intumescimento (8).

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

presentes na estrutura do polimero (5,9).

AGrotar = AGeisstica T AGmistura- Equacéo 1.

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

1.3.Liberacdo controlada de farmacos

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

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

lipossomas, nanoparticulas poliméricas e hidrogéis.

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

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

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

da matriz.

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

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

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

Modelo Equacéo
Ord M kot

rdem zero — =
My °

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

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

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

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

Expoente difusional (n)

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

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

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

1.4.Reticulacao por reacoes click de Diels-Alder

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

29), entre outras.

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

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

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

um dos reagentes (32).

1.5.Gelatina e dextrana como biomateriais

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

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

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

LUMO
Dienéfilo
(r*)

HOMO
Dieno

(m)

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

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

>

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

liberacdo de moléculas bioativas (34).

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

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

1.6.Polimeros inteligentes

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

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

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

solubilidade, entre outras, como esquematizado na Figura 8.

1.6.1. pH

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

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

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

oxigenacao dos tecidos, por exemplo.

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

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

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

de insulina ao hidrogel.
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1.6.2. Redox

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

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

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

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

1.6.3. Enzimas

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

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

1.6.4. Temperatura

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

ou campo magneético ao sistema de liberacao.

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

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

a hidroximetilacrilamida, acrilamida ou vinilpirrolidona.

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

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

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

1.6.6. Campo Magnético

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

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

magnetizacdo do material.

1.7.Diclofenaco de potassio

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

mediador nas inflamacées e na dor.

Cl
0
NH 74
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Figura 11. Representacao da estrutura molecular do diclofenaco de potassio.
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2. Objetivos
O objetivo deste capitulo consiste na obtencao de hidrogel de gelatina e
dextrana modificada para usos em sistema de liberagdo controlada de farmaco

hidrofilico.
Os obijetivos especificos incluem:

e Modificagcdo da gelatina com anidrido maleico;

e Modificacdo da dextrana com acido furdico;

e Obtencédo de hidrogel através da reticulacéo por reacdes de Diels-
Alder;

e Estudo de intumescimento e liberacdo de diclofenaco de potassio

em diferentes fluidos.

3. Experimental

3.1.Reagentes utilizados:

Todos os reagentes utilizados na sintese dos precursores e hidrogéis
apresentam pureza analitica e compde a Tabela 3. Os reagentes foram
utilizados sem nenhum tratamento prévio para promover a purificacdo dos
mesmos, com excec¢do do dimetilsulféxido, cuja agua foi removida com

peneiras moleculares.

Tabela 3. Reagentes utilizados capitulo 1.

Reagentes Férmula Molecular Marca

4-Dimetilaminopiridina (DMAP) C7H10Nz2 Alfa Aesar
Acido furdico CsH403 Sigma

Anidrido maleico C4H203 Alfa Aesar
Dextrana (40kDa) CeH100s6 Sigma
Diclofenaco de Potassio (DFK) C14H10CI2NOK Sigma
Dimetilsulféxido (DMSO) C2HeOS Merck
Gelatina - Synth

N,N’-Diciclohexilcarbodiimida (DCC) CisH22N2 Sigma
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3.2.Modificacado da gelatina

Para obtencdo de hidrogéis reticulados através de reacdes de Diels-
Alder é necessario modificar a estrutura dos polimeros precursores com
reagentes que permitam a formacao de um aduto de Diels-Alder. Nesta etapa,
a gelatina foi modificada com o anidrido maleico, no qual 1,5 g de gelatina foi
dissolvida em 30,0 mL de DMSO anidro na temperatura de 60,0 °C em um
baldo de fundo redondo. Ap6s completa solubilizacdo, a solucao foi resfriada a
temperatura ambiente e 1,0 g de anidrido maleico foi adicionado ao baldo. O
sistema foi mantido sob agitacdo durante 3,0 horas. ApOs este periodo, a
gelatina modificada foi mantida sob aquecimento pelo periodo de 3,0 horas a
70,0°C. ApOs esta etapa a amostra foi dialisada em membrana com poros de
2kDa, durante dois dias contra agua. A amostra foi denominada G_MA.

3.3.Modificacdo da Dextrana

Para modificacdo da dextrana com &cido furdico foi necessério ativar os
reagentes separadamente. Em um erlenmeyer uma massa de 1,5 g de
dextrana foi adicionada em 15,0 mL de DMSO e, apdés completa dissolucéo, foi
adicionado 1,0 g de DMAP (8,9x10 mol). Em outro erlenmeyer, 1,0 g de &cido
furdico (8,9x10-® mol) foi dissolvido em 15,0 mL de DMSO e ativado com 1,8 g
de DCC (8,9x10° mol). Os dois sistemas foram mantidos sob agitacéo
magnética pelo periodo de 3,0 horas, a temperatura ambiente. Na sequéncia, a
solucéo contendo o acido furdico foi transferida para o erlenmeyer contendo
dextrana e o sistema foi mantido a temperatura ambiente, sob agitacao,
durante 48,0 horas. A dextrana foi precipitada em acetona gelada e separada
por centrifugacdo. A amostra foi dialisada contra agua durante dois dias para
remocao dos reagentes que nao foram ligados a estrutura da dextrana. A

amostra foi liofilizada e denominada Dex_AcF.

3.4.0btencao de hidrogel por reacdes de Diels — Alder

Para a reticulacdo dos hidrogéis por reacdes de Diels-Alder as amostram
G_MA e Dex_AcF foram misturadas em diferentes propor¢cbes conforme a

Tabela 4. As massas dos polimeros modificados foram solubilizadas em 300 pL
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de tampéo fosfato (pH 7,4), dispersas em vortex e sonicadas por 2 horas a
temperatura ambiente. Na sequéncia as amostras foram aquecidas a 65,0 °C
durante 48,0 horas em estufa e liofilizadas apds este periodo. O formato das
amostras corresponde a cilindros de 10,0 mm de diametro por 10,0 mm de

altura.

Tabela 4. Composicao dos hidrogéis em funcao do grau de substituicao.
Hidrogel Dex_AcF (mg) G_MA (mg)

H_DA 31 80 70
H_ DA 11 40 110
H_DA1:3 15 135

3.5.Caracterizacado:

3.5.1. Espectroscopia no infravermelho

Os espectros no infravermelho foram obtidos com o espectrofotémetro
de infravermelho com transformada de Fourier, da Perkin Elmer, Frontier. Para
coleta dos espectros foram realizadas 128 varreduras entre o intervalo 4000 a
550 cml. Os espectros foram obtidos pela técnica de reflectancia total

atenuada, utilizando cristal de seleneto de zinco.

3.5.2. Espectroscopia UV-Visivel

Os espectros Uv-Visivel foram obtidos por espectrofotbmetro da marca

Perkim Elmer, modelo Lambda 465.

3.5.3. Calorimetria exploratoria diferencial

O comportamento térmico das amostras foram avaliados por calorimetria
exploratéria diferencial em um equipamento TA, modelo Q100. Os testes foram
realizados entre 25,0 e 250,0 °C, com taxa de aquecimento de 10,0 °C min‘,

sob atmosfera de nitrogenio com fluxo de 50 cm? min-'.
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3.5.4. Ressonancia magnética nuclear H! e C13

Os espectros de ressonancia magnética nuclear H! das amostras de
gelatina e gelatina modificada foram obtidos em espectrometro Bruker Avance
600 MHz. As amostras (10 mg) foram solubilizadas em D20. A linha de
referéncia empregada na andlise foi de 4,79 ppm referente a D20. As amostras
de copolimero mPEG-co-PCL foram analisadas em espectrometro Bruker 300
MHz. As amostras (10 mg) foram solubilizadas em CDClIs, utilizando como

referéncia o pico do solvente em 7,29 ppm.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear C13 obtidos no estado
sélido foram obtidos em espectrometro Bruker Avance Il HD 400WB. As
amostras em po foram compactadas em cilindros de 4mm e firados em
velocidade de 10000 Hz, com tempo de contato de 2 ms. Foi utilizado o modelo
de Voigt para deconvolucao dos espectros.

3.5.5. Potencial zeta

O potencial Zeta (¢) foi medido em um aparelho Zetasizer Nano ZS,
marca Malvern. As amostras foram dispersas em solu¢do de NaCl 0,001 mol L
1. O potencial Zeta foi avaliado em intervalo de pH compreendido entre 2 e 12 e
utilizado como titulante solu¢des de HCI 0,001 mol L't e NaOH 0,001 mol L.

3.5.6. Diametro hidrodinamico

O diametro hidrodinamico das amostras foi determinado no equipamento
Zetasizer Nano ZS, marca Malvern, pela técnica de espalhamento de luz
dindmico. As amostras foram dispersas em agua destilada a uma temperatura
de 25° C.

3.5.7. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As imagens de microscopia eletronica de varredura foram obtidas em
microscopio JEOL, modelo JSM-7500F. Foi utilizado feixe de elétrons de 2 kV.

Foi utilizado o software ImageJ, versédo 1,45s para o tratamento das imagens.
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3.5.8. Reologia
As propriedades reologicas do hidrogel foram determinadas em redmetro

TA Instruments. O didametro dos pratos paralelo utilizado foi de 60 mm, com
distancia de 200 micrometros. A regido linear de viscoelasticidade foi
determinada entre a porcentagem de deformacéo de 0 e 1% Para determinar o
modulo elastico (G’) e modulo viscoso (G”) foi utilizada frequéncias de 100 a
700 rad s 1, nas temperaturas de 37 °C e 42 °C.

3.5.9. Cromatografia de permeacdo em gel

A distribuicdo de massa molecular do copolimero foi determinada em um
cromatografo de permeacdo em gel OMNISEC, da Malvern Instruments. Foi
utilizado os detectores de indice de refragdo Viscotek RImax (Malvern
Instruments) e de Uv/Vis Knauer, modelo UVD 2.1s.

As amostras de gelatina e dextrana, com e sem modificacdes, foram
diluidas em uma solucdo 0,1 mol L* de NaNOs e filtradas em membranas de
PTFE 0,45 pm. Foram utilizadas trés colunas cromatogréficas da marca
Shodex, modelo SB-806 HQ (SHOWA Denko, Toquio, Japdo), cuja
temperatura foi mantida constantemente a 40 °C. Foi utilizado fluxo de injecéo
de THF na razdo de 1,0 mg mL. A curva de calibragdo foi obtida a partir de
padrées de PEG, cujas massa moleculares estdo compreendidas entre 224000
e 195 g mol* (Varian Palo Alto, CA).

As de amostras do copolimero mPEG-co-PCL (10,0 mg) foram diluidas
em THF e filtradas em membranas de PTFE 0,45 um. Foram utilizadas trés
colunas cromatograficas da marca Shodex, modelo KF806M (SHOWA Denko,
Toquio, Japao), cuja temperatura foi mantida constantemente a 40 °C. Foi
utilizado fluxo de injecdo de THF na razdo de 1,0 mg mL'. A curva de
calibragéo foi obtida a partir de padrdes de PS, cujas massa moleculares estédo

compreendidas entre 1x108 e 1200 g mol* (Varian Palo Alto, CA).

3.5.10. Intumescimento

O grau de intumescimento foi determinado por gravimetria. A massa do

hidrogel seco (mo) foi pesada e imersa em agua, tampao fosfato (pH 7,4) ou
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acido cloridrico (pH 2,0). A porcentagem de &gua absorvida foi determinada
pelo aumento da massa (m:) do hidrogel em fungéo do tempo, que, antes da
pesagem, foi removido da solucédo e cuidadosamente seco para remocao de
excesso de agua. O intumescimento foi calculado de acordo com a Equacédo 3
(35).

Intumescimento = %xwo (%) Equago 3.
0

3.5.11. Liberacédo de Diclofenaco de potassio

O diclofenaco de potassio foi incorporado na amostra de hidrogel apés a
reacdo de reticulacdo. Apds a amostra ser liofilizada, 300 puL de uma solugéo
23,3 mg mL* de diclofenaco de potassio (aproximadamente 5% em relacdo a
massa de polimero) foi adicionada sobre o hidrogel, que permaneceu por 12
horas para absorcdo do farmaco. ApOs este periodo a amostra foi liofilizada
novamente para posterior teste de liberacdo. A eficiéncia de incorporacédo de
diclofenaco de potéssio pode ser considerada 100,00%.

A liberacdo do diclofenaco foi testada em diferentes meios: agua,
tampéo fosfato (pH 7,4) e simulado de fluido géstrico (pH 2,0). As amostras
foram dispersas em 20,0 mL de cada fluido e mantidas sob agitacdo de 200
rpm e a temperatura de 37,0 °C. Aliquotas de 1,0 mL foram removidas em
funcdo do tempo e sua concentracdo determinada por espectroscopia UV-Vis.
O mesmo valor de fluido foi reposto a solucao inicial e a liberacdo cumulativa
de diclofenaco de potéssio foi calculada de acordo com a Equagéo 4, no qual
Mprk corresponde a massa de diclofenaco de potassio presente no hidrogel, Vo
€ o volume total do meio de liberagédo (Vo=20,0 mL), Vi € o volume de aliquotas
removida no tempo t (Vi=1,00 mL) e Cn é a concentracdo de diclofenaco na

amostra (56).

n—1 ~.
Liberacio (%) = Vt21m Cit%otn 4100 Equacéo 4.
DFK
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4. Resultados e discussao

4.1.Modificacao e caracterizacdo da gelatina

A gelatina foi modificada com anidrido maleico para ancorar grupos
diendfilos sobre a cadeia polimérica. A modificacdo da gelatina pelo anidrido
maleico ocorreu em duas etapas. Na primeira etapa, 0S grupos aminas e/ou
hidroxilas da gelatina realizam ataque nucleofilico em um grupo carboxilico do
anidrido maleico, rompendo a ligacéo entre o oxigénio e a carbonila. Para evitar
a hidrdlise do anidrido maleico e aumentar o rendimento da reacao foi utilizado
DMSO anidro como solvente. Nesta etapa, foi observado mudanca na
coloracdo da solucdo de gelatina, passando de amarelo claro para um tom
marrom escuro. Entretanto, um anidrido ciclico pode ser obtido por
aguecimento e a segunda etapa consistiu em uma reagao de formacao do anel

de maleimida. O esquema de sintese pode ser observado na Figura 12.
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Figura 12. Modificagao da gelatina com anidrido maleico.
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A Figura 13 apresenta os espectros de 'H RMN das amostras de
gelatina e G_MA. A presenca do anel de maleimida é confirmado devido a
presenca do pico em 6,28 ppm. Observa-se que 0s picos da gelatina foram
mantidos apds sua modificacdo e que a etapa de ciclizacao foi eficiente devido
a auséncia de um duplo dubleto entre 6,0 e 6,6 ppm, referente aos protons da

dupla ligacdo do acido maleico.
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Figura 13. Espectros de *H RMN das amostras de gelatina (superior) e G_MA
(inferior)

O grau de substitui¢éo foi calculado com base nas areas dos prétons do
anel de maleimida e dos prétons da fenilalanina, identificados entre 7,1 e 7,4
ppm. A fenilalanina foi selecionada por se tratar do Unico aminoacido que
apresenta um grupo benzeno em sua estrutura, facilitando sua identificacdo no
espectro. A Equacao 5 foi utilizada para os calculos, no qual Ac corresponde a
area da fenilalanina, Ava a area da meleimida e a razéo 5/2 a relagdo de
prétons envolvidos na integracdo, de acordo com a equacdo proposta por

Elomaa et al (57). O valor calculado para o grau de substituicdo foi de 93,6%.
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Por outro lado, o sinal da fenilalanina corresponde a apenas 2% dos sinais

totais de gelatina e, portanto, o grau de substituicdo corresponde a 1,8%.

5A
GS ==H4 Equacéo 5.
2 Ag

Embora a amostra tenha sido exaustivamente dialisada, € possivel
confirmar a modificacdo da gelatina por *C RMN no estado sélido (58). A
heterogeneidade da matriz de gelatina dificulta a interpretacdo de todos os
picos no espectro Figura 14, mas foi possivel identificar carbonila e &acido
carboxilico em 173,96 ppm proveniente, principalmente, da glicina, uma vez
gue é o aminoacido mais abundante. O pico em 158,78 ppm corresponde ao
carbono Ce de arginina e 0s picos entre 127 e 138 ppm séo relativos aos
grupos aromaticos da fenilalanina (59). A regido alifdtica da gelatina,
compreendida entre 10 e 80 ppm, ndo é totalmente resolvida, porém observa-
se o deslocamento de alguns picos nesta regido (indicados por barras) que
confirmam a modificacéo da gelatina por uma ligagcdo covalente no espectro da
amostra G_MA. Além disso, é observado um ombro em 180,54 ppm na regido
da carbonila, que pode ser atribuido aos carbonos 1 e 4 da estrutura ciclica da
maleimida, enquanto que os carbonos 2 e 3 aparecem na mesma regiao dos
grupos aromaticos da fenilalanina, alterando os deslocamentos na amostra

modificada.

A insercdo dos grupos dienos na estrutura da gelatina ndo alterou
significativamente o tamanho das cadeias da gelatina. O perfil cromatografico
da amostra de G e G_MA pode ser observado na Figura 15. Avaliando o
resultado com base no detector de indice de refracéo, € observado uma unica
populacdo para a amostra de gelatina, com um pequeno ombro com tempo de
retencdo em 28,9 mL. Entretanto, apds a adicdo dos grupos dienos, este ombro
€ suprimido e € observado um pequeno aumento das massas moleculares,
conforme indicado na Tabela 5. Os resultados obtidos por GPC também
permitiram confirmar a modificacdo da gelatina. Quando o perfil cromatogréafico
€ monitorado pelo detector de UV/Vis em comprimento de onda em 300 nm, &

observado baixo sinal para a amostra de Gelatina. Apos modificacdo o sinal
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aumenta consideravelmente na mesma faixa de volume de retencéo, indicando
a presenca do anel de maleimida na superficie da amostra G_MA. A presenca
e/ou auséncia dos ombros observados pelo detector de UV/Vis nas amostras
ndo foi elucidada devido a complexidade da matriz de gelatina, uma vez que a
sequéncia de aminodcidos pode ter conjugacdo alterada de acordo com a
posicdo do grupo maleimida enxertado na cadeia da gelatina, aumentando ou

diminuindo a intensidade de absorcdo em 300 nm.

A modificacdo da gelatina também foi avaliada por curvas de potencial
Zeta em funcéo do pH. A gelatina utilizada no estudo é proveniente de hidrélise
basica, ou seja, gelatina do tipo B, cujo ponto isoelétrico foi obtido em pH igual
a 5,05, conforme observado na Figura 16. Durante a etapa de modificacédo
podemos inferir que 0s grupos amino da gelatina participam da reagcédo com o
anidrido maleico, deslocando o ponto isoelétrico em pH igual a 4,36. Isto
porque 0s grupos amino disponiveis na superficie da amostra sdo substituidos
por grupos ndo protonaveis, deslocando o ponto isoelétrico para valores

inferiores aos da gelatina sem modificag&o.

Gly

Arg Phe \
it

210 190 170 150 130 110 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O
ppm

Figura 14. Espectros *C RMN no estado sélido para amostra de gelatina
(superior) e gelatina modificada (inferior).
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Figura 15. Cromatogramas das amostras de gelatinas e gelatina modificada.
Comprimento de onda utilizado pelo detector de UV/Vis 300 nm.

Tabela 5. Distribuicdo das massas molares das amostras de gelatina e gelatina
modificada obtida por GPC.

20

Amostra Mn (g molt) Mw (g mol?t) Mw/Mn

G 29500 81600 2,76

G_MA 30400 118200 3,89

15F

10

Potencial Zeta (mV)

-10F

-15
1

Figura 16. Curva de titulacdo de potencial zeta para amostra de gelatina e

gelatina modificada.
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O comportamento térmico da amostra de gelatina e gelatina modificada
foi analisado por DSC conforme pode ser observado na Figura 17. A Figura 17
(A) corresponde a primeira varredura do experimento e sdo observados trés
picos caracteristicos na amostra de gelatina. Estes apresentam transi¢do
endotérmica, no qual o pico em 88°C é atribuido a mobilidade de franjas
amorfas, em 121°C corresponde a fusédo de zonas de juncéo cristalina e o pico
em 234°C é referente a transicdo da estrutura com hélices para estruturas
randémicas (60,61). No entanto, para a amostra G_MA, o pico referente a
formacéo da tripla hélice é observado com menor intensidade, isto é, os grupos
maleimida incorporados na estrutura da gelatina também estdo ligados na
sequéncia glicina-prolina-hidroxiprolina, responsaveis pela formacdo da tripla
hélice através de ligacdes de hidrogénio entre as cadeias de gelatina. Foi
observado que apdés a etapa de modificacdo da gelatina, a amostra ndo

gelificou apos resfriamento.

A variacdo da temperatura permite que as cadeias da gelatina se
associem novamente para formar estruturas similares a inicial a medida que a
solucao é resfriada abaixo de sua temperatura de transicdo. Este fenbmeno é
muito semelhante a cristalizacdo de polimeros sintéticos, no qual é verificado a
renaturacdo da estrutura de tripla hélice, modificando seu comportamento de
fusdo. Quando a gelatina é resfriada e reaquecida préximo a sua temperatura
de transicdo vitrea, é observado variacdo de entalpia, cujo valor diminui em
direcdo ao equilibrio. Portanto, a area sob este pico endotérmico na Tg pode
ser usada para quantificar a extensdo do relaxamento da entalpia (62). A
Figura 17 (B) é referente a segunda varredura do experimento, na qual é
possivel observar o fendbmeno supracitado onde, apos resfriamento rapido, as
transicdes endotérmicas sdo suprimidas devido a falta de arranjo das
estruturas da gelatina. A transi¢do vitrea obtida na segunda varredura aumenta
de 206 °C para 225 °C com a modificacdo da gelatina. Este aumento deve
estar relacionado a interacbes entre as cadeias da gelatina com 0s grupos
maleimida. Embora a formacao da tripla hélice ndo tenha sido observada apés
modificacdo, a presenca dos grupos maleimida desloca a transicdo vitrea para

temperaturas mais altas.
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Figura 17. Termograma de calorimetria exploratéria diferencial da amostra de
gelatina e gelatina modificada. (A) primeira e (B) segunda varredura.

4.2 .Modificacao e caracterizacdo da dextrana

A modificacdo da dextrana ocorreu pelo enxerto de um dieno sobre a
estrutura do polissacarideo através da reacdo com o acido furdico. A dextrana
foi ativada pelo catalisador DMAP. O DMAP é uma base de Lewis que atua na
polarizagdo dos grupos hidroxilas da dextrana, permitindo que a carbonila do
acido furdico seja submetida ao ataque nucleofilico pelo grupo hidroxilico da
dextrana. Entre diversas rotas de sintese relatadas na literatura para
modificacdo de polissacarideos, as reacfes catalisadas com carbodiimidas
permitem a formacao de ligacdes de ésteres através de reacbes com acido
carboxilico. A reacdo entre um &cido carboxilico e uma carbodiimidas tem
como produto intermediario a o-acilisouréia. Em meio aquoso este
intermediario é instavel e pode sofrer hidrolise ndo formando ésteres. A
formacdo de éster ocorre quando o intermediario o-acilisouréia reage
diretamente com uma hidroxila, também produzindo uréia como produto
secundario. Um intermediario mais estavel em agua pode ser obtido a partir da
reagdo entre o-acilisouréia com N-hidroxisuccinamida, o produto da reacdo
deste intermediario com hidroxilas € uma ligacdo éster, conforme esquema da
Figura 18. Para evitar a hidrolise foi utilizada a N,N’-Diciclohexilcarbodiimida
(DCC), carbodiimida soliuvel em DMSO. O esquema de sintese entre a

dextrana e o &cido furéico pode ser observado na Figura 19.
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Figura 18. Esquema da reagdo para obtencdo de ésteres utilizando
carbodiimida como catalisador. (1) Hidrélise do intermediario o-acilisouréia, (2) Reacdo
direta com hidréoxidos e (3) formacgdo de intermediario mais estavel através de reagéo
com N-hidroxisuccinamida.
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Figura 19. Esquema da reacao de modificagdo da dextrana com &cido furdico.

Os espectros de RMN de 'H apresentados na Figura 20 séo referentes a
amostra de dextrana e dextrana modificada. O pico de D20 correspondente ao
solvente estd deslocado em 4,69 ppm. Os picos entre 3,10 — 5,20 ppm
correspondem a estrutura da dextrana, sendo o préton anomérico
correspondente ao deslocamento em 4,98 ppm e a ligaggo a — 14
caracteristica entre as unidades glicosideas da dextrana correspondentes aos
picos compreendidos entre 4,8 — 5,2 ppm. A amostra modificada apresentou
picos em 6,64 ppm, 7,26 ppm e 7,72 ppm caracteristicos da presenca dos
protons do &cido furdico, confirmando a modificacdo do polimero. O grau de
substituicdo foi estimado de acordo com a Equacdo 6, na qual Aacr
corresponde a area dos protons do acido furdico, Apex corresponde a area do

préton anomeérico da dextrana e a razéo 1/3 a relacdo de prétons envolvidos na
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integracdo. O grau de substituicdo calculado para a amostra Dex_AcF foi de
25%.

14
GS = —4<& Equacéo 6.
3 ADex
Dex
Hyo—or
.............D D
Dex_AcF 1|/ . (1)
OH 2!'#"%4 D20
OH e
(2) (@ 3)
— M A I

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0
ppm

Figura 20. Espectros de 'H RMN das amostras de dextrana (superior) e
dextrana modificada (inferior).

Assim como realizado para a gelatina, a dextrana modificada foi
exaustivamente dialisada para remocdo do &cido furéico ndo ligado ao
esqueleto do polissacarideo. A comparacao entre os espectros de RMN de 3C
da amostra modificada e sem modificacdo é apresentada na Figura 21. O
carbono anomérico (C1) pode ser observado pelo pico em 98,09 ppm. Os
carbonos C2 a C5 apresentam um pico em 72,15 ppm e estao ligados a uma
hidroxila. O carbono C6 corresponde ao grupo -CH: é identificado pelo pico em
65,46 ppm (63). Os sinais do acido furdico foram ampliados no espectro da
amostra modificada. O C7 corresponde ao atomo de carbono da carbonila em

168,72 ppm. O grupo furano, no qual os sinais em 149 e 143 ppm
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correspondem aos carbonos C11 e C8, respectivamente, e os sinais de C9 e
C10 sédo observados em 120 e 113 ppm. O deslocamento dos sinais dos
carbonos da dextrana € um indicativo de sua modificacdo. Nenhum
deslocamento foi observado sobre o carbono anomérico, entretanto a
deconvolucdo do sinal ente 74 e 65 ppm, conforme pode ser observado na
Figura 22, resulta em pequenos deslocamentos. Os maiores deslocamentos
observados sao referentes ao C5 e C6, cujos atomos de carbono ndo possuem
hidroxilas ligadas diretamente. Possivelmente estes deslocamentos estdo
relacionados a deformacéo estrutural da unidade glicosidica. A intensidade do
sinal do C3 é mantido apos a modificacdo, enquanto que as intensidades do C2
e C4 diminuem consideravelmente. Embora sejam necessarios estudos mais
aprofundados, as hidroxilas ligadas aos C2 e C4 é que atuam no ataque

nucleofilico durante a reacdo como o acido furéico.

C2-5

c11 o
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200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40
ppm

Figura 21. Espectros *C RMN no estado soélido para amostra de dextrana
(superior) e dextrana modificada (inferior).



Dex Dex_AcF
\ ——(C3-7258 N\ —C3-72,61
\ C2-74,39 / ! C2-74,33
/ \ ——C5-7057 \ ——C5-70,66
J C4-71,12 \ C4-71,10
/ ——C6- 66,32 / ——C6-66,13
Fitting Fitting

T T T J
70 65 80 55

ppm

r T T
85 80 75

57

Figura 22. Deconvolugdo dos espectros *C RMN no estado sélido para

amostra de dextrana (esquerda) e dextrana modificada (direita).

O perfil cromatografico e os valores de massa molecular para a amostra

de dextrana e dextrana modificada podem ser observados, respectivamente, na

Figura 23 e Tabela 6. A insercdo do acido furdico n&o alterou o tamanho da

cadeia da dextrana e a andlise dos resultados pelo detector UV/Vis nédo

permitiu identificar nenhuma influéncia do acido furdico sobre a estrutura do

polissacarideo.
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Figura 23. Cromatogramas das amostras de dextrana e dextrana modificada.

Comprimento de onda utilizado pelo detector de UV/Vis 300 nm.
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Tabela 6. Distribuicdo das massas molares das amostras de dextrana e
dextrana modificada obtida por GPC

Amostras  Mn (g mol?) Mw (g mol?) Mw/Mn

Dex 27600 28100 1,02

Dex_AcF 15600 29400 1,88

4.3.0btencdo e caracterizacdo dos hidrogéis reticulados via reacoes
de Diels-Alder

A gelatina é uma proteina com capacidade de formar um gel elastico em

temperatura ambiente. O processo de gelificacdo estad relacionado com a
sequéncia de aminoacido da cadeia de gelatina e a formacéo de tripla hélice
em sua estrutura. Em temperatura elevada, a tripla hélice de aminoacidos é
desnaturada e a conformacdo da gelatina assume uma forma randémica. A
medida que a gelatina é resfriada, um processo de renaturacdo ocorre
permitindo que as hélices da estrutura interajam formando zonas de juncdo em
funcéo de ligacdes de hidrogénio e forgas atrativas de van der Waals (64,65). A
reticulacdo da gelatina com ligacdes covalentes permite alterar a temperatura
na qual ocorre a transicdo sol gel, isto é, um aumento progressivo da
viscosidade e o aparecimento de elasticidade. Assim, a gelatina foi modificada
para que a reticulacdo ocorresse por reacgoes click de Diels-Alder. A reacéo de
Diels-Alder corresponde a uma cicloadicdo extremamente seletiva entre um
dieno e um diendfilo na auséncia de catalisadores. Na formacdo do aduto de
Diels-Alder ndo é produzido nenhum subproduto e a reacdo é acelerada em
agua devido ao aumento de efeitos hidrofébicos (21,26). Para uma reacgao
tipica, a cicloadicdo envolve um dieno conjugado rico em elétrons, tal como o
acido furdico, e um dieno pobre em elétrons, como o anel de maleimida, para
formar um derivado de ciclohexano, como pode ser observado no esquema da

Figura 24.

A reacgdo de formacgéao do aduto de Diels-Alder foi monitorada em fungéo
do tempo por espectroscopia UV/Vis. Uma solucdo de G_MA foi transferida
para uma cubeta a uma temperatura de 65 °C e um espectro foi obtido como
tempo zero. Na sequéncia, foi adicionado uma solucdo de Dex AcF em

concentracdes de acordo com as propor¢coes avaliadas e os espectros
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Figura 24. Esquema da formacdo da reacdo de Diels-Alder a partir dos polimeros
modificados.

registrados a cada 5 minutos durante o periodo de 5 horas. A formacédo do

hidrogel pode ser acompanhada

pelo decréscimo do sinal em 300 nm de acordo com Gandini et al (66). Nesta
regido € possivel observar a perda da conjugacéo entre os grupos carbonilas
(Tm* C=0) e da dupla ligacéo (1r m* C=C) correspondentes ao anel de maleimida
(67) que estdo envolvidas na formacédo do aduto de Diels-Alder & medida que a
reacao de reticulagéo ocorre. Entretanto, os espectros obtidos ndo possuem a
caracteristica de uma banda de absorcdo em 300 nm e este resultado pode ser
interpretado em funcédo de espalhamento de luz, isto €, a medida com que o
hidrogel é formado em funcdo do tempo sado criados nucleos do hidrogel que
espalham maior intensidade de luz com o crescimento de sua rede
tridimensional polimérica, diminuindo, portanto, sua absor¢cdo neste
comprimento de onda. A Figura 25 apresenta como exemplo 0s espectros de
Uv/Vis das amostras H_DA 1:1. A amostra H_DA 1:1 foi selecionada pois
corresponde as quantidades estequiométricas, em funcdo do grau de
substituicdo, de G_MA e Dex AcF. As quantidades estequiométricas
correspondem a presenca dos grupos dienos e diendfilo presente em cada um
dos polimeros modificados. Este valor foi obtido pela razdo entre o grau de
substituicdo dos grupos enxertados e a massa molecular de cada um dos
polimeros modificados. O perfil da supressao do sinal em 300 nm em funcao do
tempo para as trés composicdes do hidrogel estudado pode ser observado na
Figura 26(A). O aumento da absorc¢do inicial € devido a presenca de maior
proporcao de G_MA na composicdo do hidrogel variando a velocidade com que

cada amostra é reticulada De acordo com a literatura (68), a cinética da reacéo
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de Diels Alder € descrita como uma rea¢ao de segunda ordem, com constante
de velocidade no valor médio de 3,86x103+0,81 L pmol?! h! para as amostras
de H DA 1:1 e H_DA 1:3, sendo a amostra estequiométrica a que apresentou
melhor correlacédo (R? 0,999), conforme a Figura 26 (B). O ajuste da curva da
amostra H_DA 3:1 para reacao de segunda ordem apresentou correlagdo muito

inferior (0,944), ndo sendo possivel calcular sua constante de velocidade.
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Figura 25. Espectros de UV/Vis da amostra H_DA 1:1 mostrando o avanc¢o da
formacéo do hidrogel reticulados por Diels-Alder
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Figura 26. (A) Perfil do consumo do grupo diendfilo durante a reacdo de Diels - Alder e
(B) gréfico de cinética 22 ordem para reagéo de Diels — Alder.
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As amostras de hidrogel também foram analisadas por microscopia
eletrbnica de varredura com intuito de avaliar a porosidade dos materiais
obtidos. A estrutura porosa é formada apos secagem do hidrogel, onde o
espaco vazio formado era antes ocupado por moléculas de solvente. O
tamanho do poro, bem como sua distribuicdo e interconectividade afetam a
difusdo de moléculas bioativa quando o material é aplicado em liberacdo
controlada ou em engenharia de tecidos (69). A Figura 27 apresenta as
micrografias e a distribuicdo dos poros das amostras analisadas. A amostra
H DA 1.3 ndo apresentou elevada interconectividade entre seus poros,
apresentando pocos com diametro meédio de 31,0+0,9 um. A amostra H_DA 3:1
também nao apresentou interconectividade entre os poros, entretanto o
didmetro médio de poro obtido foi de 6,5+0,4 um, valor mais proximo a amostra
H_DA 1:1, cujo valor foi de 7,9+2,7 um. E esperado reducdo no tamanho dos
poros com o0 aumento de reticulacdo dos hidrogéis, conforme observado para a
amostra obtida em quantidades equimolares de reagentes de Diels-Alder.
Quando utilizado excesso de dextrana ou gelatina modificada, a
homogeneidade na distribuicdo dos poros por imagem foi reduzida, alterando a
morfologia na superficie dos hidrogéis.

Embora a formacdo do aduto tenha sido confirmada para as trés
composices obtidas, as razbes estequiométricas utilizadas resultaram em
hidrogéis com propriedades distintas, principalmente em relacdo a sua
capacidade de intumescimento. Visando aplicacdes biomédicas, o controle do
intumescimento da matriz de hidrogel pode predizer o comportamento da
liberacdo de farmacos em diferentes meios fisiolégicos. O intumescimento do
hidrogel ocorre quando a matriz polimérica entra em contato com um solvente
termodinamicamente compativel. Inicialmente, as moléculas do solvente
penetram a superficie porosa do hidrogel, hidratando os sitios mais hidrofilicos,
sendo denominado como agua de ligacédo primaria. A medida que o hidrogel
comeca a intumescer, as moléculas do solvente comecam a interagir com 0s
grupos mais hidrofobicos (dgua de ligagcdo secundaria), sendo a soma das
hidratacdes primarias e secundarias denominada como &gua total. Uma vez
gue todos os sitios foram hidratados, mais moléculas do solvente sédo
absorvidas pelo hidrogel devido a uma diferenca de pressdo osmotica gerada

pela rede polimérica. O intumescimento atinge seu estado de equilibrio quando
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forcas contrarias & pressao osmatica proveniente de ligacdes covalentes ou
eletrostaticas, por exemplo, impedem a expansédo entre as cadeias poliméricas
(4,9). A Figura 28 apresenta o perfil de intumescimento dos hidrogéis
reticulados em diferentes razbes estequiométricas. A amostra H_DA 1:1 foi a
que apresentou maior capacidade de intumescimento, atingindo o equilibrio de

340% em cinco horas. O grau de reticulacdo € o fator mais importante que
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Figura 27. Microscopia eletrbnica de varredura das amostras de hidrogel.
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afeta o intumescimento do hidrogel (9) e esta amostra, obtida em condi¢des
equimolares dos reagentes de Diels -Alder, é a que, possivelmente, apresenta
mais pontos de reticulacdo em relacdo as demais amostras. A amostra H_DA
3:1 foi a que apresentou 0 menor grau de intumescimento, aproximadamente
de 50%. A dextrana é um polimero muito hidrofilico que permite rapida
absorcéo de aguas primarias, diminuindo o periodo para se atingir equilibrio do
intumescimento. Apos quatro horas de monitoramento a estrutura do hidrogel
foi perdida e a amostra dissolvida. Polimeros hidrofilicos apresentam maior
intumescimento devido a facilidade de polarizacdo com moléculas de agua,
entretanto a menor reticulagcdo permitida nesta composicdo deve ter resultado
em cadeias livres de dextrana. Comportamento similar foi obtido para a
amostra H_DA 1:3, entretanto o valor do grau de intumescimento antes do
colapso foi de 240%. Neste caso, a gelatina € o componente majoritario e
apresenta diversos grupos capazes de interagir eletrostaticamente com entre si
e com a dextrana, criando pontos de reticulacdo de origem eletrostatica e mais

fraco em relacdo a amostra H_DA 1:1 (70).
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Figura 28. Perfil de intumescimento dos hidrogéis em agua.
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Em decorréncia da baixa capacidade de intumescimento e da
microestrutura apresentada pelos hidrogéis obtidos fora da razéo
estequiométrica, a amostra H_DA 1:1 foi selecionada para dar sequéncia ao
estudo, a qual foi submetida a testes reoldgicos para caracterizar suas
propriedades.

Primeiramente o hidrogel de gelatina ndo modificada foi submetido a um
teste no qual varreu-se a porcentagem de deformacao para determinar a regiao
linear de viscoelasticidade do material, isto €, regido onde os valores de G’ e
G” séo independentes da tens&o aplicada. A analise da Figura 29 indica que na
regido linear compreendida entre 0,1 e 1,0% de deformacdo ndo ha distorcbes
estruturais do hidrogel. Fixando a deformacdo em 0,1%, foi aplicado teste de
frequéncia sobre o hidrogel de gelatina ndo modificada e a amostra H_DA 1:1,
conforme pode ser observado na Figura 30. O modulo elastico (G’) para as
amostras é linear para frequéncias compreendidas entre 100 — 600 rad s™.
Quando a amostra H_ DA 1:1 é comparada com a amostra de gelatina a
temperatura de 37 °C, o valor de G’ é, aproximadamente, superior ao de G” em
quase duas ordens de grandeza, indicando que o hidrogel foi reticulado
quimicamente (71,72). O hidrogel reticulado quimicamente € mais rigido e a
forca necessaria para romper uma ligacdo quimica € superior a um hidrogel
baseado em interacOes fracas e ligacbes de hidrogénio. Enquanto a gelatina
sem modificacdo apresenta médulo de armazenamento comparavel ao de
tecidos como o cérebro e nervos (102 — 102 Pa), o hidrogel apds sua reticulagdo
via reacdes de Diels-Alder atinge valores préximo aos de tecidos como figado,
gorduras, glandulas mamarias e muasculo no estado relaxado, superior em
ordem de grandeza dos valores obtidos para a gelatina, permitindo seu uso em
engenharia de tecidos (73).

A mesma propriedade reologica da amostra H_DA 1:1 foi avaliada nas
temperaturas de 37 °C e 42 °C. Observou que o modulo G” é superior ao
modulo G’ em toda a faixa de varredura a 42 °C, ou seja, as caracteristicas
elasticas do hidrogel sdo suprimidas e o material tornou-se um liquido viscoso.

O carater termorresponsivo do hidrogel pode ser observado a partir
deste comportamento reoldgico. A 37 °C o hidrogel apresenta estrutura
definida, enquanto que a 42 °C as ligacdes de hidrogénio e interacdo do tipo

van der Waals sdo rompidas e a interacdo entre as cadeias poliméricas de
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dextrana e gelatina sédo afastadas, o tornando um liquido viscoso. Embora a
ligacdo covalente da reticulacdo de Diels-Alder esteja presente na amostra,
estas ndo sao suficientes para manter a estrutura de hidrogel. A fotografia da

Figura 31 apresenta a variagcdo gel — sol com o aumento da temperatura
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Figura 29. Varredura de deformacéo para hidrogel de gelatina
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Figura 30. Varredura de frequéncia para gelatina e hidrogel de gelatina
reticulado por reacdes de Diels — Alder. G’ — simbolo fechado. G” — simbolo aberto.
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Figura 31. Efeito da temperatura na transi¢éo sol — gel

Apesar da diferenca de temperatura ser de apenas 5 °C, estes valores
s&o desejaveis visando aplicagcdes em biomedicina. A 37 °C o hidrogel obtido
pode ser empregado em engenharia de tecido pois sua estrutura mantém-se
estavel a temperatura do corpo humano. O tecido quando é acometido por
alguma patologia reage com aumento de temperatura. Aumento moderado de
temperatura (entre 41 e 46 °C) resulta em sérios prejuizos a varios
componentes celulares, tais como membrana, citoesqueleto, sintese de
macromoléculas ou ainda reparos na fita do DNA, causando degradacédo
celular e, consequentemente, apoptose destas células. Por encontrar-se no
estado sol a 42 °C, a amostra H_DA 1:1 pode ter seu farmaco facilmente
liberado nestas temperaturas em funcdo da mudanca conformacional do
hidrogel, causado por efeitos endégenos ou exdgenos (53,74).

O intumescimento do hidrogel foi avaliado em diferentes meios, tais
como agua, tampao fosfato (PBS) e em solucdo de acido cloridrico (pH 2),
simulando os fluidos gastricos estomacais (GFS). O perfil de intumescimento
foi similar para todos os meios estudados, no entanto o equilibrio foi
estabelecido em porcentagens diferentes, conforme pode ser observado na
Figura 32. A capacidade de intumescimento do hidrogel em agua foi de 377%,
enquanto que em PBS e GFS foi de 458% e 641%, respectivamente. Este
comportamento pode ser explicado em funcdo das cargas na superficie da
gelatina, quando comparamos os resultados de intumescimento com a curva
de titulacdo de potencial Zeta apresentada na Figura 16. No ponto isoelétrico a
gelatina modificada apresenta sua menor capacidade de intumescimento e isto
esta relacionado a perda de ligacéo de hidrogénio entre as cadeias poliméricas.

Abaixo do ponto isoelétrico os grupos aminas da estrutura da gelatina estdo
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Figura 32. Equilibrio de intumescimento de hidrogel em varios fluidos

protonados e a repulséo entre as cadeias do gel sdo maiores, justificando o
maior intumescimento para a amostra absorvida com GFS. No caso do hidrogel
intumescido com PBS, a amostra encontra-se acima do seu ponto isoelétrico e
os grupos carboxilicos desprotonados sdo responsaveis pela repulsédo entre as
cadeias (33,75). O fato do intumescimento em PBS ser menor pode ser
decorrente do seu menor valor de potencial zeta, quando comparado 0s
potenciais em cada faixa de pH.

O mecanismo de intumescimento dos hidrogéis foi estudado a partir da
absorcao de fluidos proposta por Peppas et al (12). A fracdo (F) de solvente
absorvido pelo hidrogel em funcéo do tempo pode ser descrita pela Equacéo 7,
na qual m¢ corresponde a massa do hidrogel no tempo t, mo corresponde a
massa do hidrogel seco e me a massa do hidrogel intumescido no equilibrio. A
constante k é referente a velocidade de intumescimento, enquanto o expoente
n descreve 0 mecanismo de intumescimento de acordo com a forma
geométrica do hidrogel, conforme os valores apresentados na Tabela 2.

my—my

F = = kt" Equacao?

Mme—my

logF = logk + nlogt Equacéo 8
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A equacao 7 pode ser linearizada aplicando as propriedades logaritmicas em
ambos os lados da equacéao, de forma que o expoente n pode ser obtido pelo
coeficiente angular da reta e a constante de velocidade pela poténcia do
coeficiente linear, conforme indicado na Equacao 8. Os gréficos de log de F em
funcdo de log do tempo sdo apresentados na Figura 33 e os valores obtidos
pela linearizacdo podem ser observados na Tabela 7. Embora os liquidos
utilizados modifiguem a capacidade de absorcdo do hidrogel, o0 mecanismo de
intumescimento € o mesmo para todas as amostras analisadas. Os valores de
expoente n estdo compreendidos na faixa correspondente ao mecanismo de
transporte anémalo. Neste tipo de mecanismo é observado transporte de
solvente decorrente de processos difusionais provocado por diferenca de
pressao osmotica, bem como processos de relaxacdo das cadeias poliméricas
gue compde o hidrogel (12). Os valores da constante de velocidade calculado
estdo proximos para os fluidos analisados, indicando que atingem equilibrio de

intumescimento de forma equivalente.

0,0 |

-0,2 |

04 F

log F

-0,8

10 F

log t (min)

Figura 33. Curva bi-logaritmica da fracdo de solucdo absorvida em funcédo do
tempo para diversos fluidos.
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Tabela 7. Parametros obtidos da curva cinética de intumescimento dos
hidrogéis.

Amostra n k (min1) R

Agua 0,46 0,067 0,998
PBS 0,50 0,047 0,997

GFS 0,50 0,047 0,998

4.4.Liberacdo de diclofenaco de potassio da matriz de hidrogel

A espectroscopia UV-Vis foi utilizada para quantificar a concentracéo de
diclofenaco de potassio no estudo de liberacdo do farmaco hidrofilico no
hidrogel. O espectro de absorcédo obtido (Figura 34) apresenta uma Unica
banda caracteristica em 276 nm. A direita da Figura 34 apresenta a curva
analitica obtida a partir de concentracdes conhecidas de diclofenaco de
potassio, resultando em uma reta cujo valor de absortividade molar obtido foi

de 0,0049 L pmol* cm, com coeficiente de correlagédo linear de 0,9996.
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Figura 34. Espectro Uv/Vis do farmaco diclofenaco de potéssio(esquerda) e
curva analitica da amostra obtida em PBS (PBS).

O perfil de liberagéo de diclofenaco de potassio foi monitorado em agua,
tampdao fosfato e simulado de fluido gastrico a fim de comprar os resultados
com o estudo de intumescimento dos hidrogéis. A Figura 35 apresenta a
porcentagem de diclofenaco liberado em funcéo do tempo. E possivel observar

gue o comportamento foi similar nos primeiros 30 minutos de monitoramento
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Figura 35. Perfil de liberacdo de diclofenaco de potassio em diferentes meios
de dissolugao.

para todos o0s meios estudados. Neste periodo inicial foi liberado
aproximadamente 30,0% do farmaco presente no hidrogel, o que a literatura
relata como burst effect. Este efeito corresponde a uma elevada taxa de
liberacdo, mas ainda ndo é totalmente compreendido, podendo estar
relacionado com alta concentracdo de farmaco na superficie da matriz de
hidrogel e com a geometria do sistema de liberacéo (76,77). Apos este periodo,
o perfil da curva é alterado para cada meio de dissolu¢éo utilizado e a liberacéo
total de diclofenaco de potassio é atingida em tempos distintos. A liberacdo foi
mais lenta quando a matriz de hidrogel foi testada em &gua, atingindo o
méaximo de liberacdo apds seis horas do inicio do monitoramento. Quando
utilizado PBS como meio, a liberagéo foi completa apds cinco horas de analise
e, ao utilizar o GFS como meio de liberacéo, o tempo para se atingir o maximo
de diclofenaco liberado foi reduzido para trés horas. Este comportamento pode
estar relacionado a capacidade de intumescimento do hidrogel. O GFS foi o
meio no qual o equilibrio de intumescimento foi superior a0 demais meios
estudados e que teve sua liberagdo alcancada mais rapidamente. Isto por que
a concentracdo do farmaco no interior da matriz de hidrogel e no meio de
solucdo tem seu equilibrio alcancado mais rapidamente a medida que mais

fluido é absorvido pelo material, favorecendo uma liberagéo rapida. Observa-se
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que o diclofenaco de potassio é um farmaco solivel em 4gua e que sua
interacdo como a matriz de hidrogel ndo é forte, uma vez que todo o farmaco

foi liberado para o meio avaliado.

A Figura 36 apresenta a curva de cinética da fracdo diclofenaco de
potassio liberado utilizando o modelo de Kosmeyer-Peppas e a Tabela 8
resume 0s parametros extraidos da linearizacdo das curvas de liberacdo. A
linearizacdo foi mantida por toda a faixa de liberacdo, apresentando excelente
coeficiente de correlagdo para todas as amostras. A alta solubilidade do
diclofenaco em agua pode ser observada a partir dos valores de constante de
velocidade de liberacdo obtidos. As constantes obtidas nesta etapa sao
superiores aos valores observados para o intumescimento do hidrogel em até
3,5 vezes, uma vez que o farmaco € dissolvido no momento da solvatacdo dos
sitios hidrofilicos do hidrogel. O mecanismo de liberag&o do diclofenaco sobre a
matriz de hidrogel segue a lei de difusdo de Fick, uma vez que o valor do
expoente n obtido (aproximadamente 0,36) para todos 0os meios esta abaixo do
limite proposto por Peppas et al (12). Embora o intumescimento prevé difuséo e
relaxacdo das cadeias poliméricas do hidrogel, a liberacdo rapida do

diclofenaco ndo é governada por estes processos de relaxacéo.

log F
=)
S
T
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Figura 36. Curva bi-logaritmica da fracdo de diclofenaco liberado em funcéo do
tempo para diversos fluidos.
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Tabela 8. Parametros obtidos da curva cinética de liberacéo de diclofenaco dos
hidrogéis.

Amostra n k (min1) R?
Agua 0,36 0,106 0,996
PBS 0,36 0,138 0,997
GFS 0,35 0,169 0,996

5. Conclusdes parciais

A insercao de grupos dienos e diendfilo sobre as estruturas poliméricas
de gelatina e dextrana foi realizada através da modificacdo por anidrido maleico
e acido furdico, respectivamente. Com a presenca destes grupos foi possivel
reticular quimicamente os hidrogéis por reagfes de Diels-Alder. Foram obtidos
hidrogéis com diferentes raz6es molares de grupos dienos e diendfilo,
entretanto o que apresentou melhor capacidade de intumescimento foi
empregando quantidades equimolares dos reagentes de Diels-Alder. O perfil de
intumescimento e 0 mecanismo cinético foram estudados em agua, tampéo
fosfato e simulado de fluido gastrico. O simulado de fluido gastrico foi o meio de
dissolucdo que resultou em maior intumescimento do hidrogel, devido as
repulsées provocadas pelo grupo aminas protonados na estrutura de gelatina,
entretanto o mecanismo de transporte anémalo foi observado para todas as
solucBes estudadas. O diclofenaco de potéssio foi utilizado como modelo de
farmaco hidrofilico para conducdo dos estudos de liberacdo. A liberacdo de
diclofenaco segue o mecanismo de difusdo Fickiana para os mesmos meios
estudados no intumescimento. A liberagdo mais lenta foi observada quando
agua foi utilizada como meio de dissolugdo do farmaco, no qual apos seis
horas de monitoramento foi alcancada sua liberacdo maxima de diclofenaco de

potassio.
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Capitulo 2
Nanoparticulas de mPEG-co-PCL para liberacao

controlada de Metotrexato

1. Introducéo
1.1. Farmacos hidrofébicos

A descoberta de novas moléculas com atividade bioldgica € crescente
nas Ultimas décadas. No entanto, a maioria destas moléculas apresentam
baixa solubilidade em ambientes hidrofilicos como o corpo humano,
inviabilizando seu uso como farmacos. Estima-se que 70% das moléculas com
atividade bioldgica recém descobertas sejam pouco sollveis em agua (78). E
desejavel que, além da solubilidade em &gua, as moléculas bioativas
apresentem permeabilidade nos tecidos. Considerando estas propriedades, foi
criado o sistema de classificacdo biofarmacéutica, no qual os farmacos sao
classificados quanto a sua velocidade e a extensdo da absorgéo pelo
organismo, pela sua dissolucdo e permeabilidade no tecido em questéo (10),

conforme apresentado na Tabela 9.

Os critérios para elaboracdo da classificacdo biofarmacéutica foram
estabelecidos pelo Food and Drug Adminstration (FDA), baseado na maior
dose de farmaco imediatamente liberada. Assim, um farmaco é considerado
muito solavel quando é solubilizado em 250,0 mL — ou menos — de um meio
aguoso com valor de pH compreendido entre 1,0 e 7,5. Se o farmaco néo
atender estas especificagbes é considerado pouco solavel. O teste de
permeabilidade € baseado na absorcédo intestinal do farmaco, através de
medidas na razéo de transferéncia de massa por membrana intestinal humana
ou em animais modelos. O farmaco apresenta alta permeabilidade quando
atinge valores acima de 90% (79). Apesar dos farmacos pertencentes a classe
IV desta classificacdo ndo apresentarem nenhuma atratividade de uso pela
industria farmacéutica, estes ndo devem ser ignorados. Uma variedade de
sistemas de liberagdo de farmacos tem sido estudada pela comunidade
cientifica nas ultimas décadas para aumentar a solubilidade e permeabilidade

destes farmacos. A estratégia utilizada para contornar o efeito da baixa
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solubilidade destas moléculas bioativas consiste em utilizar nanoplataformas,
tais como as nanoparticulas, lipossomas ou micelas poliméricas, na qual o
farmaco pouco soluvel é solubilizado em reservatorios hidrofébicos,
aumentando sua biodistribuicdo no organismo (10, 12). Independente do
farmaco ser administrado como solu¢do ou encapsulado por carreadores é
importante que estes consigam atingir o sitio de acdo. Uma breve descricdo

das barreiras fisioldgicas sera apresentada na secao seguinte.

Tabela 9. Classificagdo biofarmacéutica de farmacos com base na sua
aplicagao (74).

Classe | Classe I
Elevada solubilidade Baixa solubilidade
Elevada permeabilidade Elevada permeabilidade
Classe I Classe IV
Elevada solubilidade Baixa solubilidade
Baixa permeabilidade Baixa permeabilidade

1.2.Barreiras fisioldgicas

As barreiras fisioloégicas existem para proteger o organismo de corpos
estranhos, incluindo as moléculas bioativas que sdo administradas para
combater algum efeito patolégico. A administracdo de agentes terapéuticos
sempre foi limitada por fatores tais como a baixa estabilidade e solubilidade no
interior do corpo humano seguido de uma rapida eliminacdo. A consequéncia
da baixa circulacéo e, portanto, pouca eficiéncia dos tratamentos muitas vezes
foi contornada com o aumento da concentragcdo da molécula bioativa no
sangue. Com este aumento, surge efeitos colaterais nos pacientes além de
dificultar a formulacdo de remédios com alta eficiéncia de encapsulacdo
aumentando, assim, o custo da producdo (10). A conjugacdo de moléculas
bioativas com polimeros biocompativeis melhorou substancialmente o tempo
de circulacdo na corrente sanguinea, além de diminuir os efeitos colaterais.

Assim, 0s nanocarreadores poliméricos ndo devem apresentar toxicidade ou
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efeitos imunogénicos, além de transportar uma quantidade suficiente de

molécula bioativa para liberacdo em local especifico no corpo humano.

A primeira barreira fisiolégica que uma nanoparticula enfrenta é a rota de
administracdo no paciente, seja por via oral, respiratoria ou injecdo intravenosa.
A injecdo intravenosa é a rota que apresenta maior reprodutibilidade, uma vez
que o farmaco é transportado para o coracao através do sangue e distribuido
para o resto do corpo humano. Todo o fluxo sanguineo no coracdo passa pelos
pulmdes, cujos vasos capilares correspondem aos menores vasos sanguineos
do corpo humano, com diametro compreendido entre 2 e 13 um e, portanto,
constituem as primeiras restricdes de passagem de particulas. As particulas
com diametro de 3-6 um sdo aprisionadas nos capilares pulmonares, mas,
devido a deformacdes de vasos, as particulas menores que 3 pm alcangcam a
circulacdo. Embora os nanocarreadores estejam ordens de grandeza abaixo da
escala de tamanho do capilar, a instabilidade fisico-quimica e a interacdo das
nanoparticulas com proteinas presente no sangue ndo devem ser
negligenciadas e podem restringir a circulagdo destes materiais pelo sistema
circulatorio (80). ApGs passagem pelo pulmao, os nanocarreadores voltam para
0 coracdo e sdo bombeados para os demais 6rgédos do corpo, onde enfrentam
novas barreiras. Assim como no pulméao, os nanocarreadores sao filtrados em
funcdo do tamanho de acordo com a fenestra encontrada no epitélio de cada
tecido: o rim retém nanoparticulas superiores a 60 — 80 nm, enquanto o figado
e 0 baco sdo capazes de filtrar particulas compreendidas entre 100 — 150 nm e
200 nm, respectivamente, de acordo com a espécie animal em questdo.
Proteinas presentes no sangue também sao responsaveis pela eliminacdo de
particulas estranhas, eliminadas por sistema de fagocitose, tal como as
opsoninas. A fagocitose ocorre apds sucessivo contato dos macréfagos da
membrana celular com corpos estranhos presentes no sangue, internalizando-
0s. Apos internalizacéo, as particulas sao digeridas por proteinas e pelo meio
acido intracelular, sendo eliminadas por exocitoses apo0s degradacdo ou
sequestrada por corpos residuais se as células ndo forem capazes de
metabolizar as particulas. A fagocitose consegue eliminar corpos

compreendidos entre 100 e 200 nm de diametro (80-82)
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A carga de superficie também se destaca como importante parametro
fisico quimico capaz de alterar a circulacdo de nanocarreadores pelo
organismo. Superficies carregadas podem alterar o perfil de opsonizacdo das
particulas, devido ao reconhecimento por células do sistema de fagocitose,
alterando sua circulacdo pelo plasma (83). As superficies carregadas
negativamente ndo apresentam uma resposta linear quanto a sua eliminacéo
por fagocitose, podendo aumentar, diminuir ou ndo sofrer nenhum tipo de
impacto durante sua remocdo do fluxo sanguineo, por outro lado os
carreadores positivamente carregados apresentam rapida eliminacdo quando
exposto ao plasma sanguineo. Este comportamento deve-se a interacéo
eletrostatica entre o carreador e a membrana celular, cuja carga € negativa em

funcdo da camada de fosfolipideos (83)

A partir da compreensao dos sistemas biol6gicos foi possivel aprimorar a
engenharia de superficies dos nanocarreadores através do controle das
propriedades fisico quimicas, superando as barreiras biolégicas e a
aumentando a biodistribuicdo na corrente sanguinea. Além disso, diversas
estratégias foram criadas para aumentar a internalizacdo dos nanocarreadores
em tecidos ndo sadios, tais como células tumorais. Utilizando o modelo do
cavalo de Tréia, moléculas bioativas foram encapsuladas por nanocarreadores
cuja superficie foi funcionalizada de forma a ndo serem eliminadas por
fagocitose e conseguissem internalizacdo em tecidos n&o sadios (84). E o caso
do polietileno glicol (PEG), cujos resultados mostram reducdo das interacdes
nao especificas com as proteinas do sangue, devido a sua hidrofilicidade e
estabilidade causada por repulsdo estérica, permitindo sua conjugacédo direta
com as moléculas bioativas ou pela funcionalizacdo na superficie de

nanoparticulas (81,85).

A internalizacdo de carreadores de farmacos em tecidos tumorais ocorre
em funcdo da presenca de fenestras nos vasos sanguineos e da baixa
remocao de metabdlitos pelos linfécitos. A combinacdo destes dois fenémenos
foi denominada como efeito de permeabilidade e retencdo aumentada (EPR, do
inglés enhanced permeation and retention effect). A vascularizagdo anormal
observada em tecidos tumorais é decorrente da falta de oxigénio para suprir o

funcionamento adequado das células. Tendo inicio a morte celular, estas
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excretam fatores de crescimento que resultam no crescimento descontrolado
de capilares para atender a demanda de oxigénio. Este processo, chamado de
angiogénese, resulta na formacdo de vasos sanguineos irregulares e,
consequentemente, formacdo descontinua do epitélio, com formacédo de
fenestras da ordem de 200 a 2000 nm, de acordo com o tipo de tumor e sua
localizacdo. A reproducdo desordenada das células favorece o aumento de
permeacdo de carreadores no efeito EPR. O aumento de retencdo também é
consequéncia da reproducdo desordenada de células. Enquanto em tecidos
normais a drenagem de fluido extracelular € constante, permitindo a remocéao
continua de particulas e macromoléculas, a funcdo linfatica se apresenta
defeituosa para tecidos tumorais. Assim as particulas sdo acumuladas nos
intersticios das células tumorais ao invés de retornaram para a corrente

sanguinea (83).

1.3.Nanoparticulas poliméricas

Nanoparticulas poliméricas podem ser definidas como particulas
coloidais com tamanhos compreendidos entre 10 e 1000 nm. O termo
nanoparticulas € genérico e engloba as nanocapsulas e as nanoesferas. As
nanoesferas correspondem a uma matriz sélida no qual outras moléculas
podem estar adsorvidas em sua superficie ou encapsuladas no seu interior. Ja
as nanocapsulas podem ser tratadas como sistemas vesiculares, no qual

moléculas podem estar dissolvidas na cavidade liquida interior.

Diversos métodos sdo empregados na obtencdo de nanoparticulas
poliméricas e a escolha deve ser baseada no tipo de aplicacdo, no tipo de
sistema polimérico utilizado e, principalmente, o tamanho de nanoparticulas
desejado (86). Os principais métodos relatados pela literatura sao classificados
em dois grupos: as nanoparticulas provenientes de polimeros ja sintetizados ou

pela polimerizacéo direta de monémeros, como estdo resumidos na Figura 37.

A evaporacao por solvente foi a primeira técnica empregada para
preparar nanoparticulas poliméricas a partir de polimeros ja sintetizado,
desenvolvida por Vanderhoff et al (87). A técnica consiste no preparo de uma
emulsdo 6leo/agua, na qual a fase 6leo seja composta de um solvente volatil

capaz de solubilizar o polimero e a fase aquosa uma solucédo de surfactante.
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Se empregados homogenizadores do tipo rotor estator (turrax) ou ultrassom
para a obtencdo de nanoparticulas, que sdo formadas a medida que o solvente
se difunde pela fase continua da emulsdo, podendo ser separada por

centrifugacéo ou filtragéo (88).

Emulsdo
Didlise

Miniemulsdo

Salting out
Microemulsdo

Evaporagao por

C/LR
solvente /

Nanoprecipitagdo Interfacial

Figura 37. Representacdo esquematica das principais técnicas para obtengéo
de nanoparticulas poliméricas. Adaptado de (86).

Embora o método da evaporacao por solvente seja de facil execucéo,
diversos fatores podem ser ajustados para obtencdo de nanoparticulas com
controle de tamanho. Em seu artigo de revisdo, Rao et al (86) resumiu que
nanoparticulas poliméricas obtidas por este método possuem diametros
compreendidos entre 60 a 300 nm, de acordo com o solvente e o surfactante
empregado no preparo das nanoparticulas. Eles observaram que o aumento da
concentracéo de polivinil &lcool como agente de superficie diminui o tamanho
das nanoparticulas obtidas para o caso de emulsfes simples do tipo agua em
Oleo. Os dispositivos de homogeneizacao também resultam em dispersdes de
nanoparticulas com tamanhos variados. A interface agua/éleo é criada em
funcdo do tipo de homogeneizador empregado na obtencdo das
nanoparticulas. Quando utilizado rotor estator, o tamanho de gota da emulséo
e formado a partir da geometria do sistema, no qual tem-se menores particulas

com a diminuicdo do rodamoinho formado durante a agitagdo do sistema.
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Sonificadores produzem ondas de ultrassom que causam oscilagdes nas
moléculas a medida que as ondas sdo propagadas. Durante os ciclos de
compressao e rarefacdo a distancia entre as moléculas diminuem e aumentam,
respectivamente, causando um colapso das gotas de mondémero devido as
sucessivas fusdes e fissdes. Dessa forma, o sistema de homogeneizagédo é
capaz de fornecer um maximo de energia para reduzir ao maximo o tamanho e
a polidispersdo das nanoparticulas (89,90). Bilati et al (91), estudaram a
influéncia do tempo e da poténcia do uso de ultrassom em sistemas duplos de
emulsdo, sugerindo a existéncia de um limite maximo de energia que o

ultrassom consegue diminuir o tamanho das nanoparticulas do sistema.

Considerando apenas os dois fatores supracitados, o aumento da
intensidade de homogeneizacédo resulta em particulas com tamanhos menores
que, por outro lado, mais agente de superficie se faz necesséario para
estabilizacdo da emulsdo. Isto mostra a complexidade do método da
evaporacdo por solvente no que se refere a controle do tamanho de
nanoparticulas. Assim evitar a coalescéncia ou a maturacao de Ostwald torna-
se uma tarefa exaustiva ao observar um resumo dos principais fatores que
influenciam a formacdo de nanoparticulas pelo método da emulsdo por

evaporacao de solvente, conforme ilustrado no diagrama da Figura 38.

O estudo de nanoplataformas para liberacdo de farmacos pouco solluveis
pode ser dividido em trés fases. Na primeira geracdo de plataformas os
estudos se concentraram no desenvolvimento de materiais com elevada
incorporacdo de farmacos e que apresentasse solubilidade em agua e boa
compatibilidade. A primeira geracdo ndo obteve o devido sucesso pois as
nanoplataformas eram rapidamente eliminadas do corpo e ndo apresentavam
estabilidade coloidal quando dispersas em fluidos biologicos. Estes resultados
alteraram o foco das pesquisas para melhorar a estabilidade e o tempo de
circulacao das nanoplataformas na corrente sanguinea. A segunda geracao de
plataformas mostrou que diversos nanomateriais alcangcavam estabilidade
coloidal ap6és a funcionalizacdo da superficie com PEG. O PEG foi
exaustivamente estudado por ser um dos poucos polimeros sintéticos
aprovados pelo FDA para uso em produtos farmacéuticos. Além de néo

apresentar toxicidade, o PEG é rapidamente hidratado e pode ser facilmente
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funcionalizado a superficies, reduzindo etapas complicadas de sintese (78). A
terceira geracdo de materiais corresponde as nanoparticulas que apresentam
propriedades responsivas, tais como as citadas na secdo 1.6 do capitulo

anterior (92).

Processos

Agitacio Surfactante

Tempo magnética Co-surfactante
\ Solventes
Ultrassom "
Razdo o/w
o Agitacdo
Poténcia mecénica

Tamanho da
> .
particula

TEM -
= Pressao

Atmosfera

= Temperatura

Medidas Meio reagao

Figura 38. Fatores que afetam o tamanho de nanoparticulas obtidas pelo
método da emulsdo/evaporacao de solvente. Adaptado de (93).

Dessa forma, para superar as varias barreiras fisioldgicas as pesquisas
foram intensivas para desenvolver nanoparticulas dos mais diversos tipos,
tamanhos, morfologias, estabilidade coloidal e biocompatibilidade. Entre as
diversas opcdes de polimeros, o policaprolactona (PCL), tem sido investigado
em aplicacbes biomédicas devido a sua boa compatibilidade e baixa
imunogenicidade, além de também ser aprovado pelo FDA. O PCL é um
poliéster sintético de cadeia linear hidrofébico, semicristalino, com ponto de
fusdo na faixa de 59 — 64°C. O produto de degradacdo do PCL é o acido 6-
hidroxihexandico, que é um metabdlito natural no corpo humano. A principal
vantagem do PCL comparada a outros poliésters alifaticos, tais como os acidos
polilatico (PLA) e o poliglicolico (PGA), est4 na alta permeabilidade a farmacos,

em especial os hidrofébicos (94). Para aumentar a funcionalidade do PCL, a
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sintese de copolimeros em bloco tem se mostrado promissora, capaz de alterar
propriedades mecanicas, fisicas e quimicas através do ajuste da razéo entre os
blocos. Copolimeros em bloco composto de poli(etileno glicol) PEG e PCL tem
atraido a atencdo nas Uultimas décadas. Estes copolimeros apresentam
estrutura do tipo caroco@casca, no qual o caro¢o hidrofébico atua na
incorporacao de farmacos hidrofobicos, enquanto a casca hidrofilica aumenta a
solubilidade da nanoparticula. A funcionalizacdo da superficie com PEG evita a
agregacdo de nanoparticulas e dificulta as interacdes ndo especificas com as
células, formando uma interface estabilizada neutra, desde que a carga de
superficie liquida das nanoparticulas também seja neutra. Pode também
proporcionar obstaculos e protecdo estérica para plataformas que sao
sensiveis a um determinado ambiente. Por ultimo, a PEGlacao protege a
nanoparticula contra degradacao hidrolitica e enzimatica (94-96).

1.4. Metotrexato

O metotrexato (Figura 39) € um antimetabdlito frequentemente utilizado
em quimioterapia para o tratamentos diversos tipos de doencgas tais como a
leucemia linfocitica, linfoma nao-Hodgkin, osteossarcoma, coriocarcinoma e
canceres de mama, pescoco e cabeca (97). Sua atividade antineoplasica e
imunosupressante deve-se a semelhanca estrutural com o &cido folico. O folato
€ uma das vitaminas do complexo B que atuam como cofatores em enzimas
especificas permitindo que estas exercam suas funcfes metabdlicas, como na
sintese de DNA e na divisao celular (98). A semelhanca estrutural com o &cido
félico permite que o metotrexato (MTX) seja facilmente internalizado em células
por receptores folatos e sua acdo ocorre especificamente pela inibicdo da
enzima dihidrofolato redutase. Esta enzima atua na formacédo de metabdlitos
intermediarios tais como a sintese de purinas e &cidos timidilicos obtidos a
partir da vitamina folato (99,100). Dessa forma, o MTX apresenta toxicidade

para interromper a divisdo celular em tumores.
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Figura 39. Representacao da estrutura molecular do metotrexato.

2. Objetivos

Neste capitulo, o objetivo consiste na sintese e obtencdo de

nanoparticulas de mPEG-co-PCL para estudo de incorporacéo e liberacdo de

metotrexato como modelo de farmaco hidrofébico. Os objetivos especificos

incluem:

A sintese copolimero mPEG-co-PCL pelo método de abertura de anel da
caprolactona;

Obtencdo de nanoparticulas de mPEG-co-PCL pelo método
emulsdo/evaporacdo por solvente, empregando planejamento fatorial para
controle do tamanho de nanoparticulas;

Estudo de incorporacdo e liberacdo de metotrexato nas nanoparticulas de
MPEG-coPCL.

3. Experimental

3.1.Reagentes utilizados:

Todos os reagentes utilizados na sintese e caracterizacdo das amostras

apresentam pureza analitica e compde a Tabela 10. Para as sinteses que

necessitaram de uma atmosfera livre de oxigénio e inerte foi utilizado argonio

(Ar) comercial. Os reagentes foram utilizados sem nenhum tratamento prévio

para promover a purificagdo dos mesmos.
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Tabela 10. Reagentes utilizados no capitulo 2.

Reagentes Formula Molecular Marca

2-etilhexanoato de estanho (1) C16H3004Sn Sigma

Acetona C3HsO Synth

Dodecano Ci2H26 Sigma

Metotrexato (MTX) C20H22NgOs Sigma

Poli(etilenoglicol) metil éter (550g mol*) mPEG CH3(OCH2CH2)nOH Sigma
Tetraidrofurano C4HsO JTBaker

Tween80® C24H1406 Sigma

€ — Caprolatona CeH1002 Sigma

3.2.Sintese copolimero mPEG-co-PCL

O copolimero mPEG-co-PCL foi obtido a partir da abertura de anel do
mondmero de € -caprolactona, utilizando 2-etilhexanoato de estanho (II) como
catalisador da reacdo (101). Em um baldo de duas bocas foram adicionados
1,05x10° mol de catalisador, m-PEG e ¢ — caprolactona nas propor¢ées, em
mol, de 1,0:1,0; 1,0:20,0 e 1,0:30,0. O sistema foi mantido sob agitacédo
magnética e em atmosfera de argbénio durante o periodo de trés horas a 120,0
°C. Apd6s o término da reacdo, o copolimero foi dissolvido em cloroformio e
precipitado em hexano gelado trés vezes para remocao de catalisadores e

mondmeros.

3.3.0btencdo de nanoparticulas de m-PEG-co-PCL: Planejamento

fatorial

Nanoparticulas do copolimero m-PEG-co-PCL foram obtidas pelo
método de emulsdo/evaporacdo de solvente. Uma massa de 0,050 g do
copolimero e determinado volume de dodecano (cosurfactante) foram
dissolvidos em acetona, constituindo a fase organica da emulsdo. A fase
aquosa foi composta por 20,0 mL de solucdo de Tween80®. A fase aquosa e
organica foi submetida a agitacdo magnética e, durante a agitacéo, o sistema

foi disperso em ponteira ultrassonica, utilizando uma amplitude de 30% e pulso



84

de 03 segundos ligado e 03 segundos desligado, durante 20 minutos (102).
Para estudar o efeito da concentracdo de surfactante, de cosurfactante e da
razdo 6leo/agua (o/w) no tamanho das nanoparticulas obtidas pela emulsao foi
utilizado planejamento fatorial. A Tabela 11 apresenta as condi¢cdes
experimentais para obtencao das nanoparticulas m-PEG-co-PCL.

3.4.Estudo de incorporacdo e liberacdo de metotrexato

O estudo de incorporagdo de metotrexato nas nanoparticulas de mPEG-
co-PCL foi realizado em tampéao fosfato, em pH 7,4, empregando diferentes
concentracfes do farmaco. Uma massa de 10 mg do copolimero foi dispersa
em 0,60 mL de acetona contendo 0,20, 0,60 e 1,00 mg de metotrexato. A
incorporacdo do metotrexato foi realizada pelo método da emulsdo por
evaporacao do solvente nas condi¢gbes que resultaram em menor tamanho de
nanoparticulas obtida pelo planejamento experimental apresentado no item
anterior. Foi adicionado 10,0 yuL de dodecano a fase orgéanica contendo o
copolimero e o farmaco. A fase orgéanica foi dispersa em 12,0 mL de solucdo
aquosa de Tween80 (1x10 “*mol L?). A fase aguosa e organica foi submetida a
agitacdo magnética e, durante a agitacdo, o sistema foi disperso em ponteira
ultrassonica, utilizando uma amplitude de 30% e pulso de 03 segundos ligado e
03 segundos desligado, durante 20 minutos. Apds esse periodo, as
nanoparticulas foram removidas por centrifugacdo (10000 rpm durante 30
minutos) e o sobrenadante foi utilizado na analise espectrofotométrica para
determinacdao de metotrexato ndo incorporado. A concentracdo de metotrexato
foi determinada por espectroscopia na regido do UV-Vis considerando a lei de
Lambert Beer (A=ab[x]), na qual a absorcdo A é proporcional a concentracao
[x], sendo “a” absortividade molar a e “b” o caminho 6tico da cubeta. A
absorcdo maxima de metotrexato ocorre no comprimento de onda de 303 nm,
valor fixado para determinacdo das concentracbes do farmaco. A curva
analitica foi obtida a partir de uma solucao de MTX na faixa de concentracéo de
0 a 30,0 umol L?, cuja reta obtida apresentou coeficiente de correlacdo de
0,997 e absortividade de 0,0304 L pmol.

A eficiéncia de incorporacdo e o teor de metotrexato foram obtidas,

respectivamente, pelas Equacdo 9 e Equacdo 10, no qual mi e mi
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correspondem a massa de farmaco livre e massa de farmaco inicial,

respectivamente (103).

Eficiéncia de Incorporagio (%) = ( — %) x100 Equacéo 9

Teor de férmaco(%) — ( Mfirmaco incorporado )XlOO Equacéo 10

Mfarmaco incorporadotMpolimero

Tabela 11. Fatores e niveis utilizados para o planejamento fatorial

Fator Nivel inferior Nivel Superior
Valor Cédigo Valor Cédigo
A Tween80® 1x10 Smol L* (-) 1x10 “mol L* (+)
B  Dodecano 50 uL ) 500 uL (+)
C olw 5% ) 10% (+)

O estudo de liberacdo do metotrexato foi realizado a partir da dispersao
das amostras de copolimeros contendo metotrexato que apresentaram melhor
resultado de incorporacdo. O material foi disperso em 0,5 mL de tampé&o fosfato
e transferido quantitativamente para uma membrana de didlise (6 cuttoff). A
liberacdo foi determinada por espectroscopia UV-Vis, em funcdo do tempo, a
37 °C. Em intervalo de tempo regular, foram removidas aliquotas de 0,75 mL
do meio de liberacdo e substituidas pelo mesmo volume de tampéao fosfato. A
porcentagem de liberagdo cumulativa de metotrexato foi calculada de acordo
com a Equacao 11, no qual mwmtx corresponde a massa de metotrexato
presente na nanoparticula, Vo € o volume total do meio de liberagdo (Vo=15,0
mL), Vi € o volume de aliquotas removida no tempo t (Vi=0,75 mL) e Cn é a

concentragcéo de metotrexato na amostra (56).

VX GtV

Liberacio (%) = “n ¥100 Equacéo 11

mprx
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4. Resultados e discussao:

4.1.Sintese e caracterizacdo do copolimero m-PEG-co-PCL

A copolimerizagdo do m-PEG-co-PCL ocorre pelo mecanismo de
abertura de anel do mondmero de e-caprolactona. O m-PEG atua como
macroiniciador da reacdo de polimerizacao, cuja hidroxila terminal da cadeia do
m-PEG realiza o ataque nucleofilico na carbonila do mondémero de e¢-
caprolactona, conforme o esquema apresentado na Figura 40. O 2-
etilhexanoato de estanho (llI) € o catalisador mais frequentemente utilizado na
polimerizacdo da caprolactona por abertura de anel. A propagacdo da
polimerizacdo proposta consiste na coordenacdo do mondmero com O
catalisador, seguido da inser¢cdo do mondémero pela ligacdo metal — oxigénio do
catalisador (104). Nesta etapa foram obtidos copolimeros com variacdo no
comprimento da cadeia polimérica, aumentando o segmento hidrofébico do
PCL em funcdo do aumento da razdo molar do mondmero. Em estudos
preliminares desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa, a temperatura e o
tempo de sintese nao resultou em variacao significativa na massa molecular do
polimero, sendo a quantidade de mondémero de caprolactona o principal
responsavel pelo crescimento da cadeia polimérica. A principal vantagem no
procedimento adotado € a auséncia de solvente organico durante a sintese,
gue segundo a literatura provoca diminuicdo no rendimento da polimerizacao.
Também foi possivel reduzir o tempo de sintese para trés horas e obter

massas moleculares proximas as obtidas por Meerod et al. (105).

A estrutura molecular do copolimero foi determinada por espectroscopia
na regido do infravermelho para as amostras de mPEG-co-PCL. Na Figura 41
séo observados os estiramentos assimétricos e simétricos de C — H em 2955
cml e 2858 cm, respectivamente. O grupo metil da extremidade da cadeia de
PEG corresponde a uma flexdo de C — H em 1375 cm. O principal estiramento
do grupo éter (C — O — C) é observado em 1172 cm™. A presenca de PCL é
confirmada devido ao estiramento da carbonila (C = O) de éster em 1720 cm™
(106).
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Figura 40. Esquema de sintese do copolimero m-PEG-co-PCL.

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de protons das
amostras corrobora na caracterizacdo dos materiais sintetizados. Os protons
referentes aos grupos metdxi e metilenos da cadeia do m-PEG correspondem
ao deslocamento em 3,37 ppm e 3,67 ppm, respectivamente. O pico em 2,29
ppm é referente aos hidrogénios de metileno mais proximos a carbonila na
cadeia de PCL, confirmando a copolimerizacdo da reacao (106). Os picos em
4,04 ppm, 1,63 ppm e 1,38 ppm séao referentes aos hidrogénios da cadeia de
PCL, conforme pode ser observado nos espectros da Figura 42. E possivel
observar que conforme aumenta-se o0 numero de mol de e-caprolactona
utilizado na sintese o sinal do mPEG em 3,67 ppm diminui em relacdo aos
demais sinais da policaprolactona, sugerindo aumento no seguimento de

hidrofébico.

Os resultados da analise da cromatografia por permeacédo em gel estao
resumidos na Tabela 12 e apresentados na Figura 43. O perfil cromatografico
apresenta diferentes tempos de retencdo para cada copolimero obtido, cuja
massa molecular variou de 2600 g mol* para 8450 g mol. A mesma tendéncia
observada na estimativa de massa molecular por ressonancia magnética
nuclear pode ser confirmada através dos resultados de cromatografia por
permeacdo em gel. Também é possivel observar a ampla area de pico das
amostras indicando que a polimerizacdo em massa resulta em sistemas de
baixo controle na distribuicio de massa molecular, com valor de disperséo
Mw/Mn superior a 1,2, indicando que todos os copolimeros obtidos sao

polidispersos.
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Figura 41. Espectros na regido do infravermelho dos copolimeros mPEG-co-

PCL.
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Figura 42. Espectros de *H RMN das amostras de copolimero mPEG-co-PCL.
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Figura 43. Perfil cromatogréafico das amostras de copolimero

Tabela 12. Massas molares das amostras de copolimero e polidispersao.

Amostra Mn (g mol't) Mw (g mol?) Mw/Mn
MPEG-co-PCL 1:1 2,60 3,35 1,29
MmPEG-co-PCL 1:10 3,98 6,44 1,62
MPEG-co-PCL 1:30 8,45 10,96 1,46

4.2.0btencdo de nanoparticulas de m-PEG-co-PCL

A obtencdo de nanoparticulas pelo método da emulsao por evaporacéo
de solvente pode ser compreendida por uma sequéncia de fen6menos. Na
primeira etapa, uma emulséo é obtida, formando gotas contendo o copolimero
dissolvido na fase dispersa. A medida que o solvente organico é evaporado a
concentracdo de copolimero aumenta dentro da gota até um ponto critico, no
qual a concentracdo do polimero supera sua solubilidade na fase aquosa,

ocorrendo a precipitacdo de nanoparticulas na etapa final.

O método da emulsdo por evaporagdo de solvente permite controlar o
tamanho e estabilizagdo das nanoparticulas ajustando as condi¢des durante a
etapa de emulsdo de forma a evitar a coalescéncia e/ou degradacéo difusional
destas nanoparticulas. A coalescéncia ocorre quando ha ruptura da camada
superficial de duas particulas, devido aos choques causados pelo movimento

Browniano. A coalescéncia pode ser evitada pela adicdo de surfactante, pois
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além de aumentar a camada superficial promove a estabilizacdo estérica das
nanoparticulas poliméricas. A degradacédo difusional consiste na transferéncia
de massa de particulas menores para particulas maiores. Isto ocorre devido a
pressdao osmotica dentro das gotas pequenas ser muito maior que em gotas
maiores, favorecendo a difusdo de forma a aumentar a estabilidade
termodinamica (29). A degradacao difusional € suprimida pela adicdo de um
cosurfactante que seja insolluvel na fase dispersa, aumentando assim a

pressao osmotica dentro da gota da emulséo (30).

Para avaliar os fatores que afetam o didmetro hidrodindmico das
nanoparticulas poliméricas foi utilizado o planejamento fatorial com trés
variaveis: concentracdo de surfactante (A), concentracdo de cosurfactante (B) e
razdo Oleo/agua (C). A principal vantagem em utilizar o planejamento
experimental estd no numero reduzido de experimentos necessarios,
diminuindo o tempo de sinteses e o consumo de reagentes. Neste caso, para
cada fator estudado foi avaliado a resposta de didmetro em dois niveis
diferentes, sendo realizado um total de 16 experimentos (duplicata) cujo
resultado médio pode ser observado na Tabela 13. O planejamento fatorial
também permite elucidar quais varidveis sdo mais relevantes e se ocorre
interacdo entre estas variaveis. A Figura 44 apresenta os efeitos de cada
variavel. Os efeitos ou intera¢des que apresentam maior influéncia no tamanho
das nanoparticulas sdo os que possuem valores acima ou abaixo da variacao
do erro (36,9), representado pela linha tracejada no grafico. Comparando os
valores da tabela 6 com o grafico da Figura 44, é possivel observar que as
interacOes entre os efeitos sao irrelevantes e nédo resultam em grande variacao
no diametro hidrodinamico. A variacdo da concentracdo de surfactante indica
que ocorre uma diminuicdo de 113,2% no didmetro hidrodindmico quando a
concentracdo passa do seu valor minimo para 0 maximo. A diminuicdo do
tamanho das nanoparticulas € esperada com o aumento da concentracdo de
surfactante, pois ha mais surfactante disponivel para recobrir e estabilizar a
superficie das nanoparticulas (107,108). Para o aumento da concentracao de
cosurfactante é observado comportamento oposto, ocorrendo aumento de
74,6% no didametro hidrodindmico. A influéncia positiva do cosurfactante no

tamanho da nanoparticula deve-se a encapsulacdo do cosurfactante no interior
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da nanoparticula, ou seja, quanto mais cosurfactante é utilizado na sintese
maior o tamanho das nanoparticulas obtidas (93). Embora a variavel razao
Oleo/adgua seja superior ao erro dos efeitos, o teste de probabilidade realizado
com 5% de significancia exclui a relevancia desta variavel no diametro
hidrodindmico. Dessa forma, a concentracdo de surfactante e cosurfactante
sdo os efeitos que devem ser considerados para se obter nanoparticulas de
copolimeros com diferentes tamanhos. A interacdo destes efeitos ndo resulta
em variacdo do diametro hidrodindmico das nanoparticulas e pode ser
compreendido como um efeito nulo em funcéo das direcées opostas que cada

variavel provoca no tamanho do material.

Tabela 13. Matriz de planejamento fatorial para triagem das variaveis mais
relevantes para o controle do diametro hidrodinamico. (A) concentragao de Tween80°®,
(B) volume de dodecano e (C) razéo 6leo/agua.

Experimento A B C Dh(nm)
1 O (O (< 227,73
2 # () () 7950
3 ) () () 28580
4 # ) () 146,17
5 () () (¥) 23337
6 +) () (+) 167,50
7 ) () (+ 336,70
8 +) (+) (+) 237,67

Ap6s simplificagdo dos fatores que ndo sao significativos, a superficie de
resposta do diametro hidrodinamico em funcéo da variacado da concentracao de
surfactante e cosurfactante pode ser observada na Figura 45. Nanoparticulas
com menor didmetro hidrodindmico séo obtidas utilizando maior concentracdo
de Tween80® e menor concentracdo de dodecano, cujo modelo matematico de
regressao linear que representa este comportamento esta descrito na Equacéo
12.
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D, = —1,2x10°A + 0,166B + 237,9 Equacéo 12.
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Figura 44. Efeito dos fatores e interacfes tendo como resposta o didmetro
hidrodinamico das nanopatrticulas.
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Figura 45. Modelo tridimensional para predicdo do didametro hidrodinamico das
nanoparticulas de copolimero mPEG-co-PCL.

O planejamento fatorial descrito acima foi realizado utilizando a amostra
MPEG-co-PCL 1:10. As demais amostras foram submetidas ao mesmo
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Figura 46. Perfil de distribuicdo do didmetro hidrodinAmico das amostras: (A)
mPEG-co-PCL 1:1, (B) mPEG-co-PCL 1:10 e (C) mPEG-co-PCL 1:30.

procedimento, utilizando as condi¢des para obtencédo de particulas com menor
didmetro hidrodindmico. Devido aos diferentes tamanhos de cadeia, o valor do
diametro obtido sofreu um desvio do valor previsto na regresséao linear. Com o
aumento do segmento hidrofébico no copolimero o didmetro hidrodindmico
aumentou de 78,82 nm para 141,8 nm, conforme pode ser observado na Figura
46. Observa-se a formacdo de uma pequena populacdo de agregados de
aproximadamente 400 nm, justificando o levado valor de polidispersao obtido

para as amostras, que variou de 0,240 a 0,344.

As imagens de microscopia eletronica de varredura (Figura 47) mostram
a formacdo de nanoparticulas com morfologia esférica, com tamanho inferior
ao obtido pela técnica de espalhamento de luz. Com o aumento do segmento
hidrofébico foi possivel observar mais nitidamente a formagédo de
nanoparticulas. A dificuldade em se obter imagem das amostras de menor
massa molecular deve-se ao processo de secagem do material, no qual as

nanoestruturas sao destruidas na auséncia de agua.
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Figura 47. Microscopia Eletrdnica de Varredura das amostras: (A) mPEG-co-
PCL 1:1, (B) mPEG-co-PCL 1:10 e (C) mPEG-co-PCL 1:30.

A superficie das nanoparticulas de copolimeros foi caracterizada por
medidas de potencial Zeta em funcdo do pH, de acordo com a Figura 48. O
ponto isoelétrico, observado em pH 4,17, foi coincidente para todas as
amostras. Os copolimeros ndo atingiram valor de potencial zeta abaixo de -
30,0 mV na faixa de pH estudada. Os coloides que apresentam valor de
potencial zeta acima de = 30,0 mV sdo considerados estaveis devido a
repulsdo eletrostatica (109). Em pH 7,4, as nanoparticulas de copolimero
apresentaram valores de potencial zeta mais negativo com o aumento do
segmento hidrofébico de PCL. Este comportamento deve-se aos grupos
carbonilas da cadeia de PCL que, embora ndo apresentem ions, induz

densidade de carga negativa baixando o valor de potencial zeta.
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Figura 48. Potencial Zeta versus pH para as amostras de nanoparticulas de
copolimero.

4.3.Incorporacdo e liberacdo de metotrexato

A espectroscopia UV-Vis foi utilizada para quantificar a concentracao de
metotrexato no estudo de incorporacdo e liberacdo do farmaco nas
nanoparticulas de mPEG-co-PCL. O espectro de absor¢cao obtido (Figura 49A)
apresenta trés bandas caracteristicas em 258, 303 e 371 nm, sendo a de
comprimento de onda intermediaria a de maior intensidade. A Figura 49B
apresenta a curva analitica obtida a partir de concentracBes conhecidas de
metotrexato, resultando em uma reta cujo o valor de absortividade molar obtido

foi de 0,0304 L mol* cm, com coeficiente de correlacéo linear de 0,9972.

O metotrexato € um farmaco que apresenta baixa solubilidade em agua.
Devido a esta caracteristica fisico quimica, a incorporacdo do farmaco é
atribuida as interagées com o segmento hidrofébico de PCL do copolimero.
Para cada composi¢do do copolimero foi avaliado a eficiéncia de incorporacao
do farmaco partindo de trés quantidades distintas de metotrexato. A Tabela 14
resume o0s Vvalores obtidos para eficiéncia de incorporacdo e teor de

metotrexato para cada amostra. E observado que a eficiéncia de incorporacéo
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do farmaco ndo aumenta ao adicionar mais metotrexato na dispersao, atingindo
um patamar proximo a 84,00% utilizando 0,6 mg de farmaco. Entretanto, o teor
de metotrexato incorporado aumenta com a adicdo de mais farmaco, atingindo
o valor maximo de 7,81%, conforme pode ser melhor observado na Figura 50.
Para o estudo de liberagao, foi considerado o bloco de amostras com maior

teor de metotrexato incorporado.

Tabela 14. Caracterizacao da incorporagdo de metotrexato nas nanoparticulas
de mPEG-co-PCL

Massa Massa MTX  Eficiéncia de
] Massa MTX Teor de
Amostra  copolimero o incorporada  Incorporacgao
inicial (mg) MTX (%)
(mg) (mg) (%)
1:1 10 0,20 0,18 92,61 1,82
1:10 10 0,20 0,18 93,13 1,83
1:30 10 0,20 0,18 93,78 1,84
1:1 10 0,60 0,49 82,13 4,70
1:10 10 0,60 0,50 83,53 4,77
1:30 10 0,60 0,51 84,61 4,83
1:1 10 1,00 0,84 84,11 7,76
1:10 10 1,00 0,842 84,24 7,77

1:30 10 1,00 0,85 84,74 7,81
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Figura 49. (A) Espectro de absor¢cdo de metotrexato. (B) Curva analitica para
metotrexato nos comprimentos de onda 276, 304 e 372 nm.
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Figura 50. Eficiéncia e teor de incorporacéo de metotrexato.

A Figura 51 apresenta o perfil de liberacdo das amostras de copolimero,
bem como dos polimeros precursores individuais. Nesta figura a amostra cuja
plataforma utilizada foi de mPEG pode-se observar uma liberacdo rapida,
atingindo 90,85% de liberacdo durante 12 horas de andlise. Para a amostra
contendo apenas PCL, durante as primeiras 8 horas de analise é observado
aumento da liberacdo de metotrexato (19,65%), seguido de uma intensa
diminuicdo da taxa de liberacdo do farmaco. Para as amostras de copolimero
foi observado comportamento similar ao descrito acima. A amostra mPEG-co-
PCL 1:1, que apresenta a menor segmento de PCL, resultou na liberagdo de
42,91% de metotrexato em 16 horas, enquanto que as amostras mPEG-co-
PCL 1:10 e mPEG-co-PCL 1:30 liberaram, respectivamente, 15,58% e 13,45%
no mesmo periodo. Apds 16 horas, é observado um patamar de liberacdo até o



98

término das 96 horas de andlise. Dessa forma, o aumento do segmento
hidrofébico do copolimero resulta na diminuicéo da liberacdo do metotrexato. A
literatura relata que a adicdo de componentes hidrofilicos a cadeia de PCL
permite ajustar a taxa de liberacdo de farmaco nos sistemas de blendas
poliméricas (110). Entretanto o mecanismo de liberagdo ndo esta totalmente
esclarecido para o caso de nanoparticulas poliméricas. Pelo perfil de liberacdo
apresentado na Figura 51, observa-se que o comportamento apos 24 horas de
liberacdo é bem diferente das horas iniciais de andlise. A interpretacdo deste
comportamento pode estar relacionada com as diferentes interagbes do
metotrexato com os segmentos do copolimero. Por se tratar de um farmaco
hidrofébico, a interacdo do metotrexato com o0 segmento hidrofébico do
copolimero (PCL) é forte, o que resulta em uma liberacdo lenta. Dessa forma, é
esperado que a liberacdo do metotrexato ocorra a medida que o polimero seja
degradado pelo organismo (111,112). Em relacdo as primeiras horas do
experimento, o metotrexato liberado pode ser proveniente de interacdes fracas
com mPEG (burst effect).

100
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Figura 51. Perfil de liberacdo de metotrexato das amostras mPEG-co-PCL 1:1,
mMPEG-co-PCL 1:10, mPEG-co-PCL 1:30, mPEG e PCL.
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O modelo de Peppas (10,113) foi utilizado para elucidar o mecanismo na
etapa inicial de liberacdo de metotrexato, permitindo a determinacdo do
expoente de liberacdo (n) e a constante cinética (k), a partir da linearizacéo do
modelo, conforme descrito no capitulo anterior pela Equacdo 8. O grafico da
fracédo de liberagédo em funcdo do tempo pode ser observado na Figura 52 e os

parametros determinados nesta curva compde a Tabela 15.

A linearizacdo foi realizada para as primeiras 10 horas de
monitoramento, regido compreendida entre os 60% de liberacao inicial, no qual
o modelo de Peppas é valido e os valores de coeficiente de correlacdo
apresentam valores superiores a 0,99. Os valores do expoente de liberacéo
obtido pela linearizacdo das curvas estdo compreendidos entre 0,44 e 0,63
para as amostras de nanoparticulas, que, para plataformas de liberagcédo
esféricas, deve ser interpretado como transporte anémalo, segundo Peppas et
al (114). Este resultado corrobora com o perfil de liberagcédo, pois especula-se
que a liberacéo lenta do metotrexato esta relacionado com as intera¢cdes com o
seguimento hidrofébico da nanoparticula, sendo necesséario relaxacdo e/ou
degradacdo das cadeias da nanoparticula para liberacdo do metotrexato.
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Figura 52. Curva bi-logaritmica da fracdo de metotrexato liberado em fung¢éo do
tempo.
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Tabela 15. Pardmetros obtidos da curva cinética de liberacdo de metotrexato
das nanoparticulas de copolimero.

Amostra n k (h'1) R?
MPEG-co-PCL 1:1 0,63 0,185 0,993
mPEG-co-PCL 1:10 0,44 0,243 0,994
mPEG-co-PCL 1:30 0,48 0,202 0,997

5. Conclusdes parciais

Foi possivel obter copolimero de mMPEG-co-PCL com diferentes
tamanhos de cadeia polimérica através da reagdo de polimerizagdo por
abertura de anel do mondémero e-caprolactona. O estudo de planejamento
fatorial permitiu determinar que o aumento da concentracdo de surfactante e a
diminuicdo da concentracdo de cosurfactante sdo as condi¢des ideais para
obtencdo de nanoparticulas poliméricas de menor diametro hidrodindmico, uma
vez que a metodologia da emulsdo/evaporacao por solventes para sintese de
nanoparticulas apresenta diversas variaveis que influenciam no tamanho do
material. A estas nanoparticulas foi realizado estudo de incorporacdo de
metotrexato, farmaco hidrofébico utilizado como modelo neste trabalho, que
resultou em eficiéncia de incorporacdo de metotrexato superior a 80,0%. A
liberacdo de metotrexato ocorre por mecanismos distintos em funcdo da
diferenca de interacdo do farmaco com o seguimento hidrofilico e hidrofébico
do copolimero de mPEG-co-PCL. Na etapa inicial foi observado que o
mecanismo de liberacdo corresponde a um transporte anémalo, que n&o
obedece a lei de difuséo de Fick, devido a fraca interacdo do metotrexato com
0 segmento hidrofilico e processos de relaxacdo do segmento hidrofébico do
copolimero na etapa inicial. A liberacdo completa do metotrexato € dependente

da lenta biodegradacao da cadeia de PCL.
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Capitulo 3

Plataformas de liberagao simultanea de farmacos

1. Introducéo

1.1.Sistemas de liberacdo controlada simultdnea de farmacos

Nas ultimas décadas os sistemas de liberacdo controlada de farmacos
foram vastamente estudados com intuito de melhorar a estabilidade coloidal
destas plataformas, problemas relacionados a solubilidade dos farmacos e o
tempo de circulagdo no organismo, entre outros problemas relatados pela
literatura. Estes problemas foram superados com o desenvolvimento das mais
variadas estruturas que podem ser utilizadas como dispositivos de liberacéo
controlada de farmacos, tais como nanoparticulas poliméricas (115-117),
dendrimeros (118,119), micelas (78,120,121), hidrogéis (21,70,122-124).

Recentemente, a combinacdo de terapias utilizando farmacos com
diferente acdo terapéutica tem se tornando uma alternativa efetiva para o
tratamento de doencas e regeneracdo de tecidos. Tem-se usado estas
estratégias principalmente no tratamento de céancer, no qual diferentes
farmacos podem atacar células malignas em diferentes estagio de seu ciclo de
crescimento (125). O desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo
controlada permite a combinacdo de terapias, na qual farmacos com
propriedades fisico-quimicas distintas, tal como a solubilidade, podem estar
presentes em um mesmo sistema de liberacdo, aumentando a eficacia do

tratamento.

Os principais desafios no estudo de sistemas duplo de liberacdo
consistem em desenvolver uma plataforma eficiente capaz de controlar o
comportamento de liberacdo de cada farmaco independentemente e minimizar
os efeitos colaterais do tratamento (125-128). A concentracdo do sistema de
liberacdo em um sitio especifico no corpo diminui a necessidade de grandes
doses para garantir alta concentragdao local, reduzindo a toxicidade e o

desconforto causado por efeitos colaterais.
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Numata et al (126) desenvolveram um sistema duplo de liberacao
controlada a partir de hidrogel de seda contendo nanoparticulas de seda
utilizando corantes como molécula modelo de liberacdo. Segundo os autores, a
liberacdo € modulada ao controlar paradmetros com o tamanho das
nanoparticulas. Wei et al (127) também desenvolveram um sistema duplo de
liberacdo a base de hidrogel e micelas para a liberacdo de aspirina e
doxorrubicina. Neste trabalho as micelas foram formadas a partir de um
copolimero tribloco que apresentava sensitividade ao pH e temperatura, de
forma que a liberagdo da doxorrubicina fosse controlada ajustando estes
parametros. Yan et al (129) prop8e o desenvolvimento de um novos scaffolds
para engenharia de tecidos ou sistema de liberacdo de farmacos capaz de
encapsular albumina de soro bovino e rodamina B a partir de nanofibras de
poli(l-latico-co-caprolactona) obtidos por eletrofiacdo. Estes exemplos ilustram
alguns dos trabalhos desenvolvidos na ultima década em relacdo aos avancos

cientificos frente aos sistemas duplos de liberagao.

1.2.Interacdes entre farmacos: diclofenaco versus metotrexato

A interacdo entre farmacos corresponde a administracdo conjunta de
dois ou mais medicamento e podem ser classificadas por diferentes
mecanismos. As interacdes entre farmacos ocorrem a partir de: i) interacdes
farmacocinéticas, como, por exemplo, alteracbes na absorcdo do farmaco,
distribuicio de volume, metabolismo ou excrecdo; i) interacBes
farmacodinamicas, tais como efeito aditivo, sinérgico ou antagbnico capaz de
alterar a concentracao plasmatica do farmaco no sangue; iii) incompatibilidade
farmacéutica, ou ainda a combinagéo de todos estes efeitos. Um tipo comum
de interagdo entre farmacos e os NSAID, classe de farmacos no qual o
diclofenaco esta incluso, ocorre quando h& competicdo entre proteinas que se
ligam aos farmacos no plasma sanguineo para eliminacdo destas moléculas

(130).

s

Este é o tipo de interacdo que ocorre entre o diclofenaco e o
metotrexato. O metotrexato é administrado em alta doses para o tratamento
quimioterapico ou em doses menores para o tratamento de psoriases ou artrite

reumatoide. Entretanto, foi descoberto que o diclofenaco, quando administrado
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em conjunto, reduz a eliminag&o renal do metotrexato aumentando a toxicidade

deste, principalmente durante a quimioterapia (130).

O diclofenaco teve seu primeiro uso nas praticas oncologicas no
tratamento de dores. As primeiras evidencias do uso de diclofenaco no
tratamento de tumores surgiu com a redugcédo da taxa de crescimento e dos
niveis de vascularizacdo em tumores (fiborosarcoma) induzidos em ratos (131).
Embora exista uma grande variedade de resultados, h4 uma escassez de
dados relativos ao uso do diclofenaco como anticancer quando comparado a
seu uso como analgésico (132). Isto torna o diclofenaco um potencial candidato
no tratamento oncolégico, seja na combinacdo com tratamentos ja
estabelecidos ou com coquetéis contendo novos farmacos, aumentando a

necessidade de pesquisa em plataformas de liberacdo simultanea de farmacos.

2. Objetivos

O objetivo deste capitulo consiste no estudo de liberacdo simultanea de
diclofenaco de potassio pela matriz de hidrogel de gelatina reticulado por
reacoes de Diels-Alder contendo nanoparticulas de mPEG-co-PCL

encapsuladas com metotrexato. Os objetivos especificos incluem:

e Avaliar o comportamento reolégico do hidrogel com a incorporacdo de
nanoparticulas poliméricas;

e Avaliar o perfil de liberacédo simultanea dos farmacos modelo.

3. Procedimento experimental

Nesta etapa a amostra de hidrogel HDA_ 1:1 obtida no capitulo 1 e as
nanoparticulas de mPEG-co-PCL 1:30 obtidas no capitulo 2 foram utilizadas
como plataforma de liberagcdo simultdnea de diclofenaco e de potéassio e
metotrexato, respectivamente. Os polimeros precursores do hidrogel HDA 1:1
foram dispersos em 300,0 uL de tampéao fosfato (pH 7,4). As nanoparticulas de
MPEG-co-PCL 1:30 contendo metotrexato foram dispersas sobre os
precursores antes do inicio da reticulacéo, nas proporcées 1,0%, 5,0% e 10,0%
(massa/massa). O material foi mantido a 65,0 °C durante 48,0 horas para a

reticulacdo do hidrogel e liofilizado na sequéncia. ApGs a amostra ser liofilizada,
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300 pL de uma solucdo 23,3 mg mL?!' de diclofenaco de potassio
(aproximadamente 5% em relacdo a massa de polimero) foi adicionada sobre o
hidrogel, que permaneceu por 12 horas para absor¢cao do farmaco. Apos este
periodo a amostra foi liofilizada novamente para posterior teste de liberacao,
conforme pode ser observado no esquema da Figura 53.

Os testes de liberacdo controlada do metotrexato e diclofenaco de
potassio foram conduzidos em tampéao fosfato, a 37,0 °C. As concentracdes
dos farmacos foram determinadas a partir das curvas padrbes obtidas por
espectroscopia UV-Vis, no qual foi utilizado o comprimento de onda de 276 nm
para quantificacdo do diclofenaco de potassio e 372 nm para a quantificacao de
metotrexato. Embora a banda de absorcdo em 372 nm apresente a menor
intensidade frente as demais bandas caracteristicas do metotrexato, € o sinal
mais afastado da banda caracteristica do diclofenaco de potassio, permitindo

gue nao tenha interferéncia nos sinais durante a quantificacdo simultanea dos

farmacos.
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Figura 53. Esquema do procedimento experimental para obtencédo de sistema
de liberacdo simultanea.
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4. Resultados e discussao

A presenca de nanoparticulas de mPEG-co-PCL na matriz de hidrogel
de gelatina foi avaliada por imagens de microscopia eletronica de varredura,
como pode ser observado na Figura 54. As imagens na coluna da esquerda
foram obtidas com menor magnificacdo, sendo possivel observar que a
estrutura porosa do hidrogel foi mantida. Na coluna da direita, as imagens
foram ampliadas para atingir resolugdo adequada para observar as
nanoparticulas de mPEG-co-PCL, cuja morfologia corresponde a esferas
irregulares sobre a estrutura do hidrogel, sendo facilmente identificadas para as
amostras contendo 5,0 e 10,0% de nanoparticulas. Para as amostras contendo
1,0% nao foi possivel observar a presenca de nanoparticulas, entretanto os
resultados de liberacéo indicam a presenca de metotrexato.

A propriedade reologica dos hidrogéis foi avaliada em funcdo da
porcentagem de nanoparticulas de mPEG-co-PCL adicionada. Como pode ser
observado na Figura 55, os valores de G’ e G” sdo independentes da
frequéncia aplicada, indicando que ndo ocorre variagdo da caracteristica
viscoelastica das amostras na faixa avaliada, mantendo sua estrutura de um
gel sélido. Entretanto o aumento da porcentagem de nanoparticulas dispersa
no hidrogel resulta em modulo elastico de, aproximadamente, 3, 10 e 18 vezes
maiores para as amostras contendo 1, 10 e 5%, respectivamente. A presenca
das nanoparticulas enrijecem o hidrogel e este comportamento pode ser
atribuido as interacdes entre as cadeias do hidrogel e do PEG presente na
superficie das nanoparticulas, aumentando as propriedades elasticas do
sistema. Era esperado que a amostra contendo 10% de nanoparticulas
apresentasse maior valor do modulo elastico, quando comparado a amostra
contendo 5%. Esta diminuigdo pode estar relacionada a baixa homogeneidade
na distribuicdo das nanoparticulas no interior do hidrogel, embora nédo se tenha

observado este fendmeno nas imagens de microscopia eletronica de varredura.
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Figura 54. Microscopia eletrbnica de varredura das nanoparticulas
incorporadas ao hidrogel.

O perfil de liberacdo simultdnea de MTX e DFK a partir do sistema duplo
hidrogel/nanoparticula polimérica pode ser observado na Figura 56. A liberacao
do DFK apresentou 0 mesmo comportamento para as trés amostras avaliadas,
resultando em uma liberagéo rapida, atingindo 100% do farmaco hidrofilico em
apenas cinco horas. J& o MTX apresentou um comportamento de liberagédo
sustentado, no qual a partir de 8 horas ndo € mais observado aumento de sua

liberacao.
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Figura 55. Varredura de frequéncia de nanopatrticulas polimérica incorporadas
ao hidrogel de gelatina reticulado por reacdes de Diels — Alder. G’ — simbolo fechado.
G” — simbolo aberto.

Com base no comportamento distinto entre as liberagbes de DFK e MTX na
plataforma simultdnea hidrogel/nanoparticula, € possivel observar o
mecanismo frente as propriedades fisico-quimicas de cada farmaco em relacao
a plataforma de liberacdo. O hidrogel intumescido com tampé&o fosfato permite
a dissolucdo completa e rapida do farmaco hidrofilico DFK com o meio de
dissolucéo. A dispersdo das nanoparticulas de mPEG-co-PCL sobre o hidrogel
também se mostrou homogénea devido a camada externa do copolimero ser
composta do segmento hidrofilico — PEG. Isto é, a permeacdo do farmaco
hidrofébico MTX néo é prejudicada devido a nanoplataforma. Enquanto o DFK
se difunde rapidamente pelo hidrogel, o MTX necessita atravessar primeiro as
barreiras impostas pela nanoparticula de copolimero para que, na sequéncia,
seja eliminada pela matriz de hidrogel, reduzindo sua velocidade de liberacéo,
conforme pode ser observado pela diminuicdo das constantes de velocidade

apresentada na Figura 57 e resumidos na Tabela 16.

Analisando o expoente de liberagdo n para os farmacos, o DFK é
liberado por mecanismos de difusédo, uma vez que os valores obtidos foram

inferiores a 0,45. Para o MTX, foi considerado a plataforma mais externa, isto
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€, a geometria cilindrica do hidrogel, cujo valor de n obtido foi superior a 0,89,

indicando que o mecanismo ocorre pelo transporte de caso Il. Para todas as

amostras o coeficiente de correlacdo obtido permite o uso da equacdo de

Peppas para descrever a cinética de liberacao deste sistema.
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Figura 56. Curvas de liberacdo de DFK (simbolo cheio) e MTX (simbolo vazio)
de sistemas duplos de liberag&o de farmacos.
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Figura 57. Curva bi-logaritmica da fracéo de diclofenaco e metotrexato liberado
em funcdo do tempo da plataforma simultanea de liberacéo.

Tabela 16. Parametros obtidos da curva cinética de liberacdo de diclofenaco e

metotrexato da plataforma simultanea de liberacéo



Amostra Farmaco n k (h'1) R?
HDA _NP_1% 0,35 0,598 0,997
HDA NP 5%  DFK 033 0,582 0,998
HDA_NP_10% 0,38 0,580 0,992
HDA _NP_1% 0,988 0,169 0,992
HDA_NP_5% MTX 0,916 0,192 0,992
HDA NP_10% 0,985 0,170 0,992

5. Conclusdes parciais

109

A partir da combinacdo de plataformas de liberacdo de farmacos

distintas é possivel desenvolver um sistema simultaneo, no qual farmacos com

caracteristicas hidrofilicas e hidrofébicas podem estar presentes em uma Unica

matriz. Foi desenvolvido um compdsito no qual nanoparticulas de mPEG-co-

PCL foram encapsuladas por

um hidrogel

a base de gelatina. As

nanoparticulas poliméricas facilitaram a incorporacdo de metotrexato, farmaco

com caracteristicas hidrofébicas, na plataforma dupla enquanto o hidrogel de

gelatina foi intumescido com diclofenaco de potassio, farmaco que apresenta

elevada hidrofilicidade. Foi observado que o DFK apresentou rapida liberacéo

da matriz de hidrogel de gelatina, enquanto que a liberacdo do MTX é

controlada pela degradacdo do segmento hidrofébico do copolimero,

apresentando um comportamento sustentado.
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6. Conclusodes

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

intumescimento.

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

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

farmaco a partir da escolha da plataforma utilizada.
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7. Perspectivas futuras

Os itens listados abaixo devem ser considerados como guias para

continuacéo deste trabalho:
» Alterar condi¢des de sintese para aumentar a modificacdo da gelatina;
+ Estudar as propriedades térmicas do hidrogel;
+ Testar a biocompatibilidade do hidrogel,

» Avaliar a liberacao simultanea em outros meios de dissolucao.
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