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RESUMO 

Nas últimas décadas as plataformas para liberação controlada de fármacos têm 
sido estudadas pela comunidade científica para o desenvolvimento materiais 
aplicados à biomedicina, principalmente para o tratamento de câncer. 
Estruturas como nanopartículas poliméricas, micelas, lipossomas, hidrogéis, 
dendrímeros, entre outras, foram modificadas para que suas propriedades 
físico-químicas apresentassem compatibilidade com o meio biológico de 
interesse para liberação de moléculas bioativas. Recentemente a combinação 
de terapias utilizando fármacos com diferente ação terapêutica tem se tornando 
uma alternativa efetiva para o tratamento de doenças e regeneração de 
tecidos, sendo necessário que as propriedades das plataformas de liberação 
sejam ajustadas para controlar a liberação de dois ou mais fármacos. O 
presente trabalho consiste no desenvolvimento de uma plataforma de liberação 
simultânea de diclofenaco de potássio e metotrexato, fármacos que 
apresentam hidrofilicidade distinta. Assim, hidrogéis a base de gelatina e 
dextrana foram obtidos como plataforma de liberação de diclofenaco e 
metrotrexato incorporado à nanopartículas de mPEG-co-PCL. O hidrogel foi 
reticulado a partir de reações click, nos quais as estruturas poliméricas da 
gelatina e dextrana foram modificadas com anidrido maleico e ácido furóico, 
respectivamente. Estes reagentes contêm grupos dieno e dienófilo que 
permitem a formação de ligações covalentes através das reações click de Diels 
– Alder. O intumescimento do hidrogel e a liberação de diclofenaco de potássio 
foram estudados em diversos meios de dissolução. Foi possível observar que o 
aumento da capacidade de intumescimento resultou em liberações mais 
rápidas de diclofenaco. Foi possível obter copolímero de mPEG-co-PCL a partir 
da polimerização por abertura de anel do monômero de e-caprolactona, cujo 
método permitiu controlar o tamanho do segmento hidrofóbico da cadeia 
polimérica. Com os copolímeros sintetizados, nanopartículas poliméricas 
contendo metotrexato foram obtidas pelo método da emulsão/evaporação por 
solvente. A eficiência de incorporação do metotrexato foi superior a 80%, 
enquanto a liberação se mostrou dependente do tamanho de cadeia do 
copolímero: o aumento do segmento hidrofóbico da cadeia reduz a fração de 
metotrexato liberado, sendo dependente da lenta biodegradação da cadeia de 
PCL pelo organismo. Quando as nanopartículas de mPEG-co-PCL foram 
incorporadas ao hidrogel de gelatina para avaliação da liberação simultânea do 
diclofenaco de potássio e metotrexato foi observado que o fármaco hidrofílico 
apresentou rápida liberação da matriz de hidrogel, enquanto o fármaco 
hidrofóbico teve um comportamento de liberação sustentado devido a 
degradação do segmento hidrofóbico. 
 
Palavras chave: Click hidrogel, sistemas de liberação simultâneo de fármaco, 
Nanopartícula polimérica, diclofenaco de potássio, 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 
platform 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 mPEG-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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PROLEGÔMENO 

A divisão deste manuscrito foi realizada de forma que o leitor possa 

compreender isoladamente as características de cada uma das plataformas de 

liberação controlada de fármacos e como estas atuam simultaneamente. Após 

a apresentação da motivação para elaboração desta tese, cada capítulo foi 

dividido da seguinte maneira: introdução com uma breve revisão bibliográfica, 

materiais e métodos, resultados e discussão e as conclusões parciais. 

O capítulo 1 aborda o uso de hidrogel como plataforma de liberação de 

fármacos hidrofílicos. São descritas as modificações necessárias nas cadeias 

poliméricas para obtenção de hidrogéis reticulados quimicamente, bem como o 

perfil de intumescimento e liberação de fármacos. 

No capítulo 2 foi discutido o uso de nanopartículas poliméricas como 

carreadores de fármacos hidrofóbicos. São estudados o controle do tamanho 

de nanopartículas e tamanho de cadeia de copolímeros e sua influência na 

liberação de metotrexato. 

O capítulo 3 discute um sistema misto, no qual as nanopartículas 

poliméricas estão incorporadas à plataforma de hidrogel e como se comporta a 

liberação de fármacos com características físico-químicas distintas em um 

mesmo sistema. 
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MOTIVAÇÃO 

Desde os primórdios da civilização, a humanidade vem lutando contra 

doenças graves e complexas tais como câncer, doenças cardiovasculares, 

esclerose múltipla, doença de Alzheimer e Parkinson. A maneira com que estas 

doenças são tratadas não geram impacto negativo apenas nos pacientes, mas 

também em toda a sociedade. Portanto, é de extrema importância o 

desenvolvimento de novos tratamentos para extinguir ou, no mínimo, reduzir os 

danos provocados por estas doenças. 

O câncer é uma das principais causas de morte em humanos, perdendo 

apenas para doenças cardíacas. Em 2012, segundo a Organização Mundial de 

Saúde (OMS), 8,2 milhões de pessoas morreram em função da doença no 

mundo. Ainda segundo a OMS, 15 milhões de novos casos são estimados para 

2020. Diante deste quadro, o desenvolvimento de novos materiais deve 

influenciar significantemente a prática de uma medicina moderna (1). A 

interdisciplinaridade entre a química, física, biologia e medicina tem obtido 

resultados satisfatórios em relação à gestão de diagnóstico e tratamento de 

diversas doenças (2). 

Sistemas de liberação controlada de fármacos e/ou moléculas bioativas 

possuem uma série de vantagem quando comparados com a administração 

convencional de fármacos: (i) estes sistemas aumentam o tempo de 

permanência das moléculas bioativas na corrente sanguínea, (ii) permitem 

direcionar o fármaco para sítios específicos do organismo e (iii) aumentam a 

eficácia do tratamento e reduzem efeitos colaterais nos pacientes (2). O corpo 

humano também apresenta fascinante capacidade em responder a estímulos 

ao ambiente, seja em nível macroscópico ou molecular. Ao tocar um objeto 

quente, células nervosas enviam sinais para o cérebro que, imediatamente, 

responde a este estímulo com uma contração muscular, por exemplo. Em nível 

molecular, um organismo sadio é capaz de liberar insulina com intuito de 

consumir o excesso de glicose na corrente sanguínea, transformando-o em 

glicogênio (3). 

Com intuito de reproduzir essas características, as pesquisas nas 

últimas décadas se concentraram em desenvolver dispositivos “inteligentes” a 
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variação de algum estímulo, seja ele exógeno ou endógeno, para liberação de 

um único princípio ativo. Estas plataformas continuam sendo promissoras, 

entretanto os novos desafios encontram-se na combinação de terapias, na qual 

fármacos com propriedades físico-químicas distintas, tal como a solubilidade, 

podem estar presentes em um mesmo sistema de liberação, aumentando a 

eficácia do tratamento. Dentro desse cenário, os sistemas duplos de liberação 

consistem em combinar uma ou mais plataformas para controlar o 

comportamento de liberação de cada fármaco independentemente, 

minimizando assim os efeitos colaterais. A principal motivação deste trabalho 

reside no desenvolvimento de plataformas de liberação controlada que podem 

garantir a melhoria da qualidade nos cuidados de saúde, além da criação de 

novos empregos se estes novos materiais forem produzidos pela indústria 

farmacêutica. 
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Capítulo 1 

Reticulação de hidrogéis de gelatina/dextrana 

através de reações de Diels-Alder. 

 

1. Introdução 

1.1. Definição e classificação de hidrogéis 

Por definição, hidrogéis são redes tridimensionais de polímeros 

reticulados capazes de reter grande quantidade de água ou fluido biológico no 

seu estado intumescido. Devido a versatilidade de síntese, os hidrogéis podem 

ser utilizados em diversas áreas como a indústria alimentícia, agronômica e 

biomédica. Nesta última, os hidrogéis podem ser aplicados na engenharia de 

tecidos, em implantes biomédicos, na imobilização celular e em dispositivos de 

liberação controlada de fármacos. 

Quanto a sua classificação, os hidrogéis podem ser divididos em função 

de sua composição ou do tipo de reticulação. A classificação por composição 

divide os hidrogéis obtidos em: (i) polímeros de origem natural, tais como o 

alginato, quitosana, dextrana, gelatina, ácido hialurônico, etc; (ii) polímeros de 

origem sintética, como o polietilenoglicol, poliácido lático, poliácido glicólico, 

policaprolactana, polivinilalcool e (iii) combinação de polímeros naturais com 

polímeros sintéticos (4).  

Quando classificados pelo tipo de reticulação, pode-se dividir os 

hidrogéis em duas classes – químicos e físicos. Os hidrogéis reticulados 

quimicamente correspondem as cadeias de polímeros que estão ligadas 

através de uma ligação covalente. Estes podem ser obtidos a partir da 

reticulação na superfície dos polímeros já formados ou ainda na polimerização 

de monômeros, na qual são utilizados iniciadores e agentes de reticulação para 

obtenção dos hidrogéis. A literatura comete um deslize na classificação dos 

hidrogéis reticulados fisicamente. Os hidrogéis físicos são formados por ligação 

fracas do tipo dipolo-dipolo, eletrostática, interações hidrofóbicas e/ou ligações 

de hidrogênio, que são tipos de ligação química. A reticulação física deveria ser 

considerada unicamente pelo enovelamento das cadeias poliméricas. Um 
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resumo da classificação quanto ao tipo de reticulação está ilustrado na Figura 

1. Várias estratégias de reticulação têm sido empregadas na síntese de 

hidrogéis. A reticulação física é produzida em condições brandas, resultando 

em interações fracas capazes de provocar baixa estabilidade em tecidos. Por 

outro lado, quando a reticulação é proveniente de ligações covalentes, são 

obtidos hidrogéis que apresentam melhor estabilidade, durabilidade e 

resistência mecânica quando em contato com os tecidos (5,6). 

 

 

Figura 1. Representação esquemática dos tipos de reticulação. Adaptado de 
(5) 

 

1.2. Intumescimento 

O intumescimento de um hidrogel após atingir seu equilíbrio pode ser 

compreendido pela teoria de Flory e Rehner (7). Termodinamicamente, duas 

forças opostas descrevem o estado de equilíbrio quando um gel polimérico 

atinge seu equilíbrio com o fluido que o envolve: uma componente de mistura e 

outra componente referente à força elástica. A Equação 1 descreve esta 

situação em termos da energia de Gibbs no equilíbrio, onde a energia total é 

igual a zero. A componente elástica corresponde a contribuições de forças 

retrativas das cadeias poliméricas internas ao gel, enquanto a componente de 

mistura deve-se as interações entre as moléculas do solvente com as 
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moléculas do polímero. No equilíbrio, o potencial químico do solvente interno 

ao gel é igual ao potencial químico do meio externo, portanto as componentes 

elásticas e de mistura devem se balancear em termos de calor e entropia de 

mistura. O potencial químico da componente elástica é governado 

principalmente pelas mudanças de entropia e pode ser justificada por outro 

trabalho de Flory e Rehner, conhecido como teoria da elasticidade (8). Os 

pontos de reticulação na estrutura do hidrogel são forçados a assumir menor 

grau de liberdade em relação as demais porções da cadeia polimérica, que 

assumem várias configurações. Ao absorver água a estrutura do hidrogel 

deforma e, consequentemente, as cadeias do polímero esticam e atingem um 

menor grau de liberdade neste estado quando comparado ao estado não 

deformado, dessa forma a entropia do sistema diminui com a deformação 

provocada pelo intumescimento (8). 

A presença de grupos ionizáveis na estrutura polimérica do hidrogel 

torna o tratamento teórico do intumescimento mais complexo, isto porque a 

componente de energia de Gibbs de força iônica deve ser adicionada ao 

modelo inicial, conforme indicado pela Equação 2. O potencial químico para 

polímeros ionizáveis apresentam forte dependência da força iônica do meio, 

bem como das constantes de dissociação de grupos ácidos e/ou básicos 

presentes na estrutura do polímero (5,9). 

 

∆𝐺𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 = ∆𝐺𝑒𝑙á𝑠𝑡𝑖𝑐𝑎 + ∆𝐺𝑚𝑖𝑠𝑡𝑢𝑟𝑎.                    Equação 1. 

∆𝐺𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 = ∆𝐺𝑒𝑙á𝑠𝑡𝑖𝑐𝑎 + ∆𝐺𝑚𝑖𝑠𝑡𝑢𝑟𝑎 + ∆𝐺𝑓𝑜𝑟ç𝑎 𝑖ô𝑛𝑖𝑐𝑎            Equação 2. 

 

1.3. Liberação controlada de fármacos 

O uso convencional de fármacos baseia-se na administração periódica 

de um princípio ativo cuja concentração no plasma sanguíneo está abaixo do 

nível de ação terapêutica em um primeiro momento, permanece por um 

período de ação efetiva e pode atingir pico acima do nível terapêutico, 

causando efeitos colaterais ao organismo. Após este ciclo, o fármaco é 

metabolizado e sua concentração no organismo diminui, sendo necessária a 
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administração de novas doses para completar o tratamento. As principais 

críticas a este modelo de administração de fármaco consistem nos efeitos 

colaterais provocados pela alta dose e pela interrupção do tratamento pelo 

paciente ao negligenciar os intervalos entre as doses. A proposta dos sistemas 

de liberação controlada é que uma única dose seja administrada no paciente e 

que a concentração do princípio ativo seja sustentada por um longo período 

dentro dos limites de ação terapêutica, sendo liberado o mais próximo possível 

do sítio de ação, conforme ilustrado na Figura 2. Em modelos mais avançados, 

o princípio ativo é liberado apenas quando o próprio organismo estimula sua 

liberação, como será discutido na próxima seção. Uma pletora de sistemas de 

liberação vem sendo desenvolvidos a partir de polímeros, entre eles, micelas, 

lipossomas, nanopartículas poliméricas e hidrogéis. 

Genericamente, o sistema de liberação pode ser do tipo matricial ou 

reservatório. O fármaco deve estar homogeneamente disperso no polímero em 

sistemas matriciais, enquanto nos sistemas reservatórios a solução de fármaco 

está aprisionada por uma camada de polímero. Em ambos os casos, a 

liberação ocorre por difusão do fármaco pelos poros da membrana polimérica  

 

Figura 2. Sistemas de liberação convencional (vermelho) e controlado (azul). 
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Figura 3. Esquema da difusão (A) e erosão (B) de fármacos em uma matriz 
polimérica sólida. Adaptado de (10). 

 

e/ou pela erosão do polímero, conforme ilustrado na Figura 3. Quando o 

polímero é biodegradável a erosão pode ser compreendida como a degradação 

da matriz. 

Diante das várias formas e composições que um sistema de liberação baseado 

em polímeros pode assumir, diversos modelos cinéticos foram propostos para 

melhor interpretação quantitativa do mecanismo de liberação. Os modelos mais 

simples e comumente empregados na elucidação da liberação estão resumidos 

na Tabela 1, na qual k corresponde a constante cinética de liberação e o 

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

 

Tabela 1. Resumo dos modelos cinéticos de liberação de fármacos. Adaptado 
de (10). 

Modelo Equação 

Ordem zero 
𝑀𝑡

𝑀∞
= 𝑘0𝑡 

Primeira ordem ln (
𝑀𝑡

𝑀∞
) = 𝑘1𝑡 

Higuchi 
𝑀𝑡

𝑀∞
= 𝑘𝐻𝑡

1
2 

Korsmeyer-Peppas 
𝑀𝑡

𝑀∞
= 𝑘𝑡𝑛 
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Plataformas que não desagregam e que liberam a mesma quantidade de 

fármaco por unidade de tempo seguem o modelo de ordem zero. A fração de 

fármaco liberado em função do tempo é linear e este modelo é dito ideal para 

amostras de ação prolongada, embora seja muito difícil obtê-lo na prática (11). 

A cinética de primeira ordem tem um comportamento linear quando o logaritmo 

da fração de fármaco é graficado em função do tempo. Este modelo de 

liberação é característico de plataformas de matrizes porosas que liberam 

fármacos hidrossolúveis, isto é, liberam o fármaco proporcionalmente a 

quantidade remanescente no interior da plataforma. Higuchi desenvolveu 

equações para diversos sistemas baseado em formas sólidas e semissólidas, 

entretanto, a equação simplificada apresentada na Tabela 1 descreve a 

liberação por processos que obedecem a lei difusional de Fick. Um modelo que 

descreve exponencialmente a liberação do fármaco com o tempo foi proposto 

por Kosmeyer e Peppas. Neste modelo o expoente n é uma constante que 

caracteriza a plataforma de liberação quanto a sua forma geométrica e 

características estruturais, permitindo aferir qual o mecanismo de liberação 

mais apropriado para o material. O modelo de Kosmeyer -Peppas é largamente 

empregado nas plataformas de liberação poliméricas, justamente por prever se 

mais de um mecanismo pode estar influenciando na liberação do fármaco. A 

Tabela 2 resume o mecanismo de liberação para cada valor de expoente e 

forma geométrica da plataforma estudada.  

A difusão de Fick consiste em processo no qual o fármaco dissolvido no 

interior da membrana a atravessa para equilibrar sua concentração no interior 

da matriz com o meio de dissolução, com velocidade proporcional de troca 

entre as soluções interna e externa. Entretanto, o processo de difusão pode 

sofrer influência das propriedades físico-químicas do polímero que compõe a 

plataforma de liberação, tais como as interações polímero – solvente e 

polímero – polímero, alterando as velocidades de difusão. Neste caso, a 

velocidade de liberação do fármaco é influenciada por processo de relaxação 

das cadeias poliméricas em função da capacidade de solvatação do meio de 

dissolução de acordo com as características hidrofílicas ou hidrofóbicas do 

polímero. Este comportamento é denominado difusão não-Fickiana e pode ser 

dividida em duas classes: transporte anômalo e transporte caso II. A diferença  
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Tabela 2. Expoente difusional e mecanismo de difusão para hidrogéis com 
formas geométricas variáveis. Adaptado de (12) 

Expoente difusional (n) 
Mecanismo 

Filmes finos Cilindros Esferas 

 0,5 0,45 0,43 Difusão de Fick 

0,5<n<1,0 0,45<n<0,89 0,43<n<0,85 Transporte anômalo 

1,0 0,89 0,85 Transporte caso II 

 

entre os mecanismos não-Fickianos está baseada na velocidade de relaxação 

do polímero e difusão do solvente para o interior da matriz. No mecanismo 

anômalo a velocidade de relaxação do polímero e da difusão do solvente para 

o interior da membrana são da mesma ordem de grandeza, enquanto que para 

o transporte do caso II a velocidade de liberação de fármaco é controlada 

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

 

1.4. Reticulação por reações click de Diels-Alder 

Como citado anteriormente, os hidrogéis quimicamente reticulados 

apresentam durabilidade e resistência mecânica superiores aos hidrogéis 

físicos. Entretanto, a maioria das rotas sintéticas para obtenção de hidrogéis 

químicos utiliza iniciadores, agentes de reticulação cruzada ou condições 

extremas de síntese. Esterificações, por exemplo, envolvem meios reacionais 

no qual são utilizados catalisadores extremamente ácidos/básicos, que podem 

degradar os biopolímeros. O uso de carbodiimidas permite que as 

esterificações sejam conduzidas em condições mais suaves, por outro lado a 

principal dificuldade consiste na remoção dos intermediários insolúveis que 

ficam confinados dentro da rede do hidrogel (13). Diversos autores relatam 

toxicidade provocada pelo uso de glutaraldeído (14–16). O principal problema 

consiste no glutaraldeído excedente, que pode se ligar a proteínas ou outras 

biomoléculas provocando danos. Estes reagentes ou produtos da reação 

podem introduzir toxicidade que são prejudiciais à aplicação em biomedicina 

(17–20). Contudo, na última década, uma série de reações clássicas foram 

revisitadas e aplicadas na reticulação de hidrogéis. Estas reações foram 

batizadas genericamente de reações click devido à alta reatividade e 

seletividade, além de serem conduzidas sob condições de síntese suaves. A 
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bioortogonalidade de uma reação click permite encapsular moléculas bioativas 

sem provocar citotoxidade ao meio. A ausência de catalisadores e a formação 

mínima de produtos secundários faz destas reações importante ferramenta na 

obtenção de biomateriais (21,22). São exemplos de reações click as ciclo-

adições de alquinos-azidas e Diels-Alder (23–26), adição de Michael – tiol (27–

29), entre outras. 

A reação de Diels-Alder consiste em uma [4+2] cicloadição entre um 

dieno conjugado com quatro elétrons π e um dienófilo com dois elétrons π, isto 

é, um alceno. Esta reação se processa em uma única etapa, sem formação de 

intermediários, e o estado de transição envolve a formação de duas ligações 

químicas covalentes. Embora a reação necessite de alta energia de ativação, a 

presença de carbonila ligada diretamente sobre a dupla ligação do dienófilo 

aumenta sua reatividade e a reação ocorre sem a presença de catalisadores, 

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

Por se tratar de uma reação que envolve uma série de elétrons π, a 

formação das ligações propostas por Diels-Alder pode ser interpretada pela 

teoria dos orbitais moleculares. A reação ocorre entre os orbitais de barreiras 

HOMO (orbital molecular ocupado mais alto) e LUMO (orbital molecular não 

ocupado mais baixo) dos reagentes. Genericamente, o dienófilo é o reagente 

que tem tendência a atrair os elétrons, sugerindo que o fluxo de elétrons ocorra 

do dieno conjugado para o dienófilo. Assim, de acordo com a simetria dos 

orbitais moleculares, a reação se processa do orbital HOMO do dieno para o 

orbital LUMO do dienéfilo, conforme ilustrado na Figura 4, favorecendo a 

formação de ligações covalentes entre a extremidade da molécula do dieno e a 

dupla ligação do alceno, devido a sobreposição dos orbitais em fase de cada 

um dos reagentes (32). 

 

1.5. Gelatina e dextrana como biomateriais 

A gelatina é uma proteína proveniente da hidrólise do colágeno animal e 

é empregada na indústria farmacêutica, cosmética e alimentícia. É amplamente 

utilizada devido sua classificação como material geralmente seguro pelo Food 

and Drug Administration (FDA), órgão governamental americano que regulariza 

a liberação de produtos para comercialização, atestando sua aplicação segura 
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em humanos (33). Como carreador de fármacos, a gelatina provou ser versátil 

devido as suas características físico-químicas, pois tanto a incorporação como 

a liberação de fármacos pode ser ajustada, ampliando as áreas de aplicação 

deste material (34). A distribuição de aminoácidos que constituem a gelatina 

está apresentada na Figura 5. Considerando as características de cada um dos 

aminoácidos que compõe a gelatina podemos considerar que 13% de sua 

estrutura está carregada positivamente devido a aminoácidos como a arginina, 

12% confere cargas negativas à estrutura e 11% da cadeia apresenta natureza 

hidrofóbica. A glicina é o principal aminoácido presente na estrutura da 

gelatina, correspondendo a um terço do total de moléculas, enquanto o 

restante é composto de prolina e hidroxiprolina. Como a gelatina é proveniente 

da desnaturação do colágeno, comercialmente são encontradas dois tipos de 

gelatina, sendo a do tipo A preparada a partir da hidrolise ácida e cujo ponto 

isoelétrico encontra-se situado entre pH 7-9 e a do tipo B, proveniente da 

hidrólise básica, com ponto isoelétrico entre pH 4-5.(16,35) 

 

 

Figura 4. Esquema das interações entre os orbitais moleculares na formação 
do aduto de Diels-Alder. Adaptado de (32). 
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Figura 5. Distribuição dos aminoácidos que constituem a gelatina. Adaptado de 
(33).  

 

A gelatina é dissolvida com facilidade em água quando a temperatura é 

superior a 40°C. Contudo, ao resfriar a solução o material passa por uma 

transição sol-gel, na qual ocorre transição conformacional nas cadeias 

randômicas da gelatina para a formação de hélices, conforme ilustrado na 

Figura 6(A). A formação de triplas hélices é decorrente da composição da 

cadeia de gelatina. Considerando que a cada três resíduos de aminoácidos um 

deles possivelmente seja glicina, quando uma sequência de glicina-prolina-

hidroxiprolina é repetida n vezes há estabilização das cadeias através de 

ligações de hidrogênio formando a tripla hélice, conforme ilustrado na Figura 6 

(B). A estabilização pode ocorrer diretamente entre as cadeias de gelatina, na 

qual os ácidos carboxílicos interagem com grupo aminos, ou através de 

ligações entre moléculas de água, ligando dois grupos carboxílicos ou um 

grupo carboxílico e um grupo amino (36). 

 

Figura 6. (A) Efeito de transição sol – gel de gelatina. (B) Estrutura do colágeno 
em diferentes níveis moleculares. Adaptado de (36) .  
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Como carreador de f(36)ármaco, a gelatina apresenta características 

versáteis na incorporação de biomoléculas carregadas eletrostaticamente. Em 

função de seu ponto isoelétrico, é possível ajustar a eficiência de incorporação 

do fármaco de acordo com o pH do meio no qual o material está disperso. Da 

mesma forma, a cinética de liberação pode ser otimizada tornando a gelatina 

uma versátil plataforma para engenharia de tecidos ou na terapia de câncer. A 

associação de outros materiais à gelatina introduz no sistema propriedades 

múltiplas que não eram atingidas com o material isolado, atuando de maneira 

sinérgica para melhorar propriedades mecânicas ou ainda a incorporação e 

liberação de moléculas bioativas (34). 

A dextrana é um polímero natural a base de glicose que vem sendo 

utilizado por mais de 6 décadas em biomedicina devido sua atividade biológica, 

tal como biocompatibilidade e biodegradabilidade em meio fisiológico. A 

dextrana pode ser obtida por síntese química ou produzida por bactérias que 

utilizam a sacarose como principal indutor. De uma maneira geral, a dextrana 

consiste em um polímero linear ligado nas posições α-1,6-glicosídeos, com 

algumas ramificações observadas pelas ligações 1,3, conforme esquematizado 

na Figura 7. Embora sejam observadas ramificações, a dextrana apresenta 

elevada solubilidade em água. Sua principal característica está no aumento da 

biodistribuição de moléculas bioativas quando aplicado como carreador de 

fármaco. Depois de infusão intravenosa, aproximadamente 70% da dextrana 

(MM = 40 kDa) é excretada do tecido fisiológico pela urina no período de 24 

horas. A porcentagem de dextrana restante é retida por poucos dias e 

despolimerizada por enzimas, tal como a dextranase, no fígado, no baço e no 

final do sistema gastrointestinal (37). Assim como a gelatina, a dextrana pode 

ser facilmente modificada pela adição de grupos específicos na sua estrutura 

através de reações com as hidroxilas do esqueleto polimérico, permitindo que 

ocorra reticulação cruzada entre suas cadeias para formação de hidrogel (38). 

 

1.6. Polímeros inteligentes 

O corpo humano apresenta fascinante capacidade em responder a 

estímulos ao ambiente, seja em nível macroscópico ou molecular. Ao tocar um 

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

 

imediatamente, responde a este estímulo com uma contração muscular, por 

exemplo, ou em nível molecular, quando um organismo sadio é capaz de 

liberar insulina com intuito de consumir o excesso de glicose na corrente 

sanguínea, transformando-o em glicogênio (3). Park propõe uma linha do 

tempo evolutiva de sistemas de liberação controlada de moléculas bioativas na 

qual, a partir de 1980, há um esforço da comunidade científica para o 

desenvolvimento de plataformas “inteligentes” variando-se algum estímulo, seja 

este de origem exógena ou endógena (39). Genericamente, quando um 

sistema de liberação controlada é exposto a um estímulo, tais como, uma 

variação de pH, temperatura, força iônica, campo magnético e/ou luz, a 

resposta ao estímulo corresponderá a variações em suas propriedades físico 

químicas, sejam elas uma mudança de conformação, alteração de superfície, 

solubilidade, entre outras, como esquematizado na Figura 8. 

 

1.6.1. pH 

Um dos primeiros estímulos utilizados para liberação de moléculas 

bioativas pela medicina foi a variação do pH, com foco no sistema 

gastrointestinal. Isto se deve a ampla faixa de pH que abrange o sistema 

gastrointestinal – desde as condições ácidas do estomago (pH ~2) até regiões 

mais básicas como o intestino (pH ~8). Além disso, em nível celular, é possível 

distinguir células sadias de células com estado patológico diferenciado, isto 

porquê as células que apresentam infecções, inflamações ou tumores têm valor 
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Figura 8.Esquema de liberação controlada de fármacos em função de 
estímulos. Adaptado de (36). 

 

de pH extracelular inferior ao de células normais (pH ~ 7,4). A acidez é devida 

a rápida proliferação das células tumorais, alterando a vascularização e 

oxigenação dos tecidos, por exemplo. 

A estratégia para conferir sensibilidade de hidrogéis às variações de pH 

é a introdução de grupos ionizáveis em sua composição, tais como aminas, 

ácidos fosfóricos e ácidos carboxílicos. Estes grupos, em função dos valores de 

pKa e estrutura, podem aceitar ou doar prótons em diferentes condições de pH, 

alterando suas propriedades físico-químicas, como o intumescimento e 

solubilidade, resultando em melhor controle na liberação de fármacos, por 

exemplo. Os polímeros aniônicos mais utilizados contém ácido carboxílico. Em 

meio ácido, estes polímeros são protonados e suas estruturas tornam-se 

relativamente hidrofóbicas. Por outro lado, em condições de pH neutro ou 

alcalino, o polímero apresenta características hidrofílicas, permitindo a 

liberação de moléculas bioativas (40). A interpretação deve ser contrária 

quando o polímero é constituído de grupos aminas, por exemplo. 

Dispositivos de liberação de insulina via oral baseados em estruturas 

caroço@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 liberação de insulina pH dependente. A poliacrilamida foi 

enxertada à quitosana com o intuito de aumentar a capacidade de incorporação 

de insulina ao hidrogel. 
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1.6.2. Redox 

As características patológicas do ambiente são sensíveis aos estímulos 

das reações redox. O compartimento extracelular das células é mais oxidativo 

quando comparado com o compartimento intracelular. O elevado nível de 

glutationa (GHS) no citosol e compartimentos subcelular é o principal 

responsável pelo caráter redutor do ambiente intracelular. A razão pela qual a 

concentração de GSH é menor no ambiente intracelular é sua rápida 

degradação enzimática no plasma humano. Os níveis de GHS foram estudados 

em células tumorais e normais de citosol e os resultados apontaram que sua 

concentração é muito maior nas células tumorais. A partir destas observações 

foi possível desenvolver estratégias de liberação controlada de fármacos 

diretamente nas células tumorais. O sistema de liberação é funcionalizado com 

um agente de reticulação de dissulfito, que é sensível ao GSH. Ao reagir com a 

enzima, a ligação do dissulfito é quebrada em duas moléculas de sulfidril, 

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

Ejaz et al relataram a síntese de um sistema redox sensível baseado em 

hidrogéis de poli(2-hidroxietil metacrilato) (PHEMA) reticulados com bis(2-

metacriloxietil) dissulfeto (DSDMA). Utilizando glutationa (GHS) como agente 

redutor, foi possível confirmar a ruptura da ligação do dissulfeto, liberando 

moléculas modelos. Estudos em células de cultura resultaram que a fármaco 

 

 

Figura 9.Esquema do mecanismo de ação sensível à variação de potencial 
redox. Adaptado de (38). 
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antifibroproliferativa, mitomicina C, pode ser liberada do hidrogel em um 

período de 7 dias (43). 

 

1.6.3. Enzimas 

As enzimas constituem um grupo de proteínas que apresentam atividade 

e mecanismos de atuação específicos dentro de determinado processo 

bioquímico no organismo. A seletividade na atuação de enzimas permite sua 

utilização como estratégia de liberação de moléculas bioativas, pois cada 

enzima é capaz de hidrolisar uma sequência específica de aminoácidos. Por 

exemplo, para cortar a sequência de peptídeos alanina-valina e glicina-prolina 

são usadas as enzimas termolizina e prolina endopeptidase, respectivamente; 

Assim como nos casos anteriores, foi observado aumento na presença de 

certas enzimas em estados patológicos, tais como câncer e inflamações, 

permitindo a ação estratégica de liberação sob estas condições (44). 

Genericamente, um sistema de liberação controlada sensível a enzimas é 

constituído de um carreador polimérico (hidrogéis, dendrímeros, micelas), 

fármaco de interesse e espaçadores sensíveis que são ligados entre o 

polímero e o fármaco. Os espaçadores são desenvolvidos de forma a 

apresentar melhor comprimento e estrutura, permitindo melhor acoplamento às 

enzimas e resultando em maior eficiência de liberação (45). 

 

1.6.4. Temperatura 

Diferente das demais fontes de estímulo, a variação de temperatura 

pode ser provocada endógena ou exogenamente. Sob condições patológicas 

como, por exemplo, inflamações ou tumores são observados aumento de 

temperatura nestes sítios em função da maior vascularização dos tecidos. A 

temperatura também pode ser aumentada em decorrência da aplicação de luz 

ou campo magnético ao sistema de liberação. 

Os polímeros termossensíveis mais investigados são derivados da N-

alquilamidas, pois estes materiais apresentam solubilidade em água em função 

da temperatura, como pode ser observado na Figura 10. As N-alquilamidas 

agregam-se acima de determinadas temperaturas, denominadas temperaturas 
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críticas de solubilidade inferior (LCST). O processo de agregação é dependente 

da entropia do sistema e influenciado pelas interações polímero-solvente e 

polímero-polímero. O aumento da entropia favorece a agregação com o 

aumento da temperatura, resultando em energia livre de agregação negativa e, 

consequentemente, em um processo espontâneo. Entre as N-alquilamidas, o 

poli(isopropilacrilamida) (PNIPAAm) é o polímero mais intensivamente 

estudados. O PNIPAAm apresenta valor de LSCT de 32°C (46,47), sendo 

solúvel na temperatura corpórea (aproximadamente 36,5°C). Para atingir 

valores de LSCT acima de 37°C e se tornar sensível à liberação no corpo 

humano, o PNIPAAm deve ser enxertado com polímeros hidrofílicos, 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 liberação de metotrexato, um fármaco hidrofóbico 

utilizado para tratamento de câncer. Micelas com cadeias hidrofílicas de 

PNIPAAm-co-HMAAm e hidrofóbicas de PMMA apresentam valor de LCST de 

37,9°C, apresentando características desejáveis para liberação do metotrexato 

apenas em tecidos sob estados patológicos. Strong (49) et al desenvolveram 

hidrogel de poli(isopropilacrilamida)-co-acrilamida, nas proporção de 95:5. 

Nanopartículas de sílica recobertas com ouro apresentam ressonância 

plasmônica quando irradiadas com radiação no comprimento de onda do 

infravermelho próximo, dissipando energia na forma de calor. Assim, 

doxorrubicina foi incorporada ao hidrogel contendo as nanopartículas. O 

hidrogel apresenta valor de LCST acima de 37°C, resultando em aumento 

significativo de liberação após o sistema ser submetido à radiação. 

 

 

Figura 10. Esquema de transição sol – gel para polímeros termossensíveis. 
Adaptado de (48). 
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1.6.5. Luz 

A luz pode ser empregada como estímulo externo nos sistemas de 

liberação em função do comprimento de onda aplicado. O tipo de radiação 

empregada deve ser escolhido em função do sítio de aplicação da luz, pois o 

ultravioleta não permite profunda penetração no corpo devida à absorção pela 

pele, sangue e tecidos. No entanto, a radiação na região do infravermelho 

próximo permite atingir profundidade de até 10 cm sem danificar as células. O 

estímulo por luz pode ser considerado uma estratégia não invasiva de 

liberação. Em relação ao uso exclusivo da luz como fonte de estímulos, 

diversos mecanismos podem estar associados à liberação, como por exemplo, 

a isomerização, reticulação, oxidação, polarização, degradação de polímeros 

(41). 

 

1.6.6. Campo Magnético 

A vantagem no uso de materiais magnéticos em liberação controlada de 

fármacos reside em aplicar campo magnético externo para atraí-los para um 

local específico do corpo e mantê-los neste sítio durante a ação terapêutica. A 

concentração do sistema de liberação em um sítio específico no corpo diminui 

a necessidade de grandes doses para garantir alta concentração local, 

reduzindo a toxicidade e o desconforto causado por efeitos colaterais (50). O 

material magnético pode ter sua superfície funcionalizada para conjugação de 

fármacos ou ainda estar incorporado dentro de hidrogéis. Além disso, os 

materiais magnéticos apresentam importantes características no tratamento 

terapêutico por provocar apoptose de células tumorais através do aumento da 

temperatura em uma região específica do corpo. A hipertermia magnética é um 

tratamento seletivo, pois independente da presença de células sadias, a 

variação de temperatura é prejudicial apenas às células tumorais. De uma 

forma geral, o procedimento consiste na internalização das nanopartículas 

magnéticas nas células problemáticas, seguido da aplicação de campo 

alternado com força e frequência suficiente para causar o aquecimento das 

nanopartículas. O calor gerado é dissipado para o tecido doente até a 

destruição das células tumorais, que ocorre na temperatura de 41 a 46°C, 

aproximadamente. Vários componentes da célula são afetados pelo aumento 
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da temperatura, tais como membrana, citoesqueleto, síntese de 

macromoléculas ou ainda reparos na fita do DNA. Os mecanismos 

molecular/biológico causado pelo aumento da temperatura ainda estão sob 

investigação, mas seus efeitos são os responsáveis pela apoptose celular (51–

53). O aquecimento ocorre quando um campo magnético alternado é aplicado 

às nanopartículas magnéticas, dissipando calor durante a reorientação da 

magnetização do material.  

 

1.7. Diclofenaco de potássio 

O diclofenaco (Figura 11) é um fármaco classificado como NSAIDs (do 

inglês nonsteroidal anti-inflammatory drugs) que apresenta propriedades 

analgésicas, anti-inflamatória e antipirética. O diclofenaco é um derivado do 

ácido fenilacético que está disponível em formulações orais na forma de sais 

de sódio ou potássio, majoritariamente. Entretanto o tratamento com este 

fármaco tem apresentado efeitos adversos significativos, tais como problemas 

cardiovasculares, gastrointestinais e hepáticos (54). O mecanismo de ação do 

diclofenaco não é compreendido por completo, entretanto Vane (55) propôs 

que as enzimas ciclooxigenase (COX) são inibidas na presença de NSAIDs. 

Estas enzimas são responsáveis pela degradação do ácido araquidônico, 

proveniente do metabolismo da parede celular, em dois compostos, os 

tromboxanos e as prostaglandinas que são os principais responsáveis como 

mediador nas inflamações e na dor. 

 

NH

Cl

Cl

O

O
-
K

+

 

Figura 11. Representação da estrutura molecular do diclofenaco de potássio. 
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2. Objetivos 

O objetivo deste capítulo consiste na obtenção de hidrogel de gelatina e 

dextrana modificada para usos em sistema de liberação controlada de fármaco 

hidrofílico. 

Os objetivos específicos incluem: 

• Modificação da gelatina com anidrido maleico; 

• Modificação da dextrana com ácido furóico; 

• Obtenção de hidrogel através da reticulação por reações de Diels-

Alder; 

• Estudo de intumescimento e liberação de diclofenaco de potássio 

em diferentes fluidos. 

 

3. Experimental 

3.1. Reagentes utilizados: 

Todos os reagentes utilizados na síntese dos precursores e hidrogéis 

apresentam pureza analítica e compõe a Tabela 3. Os reagentes foram 

utilizados sem nenhum tratamento prévio para promover a purificação dos 

mesmos, com exceção do dimetilsulfóxido, cuja água foi removida com 

peneiras moleculares. 

 

Tabela 3. Reagentes utilizados capítulo 1. 

Reagentes Fórmula Molecular Marca 

4-Dimetilaminopiridina (DMAP) C7H10N2 Alfa Aesar 

Ácido furóico  C5H4O3 Sigma 

Anidrido maleico C4H2O3 Alfa Aesar 

Dextrana (40kDa) C6H10O6 Sigma 

Diclofenaco de Potássio (DFK) C14H10Cl2NOK Sigma 

Dimetilsulfóxido (DMSO) C2H6OS Merck 

Gelatina - Synth 

N,N’-Diciclohexilcarbodiimida (DCC) C13H22N2 Sigma 
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3.2. Modificação da gelatina 

Para obtenção de hidrogéis reticulados através de reações de Diels-

Alder é necessário modificar a estrutura dos polímeros precursores com 

reagentes que permitam a formação 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 

balão de fundo redondo. Após completa solubilização, a solução foi resfriada a 

temperatura ambiente e 1,0 g de anidrido maleico foi adicionado ao balão. O 

sistema foi mantido sob agitação durante 3,0 horas. Após este período, a 

gelatina modificada foi mantida sob aquecimento pelo período de 3,0 horas à 

70,0°C. Após esta etapa a amostra foi dialisada em membrana com poros de 

2kDa, durante dois dias contra água. A amostra foi denominada G_MA. 

 

3.3. Modificação da Dextrana 

Para modificação da dextrana com ácido furóico foi necessário ativar os 

reagentes separadamente. Em um erlenmeyer uma massa de 1,5 g de 

dextrana foi adicionada em 15,0 mL de DMSO e, após completa dissolução, foi 

adicionado 1,0 g de DMAP (8,9x10-3 mol). Em outro erlenmeyer, 1,0 g de ácido 

furóico (8,9x10-3 mol) foi dissolvido em 15,0 mL de DMSO e ativado com 1,8 g 

de DCC (8,9x10-3 mol). Os dois sistemas foram mantidos sob agitação 

magnética pelo período de 3,0 horas, a temperatura ambiente. Na sequência, a 

solução contendo o ácido furóico foi transferida para o erlenmeyer contendo 

dextrana e o sistema foi mantido a temperatura ambiente, sob agitação, 

durante 48,0 horas. A dextrana foi precipitada em acetona gelada e separada 

por centrifugação. A amostra foi dialisada contra água durante dois dias para 

remoção dos reagentes que não foram ligados a estrutura da dextrana. A 

amostra foi liofilizada e denominada Dex_AcF. 

 

3.4. Obtenção de hidrogel por reações de Diels – Alder 

Para a reticulação dos hidrogéis por reações de Diels-Alder as amostram 

G_MA e Dex_AcF foram misturadas em diferentes proporções conforme a 

Tabela 4. As massas dos polímeros modificados foram solubilizadas em 300 µL 
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de tampão fosfato (pH 7,4), dispersas em vortex e sonicadas por 2 horas a 

temperatura ambiente. Na sequência as amostras foram aquecidas a 65,0 °C 

durante 48,0 horas em estufa e liofilizadas após este período. O formato das 

amostras corresponde a cilindros de 10,0 mm de diâmetro por 10,0 mm de 

altura. 

 

Tabela 4. Composição dos hidrogéis em função do grau de substituição. 

Hidrogel Dex_AcF (mg) G_MA (mg) 

H_DA 3:1 80 70 

H_DA 1:1 40 110 

H_DA 1:3 15 135 

 

3.5. Caracterização: 

3.5.1. Espectroscopia no infravermelho 

Os espectros no infravermelho foram obtidos com o espectrofotômetro 

de infravermelho com transformada de Fourier, da Perkin Elmer, Frontier. Para 

coleta dos espectros foram realizadas 128 varreduras entre o intervalo 4000 a 

550 cm-1. Os espectros foram obtidos pela técnica de reflectância total 

atenuada, utilizando cristal de seleneto de zinco.  

 

3.5.2. Espectroscopia UV-Visível 

Os espectros Uv-Visível foram obtidos por espectrofotômetro da marca 

Perkim Elmer, modelo Lambda 465.  

 

3.5.3. Calorimetria exploratória diferencial 

O comportamento térmico das amostras foram avaliados por calorimetria 

exploratória 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-1, 

sob atmosfera de nitrogenio com fluxo de 50 cm3 min-1.  
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3.5.4. Ressonância magnética nuclear H1 e C13 

Os espectros de ressonância magnética nuclear H-1 das amostras de 

gelatina e gelatina modificada foram obtidos em espectrômetro Bruker Avance 

600 MHz. As amostras (10 mg) foram solubilizadas em D2O. A linha de 

referência empregada na análise foi de 4,79 ppm referente a D2O. As amostras 

de copolímero mPEG-co-PCL foram analisadas em espectrômetro Bruker 300 

MHz. As amostras (10 mg) foram solubilizadas em CDCl3, utilizando como 

referência o pico do solvente em 7,29 ppm. 

Os espectros de ressonância magnética nuclear C-13 obtidos no estado 

sólido foram obtidos em espectrômetro Bruker Avance III HD 400WB. As 

amostras em pó 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 deconvolução dos espectros. 

 

3.5.5. Potencial zeta 

O potencial Zeta (ζ) foi medido em um aparelho Zetasizer Nano ZS, 

marca Malvern. As amostras foram dispersas em solução 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 soluções de HCl 0,001 mol L-1 e NaOH 0,001 mol L-1. 

 

3.5.6. Diâmetro hidrodinâmico 

O diâmetro hidrodinâmico das amostras foi determinado no equipamento 

Zetasizer Nano ZS, marca Malvern, pela técnica de espalhamento de luz 

dinâmico. As amostras foram dispersas em água destilada a uma temperatura 

de 25° C. 

 

3.5.7. Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

As imagens de microscopia eletrônica de varredura foram obtidas em 

microscópio JEOL, modelo JSM-7500F. Foi utilizado feixe de elétrons de 2 kV. 

Foi utilizado o software ImageJ, versão 1,45s para o tratamento das imagens. 
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3.5.8. Reologia 

As propriedades reológicas do hidrogel foram determinadas em reômetro 

TA Instruments. O diâmetro dos pratos paralelo utilizado foi de 60 mm, com 

distância de 200 micrometros. A região linear de viscoelasticidade foi 

determinada entre a porcentagem de deformação de 0 e 1% Para determinar o 

modulo elástico (G’) e modulo viscoso (G’’) foi utilizada frequências de 100 a 

700 rad s -1, nas temperaturas de 37 °C e 42 °C. 

 

3.5.9. Cromatografia de permeação em gel 

A distribuição de massa molecular do copolímero foi determinada em um 

cromatógrafo de permeação em gel OMNISEC, da Malvern Instruments. Foi 

utilizado os detectores de índice de refração Viscotek RImax (Malvern 

Instruments) e de Uv/Vis Knauer, modelo UVD 2.1s.  

As amostras de gelatina e dextrana, com e sem modificações, foram 

diluídas em uma solução 0,1 mol L-1 de NaNO3 e filtradas em membranas de 

PTFE 0,45 µm. Foram utilizadas três colunas cromatográficas da marca 

Shodex, modelo SB-806 HQ (SHOWA Denko, Tóquio, Japão), cuja 

temperatura foi mantida constantemente a 40 °C. Foi utilizado fluxo de injeção 

de THF na razão de 1,0 mg mL-1. A curva de calibração foi obtida a partir de 

padrões de PEG, cujas massa moleculares estão compreendidas entre 224000 

e 195 g mol-1 (Varian Palo Alto, CA). 

 As de amostras do copolímero mPEG-co-PCL (10,0 mg) foram diluídas 

em THF e filtradas em membranas de PTFE 0,45 µm. Foram utilizadas três 

colunas cromatográficas da marca Shodex, modelo KF806M (SHOWA Denko, 

Tóquio, Japão), cuja temperatura foi mantida constantemente a 40 °C. Foi 

utilizado fluxo de injeção de THF na razão de 1,0 mg mL-1. A curva de 

calibração foi obtida a partir de padrões de PS, cujas massa moleculares estão 

compreendidas entre 1x106 e 1200 g mol-1 (Varian Palo Alto, CA). 

 

3.5.10. Intumescimento 

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

hidrogel seco (m0) foi pesada e imersa em água, tampão fosfato (pH 7,4) ou 
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ácido clorídrico (pH 2,0). A porcentagem de água absorvida foi determinada 

pelo aumento da massa (mt) do hidrogel em função do tempo, que, antes da 

pesagem, foi removido da solução e cuidadosamente seco para remoção de 

excesso de água. O intumescimento foi calculado de acordo com a Equação 3 

(35). 

𝐼𝑛𝑡𝑢𝑚𝑒𝑠𝑐𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 =
𝑚𝑡−𝑚0

𝑚0
𝑥100 (%)                           Equação 3. 

 

3.5.11. Liberação de Diclofenaco de potássio 

O diclofenaco de potássio foi incorporado na amostra de hidrogel após a 

reação de reticulação. Após a amostra ser liofilizada, 300 µL de uma solução 

23,3 mg mL-1 de diclofenaco de potássio (aproximadamente 5% em relação a 

massa de polímero) foi adicionada sobre o hidrogel, que permaneceu por 12 

horas para absorção do fármaco. Após este período a amostra foi liofilizada 

novamente para posterior teste de liberação. A eficiência de incorporação de 

diclofenaco de potássio pode ser considerada 100,00%. 

A liberação do diclofenaco foi testada em diferentes meios: água, 

tampão fosfato (pH 7,4) e simulado de fluído gástrico (pH 2,0). As amostras 

foram dispersas em 20,0 mL de cada fluído e mantidas sob agitação de 200 

rpm e a temperatura de 37,0 °C. Alíquotas de 1,0 mL foram removidas em 

função do tempo e sua concentração determinada por espectroscopia UV-Vis. 

O mesmo valor de fluido foi reposto a solução inicial e a liberação cumulativa 

de diclofenaco de potássio foi calculada de acordo com a Equação 4, no qual 

mDFK corresponde a massa de diclofenaco de potássio presente no hidrogel, Vo 

é o volume total do meio de liberação (V0=20,0 mL), Vt é o volume de alíquotas 

removida no tempo t (Vt=1,00 mL) e Cn é a concentração de diclofenaco na 

amostra (56). 

 

𝐿𝑖𝑏𝑒𝑟𝑎çã𝑜 (%) =
𝑉𝑡 ∑ 𝐶𝑖+𝑉0𝐶𝑛

𝑛−1
1

𝑚𝐷𝐹𝐾
𝑥100              Equação 4. 
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4. Resultados e discussão 

4.1. Modificação e caracterização da gelatina 

A gelatina foi modificada com anidrido maleico para ancorar grupos 

dienófilos sobre a cadeia polimérica. A modificação da gelatina pelo anidrido 

maleico ocorreu em duas etapas. Na primeira etapa, os grupos aminas e/ou 

hidroxilas da gelatina realizam ataque nucleofílico em um grupo carboxílico do 

anidrido maleico, rompendo a ligação entre o oxigênio e a carbonila. Para evitar 

a hidrólise do anidrido maleico e aumentar o rendimento da reação foi utilizado 

DMSO anidro como solvente. Nesta etapa, foi observado mudança na 

coloração da solução de gelatina, passando de amarelo claro para um tom 

marrom escuro. Entretanto, um anidrido cíclico pode ser obtido por 

aquecimento e a segunda etapa consistiu em uma reação de formação do anel 

de maleimida. O esquema de síntese pode ser observado na Figura 12. 

Figura 12. Modificação da gelatina com anidrido maleico. 
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A Figura 13 apresenta os espectros de 1H RMN das amostras de 

gelatina e G_MA. A presença do anel de maleimida é confirmado devido a 

presença do pico em 6,28 ppm. Observa-se que os picos da gelatina foram 

mantidos após sua modificação e que a etapa de ciclização foi eficiente devido 

à ausência de um duplo dubleto entre 6,0 e 6,6 ppm, referente aos prótons da 

dupla ligação do ácido maleico.  

 

 

 

O grau de substituição foi calculado com base nas áreas dos prótons do 

anel de maleimida e dos prótons da fenilalanina, identificados entre 7,1 e 7,4 

ppm. A fenilalanina foi selecionada por se tratar do único aminoácido que 

apresenta um grupo benzeno em sua estrutura, facilitando sua identificação no 

espectro. A Equação 5 foi utilizada para os cálculos, no qual AG corresponde a 

área da fenilalanina, AMA a área da meleimida e a razão 5/2 a relação de 

prótons envolvidos na integração, de acordo com a equação proposta por 

Elomaa et al (57). O valor calculado para o grau de substituição foi de 93,6%. 

Figura 13. Espectros de 1H RMN das amostras de gelatina (superior) e G_MA 
(inferior) 
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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 substituição corresponde a 1,8%. 

 

𝐺𝑆 =
5 𝐴𝑀𝐴

2 𝐴𝐺
                                           Equação 5. 

 

Embora a amostra tenha sido exaustivamente dialisada, é possível 

confirmar a modificação da gelatina por 13C RMN no estado sólido (58). A 

heterogeneidade da matriz de gelatina dificulta a interpretação de todos os 

picos no espectro Figura 14, mas foi possível identificar carbonila e ácido 

carboxílico em 173,96 ppm proveniente, principalmente, da glicina, uma vez 

que é o aminoácido mais abundante. O pico em 158,78 ppm corresponde ao 

carbono C6 de arginina e os picos entre 127 e 138 ppm são relativos aos 

grupos aromáticos da fenilalanina (59). A região alifática da gelatina, 

compreendida entre 10 e 80 ppm, não é totalmente resolvida, porém observa-

se o deslocamento de alguns picos nesta região (indicados por barras) que 

confirmam a modificação da gelatina por uma ligação covalente no espectro da 

amostra G_MA. Além disso, é observado um ombro em 180,54 ppm na região 

da carbonila, que pode ser atribuído aos carbonos 1 e 4 da estrutura cíclica da 

maleimida, enquanto que os carbonos 2 e 3 aparecem na mesma região dos 

grupos aromáticos da fenilalanina, alterando os deslocamentos na amostra 

modificada. 

A inserção dos grupos dienos na estrutura da gelatina não alterou 

significativamente o tamanho das cadeias da gelatina. O perfil cromatográfico 

da amostra de G e G_MA pode ser observado na Figura 15. Avaliando o 

resultado com base no detector de índice de refração, é observado uma única 

população para a amostra de gelatina, com um pequeno ombro com tempo de 

retenção em 28,9 mL. Entretanto, após a adição dos grupos dienos, este ombro 

é suprimido e é observado um pequeno aumento das massas moleculares, 

conforme indicado na Tabela 5. Os resultados obtidos por GPC também 

permitiram confirmar a modificação da gelatina. Quando o perfil cromatográfico 

é monitorado pelo detector de UV/Vis em comprimento de onda em 300 nm, é 

observado baixo sinal para a amostra de Gelatina. Após modificação o sinal 



50 
 

aumenta consideravelmente na mesma faixa de volume de retenção, indicando 

a presença do anel de maleimida na superfície da amostra G_MA. A presença 

e/ou ausência dos ombros observados pelo detector de UV/Vis nas amostras 

não foi elucidada devido à complexidade da matriz de gelatina, uma vez que a 

sequência de aminoácidos pode ter conjugação alterada de acordo com a 

posição do grupo maleimida enxertado na cadeia da gelatina, aumentando ou 

diminuindo a intensidade de absorção em 300 nm.  

A modificação da gelatina também foi avaliada por curvas de potencial 

Zeta em função do pH. A gelatina utilizada no estudo é proveniente de hidrólise 

básica, 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 modificação 

podemos inferir que os grupos amino da gelatina participam da reação com o 

anidrido maleico, deslocando o ponto isoelétrico em pH igual a 4,36. Isto 

porque os grupos amino disponíveis na superfície da amostra são substituídos 

por grupos não protonáveis, deslocando o ponto isoelétrico para valores 

inferiores aos da gelatina sem modificação. 

 

Figura 14. Espectros 13C RMN no estado sólido 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. Distribuição das massas molares das amostras de gelatina e gelatina 
modificada obtida por GPC. 

Amostra Mn (g mol-1) Mw (g mol-1) Mw/Mn 

G 29500 81600 2,76 

G_MA 30400 118200 3,89 
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Figura 16. Curva de titulação 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 à primeira varredura do experimento e são observados três 

picos característicos na amostra de gelatina. Estes apresentam transição 

endotérmica, no qual o pico em 88°C é atribuído a mobilidade de franjas 

amorfas, em 121°C corresponde a fusão de zonas de junção cristalina e o pico 

em 234°C é referente a transição da estrutura com hélices para estruturas 

randômicas (60,61). No entanto, para a amostra G_MA, o pico referente à 

formação da tripla hélice é observado com menor intensidade, isto é, os grupos 

maleimida incorporados na estrutura da gelatina também estão ligados na 

sequência glicina-prolina-hidroxiprolina, responsáveis pela formação da tripla 

hélice através de ligações de hidrogênio entre as cadeias de gelatina. Foi 

observado que após a etapa de modificação da gelatina, a amostra não 

gelificou após resfriamento. 

A variação da temperatura permite que as cadeias da gelatina se 

associem novamente para formar estruturas similares a inicial à medida que a 

solução é resfriada abaixo de sua temperatura de transição. Este fenômeno é 

muito semelhante a cristalização de polímeros sintéticos, no qual é verificado a 

renaturação da estrutura de tripla hélice, modificando seu comportamento de 

fusão. Quando a gelatina é resfriada e reaquecida próximo à sua temperatura 

de transição vítrea, é observado variação de entalpia, cujo valor diminui em 

direção ao equilíbrio. Portanto, a área sob este pico endotérmico na Tg pode 

ser usada para quantificar a extensão do relaxamento da entalpia (62). A 

Figura 17 (B) é referente a segunda varredura do experimento, na qual é 

possível observar o fenômeno supracitado onde, após resfriamento rápido, as 

transições endotérmicas são suprimidas devido à falta de arranjo das 

estruturas da gelatina. A transição vítrea obtida na segunda varredura aumenta 

de 206 °C para 225 °C com a modificação da gelatina. Este aumento deve 

estar relacionado a interações entre as cadeias da gelatina com os grupos 

maleimida. Embora a formação da tripla hélice não tenha sido observada após 

modificação, a presença dos grupos maleimida desloca a transição vítrea para 

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

 

4.2. Modificação e caracterização da dextrana 

A modificação da dextrana ocorreu pelo enxerto de um dieno sobre a 

estrutura do polissacarídeo através da reação com o ácido furóico. A dextrana 

foi ativada pelo catalisador DMAP. O DMAP é uma base de Lewis que atua na 

polarização dos grupos hidroxilas da dextrana, permitindo que a carbonila do 

ácido furóico seja submetida ao ataque nucleofílico pelo grupo hidroxílico da 

dextrana. Entre diversas rotas de síntese relatadas na literatura para 

modificação de polissacarídeos, as reações catalisadas com carbodiimidas 

permitem a formação de ligações de ésteres através de reações com ácido 

carboxílico. A reação entre um ácido carboxílico e uma carbodiimidas tem 

como produto intermediário a o-acilisouréia. Em meio aquoso este 

intermediário é instável e pode sofrer hidrólise não formando ésteres. A 

formação de éster ocorre quando o intermediário o-acilisouréia reage 

diretamente com uma hidroxila, também produzindo uréia como produto 

secundário. Um intermediário mais estável em água pode ser obtido a partir da 

reação entre o-acilisouréia com N-hidroxisuccinamida, o produto da reação 

deste intermediário com hidroxilas é uma ligação éster, conforme esquema da 

Figura 18. Para evitar a hidrólise foi utilizada a N,N’-Diciclohexilcarbodiimida 

(DCC), carbodiimida solúvel em DMSO. O esquema de síntese entre a 

dextrana e o ácido furóico pode ser observado na Figura 19. 
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Figura 18. Esquema da reação para obtenção de ésteres utilizando 
carbodiimida como catalisador. (1) Hidrólise do intermediário o-acilisouréia, (2) Reação 
direta com hidróxidos e (3) formação de intermediário mais estável através de reação 
com N-hidroxisuccinamida. 
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Figura 19. Esquema da reação de modificação da dextrana com ácido furóico. 

 

Os espectros de RMN de 1H apresentados na Figura 20 são referentes a 

amostra de dextrana e dextrana modificada. O pico de D2O correspondente ao 

solvente está deslocado em  4,69 ppm. Os picos entre 3,10 – 5,20 ppm 

correspondem a estrutura da dextrana, sendo o próton anomérico 

correspondente ao deslocamento em 4,98 ppm e a ligação α – 1,4 

característica entre as unidades glicosídeas 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 característicos da presença dos 

prótons do ácido furóico, confirmando a modificação do polímero. O grau de 

substituição foi estimado de acordo com a Equação 6, na qual AAcF 

corresponde a área dos prótons do ácido furóico, ADex corresponde a área do 

próton anomérico da dextrana e a razão 1/3 a relação de prótons envolvidos na 
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integração. O grau de substituição calculado para a amostra Dex_AcF foi de 

25%. 

 

𝐺𝑆 =
1 𝐴𝐴𝑐𝐹

3 𝐴𝐷𝑒𝑥
                                           Equação 6. 

 

 

Figura 20. Espectros de 1H RMN das amostras de dextrana (superior) e 
dextrana modificada (inferior). 

 

Assim como realizado para a gelatina, a dextrana modificada foi 

exaustivamente dialisada para remoção do ácido furóico não ligado ao 

esqueleto do polissacarídeo. A comparação entre os espectros de RMN de 13C 

da amostra modificada e sem modificação 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 estão ligados a uma 

hidroxila. O carbono C6 corresponde ao grupo -CH2 é identificado pelo pico em 

65,46 ppm (63). Os sinais do ácido furóico foram ampliados no espectro da 

amostra modificada. O C7 corresponde ao átomo 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 são observados em 120 e 113 ppm. O deslocamento dos sinais dos 

carbonos da dextrana é um indicativo de sua modificação. Nenhum 

deslocamento foi observado sobre o carbono anomérico, entretanto a 

deconvolução do sinal ente 74 e 65 ppm, conforme pode ser observado na 

Figura 22, resulta em pequenos deslocamentos. Os maiores deslocamentos 

observados são referentes ao C5 e C6, cujos átomos de carbono não possuem 

hidroxilas ligadas diretamente. Possivelmente estes deslocamentos estão 

relacionados a deformação estrutural da unidade glicosídica. A intensidade do 

sinal do C3 é mantido após a modificação, enquanto que as intensidades do C2 

e C4 diminuem consideravelmente. Embora sejam necessários estudos mais 

aprofundados, as hidroxilas ligadas aos C2 e C4 é que atuam no ataque 

nucleofílico durante a reação como o ácido furóico. 

 

 

Figura 21. Espectros 13C RMN no estado sólido para amostra de dextrana 
(superior) e dextrana modificada (inferior). 
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Figura 22. Deconvolução dos espectros 13C RMN no estado sólido para 
amostra de dextrana (esquerda) e dextrana modificada (direita). 

 

O perfil cromatográfico 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 inserção do ácido furóico não alterou o tamanho da 

cadeia da dextrana e a análise dos resultados pelo detector UV/Vis não 

permitiu identificar nenhuma influência do ácido furóico sobre a estrutura do 

polissacarídeo. 
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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. Distribuição das massas molares das amostras de dextrana e 
dextrana modificada obtida por GPC 

Amostras Mn (g mol-1) Mw (g mol-1) Mw/Mn 

Dex 27600 28100 1,02 

Dex_AcF 15600 29400 1,88 

 

4.3. Obtenção e caracterização dos hidrogéis reticulados via reações 

de Diels-Alder 

A gelatina é uma proteína com capacidade de formar um gel elástico em 

temperatura ambiente. O processo de gelificação está relacionado com a 

sequência de aminoácido da cadeia de gelatina e a formação de tripla hélice 

em sua estrutura. Em temperatura elevada, a tripla hélice de aminoácidos é 

desnaturada e a conformação da gelatina assume uma forma randômica. A 

medida que a gelatina é resfriada, um processo de renaturação ocorre 

permitindo que as hélices da estrutura interajam formando zonas de junção em 

função de ligações de hidrogênio e forças atrativas de van der Waals (64,65). A 

reticulação da gelatina com ligações covalentes permite alterar a temperatura 

na qual ocorre a transição sol gel, isto é, um aumento progressivo da 

viscosidade e o aparecimento de elasticidade. Assim, a gelatina foi modificada 

para que a reticulação ocorresse por reações click de Diels-Alder. A reação de 

Diels-Alder corresponde a uma cicloadição extremamente seletiva entre um 

dieno e um dienófilo na ausência de catalisadores. Na formação do aduto de 

Diels-Alder não é produzido nenhum subproduto e a reação é acelerada em 

água devido ao aumento de efeitos hidrofóbicos (21,26). Para uma reação 

típica, a cicloadição envolve um dieno conjugado rico em elétrons, tal como o 

ácido furóico, 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 reação de formação do aduto de Diels-Alder foi monitorada em função 

do tempo por espectroscopia UV/Vis. Uma solução de G_MA foi transferida 

para uma cubeta a uma temperatura de 65 °C e um espectro foi obtido como 

tempo zero. Na sequência, foi adicionado uma solução de Dex_AcF em 

concentrações de acordo com as proporções avaliadas e os espectros  
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Figura 24. Esquema da formação da reação de Diels-Alder a partir dos polímeros 
modificados. 

 

registrados a cada 5 minutos durante o período de 5 horas. A formação do 

hidrogel pode ser acompanhada 

pelo decréscimo do sinal em 300 nm de acordo com Gandini et al (66). Nesta 

região é possível observar a perda da conjugação entre os grupos carbonilas 

(π* C=O) e da dupla ligação (π π* C=C) correspondentes ao anel de maleimida 

(67) que estão envolvidas na formação do aduto de Diels-Alder à medida que a 

reação de reticulação ocorre. Entretanto, os espectros obtidos não possuem a 

característica de uma banda de absorção em 300 nm e este resultado pode ser 

interpretado em função de espalhamento de luz, isto é, a medida com que o 

hidrogel é formado em função do tempo são criados núcleos do hidrogel que 

espalham maior intensidade de luz com o crescimento de sua rede 

tridimensional polimérica, diminuindo, portanto, sua absorção neste 

comprimento de onda. A Figura 25 apresenta como exemplo os espectros de 

Uv/Vis das amostras H_DA 1:1. A amostra H_DA 1:1 foi selecionada pois 

corresponde as quantidades estequiométricas, em função do grau de 

substituição, de G_MA e Dex_AcF. As quantidades estequiométricas 

correspondem a presença dos grupos dienos e dienófilo presente em cada um 

dos polímeros modificados. Este valor foi obtido pela razão entre o grau de 

substituição dos grupos enxertados e a massa molecular de cada um dos 

polímeros modificados. O perfil da supressão do sinal em 300 nm em função do 

tempo para as três composições do hidrogel estudado pode ser observado na 

Figura 26(A). O aumento da absorção inicial é devido a presença de maior 

proporção de G_MA na composição do hidrogel variando a velocidade com que 

cada amostra é reticulada De acordo com a literatura (68), a cinética da reação 
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de Diels Alder é descrita como uma reação de segunda ordem, com constante 

de velocidade no valor médio de 3,86x10-3±0,81 L µmol-1 h-1 para as amostras 

de H_DA 1:1 e H_DA 1:3, sendo a amostra estequiométrica a que apresentou 

melhor correlação (R2 0,999), conforme a Figura 26 (B). O ajuste da curva da 

amostra H_DA 3:1 para reação de segunda ordem apresentou correlação muito 

inferior (0,944), não sendo possível calcular sua constante de velocidade. 
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Figura 25. Espectros de UV/Vis da amostra H_DA 1:1 mostrando o avanço da 
formação do hidrogel reticulados por Diels-Alder 
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Figura 26. (A) Perfil do consumo do grupo dienófilo durante a reação de Diels - Alder e 
(B) gráfico de cinética 2ª ordem para reação de Diels – Alder. 
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As amostras de hidrogel também foram analisadas por microscopia 

eletrônica de varredura com intuito de avaliar a porosidade dos materiais 

obtidos. A estrutura porosa é formada após secagem do hidrogel, onde o 

espaço vazio formado era antes ocupado por moléculas de solvente. O 

tamanho do poro, bem como sua distribuição e interconectividade afetam a 

difusão de moléculas bioativa quando o material é aplicado em liberação 

controlada ou em engenharia de tecidos (69). A Figura 27 apresenta as 

micrografias e a distribuição dos poros das amostras analisadas. A amostra 

H_DA 1:3 não apresentou elevada interconectividade entre seus poros, 

apresentando poços com diâmetro médio de 31,0±0,9 µm. A amostra H_DA 3:1 

também não apresentou interconectividade entre os poros, entretanto o 

diâmetro médio de poro obtido foi de 6,5±0,4 µm, valor mais próximo a amostra 

H_DA 1:1, cujo valor foi de 7,9±2,7 µm. É esperado redução no tamanho dos 

poros com o aumento de reticulação 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 distribuição dos poros por imagem foi reduzida, alterando a 

morfologia na superfície dos hidrogéis. 

Embora a formação do aduto tenha sido confirmada para as três 

composições obtidas, as razões estequiométricas utilizadas resultaram em 

hidrogéis com propriedades distintas, principalmente em relação a sua 

capacidade de intumescimento. Visando aplicações biomédicas, o controle do 

intumescimento da matriz de hidrogel pode predizer o comportamento da 

liberação de fármacos em diferentes meios fisiológicos. O intumescimento do 

hidrogel ocorre quando a matriz polimérica entra em contato com um solvente 

termodinamicamente compatível. Inicialmente, as moléculas do solvente 

penetram a superfície porosa do hidrogel, hidratando os sítios mais hidrofílicos, 

sendo denominado como água de ligação primária. A medida que o hidrogel 

começa a intumescer, as moléculas do solvente começam a interagir com os 

grupos mais hidrofóbicos (água de ligação secundária), sendo a soma das 

hidratações primárias e secundárias denominada como água total. Uma vez 

que todos os sítios foram hidratados, mais moléculas do solvente são 

absorvidas pelo hidrogel devido a uma diferença de pressão osmótica gerada 

pela rede polimérica. O intumescimento atinge seu estado de equilíbrio quando 
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forças contrárias à pressão osmótica proveniente de ligações covalentes ou 

eletrostáticas, por exemplo, impedem a expansão entre as cadeias poliméricas 

(4,9). A Figura 28 apresenta o perfil de intumescimento dos hidrogéis 

reticulados em diferentes razões estequiométricas. A amostra H_DA 1:1 foi a 

que apresentou maior capacidade de intumescimento, atingindo o equilíbrio de 

340% em cinco horas. O grau de reticulação é o fator mais importante que 

 

 

Figura 27. Microscopia eletrônica de varredura das amostras de hidrogel. 
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afeta o intumescimento do hidrogel (9) e esta amostra, obtida em condições 

equimolares dos reagentes de Diels -Alder, é a que, possivelmente, apresenta 

mais pontos de reticulação em relação as demais amostras. A amostra H_DA 

3:1 foi a que apresentou o menor grau de intumescimento, aproximadamente 

de 50%. A dextrana é um polímero muito hidrofílico que permite rápida 

absorção de águas primárias, diminuindo o período para se atingir equilíbrio do 

intumescimento. Após quatro horas de monitoramento a estrutura do hidrogel 

foi perdida e a amostra dissolvida. Polímeros hidrofílicos apresentam maior 

intumescimento devido a facilidade de polarização com moléculas de água, 

entretanto a menor reticulação permitida nesta composição 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 é o componente majoritário e 

apresenta diversos grupos capazes de interagir eletrostaticamente com entre si 

e com a dextrana, criando pontos de reticulação de origem eletrostática e mais 

fraco em relação à amostra H_DA 1:1 (70).  
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64 
 

Em decorrência da baixa capacidade de intumescimento e da 

microestrutura apresentada pelos hidrogéis obtidos fora da razão 

estequiométrica, a amostra H_DA 1:1 foi selecionada para dar sequência ao 

estudo, a qual foi submetida a testes reológicos para caracterizar suas 

propriedades. 

 Primeiramente o hidrogel de gelatina não modificada foi submetido a um 

teste no qual varreu-se a porcentagem de deformação para determinar a região 

linear de viscoelasticidade do material, isto é, região onde os valores de G’ e 

G’’ são independentes da tensão aplicada. A análise da Figura 29 indica que na 

região linear compreendida entre 0,1 e 1,0% de deformação não há distorções 

estruturais do hidrogel. Fixando a deformação em 0,1%, foi aplicado teste de 

frequência sobre o hidrogel de gelatina não modificada e a amostra H_DA 1:1, 

conforme pode ser observado na Figura 30. O módulo elástico (G’) para as 

amostras é linear para frequências compreendidas entre 100 – 600 rad s-1. 

Quando a amostra H_DA 1:1 é comparada com a amostra de gelatina à 

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 é mais rígido e a 

força necessária para romper uma ligação química é superior a um hidrogel 

baseado em interações fracas e ligações de hidrogênio. Enquanto a gelatina 

sem modificação apresenta módulo de armazenamento comparável ao de 

tecidos como o cérebro e nervos (102 – 103 Pa), o hidrogel após sua reticulação 

via reações de Diels-Alder atinge valores próximo aos de tecidos como fígado, 

gorduras, glândulas mamarias e músculo 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 reológica da amostra H_DA 1:1 foi avaliada nas 

temperaturas de 37 °C e 42 °C. Observou que o módulo G’’ é superior ao 

módulo G’ em toda a faixa de varredura à 42 °C, ou seja, as características 

elásticas do hidrogel são suprimidas e o material tornou-se um líquido viscoso.  

O caráter termorresponsivo do hidrogel pode ser observado a partir 

deste comportamento reológico. A 37 °C o hidrogel apresenta estrutura 

definida, enquanto que a 42 °C as ligações de hidrogênio e interação do tipo 

van der Waals são rompidas e a interação entre as cadeias poliméricas de 
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dextrana e gelatina são afastadas, o tornando um liquido viscoso. Embora a 

ligação covalente da reticulação de Diels-Alder esteja presente na amostra, 

estas não são suficientes para manter a estrutura de hidrogel. A fotografia da 

Figura 31 apresenta a variação gel – sol com o aumento da temperatura 
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Figura 29. Varredura de deformação para hidrogel de gelatina 

 

100 200 300 400 500 600 700
10

1

10
2

10
3

10
4

10
5

 

 Gelatina 37°C

 H_DA 42°C

 H_DA 37°C

G
', 

G
'' 

(P
a

)

 (rad s
-1
)  

Figura 30. Varredura de frequência para gelatina e hidrogel de gelatina 
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Figura 31. Efeito da temperatura na transição sol – gel 

 

Apesar da diferença de temperatura ser de apenas 5 °C, estes valores 

são desejáveis visando aplicações em biomedicina. À 37 °C o hidrogel obtido 

pode ser empregado em engenharia de tecido pois sua estrutura mantém-se 

estável à 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 prejuízos a vários 

componentes celulares, tais como membrana, citoesqueleto, síntese de 

macromoléculas ou ainda reparos na fita do DNA, causando degradação 

celular e, consequentemente, apoptose destas células. Por encontrar-se no 

estado sol a 42 °C, a amostra H_DA 1:1 pode ter seu fármaco facilmente 

liberado nestas temperaturas em função da mudança conformacional do 

hidrogel, causado por efeitos endógenos ou exógenos (53,74). 

O intumescimento do hidrogel foi avaliado em diferentes meios, tais 

como água, tampão fosfato (PBS) e em solução de ácido clorídrico (pH 2), 

simulando os fluídos gástricos estomacais (GFS). O perfil de intumescimento 

foi similar para todos os meios estudados, no entanto o equilíbrio foi 

estabelecido em porcentagens diferentes, conforme pode ser observado na 

Figura 32. A capacidade de intumescimento do hidrogel em água foi de 377%, 

enquanto que em PBS e GFS foi de 458% e 641%, respectivamente. Este 

comportamento pode ser explicado em função das cargas na superfície da 

gelatina, quando comparamos os resultados de intumescimento com a curva 

de titulação de potencial Zeta apresentada na Figura 16. No ponto isoelétrico a 

gelatina modificada apresenta sua menor capacidade de intumescimento e isto 

está relacionado a perda de ligação de hidrogênio entre as cadeias poliméricas. 

Abaixo do ponto isoelétrico os grupos aminas da estrutura da gelatina estão  
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Figura 32. Equilíbrio de intumescimento de hidrogel em vários fluídos 

 

protonados e a repulsão entre as cadeias do gel são 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 carboxílicos desprotonados são responsáveis pela repulsão 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 os 

potenciais em cada faixa de pH. 

O mecanismo de intumescimento dos hidrogéis foi estudado a partir da 

absorção de fluidos proposta por Peppas et al (12). A fração (F) de solvente 

absorvido pelo hidrogel em função do tempo pode ser descrita pela Equação 7, 

na qual mt corresponde a massa do hidrogel no tempo t, m0 corresponde a 

massa do hidrogel seco e me a massa do hidrogel intumescido no equilíbrio. A 

constante k é referente a velocidade de intumescimento, enquanto o expoente 

n descreve o mecanismo de intumescimento de acordo com a forma 

geométrica do hidrogel, conforme os valores apresentados na Tabela 2.  

  

𝐹 =
𝑚𝑡−𝑚0

𝑚𝑒−𝑚0
= 𝑘𝑡𝑛                          Equação7 

 

𝑙𝑜𝑔𝐹 = 𝑙𝑜𝑔𝑘 + 𝑛𝑙𝑜𝑔𝑡                               Equação 8 
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A equação 7 pode ser linearizada aplicando as propriedades logarítmicas em 

ambos os lados da equação, de forma que o expoente n pode ser obtido pelo 

coeficiente angular da reta e a constante de velocidade pela potência do 

coeficiente linear, conforme indicado na Equação 8. Os gráficos de log de F em 

função de log do tempo são apresentados na Figura 33 e os valores obtidos 

pela linearização podem ser observados na Tabela 7. Embora os líquidos 

utilizados modifiquem a capacidade de absorção do hidrogel, o mecanismo de 

intumescimento é o mesmo para todas as amostras analisadas. Os valores de 

expoente n estão compreendidos na faixa correspondente ao mecanismo de 

transporte anômalo. Neste tipo de mecanismo é observado transporte de 

solvente decorrente de processos difusionais provocado por diferença de 

pressão osmótica, bem como processos de relaxação das cadeias poliméricas 

que compõe o hidrogel (12). Os valores da constante de velocidade calculado 

estão próximos para os fluidos analisados, indicando que atingem equilíbrio de 

intumescimento de forma equivalente. 
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Figura 33. Curva bi-logarítmica da fração de solução absorvida em função do 
tempo para diversos fluídos. 
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Tabela 7. Parâmetros obtidos da curva cinética de intumescimento dos 
hidrogéis. 

Amostra n k (min-1) R 

Água 0,46 0,067 0,998 

PBS 0,50 0,047 0,997 

GFS 0,50 0,047 0,998 

 

4.4. Liberação de diclofenaco de potássio da matriz de hidrogel 

A espectroscopia UV-Vis foi utilizada para quantificar a concentração de 

diclofenaco de potássio no estudo de liberação do fármaco hidrofílico no 

hidrogel. O espectro de absorção obtido (Figura 34) apresenta uma única 

banda característica em 276 nm. A direita da Figura 34 apresenta a curva 

analítica obtida a partir de concentrações conhecidas de diclofenaco de 

potássio, resultando em uma reta cujo valor de absortividade molar obtido foi 

de 0,0049 L µmol-1 cm-1, com coeficiente de correlação linear de 0,9996. 

 

 

Figura 34. Espectro Uv/Vis do fármaco diclofenaco de potássio(esquerda) e 
curva analítica da amostra obtida em PBS (PBS). 

 

O perfil de liberação de diclofenaco de potássio foi monitorado em água, 

tampão fosfato e simulado de fluido gástrico a fim de comprar os resultados 

com o estudo de intumescimento dos hidrogéis. A Figura 35 apresenta a 

porcentagem de diclofenaco liberado em função do tempo. É possível observar 

que o comportamento foi similar nos primeiros 30 minutos de monitoramento  
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Figura 35. Perfil de liberação de diclofenaco de potássio em diferentes meios 
de dissolução. 

 

para todos os meios estudados. Neste período inicial foi liberado 

aproximadamente 30,0% do fármaco presente no hidrogel, o que a literatura 

relata como burst effect. Este efeito corresponde a uma elevada taxa de 

liberação, mas ainda não é totalmente compreendido, podendo estar 

relacionado com alta concentração de fármaco na superfície da matriz de 

hidrogel e com a geometria do sistema de liberação (76,77). Após este período, 

o perfil da curva é alterado para cada meio de dissolução utilizado e a liberação 

total de diclofenaco de potássio é atingida em tempos distintos. A liberação foi 

mais lenta quando a matriz de hidrogel foi testada em água, atingindo o 

máximo de liberação após seis horas do início do monitoramento. Quando 

utilizado PBS como meio, a liberação foi completa após cinco horas de análise 

e, ao utilizar o GFS como meio de liberação, o tempo para se atingir o máximo 

de diclofenaco liberado foi reduzido para três horas. Este comportamento pode 

estar relacionado a capacidade de intumescimento do hidrogel. O GFS foi o 

meio no qual o equilíbrio de intumescimento foi superior ao demais meios 

estudados e que teve sua liberação alcançada mais rapidamente. Isto por que 

a concentração do fármaco no interior da matriz de hidrogel e no meio de 

solução tem seu equilíbrio alcançado mais rapidamente a medida que mais 

fluído é absorvido pelo material, favorecendo uma liberação rápida. Observa-se 
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que o diclofenaco de potássio é um fármaco solúvel em água e que sua 

interação como a matriz de hidrogel não é forte, uma vez que todo o fármaco 

foi liberado para o meio avaliado. 

A Figura 36 apresenta a curva de cinética da fração diclofenaco de 

potássio liberado utilizando o modelo de Kosmeyer-Peppas e a Tabela 8 

resume os parâmetros extraídos da linearização das curvas de liberação. A 

linearização foi mantida por toda a faixa de liberação, apresentando excelente 

coeficiente de correlação para todas as amostras. A alta solubilidade do 

diclofenaco em água pode ser observada a partir dos valores de constante de 

velocidade de liberação obtidos. As constantes obtidas nesta etapa são 

superiores aos valores observados para o intumescimento do hidrogel em até 

3,5 vezes, uma vez que o fármaco é dissolvido no momento da solvatação dos 

sítios hidrofílicos do hidrogel. O mecanismo de liberação do diclofenaco sobre a 

matriz de hidrogel segue a lei de difusão de Fick, uma vez que o valor do 

expoente n obtido (aproximadamente 0,36) para todos os meios está abaixo do 

limite proposto por Peppas et al (12). Embora o intumescimento prevê difusão e 

relaxação das cadeias poliméricas do hidrogel, a liberação rápida do 

diclofenaco não é governada por estes processos de relaxação. 
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Figura 36. Curva bi-logarítmica da fração de diclofenaco liberado em função do 
tempo para diversos fluídos. 
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Tabela 8. Parâmetros obtidos da curva cinética de liberação de diclofenaco dos 
hidrogéis. 

Amostra n k (min-1) R2 

Água 0,36 0,106 0,996 

PBS 0,36 0,138 0,997 

GFS 0,35 0,169 0,996 

 

5. Conclusões parciais 

A inserção de grupos dienos e dienófilo sobre as estruturas poliméricas 

de gelatina e dextrana foi realizada através da modificação por anidrido maleico 

e ácido furóico, respectivamente. Com a presença destes grupos foi possível 

reticular quimicamente os hidrogéis por reações de Diels-Alder. Foram obtidos 

hidrogéis com diferentes razões molares de grupos dienos e dienófilo, 

entretanto o que apresentou melhor capacidade de intumescimento foi 

empregando quantidades equimolares dos reagentes de Diels-Alder. O perfil de 

intumescimento e o mecanismo cinético foram estudados em água, tampão 

fosfato e simulado de fluido gástrico. O simulado de fluido gástrico foi o meio de 

dissolução que resultou em maior intumescimento do hidrogel, devido as 

repulsões provocadas pelo grupo aminas protonados na estrutura de gelatina, 

entretanto o mecanismo de transporte anômalo foi observado para todas as 

soluções estudadas. O diclofenaco de potássio foi utilizado como modelo de 

fármaco hidrofílico para condução dos estudos de liberação. A liberação de 

diclofenaco segue o mecanismo de difusão Fickiana para os mesmos meios 

estudados no intumescimento. A liberação mais lenta foi observada quando 

água foi utilizada como meio de dissolução do fármaco, no qual após seis 

horas de monitoramento foi alcançada sua liberação máxima de diclofenaco de 

potássio. 
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Capitulo 2 

Nanopartículas de mPEG-co-PCL para liberação 

controlada de Metotrexato 

 

1. Introdução 

1.1. Fármacos hidrofóbicos 

A descoberta de novas moléculas com atividade biológica é crescente 

nas últimas décadas. No entanto, a maioria destas moléculas apresentam 

baixa solubilidade em ambientes hidrofílicos como o corpo humano, 

inviabilizando seu uso como fármacos. Estima-se que 70% das moléculas com 

atividade biológica recém descobertas sejam pouco solúveis em água (78). É 

desejável que, além da solubilidade em água, as moléculas bioativas 

apresentem permeabilidade nos tecidos. Considerando estas propriedades, foi 

criado o sistema de classificação biofarmacêutica, no qual os fármacos são 

classificados quanto a sua velocidade e a extensão da absorção pelo 

organismo, pela sua dissolução e permeabilidade no tecido em questão (10), 

conforme apresentado na Tabela 9. 

Os critérios para elaboração da classificação biofarmacêutica foram 

estabelecidos pelo Food and Drug Adminstration (FDA), baseado na maior 

dose de fármaco imediatamente liberada. Assim, um fármaco é considerado 

muito solúvel quando é solubilizado em 250,0 mL – ou menos – de um meio 

aquoso com valor de pH compreendido entre 1,0 e 7,5. Se o fármaco não 

atender estas especificações é considerado pouco solúvel. O teste de 

permeabilidade é baseado na absorção intestinal do fármaco, através de 

medidas na razão de transferência de massa por membrana intestinal humana 

ou em animais modelos. O fármaco apresenta alta permeabilidade quando 

atinge valores acima de 90% (79). Apesar dos fármacos pertencentes a classe 

IV desta classificação não apresentarem nenhuma atratividade de uso pela 

indústria farmacêutica, estes não devem ser ignorados. Uma variedade de 

sistemas de liberação de fármacos tem sido estudada pela comunidade 

científica nas últimas décadas para aumentar a solubilidade e permeabilidade 

destes fármacos. A estratégia utilizada para contornar o efeito da baixa 
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solubilidade destas moléculas bioativas consiste em utilizar nanoplataformas, 

tais como as nanopartículas, lipossomas ou micelas poliméricas, na qual o 

fármaco pouco solúvel é solubilizado em reservatórios hidrofóbicos, 

aumentando sua biodistribuição no organismo (10, 12). Independente do 

fármaco ser administrado como solução ou encapsulado por carreadores é 

importante que estes consigam atingir o sítio de ação. Uma breve descrição 

das barreiras fisiológicas será apresentada na seção seguinte. 

 

Tabela 9. Classificação biofarmacêutica de fármacos com base na sua 
aplicação (74). 

Classe I Classe II 

Elevada solubilidade 

Elevada permeabilidade 

Baixa solubilidade 

Elevada permeabilidade 

Classe III Classe IV 

Elevada solubilidade 

Baixa permeabilidade 

Baixa solubilidade 

Baixa permeabilidade 

 

1.2. Barreiras fisiológicas 

As barreiras fisiológicas existem para proteger o organismo de corpos 

estranhos, incluindo as moléculas bioativas que são administradas para 

combater algum efeito patológico. A administração de agentes terapêuticos 

sempre foi limitada por fatores tais como a baixa estabilidade e solubilidade no 

interior do corpo humano seguido de uma rápida eliminação. A consequência 

da baixa circulação e, portanto, pouca eficiência dos tratamentos muitas vezes 

foi contornada com o aumento da concentração da molécula bioativa no 

sangue. Com este aumento, surge efeitos colaterais nos pacientes além de 

dificultar a formulação de remédios com alta eficiência de encapsulação 

aumentando, assim, o custo da produção (10). A conjugação de moléculas 

bioativas com polímeros biocompatíveis melhorou substancialmente o tempo 

de circulação na corrente sanguínea, além de diminuir os efeitos colaterais. 

Assim, os nanocarreadores poliméricos não devem apresentar toxicidade ou 
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efeitos imunogênicos, além de transportar uma quantidade suficiente de 

molécula bioativa para liberação em local específico no corpo humano. 

A primeira barreira fisiológica que uma nanopartícula enfrenta é a rota de 

administração no paciente, seja por via oral, respiratória ou injeção intravenosa. 

A injeção intravenosa é a rota que apresenta maior reprodutibilidade, uma vez 

que o fármaco é transportado para o coração através do sangue e distribuído 

para o resto do corpo humano. Todo o fluxo sanguíneo no coração passa pelos 

pulmões, cujos vasos capilares correspondem aos menores vasos sanguíneos 

do corpo humano, com diâmetro compreendido entre 2 e 13 µm e, portanto, 

constituem as primeiras restrições de passagem de partículas. As partículas 

com diâmetro de 3-6 µm são aprisionadas nos capilares pulmonares, mas, 

devido a deformações de vasos, as partículas menores que 3 µm alcançam a 

circulação. Embora os nanocarreadores estejam ordens de grandeza abaixo da 

escala de tamanho do capilar, a instabilidade físico-química e a interação das 

nanopartículas com proteínas presente no sangue não devem ser 

negligenciadas e podem restringir a circulação destes materiais pelo sistema 

circulatório (80). Após passagem pelo pulmão, os nanocarreadores voltam para 

o coração e são bombeados para os demais órgãos do corpo, onde enfrentam 

novas barreiras. Assim como no pulmão, os nanocarreadores são filtrados em 

função do tamanho de acordo com a fenestra encontrada no epitélio de cada 

tecido: o rim retém nanopartículas superiores a 60 – 80 nm, enquanto o fígado 

e o baço são capazes de filtrar partículas compreendidas entre 100 – 150 nm e 

200 nm, respectivamente, de acordo com a espécie animal em questão. 

Proteínas presentes no sangue também são responsáveis pela eliminação de 

partículas estranhas, eliminadas por sistema de fagocitose, tal como as 

opsoninas. A fagocitose ocorre após sucessivo contato dos macrófagos da 

membrana celular com corpos estranhos presentes no sangue, internalizando-

os. Após internalização, as partículas são digeridas por proteínas e pelo meio 

ácido intracelular, sendo eliminadas por exocitoses após degradação ou 

sequestrada por corpos residuais se as células não forem capazes de 

metabolizar as partículas. A fagocitose consegue eliminar corpos 

compreendidos entre 100 e 200 nm de diâmetro (80–82) 



76 
 

A carga de superfície também se destaca como importante parâmetro 

físico químico capaz de alterar a circulação de nanocarreadores pelo 

organismo. Superfícies carregadas podem alterar o perfil de opsonização das 

partículas, devido ao reconhecimento por células do sistema de fagocitose, 

alterando sua circulação pelo plasma (83). As superfícies carregadas 

negativamente não apresentam uma resposta linear quanto a sua eliminação 

por fagocitose, podendo aumentar, diminuir ou não sofrer nenhum tipo de 

impacto durante sua remoção do fluxo sanguíneo, por outro lado os 

carreadores positivamente carregados apresentam rápida eliminação quando 

exposto ao plasma sanguíneo. Este comportamento deve-se a interação 

eletrostática entre o carreador e a membrana celular, cuja carga é negativa em 

função da camada de fosfolipídeos (83) 

A partir da compreensão dos sistemas biológicos foi possível aprimorar a 

engenharia de superfícies dos nanocarreadores através do controle das 

propriedades físico químicas, superando as barreiras biológicas e a 

aumentando a biodistribuição na corrente sanguínea. Além disso, diversas 

estratégias foram criadas para aumentar a internalização dos nanocarreadores 

em tecidos não sadios, tais como células tumorais. Utilizando o modelo do 

cavalo de Tróia, moléculas bioativas foram encapsuladas por nanocarreadores 

cuja superfície foi funcionalizada de forma a não serem eliminadas por 

fagocitose e conseguissem internalização em tecidos não sadios (84). É o caso 

do polietileno glicol (PEG), cujos resultados mostram redução das interações 

não específicas com as proteínas do sangue, devido a sua hidrofilicidade e 

estabilidade causada por repulsão estérica, permitindo sua conjugação direta 

com as moléculas bioativas ou pela funcionalização na superfície de 

nanopartículas (81,85).  

A internalização de carreadores de fármacos em tecidos tumorais ocorre 

em função da presença de fenestras nos vasos sanguíneos e da baixa 

remoção de metabólitos pelos linfócitos. A combinação destes dois fenômenos 

foi denominada como efeito de permeabilidade e retenção aumentada (EPR, do 

inglês enhanced permeation and retention effect). A vascularização anormal 

observada em tecidos tumorais é decorrente da falta de oxigênio para suprir o 

funcionamento adequado das células. Tendo início a morte celular, estas 
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excretam fatores de crescimento que resultam no crescimento descontrolado 

de capilares para atender a demanda de oxigênio. Este processo, chamado de 

angiogênese, resulta na formação de vasos sanguíneos irregulares e, 

consequentemente, formação descontínua do epitélio, com formação de 

fenestras da ordem de 200 a 2000 nm, de acordo com o tipo de tumor e sua 

localização. A reprodução desordenada das células favorece o aumento de 

permeação de carreadores no efeito EPR. O aumento de retenção também é 

consequência da reprodução desordenada de células. Enquanto em tecidos 

normais a drenagem de fluído extracelular é constante, permitindo a remoção 

contínua de partículas e macromoléculas, a função linfática se apresenta 

defeituosa para tecidos tumorais. Assim as partículas são acumuladas nos 

interstícios das células tumorais ao invés de retornaram para a corrente 

sanguínea (83). 

 

1.3. Nanopartículas poliméricas 

Nanopartículas poliméricas podem ser definidas como partículas 

coloidais com tamanhos compreendidos entre 10 e 1000 nm. O termo 

nanopartículas é genérico e engloba as nanocapsulas e as nanoesferas. As 

nanoesferas correspondem a uma matriz sólida no qual outras moléculas 

podem estar adsorvidas em sua superfície ou encapsuladas no seu interior. Já 

as nanocapsulas podem ser tratadas como sistemas vesiculares, no qual 

moléculas podem estar dissolvidas na cavidade líquida interior.  

Diversos métodos são empregados na obtenção de nanopartículas 

poliméricas e a escolha deve ser baseada no tipo de aplicação, no tipo de 

sistema polimérico utilizado e, principalmente, o tamanho de nanopartículas 

desejado (86). Os principais métodos relatados pela literatura são classificados 

em dois grupos: as nanopartículas provenientes de polímeros já sintetizados ou 

pela polimerização direta de monômeros, como estão resumidos na Figura 37. 

A evaporação por solvente foi a primeira técnica empregada para 

preparar nanopartículas poliméricas a partir de polímeros já sintetizado, 

desenvolvida por Vanderhoff et al (87). A técnica consiste no preparo de uma 

emulsão óleo/água, na qual a fase óleo seja composta de um solvente volátil 

capaz de solubilizar o polímero e a fase aquosa uma solução de surfactante. 
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Se empregados homogenizadores do tipo rotor estator (turrax) ou ultrassom 

para a obtenção de nanopartículas, que são formadas à medida que o solvente 

se difunde pela fase contínua da emulsão, podendo ser separada por 

centrifugação ou filtração (88).  

 

 

Figura 37. Representação esquemática das principais técnicas para obtenção 
de nanopartículas poliméricas. Adaptado de (86). 

 

Embora o método da evaporação por solvente seja de fácil execução, 

diversos fatores podem ser ajustados para obtenção de nanopartículas com 

controle de tamanho. Em seu artigo de revisão, Rao et al (86) resumiu que 

nanopartículas poliméricas obtidas por este método possuem diâmetros 

compreendidos entre 60 a 300 nm, de acordo com o solvente e o surfactante 

empregado no preparo das nanopartículas. Eles observaram que o aumento da 

concentração de polivinil álcool como agente de superfície diminui o tamanho 

das nanopartículas obtidas para o caso de emulsões simples do tipo água em 

óleo. Os dispositivos de homogeneização também resultam em dispersões de 

nanopartículas com tamanhos variados. A interface água/óleo é criada em 

função do tipo de homogeneizador empregado na obtenção das 

nanopartículas. Quando utilizado rotor estator, o tamanho de gota da emulsão 

é formado a partir da geometria do sistema, no qual tem-se menores partículas 

com a diminuição do rodamoinho formado durante a agitação do sistema. 
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Sonificadores produzem ondas de ultrassom que causam oscilações nas 

moléculas a medida que as ondas são propagadas. Durante os ciclos de 

compressão e rarefação a distância entre as moléculas diminuem e aumentam, 

respectivamente, causando um colapso das gotas de monômero devido as 

sucessivas fusões e fissões. Dessa forma, o sistema de homogeneização é 

capaz de fornecer um máximo de energia para reduzir ao máximo o tamanho e 

a polidispersão das nanopartículas (89,90). Bilati et al (91), estudaram a 

influência do tempo e da potência do uso de ultrassom em sistemas duplos de 

emulsão, sugerindo a existência de um limite máximo de energia que o 

ultrassom consegue diminuir o tamanho das nanopartículas do sistema. 

Considerando apenas os dois fatores supracitados, o aumento da 

intensidade de homogeneização resulta em partículas com tamanhos menores 

que, por outro lado, mais agente de superfície se faz necessário para 

estabilização da emulsão. Isto mostra a complexidade do método da 

evaporação por solvente no que se refere a controle do tamanho de 

nanopartículas. Assim evitar a coalescência ou a maturação de Ostwald torna-

se uma tarefa exaustiva ao observar um resumo dos principais fatores que 

influenciam a formação de nanopartículas pelo método da emulsão por 

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

O estudo de nanoplataformas para liberação de fármacos pouco solúveis 

pode ser dividido em três fases. Na primeira geração de plataformas os 

estudos se concentraram no desenvolvimento de materiais com elevada 

incorporação de fármacos e que apresentasse solubilidade em água e boa 

compatibilidade. A primeira geração não obteve o devido sucesso pois as 

nanoplataformas eram rapidamente eliminadas do corpo e não apresentavam 

estabilidade coloidal quando dispersas em fluídos biológicos. Estes resultados 

alteraram o foco das pesquisas para melhorar a estabilidade e o tempo de 

circulação das nanoplataformas na corrente sanguínea. A segunda geração de 

plataformas mostrou que diversos nanomateriais alcançavam estabilidade 

coloidal após a funcionalização da superfície com PEG. O PEG foi 

exaustivamente estudado por ser um dos poucos polímeros sintéticos 

aprovados pelo FDA para uso em produtos farmacêuticos. Além de não 

apresentar toxicidade, o PEG é rapidamente hidratado e pode ser facilmente 
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funcionalizado à superfícies, reduzindo etapas complicadas de síntese (78). A 

terceira geração de materiais corresponde as nanopartículas que apresentam 

propriedades responsivas, tais como as citadas na seção 1.6 do capítulo 

anterior (92). 

 

 

Figura 38. Fatores que afetam o tamanho de nanopartículas obtidas pelo 
método da emulsão/evaporação de solvente. Adaptado de (93). 

 

Dessa forma, para superar as várias barreiras fisiológicas as pesquisas 

foram intensivas para desenvolver nanopartículas dos mais diversos tipos, 

tamanhos, morfologias, estabilidade coloidal e biocompatibilidade. Entre as 

diversas opções de polímeros, o policaprolactona (PCL), tem sido investigado 

em aplicações 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 hidrofóbico, semicristalino, com ponto de 

fusão na faixa de 59 – 64°C. O produto de degradação do PCL é o ácido 6-

hidroxihexanóico, que é um metabólito natural no corpo humano. A principal 

vantagem do PCL comparada a outros poliésters alifáticos, tais como os ácidos 

polilático (PLA) e o poliglicólico (PGA), está na alta permeabilidade a fármacos, 

em especial os hidrofóbicos (94). Para aumentar a funcionalidade do PCL, a 
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síntese de copolímeros em bloco tem se mostrado promissora, capaz de alterar 

propriedades mecânicas, físicas e químicas através do ajuste da razão entre os 

blocos. Copolímeros em bloco composto de poli(etileno glicol) PEG e PCL tem 

atraído a atenção nas últimas décadas. Estes copolímeros apresentam 

estrutura do tipo caroço@casca, no qual o caroço hidrofóbico atua na 

incorporação de fármacos hidrofóbicos, enquanto a casca hidrofílica aumenta a 

solubilidade da nanopartícula. A funcionalização da superfície com PEG evita a 

agregação de nanopartículas e dificulta as interações não específicas com as 

células, formando uma interface estabilizada neutra, desde que a carga de 

superfície líquida das nanopartículas também seja neutra. Pode também 

proporcionar obstáculos e proteção estérica para plataformas que são 

sensíveis a um determinado ambiente. Por último, a PEGlação protege a 

nanopartícula contra degradação hidrolítica e enzimática (94–96).  

 

1.4. Metotrexato 

O metotrexato (Figura 39) é um antimetabólito frequentemente utilizado 

em quimioterapia para o tratamentos diversos tipos de doenças tais como a 

leucemia linfocítica, linfoma não-Hodgkin, osteossarcoma, coriocarcinoma e 

canceres de mama, pescoço e cabeça (97). Sua atividade antineoplásica e 

imunosupressante deve-se a semelhança estrutural com o ácido fólico. O folato 

é uma das vitaminas do complexo B que atuam como cofatores em enzimas 

específicas permitindo que estas exerçam suas funções metabólicas, como na 

síntese de DNA e na divisão celular (98). A semelhança estrutural com o ácido 

fólico permite que o metotrexato (MTX) seja facilmente internalizado em células 

por receptores folatos e sua ação ocorre especificamente pela inibição da 

enzima dihidrofolato redutase. Esta enzima atua na formação de metabólitos 

intermediários tais como a síntese de purinas e ácidos timidílicos obtidos a 

partir da vitamina folato (99,100). Dessa forma, o MTX apresenta toxicidade 

para interromper a divisão celular em tumores. 



82 
 

N

N
N

N

NH2

NH2

N

CH3

O

NH

OHO

O

OH

 

Figura 39. Representação da estrutura molecular do metotrexato. 

 

2. Objetivos 

Neste capítulo, o objetivo consiste na síntese e obtenção de 

nanopartículas de mPEG-co-PCL para estudo de incorporação e liberação de 

metotrexato como modelo de fármaco hidrofóbico. Os objetivos específicos 

incluem: 

• A síntese copolímero mPEG-co-PCL pelo método de abertura de anel da 

caprolactona; 

• Obtenção de nanopartículas de mPEG-co-PCL pelo método 

emulsão/evaporação por solvente, empregando planejamento fatorial para 

controle do tamanho de nanopartículas; 

• Estudo de incorporação e liberação de metotrexato nas nanopartículas de 

mPEG-coPCL. 

 

3. Experimental 

3.1. Reagentes utilizados: 

Todos os reagentes utilizados na síntese e caracterização das amostras 

apresentam pureza analítica e compõe a Tabela 10. Para as sínteses que 

necessitaram de uma atmosfera livre de oxigênio e inerte foi utilizado argônio 

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

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

Reagentes Fórmula Molecular Marca 

2-etilhexanoato de estanho (II) C16H30O4Sn Sigma 

Acetona C3H6O Synth 

Dodecano C12H26 Sigma 

Metotrexato (MTX) C20H22N8O5 Sigma 

Poli(etilenoglicol) metil éter (550g mol-1) mPEG CH3(OCH2CH2)nOH Sigma 

Tetraidrofurano C4H8O JTBaker 

Tween80® C24H44O6 Sigma 

ε – Caprolatona C6H10O2 Sigma 

 

3.2. Síntese copolímero mPEG-co-PCL 

O copolímero mPEG-co-PCL foi obtido a partir da abertura de anel do 

monômero de ε -caprolactona, utilizando 2-etilhexanoato de estanho (II) como 

catalisador da reação (101). Em um balão de duas bocas foram adicionados 

1,05x10-3 mol de catalisador, m-PEG e ε – caprolactona nas proporções, em 

mol, de 1,0:1,0; 1,0:10,0 e 1,0:30,0. O sistema foi mantido sob agitação 

magnética e em atmosfera de argônio durante o período de três horas à 120,0 

°C. Após o término da reação, o copolímero foi dissolvido em clorofórmio e 

precipitado em hexano gelado três vezes para remoção de catalisadores e 

monômeros. 

 

3.3. Obtenção de nanopartículas de m-PEG-co-PCL: Planejamento 

fatorial 

Nanopartículas do copolímero m-PEG-co-PCL foram obtidas pelo 

método de emulsão/evaporação de solvente. Uma massa de 0,050 g do 

copolímero e determinado volume de dodecano (cosurfactante) foram 

dissolvidos em acetona, constituindo a fase orgânica da emulsão. A fase 

aquosa foi composta por 20,0 mL de solução de Tween80®. A fase aquosa e 

orgânica foi submetida à agitação magnética e, durante a agitação, o sistema 

foi disperso em ponteira ultrassônica, utilizando uma amplitude de 30% e pulso 
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de 03 segundos ligado e 03 segundos desligado, durante 20 minutos (102). 

Para estudar o efeito da concentração de surfactante, de cosurfactante e da 

razão óleo/água (o/w) no tamanho das nanopartículas obtidas pela emulsão foi 

utilizado planejamento fatorial. A Tabela 11 apresenta as condições 

experimentais para obtenção das nanopartículas m-PEG-co-PCL. 

 

3.4. Estudo de incorporação e liberação de metotrexato 

O estudo de incorporação de metotrexato nas nanopartículas de mPEG-

co-PCL foi realizado em tampão fosfato, em pH 7,4, empregando diferentes 

concentrações do fármaco. Uma massa de 10 mg do copolímero foi dispersa 

em 0,60 mL de acetona contendo 0,20, 0,60 e 1,00 mg de metotrexato. A 

incorporação do metotrexato foi realizada pelo método da emulsão por 

evaporação do solvente nas condições que resultaram em menor tamanho de 

nanopartículas obtida pelo planejamento experimental apresentado no item 

anterior. Foi adicionado 10,0 µL de dodecano à fase orgânica contendo o 

copolímero e o fármaco. A fase orgânica foi dispersa em 12,0 mL de solução 

aquosa de Tween80 (1x10 -4 mol L-1). A fase aquosa e orgânica foi submetida à 

agitação magnética e, durante a agitação, o sistema foi disperso em ponteira 

ultrassônica, utilizando uma amplitude de 30% e pulso de 03 segundos ligado e 

03 segundos desligado, durante 20 minutos. Após esse período, as 

nanopartículas foram removidas por centrifugação (10000 rpm durante 30 

minutos) e o sobrenadante foi utilizado na análise espectrofotométrica para 

determinação de metotrexato não incorporado. A concentração de metotrexato 

foi determinada por espectroscopia na região do UV-Vis considerando a lei de 

Lambert Beer (A=ab[x]), na qual a absorção A é proporcional a concentração 

[x], sendo “a” absortividade molar a e “b” o caminho ótico da cubeta. A 

absorção máxima de metotrexato ocorre no comprimento de onda de 303 nm, 

valor fixado para determinação das concentrações do fármaco. A curva 

analítica foi obtida a partir de uma solução de MTX na faixa de concentração de 

0 a 30,0 µmol L-1, cuja reta obtida apresentou coeficiente de correlação de 

0,997 e absortividade de 0,0304 L µmol-1. 

A eficiência de incorporação e o teor de metotrexato foram obtidas, 

respectivamente, pelas Equação 9 e Equação 10, no qual mf e mi 
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correspondem à massa de fármaco livre e massa de fármaco inicial, 

respectivamente (103). 

 

𝐸𝑓𝑖𝑐𝑖ê𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝐼𝑛𝑐𝑜𝑟𝑝𝑜𝑟𝑎çã𝑜 (%) = (1 −
𝑚𝑓

𝑚𝑖
) 𝑥100            Equação 9 

 

𝑇𝑒𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑓á𝑟𝑚𝑎𝑐𝑜(%) = (
𝑚𝑓á𝑟𝑚𝑎𝑐𝑜 𝑖𝑛𝑐𝑜𝑟𝑝𝑜𝑟𝑎𝑑𝑜

𝑚𝑓á𝑟𝑚𝑎𝑐𝑜 𝑖𝑛𝑐𝑜𝑟𝑝𝑜𝑟𝑎𝑑𝑜+𝑚𝑝𝑜𝑙í𝑚𝑒𝑟𝑜
) 𝑥100  Equação 10 

 

Tabela 11. Fatores e níveis utilizados para o planejamento fatorial 

Fator 
Nível inferior Nível Superior 

Valor Código Valor Código 

A Tween80® 1x10 -5 mol L-1 (-) 1x10 -4 mol L-1 (+) 

B Dodecano 50 uL (-) 500 uL (+) 

C o/w 5% (-) 10% (+) 

 

O estudo de liberação do metotrexato foi realizado a partir da dispersão 

das amostras de copolímeros contendo metotrexato que apresentaram melhor 

resultado de incorporação. O material foi disperso em 0,5 mL de tampão fosfato 

e transferido quantitativamente para uma membrana de diálise (6 cuttoff). A 

liberação foi determinada por espectroscopia UV-Vis, em função do tempo, a 

37 °C. Em intervalo de tempo regular, foram removidas alíquotas de 0,75 mL 

do meio de liberação e substituídas pelo mesmo volume de tampão fosfato. A 

porcentagem de liberação cumulativa de metotrexato foi calculada de acordo 

com a Equação 11, no qual mMTX corresponde a massa de metotrexato 

presente na nanopartícula, Vo é o volume total do meio de liberação (V0=15,0 

mL), Vt é o volume de alíquotas removida no tempo t (Vt=0,75 mL) e Cn é a 

concentração de metotrexato na amostra (56). 

 

𝐿𝑖𝑏𝑒𝑟𝑎çã𝑜 (%) =
𝑉𝑡 ∑ 𝐶𝑖+𝑉0𝐶𝑛

𝑛−1
1

𝑚𝑀𝑇𝑋
𝑥100                 Equação 11  
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4. Resultados e discussão: 

4.1. Síntese e caracterização do copolímero m-PEG-co-PCL 

A copolimerização do m-PEG-co-PCL ocorre pelo mecanismo de 

abertura de anel do monômero de ε-caprolactona. O m-PEG atua como 

macroiniciador da reação de polimerização, cuja hidroxila terminal da cadeia do 

m-PEG realiza o ataque nucleofílico na carbonila do monômero de ε-

caprolactona, conforme o esquema apresentado na Figura 40. O 2-

etilhexanoato de estanho (II) é o catalisador mais frequentemente utilizado na 

polimerização da caprolactona por abertura de anel. A propagação da 

polimerização proposta consiste na coordenação do monômero com o 

catalisador, seguido da inserção do monômero pela ligação metal – oxigênio do 

catalisador (104). Nesta etapa foram obtidos copolímeros com variação no 

comprimento da cadeia polimérica, aumentando o segmento hidrofóbico do 

PCL em função do aumento da razão molar do monômero. Em estudos 

preliminares desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa, a temperatura e o 

tempo de síntese não resultou em variação significativa na massa molecular do 

polímero, sendo a quantidade de monômero de caprolactona o principal 

responsável pelo crescimento da cadeia polimérica. A principal vantagem no 

procedimento adotado é a ausência de solvente orgânico durante a síntese, 

que segundo a literatura provoca diminuição no rendimento da polimerização. 

Também foi possível reduzir o tempo de síntese para três horas e obter 

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

A estrutura molecular do copolímero foi determinada por espectroscopia 

na região do infravermelho para as amostras de mPEG-co-PCL. Na Figura 41 

são observados os estiramentos assimétricos e simétricos de C – H em 2955 

cm-1 e 2858 cm-1, respectivamente. O grupo metil da extremidade da cadeia de 

PEG corresponde a uma flexão de C – H em 1375 cm-1. O principal estiramento 

do grupo éter (C – O – C) é observado em 1172 cm-1. A presença de PCL é 

confirmada devido ao estiramento da carbonila (C = O) de éster em 1720 cm-1 

(106). 
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Figura 40. Esquema de síntese do copolímero m-PEG-co-PCL. 

 

A espectroscopia de ressonância magnética nuclear de prótons das 

amostras corrobora na caracterização dos materiais sintetizados. Os prótons 

referentes aos grupos metóxi 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 hidrogênios de metileno mais próximos à carbonila na 

cadeia de PCL, confirmando a copolimerização da reação (106). Os picos em 

4,04 ppm, 1,63 ppm e 1,38 ppm são referentes aos hidrogênios da cadeia de 

PCL, conforme pode ser observado nos espectros da Figura 42. É possível 

observar que conforme aumenta-se o número de mol de ε-caprolactona 

utilizado na síntese o sinal do mPEG em 3,67 ppm diminui em relação aos 

demais sinais da policaprolactona, sugerindo aumento no seguimento de 

hidrofóbico. 

Os resultados da análise da cromatografia por permeação em gel estão 

resumidos na Tabela 12 e apresentados na Figura 43. O perfil cromatográfico 

apresenta diferentes tempos de retenção para cada copolímero obtido, cuja 

massa molecular variou de 2600 g mol-1 para 8450 g mol-1. A mesma tendência 

observada na estimativa de massa molecular por ressonância magnética 

nuclear pode ser confirmada através dos resultados de cromatografia por 

permeação em gel. Também é possível observar a ampla área de pico das 

amostras indicando que a polimerização em massa resulta em sistemas de 

baixo controle na distribuição de massa molecular, com valor de dispersão 

Mw/Mn superior a 1,2, indicando que todos os copolímeros obtidos são 

polidispersos.  
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Figura 41. Espectros na região do infravermelho dos copolímeros mPEG-co-
PCL. 

 

Figura 42. Espectros de 1H RMN das amostras de copolímero mPEG-co-PCL. 
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Figura 43. Perfil cromatográfico das amostras de copolímero 

 

Tabela 12. Massas molares das amostras de copolímero e polidispersão. 

Amostra Mn (g mol-1) Mw (g mol-1) Mw/Mn 

mPEG-co-PCL 1:1 2,60 3,35 1,29 

mPEG-co-PCL 1:10 3,98 6,44 1,62 

mPEG-co-PCL 1:30 8,45 10,96 1,46 

 

4.2. Obtenção de nanopartículas de m-PEG-co-PCL 

A obtenção de nanopartículas pelo método da emulsão por evaporação 

de solvente pode ser compreendida por uma sequência de fenômenos. Na 

primeira etapa, uma emulsão é obtida, formando gotas contendo o copolímero 

dissolvido na fase dispersa. À medida que o solvente orgânico é evaporado a 

concentração de copolímero aumenta dentro da gota até um ponto crítico, no 

qual a concentração do polímero supera sua solubilidade na fase aquosa, 

ocorrendo à precipitação de nanopartículas na etapa final.  

O método da emulsão por evaporação de solvente permite controlar o 

tamanho e estabilização das nanopartículas ajustando as condições durante a 

etapa de emulsão de forma a evitar a coalescência e/ou degradação difusional 

destas nanopartículas. A coalescência ocorre quando há ruptura da camada 

superficial de duas partículas, devido aos choques causados pelo movimento 

Browniano. A coalescência pode ser evitada pela adição de surfactante, pois 
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além de aumentar a camada superficial promove a estabilização estérica das 

nanopartículas poliméricas. A degradação difusional consiste na transferência 

de massa de partículas menores para partículas maiores. Isto ocorre devido à 

pressão osmótica dentro das gotas pequenas ser muito maior que em gotas 

maiores, favorecendo a difusão de forma a aumentar a estabilidade 

termodinâmica (29). A degradação difusional é suprimida pela adição de um 

cosurfactante que seja insolúvel na fase dispersa, aumentando assim a 

pressão osmótica dentro da gota da emulsão (30).  

Para avaliar os fatores que afetam o diâmetro hidrodinâmico das 

nanopartículas poliméricas foi utilizado o planejamento fatorial com três 

variáveis: concentração de surfactante (A), concentração de cosurfactante (B) e 

razão óleo/água (C). A principal vantagem em utilizar o planejamento 

experimental está no número reduzido de experimentos necessários, 

diminuindo o tempo de sínteses e o consumo de reagentes. Neste caso, para 

cada fator estudado foi avaliado a resposta de diâmetro em dois níveis 

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 variáveis são mais relevantes e se ocorre 

interação entre estas variáveis. A Figura 44 apresenta os efeitos de cada 

variável. Os efeitos ou interações que apresentam maior influência no tamanho 

das nanopartículas são os que possuem valores acima ou abaixo da variação 

do erro (36,9), representado pela linha tracejada no gráfico. Comparando os 

valores da tabela 6 com o gráfico da Figura 44, é possível observar que as 

interações entre os efeitos são irrelevantes e não resultam em grande variação 

no diâmetro hidrodinâmico. A variação da concentração de surfactante indica 

que ocorre uma diminuição de 113,2% no diâmetro hidrodinâmico quando a 

concentração passa do seu valor mínimo para o máximo. A diminuição do 

tamanho das nanopartículas é esperada com o aumento da concentração de 

surfactante, pois há mais surfactante disponível para recobrir e estabilizar a 

superfície das nanopartículas (107,108). Para o aumento da concentração de 

cosurfactante é observado comportamento oposto, ocorrendo aumento de 

74,6% no diâmetro hidrodinâmico. A influência positiva do cosurfactante no 

tamanho da nanopartícula deve-se a encapsulação do cosurfactante no interior 
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da nanopartícula, ou seja, quanto mais cosurfactante é utilizado na síntese 

maior o tamanho das nanopartículas obtidas (93). Embora a variável razão 

óleo/água seja superior ao erro dos efeitos, o teste de probabilidade realizado 

com 5% de significância exclui a relevância desta variável no diâmetro 

hidrodinâmico. Dessa forma, a concentração de surfactante e cosurfactante 

são os efeitos que devem ser considerados para se obter nanopartículas de 

copolímeros com diferentes tamanhos. A interação destes efeitos não resulta 

em variação do diâmetro hidrodinâmico das nanopartículas e pode ser 

compreendido como um efeito nulo em função das direções opostas que cada 

variável provoca no tamanho do material.  

 

Tabela 13. Matriz de planejamento fatorial para triagem das variáveis mais 
relevantes para o controle do diametro hidrodinâmico. (A) concentraçao de Tween80®, 
(B) volume de dodecano e (C) razão óleo/água. 

Experimento A B C Dh (nm) 

1 (-) (-) (-) 227,73 

2 (+) (-) (-) 79,50 

3 (-) (+) (-) 285,80 

4 (+) (+) (-) 146,17 

5 (-) (-) (+) 233,37 

6 (+) (-) (+) 167,50 

7 (-) (+) (+) 336,70 

8 (+) (+) (+) 237,67 

 

Após simplificação dos fatores que não são significativos, a superfície de 

resposta do diâmetro hidrodinâmico em função da variação da concentração de 

surfactante e cosurfactante pode ser observada na Figura 45. Nanopartículas 

com menor diâmetro hidrodinâmico são obtidas utilizando maior concentração 

de Tween80® e menor concentração de dodecano, cujo modelo matemático de 

regressão linear que representa este comportamento está descrito na Equação 

12. 
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𝐷ℎ = −1,2𝑥106𝐴 + 0,166𝐵 + 237,9        Equação 12. 
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Figura 44. Efeito dos fatores e interações tendo como resposta o diâmetro 
hidrodinâmico das nanopartículas. 

 

 

Figura 45. Modelo tridimensional para predição do diâmetro hidrodinâmico das 
nanopartículas de copolímero 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 distribuição do diâmetro hidrodinâmico das amostras: (A) 
mPEG-co-PCL 1:1, (B) mPEG-co-PCL 1:10 e (C) mPEG-co-PCL 1:30. 

 

procedimento, utilizando as condições para obtenção de partículas com menor 

diâmetro hidrodinâmico. Devido aos diferentes tamanhos de cadeia, o valor do 

diâmetro obtido sofreu um desvio do valor previsto na regressão linear. Com o 

aumento do segmento hidrofóbico no copolímero o diâmetro hidrodinâmico 

aumentou de 78,82 nm para 141,8 nm, conforme pode ser observado na Figura 

46. Observa-se a formação de uma pequena população de agregados de 

aproximadamente 400 nm, justificando o levado valor de polidispersão obtido 

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

As imagens de microscopia eletrônica de varredura (Figura 47) mostram 

a formação de nanopartículas com morfologia esférica, com tamanho inferior 

ao obtido pela técnica de espalhamento de luz. Com o aumento do segmento 

hidrofóbico foi possível observar mais nitidamente a formação de 

nanopartículas. A dificuldade em se obter imagem das amostras de menor 

massa molecular deve-se ao processo de secagem do material, no qual as 

nanoestruturas são destruídas na ausência de água. 
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Figura 47. Microscopia Eletrônica de Varredura das amostras: (A) mPEG-co-
PCL 1:1, (B) mPEG-co-PCL 1:10 e (C) mPEG-co-PCL 1:30. 

 

A superfície das nanopartículas de copolímeros foi caracterizada por 

medidas de potencial Zeta em função do pH, de acordo com a Figura 48. O 

ponto isoelétrico, observado em pH 4,17, foi coincidente para todas as 

amostras. Os copolímeros não 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 são considerados estáveis devido a 

repulsão eletrostática (109). Em pH 7,4, as nanopartículas de copolímero 

apresentaram valores de potencial zeta mais negativo com o aumento do 

segmento hidrofóbico de PCL. Este comportamento deve-se aos grupos 

carbonilas da cadeia de PCL que, embora não apresentem íons, 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 nanopartículas de 
copolímero. 

 

4.3. Incorporação e liberação de metotrexato 

A espectroscopia UV-Vis foi utilizada para quantificar a concentração de 

metotrexato no estudo de incorporação e liberação do fármaco nas 

nanopartículas de mPEG-co-PCL. O espectro de absorção obtido (Figura 49A) 

apresenta três bandas características em 258, 303 e 371 nm, sendo a de 

comprimento de onda intermediária a de maior intensidade. A Figura 49B 

apresenta a curva analítica obtida a partir de concentrações conhecidas de 

metotrexato, resultando em uma reta cujo o valor de absortividade molar obtido 

foi de 0,0304 L mol-1 cm-1, com coeficiente de correlação linear de 0,9972. 

O metotrexato é um fármaco que apresenta baixa solubilidade em água. 

Devido a esta característica físico química, a incorporação do fármaco é 

atribuída as interações com o segmento hidrofóbico de PCL do copolímero. 

Para cada composição do copolímero foi avaliado a eficiência de incorporação 

do fármaco partindo de três quantidades distintas de metotrexato. A Tabela 14 

resume os valores obtidos para eficiência de incorporação e teor de 

metotrexato para cada amostra. É observado que a eficiência de incorporação 
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do fármaco não aumenta ao adicionar mais metotrexato na dispersão, atingindo 

um patamar próximo a 84,00% utilizando 0,6 mg de fármaco. Entretanto, o teor 

de metotrexato incorporado aumenta com a adição de mais fármaco, atingindo 

o valor máximo de 7,81%, conforme pode ser melhor observado na Figura 50. 

Para o estudo de liberação, foi considerado o bloco de amostras com maior 

teor de metotrexato incorporado. 

 

Tabela 14. Caracterização da incorporação de metotrexato nas nanopartículas 
de mPEG-co-PCL 

Amostra 

Massa 

copolímero 

(mg) 

Massa MTX 

inicial (mg) 

Massa MTX 

incorporada 

(mg) 

Eficiência de 

Incorporação 

(%) 

Teor de 

MTX (%) 

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 absorção de metotrexato. (B) Curva analítica para 
metotrexato nos comprimentos de onda 276, 304 e 372 nm. 
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Figura 50. Eficiência e teor de incorporação de metotrexato. 

 

A Figura 51 apresenta o perfil de liberação das amostras de copolímero, 

bem como dos polímeros precursores individuais. Nesta figura a amostra cuja 

plataforma utilizada foi de mPEG pode-se observar uma liberação rápida, 

atingindo 90,85% de liberação durante 12 horas de análise. Para a amostra 

contendo apenas PCL, durante as primeiras 8 horas de análise é observado 

aumento da liberação de metotrexato (19,65%), seguido de uma intensa 

diminuição da taxa de liberação do fármaco. Para as amostras de copolímero 

foi observado comportamento similar ao descrito acima. A amostra mPEG-co-

PCL 1:1, que apresenta a menor segmento de PCL, resultou na liberação 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 período. Após 16 horas, é observado um patamar de liberação até o 
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término das 96 horas de análise. Dessa forma, o aumento do segmento 

hidrofóbico do copolímero resulta na diminuição da liberação do metotrexato. A 

literatura relata que a adição de componentes hidrofílicos à cadeia de PCL 

permite ajustar a taxa de liberação de fármaco nos sistemas de blendas 

poliméricas (110). Entretanto o mecanismo de liberação não está totalmente 

esclarecido para o caso de nanopartículas poliméricas. Pelo perfil de liberação 

apresentado na Figura 51, observa-se que o comportamento após 24 horas de 

liberação é bem diferente das horas iniciais de análise. A interpretação deste 

comportamento pode estar relacionada com as diferentes interações do 

metotrexato com os segmentos do copolímero. Por se tratar de um fármaco 

hidrofóbico, a interação do metotrexato com o segmento hidrofóbico do 

copolímero (PCL) é forte, o que resulta em uma liberação lenta. Dessa forma, é 

esperado que a liberação do metotrexato ocorra a medida que o polímero seja 

degradado pelo organismo (111,112). Em relação as primeiras horas do 

experimento, o metotrexato liberado pode ser proveniente de interações fracas 

com mPEG (burst effect).  
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Figura 51. Perfil de liberação de metotrexato das amostras mPEG-co-PCL 1:1, 
mPEG-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 liberação de metotrexato, permitindo a determinação do 

expoente de liberação (n) e a constante cinética (k), a partir da linearização do 

modelo, conforme descrito no capítulo anterior pela Equação 8. O gráfico da 

fração de liberação em função do tempo pode ser observado na Figura 52 e os 

parâmetros determinados nesta curva compõe a Tabela 15. 

A linearização foi realizada para as primeiras 10 horas de 

monitoramento, região compreendida entre os 60% de liberação inicial, no qual 

o modelo de Peppas é válido e os valores de coeficiente de correlação 

apresentam valores superiores a 0,99. Os valores do expoente de liberação 

obtido pela linearização das curvas estão compreendidos entre 0,44 e 0,63 

para as amostras de nanopartículas, que, para plataformas de liberação 

esféricas, deve ser interpretado como transporte anômalo, segundo Peppas et 

al (114). Este resultado corrobora com o perfil de liberação, pois especula-se 

que a liberação lenta do metotrexato está relacionado com as interações com o 

seguimento hidrofóbico da nanopartícula, sendo necessário relaxação e/ou 

degradação das cadeias da nanopartícula para liberação do metotrexato.  
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Figura 52. Curva bi-logarítmica da fração de metotrexato liberado em função do 
tempo. 
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Tabela 15. Parâmetros obtidos da curva cinética de liberação de metotrexato 
das nanopartículas de copolímero. 

Amostra n k (h-1) R2 

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. Conclusões parciais 

Foi possível obter copolímero de mPEG-co-PCL com diferentes 

tamanhos de cadeia polimérica através da reação de polimerização por 

abertura de anel do monômero e-caprolactona. O estudo de planejamento 

fatorial permitiu determinar que o aumento da concentração de surfactante e a 

diminuição da concentração de cosurfactante são as condições ideais para 

obtenção de nanopartículas poliméricas de menor diâmetro hidrodinâmico, uma 

vez que a metodologia da emulsão/evaporação por solventes para síntese de 

nanopartículas apresenta diversas variáveis que influenciam no tamanho do 

material. A estas nanopartículas foi realizado estudo de incorporação de 

metotrexato, fármaco hidrofóbico utilizado como modelo neste trabalho, que 

resultou em eficiência de incorporação de metotrexato superior a 80,0%. A 

liberação de metotrexato ocorre por mecanismos distintos em função da 

diferença de interação do fármaco com o seguimento hidrofílico e hidrofóbico 

do copolímero de mPEG-co-PCL. Na etapa inicial foi observado que o 

mecanismo de liberação corresponde a um transporte anômalo, que não 

obedece a lei de difusão de Fick, devido a fraca interação do metotrexato com 

o segmento hidrofílico e processos de relaxação do segmento hidrofóbico do 

copolímero na etapa inicial. A liberação completa do metotrexato é dependente 

da lenta biodegradação da cadeia de PCL. 
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Capítulo 3 

Plataformas de liberação simultânea de fármacos 

 

1. Introdução 

1.1. Sistemas de liberação controlada simultânea de fármacos  

Nas últimas décadas os sistemas de liberação controlada de fármacos 

foram vastamente estudados com intuito de melhorar a estabilidade coloidal 

destas plataformas, problemas relacionados a solubilidade dos fármacos e o 

tempo de circulação 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 liberação 

controlada de fármacos, tais como nanopartículas poliméricas (115–117), 

dendrímeros (118,119), micelas (78,120,121), hidrogéis (21,70,122–124). 

Recentemente, a combinação de terapias utilizando fármacos com 

diferente ação terapêutica tem se tornando uma alternativa efetiva para o 

tratamento de doenças e regeneração de tecidos. Tem-se usado estas 

estratégias principalmente no tratamento de câncer, no qual diferentes 

fármacos podem atacar células malignas em diferentes estágio de seu ciclo de 

crescimento (125). O desenvolvimento de novos sistemas de liberação 

controlada permite a combinação de terapias, na qual fármacos com 

propriedades físico-químicas distintas, tal como a solubilidade, podem estar 

presentes em um mesmo sistema de liberação, aumentando a eficácia do 

tratamento. 

Os principais desafios no estudo de sistemas duplo de liberação 

consistem em desenvolver uma plataforma eficiente capaz de controlar o 

comportamento de liberação de cada fármaco independentemente e minimizar 

os efeitos colaterais do tratamento (125–128). A concentração do sistema de 

liberação em um sítio específico no corpo diminui a necessidade de grandes 

doses para garantir alta concentração local, reduzindo a toxicidade e o 

desconforto causado por efeitos colaterais. 
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Numata et al (126) desenvolveram um sistema duplo de liberação 

controlada a partir de hidrogel de seda contendo nanopartículas de seda 

utilizando corantes como molécula modelo de liberação. Segundo os autores, a 

liberação é modulada ao controlar parâmetros com o tamanho das 

nanopartículas. Wei et al (127) também desenvolveram um sistema duplo de 

liberação a base de hidrogel e micelas para a liberação de aspirina e 

doxorrubicina. Neste trabalho as micelas foram formadas a partir de um 

copolímero tribloco que apresentava sensitividade ao pH e temperatura, de 

forma que a liberação da doxorrubicina fosse controlada ajustando estes 

parâmetros. Yan et al (129) propõe o desenvolvimento de um novos scaffolds 

para engenharia de tecidos ou sistema de liberação de fármacos capaz de 

encapsular albumina de soro bovino e rodamina B a partir de nanofibras de 

poli(l-latico-co-caprolactona) obtidos por eletrofiação. Estes exemplos ilustram 

alguns dos trabalhos desenvolvidos na última década em relação aos avanços 

científicos frente aos sistemas duplos de liberação. 

 

1.2. Interações entre fármacos: diclofenaco versus metotrexato 

A interação entre fármacos corresponde a administração conjunta de 

dois ou mais medicamento e podem ser classificadas por diferentes 

mecanismos. As interações entre fármacos ocorrem a partir de: i) interações 

farmacocinéticas, como, por exemplo, alterações na absorção do fármaco, 

distribuição de volume, metabolismo ou excreção; ii) interações 

farmacodinâmicas, tais como efeito aditivo, sinérgico ou antagônico capaz de 

alterar a concentração plasmática do fármaco no sangue; iii) incompatibilidade 

farmacêutica, ou ainda a combinação de todos estes efeitos. Um tipo comum 

de interação entre fármacos e os NSAID, classe de fármacos no qual o 

diclofenaco está incluso, ocorre quando há competição entre proteínas que se 

ligam aos fármacos no plasma sanguíneo para eliminação destas moléculas 

(130). 

Este é o tipo de interação que ocorre entre o diclofenaco e o 

metotrexato. O metotrexato é administrado em alta doses para o tratamento 

quimioterápico ou em doses menores para o tratamento de psoríases ou artrite 

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

deste, principalmente durante a quimioterapia (130). 

O diclofenaco teve seu primeiro uso nas práticas oncológicas no 

tratamento de dores. As primeiras evidencias do uso de diclofenaco no 

tratamento de tumores surgiu com a redução da taxa de crescimento e dos 

níveis de vascularização em tumores (fibrosarcoma) induzidos em ratos (131). 

Embora exista uma grande variedade de resultados, há uma escassez de 

dados relativos ao uso do diclofenaco como anticâncer quando comparado a 

seu uso como analgésico (132). Isto torna o diclofenaco um potencial candidato 

no tratamento oncológico, seja na combinação com tratamentos já 

estabelecidos ou com coquetéis contendo novos fármacos, aumentando a 

necessidade de pesquisa em plataformas de liberação simultânea de fármacos. 

 

2. Objetivos 

O objetivo deste capítulo consiste no estudo de liberação simultânea de 

diclofenaco de potássio pela matriz de hidrogel de gelatina reticulado por 

reações de Diels-Alder contendo nanopartículas de mPEG-co-PCL 

encapsuladas com metotrexato. Os objetivos específicos incluem: 

• Avaliar o comportamento reológico do hidrogel com a incorporação de 

nanopartículas poliméricas; 

• Avaliar o perfil de liberação simultânea dos fármacos modelo. 

 

3. Procedimento experimental 

Nesta etapa a amostra de hidrogel HDA_1:1 obtida no capítulo 1 e as 

nanopartículas de mPEG-co-PCL 1:30 obtidas no capítulo 2 foram utilizadas 

como plataforma de liberação simultânea de diclofenaco e de potássio e 

metotrexato, respectivamente. Os polímeros precursores do hidrogel HDA_1:1 

foram dispersos em 300,0 uL de tampão fosfato (pH 7,4). As nanopartículas de 

mPEG-co-PCL 1:30 contendo metotrexato foram dispersas sobre os 

precursores antes do início da reticulação, nas proporções 1,0%, 5,0% e 10,0% 

(massa/massa). O material foi mantido a 65,0 °C durante 48,0 horas para a 

reticulação do hidrogel e liofilizado na sequência. Após a amostra ser liofilizada, 
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300 µL de uma solução 23,3 mg mL-1 de diclofenaco de potássio 

(aproximadamente 5% em relação a massa de polímero) foi adicionada sobre o 

hidrogel, que permaneceu por 12 horas para absorção do fármaco. Após este 

período a amostra foi liofilizada novamente para posterior teste de liberação, 

conforme pode ser observado no esquema da Figura 53. 

Os testes de liberação controlada do metotrexato e diclofenaco de 

potássio foram conduzidos em tampão fosfato, à 37,0 °C. As concentrações 

dos fármacos foram determinadas a partir das curvas padrões obtidas por 

espectroscopia UV-Vis, no qual foi utilizado o comprimento de onda de 276 nm 

para quantificação do diclofenaco de potássio e 372 nm para a quantificação de 

metotrexato. Embora a banda de absorção em 372 nm apresente a menor 

intensidade frente as demais bandas características do metotrexato, é o sinal 

mais afastado da banda característica do diclofenaco de potássio, permitindo 

que não tenha interferência nos sinais durante a quantificação simultânea dos 

fármacos. 

. 

 

Figura 53. Esquema do procedimento experimental para obtenção de sistema 
de liberação simultânea. 
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4. Resultados e discussão 

A presença de nanopartículas de mPEG-co-PCL na matriz de hidrogel 

de gelatina foi avaliada por imagens de microscopia eletrônica de varredura, 

como pode ser observado na Figura 54. As imagens na coluna da esquerda 

foram obtidas com menor magnificação, sendo possível observar que a 

estrutura porosa do hidrogel foi mantida. Na coluna da direita, as imagens 

foram ampliadas para atingir resolução adequada para observar as 

nanopartículas 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 nanopartículas. Para as amostras contendo 

1,0% não foi possível observar a presença de nanopartículas, entretanto os 

resultados de liberação indicam a presença de metotrexato. 

A propriedade reológica dos hidrogéis foi avaliada em função da 

porcentagem de nanopartículas de mPEG-co-PCL adicionada. Como pode ser 

observado na Figura 55, os valores de G’ e G’’ são independentes da 

frequência aplicada, indicando que não ocorre variação da característica 

viscoelástica das amostras na faixa avaliada, mantendo sua estrutura de um 

gel sólido. Entretanto o aumento da porcentagem de nanopartículas dispersa 

no hidrogel resulta em modulo elástico de, aproximadamente, 3, 10 e 18 vezes 

maiores para as amostras contendo 1, 10 e 5%, respectivamente. A presença 

das nanopartículas enrijecem o hidrogel e este comportamento pode ser 

atribuído as interações entre as cadeias do hidrogel e do PEG presente na 

superfície das nanopartículas, aumentando as propriedades elásticas do 

sistema. Era esperado que a amostra contendo 10% de nanopartículas 

apresentasse maior valor do módulo elástico, quando comparado a amostra 

contendo 5%. Esta diminuição pode estar relacionada a baixa homogeneidade 

na distribuição das nanopartículas no interior do hidrogel, embora não se tenha 

observado este fenômeno nas imagens de microscopia eletrônica de varredura. 
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Figura 54. Microscopia eletrônica de varredura das nanopartículas 
incorporadas ao hidrogel. 

 

 O perfil de liberação simultânea de MTX e DFK a partir do sistema duplo 

hidrogel/nanopartícula polimérica pode ser observado na Figura 56. A liberação 

do DFK apresentou o mesmo comportamento para as três amostras avaliadas, 

resultando em uma liberação rápida, atingindo 100% do fármaco hidrofílico em 

apenas cinco horas. Já o MTX apresentou um comportamento de liberação 

sustentado, no qual a partir de 8 horas não é mais observado aumento de sua 

liberação. 
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Figura 55. Varredura de frequência de nanopartículas polimérica incorporadas 
ao hidrogel de gelatina reticulado por reações de Diels – Alder. G’ – símbolo fechado. 
G’’ – símbolo aberto. 

 

Com base no comportamento distinto entre as liberações de DFK e MTX na 

plataforma simultânea hidrogel/nanopartícula, é possível observar o 

mecanismo frente as propriedades físico-químicas de cada fármaco em relação 

a plataforma de liberação. O hidrogel intumescido com tampão fosfato permite 

a dissolução completa e rápida do fármaco hidrofílico DFK com o meio de 

dissolução. A dispersão das nanopartículas de mPEG-co-PCL sobre o hidrogel 

também se mostrou homogênea devido a camada externa do copolímero ser 

composta do segmento hidrofílico – PEG. Isto é, a permeação do fármaco 

hidrofóbico MTX não é prejudicada devido a nanoplataforma. Enquanto o DFK 

se difunde rapidamente pelo hidrogel, o MTX necessita atravessar primeiro as 

barreiras impostas pela nanopartícula de copolímero para que, na sequência, 

seja eliminada pela matriz de hidrogel, reduzindo sua velocidade de liberação, 

conforme pode ser observado pela diminuição das constantes de velocidade 

apresentada na Figura 57 e resumidos na Tabela 16. 

Analisando o expoente de liberação n para os fármacos, o DFK é 

liberado por mecanismos de difusão, 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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é, a geometria cilíndrica do hidrogel, cujo valor de n obtido foi superior a 0,89, 

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

amostras o coeficiente de correlação obtido permite o uso da equação de 

Peppas para descrever a cinética de liberação deste sistema. 
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Figura 56. Curvas de liberação de DFK (símbolo cheio) e MTX (símbolo vazio) 
de sistemas duplos de liberação de fármacos. 

  

Tabela 16. Parâmetros obtidos da curva cinética de liberação de diclofenaco e 

metotrexato da plataforma simultânea de liberação 
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Figura 57. Curva bi-logarítmica da fração de diclofenaco e metotrexato liberado 
em função do tempo da plataforma simultânea de liberação. 
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Amostra Fármaco n k (h-1) R2 

HDA_NP_1% 

DFK 

0,35 0,598 0,997 

HDA_NP_5% 0,33 0,582 0,998 

HDA_NP_10% 0,38 0,580 0,992 

HDA_NP_1% 

MTX 

0,988 0,169 0,992 

HDA_NP_5% 0,916 0,192 0,992 

HDA_NP_10% 0,985 0,170 0,992 

 

5. Conclusões parciais 

A partir da combinação de plataformas de liberação de fármacos 

distintas é possível desenvolver um sistema simultâneo, no qual fármacos com 

características hidrofílicas e hidrofóbicas podem estar presentes em uma única 

matriz. Foi desenvolvido um compósito no qual nanopartículas de mPEG-co-

PCL foram encapsuladas por um hidrogel a base de gelatina. As 

nanopartículas poliméricas facilitaram a incorporação de metotrexato, fármaco 

com características hidrofóbicas, na plataforma dupla enquanto o hidrogel de 

gelatina foi intumescido com diclofenaco de potássio, fármaco que apresenta 

elevada hidrofilicidade. Foi observado que o DFK apresentou rápida liberação 

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

controlada pela degradação do segmento hidrofóbico do copolímero, 

apresentando um comportamento sustentado. 
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6. Conclusões 

A gelatina e a dextrana foram modificadas para a inserção de grupos 

dienos e dienófilos sobre suas estruturas poliméricas para a obtenção de 

hidrogéis reticulados quimicamente por reações click de Diels – Alder. Os 

hidrogéis apresentaram capacidade de intumescimento distinta em função dos 

meios de dissolução estudados. A liberação de diclofenaco de potássio –  

fármaco hidrofílico, foi realizada nas mesmas soluções do estudo de 

intumescimento, no qual foi observado maior velocidade de liberação do 

fármaco nos meios de dissolução que apresentaram maior capacidade de 

intumescimento. 

Para o carreamento de metotrexato, fármaco hidrofóbico, nanopartículas 

poliméricas de copolímero mPEG-co-PCL foram obtidas pelo método da 

emulsão por evaporação de solvente. O perfil de liberação do metotrexato pode 

ser controlado em função do tamanho de cadeia do segmento hidrofóbico do 

copolímero, no qual as plataformas obtidas com maior segmento hidrofóbico 

são as que apresentam menor porcentagem de liberação. Devido à forte 

interação entre o metotrexato com o PCL, a liberação do fármaco fica 

subordinada a degradação do polímero pelo organismo. 

Plataforma de liberação simultânea de fármacos foi obtida a partir da 

dispersão de nanopartículas polimérica sobre uma matriz de hidrogel. O 

metotrexato encapsulado pelas nanopartículas de mPEG-co-PCL foi disperso 

no hidrogel antes de sua reticulação, enquanto o diclofenaco foi adsorvido pelo 

hidrogel durante a etapa de intumescimento. A liberação simultânea resultou 

em uma rápida liberação para diclofenaco de potássio e uma liberação 

sustentada para o metotrexato, liberação controlada pela degradação das 

nanopartículas poliméricas, indicando a capacidade de controlar a entrega de 

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

Os itens listados abaixo devem ser considerados como guias para 

continuação deste trabalho: 

• Alterar condições de síntese para aumentar a modificação da gelatina; 

• Estudar as propriedades térmicas do hidrogel; 

• Testar a biocompatibilidade do hidrogel; 

• Avaliar a liberação simultânea em outros meios de dissolução. 
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