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RESUMO

Souza, B. A. C. Sintese e caracterizacao de copolimeros em blocos
biocompativeis do tipo poli(N-vinilcaprolactama)-b-poli(etileno glicol) para
encapsulacao do cetoprofeno utilizando a técnica de secagem por
atomizacao. 2016. 165 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Escola de
Engenharia de Lorena, Universidade de S&o Paulo, Lorena, S&o Paulo, 2016.

A utilizacao de polimeros biocompativeis na formulacao de particulas carreadoras
de farmacos visando a reducao da toxicidade, o controle da taxa de liberagdo ou o
aumento da biodisponibilidade do principio ativo, vem sendo amplamente
estudada. Neste caso, para que o resultado desejado seja efetivo, em geral, é
necessario agregar propriedades distintas de dois ou mais polimeros. Assim
sendo, neste trabalho, duas rotas sintéticas foram estudadas para a sintese de
copolimeros em blocos, do tipo poli(N-vinilcaprolactama)-b-poli(etileno glicol)
(PNVCL-b-PEG). Inicialmente, estudou-se a sintese destes copolimeros via
reacdes de acoplamento, entre a PNVCL-COOH, com terminagao carboxila, e o
mPEG-OH, com uma hidroxila terminal. Em seguida, avaliou-se a sintese dos
copolimeros pelo mecanismo de Polimerizacdo por Transferéncia Reversivel de
Cadeias via Adicao-Fragmentacdao (RAFT), partindo-se da sintese de um
macroagente de transferéncia de cadeia a base de PEG (mPEG-0EX), seguido da
reacao de extensao de cadeia utilizando a NVCL como monémero. Com base nos
resultados de massa molar, distribuicdo de massa molar (PDI) e rendimento de
reacao, foi escolhida a rota sintética de esterificacdo para a sintese dos
copolimeros em bloco. Os copolimeros obtidos foram empregados na formulagéao
de particulas utilizando a técnica de secagem por atomizacéo. Verificou-se que o
tipo de solvente e a concentragdo dos solutos nas formulagbes sao fatores
importantes que afetam diretamente a morfologia das particulas finais. A
eficiéncia de encapsulacao do cetoprofeno foi superior a 80% e a eficiéncia de
recuperacao das particulas por atomizacgao foi inferior a 60%. A encapsulagéao de
cetoprofeno na matriz polimérica via atomizacdo, resultou na reducdo da
cristalinidade da droga, o que favoreceu o aumento na velocidade de liberacéo do

farmaco.



Palavras-chave: Poli(N-vinilcaprolactama). Poli(etileno glicol). Copolimero em
bloco. Secagem por atomizacao. Cetoprofeno.



ABSTRACT

Souza, B. A. C. Synthesis and characterization of biocompatible block
copolymers based on poly(N-vinylcaprolactam)-b-poly(ethylene glycol) for
encapsulation of ketoprofen by spray drying technique. 2016. 165 p.
Dissertation (Master of Science) — Escola de Engenharia de Lorena, Universidade
de Séo Paulo, Lorena, Sdo Paulo, 2016.

The use of biocompatible polymers in formulations of carrier particles for drugs
aiming to reduce toxicity, to control the release rate or to increase the
bioavailability has been widely studied. In this case, for the targeted result to be
effective, normally, it is necessary the combinations of different proprieties of two
or more polymers. Therefore, in this work, two synthetic routes were studied for
the synthesis of block copolymers based on poly(N-vinylcaprolactam)-b-
poly(ethylene glycol) (PNVCL-b-PEG). Initially, it was studied the synthesis of this
copolymer by coupling reaction, between the PNVCL-COOH, with carboxylic end-
group, and the mPEG-OH, with a hydroxyl end-group. Then, it was evaluated the
synthesis of this copolymer by Reversible Addition-Fragmentation Chain-Transfer
(RAFT) polymerization, started with the synthesis of a PEG-based macrochain-
transfer agent (MPEG-0EX), followed by chain extension reactions, using NVCL
as monomer. Based on the results of molar masses and molar masses distribution
index (PDI), and the reaction yield, esterification was the synthetic route chosen
for the synthesis of the block copolymers. The copolymers obtained were used in
particles formulation via the spray drying technique. It was verified that the type of
solvent and the solids content of formulation are important factors that affect
directly the morphology of the final particles. The encapsulation efficiency of
ketoprofen was higher than 80% and the particle recovery efficiency by spray
drying was less than 60%. The ketoprofen encapsulation into polymeric matrix by
atomization, resulted in the decrease of drug crystallinity, which favored the

increase on drug release rate.

Keywords: Poli(Nvinylcaprolactam). Poli(ethylene glycol). Block Copolymer. Spray
Drying. Ketoprofen.
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1 INTRODUGCAO

Polimeros sintéticos biodegradaveis e/ou biocompativeis vém sendo
amplamente estudados para aplicagdes biomédicas, principalmente no transporte
e liberacao controlada de diferentes principios ativos, visando reduzir sua
toxicidade, degradacao, aumentar a biodisponibilidade e o tempo de circulagéo na
corrente sanguinea e direcionar um determinado agente ativo para um sitio
especifico no organismo. Outra caracteristica importante de alguns polimeros,
com potencial para aplicacbes em sistema de liberacdo controlada de
ingredientes ativos é a sua resposta a mudancas externas, fisicas ou quimicas,
como variagdo de pH, temperatura, campo magnético, elétrico, etc. Tais
polimeros sdo denominados ‘inteligentes” ou sensiveis a estimulos e esta
propriedade pode ser usada para incorporar ou liberar substancias ativas. Um
polimero sensivel a temperatura muito estudado atualmente para aplicacdes
biomédicas é a poli(N-vinilcaprolactama) (PNVCL), um polimero biocompativel,
atoxico, solavel em &gua, com LCST (Temperatura Critica Inferior de
Solubilizacao) préxima a temperatura fisiolégica (33 — 38 °C). Tais propriedades
indicam que a PNVCL é apropriada para aplicacbes biomédicas, podendo ser
empregada, portanto, como um nucleo hidrofébico de micelas, em temperaturas
acima da LCST. Um polimero comumente aplicado em sistemas de liberacédo
controlada de principios ativos € o poli(etileno glicol) (PEG). Dentre as principais
propriedades desse polimero, destaca-se sua natureza hidrofilica, atéxica, ndo
ibnica, flexivel e semicristalina, associadas ao baixo custo do material. O PEG foi
aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) para aplicagées intravenosas,
oral e transdérmica em humanos. Além disso, possui uma baixa taxa de
deposicao de material proteico, diminuindo a ligagcdo as proteinas plasmaticas,
agregacao de eritrocitos e impedindo o reconhecimento pelo sistema imunoldgico.
Assim, o emprego de segmentos de PEG como bloco hidrofilico na elaboragéo de
macromicelas, pode impedir que o0 agente ativo sofra ataques indesejaveis em
meios biolégicos prolongando a sua circulagdo in vivo. A sele¢cdo de um polimero
adequado é um pré-requisito fundamental para a elaboracdo de micro e

nanoparticulas para encapsulacdo de substancias ativas. Para essa selecao,
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todas as propriedades dos materiais poliméricos, como estrutura quimica e massa
molar, devem ser cuidadosamente avaliadas. Reunir todas as propriedades
desejaveis em um unico polimero ndo é uma tarefa facil, porém este objetivo pode
ser alcancado, dentre outros métodos, através da sintese de copolimeros em

bloco.

O emprego de polimeros ou copolimeros biocompativeis na
encapsulacdo de drogas lipofilicas, vem sendo intensamente estudado nos
ultimos anos (MALODE et al., 2014). Estas macromoléculas podem interagir com
o principio ativo, de acordo com o método utilizado para a encapsulacéo,
reduzindo a cristalinidade da droga, e assim, aumentando sua solubilidade e,
consequentemente, sua biodisponibilidade em aplica¢des in vivo. O cetoprofeno é
um anti-inflamatério nao-esteroidal (AINE) derivado do grupo acido propidico,
classificado como um composto SBC classe Il, isto é, apresenta baixa
solubilidade e alta permeabilidade (CHAN et al., 2015). Assim, o aumento da
solubilidade deste farmaco pode proporcionar uma maior eficacia no tratamento
de processos inflamatérios. Dentre os métodos utilizados para encapsulacdo do
cetoprofeno que visa, dentre outros, o aumento de sua biodisponibilidade
destaca-se a técnica de secagem por atomizacdo (GUE et al, 2015;
SCHAFROTH et al., 2012). Este método baseia-se na transformacido de um
liquido (solucbes, emulsdes, suspensdes, etc.) em um pod sélido, pela evaporagao

do solvente devido a troca de calor com o gas de secagem.

Este trabalho teve como objetivo principal avaliar duas rotas de sintese
para a obtencdo de copolimeros em bloco, biocompativeis e sensiveis a
temperatura, para utilizagdo na encapsulagdo do cetoprofeno pela técnica de
secagem por atomizacdo. Copolimeros em bloco, constituidos por um bloco de
poli(N-vinilcaprolactama) e um bloco de poli(etileno glicol), foram sintetizados via
duas rotas distintas, ou seja, via reagdes de acoplamento entre homopolimeros
com fungdes reativas terminais e pela Polimerizacdo Radicalar por Desativacéao
Reversivel (RDRP) do tipo RAFT. Os copolimeros obtidos foram utilizados como
matrizes na encapsulagao do cetoprofeno, empregando a técnica de secagem por

atomizacao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1, Sistema para liberacao controlada de principios ativos

Um sistema de liberacao de droga é definido como uma formulagao ou
um dispositivo que permite a introducao de um agente terapéutico no organismo e
melhora sua eficacia e seguranca por meio do controle da taxa, do tempo e do
local de liberacdo da droga no organismo. Este processo inclui a administracao do
produto terapéutico, a liberacdo dos principios ativos pelo produto e o transporte
dos ingredientes ativos através das membranas biolégicas para o local de agéao
(BASSYOUNI et al.,, 2015). O desenvolvimento de sistemas de liberagdo de
farmacos mais eficazes se justifica pelas inumeras dificuldades deparadas pelo
método convencional de administracdo de medicamentos (KUMAR, 2000;
LASSALE; FERREIRA, 2007).

Em tratamentos médicos convencionais, drogas sdo administradas
durante pequenos intervalos de tempo através da ingestdo de pilulas, liquidos ou
por injecdo. Estas drogas circulam pelo corpo e a concentracdo do agente ativo
aumenta ap0s progressivas administracoes, entao, declinando devido a excrecao
e/ou conversdao metabdlica. Assim, para conseguir um nivel de concentracdo de
principio ativo terapeuticamente efetivo e por um maior tempo, altas doses séo
necessarias, podendo-se ultrapassar o nivel toxicolégico do principio ativo e,
consequentemente, causar disturbios ao organismo (OLIVEIRA, 2008).

Ao ser ingerido, um farmaco pode assumir trés niveis de concentracao
no organismo: (1) o nivel sub-terapéutico, no qual sua concentracao € inferior a
necessaria, (2) o nivel terapéutico, em que o farmaco possui a fungéo terapéutica
requerida e, finalmente, (3) o nivel tdéxico, no qual a concentracdo do farmaco é
excessiva, podendo causar reacdes adversas ao organismo. A Figura 2.1
apresenta as possiveis respostas de varias vias de administragdo de um principio
ativo. Nesta figura, a condicao ideal seria a liberacdo controlada e gradativa do
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principio ativo (d), ou seja, uma concentracao constante que seja efetiva, por um

longo tempo (DUMITRIU; DUMITRIU, 1993).

Figura 2.1 - Possiveis respostas para diferentes vias de administracdo de um agente
ativo: (a) dose oral; (b) overdose oral; (c) intravenosa; (d) liberacado controlada ideal.
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Fonte: Dumitriu e Dumitriu (1993).

Em sistemas convencionais, além da concentracdo do principio ativo
variar no organismo com o tempo, a eficacia do tratamento também € diminuida
devido a inexisténcia de um mecanismo de direcionamento do farmaco para um
tecido ou 6rgao especifico, fazendo com que a droga atinja tecidos saudaveis
causando reagbes adversas, comuns em tratamentos oncologicos (MAHAKAL,
2015; ACCARDO; MORELLI, 2015), ademais, pode haver a excrecao ou
metabolizacdo do ingrediente ativo antes de atingir o local de acdo (KUMAR,
2000; MUNDARG et al., 2008).

Tendo em vista as limitacbes dos sistemas de administracao
convencional de principios ativos surge o interesse em desenvolvimento de
sistemas mais eficientes e seguros para administracdo de drogas. Assim, o0s
sistemas de liberacdo controlada de drogas, apresentam-se como alternativa
interessante para a area farmacéutica. Tais sistemas apresentam inumeras

vantagens com relagdo ao método tradicional de administracdo de medicamentos
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como: i) maior eficacia terapéutica, com liberagcdo progressiva e controlada do
farmaco; ii) melhor interagdo com a parede celular de bactérias e virus; iii) ndo
absorcao do principio ativo, nos casos em que o tratamento é localizado (ex:
infeccdo na pele); iv) baixa toxicidade, dependendo do principio ativo e do
polimero; v) reducao dos efeitos colaterais, tais como: irritacdo, nauseas e vémito;
vi) potencializacdo da atividade pela unido de uma ou mais drogas com um
mesmo polimero; vii) aumento do conforto ao paciente; viii) atividade prolongada
do principio ativo (UHRICH et al., 1999; LANGER et al., 1990; YOSHIDA et al.,
1990).

Entre as numerosas classes de materiais empregados na liberacao
controlada de principios ativos, os sistemas coloidais a base de polimeros tém
atraido muita atencdo devido a flexibilidade dos métodos de sintese das
macromoléculas, a diversidade de polimeros em termos de natureza quimica,
propriedades e composicao, e sua facilidade de funcionalizacdo (NICOLAS et al.,
2013). Dentre as diversas macromoléculas estudadas para aplicacdes biomédicas
destacam-se tanto os polimeros naturais como os sintéticos. Quanto aos
polimeros de origem biologica pode-se citar como exemplo os polissacarideos, as
proteinas, a quitina e os polihidroxialcanoatos (PHAs). Os PHAs sao poliésteres
de hidroxiacidos, obtidos por rota biossintética, a partir de fontes naturais. Como
exemplos de PHAs tém-se o poli(3-hidroxibutirato) (PHB) e seus copolimeros com
hidroxivalerato (PHBHV) (SIMIONI et al., 2008). Os polimeros sintéticos mais
empregados sao o poli(acido latico) (PLA) (YANG et al., 2011), poli(acido
glicélico) (PLGA) (ACHARYA et al., 2011), poli(etileno glicol) (PEG) (HUTANU et
al., 2014; XIAO et al., 2011), a poli(e-caprolactona) (PCL) (YU et al., 2012) e a
poli(N-vinilcaprolactama que tém atraido grande interesse de pesquisadores
recentemente (CORTEZ-LEMUS; LICEA-CLAVERIE, 2015; LIU et al., 2014).
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2.1.1. Nanoparticulas com potencial para aplicacées na area farmacéutica

A terminologia “nanoparticula”, engloba qualquer particula que
apresente um tamanho nanométrico, independentemente de sua constituicéo,
forma, tipos de interacdo e aplicacbes (FRANCO, 2013). No entanto de acordo
com a natureza e aplicacdo das particulas ha divergéncias com relacdo a
definicdo da faixa de tamanho. Segundo a European Food Safety Authority
(EFSA) um nanomaterial é qualquer material desenvolvido de tal modo que seja
composto por partes funcionais e estruturais discretas, que possuam mais de uma
dimensao e cujo tamanho seja inferior a 100 nm (FRANCO, 2013). Entretanto,
esta definicdo mais estrita nem sempre se enquadra para descrever particulas
aplicadas em ciéncias farmacéuticas. Fundamentalmente, certas particulas e
sistemas coloidais sdo considerados nanoparticulas embora ndo o sejam, por
apresentarem caracteristicas fisico-quimicas associadas ao pequeno tamanho
das particulas ou por serem desenvolvidos com técnicas que permitam a
producdo de nanoparticulas com tamanhos na ordem dos 100 nm (FRANCO,
2013). Portanto, embora para aplicacbes nao farmacéuticas as particulas
nanométricas sejam restritas a tamanhos entre 1 — 100 nm, para as ciéncias
farmacéuticas, pode-se definir nanoparticulas como sistemas coloidais, com
didmetros entre 10 e 1000 nm, que sejam por si s, biologicamente ativas, ou que
tenham a capacidade de veicular farmacos (FRANCO, 2013). Considerando esta
definicao, estdo enquadrados como nanoparticulas para aplicacdo em sistemas
de liberacdo de drogas as ciclodextrinas (BONNET et al., 2015; MAVRIDIS;
YANNAKOPOULOU, 2015), os lipossomas (KOYNOVA; TENCHOV, 2015), as
nanoemulsées (BANGIA; OM, 2015), as nanocapsulas (BAEK et al., 2015;
HOFMEISTER; LANDFESTER; TADEN, 2015) e nanoesferas (GREF et al., 2012;
SINGH; GARG; SHARMA, 2010), as nanoparticulas lipidicas sélidas (ROSTAMI
et al., 2014), as nanoparticulas magnéticas (TIETZE et al., 2015; MEDEIROS et
al., 2011), os quantum dots (BILAN et al., 2015), os nanogéis (CALO;
KHUTORYANSKIY, 2015) e as micelas (WU et al., 2014). A Figura 2.2 apresenta

um esquema de alguns destes sistemas de liberacao de droga.



Figura 2.2 — Representacdo esquematica de sistemas particulados, aplicados em

sistemas de liberagao de farmacos. Esferas vermelhas representam os principios ativos.
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Fonte: Adaptado de Bonnet et al., 2015; Mavridis e Yannakopoulou, 2015; Koynova e
Tenchov, 2015; Bangia e Om, 2015; Baek et al., 2015; Hofmeister, Landfester e Taden,
2015; Gref et al., 2012; Singh, Garg e Sharma, 2010; Rostami et al., 2014; Tietze et al.,
2015; Medeiros et al., 2011; Bilan et al., 2015; Cal6 e Khutoryanskiy, 2015; Wu et al.,

2014.

Dentre a gama de sistemas de liberacdo de drogas as micelas
poliméricas formadas pela autoagregacdo de copolimeros em bloco anfifilicos
(geralmente dibloco ou tribloco) tém atraido grande interesse no campo da
liberacao controlada de drogas (WU et al., 2014). Estas micelas possuem grande
potencial para um efetivo controle da liberacao de principios ativos (ZHANG; KO;
OH, 2012). O ndcleo hidrofébico funciona como um reservatério para a
encapsulagcao de farmacos hidrofébicos, proteinas ou DNA, através de ligagdes
quimicas ou interac6es fisicas (NICOLAS et at., 2013; XIONG et al., 2011). A
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regiao externa (casca) hidrofilica serve como protecao para o nucleo. A camada
hidrofilica minimiza a adsor¢ao de proteinas nas micelas e sua adesao celular, as
micelas poliméricas tém a habilidade de escapar do sistema reticuloendotelial
(RES) (MIYATA; CHRISTIE; KATAOKA, 2011; BRINKHUIS et al., 2011). Além
disso, as micelas poliméricas costumam apresentar diametros médios acima do
limite de filtracdo pelo rim (XIONG et al., 2011). Choi et al. (2007) mostraram que
nanoparticulas com didmetro hidrodindmico inferior a 5,5 nm apresentam uma
rapida e eficiente excrecao renal. Segundo os autores nanoparticulas com
diametro hidrodinamico superior a 15 nm previne esta acdo. Assim, as micelas
representam candidatos potenciais para a administragao intravenosa e liberacéo
controlada de diversos principios ativos (NICOLAS et at., 2013).

As micelas poliméricas sao consideradas, portanto, sistemas
nanoparticulados promissores para ensaios clinicos. J& foi demonstrado que elas
apresentam resultados interessantes em se tratando da liberagdo in vivo de
farmacos hidrofébicos. Copolimeros em bloco constituidos de poli(éxido de
etileno) e poli(D,L acido latico) foram capazes de formar micela com tamanho
inferior a 50 nm e prolongar a circulagao de testosterona in vivo (LAVASANIFAR;
SAMUEL; KWONB, 2002).

Apesar das varias vantagens potenciais, 0 avango dos métodos de
preparo de formulacées contendo principios ativos encapsulados em micelas
poliméricas representa, ainda, um desafio. Os principais obstaculos incluem a
baixa eficiéncia de encapsulacdo dos farmacos, pouca estabilidade na corrente
sanguinea, ap06s a administragdo, e dificuldade no transporte através da
membrana celular. Contudo, espera-se que a flexibilidade da quimica dos
copolimeros em bloco anfifilicos torne possivel desenvolver sistemas
nacleo/casca (core/shell) que permitam atingir a exigéncia de liberacao ideal para

alcangar um maximo efeito terapéutico (XIONG et al., 2011).

Outra limitacdo para sistemas coloidais transportadores de drogas é
sua absorcao nao especifica pelo sistema reticuloendotelial (RES). Contudo, a
dimensdao nanométrica das micelas e/ou o material constituinte da casca
hidrofilica (por exemplo: poli(etileno glicol) (PEG)) podem prevenir o
reconhecimento do transportador pelo RES, aumentando o seu tempo de
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circulacdo na corrente sanguinea, permitindo, assim, que a droga seja
administrada ao longo de periodos de tempo prolongados (MIYATA; CHISTIE;
KATAOKA, 2011; BRINKHUIS et al., 2011).

O poli(etileno glicol) (PEG) vem sendo intensamente estudado para
constituir a porcao hidrofilica de micelas poliméricas com o objetivo de conferir
estabilidade ao sistema e prolongar a liberagcdo do farmaco in vivo. Dentre as
principais propriedades desse polimero, destaca-se sua natureza hidrofilica,
atdxica, nao idnica, flexivel, semicristalina, associadas ao baixo custo do material
(MARK, 2004). O poli(etileno glicol) € um dos poucos polimeros aprovado pela U.
S. Food and Drug Administration (FDA) para aplicacdes intravenosas, oral e
transdérmica em humanos, que é uma consideracdo importante no
desenvolvimento de novas formulagbes farmacéuticas (RABANEL; HILDGEN;
BANQUY, 2014). Além disso, possui uma baixa taxa de deposicdo de material
proteico, diminuindo sua ligacdo as proteinas plasmaticas, agregagdo de
eritrocitos e impedindo o reconhecimento pelo sistema imunolégico. Assim, o
emprego de segmentos de PEG como bloco hidrofilico na elaboracao de micelas
poliméricas, pode impedir que o agente ativo sofra ataques indesejaveis em
meios biolégicos prolongando a sua circulagdo in vivo (PRABAHARAN et al.,
2009).

A eficacia e a capacidade em condigdes fisioldgicas de micelas
constituidas de copolimeros em bloco anfifilicos para liberacdo controlada de
drogas podem ser otimizadas pela utilizagcdo de elementos sensiveis a estimulos
em sua estrutura (TOPUZOGULLARI et al., 2014). A elaboracdo de
nanotransportadores a base de polimeros sensiveis a estimulos promove a
otimizagédo da terapia médica, uma vez que esses materiais permitirdao controlar a
taxa de liberacdo do ativo do interior das nanoparticulas, em concentracoes
terapéuticas (NA; SETHURAMAN; BAE et al., 2006), ou seja, o sistema de
liberagéo torna-se ativo.
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2.2, Polimeros biocompativeis e biodegradaveis

Qualquer material, seja ele natural ou sintético, utilizado com o objetivo
de executar, melhorar ou, até mesmo, substituir alguma funcao desenvolvida pelo
organismo humano, pode ser chamado de “biomaterial” (HAZER; KLICAY;
HAZER, 2012). Neste sentido, diversos materiais capazes de interagir com o0s
sistemas  biolégicos, constituidos de polimeros biocompativeis e/ou
biodegradaveis, vém sendo explorados (MEDEIROS et al., 2011). Dentre eles
podem ser citados como exemplos dispositivos biomédicos (como biossensores,
tubos de circulagdo sanguinea, sistemas de hemodidlise), materiais implantaveis
(como suturas, placas, substitutos 6sseos, tenddes, telas ou malhas, vélvulas
cardiacas, lentes, dentes), érgaos artificiais (como coracao, rim, figado, pancreas,
pulmodes, pele), curativos e dispositivos para a liberacdo de medicamentos (na
forma de filmes, implantes subdérmicos ou particulas), (PIRES; BIERHALZ;
MORAES, 2015). Muitos biomateriais sdo constituidos de polimeros devido,
principalmente, a biodegradabilidade ou biocompatibilidade destes materiais.
(OZDIL; AYDIN, 2014). O uso desses polimeros em aplicacdes in vivo € muito
vantajoso, pois eles podem ser degradados, absorvidos ou eliminados pelo
organismo apoOs a sua utilizacdo. A degradacao pode acontecer por hidrélise ou
por acdo enzimatica (ZHANG; KOH; OH, 2013). A maioria dos polimeros
biodegradaveis que vem sendo estudados sdo poliésteres, como o poli(acido
latico) PLA, poli(acido glicolico) PGA, poli(e-caprolactona) (PCL) e copolimeros
dos acidos latico e glicélico (PLGA), além de alguns heteropolissacarideos como
a quitosana (SARTORI et al., 2013).

Existem ainda, polimeros que, apesar de ndo serem biodegradaveis,
sdo biocompativeis. A biocompatibilidade foi definida pela IUPAC como a
capacidade de um material manter-se em contato com um sistema vivo sem
produzir um efeito adverso (VERT et al., 2012). Polimeros biocompativeis tém
demonstrado propriedades farmacocinéticas Unicas, como uma melhor circulagao
no sangue e tempo prolongado de retencdo nos tecidos. Além disso, a
incorporacdo de agentes terapéuticos em matrizes poliméricas biocompativeis

aumenta o tempo de acdo do farmaco in vivo, proporcionando maior
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biodisponibilidade e reduzindo, portanto, sua toxicidade sistémica (LU et al.,
2007). Dentre essa classe de polimeros, destacam-se aqueles que variam sua
conformacdo em resposta as variagdes das condigdes externas, tais como
temperatura, pH, luz, forga ibnica, entre outros, os quais também sao conhecidos
como polimeros “inteligentes” (FLEIGE; QUADIR; HAAG, 2012).

Sabe-se que a biocompatibilidade de polimeros sintéticos pode ser
melhorada inserindo-se cadeias de poli(etileno glicol) a macromolécula em
questdo. Vihola et al. (2005) estudaram a citotoxicidade “in vitro” de
homopolimeros de PNVCL de varias massas molares e de copolimeros de
PNVCL enxertado com segmentos de poli(etiieno glicol). Os ensaios de
citotoxicidade foram realizados com duas culturas de células diferentes, Caco-2
intestinal e Calu-3 pulmonar como epitélio modelo para administragéo de farmaco
oral e pulmonar, respectivamente. A citotoxicidade dos polimeros foi avaliada por
métodos que indicam a viabilidade das células ou lesdo a membrana celular. Os
resultados mostraram que os homopolimeros de PNVCL e os copolimeros
enxertados de PNVCL com PEG nao apresentavam toxicidade, para os ensaios
realizados a temperatura ambiente e a 37 °C, apds 3h de incubagéo, em todas as

concentracdes de polimero testadas, as quais variaram de 0,1 a 10 mg/mL.

Prabaharan et al. (2009) também reportaram estudos de
biocompatibilidade de micelas de copolimeros em bloco de PNVCL e PEG.
Eles concluiram que, na auséncia do principio ativo, estas micelas néo
induziram a citotoxicidade em células endoteliais humanas (EA.hy 926) nem
em células 4T1 de cancer mamario de ratos, no intervalo de concentracao
de 0 - 400 pg/mL.
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2.3. Polimeros sensiveis a estimulos ou “Inteligentes”

Polimeros “inteligentes” ou sensiveis a estimulos podem ser definidos
como macromoléculas que sofrem uma mudanca de natureza quimica ou fisica
em resposta a um estimulo externo, usualmente, pH ou temperatura. Geralmente,
a resposta a um estimulo externo resulta em mudancgas na forma, conformacéo,
equilibrio hidrofilico / hidrofébico ou solubilidade do polimero (SCHATTLING;
JOCHUMA; THEATO, 2014; KONAK et al., 2007). Quando se emprega polimeros
sensiveis a estimulos em sistemas carreadores de moléculas ativas, estas
respostas a estimulos podem ser utilizadas para liberar ou encapsular o ativo,
conforme ilustrado na Figura 2.3 (FLEIGE; QUADIR; HAAG, 2012). Algumas
propriedades como solubilidade, viscosidade, transparéncia e condutividade
podem ser controladas modificando-se a estrutura e organizacdo das cadeias

poliméricas.

Figura 2.3 — llustracdo do comportamento de um sistema sensivel a estimulos para
liberagéo controlada de drogas
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Fonte: Adaptado de Fleige, Quadir e Haag (2012).

Tal comportamento, caracteristico dos polimeros “inteligentes”, é
governado, essencialmente, pelos grupos funcionais presentes na estrutura
quimica das macromoléculas. Diferentes funcionalidades respondem a diferentes
estimulos e os estimulos mais comumente estudados na literatura sdo a

temperatura, o pH, a luz, a forca ibnica e a transferéncia de elétrons



29

(SCHATTLING; JOCHUMA; THEATO, 2014). E possivel, por exemplo, sintetizar
um polimero com diferentes grupos funcionais, tornando-o sensivel a mais de um
estimulo simultaneamente. Neste contexto, copolimeros sensiveis a temperatura
e ao pH tém sido estudados para aplicagdes biomédicas in vivo, uma vez que
estes parametros estdo diretamente relacionados com o funcionamento do corpo
humano: além do organismo vivo possuir uma temperatura definida (~ 37 °C),
sabe-se que este também possui regides com diferentes pHs. Além disso, é
conhecido que o pH extracelular de tumores (6,8 - 6,9) € ligeiramente mais acido
que o pH intracelular (7,2) e o pH extracelular de tecidos sadios (7,4) assim,
esses polimeros sensiveis ao pH, tornam-se interessantes para aplicagdo em

tratamentos oncologicos, por exemplo (YAN et al., 2007).

Ao se utilizar polimeros sensiveis a estimulos na forma de sistemas de
revestimento, particulas ou géis, por exemplo, para o transporte e liberacao
controlada de farmacos, inumeros beneficios podem ser alcancados,
especialmente, quando os estimulos gerados por uma determinada doenca sao
especificos, permitindo ao nanocarreador responder, de forma seletiva, aos

“gatilhos” fornecidos por esta patologia (GANTA et al., 2008).

A temperatura € o estimulo mais estudado em sistemas poliméricos
para liberacao controlada de principios ativos. A mudanca de temperatura, além
de ser um estimulo facilmente controlavel € um importante fator fisiolégico, e
algumas doencas se manifestam com alteracdes da temperatura corporal (WU et
al., 2013). Além disso, técnicas de hipertermia local podem ser facilmente
empregadas com a finalidade de melhorar a capacidade de direcionamento dos
carregadores sensiveis a temperatura aos tecidos (TOPUZOGULLARI et al.,
2014). Polimeros sensiveis a temperatura tém potencial para outras aplicacoes,
além de sistemas de liberagdo de ativos, como: separacao por afinidade térmica
(ANASTASE-RAVIONA et al., 2001), terapia génica (HINRICHS et al., 1999),
engenharia de tecido (JEONG; GUTOWSKA, 2002), catalise (LIU, et al 2010),
engenharia de superficie (XUE et al., 2013), processamento de informacdes
(SCHATTLING et al., 2011; SCHATTLING et al., 2014).

Polimeros termossensiveis apresentam alteragdes importantes em sua

conformacdo em resposta as mudancas de temperatura. Em geral, dois tipos de
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comportamento sdo observados; alguns polimeros soluveis em agua, tais como a
poli(N-vinilcaprolactama) e a poli(N-isopropilacrilamida), apresentam uma
diminuicdo na sua solubilidade, em solucdo aquosa, com o aumento da
temperatura, ja outros como o poli(éter metil vinilico) e o poli(2-hidroxietil
metacrilato), possuem comportamento oposto, ou seja, 0 aumento da temperatura
acarreta em um aumento da solubilidade do polimero. Este comportamento é
caracterizado por uma temperatura de transicdo genericamente denominada de
Temperatura Critica Inferior de Solubilizacdo (LCST “Lower Critical Solution
Temperature”), no primeiro caso e Temperatura Critica Superior de Solubilizacdo
(UCST — “Upper Critical Solution Temperature”) no segundo. Alguns exemplos de
polimeros termossensiveis, que possuem LCST, sdo apresentados na Tabela 2.1.
As unidades de repeticdo contém grupos amida, hidroxila ou éter, que formam
ligagbes de hidrogénio com a 4gua (LIU; FRAYLICH; SAUNDERS, 2009).

Tabela 2.1 — Exemplos de polimeros sensiveis a temperatura.

Abreviacdo Polimero LCST (°C)
PNIPAAm  Poli(N-isopropilacrilamida) 32-36
PNVCL Poli(N-vinilcaprolactama) 32-38
PEG Poli(etileno glicol) 100 - 180
PPO Poli(6xido de proprileno) 10-20
MC Metil celulose 50

EHEC Etil (hidroxietil) celulose 65
PDMA Poli(2-dimetilamino) etil metacrilato 50

PEOZ Poli(2-etil-2-oxazolina) ~62
PIPOZ Poli(2-isopropil-2-oxazolina) ~36

PEA Poli(N-etilacrilamida) 82
PEMA Poli(N, N-etil-metilacrilamida) 70
PNPAmM Poli(N-n-propilacrilamida) 25
PBMEAmM  Poli(N, N-bis (2-metoxietil) acrilamida) 49
PMPAmM Poli(N-(3-metoxipropil) acrilamida) >60
PEPA Poli(etoxi propilacrilamida) ~32

HPC Hidroxipropilcelulose 42

Fonte: Liu, Fraylich e Saunders (2009).
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Em polimeros que apresentam LCST ocorre uma transicao de fase
devido a uma mudangca conformacional das macrocadeias, onde inicialmente,
encontravam-se enoveladas (coil) e solvatadas pelas moléculas de &gua,
passando para uma estrutura de glébulo compacto insoluvel como ilustrado na
Figura 2.4. Este processo é reversivel, ou seja, diminuindo a temperatura, para
valores a baixo da LCST, o polimero retorna ao estado soluvel. A temperaturas
acima da LCST a estrutura de glébulo é entropicamente favoravel, e
consequentemente minimiza a energia livre do sistema. Portanto, os efeitos
entrépicos dessa transicdo estdo relacionados ao processo de solvatacdo do
polimero e a organizacdo das moléculas de solvente em sua vizinhanca.
Enquanto os efeitos entalpicos, sdo ocasionados pelas forgas intramoleculares
entre cadeias poliméricas e intermoleculares entre polimeros e molécula de
solvente (HOCINE; LI, 2013).

Figura 2.4 — Representacdo esquematica da mudanca de conformagao do poli(6xido de
etileno), de uma estrutura enovelada (coil) para um glébulo compacto insoluvel. As
esferas de cor laranja representam as unidades de 6xido de etileno e as esferas azuis as

moléculas de agua.

Fonte: Adaptado de Hocine e Li (2013).



32

A poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAAm) e seus copolimeros sdo os
materiais termossensiveis mais estudados. A unidade repetida deste polimero é
constituida de grupos hidrofilicos (amida) e hidrofobicos (isopropil), e o balanco
entre estes grupos determinam a sua LCST, que é, em geral, préxima a
temperatura fisiolégica (32 — 36 °C) (LIU; FRAYLICH; SAUNDERS, 2009).
Entretanto, possuem limitacdes em aplicagbes “in vivo’, uma vez que a hidrélise
da PNIPAAm em meio acido libera grupos aminas téxicos (JIANG et al., 2013).
Assim sendo, outro polimero termossensivel e biocompativel que vem sendo
amplamente estudado para fins biomédicos € a PNVCL, especialmente em
sistemas de liberacdo de drogas na qual incluem micelas poliméricas, hidrogéis e
particulas hibridas (LIU et al., 2014).

2.3.1. Propriedades termossensiveis da poli(N-vinilcaprolactama)

O crescente interesse em polimeros e copolimeros a base de PNVCL
se deve principalmente: i) a sua termossensibilidade; ii) a temperatura de
transicdo de fase prdoxima a temperatura do corpo humano; iii) a sua capacidade
de complexacgao; iv) estabilidade a hidrélise e; v) sua biocompatibilidade. Todas
estas caracteristicas fazem da PNVCL um interessante candidato para aplicacoes
biomédicas (LIU et al., 2014).

A presenca do atomo de nitrogénio ligado diretamente ao carbono, em
sua estrutura quimica (Figura 2.5), faz com que a PNVCL nao libere grupos amida
quando hidrolisada. Logo, a hidrélise desses grupos resultara apenas em grupos
carboxilicos, sem a liberacdo de compostos aminados (JIANG et al., 2013). Além
disso, esse polimero também possui LCST entre 32 e 38°C, (MAEDA,;
YAMAMOTO; IKEDA, 2001; YANUL et al., 2001), valores que sdo proximos da
temperatura fisiolégica, € que dependem da massa molar, da concentracdo em
solucdo aquosa, e da composi¢cdo quimica, no caso de copolimeros (SHTANKO
et al., 2003). A biocompatibilidade da PNVCL, associada a sua propriedade de

complexagcdo com outras moléculas viabiliza seu uso em inimeras aplicagées na
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area da bioguimica e da medicina (KOZANOGLU; OZDMEMIR; USANMAZ, 2011;
MEDEIROS et al., 2011).

Figura 2.5 — Estrutura quimica da PNVCL.

Y1,

Fonte: Liu et al. (2014).

A PNVCL é composta de unidades moleculares que lhe rendem o
carater hidrofilico em temperaturas abaixo da LCST, ou seja, a PNVCL é um
polimero solavel em agua, porém, coalesce neste solvente quando a solugao é
aquecida para valores superiores a sua LCST. Abaixo da LCST, a 4gua é um bom
solvente para a PNVCL, pois as interagdes polimero-solvente sdo mais intensas
que as interacdes polimero-polimero. Acima desta temperatura, as interagdes de
pontes de hidrogénio se rompem, ocorrendo dessolvatacao (LIU et al., 2014;
MEDEIROS et al., 2011).

Devido a estas propriedades interessantes, a PNVCL vem sendo
empregada no desenvolvimento de sistemas poliméricos particulados, capazes de
alterar sua propriedade anfifilica de acordo com a temperatura. Dentre esses
sistemas, as micelas poliméricas, micro ou nanoparticulas, micro ou nanogéis tém
atraido consideravel interesse nos ultimos anos (KEERL; RICHTERING, 2007).
Em geral, dois tipos de estruturas micelares constituidas de polimeros
termossensiveis podem ser considerados, sendo que em um deles a casca é
termossensivel, enquanto no outro o nucleo é termossensivel. A Figura 2.6
exemplifica estas estruturas (GIL; HUDSON, 2004).

A PNVCL apresenta valores de LCST préximos aos da PNIPAm
(Tabela 2.1) porém o mecanismo e a termodinamica de transicdo de fase sao
diferentes. A transicao de fase da PNIPAm é do tipo Il, o que significa que a LCST
€ independente da massa molar do polimero, enquanto a transicdo de fase da
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PNVCL é do tipo I, a qual € governada pelo modelo classico de Flory—Huggins, ou
seja, um aumento na massa molar ou na concentracdo conduz a uma diminuicéo
na temperatura de transicdo (LIU et al., 2014). A LCST também pode ser
modulada alterando o balanco hidrofilico/hidrofébico do polimero pela insercao de
comonémeros durante a polimerizacdo. Geralmente, a introducdo de um
comonbémero de natureza hidrofébica diminui a LCST enquanto que a presenca

de comonémeros hidrofilicos eleva a temperatura de transicao (LIU et al., 2014).

Figura 2.6 — Micelas poliméricas formadas por copolimeros em bloco onde um dos
blocos € a PNVCL e o outro um bloco hidrofébico ou hidrofilico.
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Tipo A: Copolimero em bloco constituido de
um bloco de PNVCL e outro bloco hidrofébico
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LCST da PNVCL.
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formando uma micela polimérica acima da
LCST da PNVCL.

Q

Fonte: adaptado de Gil e Hudson (2004).
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24. Sintese de copolimeros em bloco

A maioria dos materiais poliméricos para liberagdo controlada de
farmacos sao desenvolvidos combinando-se as propriedades de duas ou mais
macromoléculas diferentes, as quais podem ser obtidas por meio da sintese de
copolimeros em bloco. Copolimero em bloco € um tipo de estrutura na qual dois
ou mais segmentos poliméricos (homopolimeros) estdo ligados covalentemente
formando uma macromolécula com arranjo linear ou radial (LAZZARI; LIU;
LECOMMANDOUX, 2006).

Figura 2.7 — Sintese de copolimeros em bloco (dibloco e tribloco): 1) copolimerizagao
“viva/controlada”; Adicao sequencial de mondmeros; Il) acoplamento de cadeias lineares
contendo funcdes diferentes (X e Y); Ill) mudanca de mecanismo de polimerizagao; e V)
utilizacao de um iniciador bifuncional (ou “cabec¢a dupla”), o qual contém dois fragmentos
de iniciagao distintos 11 e 12. CLP1 = Polimerizacao “Viva/Controlada” (“Controlled/Living
Polymerization”) tipo 1. CLP2 = Polimerizac¢ao “Viva/Controlada” tipo 2.
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A Figura 2.7 apresenta alguns dos possiveis mecanismos para a
obtengdo de copolimeros em bloco com estruturas tipo AB (dibloco) e ABA
(tribloco). Uma das alternativas é a adicdo sequencial de monémeros utilizando
iniciadores monofuncionais, obtendo-se copolimeros de estrutura tipo AB ou ABA,
ou difuncionais produzindo apenas estruturas tipo ABA (rota I). Um exemplo deste
tipo de mecanismo é polimerizagdo por transferéncia reversivel de cadeias via
adicao e fragmentacédo (RAFT). A rota Il ilustra a reacdo de acoplamento entre
dois segmentos diferentes de homopolimeros previamente sintetizados com
funcbes reativas adequadas na extremidade das cadeias, geralmente estas
funcbes sdo &cido carboxilico, &lcool, amina, etc. A rota Ill representa uma
alteracdo na extremidade de um polimero pré-formado, tornando-o adequado
para iniciar uma nova polimerizacdo na presenca de um segundo monémero. Por
exemplo, um monbémero A é sintetizado por um mecanismo de polimerizacédo
radicalar viva/controlada 1 (CLP4), via o centro ativo T4, em seguida este é
transformado em um centro ativo T> no qual o monémero B pode ser sintetizado
por um segundo mecanismo de polimerizacao radicalar viva/controlada 2 (CLP).
A mudanca do mecanismo pode ser feita por uma conversao in situ do centro
ativo ou, apo6s a purificacdo do primeiro bloco, seguido por uma modificagdo
quimica do centro ativo. A rota IV ilustra o uso de iniciadores bifuncionais para
sintese de copolimeros em bloco. Tais iniciadores bifuncionais ou “cabeca dupla”
(“double-head”) possuem dois sitios distintos para a iniciacdo da polimerizacao
dos mondémeros por mecanismos diferentes. Para um caso ideal ndo hé

interferéncia entre os dois mecanismos.

2.4.1. Sintese de polimeros telequélicos para utilizacao como precursores
na sintese de copolimeros em bloco

A polimerizagdo convencional, via radicais livres, ndo permite a sintese
de copolimeros em bloco (MATYJASZEWSKI; DAVIS, 2002). Entretanto esse
método pode originar polimeros com extremidades funcionalizadas com grupos
especificos (LAZZARI; LIU; LECOMMANDOUX, 2006). Esses grupos terminais
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reativos podem ser inseridos na macromolécula tanto através de um iniciador
quimico funcional (como por exemplo, o 4,4’-azobis(4-cianopentanol) (ACP) ou o
4,4’-azobis(acido 4-cianovalérico) (ACVA)) quanto por agente de transferéncia de
cadeia (CTA), ou ainda pela combinag¢ao de ambos (LIU et al., 2002). Quando um
polimero possui um grupo funcional em uma extremidade, este € denominado
semitelequélico e quando esta funcdo se encontra nas duas extremidades, o
polimero € entdo denominado telequélico ou bifuncional (LIU et al., 2002;
TASDELEN; KAHVECI; YAGCI, 2011).

As mercaptanas constituem uma classe de agentes de transferéncia de
cadeia, comumente empregada na sintese de polimeros funcionais. Além de
inserir uma funcao reativa na extremidade do polimero, elas sao capazes de
controlar a massa molar da macromolécula obtida por polimerizacdo via radicais
livres. Isto é possivel devido a fraca ligacao entre o enxofre e o hidrogénio (S-H)
(BORDWELL et al., 1994) destas moléculas e a alta reatividade dos radicais
gerados (WARDMAN; VON SONNTAG, 1995). O primeiro ponto explica a alta
reatividade destes compostos em relacdo aos macroradicais em crescimento,
levando a altos coeficientes de transferéncia de cadeia. A alta reatividade dos
radicais explica o comportamento quase ideal de transferéncia de cadeia dos tidis,
com uma grande diminuicdo na massa molar do polimero (HENRIQUEZ et al.,
2003).

Prabaharan et al. (2009) sintetizaram copolimeros em bloco a base de
poli(N-vinilcaprolactama) e poli(etileno glicol) (PNVCL-b-PEG), com &acido félico
(FA) acoplado na extremidade das cadeias dos copolimeros, cuja funcao era
direcionar as micelas formadas a partir destes copolimeros, para as células
tumorais. Os autores partiram de uma polimerizacdo radicalar da N-
vinilcaprolactama empregando o acido 3-mercaptopropidnico (MPA) como agente
de transferéncia de cadeia (CTA), obtendo-se um polimero com terminagéo
carboxila. O polimero obtido foi, posteriormente, acoplado ao PEG com
terminacdo amina (HoN-PEG-NH,). O produto desta primeira etapa de reacgao foi
colocado para reagir com o acido félico, também por meio de reagdes de
acoplamento, dando origem ao copolimero PNVCL-b-PEG-FA. A LCST dos
copolimeros em bloco foi de 33 °C e micelas estaveis foram formadas acima
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desta temperatura. Os autores encapsularam fluorouracil (5-FU) (empregado no
tratamento de tumores) nas micelas poliméricas, as quais foram capazes de
controlar a liberacao do farmaco a 37°C. A Figura 2.8 apresenta um resumo das
reagdes realizadas para elaboracao dos copolimeros de PNVCL-b-PEG-FA.

Figura 2.8 — Sintese do copolimero PNVC-b-PEG-FA.
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Fonte: Prabaharan et al. (2009).

Medeiros et al. (2010) estudaram a influéncia do acido 3-
mercaptopropiénico (MPA), como CTA, na massa molar, na distribuicdo de
massas molares e na cinética de polimerizagdo da N-vinilcaprolactama. Os
autores concluiram que um aumento na concentracdo do CTA leva a uma
diminuicdo na massa molar dos polimeros finais e aumento na velocidade de
polimerizacdo, porém pouca influéncia foi observada na dispersidade (B). O uso
MPA nas polimerizagbes levou a formagao de homopolimeros de PNVCL com

terminacao carboxila.

As fungdes reativas terminais, obtidas através do uso de iniciadores ou
agentes de transferéncia de cadeia funcionais podem ser utilizadas para a
elaboracao de copolimeros em bloco. Neste tipo de sintese, um grupo funcional
presente em um polimero reage com outro grupo funcional de outro polimero,
dando origem ao copolimero em bloco. Estes grupos funcionais geralmente sédo

hidroxilas, aminas, grupos carboxilicos, ésteres, anidridos, azidas, alcinos, etc.
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Rejinold et al., 2011 prepararam nanoparticulas biodegradaveis e
termossensiveis a base de quitosana-g-poli(N-vinilcaprolactama) para
encapsulacdo de 5-fluorouracil. Os autores sintetizaram a PNVCL por
polimerizacao via radicais livres, na presenca do acido 3-mercapotopropiénico
com o objetivo de funcionalizar a extremidade da cadeia de PNVCL e,
posteriormente, enxertaram cadeias de PNVCL na cadeia da quitosana, utilizando
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e N-hidroxisuccinimida como
agentes de acoplamento. Os autores concluiram que a liberagdo do farmaco foi
maior na faixa de temperatura de 38-45°C, ou seja, em temperaturas superiores a
LCST do homopolimero PNVCL (32 °C). Além disso, os autores mostraram que
as particulas nao apresentavam toxicidade para as células normais e

cancerigenas, na concentragao de 0,1 — 10 mg/mL.

2.4.2. Sintese de copolimeros em bloco via reacoes de acoplamento

Conforme mencionado anteriormente, um dos mecanismos mais
explorados até 0 momento para a sintese de copolimeros em bloco é aquele que
envolve reacdes de acoplamento entre duas cadeias poliméricas contendo
diferentes fungdes reativas em suas extremidades (Figura 2.7, rota Il). Isto pode
ser obtido por varias rotas quimicas e este método pode ser expandido para a
preparacdo de copolimeros com estrutura de tri ou multiblocos utilizando-se
polimeros percursores bifuncionais. Nesta metodologia de sintese é necessério
que as reacoes sejam seletivas e quantitativas, condicoes, por vezes, dificeis de
obter devido a incompatibilidade dos blocos que diminui a reatividade entre as
funcdes reativas. Em outras palavras, os homopolimeros precursores podem
estar presentes no produto final das sinteses, necessitando, portanto, de uma
etapa de purificacdo para a remocao desses blocos residuais, 0 que, na maioria
dos casos, ndo é uma tarefa trivial (LAZZARI; LIU; LECOMMANDOUX, 2006). A
Tabela 2.2 apresenta alguns trabalhos em que sado relatadas as sinteses de
copolimeros em bloco, via reagcbes de acoplamento.
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A rota quimica mais empregada para a sintese de copolimeros em
bloco, via reacées de acoplamento, é a esterificacdo, reagindo-se a funcao
carboxila terminal de um homopolimero e hidroxila de outra. Nesta rota quimica,
em geral, sdo necessarias altas temperaturas e/ou longos tempos de reagao para
garantir bons rendimentos de reagdo. Porém, o emprego de altas temperaturas
muitas vezes fica limitado, em funcdo da baixa estabilidade dos polimeros
utilizados nas reacdes. Assim, o emprego de catalisadores (agentes desidratantes
ou agentes de acoplamento) torna-se uma ferramenta (til para a sintese de

copolimeros em bloco via esterificagao.

Tabela 2.2 — Sintese de copolimeros em bloco utilizando reagdes de acoplamento, a
partir de polimeros pré-formados.

Agente de Poll’mF;?gfggente Tempo Temperatura
Homopolimeros acoplgmento e Acoplamento:catali  Reagdo (h) (°C) Referéncias
catalisadores
sador

PNVCL-COOH  PEG-NH, DCC NHS 11111 36 TA PRABAHARAN et al., 2009
PEG-COOH PLL-OH DCC DMAP 1,1/1,0/1,3/0,3 48 TA BAIMARK, 2012
mPEG-COOH P3HT-OH DCC DMAP 10/1/8/0,65 48 50 EROTHU et al., 2013
PEG-OH PLA-OH CDI DMAP 5/1/2/0,2 96 TA WU; LI, 2013
PLA-COOH PEG-OH DCC DMAP 1/5/1,2/0,2 24 TA WU; LI, 2013
PLA-COOH PEG-NH,  DCC  NHS 1/5/2/2 24 TA WU:; LI, 2013
PEG-COOH PCL-OH DCC DMAP 1,1/1,0/1,5/0,5 48 TA GAO et al.,, 2014
PEG-COOH PLGA-OH DCC DMAP 1/0,75/2/0,1 36 TA WEIB; PENGA; ZOUA, 2014.

TA = Temperatura Ambiente.
Agente de acoplamento: DCC (diciclohexilcarbodiimida); NHS N,N-hidroxisuccinimida; CDI (N,N’-carbonildiimidazol;
Catalisador: DMAP (4-(dimetilamino)piridina).

Fonte: Prabaharan et al. (2009); Baimark (2012); Erothu et al. (2013); Wu e Li (2013);
Gao et al. (2014); Weib, Penga e Zoua (2014).

Existem diferentes agentes de acoplamento disponiveis, 0os quais sao
adequados para a reacao entre algumas funcdes quimicas especificas. Um dos
agentes de acoplamento mais utilizados em reagdes de esterificacdo e o N, N’-
diciclohexilcarbodiimida (DCC). Inicialmente, este agente era limitado a fenodis e
tiofendis devido a tendéncia de gerar um subproduto indesejado a N-aciluréia
durante o processo de esterificacdo. Entdo, Neises e Steglich' (1978 apud
COULEMBIER; DUBOIS, 2012, p. 1672) associou este agente com a acgao de

! NEISES, B.; STEGLICH, W. Angewandte Chemie International Edition. Engl. v.17, p. 522—
524, 1978.
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acilacao catalitica do 4-dimetilaminopiridina (DMAP), e concluiu que: “... a adicdo
de 3 — 10% em mol de DMAP acelera a esterificacdo ativada por DCC de acidos
carboxilicos com alcoois e tidis de tal forma que a formagdo de subprodutos é
suprimida e ésteres sao formados com bons rendimentos a temperatura
ambiente.” (COULEMBIER; DUBOIS, 2012). O mecanismo desta reacdo esta
representado na Figura 2.9.

Figura 2.9 — Esquema do mecanismo de acoplamento de &cidos carboxilicos com
alcoois, utilizando como ativador a DCC e <como catalisador a o
DMAP.

HC o) HN \ NH
N HeC 0 ¢
/N / \N—(|: (|;\\:\'/C6H11 |::> \N _ ﬁ-‘({/J // \CGH11
H,C — / \o/ N* / \W AN
R (C D | HsC Ry (10)
. H 9
@®) HO—R,
an

13) ) (12)

Fonte: Neises e Steglich® (1978 apud YAN et al., 2012, Electronic Supplementary
Information p. S4)

2 NEISES, B.; STEGLICH, W. Angewandte Chemie International Edition. Engl. v. 17, p. 522—
524, 1978.
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Denota-se que a primeira etapa do processo consiste na
desprotonacdo do acido carboxilico (1) por um dos nitrogénios da DCC (2)
originando um composto carboxilado intermediario (3). Assim, a DCC
basicamente atua aumentando a eletrofilicidade da carbonila do acido carboxilico.
Posteriormente, esse intermediario (3) ataca o carbono eletrofilico da DCC que
esta diretamente ligado a um nitrogénio carregado positivamente (4), dando
origem ao composto O-acil-isouréia (5). Em seguida, esse intermediario é
protonado, podendo ser a partir de um hidrogénio pertencente a carboxila de
outro acido (1). Posteriormente, o DMAP (7) substitui o grupo O-acil-uréia como
grupo abandonador, formando uma nova espécie acilante (9) e o subproduto
diciclohexil-uréia (DCU) (caracteristico da conversao da DCC) (10). Por fim, este
intermediario (9) sofre um ataque nucleofilico do alcool (11), gerando o éster
desejado e eliminando o catalisador (7).

Wu e Li (2013) reportaram a sintese de copolimeros em bloco,
anfifilicos, de poli(acido latico)-b-poli(etileno glicol) (PLA-b-PEQG) via reacbes de
acoplamento entre PEG e PLA utilizando diferentes catalisadores e agentes de
acoplamento. Nesse estudo, empregou-se PEG dihidroxilado, PEG contendo
grupos amino em ambas as extremidades da cadeia e PLA contendo diferentes
grupos funcionais em suas extremidades. Os homopolimeros de PLA com
diferentes funcionalidades terminais foram obtidos via polimerizagdo por abertura
de anel do respectivo monémero na presenca de diferentes iniciadores, tais como,
octanol, acido acético, éacido benzbdico ou éagua. O composto N, N’-
carbonildiimidazol (CDI) foi utilizado como agente de acoplamento entre os grupos
hidroxilas terminais do PLA e do PEG. Por outro lado, N, N’-
diciclohexilcarbodiimida (DCC) e 4- dimetilaminopiridina (DMAP) foram
empregados no acoplamento entre os grupos carboxilicos e hidroxilas do PLA e
do PEG, respectivamente. Por fim, DCC e N-hidroxisuccinimida (NHS) foram
usados para acoplar o PLA com grupos carboxilicos terminais e o PEG com
grupos aminos. Todos os copolimeros em bloco pretendidos foram obtidos com
sucesso e empregados, posteriormente, na elaboragcdo de sistemas para
liberacao controlada de farmacos. Entretanto o conjunto DCC/DMAP apresentou a
maior eficiéncia em relacao aos outros agentes de acoplamento estudados.
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Erothu et al. (2013), sintetizaram copolimeros em bloco via reac¢des de
esterificacado, obtendo copolimeros constituidos de poli(3-hexiltiofeno)-b-poli(6xido
de etileno) para o uso em dispositivo eletrénico-organico. Os autores sintetizaram
o poli(3-hexiltiofeno)(P3HT), por meio das reacbdes de Grignard (JEFFRIES;
SAUVE; MCCULLOUGH, 2005) e posteriormente funcionalizaram a extremidade
das cadeias poliméricas com uma hidroxila (P3HT-OH), utilizando a reagédo de
hidroboracédo, empregando o agente redutor 9-borabiciclo [3.3.1] nonano. Ja o
PEO-COOH utilizado na sintese foi obtido pela conversdao da fungédo hidroxila
terminal de um poli(6xido de etileno) em grupo carboxila, via a reacédo de
oxidacao de Jones (BEKISH, 2012). A reacado de acoplamento foi conduzida a 50
°C por 48 horas na presenca do agente de acoplamento (DCC) e do catalisador
(DMAP) com rendimentos entre 64 e 94%. Foram utilizadas trés massas molares
diferentes de PEO-COOH (620, 1200 e 1800 Da) e percebeu-se que quanto maior
era a massa molar do PEO menor era o rendimento das reagdes de esterificagao.

Weib, Penga e Zoua (2014) sintetizaram copolimeros em bloco a base
de poli(L-acido latico-co-acido glicolico) (PLGA), e poli(etileno glicol) (PEG)
conjugado com uma molécula de capecitabina (CAP) na parte hidrofébica ou
acido folico (FA) no dominio hidrofilico do copolimero via reacbes de
acoplamento. Inicialmente, HO-PEG-COOH foi acoplado ao OH-PLGA-COOH
utiizando DCC e DMAP como agente de acoplamento e catalisador,
respectivamente, originando o copolimero OH-PEG-b-PLGA-COOH. Esta reacao
foi conduzida a temperatura ambiente por 36h. O copolimero em bloco obtido,
possuindo duas funcbes quimicas reativas foi empregado na sintese dos
conjugados farmaco-polimeros, PEG-b-PLGA-CAP e FA-PEG-b-PLGA, via
reacdes de esterificacdo, o primeiro utilizando o par DCC/DMAP e o segundo com
o par DCC/NHS. Os autores prepararam nanoparticulas pelo método de emulsao
e difusdo de solvente a partir de blendas de PEG-b-PLGA-CAP e FA-PEG-b-
PLGA e estudaram a liberacdo da capecitabina. Segundo os autores estas
nanoparticulas possuem potencial para aplicacdo em sistemas de direcionamento

e controle de liberacdo de drogas.

A principal limitagdo na sintese de copolimeros em bloco, via reagdes
de acoplamento é a necessidade de uma etapa de purificagdo para a remocao
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dos homopolimeros residuais que, geralmente, ndo é trivial. Sendo assim, uma
rota quimica que vem sendo estudada intensamente nos ultimos anos e que tem
permitido a sintese de copolimeros em bloco com alto grau de pureza e bom
controle da massa molar € a Polimerizagcdo Radicalar por Desativagdo Reversivel
(RDRP) que sera descrita a seguir.

2.4.3. Polimerizacao Radicalar por Desativacao Reversivel (RDRP)

A polimerizagdo via radicais livres é o mecanismo de polimerizacao
mais utilizado na industria, responsavel por 50% da producao total de materiais
poliméricos (MATYJASZEWSKI; DAVIS, 2002). Comparado com outras técnicas
de polimerizacdo, 0 processo via radicais oferece inUmeras vantagens como a
obtencdo de polimeros de alta massa molar, aplicabilidade em uma ampla
variedade de monémeros, além de possuir aplicacido em diferentes sistemas de
polimerizacdo como emulsdo, suspencdo, solucdo ou massa. Do mesmo modo,
os radicais em crescimento sdo altamente tolerantes a diversos grupos funcionais
incluindo acidos, alcoois, aminas, epdxidos, etc., portanto monémeros funcionais
podem ser polimerizados via radicais livres sem a necessidade de proteger as
fungcbes quimicas (LAZZARI; LIU; LECOMMANDOUX, 2006). Entretanto, a
polimerizacao via radicais livres convencional apresenta algumas limitacdes,
principalmente, no controle da estrutura molecular (massa molar, distribuicdo de
massa molar e composicao e microestrutura das cadeias poliméricas) devido,
principalmente, a ocorréncia de reagdes de transferéncia de cadeia e de
terminagéao, irreversiveis (LAZZARI; LIU; LECOMMANDOUX, 2006).

Para minimizar as limitacées da polimerizacao via radicais livres, varios
mecanismos alternativos foram desenvolvidos com o objetivo de controlar a
arquitetura e a massa molar dos polimeros formados. Como alternativa as
polimerizacdes radicalares convencionais, temos atualmente as polimerizacées
via radical livre viva/controlada (CLRP) (MOAD et al., 2012; NICOLAS et al.,
2013). A Uniao Internacional de Quimica Pura e Aplicada (International Union of
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Pure and Applied Chemistry, IUPAC), redefiniu o termo comumente empregado
para polimerizagdes radicalares vivas/controladas. Segundo a IUPAC, o termo
genérico mais aplicado para os principais mecanismos de polimerizacao via
radicais livres onde se busca algum tipo de controle da reatividade do radical
propagante seria a Polimerizacdo Radicalar por Desativacdo Reversivel
(Reversible-Deactivation Radical Polymerization, RDRP) (KEDDIE, 2014;
JENKINS; JONES; MOAD, 2010).

A polimerizacao radicalar por desativacao reversivel (RDRP), iniciada
através da descoberta da polimerizagdo na presenca de nitroxidos (NMP),
seguido pelo desenvolvimento da polimerizagdo por transferéncia reversivel de
atomo (ATRP) e a polimerizacdo por transferéncia reversivel de cadeias via
adicdo e fragmentacao (RAFT) tem intensificado o uso da polimerizagdo por
radicais livres na preparacao de materiais poliméricos funcionais (KEDDIE, 2014).
A esséncia do mecanismo das RDRP esta na compartimentacdo de radicais
poliméricos propagantes entre os estados ativo e dormente através de um
equilibrio reversivel de ativagédo de desativacao (KEDDIE, 2014).

Na polimerizagdao na presenca de nitréxido (NMP) e na polimerizagao
por transferéncia reversivel de atomo (ATRP) o mecanismo de controle dos
radicais propagantes baseia-se na terminacao reversivel da cadeia propagante,
mediada pelo nitr6xido, no caso da NMP, ou por um sal de um metal de transicao,
para a ATRP, no qual o equilibrio é fortemente favoravel as espécies dormentes.
No mecanismo RAFT, a desativacao reversivel do radical propagante ocorre pela
transferéncia de cadeia degenerativa. A etapa de transferéncia de cadeia foi
denominada degenerativa porque o processo envolve uma troca de
funcionalidade onde a Unica distincdo entre as espécies dos dois lados do
equilibrio é a massa molar (KEDDIE et al., 2012).

A polimerizagédo radicalar por desativacdo reversivel tem permitido a
sintese de polimeros com estruturas bem definidas, controlando a massa molar e
a distribuicao de massas molares, além de permitir a preparacdo de polimeros
com arquiteturas complexas, tais como, blocos, estrelas, enxertado, microgel,
dendritico, dentre outras (MOAD; RIZZARDO; THANG, 2012). Os polimeros

sintetizados através desta técnica possuem uma larga aplicacdo para novos ou
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avancados materiais tais como surfactantes, tintas, adesivos, biomateriais,

materiais aplicados a medicina e microeletrénica (XIONG et al., 2004).

2.4.3.1. Polimerizacao por Transferéncia de Cadeias, via mecanismo de
Adicao-Fragmentacao — RAFT

A polimerizacao via RAFT é sem dlvidas o mecanismo mais versatil
quando comparados aos outros mecanismos envolvidos nos processos de RDRP.
Esta técnica permite a polimerizacdo de uma ampla variedade de monémeros,
com diferentes grupos funcionais, por meio das técnicas de polimerizacdo mais
utilizadas como solugdo, massa, emulsdo e suspencdao (FRANCO, 2010). A
caracteristica basica do mecanismo RAFT é uma sequéncia de reacdes
reversiveis de adicao-fragmentacdo em equilibrio, como mostrado na Figura 2.10.

No primeiro estagio da polimerizacdo RAFT, a decomposicao do
iniciador e 0 ataque do radical formado (I*) as moléculas de monémero originam
um radical propagante Pm*. Este radical se adiciona a dupla ligagdo enxofre-
carbono do agente de transferéncia de cadeia (CTA) (1) para dar origem a um
radical intermediario (2). Este radical intermediario (2), por sua vez, sofre uma
fragmentacdo homolitica levando a formagdo de um composto tiocarbonilico
polimérico (PmSC(Z)=S, 3) e um novo radical (R*). Esta primeira reagdo de
transferéncia de cadeia reversivel é chamada de pré-equilibrio. A reacao destes
radicais de saida (R*) com novas moléculas de monémero dara origem a novos
radicais propagantes (Pn*). Um rapido equilibrio, chamado de etapa de equilibrio
principal, entre as espécies propagantes, Pm* e Pn*, e as espécies em estado de
dorméncia, composto tiocarbonilico polimérico (4 e 6), promove a mesma
probabilidade de crescimento para ambos os radicais em propagacao (Pm* e
Pn*), conferindo um crescimento de cadeia uniforme e baixa dispersidade para
ambos os polimeros. Terminada a polimerizagdo, a maioria das cadeias

poliméricas formadas apresentara em suas extremidades os compostos
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tiocarbonilicos e poderdo ser isoladas na forma de material estavel (MOAD;
RIZZARDO; THANG, 2012; KEDDIE et al., 2012).

Figura 2.10 — Esquema de polimerizagédo via mecanismo RAFT.
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I=Iniciador; I = radical derivado do iniciador; Pm* e Pn* = radicais poliméricos; ZC(=S)SR
= agente de transferéncia de cadeia tipo RAFT; Z = grupo estabilizador; R = grupo de

saida.
Fonte: Smith et al. (2010) e Keddie et al. (2012).

E importante salientar que no mecanismo de polimerizacdo via RAFT
pode ocorrer a formacao de cadeias mortas, geradas por processos irreversiveis
tais como terminacdo ou transferéncia de cadeia. A caracteristica “viva” destas
reacdes € conferida somente quando a massa molar do polimero formado for

substancialmente inferior ao que seria formado, sob as mesmas condigbes, na



48

auséncia do agente RAFT e, é tal que, o numero de moléculas de polimeros
terminadas com o agente RAFT excede, em muito, o numero de moléculas de
polimeros formadas como consequéncia das reacdes de terminacao irreversiveis.
Entretanto, muitas polimerizacdes RAFT desviam-se deste mecanismo ideal
(MOAD; RIZZARDO; THANG, 2012).

Para um o6timo controle da polimerizacdo via mecanismo RAFT é
necessario escolher adequadamente o agente RAFT, para o mon6mero a ser
polimerizado, assim como as condi¢des de reacdo. Os grupos de estabilizagcéo (2)
e de saida (R), do agente de transferéncia de cadeia (CTA), desempenham um
papel fundamental na obtencdo dos resultados da polimerizacdo, pois eles
determinam a velocidade de adicao e fragmentacao, que controla a eficiéncia da
transferéncia de cadeia e a probabilidade de inibicao ou retardamento (KEDDIE et
al., 2012). A reatividade de um CTA (ZC(=S)SR) é afetada tanto pelo grupo Z
quanto pelo grupo R. O grupo Z regula a reatividade geral da ligagdo C=S para
adicao de radicais e afeta o tempo de vida do radical intermediario resultante,
enguanto o grupo R age como um grupo de saida que deve ser capaz de reiniciar
a polimerizacao (HILL; CARMEAN; SUMERLIN, 2015). Outros fatores devem ser
considerados na escolha do agente RAFT: i) o agente RAFT deve possuir uma
ligacdo dupla C=S reativa; ii) os radicais intermediarios devem fragmentar-se
rapidamente (ligacdo S-R fraca) e ndo apresentar reagdes secundarias; iii) o
intermediario 2 (Figura 2.10) deve particionar na direcdo dos produtos; iv) o
radical gerado (R*) deve ser eficiente na reinicializagéo da polimerizagao (MOAD;
RIZZARDO; THANG, 2012).

Geralmente, os agentes de transferéncia de cadeia mais empregados
nas polimerizacoes tipo RAFT sao os ditioésteres (R{CC(=S)SRy), tritiocarbonatos
(R1SC(=S)SRy), ditiocarbamatos (R{NC(=S)SR2) ou xantatos (RiOC(=S)SRy). A
Figura 2.11 apresenta a estrutura destes agentes de transferéncia de cadeia.
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Figura 2.11 — Representagdo estrutural dos agentes de transferéncia de cadeia
empregados em reacdes de polimerizagdo do tipo RAFT.
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Fonte: Keddie (2014)

Quando se utiliza xantatos como agente RAFT, a terminologia MADIX é
frequentemente usada para descrever o processo (NAKABAYASHI; MORI, 2013).
Quando se deseja polimerizar mondmeros nao conjugados, como a N-
vinilcaprolactama, N-vinilpirrolidona, N-vinilformamida etc., os agentes de controle
que tem apresentado melhor resultado sao aqueles pertencentes a familia dos
xantatos. Os monO6meros nao conjugados apresentam grupos pendentes
doadores de elétrons devido a falta de estabilizacdo por ressonéncia e geram
radicais muito reativos. Assim, as reagdes laterais irreversiveis, como terminacao
ou transferéncia de cadeia, podem ocorrer devido a elevada reatividade dos
radicais de propagacdo derivados destes mondémeros. Para se obter um bom
controle na polimerizacdo via RAFT/MADIX destes mondémeros, um delicado
balanco entre as taxas de adicdo e fragmentagdo assim como com as taxas de
reiniciacdo e propagacao se faz necessario. O radical propagante de monémeros
ndao conjugados é considerado como um péssimo grupo de saida (R*) e
consequentemente, a fragmentacdo do radical intermediario 5 (Figura 2.10) é
demasiadamente lenta quando se emprega ditioésteres como CTA, resultando em
um baixo controle da polimerizacdo. Entretanto quando se utiliza CTA do tipo
xantato, este aumenta a densidade de elétrons no radical central (radicais 2 e 5
da Figura 2.10), o que pode levar a uma desestabilizacao do radical intermediario

5 (Figura 2.10) e, consequentemente, um aumento na taxa de fragmentacéao.
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Assim, o progresso recente da polimerizacao radicalar por desativacao reversivel,
particularmente pelo mecanismo RAFT/MADIX, tem permitido a sintese de
polimeros bem definidos a base de monémeros nao conjugados (NAKABAYASHI;
MORI, 2013).

Em suma, as RDRPs sao ferramentas poderosas que trouxeram uma
enorme flexibilidade a obtencdo de polimeros com arquiteturas definidas e que
possibilitam aos pesquisadores modular as propriedades desejadas dos
(co)polimeros, implicando diretamente na obtencdo de materiais poliméricos para
as mais diversas aplicacées (CHIEFARI et al., 1998; MOAD, et al., 2005). Dentre
as caracteristicas de uma polimerizacao via RAFT, a mais significativa e inerente
a obtencdo de copolimeros em bloco é a retengcdo do agente RAFT na
extremidade das cadeias poliméricas, 0 que permite que estas sejam empregadas
como macroagentes de transferéncia de cadeia na polimerizacdo RAFT de outros
mondmeros, possibilitando, assim, a obtencao de copolimeros em bloco (YORK et
al., 2008). Macroagentes de transferéncia de cadeia, também podem ser obtidos
pela funcionalizagdo da extremidade das cadeias poliméricas pré-formadas, com
a insercdo de um grupo tiocarbonilico, via reacbes de substituicdo ou

acoplamento.

Liu et al. (2014) sintetizaram copolimeros em bloco de PNVCL e PEG
via polimerizacdo RAFT/MADIX. Inicialmente, poli(etileno glicol) monohidroxilado
(mPEG) foi convertido em macroagente de transferéncia de cadeia do tipo
xantato, poli(etileno glicol)-o-etil-xantato (MPEG-0EX), via reagées de modificagao
em duas etapas. O primeiro passo € a reacdo do grupo hidroxila terminal do
mPEG com brometo de 2-bromopropionila na presenca de trietilamina, formando
mPEG-Br. Em seguida, este intermediario reage com etilxantogenato de potassio
originando o macroagente de transferéncia de cadeia mPEG-oEX. O macroagente
sintetizado foi, ent&o, utilizado para controlar a polimerizacdo da NVCL em DMF,
a 65 °C. Os autores estudaram o efeito da razado entre as concentragdes de
mondmero e de macroagenteRAFT ([NVCL]/[PEG-0EX]) na taxa de conversao do
mondmero, assim como na massa molar dos copolimeros obtidos. O aumento na
razdo [mondmero)/[macroagenteRAFT] aumentou significativamente a massa

molar do copolimero, entretanto nenhum efeito na taxa de conversdo do
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mondmero foi identificado, a qual variou entre 33 e 39%. A dispersidade (D)
variou entre 1,04 e 1,06, valores tipicos de uma polimerizacao controlada. A
Figura 2.12 apresenta um esquema das reacdes empregadas na sintese do
copolimero PEG-b-PNVCL.

Figura 2.12 — Sintese dos copolimeros em bloco, PEG-b-PNVCL, via mecanismo
RAFT/MADIX.
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DCM = Diclorometano; TEA = Trietilamina; DMF = Dimetilformamida. TA = Temperatura
ambiente.

Fonte: Lui et al. (2014).

Yu, Kang e Youk (2012) reportaram a obtencado de copolimeros em
bloco constituidos de PCL-b-PNVCL via polimerizagdo RAFT/MADIX da NVCL
mediada pelo macroagente de transferéncia de cadeia, poli(¢e-caprolactona)-o-etil-
xantato (PCL-oEX). Primeiramente, os autores realizaram a polimerizagdo por
abertura de anel da ¢-CL utilizando butanol como iniciador. Posteriormente, os
grupos hidroxilas terminais da PCL foram substituidos por atomos de bromo
(PCL-Br) por meio da reacao de bromacao com o brometo de 2-bromopropionila.
Por fim, o macroagente de transferéncia de cadeia, PCL-oEX, foi obtido via
modificacdo da PCL-Br pela reagdo de substituicdio com o composto
etilxantogenato de potassio. O macroagente de transferéncia de cadeia
sintetizado, foi empregado na polimerizacdo da N-vinilcaprolactama pelo
mecanismo RAFT utilizando anisol como solvente e V-70 como iniciador. Os
autores variaram a razao entre a concentragao de monémero e a concentragao do
macroagente de controle, [monémero]/[macroagenteRAFT] e verificaram que a

conversdo e a massa molar do copolimero aumentaram com o aumento da razao
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[monémero]/[macroagenteRAFT]. Todos os copolimeros obtidos apresentaram
baixos valores de dispersidade (D), confirmando o sucesso da polimerizagao
controlada da NVCL, via o mecanismo RAFT.

2.5. Encapsulacao de cetoprofeno por atomizacao

Muitos ingredientes farmacéuticos ativos disponiveis atualmente
possuem baixa solubilidade em agua, o que diminui sua biodisponibilidade
quando administrados via oral (CHAN et al., 2015). Atualmente, mais de 40% das
novas entidades quimicas (NEQ) desenvolvidas na industria farmacéutica séo
praticamente insolUveis em agua (MALODE et al.,, 2014). Estas drogas sao
classificadas, de acordo com o Sistema de Classificacao Biofarmacéutica (SCB),
como classe Il, baixa solubilidade e alta permeabilidade, ou classe IV, baixa
solubilidade e baixa permeabilidade (CHAN et al., 2015). A permeabilidade refere-
se a capacidade de passagem do farmaco através da parede do trato
gastrointestinal humano (PARAISO, 2012). A baixa solubilidade é um problema,
pois, se o composto nao for dissolvido no meio biolégico (disperso
molecularmente) ele ndo podera ser transportado efetivamente no corpo humano
e, assim, nao atingira seu local de acdo em uma concentracao suficiente para

exercer um efeito terapéutico efetivo (GUE et al., 2015).
Figura 2.13 - Estrutura quimica do Cetoprofeno.

0 CH
H i, O

OH

Fonte: Chan et al. (2015).

Um exemplo de principio ativo hidrofébico € o cetoprofeno (acido 3-
benzoil-2-metilbenzenoacético), cuja estrutura esta representada na Figura 2.13.
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Trata-se de um anti-inflamatoério n&o-esteroidal (AINE) derivado do grupo acido
propidico, classificado como um composto SBC classe I, muito utilizado no alivio
da dor e inflamacdo, no tratamento de artrite reumatoide, osteoartrite e outros
problemas relacionados aos musculos e articulagées (CHAN et al., 2015).

Tabela 2.3 — Principais vantagens da técnica de atomizagdo em relacdo a métodos
convencionais, tais como emulsdo/evaporacdo do solvente e nanoprecipitagdo, para

producdo de farmacos puros ou farmacos encapsulados em matrizes poliméricas.

o Métodos de producao
Caracteristica do processo L . L
Atomizacéo (Spray Drying) Convencionais*

Etapas do processo Unica Multiplas
Processo Continuo Bateladas
Velocidade Alta Média — Baixa
Reprodutibilidade Alta Média
Ampliagcéo de escala Facil Dificil
Etapa de secagem final Desnecessario Necessario
Relacao custo/beneficio Alta Baixa
Versatilidade Alta Média — Baixa

o B Depende da
Eficiéncia de encapsulacao de drogas .

o Alta caracteristica da droga e
em carreadores poliméricos ]
do polimero

* Os métodos convencionais referem-se a emulsao/evaporacao do solvente e nanoprecipitagcao

Fonte: Sosnik e Seremeta (2015).

Para aumentar a biodisponibilidade de drogas hidrofébicas varias
abordagens interessantes tém sido descritas na literatura, incluindo o uso de
ciclodextrinas, micelas poliméricas, nanocristais, formulacbes na qual o
medicamento esta em um estado amorfo, sistemas mesoporosos, microemulsdes,
lipossomas, lipidios e dispersdes sélidas (GUE et al., 2015). Alguns métodos
descritos acima incluem a encapsulacado ou a dispersdao da droga em matrizes
poliméricas e para isto, algumas técnicas estdo disponiveis tais como: a
nanoprecipitacao (KALELE; NARAIN; KRISHNAN, 2009), emulsao-evaporagao do
solvente (PISANI et al., 2008), emulséo-difusdo do solvente (MOINARD-CHECOT
et al., 2006) e secagem por atomizacao (“spray drying”) (SOSNIK; SEREMETA,
2015). A escolha do método adequado para a preparagcdo das

micro/nanoparticulas deve ser feita considerando-se que a estabilidade da droga
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ndo deva ser afetada durante o processo de encapsulacédo, além disso, a
eficiéncia de encapsulacdo deve ser alta e os perfis de liberacdo devem ser
reprodutiveis. Dentre os processos mencionados acima, 0 processo que vem
sendo amplamente utilizado, tanto em escala laboratorial quanto industrial, € a
secagem por atomizacao (“spray drying”’). A secagem por atomizacdo & um
processo rapido, continuo, reprodutivo, de baixo custo, versatil, que apresenta
alta taxa de encapsulacdo e que pode ser utilizada mesmo para substancias
sensiveis a temperatura, sem degrada-las (SOSNIK; SEREMETA, 2015; PAUDEL
et al.,, 2013). A Tabela 2.3 resume as principais vantagens desta técnica em
comparacao a outros métodos convencionais para producdo de particulas de
drogas puras, sem excipientes, ou drogas encapsulados em carreadores
poliméricos. A preparacao/producao de nano ou microparticulas através da
secagem por atomizagdo é uma alternativa atraente para a industria farmacéutica
devido a sua ampla aplicabilidade e vem sendo utilizada para reduzir a
cristalinidade das drogas e, assim, aumentar a solubilidade e, consequentemente,
a biodisponibilidade destes ativos em aplicacdes “in vivo” (SCHAFROTH et al.,
2012).

2.5.1. Secagem por atomizacao (“spray drying”)

A secagem por atomizacdo € uma técnica amplamente utilizada nas
industrias farmacéuticas, quimicas, de cosméticos e de alimentos. A técnica de
secagem por atomizagdo baseia-se na transformacédo de um liquido (solucoes,
emulsdes, suspensodes, etc.) em um pd solido. Este processo possui quatro
etapas/ fundamentais: (i) atomizacao do liquido de alimentacao, (ii) vaporizacédo
do solvente, (iii) formacao de particulas secas e (iv) separacdo e coleta dos
produtos secos. Primeiramente, o liquido é alimentado para dentro da camara de
secagem através de uma bomba peristaltica até o bico atomizador, que pode ser
um atomizador rotatério, um bico pressurizado ou um bico de dois fluidos e,
entdo, a atomizacado ocorre por energia centrifuga, pressdo ou energia cinética,

respectivamente. As pequenas goticulas geradas (escala micrométrica) sao
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submetidas a uma rapida evaporacao do solvente, devido a troca de calor com o
gas quente, levando a formacao de particulas secas que sdo separadas por meio
de um ciclone que as depositam em um coletor situado na parte inferior do
dispositivo. O atomizador pode ser operado em duas configuracdes diferentes,
isto é, na configuracdo de malha aberta (“open loop’) e na de malha fechada
(“close loop”). A primeira utiliza ar como gas de secagem, o qual nado é
recirculado, enquanto a ultima um gas inerte, geralmente nitrogénio, que é
recirculado na cdmara de secagem ao logo de todo o processo. O modo fechado
€ utilizado para prevenir a mistura de gases explosivos e para manipulacao de
substancias sensiveis ao oxigénio. Com relacdo a direcdo do fluxo do gas de
secagem existem duas possibilidades, a de co-corrente (mesma direcdo) ou a de
contracorrente (direcao oposta). No primeiro caso, o produto final fica em contato
com o gas de secagem a uma temperatura mais baixa € como consequéncia,
favorece a secagem de substancias sensiveis a temperatura evitando sua
degradacao. No segundo caso, o produto é seco em contato com o gas mais
quente, o que limita a secagem de materiais sensiveis ao calor, porém,
proporciona uma maior eficiéncia térmica. Além disso, existem configuracdes
intermediarias com fluxo misto entre co-corrente e contracorrente (SOSNIK;
SEREMETA, 2015; PAUDEL et al., 2013; SCHAFROTH et al., 2012; LI et al.,
2010).

Apresar das inumeras vantagens desta tecnologia, apresentados na
Tabela 2.2, quando se utiliza atomizadores convencionais, o rendimento depende
fortemente da escala de trabalho. Assim, altos rendimentos s&o obtidos em escala
industrial onde a quantidade perdida é muito pequena comparada ao volume total
de producgédo, entretanto, em escala laboratorial o rendimento esta longe do ideal
ficando em torno de 20 — 70%. Geralmente, o baixo rendimento é devido a perda
de produto nas paredes da camara de secagem, sendo estas quantidades
relativamente constantes. Além disso, particulas pequenas (<2 pm) usualmente
passam para o gas de exaustao, devido a capacidade de separacao ineficiente do
ciclone. Entretanto, alguns separadores (por exemplo, sistemas de filtro) séo
eficazes, em ambientes industriais, para aumentar o rendimento. A producao de
particulas em escala nanométrica é limitada ndo s6 pela baixa capacidade de
separagao do ciclone, mas também devido a forgas insuficientes de atomizagéo
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do liquido (pressao e centrifugacdo). Este fenbmeno interfere no tamanho e na
distribuicdo de tamanho das particulas que pode ser crucial para o
desenvolvimento de certos sistemas de administracdo de farmaco, especialmente
visando a administragao intravenosa (SOSNIK; SEREMETA, 2015). A Figura 2.14
mostra um esquema do processo de secagem por atomizacdo no equipamento

que foi utilizado neste projeto (Nano Spray Dryer B-90).

Figura 2.14 — Representacao esquematica do processo de secagem por atomizacdo em
um atomizador “Nano Spray Dryer”, da marca Blichi, modelo B-90” a) e o sistema de
malha de vibracao b).

Fluxo de N,

Solugdo ou
suspengao

Sistema de
aquecimento

Malha de vibragdo o
membrana

Bico atomizador—

Vibracdo para
cima

Goticulas Vibragdo para

pulverfzadas == Soluciode
alimentacio
Camarade i

secagem

® 3o ¢
® s 000

. L]
Parficulase o®
0t
: 3

Goticulas

s 5
4 pulverizadas

Eletrodo coletor de
=—— particula, de geometria
cilindrica (anodo)

Filtrode
exaustdo

Eletrodo tipo
estrela (catodo)

Fonte: Lee et al. (2011).

O Nano Spray Dryer B-90 se diferencia dos atomizadores
convencionais em trés aspectos principais: na tecnologia de atomizacao, no fluxo
do gas de secagem e na tecnologia de recuperacao do produto final. Ao contrario
dos atomizadores convencionais (B-190, B-191 e B-290) que utilizam
atomizadores rotatorios, bico pressurizado ou bico com dois fluidos para a
formacao das goticulas, o novo Nano Spray Dryer B-90 utiliza a tecnologia de
malha vibratéria para geracdo das goticulas (Figura 2.14 b). Basicamente, o
cristal piezoelétrico instalado na cabecga do atomizador (“spray head”) é integrado

a um bico atomizador (“spray cap”) que contém uma fina membrana perfurada
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com orificios de tamanhos micrométricos precisos (4,0, 5,5 ou 7,0 um). Quando o
atuador piezoelétrico é acionado a uma frequéncia ultrassénica, 60 kHz, a malha
ird vibrar para cima e para baixo, injetando milhdes de goticulas de tamanhos
uniformes a partir dos furos gerando os aerosséis (ARPAGAUS, 2012; LI et al.,
2010).

O sistema de aquecimento deste equipamento opera sobre fluxo
laminar, sendo que este é gerado pelo ar que passa através de uma espuma de
metal poroso compacto que é o principio para entrada de energia ideal e tem
taxas de aquecimento de curta duragdo. Com um fluxo laminar, é possivel
alcancar uma taxa de aquecimento suave, tornando o sistema ideal para o
processamento de produtos biofarmacéuticos sensiveis ao calor (ARPAGAUS,
2012; LEE et al., 2011; LI et al., 2010).

A tecnologia de recuperagdao do produto nos modelos anteriores,
baseado no ciclone, tipicamente nao recupera particulas de tamanho menor do
que 2 um. Assim, a separacao das particulas no Nano Spray Dryer B-90 envolve
a utilizacao de um precipitador eletrostatico no qual o mecanismo de recolhimento
€ independente da massa da particula. A recuperacao de particulas pequenas,
com boa eficiéncia, é conseguida com um novo coletor eletrostatico de particulas
constituido de um eletrodo tipo estrela (catodo) e um eletrodo coletor de
particulas, com geometria cilindrica (anodo). A alta tensao em torno do coletor de
particulas cria um campo eletrostatico que acelera a deposicao das particulas
carregadas negativamente sobre a parede do eletrodo coletor de particulas
(ARPAGAUS, 2012; LEE et al., 2011; LI et al., 2010). A Tabela 2.4 resume as
principais diferencas entre o Nano Spray Dryer B-90 e o Mini Spray Dryer B-290.
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Tabela 2.4 - Principais diferengas entre o Nano Spray Dryer B-90 e o Mini Spray Dryer B-
290, desenvolvidos pela Buchi.

Caracteristicas

Nano Spray Dryer B-90

Mini Spray Dryer B-290

Quantidade de amostra necessaria
(mL)

Viscosidade da amostra (cP)
Dispositivo de atomizagéo

Energia de atomizagao

Diametro da malha de
pulverizagao / ponta do bico
Distribuicdo de tamanho das
goticulas

Sistema de aquecimento

Temperatura de secagem

Capacidade de evaporagéao (mL/h)
Velocidade de processamento
Intervalo de diametro de particula
(Hm)

Recuperagéo e separacao de
particulas

Mecanismo de coleta

Rendimento de produgao (%)
Ampliacédo de escala

1-200

Maximo de 10

Malha de pulverizagéo vibratoria
Atuador piezoelétrico (Frequéncia
ultrassOnica)

4,0, 5,5 0u 7,0 pm

Estreita

Fluxo laminar de gas (80 — 160
I/min)

Moderado (Temperatura de
entrada maxima 120 °C)

200

Baixa

0,3-5

Coletor eletrostatico

Independente da massa das
particulas

Até 90

Dificil

30 - 1000

Méaximo de 300
Bico de dois fluidos

Pneumatico (Gas pressurizado)

0,7,1,40u2,0mm

Larga

Fluxo turbulento de géas (até 580

I/min)

Alta (Temperatura de entrada
maxima 220 °C)

1000

Alta

1-25

Ciclone e coletor de vidro

Dependente da massa das
particulas

Até 70

Facil

Fonte: Sosnik e Seremeta (2015).

A qualidade das particulas obtidas por atomizacdo € o fator mais
importante que é afetado consideravelmente pelas condigdes de operagdo do
processo. Para se conseguir uma particula com as exigéncias necessarias para
uma determinada aplicagdo €& necessario conhecer como as variaveis do
processo afetam o tamanho, a distribuicio de tamanho e a morfologia das
particulas (MUJUMDAR, 2006).
assim como a concentragdo de soluto, a viscosidade, a tensdo superficial, a

As propriedades do liquido a ser atomizado,

solubilidade dos solutos, etc., juntamente com os parametros do processo de
secagem por atomizacao (temperatura de entrada, de saida, taxa de fluxo de
alimentacao, do fluxo de gas aquecido, etc.) e as variaveis fundamentais (taxa de
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evaporagao, pressdo de vapor, tamanho de goticulas, etc.), afetam diretamente
as propriedades das particulas obtidas (tamanho, distribuicdo do tamanho de

particula, morfologia, area superficial, etc.) (SARRATE et al., 2015).

Broichsitter, Strehlow e Kissel (2015) elaboraram microparticulas de
poli(L-acido lactico-co-acido glicolico) e sildenafila como principio ativo. Os
autores variaram algumas condi¢gdes do processo de secagem por atomizacao
utilizando o Nano Spray Dryer B-90. As variaveis estudadas foram a concentragao
da solucao de alimentagéo (10, 20, 50, 70 e 100 mg/mL), o tamanho da malha do
bico atomizador (4,0, 5,5 e 7,0 um) e a taxa de atomizacao (25, 50, 75 e 100%).
Neste trabalho foi evidenciado que tanto as caracteristicas do liquido de
alimentacao (concentracdo de sélidos dissolvidos) quanto os parametros de
processo (tamanho da malha do bico atomizador e taxa de atomizagédo) afetam
significantemente o tamanho e a distribuicdo de tamanho das particulas geradas.
As relagdes entre as varidveis encontradas nestes experimentos foram: i)
aumento na concentracdo dos solutos na solucao de alimentacao, de 10 para 50
mg/mL acarretou em um aumento no didmetro das particulas (5,6 — 7,7 um) e
uma diminuicdo na distribuicdo de tamanho de particulas, estimada pelo calculo
do SPAN?® (SPAN 2,07 — 1,76), porém um aumento adicional na concentracdo dos
solutos levou a formacgao de particulas menores (até 4.6 um) e uma diminuicéo na
polidispersidade das particulas; ii) A aplicacdo do bico atomizador com diametro
de malha maior (4 - 7 ym) levou a um aumento significativo no didmetro das
particulas (de 4,0 para 11 um) e da distribuicdo de tamanho de particulas (SPAN
1,6 - 2,0); iii) Finalmente, reducdes sucessivas da taxa de atomizacao de 100 para
25% levou a uma diminuicdo moderada no diametro de particula obtidas de 7,7 —
5,3 um e um aumento da distribuicdo de tamanho (SPAN 1,8 — 2,1). O tamanho
das particulas também influenciou a taxa de liberacao in vitro do ativo, sendo que
a maior taxa de liberacao foi observada para a formulagdo com menor diametro

de particula, as quais foram obtidas com malha de atomizacao de 4 ym.

® O SPAN foi determinado a partir dos dados de DLS, utilizando a equacéo:
SPAN = (dgoe - d10%)/ds0%.

Onde, dgo% , dso%, dio% S80 0s didmetros médios correspondentes a 90, 50 e 10% da distribuicao
acumulativa.
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Durli et al. (2014) estudaram a influéncia de alguns solventes e
surfactantes nas propriedades das particulas obtidas por atomizacéo utilizando o
Nano Spray Dryer B-90. Os autores estudaram trés tipos de solventes, acetona,
etanol e 2-propanol e trés surfactantes diferentes, sendo um aniénico (Lauril
sulfato de so6dio), um catidénico (cloreto de cetil trimetilaménio) e um nao idnico
(Poloxamer 188) e utilizaram a dexametasona como droga hidrofébica. Os
autores concluiram que o rendimento foi maior para solucdées de maior tensao
superficial e baixa viscosidade. Considerando a viscosidade, as solugées mais
viscosas (2-propanol) foram secas mais lentamente e apresentaram um
rendimento baixo, enquanto as solucbées menos viscosas (acetona) secaram
rapidamente e o rendimento aumentou. Com relagdo aos surfactantes
empregados, observou-se que o0s rendimentos foram maiores para 0s
surfactantes i6nicos (tanto o catibnico quanto o anibnico), devido a maior
aderéncia das particulas tensoativas carregadas sobre o coletor eletrostatico de
particulas, evitando a sua perda na corrente de ar e a deposicdo subsequente
sobre o filtro de saida.

Oliveira et al. (2013) também estudaram a influéncia das propriedades
das solugbes de alimentagdo tais como viscosidade, condutividade, e tenséo
superficial sobre a distribuicio de tamanho de particulas, area superficial
especifica e aspectos morfoldgicos. Os autores utilizaram solugdes aquosas de
diferentes polimeros para formar as matrizes de encapsulagdo (goma arabica,
goma de castanha de caju, alginato de sédio, carboximetilcelulose, na forma de
sal de s6dio e Eudragit RS100) e empregaram a vitamina B12 como modelo de
droga hidrofilica. Um estudo comparativo entre o sistema de atomizacgéo
convencional (Mini Spray Dryer B-190) e o de malha vibratéria (Nano Spray Dryer
B-90) também foi realizado. Os autores concluiram que a maior limitacido do
sistema de malha vibratéria do Nano Spray Dryer B-90, é o bombeamento e a
atomizacdo de solugdes de alimentagdo de alta viscosidade. Os autores
mostraram que, mesmo aumentando o tamanho da malha do bico atomizador de
4 para 7 um nao foi possivel atomizar solu¢gdes com viscosidade acima de 10 cP.
A atomizacdo de solucbes diluidas favoreceu a producdo de particulas de
dimensdes nanométricas apesar de efeitos secundarios, ndo discutido pelos

autores, diminuirem de maneira significativa a produtividade. As micrografias de
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MEV (Microscopia Eletrdnica de Varredura) revelaram uma heterogeneidade na
morfologia e no tamanho das particulas obtidas e também foi possivel identificar
alguns aglomerados que, segundo os autores, sdo caracteristicas inerentes ao
processo de secagem por atomizacdo. A comparacdo entre duas amostras
obtidas pelos dois atomizadores (B-190 e B-90) revelou uma diminuicdo no
tamanho das particulas, preparadas no Nano Spray Dryer B-90, o que aumentou
a area superficial especifica e isto contribuiu para acelerar a taxa de liberacao da

droga nos ensaios in vitro.

Chan et al. (2015) prepararam dispersoes sélidas de cetoprofeno em
matrizes hidrofilicas com o objetivo de aumentar a taxa de dissolugdo do ativo.
Neste trabalho foram estudadas trés matrizes poliméricas hidrossolluveis: a
poli(vinilpirrolidona) (PVP), poli(vinilpirrolidona-co-acetato de vinila) (PVPVA) e o
poli(alcool vinilico) (PVA). O polimero e o ativo foram solubilizados em uma
mistura de agua e etanol (50%, v/v) e atomizados utilizando um mini Spray Dryer,
marca Bichi, modelo B-290. O rendimento das atomizacdes variou entre 40 e
50%. Os autores concluiram que foi possivel encapsular o cetoprofeno nas
matrizes poliméricas propostas e que, o ativo, apresentou caracteristicas
cristalinas diferentes, de acordo com o polimero utilizado. Quando se utilizou o
PVA como matriz polimérica o cetoprofeno apresentou caracteristicas de material
semicristalino, as quais foram identificadas pelas técnicas de DRX, FTIR e DSC,
enquanto nas demais matrizes (PVP e PVPVA) o cetoprofeno apresentou
caracteristicas de um material amorfo. Os ensaios de liberagéo in vitro mostraram
que a maior taxa de dissolucdo foi obtida com o cetoprofeno semicristalino,
encapsulado na matriz de PVA, resultado que ndo era esperado. Segundo 0s
autores, este resultado se justifica pela baixa interacdo entre o cetoprofeno e o
PVA, a qual favoreceu a liberacdo da droga no meio de dissolucdo. Os autores
inferiram que a amorfizacdo completa do cetoprofeno e do sistema
droga/polimero ndo garantem um aumento na taxa de dissolucdo da droga e que
a interagao droga/polimero € um fator fundamental que também modula a cinética

de liberagéo in vitro do cetoprofeno.

A liberacédo acelerada de cetoprofeno a partir de matrizes poliméricas
também foi reportada por Gue et al. (2013). Os autores elaboraram matrizes
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poliméricas contendo de 10 a 50% de cetoprofeno por dois métodos diferentes,
extrusdo e secagem por atomizacdo. Eudragit® E, poli(vinilpirrolidona) (PVP),
poli(vinilpirrolidona-co-acetato de vinila) (PVPVA) e hidroxipropilmetilcelulose
(HPMC) foram escolhidas para formar as matrizes. Foram preparadas misturas
binarias (droga-Eudragit®E) ou ternarias (droga-Eudragit® E-PVP, droga-Eudragit®
E-PVPVA e droga-Eudragit® E-HPMC). Nas atomizacdes, as misturas foram
diluidas em uma solucao etanol:agua (85:15, v/v) e atomizadas utilizando o “Mini
Spray Dryer”, B-290. Os autores compararam os perfis de liberacao da droga
encapsulada na matriz polimérica, da droga pura, utilizada para os ensaios de
encapsulacédo, e de um cetoprofeno comercial (Profenid®). Houve uma reducéo
total da cristalinidade do cetoprofeno nas matrizes poliméricas apds as
atomizacgdes, a qual foi identificada utilizando as técnicas de DRX, FTIR e DSC.
Em todos os casos a taxa de dissolucdo do cetoprofeno encapsulado nas
matrizes poliméricas foi maior do que a da droga pura e do produto comercial. De
acordo com os autores, mais importante do que a composicao do sistema, é a
estrutura interna que pode afetar significativamente a cinética de liberacao do
cetoprofeno resultante. A mistura ternaria de cetoprofeno-Eudragit® E-HPMC,
obtida por atomizacao, levou a formacao de uma distribuicdo mais homogénea de
HPMC comparado com a obtida por extrusdo. Esta distribuicdo de HPMC mais
homogénea resultou em um impedimento mais acentuado da difusao de agua e
do farmaco levando, assim, a uma diminuicao da cinética de liberacao do farmaco
pelas particulas atomizadas, em comparacdo com as extrudadas de mesma
composigao. Este efeito de homogeneidade/heterogeneidade, no caso da blenda
contendo HPMC, sobrep6s o efeito do tamanho das particulas. As particulas
obtidas por atomizacdo possuem maior area superficial exposta ao meio de
liberacdo e, ainda assim, apresentou menor taxa de liberacdo do que as
extrudadas. As particulas obtidas por atomizacdo apresentaram grandes

aglomerados e alta heterogeneidade na morfologia e no tamanho.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1. Reagentes e solventes

O monbémero N-Vinilcaprolactama (NVCL, 99%, gentilmente cedida
pela Basf), foi purificado por destilacdo a vacuo na temperatura de 96 °C. O
iniciador 2,2’-azo-bis-isobutironitrila (AIBN, 98%, Sigma-Aldrich) foi purificado por
recristalizacdo em etanol absoluto e secagem sob vacuo durante 11 horas a
temperatura ambiente. O agente de transferéncia de cadeia (CTA), acido 3-
mercaptopropidnico (MPA, 99%, Sigma-Aldrich), foi utilizado como recebido.
Poli(etileno glicol) monohidroxilado (mPEG, M, = 2000 e 5000 g/mol, Fluka),

Cetoprofeno (99%, gentilmente cedido pela Sanofi-Brasil), 4-dimetilamino piridina
(DMAP, 99%, Sigma-Aldrich), diciclo-hexilcarbodiimida (DCC, 99%, Fluka),
isopropanol (99%, Synth), éter etilico (99%, Synth), n-hexano (PA, Vetec), acido
cloridrico PA (37%, Synth), hidréxido de sédio (98%, Synth), cloreto de sdédio
(99%, Synth), cloroférmio (PA, Synth), diclorometano (PA, Synth), piridina (99%,
Synth) também foram utilizados como recebidos. O solvente 1,4-dioxano foi
previamente seco na presenca de hidreto de litio e aluminio (AlLiH4) por 30
minutos e posteriormente destilado, ainda na presenca deste hidreto, para
remocdo da agua. Cloroférmio deuterado (CDCl;, 100%, Sigma-Aldrich) foi
utilizado como solvente para as analises de ressonancia magnética nuclear de
préton (RMN 'H), sem purificagdo prévia. Tetrahidrofurano (THF, grau HPLC,
Aldrich) foi filtrado e desgaseificado em banho de ultrassom antes de ser
empregado como solvente nas analises de cromatografia de permeacdo em gel

(GPC). Agua ultrapura foi utilizada nos processos de purificacdo dos polimeros.
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3.2. Métodos

3.21. Sintese da poli(N-vinilcaprolactama) com grupos
carboxilicos terminais (PNVCL-COOH)

Para funcionalizar a extremidade dos polimeros de N-
vinilcaprolactama, as polimerizacées foram realizadas na presenga do acido 3-
mercaptopropiénico (MPA), como agente de transferéncia de cadeia (CTA), de

acordo com o esquema apresentado na Figura 3.1.

Figura 3.1 — Esquema da sintese da PNVCL com terminacao carboxila por polimerizacao
via radicais livres em solucao, utilizando &cido 3-mercaptopropiénico como agente de
transferéncia de cadeia (CTA).
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Fonte: Prabaharan et al. (2009).

Duas sinteses foram conduzidas, via radicais livres em solucdo, de
acordo com a metodologia descrita por Medeiros et al. (2010), utilizando
diferentes razdes molares CTA/NVCL, visando obter polimeros com diferentes
massas molares. Todas as reacbes foram realizadas a 70 °C, em um reator
encamisado com capacidade para 250 mL, sob atmosfera de nitrogénio, e

agitacdo magnética.

Primeiramente o reator foi carregado com a NVCL e o CTA. Em

seguida, foi adicionado aproximadamente 75% do volume total de solvente e
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purgou-se 0 sistema com nitrogénio durante 20 minutos. Enquanto isso, o
iniciador (AIBN) foi pesado separadamente e solubilizado nos 25% restantes do
volume total de solvente e purgado com nitrogénio por 20 minutos. Quando a
temperatura do reator atingiu 70 °C, a solugao de iniciador foi adicionada ao meio
reacional, utilizando-se uma seringa. As formulagbes e condigbes experimentais

empregadas nas sinteses estao apresentadas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 - Condi¢cdes experimentais empregadas nas sinteses da PNVCL com
terminagao carboxila, utilizando o acido 3-mercaptopropiénico como CTA.

Reagéio Quantidades (g) Raz&o Solvente Temperatura ~ Tempo de
NVCL AIBN CTA [CTAJ/[NVCL]? (mL) (°C) reagao (min)
S1 32,4657 0,3834 2,4791 0,100 130° 70 300
S2 32,4657 0,3834 1,2396 0,050 130° 70 300

# razao molar de CTA em relac&o ao mondémero; P solvente = 1,4-dioxano

Fonte: Proprio autor.

Apés as sinteses, os polimeros foram purificados adicionando-se, gota
a gota, todo o contetdo do meio reacional, em 800 mL de agua a 45 °C (acima da
LCST), sob agitacdo magnética. ApGs a precipitacdo das macrocadeias, a agua
foi retirada com o auxilio de uma pipeta de Pasteur. Em seguida, os polimeros
foram solubilizados, novamente, em 100 mL de agua destilada gelada e a solugéao
foi gotejada em 800 mL de agua a 45 °C. Esse procedimento foi repetido uma
terceira vez e, finalmente, os polimeros foram secos em estufa a vacuo a 45 °C

até peso constante.
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3.2.2. Sintese dos copolimeros em bloco, PNVCL-b-mPEG, via reacoes de
acoplamento

As sinteses dos copolimeros em bloco PNVCL-b-mPEG, via reacdes
de acoplamento (esterificacdo) foram realizadas empregando os homopolimeros
de PNVCL-COOH, obtidos anteriormente, e o poli(etileno glicol) monohidroxilado
(mPEG-OH) comercial de 2000 e 5000 g/mol. O conjunto diciclo-hexilcarbodiimida
(DCC) e 4-(dimetilamino)piridina (DMAP) foi empregado como agente de
acoplamento e catalisador, respectivamente. A Figura 3.2 ilustra o esquema geral
das reacdes envolvidas nessa etapa. O mecanismo detalhado foi demonstrado,
anteriormente, na Figura 2.9. A Tabela 3.2 apresenta as formulacdes utilizadas
nas sinteses empregando a PNVCL-COOH, obtida na sintese S1 e o PEG-OH,
com massa molar (Mn) igual a 2000 g mol™.

Figura 3.2 — Esquema da reagédo de acoplamento da PNVCL-COOH com o mPEG-OH
utilizando DCC como agente de acoplamento e DMAP como
catalisador.
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Fonte: Proprio autor

Quantidades apropriadas de mPEG-OH e DMAP, de acordo com a
Tabela 3.2, foram pesadas em um baldo volumétrico de 125 mL e solubilizadas
em 30 mL de cloroférmio. A PNVCL-COOH e o DCC foram pesados
separadamente e, ap6s completa solubilizacdo em 30 mL de cloroférmio,
adicionados a solucdo de mPEG-OH, durante uma hora, a velocidade de 0,5
mL/min, utilizando-se uma bomba dosadora. Durante a adicdo da segunda

solucao, o meio reacional foi purgado com nitrogénio gasoso.
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Tabela 3.2 - Condigbes experimentais utilizadas nas sinteses dos copolimeros em bloco,
PNVCL-b-mPEG, através de reagcbes de acoplamento da PNVCL-COOH (produto da
reacdao S1) com o m-PEG-OH (com massa molar numérica média, Mn, igual a 2000

g/mol).
Quantidades (g) Relacdo

Reacdo | PNVCL- mPEG- [COOH]:[OH]:[DCC]:[DMAP] Tem?o de  Temperatura

COOH" OH* DCC DMAP (mol) reacao (h) (°C)
B1 1,0000 0,3098 0,0668 0,0040 1:1:2:0,2 24 TA
B2 1,0000 0,3098 0,0668 0,0040 1:1:2:0,2 48 TA
B3 1,0000 0,3098 0,0668 0,0040 1:1:2:0,2 24 50
B4 1,0000 0,3098 0,0668 0,0040 1:1:2:0,2 48 50
B5 1,0000 0,3872 0,0668 0,0040 0,75:1:2:0,2 24 TA
B6 1,0000 0,3872 0,0668 0,0040 0,75:1:2:0,2 48 TA
B7 1,0000 0,3872 0,0668 0,0040 0,75:1:2:0,2 24 50
B8 1,0000 0,3872 0,0668 0,0040 0,75:1:2:0,2 48 50
B9 1,0000 0,2323 0,0668 0,0040 1,25:1:2:0,2 24 TA
B10 1,0000 0,2323 0,0668 0,0040 1,25:1:2:0,2 48 TA
B11 1,0000 0,2323 0,0668 0,0040 1,25:1:2:0,2 24 50
B12 1,0000 0,2323 0,0668 0,0040 1,25:1:2:0,2 48 50

* A massa foi estipulada a partir dos dados da dosagem de grupos carboxilicos, obtidos por titulagdo. ** Massa
determinada a partir dos dados de concentragdo de grupos hidroxilas, informada pelo fornecedor.
TA = Temperatura Ambiente;

Fonte: Proprio autor.

Ao final das reacdes, os copolimeros em bloco PNVCL-b-mPEG foram
purificados em n-hexano gelado de acordo com a seguinte metodologia:
inicialmente a solugdo polimérica foi filtrada para remogédo do diciclohexil-uréia
(DHU) e posteriormente o volume de solugao foi reduzido até aproximadamente
10 mL, utilizando-se um evaporador rotativo. A solucdo polimérica foi, entao,
gotejada em 100 mL de n-hexano gelado, em banho de gelo, sobre agitacdo
magnética. O precipitado formado foi separado do sobrenadante por filtracdo a
vacuo e, em seguida, foi solubilizado, novamente, em 10 mL de cloroférmio e
precipitado em n-hexano. Este procedimento foi repetido duas vezes. Em seguida
os polimeros foram secos em estufa a vacuo na temperatura de 45 °C até peso

constante.
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Tabela 3.3 — Condi¢des experimentais utilizadas nas sinteses dos copolimeros em bloco,
PNVCL-b-mPEG, com diferentes massas molares.

; Mn (g/mol) Quantidades (g)
Reagao PNVCL-COOH mPEG-OH PNVCL-COOH* mPEG-OH** DCC DMAP
B13 5516 2423 2,0000 0,4646 0,1312 0,0078
B14 5516 7871 2,0000 1,1657 0,1312 0,0078
B15 6492 2423 2,0000 0,2142 0,0605 0,0036
B16 6492 7871 2,0000 0,5373 0,0605 0,0036

* A massa foi estipulada a partir dos dados da dosagem de grupos carboxilicos, obtidos por titulagao.

** Massa determinada a partir dos dados de concentragéo de grupos hidroxilas, fornecido pelo fabricante.

Condigbes fixas: relagdo [COOH]:[OH]:[DCC]:[DMAP] (mol) = 0,75:1:2:0,2; tempo e temperatura de reagédo 48h e 50°C,
respectivamente.

P2 = mPEG-OH 2000 g/mol; P5= mPEG-OH 5000 g/mol.

Fonte: Préprio autor.

Apé6s a caracterizagdo dos copolimeros verificou-se que as melhores
condicoes experimentais para a sintese dos copolimeros em bloco foram as
utilizadas na reacdo B12, conforme sera discutido no préximo capitulo. Realizou-
se, entdo, outras quatro reacdes, empregando também a PNVCL obtida na
reagdo S2 e o m-PEG com Mn igual a 5000 g/mol, na tentativa de obter
copolimeros em bloco com massas molares diferentes. A metodologia utilizada
nestas sinteses e para a purificacao dos copolimeros foram as mesmas utilizadas
nas reacdes anteriores e a Tabela 3.3 resume as condi¢cdes experimentais

adotadas.

3.2.3. Sintese dos copolimeros em bloco, PNVCL-b-mPEG, via mecanismo
de polimerizacao por transferéncia reversivel de cadeia por adicao-
fragmentacao (RAFT/MADIX)

Essa metodologia foi dividida em duas etapas distintas: primeiramente
foi sintetizado um macroagente de transferéncia de cadeia do tipo RAFT/MADIX a
base de mPEG e, em seguida, esse macroagente foi utilizado para polimerizar, de

forma controlada, a NVCL, via mecanismo RAFT.
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3.2.3.1. Sintese do macroagente de transferéncia de cadeia RAFT/MADIX,
mPEG-0EX

Figura 3.3 — Esquema das reagbes de sintese do macroagente de transferéncia de
cadeia do tipo mPEG-oEX.
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Fonte: Lui et al., 2014.

O procedimento adotado para a sintese do macroagente RAFT/MADIX,
conforme descrito abaixo, foi adaptado de Liu et al. (2014). Foram sintetizados
dois macroagentes de massas molares distintas (MPEG-oEX de 2000 e 5000

g/mol).

Primeiramente, foi feita a substituicdo das hidroxilas terminais do
mPEG por atomos de bromo, de acordo com a seguinte metodologia: mPEG-OH
(4 mmol de grupos -OH) e trietilamina (12 mmol, 1,67 mL) foram adicionados em
um baldo de fundo redondo de 250 mL e solubilizados em 100 mL de
diclorometano em banho de gelo. Em seguida, foi preparada uma solucdo de
brometo de 2-bromopropionila (12 mmol, 1,3 mL) em 20 mL de diclorometano.
Essa segunda solucédo foi adicionada ao baldo de fundo redondo, imerso em
banho de gelo, contendo mPEG-OH e trietilamina, utilizando uma bomba
dosadora, a velocidade de 0,167 mL/min, durante duas horas. Ao final da adicéo,
o banho de gelo foi retirado e a reacdo ocorreu a temperatura ambiente por 24
horas, sob agitacdo magnética. Apdés remocao do precipitado formado, via
filtracao, 300 mL de diclorometano foram adicionados e a solugdo organica foi
lavada sucessivamente com HCI 1M (3 x 50 mL), NaOH 1M (3 x 50 mL) e agua
deionizada (2 x 50 mL). A solugéo polimérica foi concentrada, em um evaporador
rotativo, até cerca de 20 mL e, entdo, precipitada em 150 mL de éter gelado. O
produto foi seco sob vacuo a 30°C até peso constante, levando a formacao do
intermediario mMPEG-Br. As massas de mPEG-OH utilizadas nessas sinteses
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variaram de acordo com suas respectivas massas molares e estao apresentadas
na Tabela 3.4.

Tabela 3.4 — Condigdes experimentais utilizadas na sintese do intermediario mPEG-Br,
de 2000 e 5000 g/mol.

Mn = 2000 g/mol Mn = 5000 g/mol
Reagente

Massa (g) mmol Massa (g) mmol
TEA 1,2143 12 1,2143 12
BPB 2,5904 12 2,5904 12
mPEG-OH 7,7927 4 19,5503 4

TEA = Trietilamina; BPB= brometo de 2-bromopropionila.
Diclorometano (120 mL); banho de gelo por 2h;
Reacéo a temperatura ambiente por 24h.

Fonte: Préprio autor.

mPEG-Br (2 mmol) foi, entédo, dissolvido em 100 mL de acetona em um
baldo de fundo redondo de 250 mL, juntamente com 1,61 mL de piridina (20
mmol). Etilxantogenato de potassio (0,64 g, 4 mmol), solubilizado em 20 mL de
acetona, foi adicionado a solucdo inicial, gota a gota, a velocidade de 0,667
mL/min, durante 30 minutos, com auxilio de uma bomba dosadora. A mistura foi
entdo agitada por 24h, em um agitador magnético, a temperatura ambiente. O
precipitado foi retirado por filtragcdo e todo o solvente foi evaporado utilizando o
evaporador rotativo. O produto foi solubilizado novamente em 200 mL de
diclorometano e submetido a sucessivas lavagens com HC| 1M (3 x 30 mL),
NaOH 1M (3 x 30 mL) e agua deionizada (2 x 30 mL). A solu¢do polimérica foi
concentrada até cerca de 20 mL utilizando um evaporador rotativo e o polimero
foi, entdo, precipitado em 150 mL de éter gelado. O produto (mMPEG-0EX) foi seco
sob vacuo a 30 °C até peso constante. A Tabela 3.5 resume as condicdes

experimentais empregadas nessas sinteses.
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Tabela 3.5 — CondicGes experimentais utilizadas a sintese do macroagente de
transferéncia de cadeia mPEG-0EX de 2000 e 5000 g/mol.

Mn = 2000 g/mol Mn = 5000 g/mol
Reagente
Massa (Q) mmol Massa (Q) mmol
Piridina 1,5820 20 1,5820 20
oEX 0,6400 4 0,6400 4
mPEG-Br 3,8964 2 9,77515 2

0oEX = O-Etilxantogenato de potéssio;
Acetona (120 mL); Rea¢des conduzidas na temperatura ambiente, por um
periodo de 24h

Fonte: Proprio autor.

3.2.3.2. Sintese dos copolimeros em bloco, MmPEG-b-PNVCL, via o
mecanismo de polimerizacao controlada, RAFT/MADIX

Em um baldo de fundo redondo (50 mL) de trés bocas foram
adicionadas quantidades apropriadas (ver Tabela 3.6) de mPEG-oEX, NVCL e
trioxano (padréo interno), juntamente com 75% do volume total do solvente (1,4-
dioxano) e o sistema foi purgado com nitrogénio por 20 minutos. O AIBN
(iniciador) foi pesado separadamente e solubilizado nos 25% restantes do volume
do solvente. Atingida a temperatura desejada (65°C) a reacao foi iniciada pela
adicdo do iniciador ao meio reacional, durando 12 horas. Ao término das
polimerizacées a solucdo foi gotejada em 150 mL de n-hexano gelado. Em
seguida, o precipitado formado foi solubilizado em 5 mL de diclorometano e
precipitado novamente em n-hexano gelado. Finalmente, o copolimero foi filtrado
e seco sob vacuo a 30 °C para eliminar os residuos de solvente. O padrao interno
(trioxano) foi utilizado para estudo cinético, via RMN 'H. As condicdes
experimentais empregadas nessas sinteses estdo resumidas na Tabela 3.6. A
Figura 3.4 apresenta o esquema das reacdes de polimerizacado para obtencao do
copolimero em bloco, mPEG-b-PNVCL.
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Figura 3.4 — Esquema das reacOes de extensdo de cadeia utilizando o macroagente
RAFT mPEG-oEX, para obtengéo dos copolimeros em bloco, mPEG-b-PNVCL.
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Tabela 3.6 — Formulagbes avaliadas para a sintese dos copolimeros em bloco, mPEG-b-

PNVCL, via o mecanismo RAFT/MADIX.

Razao

R ~ NVCL-AIBN:MGTA NVCL AIBN mPEG-0EX Vol1 4 Dioxano Trioxano Mnresrico”
eaeao ' (mol)'m 9 @ mem (mL) (@) (g/mol)
R1 100:0,2:1 2,7838 0,0026 0,3898% 8,4 0,3003 15800
R2 150:0,2:1 41757 0,0026 0,3898a 12,5 0,4504 22800
R3 200:0,2:1 5,5676 0,0026 0,3898a 16,7 0,6005 29700
R4 100:0,3:1 2,7838 0,0039 0,3898% 8,4 0,3003 15800
R5 150:0,3:1 41757 0,0039 0,3898a 12,5 0,4504 22800
R6 100:0,2:1 4,7425 0,0026 0,9774b 14,2 0,5115 18800
R7 150:0,2:1 6,1344 0,0026 0,9774b 15,2 0,5450 25800
R8 200:0,2:1 7,5263 0,0026 0,9774b 22,6 0,8118 32700
R9 100:0,3:1 4,7425 0,0039 0,9774b 14,2 0,5115 18800
R10 150:0,3:1 6,1344 0,0039 0,9774b 15,2 0,5450 25800

& mPEG-0EX 2000 g/mol; ® MPEG-0EX 5000 g/mol;
¢ MnTe()rico=[NVCL].f.MMNVCL/[mPEG'OEX]+MnmpEG.05x,

Onde: [NVCL]/[mPEG-0EX] = Razao [Mon6mero]/[mCTA] = 100, 150 ou 200; f = conversao de monémero (100%);
MMvci= Massa molar da NVCL (139,1 g/mol); Mnmees.cex = Massa molar média do macroagente RAFT determinada

por RMN (1949 ou 4887 g/mol).

Fonte: Préprio autor.
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3.2.4. Obtencao de particulas constituidas de copolimeros em bloco
mPEG-b-PNVCL via secagem por atomizacao (“spray drying”)

Para a formacao de particulas constituidas dos copolimeros em bloco
previamente sintetizados, utilizou-se o equipamento Nano Spray Dryer B-90
(Buchi) (Figura 3.5), locado no Laboratério de Polimeros (LabPol), da Escola de
Engenharia de Lorena (EEL/USP). Inicialmente foram estudadas algumas
condicbes do processo para otimizacdo das propriedades das particulas, tais
como tamanho, polidispersidade e morfologia. Este estudo foi feito com o
copolimero, PNVCL-b-mPEG, obtido na reacao de acoplamento, B13 (PNVCL-b-
mPEG), utilizando como homopolimeros a PNVCL de massa molar 5516 g/mol
(reagdo S1) e o mMPEG-OH, de massa molar 2000 g/mol. Os parametros
estudados foram: concentragdo de polimero (1, 0,5 e 0,1 % (m/v)), tipo de
solvente (agua ou etanol PA); além do tamanho da malha do bico de atomizagéo
(4 ou 7 um). Outras variaveis foram mantidas constantes como temperatura de
entrada (110 °C), a taxa de atomizacdo (“spray rate”, 100%), velocidade da
bomba de alimentacao (“Pump” 2) e fluxo de gas na camara de secagem (110 L
min™). O inert loop operou a 10 °C e o desumidificador a 40%. A presséo interna
variou entre 40 e 50 mbar e a temperatura de saida entre 40 e 45 °C. A Tabela
3.7 resume as formulacdes utilizadas. A massa de copolimero foi pesada em um
béquer de 50 mL e, em seguida, esta foi solubilizada com 30 mL de solvente sob
agitacao magnética. Apés completa solubilizacdo do copolimero, esta solugao de

alimentacao, foi levada ao Nano Spray Dryer B-90 para iniciar as atomizacoes.
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Figura 3.5 — Nano Spray Dryer B-90, fabricado pela Bichi.

Fonte: Préprio autor.

O tempo total de atomizacao foi medido para determinagao da taxa de
alimentacao, sendo que este pode variar de acordo com o tamanho da malha do
bico atomizador e outras condi¢des de processo como a concentracdo dos
solutos, a temperatura de entrada e a taxa de atomizacao (ARPAGAUS, 2013).
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Tabela 3.7 — Formulagdes estudadas para a otimizagdo da morfologia e da distribuicao
de tamanhos das particulas, utilizando como matriz polimérica, o copolimero em bloco,
PNVCL-b-mPEG, obtido na reacao B13.

Concentracao
Massade Volume de )
da solucao Malha do bico de
o Polimero Solvente Solvente L
polimérica % atomizagéo (um)
(mg) (mL)
(m/v)
B13_NSDO1 1,0 300 30 Etanol 7
B13_NSD02 1,0 300 30 Agua 7
B13_NSDO03 0,5 150 30 Etanol 7
B13_NSD04 0,5 150 30 Agua 7
B13_NSD05 0,1 30 30 Etanol 7
B13_NSD06 0,1 30 30 Agua 7
B13_NSDO07 0,1 30 30 Etanol 4

Fonte: Proprio autor.

Determinada a melhor condicdo de processo para este sistema,
seguiu-se, entdo, para a etapa de encapsulacdo do cetoprofeno nas matrizes

poliméricas.

3.2.5. Encapsulacao de cetoprofeno nas matrizes poliméricas

Para o estudo da encapsulacdo de cetoprofeno, via secagem por
atomizagao (spray-drying) utilizou-se os copolimeros em bloco PNVCLssie-b-
MPEG2423 € PNVCLss16-b-mPEGy7s7¢1 obtido pelas reagdes de acoplamento B13 e
B14, respectivamente. As formulacdes iniciais foram preparadas com 30 ou 50 %
(m/m) de cetoprofeno em relagdo a massa de copolimero na solugdo de
alimentacao. Para efeito de comparacao foram feitas, ainda, duas atomizacdes
com as mesmas massas de cetoprofeno utilizadas nas formulagdes de 30 e de 50
% (m/m), porém na auséncia do copolimero. A Tabela 3.8 apresenta as

formulacdes utilizadas para a encapsulacao do farmaco na matriz polimérica.
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Em um béquer de 100 mL foram adicionadas quantidades apropriadas
de cetoprofeno e copolimero e, em seguida, adicionou-se 50 mL de etanol e a
solucdo foi mantida sob agitacdo magnética por 30 min para completa
solubilizacdo. Quando utilizou-se o copolimero de maior massa molar, PNVCLss16-
b-mPEG7s71, foi necessario deixar a solucdo em banho de ultrassom por 10
minutos para a completa solubilizacéo do copolimero.

Tabela 3.8 — Formulagdes utilizadas para a encapsulagdo do cetoprofeno, empregando
como matriz polimérica, PNVCL-b-mPEG, de diferentes massas molares.

Cetoprofeno / Quantidades
Copolimero
Copolimero (%) Cetoprofeno (mg) Copolimero (mg) Etanol (mL)
NPEO1  PNVCLssi6-b-mPEG2423 30 15 50 50
NPEO2 PNVCLssi6-b-mPEG7s71 30 15 50 50
NPEO3  PNVCLssig-b-mPEG2423 50 25 50 50
NPE04  PNVCLssi6-b-mPEG7s71 50 25 50 50
CT1 Cetoprofeno * 15 0 50
CT2 Cetoprofeno * 25 0 50

Fonte: Préprio autor.
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3.2.6. Caracterizacoes

3.2.6.1. Dosagem de grupos carboxilicos terminais da PNVCL-COOH, via
titulacao condutimétrica

A dosagem dos grupos carboxilicos presentes nas extremidades das
cadeias de PNVCL-COOH foi feita por titulacdo condutimétrica, segundo a
seguinte metodologia: 0,5 g do polimero foi solubilizado em 100 mL de uma
solucdo de NaCl (1mM). Antes das medidas de condutividade, foram adicionados
0,5 mL de uma solugéao de HCI (0,1 M) a solucao polimérica inicial. A titulacao foi,
entdo, realizada com uma solucdo de NaOH (0,01 M) (Lauzier et al, 1994).
Encontrado o ponto de equivaléncia da titulagdo, a dosagem dos grupos
carboxilicos, pode ser estimada pela seguinte férmula (OLIVEIRA, 2004):

[COOH] = YnaonFraonMyaon

MpNVCL

Onde,

[COOH] = Concentragédo de grupos carboxilicos (g/mol);
Vvaon = VOlume gasto de NaOH (L);

fvaom = Fator de correcao da solucao de NaOH;

Myaou = Concentragdo da solugdo de NaOH (mol/L');
mpyver = Massa de PNVCL-COOH (g);

Considerando que, em teoria, todas as extremidades das cadeias
poliméricas possuem terminacao carboxila, estima-se, entdo, a massa molar

numérica média (M,) de cada amostra em g/mol, segundo a equagéo proposta

por Stuart, 2002:
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M, = TeNver 2)
" Vyaow fvaon-Myaon
3.2.6.2. Determinacao da Temperatura Critica inferior de solubilizacao

(LCST)

Para a determinacdo da Temperatura Critica Inferior de Solubilizacao
(LCST) tanto dos homopolimeros PNVCL quanto dos copolimeros em bloco,
utilizou-se a técnica de espectrofotometria de UV/Visivel, utilizando um
equipamento Genesys 10S (Thermo Scientific), locado no Laboratério de
Polimeros do LOQ - EEL/USP. Depois de purificados, os polimeros foram diluidos
em 4gua a concentracdo de 5 g L. A leitura da transmitancia dptica foi realizada
em um comprimento de onda de 570 nm em um intervalo de temperatura entre 28
e 42 °C, com incremento de 1°C/min. A LCST das solugbes poliméricas foi
estabelecida como sendo a temperatura na qual houve um decréscimo superior a
50% da transmitancia optica da solucéo inicial (MEDEIROS et al., 2010).

3.2.6.3. Cromatografia de Permeacao em Gel (GPC)

A massa molar numérica média (Mn ), a massa molar ponderal média
(Mw) e a dispersidade (D) dos polimeros foram determinados pela técnica de
cromatografia de permeacdo em gel (GPC). Utilizou-se um cromatégrafo da
marca Waters, incluindo uma bomba isocratica Waters 1515, injetor automatico
Waters 717 Plus, detector de indice de refracdo Waters 2414 (Laboratério de
Polimeros, LOQ - EEL-USP). As amostras foram dissolvidas em THF, na
concentragdo de 10 mg/mL, filtradas em filtro de membrana de PVDF modificada
(0,45 ym) e depois injetadas no equipamento. As andlises foram realizadas
empregando colunas Phenogel, marca Phenomenex de 500, 10° e 10* A. THF foi
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utilizado como eluente, numa vazdo de 1 mL/min™", e a temperatura interna das
colunas foi mantida a 30 °C. A curva de calibracdo foi construida utilizando

padrdes de poliestireno.

3.2.6.4. Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H)

Os homopolimeros e os copolimeros em bloco foram caracterizados
por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) em um
espectrofotobmetro Varian, modelo Mercury, 300 MHz, no Laboratério de
Espectrometria do LOQ — EEL/USP. Para estas andlises, cerca de 10-15 mg de
amostra foram solubilizados em 0,5 mL de solvente deuterado (CDCls).

3.2.6.5. Espectrometria de Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

A composicdo quimica dos homopolimeros e dos copolimeros em
bloco, apés o processo de purificacdo e secagem, foi avaliada através da
espectrometria de infravermelho (FTIR). Estas analises foram conduzidas,
utilizando-se pastilhas de KBr, em um aparelho da marca Shimadzu, modelo IR
Prestige-21, locado no Laboratério de Polimeros do Departamento de Engenharia
de Materiais (LOM) da EEL/USP.
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3.2.6.6. Calorimetria Exploratodria Diferencial (DSC)

As analises térmicas dos homopolimeros, dos copolimeros, do
cetoprofeno puro e das particulas foram realizadas em um equipamento da marca
TA Instruments, modelo Q20, calibrado com padrées de indio (In) (Laboratério de
Polimeros LOQ-EEL/USP). As amostras (cerca de 7 mg) foram inseridas em um
porta amostra hermético e analisadas nas seguintes condicbes: taxa de
aquecimento de 20°C/min, faixa de temperatura compreendida entre -80 e 250 °C,
fluxo de nitrogénio 50 mL/min. O resfriamento foi feito com adicdo de nitrogénio
liquido, com a auxilio de um “Quench cooler’.

3.2.6.7. Difracao de Raios X

Para determinar a cristalinidade do cetoprofeno puro e das particulas
poliméricas contendo cetoprofeno utilizou-se a técnica de difracao de raios X. O
difratbmetro da marca PANnalytical, modelo Empyrean, foi operado com feixe de
radiagdo monocromatica de CuKa, com intervalos angulares de 10 — 90°, com
passo angular de 0,02° e tempo de contagem de 20 segundos. Os ensaios foram
realizados no Laboratério de Difracdo de Raios X do Departamento de
Engenharia de Materiais (LOM) da EEL/USP.

3.2.6.8. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia das particulas de PNVCLss16-b-mPEG2423 € PNVCLss16-b-
mPEG?7s7¢1 puras e contendo cetoprofeno, obtidas por secagem por atomizacgéo, foi
avaliada utilizando a técnica de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV). O
equipamento, marca Zeiss, modelo Evo LS215, foi operado com uma voltagem de
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2 a 5kV e com magnitude de 10000 ou 20000 x. Antes de realizar as micrografias,
as amostras foram metalizadas com uma fina camada de ouro. O equipamento
esta locado no Laboratério de Imagens de Materiais (LAIMat) da Universidade
Estadual Paulista, campus de Guaratingueta-SP (FEG/UNESP).

3.2.6.9. Determinacao da eficiéncia de recuperacao das particulas secas
por atomizacao

A eficiéncia de recuperacdo (ER) das particulas foi calculada pela
razao entre a quantidade de particulas recuperada apés a atomizagdo, em massa,
e a quantidade total de polimero, em massa, na solugao inicial. A férmula para
determinacao da eficiéncia de recuperacédo (ER) esta representada pela equacgéao

(1):

ER (%) = %:":x 100 .(3)
ER = Eficiéncia de recuperacao das particulas (%);
M.= Massa de particulas recuperadas (mg);

M, = Massa total de polimero na solucdo de alimentacéo (mg);

3.2.6.10. Determinacao do teor de farmaco e eficiéncia de encapsulacao do
farmaco nos copolimeros

Além da eficiéncia de recuperacdo, determinou-se, ainda, o teor de
farmaco (TF) e a eficiéncia de encapsulacdo (EE) do fa&rmaco nas matrizes
poliméricas. Para estimar o TF e a EE foi necessario determinar a quantidade de
cetoprofeno nas particulas apés a atomizacdo. Para isto foi elaborada,
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primeiramente, uma curva de calibracdo utilizando a técnica de espectrofotometria
de UV/vis. A curva de calibracao do cetoprofeno foi feita, em tampao fosfato com
pH 7,4, e em um comprimento de onda de 260 nm. Inicialmente, pesou-se 10 mg
de cetoprofeno e diluiu-se em 100 g de tampao e, entdo, retirou-se uma aliquota
desta solucgao inicial (C0) e diluiu-se com tampao e verificou-se a absorbancia em
260 nm (C1). Retirou-se, entdo, uma aliquota desta solucao de concentracao C1,
a diluiu-se novamente com tampao, dando origem a solugéo de concentracéao C2,
e verificou-se a absorbancia em 260nm. O mesmo procedimento foi repetido
sucessivas vezes para a obtencédo da solugédo de cetoprofeno nas concentracoes
C3-C11, conforme pode ser observado na Tabela 3.9. A Figura 3.6 apresenta o

grafico correspondente a curva de calibracao

Tabela 3.9 — Concentragdes das solugbes de Cetoprofeno em tampao fosfato, com pH
7,4 e leituras de absorbancia no UV/visivel, em comprimento de onda de 260 nm.

Concentracao Absorbancia
Diluicao
(MYcetoprofeno/ Jtampao) (260nm)
C1 0,0202 1,298
c2 0,0165 1,060
C3 0,0138 0,882
C4 0,0119 0,770
C5 0,0103 0,669
Cé 0,0088 0,576
C7 0,0072 0,473
C8 0,0054 0,353
C9 0,0038 0,258
C10 0,0027 0,184
C1i1 0,0008 0,062

Fonte: Préprio autor.
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Figura 3.6 — Curva de calibracdo do cetoprofeno em tampao fosfato 7,4 obtida por
espectrofotometria de UV/vis, em comprimento de onda de 260nm.
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Fonte: Proprio autor.

Por regressao linear dos resultados obteve-se a equacao da reta que
relaciona a absorbancia com a concentracao de cetoprofeno em tampao fosfato
pH 7,4 (Equacéo (4)).

A=6366xC+00112 (4)
Onde,

A = Absorbancia;

€ = Concentragéo de cetoprofeno (Mgcetoprofeno/Gtampao);

Em seguida, a estimativa do teor de farmaco (TF) e da eficiéncia de
encapsulacao (EE) foi realizada da seguinte forma: cerca de 2 mg de amostra
foram dissolvidos em aproximadamente 25 g de tampéao fosfato pH 7,4 e mantidos
sob agitacao rigorosa por 48h a temperatura ambiente. Decorrido o tempo
necessario para solubilizar as particulas, uma aliquota foi retirada e a absorbancia

foi medida no espectrofotémetro de UV/vis em um comprimento de onda de 260
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nm. Quando necessario, as amostras foram diluidas para que a absorbancia
tivesse um valor entre 0,0 e 1,0. Com o auxilio da equacao de primeiro grau
obtido pela curva de calibracdo a massa de cetoprofeno final foi estimada e o TF
e a EE determinados de acordo com as equacdes (5) e (6), respectivamente.

M profemno final
TF(%) = —=2erel=e findl 10 ...(5)

Tpartcula final

M profeno final
EE (%) = ———teprefeneinal 4 10q ...(B)

“Cetoprofeno inicial

Onde,

M, ioprofenc final = Massa de cetoprofeno final obtida por espectrofotometria de
UV/vis (mg);

M = Massa de particula recuperada apés a atomizagao (mg);

particula final

M = Massa de cetoprofeno no solugdo de alimentagéo (mg);

cetopro feno, inicial

3.2.6.11. Ensaios de liberacao do cetoprofeno “in vitro” de cetoprofeno a

partir das matrizes poliméricas

A cinética de liberacao “in vitro” do cetoprofeno a partir das matrizes
poliméricas constituidas de PNVCL-b-mPEG foi avaliada em solucdo tampao
fosfato, em pH 7,4, em duas temperaturas diferentes: 25 e 37°C. A metodologia
empregada foi similar a descrita por Oliveira et al. (2013). As amostras foram
preparadas da seguinte maneira: 30g de solucdo tampdo foram pesados e
deixados sob agitacdo magnética a 200 rpm na temperatura desejada, em
seguida, cerca de 2 mg de amostra foram adicionados a solugdo. Foram retiradas
aliquotas de 2 mL em tempos predeterminados: 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 15, 20,

30, 40, 50, 60, 90, 120 minutos e a absorbéancia correspondente a cada aliquota
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foi determinada por espectrofotometria de UV/Vis em comprimento de onda de
260 nm e a concentracdo de cetoprofeno em cada aliquota foi determinada,
utilizando a curva de calibragdo mostrada na Figura 3.6. Apéds a leitura por UV/Vis
as aliquotas retiradas retornaram para o meio de liberacdo. Os ensaios foram

realizados em triplicata.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Sintese do copolimero em bloco, PNVCL-b-mPEG, via reacoes de
acoplamento

A primeira rota quimica adotada para a sintese dos copolimeros em
bloco, constituidos de poli(N-vinilcaprolactama) e poli(etileno glicol) foi o
acoplamento entre homopolimeros com funcdes reativas terminais. Para isto,
explorou-se as reagdes de esterificacdo, envolvendo a PNVCL-COOH e o mPEG-
OH, na presenca de um agente de acoplamento e de uma catalisador.
Inicialmente sintetizou-se a PNVCL-COOH com terminacdo carboxila pelo
mecanismo de polimerizacao via radicais livres, na presenca de um agente de
transferéncia de cadeia (CTA) da classe das mercaptanas (acido 3-
mercaptopropidénico, MPA). Este CTA atua como um agente de controle de massa
molar ao mesmo tempo que funcionaliza as extremidades das cadeias de PNVCL

finais.

4.1.1. Sintese da poli(N-vinilcaprolactama) com grupos carboxilicos
terminais (PNVCL-COOH)

Os homopolimeros de PNVCL-COOH, foram sintetizados, pelo
mecanismo de polimerizagdo via radicais livres, utilizando duas razdes de
[CTAJ/[NVCL] com o objetivo de preparar dois polimeros de massas molares
diferentes. A Tabela 4.1, a seguir, apresenta os resultados de massa molar

numérica média (#,) dos homopolimeros, obtidos via as técnicas de GPC,
titulacdo condutimétrica e RMN de 'H. Além da massa molar (M,), também estao

apresentados os resultados das dosagens dos grupos carboxilicos e de
dispersidade (D). A intensidade relativa dos picos em & = 4,30 (1H, -NCH-, b) e
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2,84 (2H, -SCH.C-, h) ppm da PNVCL-COOH (Figura 4.2) foi utilizada para
calcular a massa molar numérica média (#,,) por RMN de 'H (PRABAHARAN et

al., 2009).

Tabela 4.1 — Dados de massa molar média obtidos pelas técnicas de GPC, titulagéo
condutimétrica e RMN 'H para o produto das sinteses da poli(N-vinilcaprolactama) com
terminacao carboxila (PNVCL-COQOH).

~ % T i GI’UpOS gl T kA
~ Relacao M, M, My o My M,
Reacdo | rctaynver]  (gmoy  (gmoy /. O b%gf;?)’( 100 o) (g/mo)
S 0,100 5516 7532 137 0,1590 6289 6631
s2 0.050 6492 10014 154 0.0733 13646 7694

* Massa molar numérica média obtida por GPC. ** Massa molar média obtida por titulagdo. *** Massa
molar média obtida por RMN 'H

Fonte: Proprio autor.

Como era esperado a diminuicdo da razdo CTA/Mon6mero de 10 para
5%, acarretou no aumento da massa molar dos homopolimeros de 5516 para
6492 g/mol. Resultados semelhantes foram previamente reportados por Medeiros
et al. (2010), na sintese da poli(N-vinilcaprolactama) e também por Chen et al.
(1997), na polimerizacao da poli(N-isopropilacrilamida). Em ambos os trabalhos,
utilizou-se 0 mesmo agente de transferéncia de cadeia (CTA), ou seja, o acido 3-
mercaptorpopidnico (MPA) para reducdo das massas molares dos polimeros e
funcionalizacdo das extremidades das macrocadeias. A Figura 4.1 apresenta o
perfil das curvas de GPC para os produtos obtidos nestas primeiras sinteses.
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Figura 4.1 — Cromatogramas de GPC dos homopolimeros, PNVCL-COOH, sintetizados
com diferentes razdes molares entre agente de transferéncia de cadeia e mondmero
(CTA/NVCL).

[ —— PNVCL-COOH (S2) —— PNVCL-COOH (S1) |

26 28 30 32 34 36
Volume de Eluigao (ml)

Fonte: Préprio autor.

Além da determinacdo da massa molar por GPC, também é possivel
calcular o tamanho das cadeias poliméricas por titulacao, utilizando as equacdes
propostas por Stuart (2002), e por RMN de 'H (IZUNOBI E HIGGINBOTHAM,
2011). Uma caracteristica particularmente util do espectro de RMN 'H na
determinacdo da massa molar & que, as areas sob 0s picos de ressonancia no
espectro, sdo proporcionais a concentracdo molar das espécies na amostra
analisada. Assim é possivel estimar a massa molar do polimero utilizando as
equacbes (7) e (8). A equacao (7) é utilizada para encontrar o numero de
unidades repetidas de monémero presente na macromolécula, para isto, é preciso
definir um préton que nao esteja repetido ao longo da cadeia (ou: um préton que
nao esteja presente em uma unidade repetida ao longo da cadeia...) apresente
unidades repetidas na cadeia (h), geralmente presente em um grupo terminal, e
um outro caracteristico do monémero em questdo (b) (IZUNOBI;
HIGGINBOTHAM, 2011).

% — 4 . (7)

Ay Ay Mp

Onde 4 é a area ou intensidade do pico das espécies b ou h no espectro, n
o numero de repeticbes da unidade na cadeia polimérica € m o numero de

prétons destas espécies. Como pode ser visto na Figura 4.1, no caso da PNVCL-

COOH, n, =1, m, =2, m,, =2 e 4, =1, assim, empregando a equacgao (7) é
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possivel determinar o numero de repeticdo da unidade monomérica na cadeia do

polimero (n,). De posse deste resultado € possivel estimar a massa molar
numérica média (AM,) utilizando a equacdo (8) (IZUNOBI; HIGGINBOTHAM,
2011):

M, =n,. MM, + MM, ....(8)
Onde,
MM, = 139,19 g/mol, corresponde a massa molar da unidade repetida;
MM, = 105 g/mol, corresponde a massa molar do grupo terminal;

Figura 4.2 — Espectro de RMN 'H dos homopolimeros, PNVCL-COOH, sintetizados com
10 e 5% molar de CTA em relacao ao mondémero em cloroférmio deuterado.

b S\h/\
H a COOH
- (0] N

A) PNVCL-COOHS1
// U M M h
Y

- \_Y_/ -

b MM, h

2344
100{

e

B) PNVCL-COOH S2

272/{

8

r T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
5.0 4.9 4.8 4.7 4.6 4.5 4.4 4.3 4.2 4.1 4.0 3.9 3.8 37 3.6 3.5 3.4 33 3.2 3.1 3.0 29 2.8 2.7 2.6
ppm

Fonte: Proprio autor.

No caso da PNVCL-COOH a massa molar foi calculada, por RMN 'H,
combinando as equacdes 7 e 8:

Ap.l1.2
Ap-1

i, = MMbAhLT + MM, = 139,19

e

+105, ... (9)
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Assim, substituindo os valores da intensidade do pico 4, e 4, para os

homopolimeros de PNVCL, sintetizados com 10% (S1) e 5% (S2) de MPA,
determina-se a massas molares correspondentes, apresentadas na Tabela 4.1.

Comparando as massas molares obtidas por GPC, via titulagdo e por
RMN 'H, observou-se uma diferenca significativa entre os valores obtidos. Isto era
esperado uma vez que a determinacdo da massa molar em polimeros, em geral,
conduz a um valor médio e ndo absoluto. Cada técnica possui vantagens e
desvantagens por exemplo, quando se utiliza a cromatografia de permeagdo em
gel o principal problema esta no fato de que o principio fundamental de separacao
€ baseado no volume hidrodindmico do polimero, sendo assim, podem haver
diferengas entre os volumes hidrodindmicos do polimero em andlise (PNVCL) e
do padrdo utilizado para fazer a curva de calibragdo (ex.: PS, PMMA, etc.)
(IZUNOBI; HIGGINBOTHAM, 2011). Ja para se estimar a massa molar por
titulagdo e por RMN 'H é necessario admitir que todas as cadeias poliméricas
tenham um grupo carboxilico terminal proveniente do MPA, o que ndo € verdade,
visto que, o mecanismo de polimerizagdo empregado nao é controlado e,
portanto, reacdes laterais podem ocorrer e levar a formacdo de homopolimeros
sem funcionalizagdo. Prova disto é que os valores de massa molar numérica
média, obtidos por RMN 'H e titulacdo sdo maiores do que o valor obtido por
GPC, o que é plausivel, posto que, se todas as cadeias poliméricas possuissem
grupos —COOH na extremidade, seria encontrada uma concentracdo maior de
acido, por titulacdo, levando a um menor valor de massa molar, visto que, a
relacdo entre a dosagem dos grupos carboxilicos e a massa molar é
inversamente proporcional, como pode ser observado nas equacgdes (1) e (2), do
capitulo 3, Materiais e Métodos. O mesmo raciocinio pode ser feito com relacao a
massa molar obtida por RMN 'H, havendo mais grupos carboxilicos na cadeia
polimérica, maior seria a intensidade da area correspondente aos protons do
grupo h, a & = 2,84 ppm (An) em relacao a area referente aos prétons da unidade
repetida, em b (Ap, & = 4,30 ppm) 0 que geraria uma menor massa molar. Assim,
fica claro que ha polimeros ndo funcionalizados presentes no produto final.
Cernoch et al. (2015), reportaram a sintese da PNVCL, em benzeno, utilizando
MPA e AIBN, como agente de transferéncia de cadeia e iniciador,
respectivamente. Segundo os autores a PNVCL obtida apresentou 55% de



91

funcionalizacdo, de acordo com os dados do teor de enxofre, proveniente do
MPA, na cadeia de PNVCL-COOH, obtido pela técnica de analise elementar.
Entretanto esta taxa de funcionalizacdo pode variar de acordo com as condicoes

de sintese.

Andlises de RMN 'H também foram realizadas com o objetivo de
confirmar a estrutura dos homopolimeros de PNVCL, sintetizados nesta etapa. A
Figura 4.3 apresenta o espectro de RMN '"H do mon6émero (NVCL) e a Figura 4.4
o espectro dos polimeros (PNVCL-COOH) obtidos nas reagbes S1 e S2.

No espectro de RMN 'H da NVCL, os prétons dos grupos metileno (6H,
-CH2-, a, do anel caprolactama) sdo equivalentes e aparecem em & 1,51-1,82
ppm. Os picos referentes aos grupos CHy, préximos a carbonila (2H, -CH>C=0, b)
e ao nitrogénio do anel caprolactama (2H, -CH2N-, ¢) sdo observados em 2,42 e
3,55 ppm respectivamente. Os picos presentes em 4,28, 448 e 7,35 ppm
correspondem aos prétons do grupo vinilico (2H, CH.=, d e e), (1H, -NCH=, f),

respectivamente.

Figura 4.3 — Espectro de RMN 'H da N-vinilcaprolactama (NVCL), obtido em
equipamento Varian Mercury, 300 MHz, utilizando cloroférmio deuterado como solvente e
TMS como referéncia.
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Fonte: Proprio autor.

No espectro de RMN 'H da PNVCL-COOH os picos, em geral,

tornaram-se mais largos, confirmando a presenca das macrocadeias. O espectro
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apresentou picos em 6=4,3 (ppm) (1H, -HCN- da posicéao a, b), 3,2 (2H, -NCH>-,
c), 2,3 (2H, -COCH»-, g), e 1.1-1.9 (6H, -CH.-, d, e e f, do anel caprolactama), e
1,8 ppm (2H, -CH»-, a). Também foram observados dois sinais em &= 2,75 e 2,81
ppm referente aos protons provenientes do agente de transferéncia de cadeia
(2H, -CH>CH.CO, i) e (2H, -SCH.CH,-, h) (PRABAHARAN et al., 2009). No
espetro da PNVCL-COOH nao foram identificados os picos dos prétons do grupo
vinilico em 6=7,35 ppm, 0 que confirma a auséncia de monémeros residuais no

polimero final.

Figura 4.4 — Espectro de RMN '"H da PNVCL-COOH, sintetizada com 10% de MPA (S1)
e 5% de MPA (S2), em cloroférmio deuterado.
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Fonte: Préprio autor.

Para confirmar a presenca dos grupos carboxilicos nas macrocadeias
de PNVCL, o produto das reagdes S1 e S2 foram submetidos a analises de FTIR
e 0s espectros obtidos estdo apresentados na Figura 4.5. Primeiramente,
observa-se uma banda larga em 3450 cm™, caracteristica de grupos OH e outra
em 1640 cm’, referente & deformacdo axial da carbonila (C=0O) do anel
caprolactama. Além disso, a banda referente a deformacao axial da ligagcao C-O
da carboxila pode ser observada em 1250 cm™. A presenca das bandas

mencionadas acima pode, portanto, confirmar a funcionalizacado das extremidades
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das macrocadeias de PNVCL com os grupos carboxilicos, provenientes do agente
de transferéncia de cadeia, acido 3-mercaptopropibnico.

Figura 4.5 — Espectros de FTIR dos produtos (PNVCL-COOH), obtidos das reacdes S1 e
S2.
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Fonte: Proprio autor.

4.1.2. Reacoes de acoplamento

Quando se pretende sintetizar copolimeros em bloco, partindo-se de
dois homopolimeros semitelequélicos, varios agentes de acoplamento podem ser
empregados. Neste trabalho, para a sintese dos copolimeros em bloco, PNVCL-b-
PEG, optou-se pela utilizacao da diciclo-hexilcarbodiimida (DCC), como agente de
acoplamento e da 4-(dimetilamino)piridina (DMAP) como catalisador. O tempo € a

temperatura de reacao, além da proporcao entre os homopolimeros de partida
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sao variaveis importantes no processo e por este motivo, foram avaliados neste

projeto. As concentragdes de DDC e DMAP foram mantidas constantes.

O PEG utilizado em todas as sinteses € de origem comercial (Sigma
Aldrich) e possui uma hidroxila livre em apenas uma das extremidades da cadeia
(mPEG-OH). Duas massas molares foram indicadas pelo fornecedor (2000 e
5000 g/mol). Para confirmar os valores de massa molar indicados nas fichas
técnicas dos produtos, os mesmos foram analisados pelas técnicas de GPC e de
RMN 'H. Os valores de massa molar e de dispersidade encontrados nestas
analises foram comparados com os valores informados pelo fornecedor (Tabela
4.2). Os cromatogramas de GPC, obtidos para as amostras de mPEG-OH, de
massas molares iguais a 2000 e 5000 g/mol estao representados na Figura 4.6.

Tabela 4.2 — Resultados obtidos na caracterizagdo dos homopolimeros, mPEG-OH,
pelas técnicas de GPC (THF, padrdao PS) e RMN 'H (Cloroférmio deuterado).

GPC RMN Fabricante

&, (g/mol) D B, (g/mol) [OH] (mol/kg)  if,(g/mol)
mPEG 2000 2423 1,09 2242 0,5133 1949
mPEG 5000 7871 1,08 5825 0,2046 4887

Fonte: Préprio autor.

Figura 4.6 — Cromatogramas de GPC dos homopolimeros de partida de poli(etileno
glicol) de 2000 e 5000 g/mol.
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Fonte: Préprio autor.



95

Como pode ser visto na Figura 4.6, tanto o mPEG-OH de 2000 g/mol
quanto o polimero com 5000 g/mol apresentam uma distribuicdo de tamanho de
cadeias estreita e, consequentemente, baixa dispersidade (D). A técnica de
ressonancia magnética nuclear de prétons foi utilizada para confirmar a estrutura
quimica e estimar a massa molar do mPEG-OH, empregando as equagdes (7) e
(8) de modo similar ao adotado para calcular a massa molar da PNVCL-COOH.
Na Figura 4.7 sdo apresentados os espectros de RMN 'H, correspondentes aos
homopolimeros, mPEG-OH, de 2000 g/mol e de 5000 g/mol.

Figura 4.7 — Espectros de RMN 'H dos homopolimeros, mPEG-OH, de 2000 g/mol e de
5000 g/mol.
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Fonte: Proprio autor.

Na Figura 4.7, é possivel identificar os deslocamentos quimicos
caracteristicos do mPEG-OH em &= 3,37 ppm (3H, -OCHS3, 1); 3,50 — 3,70 ppm
(4H, -OCH2CH2-, 2, 3, 4, 5 e 6); 3,85 — 3,90 (2H, -CH2CH20H, 7).

Apés as caracterizacbes dos homopolimeros foi dado inicio ao estudo
do efeito das condicbes experimentais, para a sintese de copolimeros em bloco,
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via reagdes de acoplamento entre PNVCL-COOH e mPEG-OH. A Tabela 4.3
resume o0s resultados de massa molar (M,) e dispersidade (D) obtidos para os
produtos das reacdes de acoplamento utilizando o DCC e o DMAP como agente
de acoplamento e catalisador, respectivamente. A massa molar numérica média
tedrica (IM,resico) fOI determinada pela soma algébrica das massas molares dos
blocos de partida, obtidas por GPC (7, 1esrico=(5516)pnver.coon +(2423)mpec.on = 7939
g/mol).

Tabela 4.3 — Dados de massa molar numérica média (M,), dispersidade (D) e a

caracteristica das curvas de distribuicdo de massas molares, obtidos por GPC, para os
copolimeros em bloco, PNVCL-b-PEG, obtidos via rea¢des de acoplamento, empregando
DCC como agente de acoplamento e DMAP como catalisador.

- Mnexp Distribuicdo de massa
Reacao (g/mol) b molar
B1 4421 1,51 Bimodal
B2 4869 2,08 Bimodal
B3 3712 1,49 Bimodal
B4 5791 1,31 Monomodal com ombro
B5 3801 2,13 Bimodal
B6 5809 2,33 Bimodal
B7 3911 2,67 Bimodal
B8 6535 2,04 Monomodal larga
B9 3876 1,52 Bimodal
B10 6583 1,52 Bimodal
B11 6190 1,42 Bimodal
B12 8786 1,58 Monomodal
MF 4823 1,43 Bimodal

MF = Mistura fisica dos homopolimeros de partida, na

proporcao 1:1. Mnieerico=7939 g/mol;
Fonte: Préprio autor.

Na literatura, ndo ha consenso com relacdo a razdo entre as
concentracbes de agentes de acoplamento, de homopolimeros e de catalisador
como pode ser visto na Tabela 2.1, da revisao bibliogréafica (capitulo 2). O tempo
de reagao, em geral, varia entre 24 e 48h e, normalmente, a reagéo € conduzida a
temperatura ambiente. A reacdo de esterificacdo entre acidos carboxilicos e
alcoois, catalisada por DMAP, na presenca de DCC, foi reportada por Neises e
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Steglich® (1978 apud COULEMBIER; DUBOIS, 2012, p. 1672). Segundo 0s
autores, a adicao de DMAP acelera a reacao de esterificacao ativada por DCC,
resultando em bons rendimentos de reacdo, mesmo a temperatura ambiente. Por
isto, neste estudo, algumas reagdes foram realizadas na temperatura ambiente.
Contudo, em se tratando de reacdes envolvendo polimeros, o aumento da
temperatura da reacdo, devera aumentar o rendimento das reacdes. Este
aumento no rendimento da reacdo em funcdo do aumento da temperatura se
deve ao aumento da probabilidade de encontro das extremidades das cadeias
poliméricas, como reportado por Erothu et al, (2013), no caso de reacdes entre o
poli(3-hexiltiofeno), com uma hidroxila terminal e o poli(6xido de etileno), com

acido carboxilico na extremidade.

Assim, neste trabalho, foram estudados alguns parametros de reacao,
como a razao molar entre os homopolimeros, além do tempo e da temperatura de
reacdo. Optou-se por nao utilizar um excesso muito significativo dos
homopolimeros de partida, devido a dificuldade de separagdo dos produtos das
reacdes, dos homopolimeros residuais. Assim sendo, inicialmente, foram
elaboradas quatro formulacdes todas com uma razdo de concentracdes de grupos
carboxila e grupos hidroxila, [PNVCL-COOH]/[mPEG-OH], de 1:1 (reagdes B1,
B2, B3 e B4). O tempo de reacdo variou entre 24 e 48h e as primeiras reacdes
foram conduzidas a temperatura ambiente, enquanto as demais a 50°C. Em todas
as reacOes a propor¢cdo molar do agente de acoplamento foi o dobro e a de
catalisador 20%, ambas em relagdo ao mPEG-OH. Em uma série de reagdes (B5,
B6, B7 e B8), o mPEG-OH foi utilizado em excesso (25%, molar) em relacao a
concentragdo da PNVCL-COOH. Finalmente, em um terceiro conjunto de
experimentos, a PNVCL-COOH, foi utilizada em excesso (25%, em mol, em
relacdo a concentracdo do mPEG-OH) (reacbes B9, B10, B11 e B12). Todas
estas reacdes foram conduzidas nas mesmas condi¢des de tempo e temperatura,

das primeiras reacdes realizadas neste estudo.

4 NEISES, B.; STEGLICH, W. Angewandte Chemie International Edition. Engl. v.17, p.
522-524, 1978.
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Os cromatogramas de GPC mostram que, para todas as reacdes
conduzidas na temperatura ambiente, o resultado foi o0 mesmo,
independentemente do tempo de reacao e da razdo [PNVCL-COOH]:.[mPEG-OH],
ou seja, nenhum produto das reacdes B1, B2, B5, B6, B9 e B10 apresentou um
acréscimo significativo de massa molar, para valores préximos ao do teorico.
Além disso, o cromatograma obtido para o produto da reacdo B1, na Figura 4.8,
indica a formacdo de polimero com distribuicdo de massas molares, do tipo
bimodal, o que justifica o alto valor de dispersidade que foi observado para o
produto desta reacdo (Tabela 4.3). Este resultado é muito similar aquele obtido
para uma mistura dos dois homopolimeros, na mesma proporcao que foi utilizada
nas sinteses dos copolimeros em bloco. Isto ocorreu, possivelmente, devido a
baixa eficiéncia da reagdo de acoplamento entre as macrocadeias, em funcao da
baixa temperatura. Portanto, as reacdes de acoplamento, realizadas a
temperatura ambiente, independentemente do tempo de reacdo e da proporcéao
molar dos cada homopolimero, ndo foram efetivas para a sintese dos copolimeros

em bloco.

Figura 4.8 — Cromatogramas de GPC dos homopolimeros de partida, do produto da
reacao de acoplamento a temperatura ambiente (B1) e de uma mistura de PNVCL-COOH
e mPEG-OH, na proporgao 1:1.

[ ——PNVCL-COOH (S1); —— mPEG-OH (P2); —— PNVCL+mPEG (MF); PNVCL-b-mPEG (B1) |

PNVCL-COOH (S1): Mn= 5516 g/mol.
Mn/Mw=1,37;

mPEG-OH (P2): Mn= 2423 g/mol.
Mn/Mw=1,09;

PNVCL-b-mPEG (B1), Mn=4421 g/mol
,Mn/Mw = 1,51;

PNVCL-COOH + mPEG-OH (MF), ‘
Mn=4823 g/mol,Mn/Mw = 1,43 /

Volume de Eluigcao (ml)

Fonte: Préprio autor.
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Comparando os resultados de GPC para os produtos das reacbes
realizadas a 50 °C, observou-se que, ampliando o tempo de reacao de 24 para
48h, houve aumento na massa molar e uma melhora na distribuigdo de tamanho
de massa molar dos produtos das reagdes. Porém, no caso das reacoes B4 e B8,
o valor da massa molar ficou abaixo do esperado. Os resultados de massa molar
e de dispersidade observados para o produto da reacao B12 indicam que esta foi
a melhor condigao para as sinteses do copolimero em bloco. O valor da massa
molar média aumentou consideravelmente, para um valor préximo ao tedrico e foi
obtida uma distribuicio de massa molar com caracteristica monomodal.
Aparentemente, tanto o tempo de reacédo (48h) quanto a temperatura de reagéao
(50°) e o excesso de PNVCL-COOH, contribuiram para aumentar o rendimento
das reacbes de acoplamento. Mesmo com um rendimento aparentemente
elevado, ha residuos de PNVCL-COOH de partida no produto final, que nao foi

possivel separar, como pode ser visto na Figura 4.9.

Figura 4.9 — Cromatogramas de GPC do copolimero em bloco obtido pela reacdo B12,
da mistura entre os homopolimeros de partida (PNVCL-COOH e mPEG-OH, na
proporgao 1:1) e dos homopolimeros de partida PNVCL-COOH e mPEG-OH. O solvente
utilizado em todas as amostras foi o THF e o padrao PS.

[ —— PNVCL-COOH (S1); —— mPEG-OH (P2); —— PNVCL e mPEG (MF); —— PNVCL-b-mPEG (B12) |

- PNVCL-COOH (S1),
Mn=5516 g/mol, Mw/Mn=1,37;

- mPEG-OH (P2),
Mn=2423 g/mol, Mw/Mn=1,09;

- PNVCL-COOH e mPEG-OH (Mistura),
Mn=4823 g/mol, Mw/Mn=1,43;

- PNVCL-COOH-b-mPEG-OH (B12),
Mn=8786 g/mol, Mw/Mn = 1,58.

Volume de Elui¢ao (ml)

Fonte: Proprio autor.
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Este estudo inicial foi feito apenas para encontrar as melhores
condicoes para as reagdes de esterificacao entre a PNVCL-COOH e o mPEG-OH,
utiizando DCC e DMAP como agente de acoplamento e catalisador,
respectivamente. Outras caracterizagées, como RMN 'H, DSC e FTIR foram feitas
com os copolimeros obtidos nas reacbées B13 a B16 a fim de confirmar a
obtencao das estruturas em bloco. Determinadas as melhores condi¢cdes para as
reacOes de esterificagdo, foi dado continuidade ao estudo, com a sintese de
copolimeros em bloco com diferentes massas molares, utilizando-se para tal fim,
os homopolimeros apresentados na Tabela 4.4. A Tabela 4.4 resume os
resultados, obtidos por GPC, para os copolimeros. Nestas reacdes, foi utilizado
uma massa maior de homopolimeros de partida, com o objetivo de obter uma
maior quantidade de copolimero para ser empregado nos estudos de

encapsulacao do cetoprofeno.

Tabela 4.4 — Resultados obtidos por GPC para os copolimeros em bloco, PNVCL-b-PEG,
obtidos nas reagdes de acoplamento utilizando homopolimeros de massas molares

diferentes.
Reacio | PNVCL- MPEG-  Mmresico M Aol M, Distribuigdo de
€401 COOH  OH (¢/mol)  (g/mol) /i, massa molar

B13 | sf p2 7939 8147 138 Monomodal com
ombro

B14 S1 P5 13387 9835 1,37 Monomodal larga

B15 S2 P2 8915 3190 1,77 Bimodal

B16 | S2 P5 14363 3852 1,71 Monomodal com
ombro

Fonte: Préprio autor.

Como é possivel observar na Tabela 4.4 e na Figura 4.10 a e b, os
produtos obtidos nas reagbes B13 e B14, utilizando a PNVCL-COOH, Si,
(polimerizada com 10%, em mol, de acido 3-maercaptopropidico em relacao a
NVCL) apresentaram aumento de massa molar em relacdo aos homopolimeros
de partida, para valores proximo dos tedricos. Isto é um indicativo de que houve a
formacdo das estruturas em blocos, porém outras caracterizacdes foram
realizadas afim de confirmar esta hipétese. Os produtos das reagdes B15 e B16,
apresentaram uma distribuicdo de cadeias do tipo bimodal ou monomodal com

ombro, e as massas molares calculadas sao bem inferiores as teéricas, indicando
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que a reacao nao foi bem sucedida, além disso, é possivel identificar claramente
a presenca dos homopolimeros residuais nos cromatogramas de GPC do
produtos destas reagdes (Figura 4.10 ¢ e d). Estes resultados insatisfatorios,
provavelmente, ocorreram devido a baixa taxa de funcionalizagdo da PNVCL-
COOH, sintetizada com 5% em mol de CTA em relacdo ao monémero. Como,
possivelmente, ha poucas cadeias de PNVCL com &acido carboxilico terminal, ndo
houve a formacao de copolimeros em bloco por acoplamento. Os resultados de
GPC fornecem indicios de que nao ha copolimeros em bloco nos produtos das
reacdes B15 e B16, sendo assim, os mesmos nao foram submetidos a futuras

caracterizagoes.

Figura 4.10 — Cromatogramas de GPC dos produtos das reacdes de acoplamento, via
reacoes de esterificacdo, com a utilizagdo de homopolimeros de diferentes massas
molares. (a) produto da reacdo B13, (b) B14, (c) B15, (d) B16 e seus respectivos
homopolimeros de partida.

[ —— PNVCL-COOH (S1): —— mPEG-OH (P2);—— PNVCL-b-mPEG (B13) | [ —— PNVCL-COOH (S1);—— mPEG-OH (P5); —— PNVCL-b-mPEG (B14) |

Volume de Eluicao (ml) Volume de Eluicdo (ml)

[ —— PNVCL-COOH (S2); —— mPEG-OH (P2); —— PNVCL-b-mPEG (B15) | [ —— PNVCL-COOH (S2); —— mPEG-OH (P5); —— PNVCL-b-mPEG (B16) |

28 29 30 31
Volume de Eluigéo (ml) Volume de Eluicao (ml)

Fonte: Préprio autor.
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Para confirmar a obtencdo dos copolimeros em bloco, utilizou-se as
técnicas de RMN' H, FTIR e DSC. Nos espectros de RMN 'H (Figura 4.11 [ e Il),
foram identificados todos o0s deslocamentos caracteristicos de cada
homopolimero de partida. A andlise revelou, ainda, a presenca de tracos de n-
Hexano no produto final, solvente que foi utilizado na precipitacdo do copolimero
e que nao pode ser completamente removido. Para confirmar a formacao dos
copolimeros em bloco, foram feitas ainda, analises de RMN das misturas

correspondentes a cada reacao de esterificacao.

Figura 4.11 — Espectros de RMN 'H dos copolimeros em bloco, PNVCL-b-mPEG (A),
obtidos nas reagdes B13 (I) e B14 (ll) e das misturas fisicas correspondentes (B).
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Fonte: Proprio autor.

Comparando os espectros da mistura fisica e do copolimero € possivel
identificar, em ambos 0s espectros, que, o deslocamento caracteristico de grupo
metileno alfa terminal da cadeia do mPEG-OH, &= 3,85 — 3,90 (2H, -OCH,CH>OH,
m), teve sua intensidade diminuida no copolimero, em relacdo a mistura dos dois
homopolimeros. Uma forma efetiva para a confirmacdo da reacdo de
acoplamento, via RMN 'H, seria a observagdo de um deslocamento destes
prétons para valores proximos de 4,3 ppm (GAO et al., 2014; EROTHU et al.,
2013; DRUMOND; WANG 2004). Este deslocamento nao foi observado para
nenhum dos copolimeros em bloco sintetizados, muito provavelmente devido a
interferéncia do préton b (4,4 ppm), da unidade repetida do bloco de PNVCL que
pode ter sobreposto este deslocamento. Os picos correspondentes a terminacao
carboxila da PNVCL-COOH em &= 2,75 e 2,81 ppm (2H, -CH.CH2CO, i) e (2H, -
SCH>CHz-, h) ndo foram identificados no espectro do copolimero, provavelmente,
devido a baixa intensidade. Possivelmente, o acoplamento entre os blocos de
PNVCL-COOH e mPEG-OH pode ter formado um copolimero em bloco de
elevada massa molar e tal fato pode ter dificultado a visualizagdo desses prétons
nos espectros de RMN 'H. Isto € mais um indicativo da formacao dos copolimeros

em bloco.
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A Figura 4.12 (A) e (B) apresenta uma comparacao entre os espectros
de FTIR dos homopolimeros de partida, mPEG-OH e PNVCL-COOH e os
espectros dos copolimeros em bloco, obtidos nas reacdes de acoplamento, B13 e
B14. Esperava-se que a banda caracteristica do grupo OH, em 3450 cm™,
desaparecesse ou, pelo menos, apresentasse uma intensidade menor nos
copolimeros, o que nao ocorreu. Como esta € uma reacdo de acoplamento por
esterificacdo, o grupo OH, presente tanto na PNVCL-COOH quanto no mPEG-
OH, em um caso ideal, ndo deveria estar presente no copolimero em bloco.
Assim, apés as reacdes, uma diminuicdo na intensidade do pico em 3450 cm
poderia confirmar a obtencdo da estrutura dos copolimeros em bloco. E provavel
que o rendimento da reacao nao tenha sido 100% e, portanto, residuos dos
homopolimeros de partida estejam presentes no copolimero.

Figura 4.12 — Espectros de FTIR dos homopolimeros iniciais, PNVCL-COOH e mPEG-
OH, e dos copolimeros obtidos nas reagdes B13 (A) e B14 (B).

[——PNVCL-b-mPEG (B13); —— mPEG-OH (P2);—— PNVCL-COOH ($1)] [~ PNVCL-b-mPEG (B14); — mPEG-OH (P5);— PNVCL-GOOH (S1)]
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Fonte: Préprio autor.

Kozanoglu et al. (2011) e Spevacek et al. 2012 sintetizaram PNVCL,
por polimerizacdo via radicais livres, utilizando AIBN como iniciador, e sem agente
de transferéncia de cadeia. Os polimeros obtidos pelos autores néao
apresentavam grupos OH na extremidade das cadeias, como é o caso dos
homopolimeros (PNVCL-COOH) sintetizados no presente trabalho. Mesmo assim,
os espectros de FTIR obtidos por estes autores, mostravam sempre uma
absorcao caracteristica da fungdo OH, em 3500 cm™. Os autores justificaram esta
banda como sendo proveniente da absorcdo de umidade pelo polimero. Nos
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trabalhos de Liu et al. (2014), que sintetizaram um polimero em bloco constituido
de PNVCL-b-PEG utilizando as técnicas RAFT e Hurtgen et al. (2011), que
elaboraram copolimeros de PVAc-b-PNVCL empregando a técnica de CMRP
(polimerizacdo radicalar mediada por cobalto, “cobalt-mediated radical
polymerization”) também foi possivel identificar uma absorgdo em 3500 cm™ nos
respectivos espectros de FTIR, porém os autores nao justificaram este resultado.

Nos espectros dos produtos das reacdes B13 e B14, pode se observar
as bandas da ligagdo C=0 do anel caprolactama em 1640 cm”, a deformagéo
axial do grupo C-O e C-N em 1250 e 1260 cm™' respectivamente, provenientes da
PNVCL e a deformagéo provocada pelo grupo C-O-C, em 1110 cm™, derivada dos
blocos de mPEG. A carbonila de acido carboxilico, presente na PNVCL-COOH,
apresenta uma banda em 1630 cm™, diferente da carbonila de éster, situado em
torno de 1720 cm™. No caso dos copolimeros obtido nas reacdo B13 e B14, é

possivel identificar a banda de éster, mesmo que de forma discreta.

Os copolimeros em bloco foram caracterizados por DSC e os
resultados estdo apresentados na Figura 4.13. A Figura 4.13 (A) apresenta o
termograma referente ao copolimero obtido na reagcdo B13 e (B) para o
copolimero obtido no experimento B14, juntamente com os homopolimeros de
partida. Os termogramas apresentados na Figura 4.13 sdo os obtidos no segundo
ciclo de aquecimento. A primeira corrida foi realizada para remogéo do histérico
térmico da amostra e utilizou-se as mesmas condi¢des de andlise para a segunda
corrida (-80 a 200°C, 10°C/min).
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Figura 4.13 — Termogramas de DSC referentes ao segundo aquecimento dos
homopolimeros de partida e dos copolimeros, PNVCL-b-mPEG obtidos nas reac¢des B13
(A) e B14 (B).
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Fonte: Préprio autor

Analisando o termograma de DSC do homopolimero de PNVCL-COOH
inicial, é possivel identificar uma transicdo vitrea (T4) em 175,5°C. A temperatura
de transicdo vitrea da PNVCL é fortemente influenciada pela presenca de
moléculas de agua como reportado por Liu et al. (2014). De acordo com os
autores as moléculas de agua funcionam como um plastificante e a T da PNVCL
pode variar de 147°C (polimero seco) a -17°C dependendo do teor de umidade na
amostra. Boyko (2004) encontrou um valor de T4 de 191°C para um microgel de
PNVCL, e segundo os autores este valor seria aceitavel, visto que a agua nao é
facilmente removida das cadeias de PNVCL e, no estudo deste grupo, a PNVCL
foi submetida a um processo de secagem a 225 °C, antes das analises térmicas.
Assim, o valor de Tg=175,5 °C, encontrado neste trabalho, esta préximo dos
valores reportados na literatura (LIU et al., 2014; BOYKO, 2004; MEEUSSEN et
al., 2000; KIRSH; YANULA; KALNINSH, 1999). A auséncia de ponto de fusao,
nesta faixa de temperatura analisada, caracteriza a PNVCL como um polimero
amorfo (BOYKO 2004). Os valores de temperatura de fusdo dos homopolimeros,
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mPEG-OH, de massas molares de 2000 e 5000 g/mol também estao de acordo
com os valores encontrados na literatura (GINES et al., 1996; PIELICHOWSKI;
FLEJTUCH, 2002). Entretanto, ndo foram observadas as transicées vitreas
correspondentes ao bloco de mPEG-OH, nos termogramas do homopolimero de
2000 g/mol e 5000 g/mol e do copolimero, localizados em torno de - 60°C
(OLABISI; ADEWALE, 2015). A partir dos resultados de entalpia de fusao obtidos

por DSC pode se calcular o grau de cristalinidade (¥,) do mPEG, de acordo com a
equacao (10), onde AH,_= calor de fusdo do mPEG analisado e AH?= calor de

fusdo do mPEG 100% cristalino, cujo valor é 196,8 J/g (PIELICHOWSKI;
FLEJTUCH, 2002). A Tabela 4.5 resume os resultados obtidos por DSC.

X,(%)==x100 . (10)

Tabela 4.5 — Caracterizagao térmica por DSC, dos homopolimeros de partida e dos
copolimeros, PNVCL-b-mPEG, obtidos nas reagdes B13 e B14.

Polimero Ty (°C) Tn (°C) AHy(J/g) X (%)
PNVCLss15-COOH 175,5 nd nd *
mPEGgooo'OH nd 54,9 158,3 80,4
MPEGs00-OH nd 60,8 174,8 88,8
PNVCLss16-b-mMPEGooge (B13)  150,4 nd nd .
PNVCLss16-b-mPEGsq0(B14) nd 59,7 32,8 16,7

nd = nao determinado

Fonte: Proprio autor.

Os termogramas dos copolimeros mostram diferentes resultados entre
o copolimero em bloco sintetizado com mPEG-OH de 2000 e 5000 Da. No caso
do copolimero com mPEG-OH de menor massa molar (reacdo B13, PNVCL-b-
mPEG), identificou-se uma temperatura de transicao vitrea em torno de 150 °C,
que foi atribuida ao bloco de PNVCL, porém a uma temperatura inferior a da
PNVCL-COOH inicial (Tg=175,5°C). Isto é um indicativo de que os blocos de
PNVCL e mPEG, possuem regides amorfas misciveis (DRUMOND; WANG 2004).
Nenhum pico endotérmico foi observado no termograma do copolimero, o que
indica que o bloco de mPEG encontra-se em um estado amorfo, diferentemente
do homopolimero original. Esta alteracdo no estado fisico do bloco de mPEG é
um indicativo de que houve a formacao do copolimero em bloco, na reagéo B13.
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Ja no caso do copolimero sintetizado com mPEG-OH de maior massa
molar (reagdo B14, PNVCL-b-mPEG) um resultado diferente foi obtido. O
copolimero apresentou um pico endotérmico em T,=59,7°C, correspondente ao
bloco de mPEG, e nenhuma temperatura de transicao vitrea foi observada. A
entalpia de fusao no copolimero (AH=32,8 J/g) foi menor do que no homopolimero
de mPEG (AH=174,8 J/g), consequentemente, a cristalinidade do bloco de mPEG
reduziu de 88% para 16%. Provavelmente, a ligacao quimica entre o mPEG com
0 bloco de PNVCL resultou na reducdo da taxa de cristalinidade do poli(etileno
glicol). Em suma, o copolimero em bloco obtido na reacao B13 (PNVCL-b-mPEG)
apresenta caracteristicas de material amorfo enquanto que o produto da reagéo

B14 (PNVCL-b-mPEG) apresenta propriedades de material semicristalino.

4.1.3. Temperatura Critica Inferior de Solubilizacao (LCST)

A determinagdo da LCST da PNVCL-COOH, obtida na reagcado S1
(5516 g/mol, B=1,37) e dos copolimeros em bloco obtidos a partir deste
homopolimero foi realiza pela técnica de UV/vis, no modo de transmitancia, a 570
nm e na concentracao de 5 g/L. A Figura 4.14 mostra a variacao da transmitancia
em fungdo da temperatura para o homopolimero de PNVCL-COOH e dos
copolimeros em bloco, PNVCL-b-mPEG, obtidos nas reacdes B13 e B14.

A sensibilidade a temperatura de homopolimeros e copolimeros
constituidos de NVCL ja foi muito explorada e extensamente relatada na literatura.
Sabe-se que a incorporacdo de comondmeros hidrofilicos em cadeias de PNVCL
aumenta a sua LCST, enquanto a incorporacdo de comondmeros hidrofébicos
conduz a uma diminuicdo da LCST (WANG; TANG; WU, 2015; GIL; HUDSON,
2004). Porém, esta variacao na LCST, em geral, é pouco significativa quando se
analisa a incorporacdao de um bloco hidrofilico na cadeia de PNVCL, como
reportado por Laukkanen et. al. (2005). Nas curvas mostradas na Figura 4.14,
observa-se que a incorporacao do bloco de mPEG na cadeia de PNVCL, nado teve
nenhum efeito na LCST dos copolimeros finais, se comparados os valores obtidos
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para os copolimeros, com o valor obtido para o homopolimero, PNVCL-COOH
(Figura 4.14). Possivelmente a alteracdo na temperatura de transicdo foi muito
pequena e a técnica empregada para a determinagdo da LCST nao foi capaz de

detectar. Além disso, a presenca de residuos de homopolimero, PNVCL, pode ter
interferido nos resultados.

Figura 4.14 — Temperatura Critica Inferior de Solubilizacdo (LCST) do homopolimero,
PNVCL-COOH, obtido na reacdo S1 (5516 g/mol, B=1,37) e dos copolimeros em bloco,
PNVCL-b-mPEG, obtidos nas reacbées B13 e B14.

—m— PNVCL-COOH (S1)
—e— PNVCL-b-mPEG (B13)
—A— PNVCL-b-mPEG (B14)

Transmitancia (%)

26 28 30 32 34 36 38 40
Temperatura (°C)

Fonte: Proprio Autor

Com base nos resultados das caracterizagdes por GPC, RMN 'H,
FTIR, DSC e LCST, é possivel concluir que houve a formagcao dos copolimeros
em bloco, tanto na reacao B13 quanto na B14.
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4.2. Sintese do copolimero em bloco, mMPEG-b-PNVCL, via Polimerizacao
Radicalar por Desativacao Reversivel (RDRP), tipo RAFT/MADIX

Uma segunda alternativa avaliada neste trabalho, para a elaboracéao
dos copolimeros em bloco foi a Polimerizacdo Radicalar por Desativacao
Reversivel (RDRP) do tipo RAFT/MADIX. Para isto, foi inicialmente sintetizado um
macroagente de transferéncia de cadeia do tipo xantado, a base de mPEG, de
duas massas molares diferentes: 2000 e 5000 Da. Os resultados referentes a
estas sinteses estao apresentados e discutidos em 4.2.1. Em seguida, realizou-se
as reacdes de extensdo de cadeia utilizando a NVCL como monémero, AIBN
como iniciador e o mPEG-0EX, como macroagente de transferéncia de cadeia
(macroagenteRAFT). Nesta etapa do projeto, foram estudados como parametros
de reacdo, aqueles que sao muito especificos para este mecanismo de
polimerizacdao, ou seja, as razbes molares, [Monémero]/[macroagenteRAFT] e
[macroagenteRAFT]/[Iniciador].

4.2.1. Sintese do macroagente de transferéncia de cadeia, (IMPEG-0EX).

As sinteses dos macroagentes de transferéncia de cadeia do tipo
xantato, a base de mPEG foram realizadas em duas etapas. Primeiramente, o
PEG monohidroxilado (mPEG-OH) foi funcionalizado via a reagdo de bromacao
com o brometo de 2-bromopropionila (BPB), gerando um intermediario mPEG-Br.
Posteriormente, o poli(etileno glicol)-o-etil-xantato (MPEG-0EX) foi obtido pela
reacao de substituicao entre 0o mPEG bromado (mPEG-Br) e o xantogenato etilico
de potassio (KEX). A massa molar (M) e a dispersidade (D), obtidos por GPC, de

todos os derivados de mPEG-OH envolvidos nestas sinteses estdo apresentados
na Tabela 4.6. Os respectivos cromatogramas estao apresentados na Figura 4.15.
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Tabela 4.6 — Massa molar numérica média (M,,) e dispersidade (D), determinados por

GPC, em THF, dos derivados de mPEG-OH, obtidos apds as reagdes de substitui¢ao.

i, M./, M, M/,

mPEG-OH 2423 1,09 7871 1,08
mPEG-Br 2544 1,12 7541 1,09
mPEG-0EX 2868 1,14 7888 1,16

"mPEG-OH 2000 g/mol (Mn indicada pelo fornecedor);
** mPEG-OH 5000 g/mol (Mn indicada pelo fornecedor)

Fonte: Proprio autor.

Figura 4.15 — Cromatogramas de GPC (THF) dos reagentes utilizados nas sinteses
(mPEG-OH), dos intermediarios obtidos (MPEG-Br) e dos produtos finais das reacées
(mMPEG-0EX).

[ —— mPEG-OH 2000; —— mPEG-Br 2000; —— mPEG-0EX 2000 ] [ —— mPEG-OH 5000; —— mPEG-Br 5000; —— mPEG-0EX 5000

Volume de eluicao (ml) Volume de eluicao (ml)

A) mPEG-OH de 2000 g/mol (Mn indicada pelo fornecedor); B) mPEG-OH de 5000 g/mol (Mn indicada pelo

fornecedor).

Fonte: Proprio autor.

Observou-se que o produto intermediario (MPEG-Br) e o
macroagenteRAFT final (MPEG-0EX) apresentaram um ligeiro aumento na massa
molar média e na dispersidade. Resultado similar foi reportado por Liu et al.
(2014), para a sintese deste mesmo macroagenteRAFT e utilizando a mesma rota
sintética. Este aumento discreto de massa molar poderia ser explicado pelo
possivel fracionamento do produto final durante a etapa de sua purificacéao,
podendo ocorrer a separagao de algumas cadeias poliméricas de menor massa
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molar. Os materiais obtidos apds a reacdo de bromacdo do mPEG-OH, assim
como os produtos da reacdo do mPEG-Br com o KEX foram analisados pela
técnica de RMN 'H com o objetivo de avaliar a conversao das hidroxilas terminais
da cadeia de mPEG-OH em grupos 2-bromopropionil e estes em o-etil xantato. A
Figura 4.16, apresenta os espectros de RMN 'H do mPEG-Br e do mPEG-0EX,
obtidos a partir do mPEG-OH, de massa molar de 2000 Da, enquanto a Figura
4.17, apresenta o espectro de RMN' H dos derivados do mPEG-OH 5000 Da.

Figura 4.16— Espectro de RMN de 'H em CDCIl; do mPEG-OH de partida (1), mPEG-Br
intermediario (Il) e do macroagenteRAFT, mPEG-0EX (lll). A) Reacdes utilizando o
mPEG-OH de 2000 Da.
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Fonte: Préprio autor.
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Figura 4.17— Espectro de RMN de 'H em CDCI; do mPEG-OH de partida (1), mPEG-Br
intermediério (Il) e do macroagenteRAFT, mPEG-oEX (lll). A) Reacgdes utilizando o
mPEG-OH de 5000 Da.
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Fonte: Proprio autor.

Atribuicdo dos deslocamento observados nos espetros de RMN 'H: (I)
mPEG-OH: 6=3,37 ppm (s, 3H, -CH30-, 1); 3,50 — 3,70 ppm (m, 4H, -OCH2CH2-,
2,3,4,5,6); 3,87 ppm (t, 2H, -CH2CH2-OH-, 7); (ll) mPEG-Br: 6= idem mPEG-OH,
acrescido de 4,31 ppm (t, 2H, -CH20C=0, 7); 4,39 ppm (g, 1H, -CH(CH3)Br, 8);
1,82 ppm (d, 3H, -CH(CH3)Br, 9); (Ill) mPEG-0EX &= idem mPEG-Br, porém com
1,57 ppm (d, 3H, -CH(CH3)S-, 9); 4,62 ppm (q, 2H, -OCH2CHS3, 10); 1,40 ppm (1,
3H, -CH2CHS3, 11).
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Nos espectros apresentados nas Figuras 4.16 e 4.17, € possivel
observar os deslocamentos dos picos correspondentes aos prétons identificados
por “7” do mPEG-OH (), tanto da Figura 4.16 quanto da Figura 4.17, de 3,87 ppm
para aproximadamente 4,31 ppm, para o0 mPEG-Br (Il) (Figuras 4.16 e 4.17), e
ainda o aparecimento de dois novos picos em aproximadamente 4,39 ppm (1H, -
CH(CH3)Br, 8) e 1,82 ppm (3H, -CH(CH3)Br, 9) do grupo 2-bromopropionil. Estes
resultados indicam o sucesso na modificacdo quimica das extremidades das
cadeias do mPEG-OH, com a consequente incorporacdo do halogénio, Br, de
maneira quantitativa, que é fundamental para se garantir 0 sucesso na segunda
etapa da reagdo. Estes resultados corroboram aqueles encontrados na literatura e
confirmam a eficiéncia desta rota sintética para a sintese de macroagentesRAFT
(LIU et al., 2014; ZHAOQO et al., 2014; JEON et al., 2008).

Comparando os espectros Il e lll, da Figura 4.16, pode-se verificar o
aparecimento de dois novos picos em 4,62 ppm (2H, -OCH2CH3, 10) atribuido
aos prétons do grupo metileno do grupo o-etil xantogenato e em 1,40 ppm (t, 3H, -
CH2CHS3, 11) correspondente aos prétons do grupo metila terminal do o-etil
xantogenato. Além disso, houve um deslocamento do pico correspondente aos
prétons metil do grupo 2-bromopropionil (3H, -CH(CH3)-, 9) de 1,82 ppm para
1,57 ppm. Estes deslocamentos também foram observados na Figura 4.17,
referente ao macroagenteRAFT de 5000 Da. Tais resultados sao indicios de que
a reacao foi bem sucedida. Estes macroagentes de transferéncia de cadeia foram
utilizados nas reacdes de extensdo de cadeia, via mecanismo RAFT, para a
obtencdo dos copolimeros em bloco, mPEG-b-PNVCL, com massa molar
controlada.
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4.2.2. Sintese do copolimero em bloco de mPEG-b-PNVCL via reacées
RAFT/MADIX

Apos as sinteses dos macroagentes de transferéncia de cadeia a base
de mPEG (mPEG-0EX), iniciou-se um estudo preliminar das reacdes de extensao
de cadeia com NVCL avaliando alguns parametros de sintese como a razdo molar
[monémero]/[macroagenteRAFT] e [iniciador]/[macroagenteRAFT]. O objetivo
nesta etapa do projeto foi sintetizar copolimeros em bloco, com controle da massa
molar do copolimero e, consequentemente, com baixa dispersidade. Assim, o
primeiro estudo realizado foi uma avaliagdo da eficiéncia do mPEG-0EX no
controle da polimerizacdo da NVCL, na obtencdo de copolimeros com massa
molar controlada e baixos valores de D. Na Tabela 4.7 estdo apresentados os
resultados de massa molar e dispersidade, obtidos por GPC. A Figura 4.18 ilustra
os cromatogramas de GPC de todos os produtos das reagcbes de extensdo de
cadeia, conduzidas na presenca dos macroagentesRAFT, mPEG-oEX, de massas
molares de 2000 (A) e 5000 (B) g/mol.

Tabela 4.7 — Resultados de massa molar M, e dispersidade (D), determinados por GPC,
em THF, dos materiais obtidos nas reagdes de polimerizacdo da NVCL, utilizando como
agente de controle, mPEG-0EX, de massas molares experimentais (GPC) de 2868 g/mol
e 7888 g/mol

Razao xnd M . M,
~ mMPEG-oEX Conversdo® “nrsdrico nGEEC

Reacéo NVCL.AIB(rl\Tl].gT)PEG-oEX (g/mol) (%) b (g/mol)  (g/mol)
R1 100:0,2:1 2868 5,8 3675 3093 1,22
R2 150:0,2:1 2868 12,5 5478 3684 1,17
R3 200:0,2:1 2868 19,4 8269 3407 1,25
R4 100:0,3:1 2868 18,8 5485 nd nd
R5 150:0,3:1 2868 17,7 6563 nd nd
R6 100:0,2:1 7888 3,2 8333 8458 1,26
R7 150:0,2:1 7888 9,8 9934 9051 1,08
R8 200:0,2:1 7888 19,9 13428 8121 1,24
R9 100:0,3:1 7888 17,3 10296 8538 1,24
R10 150:0,3:1 7888 67,9 22065 nd nd
® A conversao foi calculada pela técnica de RMN TH.
M, . . = &.f.ﬂﬂf wer + My . Onde: A L - Raz&o Mondémero/mCTA = 100

NTedrico [MPEG —0EX] g NVCL N mPEG—-0EX’ [MPEG —0EX] ’

150 ou 200; f = conversdo de mondmero ; MMy, = Massa molar da NVCL (139,1 g/mol); 31, == Massa molar

NmPEG —0E

média do macroagenteRAFT determinada por GPC (2868 ou 7888 g/mol). nd = nao determinado;

Fonte: Proprio autor.
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Figura 4.18 — Cromatogramas de GPC dos materiais obtidos nas reacdes de
polimerizagdo da NVCL, utilizando como agente de controle, mPEG-0EX, de massas
molares experimentais (GPC) de 2868 g/mol (A) e 7888 g/mol (B)

(A) (B)
——mPEG--PNVCL(R5) | T -7 T 7 T ] [—mPEGb-PNVCLR1Q)]" T ' !

L 1 L 1 L | 1 | 1 | 1
S | /G_:HL

—— mPEG-b-PNVCL (R3) |

o ' | ' | ' | L L L 3
—— mPEG-b-PNVCL (R8)] ]

' | ' | ' | L
mPEG-b-PNVCL (R7)]

E " 1 " 1 " 1 "
—— mPEG-b-PNVCL (R2) |

S B B
— mPEG-b-PNVCL (R6

N . 1 . 1 . | ' | ! o 1 1 1 1 1 | 1

S R R R SR SR S R SU RS R R R R
20 22 24 26 28 30 32 20 22 24 26 28 30 32

Volume de Elui¢do (ml) Volume de Eluigdo (ml)

' | ' | ' | \
—— mPEG-b-PNVCL (R1) |

Fonte: Préprio autor.

Os produtos das reagdes de polimerizacdo, conduzidas na presenca do
mPEG-0EX de massa molar igual a 2000 g/mol (R1, R2, R3), apresentados na
Tabela 4.7, ndo apresentaram um aumento significativo de massa molar. As
massas molares obtidas ficaram entre 3000 e 3400 g/mol, valores bem inferiores
aos valores que eram esperados comparando com a massa molar teodrica,
determinado considerando a conversdo de monémero em cada reagdo. O
aumento pouco significativo da massa molar, nesta etapa, pode ter ocorrido de
modo similar ao ocorrido durante as sintese do macroagente RAFT, ou seja,
algumas cadeias de baixa massa molar podem ter sido eliminadas durante a
etapa de purificagdo do copolimero em bloco. Portanto, este pequeno incremento
na massa molar pode néo ser atribuido a formacao do copolimero em bloco. Além

disso, foi observado um aumento na dispersidade dos produtos das reagdes R1,
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R2 e R3, quando comparado com o valor obtido para o macroagenteRAFT,
MPEG-oEX. Analisando os resultados obtidos por GPC, pode se afirmar que as
condi¢des experimentais utilizadas nas rea¢cdes R1, R2 e R3 ndo foram as ideais
para sintetizar o copolimero em bloco. Assim, outras duas formulacdes foram
preparadas aumentando a razdo [AIBN]/[macroagenteRAFT] de 0,2 para 0,3
(reacoes R4 e R5). Os copolimeros obtidos nestes experimentos apresentaram
uma curva de distribuicdo de massa molar bimodal, como pode ser visualizada
pela Figura 4.18 A. A formacao de duas populacées de polimeros com massas
molares distintas, pode ser devido a formacédo de homopolimeros de PNVCL, via
mecanismo de polimerizacdo radicalar convencional, devido ao aumento na
quantidade de AIBN nas reagdes. Outra hip6tese, é de que a populacao de menor
massa molar, correspondente ao macroagenteRAFT residual, que nao foi ativado.
Porém estas hip6tese necessitam de futuras investigacbes. A conversdao de
mondmeros foi inferior a 20% na maioria das reagdes. Um resultado similar foi
obtido por Liu et al. (2014), que sintetizaram copolimeros em bloco de PNVCL-b-
mPEG, via mecanismo RAFT. Os valores de conversao de mondémero reportado
pelo grupo, nestas reacoes, ficaram em torno de 30%. Nas condigbes de sintese
estudadas utilizando o mPEG-oEX de 2000 g/mol, tanto o aumento na razéo
NVCL/mPEG-oEX, quanto na razdo AIBN/mPEG-oEX ndo foram capazes de

conduzir a formacao do copolimero em bloco.

Resultados similares foram obtidos com o segundo macroagenteRAFT
utilizado (MPEG-oEX 5000 g/mol). O uUnico resultado distinto foi o obtido na
reacdo R10, onde uma alta conversdao de monémero (67,9%) foi observada.
Porém, o perfil da curva de distribuicdo de massa molar apresentado pelo produto
desta reagdo, ndo condiz com o perfil ideal de uma polimerizacdo radicalar
controlada. Este resultado indica que a polimerizacdo nado ocorreu pelo
mecanismo RAFT, levando a formacao de cadeias mortas ou de homopolimeros
de PNVCL. Aparentemente, ao se utilizar uma maior quantidade de iniciador
(razao AIBN/mPEG-oEX de 0,3) gerou-se uma quantidade significativa de radicais
no meio reacional, o que pode ter conduzido a um desequilibrio na cinética de
adicdo e fragmentacdo do mecanismo RAFT e isto favoreceu a formagdo de

cadeias mortas.
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As condi¢des experimentais, tais como temperatura e tempo de reacao,
razdo [AIBN])/[mPEG-oEX], [NVCL/[/[mPEG-0EX], e o volume de solvente, ndo
foram as ideais para a sintese deste copolimero. Além disso, a N-
vinilcaprolactama é um monémero nao conjugado, assim, o controle das reacoes
de polimerizacao deste tipo de monémero geralmente é complicado devido a alta
reatividade dos radicais gerados (NAKABAYASHI; MORI, 2013). Portanto, seria
necessario um estudo complementar para encontrar as condigdes experimentais
ideais para a polimerizagao da NVCL pelo mecanismo de Polimerizagao Radicalar
por Desativacdo Reversivel (RDRP) do tipo RAFT/MADIX.

Como pode ser observado pelos resultados obtidos, a sintese de
copolimeros em bloco, via mecanismo de polimerizacao do tipo RAFT, ndo é
trivial. Portanto, em funcdo dos resultados obtidos via acoplamento, e as
dificuldades das RDRPs, referente a producdo de polimero em maiores
quantidades, optou-se por dar sequéncia ao trabalho, utilizando os copolimeros
em bloco obtidos via acoplamento, especificamente os obtidos nas reacdes B13,
PNVCLss16-b-mPEGo2423, € B14, PNVCLss16-b-mPEG7571.

4.3. Preparacao das nanoparticulas utilizando a técnica de secagem por
atomizacao (“spray drying”)

E objetivo, deste projeto de mestrado, desenvolver um copolimero em
bloco com propriedades termossensiveis para ser aplicado como matriz
polimérica na encapsulagéo do principio ativo cetoprofeno, empregando a técnica
de secagem por atomizacdo para elaboragdo das nanoparticulas visando
aumentar a sua solubilidade e, consequentemente, a biodisponibilidade em
aplicacoes biomédicas. Assim, apos a sintese dos copolimeros por acoplamento
iniciou-se a etapa de desenvolvimento das particulas utilizando o Nano Spray
Dryer B-90 fabricado pela Buchi.
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4.3.1. Otimizacao do processo de secagem por atomizacao

Um estudo preliminar foi realizado para determinar a melhor condicao
para o processo de atomizacdo que conduza a formacao de particula com boa
homogeneidade e polidispersidade. Este estudo foi realizado utilizando o
copolimero PNVCLss16-b-mPEG2423, obtido pela reacdo de acoplamento B13.
Utilizou-se a técnica de microscopia eletrénica de varredura (MEV) para avaliar
qualitativamente a morfologia das particulas.

A Tabela 3.7, apresenta as condicoes de atomizacdo que foram
avaliadas, como o tipo de solvente e a concentragdo em massa do copolimero.
Os solventes utilizados foram a agua e o etanol e as concentracbes testadas
foram 1,0, 0,5 e 0,1% (m/v), que se referem aos experimentos B13 NSDO1,
B13_NSD02, B13_NSDO03, B13_NSD04, B13_NSD05 e B13_NSDO06. Nestes
experimentos iniciais, observou-se que os parametros estudados influenciaram

diretamente na formacéao das particulas como pode ser visto nas Figuras 4.19.

A escolha do solvente adequado é um pré-requisito importante que
interfere diretamente nas propriedades finais das particulas (PAUDEL et al.,
2013). De acordo com Paudel et al. (2013) os critérios primarios para a escolha
do solvente incluem: (i) alta solubilidade da droga e do carreador no solvente
selecionado; (ii) geragdo de uma solugdo de alimentagdo com viscosidade
adequada; (iii) baixa toxicidade; (iv) alta volatilidade para uma facil evaporacao do
solvente durante a secagem das goticulas; (v) promover estabilidade quimica aos
componentes na solugdo de alimentagcdo. A morfologia e a densidade das
particulas finais sdo diretamente influenciadas pela taxa de evaporacdo e o
coeficiente de difusdo do solvente (PAUDEL et al., 2013), assim, era esperado
que os experimentos realizados com etanol, como solvente, apresentassem os
melhores resultados em termos de morfologia, devido a maior volatilidade
comparado com a da agua, porém, este nao foi o fator mais importante como sera

discutido a seguir.
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Figura 4.19 — Micrografia de MEV das particulas obtidas nos experimentos B13_NSDO01
(A), B13_NSDO03 (B), B13_NSDO05 (C) e B13_NSDO06 (D).
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B13_NSDO1 (A) Magnitude 7000x B13_NSDO03 (B) Magnitude 7000x
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Fonte: Préprio autor.

Quando se utilizou 4gua como solvente, ndo foram obtidos particulas
nos experimentos B13_NSD02 e B13_NSD04, devido ao entupimento da
membrana do bico atomizador durante o processo de secagem. Este entupimento
ocorreu devido a uma elevacao na temperatura da solu¢do de alimentacao, para
valores acima da LCST do copolimero, promovendo a agregacao das particulas
durante o processo de atomizagdo. Em um tipico processo de secagem por
atomizagdo, um determinado volume da solugdo de alimentacdo € bombeada

para o bico de atomizacdo e uma parte é aspergida através da membrana do
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atomizador e a outra fracdo retorna ao béquer, fazendo com que a solucéo
permaneca em constante refluxo. Visto que o bico atomizador fica em contato
com o gas de secagem, a 110°C, na camara de atomizacao, este promove o
aquecimento da solucao que fica retida, que ao retornar ao béquer, dissipa o calor
provocando o aquecimento da solucao de alimentacao para temperatura em torno
de 45°C o que, neste caso, favorece a hidrofobicidade da PNVCL dando origem a
uma suspensdo. As altas concentracbes dos copolimeros na solugdo de
alimentacao (1,0 e 0,5% (m/v)), favoreceram a formacao de agregados que, ao
serem bombeados até o bico de atomizacdo, se depositaram na membrana,
ocasionando seu entupimento e cessando o processo de atomizacédo. Contudo,
quando se utilizou a concentracdao de 0,1 %m/v (B13_NSDO06), o processo de
atomizagao ocorreu naturalmente e ndo houve entupimento. Provavelmente, por
estar diluido, os agregados poliméricos formados apresentam um didametro menor

e, por isso, foram aspergidos ininterruptamente.

Além desses problemas, outro fator também foi determinante para a
limitagdo da utilizagdo de agua como solvente. As particulas obtidas no
experimento B13 _NSDO06 (utilizando &gua como solvente a 0,1 %m/v),
apresentaram morfologia e tamanho heterogéneos com a formagdo de poucas
particulas esféricas (Figura 4.19 D). Conforme mencionando anteriormente, a
solucdo de entrada tende a aumentar de temperatura durante o processo de
atomizacgao para valores acima da LCST da PNVCL. Possivelmente, durante este
aquecimento houve a formacado de micelas com uma quantidade significativa de
agua no interior das mesmas que, quando atomizadas, sdo evaporadas devido ao
contato com o gas de secagem e isto pode ter levado a formacao de particulas

aparentemente “murchas”.

Gue et al. (2015) encapsularam cetoprofeno utilizando um Mini Spray
Dryer B-290, Blichi, em matrizes de hidroxipropil metil celulose (HPMC) utilizando
proporcoes diferentes de uma mistura agua/etanol como solvente. Os autores
estudaram dois sistemas diferentes: cetoprofeno em suspencao, utilizando as
razbes 90/10 e 80/20 (agua’/etanol) e cetoprofeno em solucdo, utilizando-se a
razdo 70/30 e 50/50 (agua/etanol). Os autores concluiram que uma diminuicao na
proporcdo de agua na mistura agua/etanol levou a formacao de particulas mais
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homogéneas devido, principalmente, ao estado de solubilidade dos materiais
presentes na solucdo de entrada. Portanto, as caracteristicas morfolégicas
apresentada neste projeto de mestrado para a particula B13_NSDO06 podem ser
atribuidas a formacao de micelas durante o processo de atomizacao.

Como esperado, as melhores condicbes do processo de atomizagao
para a formacao das particulas, ocorreu quando se utilizou etanol como solvente
e obtiveram-se particulas em todas as concentracfes testadas. Nas
concentracbes de 1,0 e 0,5 %(m/v), houve a formagdo de particulas bem
heterogéneas com relacao ao tamanho, a morfologia e a superficie (Figura 4.19
(A) e (B)), ja na solugdo mais diluida (0,1% m/v), as particulas apresentaram
maior homogeneidade e menor didmetro comparadas com as demais (Figura 4.19
(C)). Este desempenho era esperado, pois, o didmetro médio das particulas,
geralmente, é diretamente proporcional a concentracéo da solugéo de atomizacgéao
(HARSHA et al., 2014; PAUDEL et al., 2013; ARPAGAUS, 2012). De modo geral,
uma menor concentracdo de soluto leva a formagdo de particulas esféricas e
menores. Além disso, ja foi reportado que solu¢des de alimentacdo concentrada
pode levar a formacdo de particulas ocas, com superficie rugosa e maior
porosidade (PAUDEL et al., 2013). Este comportamento pdde ser observado nas
micrografias por MEV das particulas B13_NSDO01 e B13_NSDO0S3.

A analise qualitativa dos primeiros seis experimentos (B13_NSDO01 a
B13_NSDO06) mostraram que a melhor condicao para o processo de secagem por
atomizagdo foi encontrada quando se utilizou etanol como solvente a
concentragdo de 90,1% m/v, experimento B13_NSDO05, Figura 4.19 (C). Em
seguida, foi estudado o efeito da variagdo no tamanho da malha de atomizacao
na morfologia final das particulas. Para isto, empregou-se a mesma condicédo do
experimento B13 NSDO05, substituindo a malha do bico atomizador de 7 para 4
um. A Figura 4.20 apresenta a micrografia de MEV dos produtos destas

atomizacdes.

Claramente, a diminuicdo no tamanho da malha de atomizacgao,
conduziu a uma diminuigdo no tamanho médio das particulas atomizadas. Este
resultado corrobora com os dados da literatura e com o informado pelo manual do
fabricante (BROICHSITTER; STREHLOW; KISSEL, 2015; ARPAGAUS et al,,
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2012; LI et al., 2010). Além disso, as particulas produzidas com o bico atomizador
de malha 4 um apresentaram superficie praticamente lisa, similar a obtida pelo
experimento B13_NSDO05, porém bem diferente das particulas com maior
concentracao de soluto.

Figura 4.20 — Micrografia de MEV das particulas obtidas nos experimentos B13_NSD05
(A) e B13_NSDO07 (B).
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Fonte: Proprio autor

As eficiéncias de recuperacao (ER (%)) foram calculadas de acordo
com a equacgao (3) e ficaram em torno de 40 a 50%. Valores similares foram
reportados por Schafroth et al., 2012, utilizando PLGA como matriz polimérica e o
Nano Spray Dryer B-90 como atomizador. Nao foram observados relagéo entre o
tamanho da malha da atomizacédo e a concentracdo das solugcbes de entrada na
eficiéncia de recuperacao (ER (%)), como apresentado na Tabela 4.8. A taxa de
alimentacao, que se refere ao volume de solugdo atomizada por unidade de
tempo, apresentou valores préximos ao informado pelo fabricante 150 mL/h, para
malha de 7 pym, e 20 mL/h para a malha de 4 pum. Foi verificado que este
parametro € funcao, principalmente, do tamanho da malha do bico atomizador, ou

seja, quanto maior a malha, maior a taxa de atomizagao.
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Tabela 4.8 — Resultados dos calculos de eficiéncia de recuperacao das particulas e da
taxa de alimentac&o da solucéo inicial.

. Eficiéncia de Taxa de
Experimento Recuperacao (%) Alimentacédo (mL/h)
B13_NSDO1 36,7 134
B13_NSD02 NA *
B13_NSDO03 52,3 139
B13_NSD04 NA *
B13_NSD05 46,7 145
B13_NSD06 39,2 136
B13_NSDO07 50,3 20

NA = Nio Atomizado

Fonte: Préprio autor.

Baseado nestes resultados, adotou-se a condicdo experimental
utilizada no experimento B13 _NSDO07 para realizar os ensaios de encapsulacao
do cetoprofeno na matriz polimérica. Esta escolha se deve, principalmente, ao
tamanho e a homogeneidade das particulas obtidas, visto que 0 menor tamanho
das particulas, conduz a uma maior area superficial, e esta é uma forma
promissora de aumentar a solubilidade de drogas hidrofébicas e melhorar a
biodisponibilidade do principio ativo para aplicagbes “in vivo” (SOSNIK;
SEREMETA, 2015; ARPAGAUS et al., 2012).

4.3.2. Encapsulacao do cetoprofeno nas matrizes poliméricas

O desenvolvimento de dispersdes sdlidas constituidas de polimero e
farmaco €é uma alternativa comumente empregada para melhorar a
biodisponibilidade do principio ativo (CHAN et al.,, 2015). O preparo de tais
dispersdes envolve a mistura do farmaco e do polimero carreador e pode ser feito
através de diferentes técnicas (CHAN et al., 2015). Neste trabalho, preparou-se
uma dispersao solida de cetoprofeno na matriz polimérica de PNVCL-b-mPEG,
utilizando a técnica de secagem por atomizagdo. Foram utilizados os copolimeros:
PNVCLss16-b-mPEG2423 (Obtido na reagdo de acoplamento B13) e PNVCLss16-b-

mPEG7s71 (obtido na reacdo de acoplamento B14). A razdo massica entre
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farmaco e polimero também foi variada em 30 e 50%. O Nano Spray Dryer B-90
foi operado nas mesmas condicées do experimento teste realizado inicialmente
(B13_NSDO07). A Tabela 4.9 apresenta os resultados de eficiéncia de
encapsulacao (EE), eficiéncia de recuperacao (ER) e teor de farmaco na amostra
(TF).

Tabela 4.9 — Eficiéncia de encapsulacao (EE) e teor de farmaco na amostra (TF),
determinados pela técnica de UV/Vis, e eficiéncia de recuperagdo (ER), obtida por

gravimetria.

Formulagao Copolimero Cetoprofeno (%) EE (%) ER (%) TF (%)
NPEO1 PNVCLss16-b-mPEG2423 30 83,6 51,3 19,3
NPEO2 PNVCLss16-b-mPEG7g74 50 80,4 38,8 18,6
NPEO3 PNVCLsgs16-b-mPEG2423 30 90,1 48,3 30,0
NPE04 PNVCLss16-b-mPEG7g71 50 88,4 61,3 29,5

EE = Eficiéncia de encapsulagéo; ER = Eficiéncia de Recuperagdo; TF = Teor de Farmaco;

Fonte: Proprio autor.

Primeiramente, observa-se que a eficiéncia de encapsulacao (EE) foi,
em geral, alta. Estes resultados corroboram com alguns previamente relatados na
literatura (SOSNIK; SEREMETA, 2015) e podem ser atribuidos a alta solubilidade
de todos os solutos no solvente utilizado: em geral o etanol foi um bom solvente
para o cetoprofeno e para os copolimeros. Além disso, empregou-se um banho de
ultrassom por 10 minutos para solubilizar completamente o polimero antes de
iniciar a atomizacao. Como reportado por Schafroth et al. (2012) a solubilidade de
todos os componentes da formulacdo tem uma papel fundamental na eficiéncia de
encapsulacao: caso os solutos ndo possuam afinidade com o solvente, uma baixa

EE é esperada.

A eficiéncia de recuperacdo (ER) variou entre 38 e 61% e nao
observou-se uma relagdo definida entre os parametros estudados (massa molar
do polimero e proporcao de cetoprofeno) e a ER. Os baixos valores encontrados
neste trabalho se devem, principalmente, a dificuldade de recuperacdo da
amostra: durante os experimentos, observou-se que muitas particulas ficaram
aderidas no eletrodo tipo estrela (catodo) (Capitulo 2, Figura 2.14), localizado no
centro do cilindro coletor do spray-dryer, que nao puderam ser recuperadas.
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Algumas particulas também ficaram grudadas na parede da camara de secagem,
antes de chegarem ao coletor de amostras. Este problema também foi reportado
por Harsha et al. (2014) e, segundo esses autores, se deve a baixa densidade de
algumas particulas e poderia ser minimizado através do aumento do volume da
solucao atomizada. Além disso, parte do material aderido ao coletor ndo pbde ser
retirado e algumas particulas ficaram impregnadas na espatula de recolhimento.
Todos esses fatores foram determinantes para o baixo indice de recuperacao
obtido.

Em relacdo ao teor de farmaco (TF), a composi¢do inicial na
formulacdo apresentava TF = 23%, para o0s experimentos com razéo
cetoprofeno/copolimero igual a 30 % (m/m) (NPEO1 e NPE02), e TF=33%, para
0s experimentos com razdo cetoprofeno/copolimero igual a 50 % (NPEO3 e
NPEOQ4). Assim, observamos na Tabela 4.9 que, em geral, ndao houve variagao
significativa entre o TF inicial e aquele obtido apds o processo de secagem. Vale
ressaltar que TF e EE estdo diretamente relacionados, visto que, para uma dada
composicao inicial de farmaco/polimero, um baixo teor de farmaco é gerado por

uma baixa eficiéncia de encapsulacao.

4.3.2.1. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia das particulas, obtidas apds o processo de secagem por
atomizacao, foi avaliada por microscopia eletrénica de varredura (MEV) e a Figura
4.21 apresenta as micrografias dessas particulas, bem como dos cristais de

cetoprofeno puro.
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Figura 4.21 — Micrografia de MEV das particulas obtidas nas formulagbes NPEO1
30% (A), NPEO2
30% (B), NPEO3
50% (C), NPEO4

(PNVCLss16-b-mPEG7g7¢ € razdo massica cetoprofeno:polimero = 50% (D) e do

(PNVCLss16-b-mPEG,4;3 € razdo massica cetoprofeno:polimero
(PNVCLss16-b-mPEG7g7¢ € razdo massica cetoprofeno:polimero

(PNVCLss16-b-mPEG423 € razdo massica cetoprofeno:polimero

cetoprofeno puro (E).

2um EHT= 5.00kV  Signal A= SE1 IProbe= 8pA  ApertureSize=20.00Um | p\Mat 1pm EHT= 5.00kV  Signal A= SE1 IProbe= 8pA  ApertureSize=20.00Um | At
WD=75mm Mag= 5.00KX Spot Size = 246 Chamber = 5.14e-003Pa  FEG-UNESP WD=75mm Mag= 20.00KX Spot Size = 246 Chamber = 4.89¢-003Pa  FEG-UNESP

(A) Magnitude 5000x (A) Magnitude 20000x

2um EHT = 5,00k Signal A= SE1 IProbe= 8pA  ApertureSize=20.00um | ajnar 1um EHT= 5.00kV  Signal A=SE1 IProbe=  7pA  ApertureSize=20.00 im | Ajvar
WD=75mm Mag= 5.00KX Spot Size = 246 Chamber = 4.49¢-003Pa  FEG-UNESP WD=-7.5mm  Mag= 20.00KX Spot Size =236 Chamber = 4.20e-003Pa  FEG-UNESP

(B) Magnitude 5000x (B) Magnitude 20000x
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2um EHT= 5.00kV  Signal A=SE1 IProbe= 7pA  ApertureSize=20.00 im | Ajvar 1pm EHT = 5,00k Signal A= SE1 IProbe= 7pA  ApertureSize=20.00um | ajpar
WD=-7.5mm  Mag= 5.00KX Spot Size = 236 Chamber = 4.10e-003 Pa  FEG-UNESP WD=7.5mm  Mag=20.00KX  SpotSize=236 Chamber = 3.92e-003Pa  FEG-UNESP

(C) Magnitude 5000x (C) Magnitude 20000x

EHT= 5.00kV  Signal A= SE1 IProbe=  7pA  ApertureSize=20.00 im | Ajvar 1pm EHT = 5,00k Signal A= SE1 IProbe= 7pA  ApertureSize=20.00um | ajnar
WD=-7.5mm  Mag= 5.00KX Spot Size = 236 Chamber = 3.51e-003 Pa  FEG-UNESP WD=75mm Mag=10.00KX  SpotSize=236 Chamber = 3.51e-003Pa  FEG-UNESP

(D) Magnitude 5000x (D) Magnitude 10000x

mm CETOPROFENO WD= 12mm Signal A = SE1

Mag= 103KX EHT=1500kv

(E) Magnitude 1000x

Fonte: Proprio autor
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As particulas preparadas nas formulacdes NPEO1 e NPEO03, com
PNVCLss16-b-mPEG2423 € razdo massica cetoprofeno:polimero igual a 30 e 50 %,
respectivamente, apresentaram superficie lisa e homogénea. Porém, o mesmo
nao aconteceu com as particulas elaboradas com o mPEG de maior massa molar
(PNVCLss16-b-mPEGys71) (NPE0O2, B) e (NPE04, D). E possivel que a elevada
massa molar do bloco de mPEG tenha diminuido a taxa de evaporagdo ou o
coeficiente de difusdo do solvente durante a atomizacao, favorecendo a formacéao
de agregados, porém essa hipotese requer uma investigacdo mais aprofundada.
Outra possibilidade é que parte do copolimero tenha se fundido apds a
atomizacao, no cilindro coletor, devido a temperatura de saida do equipamento
apresentar valores préximos a temperatura de fusao do copolimero. Conforme ja
apresentado neste trabalho (Figura 4.14 B), a T, do copolimero é igual a 59,7°C,
e a temperatura de saida no Nano Spray Dryer variou entre 40 e 50°C ao longo
de todo o processo de atomizacdo. Sendo assim, é provavel que algumas cadeias
do copolimero tenham se fundido e, consequentemente, causado a agregacao de
particulas observada nas micrografias de MEV. Também foi observado que as
particulas formadas a partir de mPEG com maior massa molar (NPEO2 e NPEOQ4)
apresentaram um didmetro maior quando comparadas com as particulas

formadas utilizando o bloco de mPEG de menor massa molar (NPEO1 e NPEO3).

Nas micrografias das particulas, ndo foram identificados cristais
caracteristicos do cetoprofeno, com ilustrado na Figura 4,19 (E), fornecendo um
indicio de que todo o farmaco presente na amostra esta encapsulado na matriz
polimérica. Para confirmar essa hipbétese, as particulas também foram
caracterizadas quanto a cristalinidade por DRX, ao comportamento térmico por
DSC, e interacdo copolimero/droga por FTIR. Para efeito de comparacgéo,
realizou-se uma atomizacao nas mesmas condicoes do experimento B13 _NSDO07,
porém utilizando o copolimero PNVCLss1g-b-mPEG7s71, na auséncia do
cetoprofeno, para a obtencao do branco (B13_NSDO08).
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4.3.2.2. Difracao de Raios X (DRX)

A Figura 4.22 apresenta uma comparacao entre os difratogramas das
particulas contendo cetoprofeno, com aquele obtido para o cetoprofeno puro
(KTP) e para as particulas preparadas na auséncia de cetoprofeno (B13_NSDO07
e B13_NSDO08)

A cristalinidade do cetoprofeno puro € evidenciada através da
observacédo dos picos compreendidos na regido de 13° a 25°, observados nos
difratogramas | da Figura 4.22 (A e B) (CHAN et al., 2015). A Figura 4.22 — A. IV
mostra o difratograma das particulas de PNVCLssig-b-mPEGg2423, sem
cetoprofeno, com caracteristica predominantemente amorfa, devido a auséncia de
picos cristalinos na amostra, o que corrobora com os resultados de DSC
apresentados anteriormente durante a caracterizagdo deste copolimero (capitulo
4, item 4.1.2). Os difratogramas das particulas contendo cetoprofeno (Il e lll),
identificados como NPEO1 e NPEO3 respectivamente (Figura 4.22 — A. Il e Ill),
apresentam o mesmo perfil do copolimero inicial, ou seja, nenhum pico cristalino
caracteristico do cetoprofeno foi encontrado nas particulas atomizadas. Estes
resultados sugerem uma interacdo, a nivel molecular, entre o cetoprofeno e a
matriz polimérica, que levou a amorfizagdo do farmaco e a formacao de uma
dispersao soélida amorfa entre a droga e o polimero (CHAN et al., 2015; SOUZA,;
OLIVEIRA, 2012). O mesmo ocorreu com as nanoparticulas de cetoprofeno
(NPEO2 e NPEO04), elaboradas utilizando PNVCLss16-b-mPEGy7g71, ou seja, o
tamanho do bloco de mPEG néo influenciou na encapsulagao e na interacao do
cetoprofeno na particula obtida por secagem por atomizagcdo. Analisando o
difratograma do copolimero PNVCLss16-b-mPEGy7s71, (Figura 4.22 — B. 1V), pode

se identificar dois picos em 19° e 23°, caracteristicos do bloco de mPEG (ZHOU
et al., 2015; CROWLEY et al., 2012.
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Figura 4.22 — Difracao de raios X das amostras de cetoprofeno puro (I), das formulagées
contendo 30 (ll) e 50% (Ill) de cetoprofeno e das particulas sem cetoprofeno (IV). A
Figura (A) apresenta os resultados obtidos utilizando-se o copolimero PNVCLssie-b-
MPEG2423 € (B) 0 copolimero PNVCLss16-b-mPEG7g71.

——KTP
—— NPEO3

A) ——— NPEO1

—— PNVCL5516-b-mPEG2423

20
I) KTP = Cetoprofeno puro; Il) NPEO1 = PNVCLssie-b-mPEG2423 / 30% cetoprofeno; Ill) NPEO3 =
PNVCLss16-b-mPEG2423 / 50% cetoprofeno; 1V) PNVCLss1s-b-mPEGz423 = Branco, sem cetoprofeno;

—KTP
——— NPE04
—— NPE02
B) —— PNVCL5516-b-mPEG7871

| |
Iy MMMWW

20
I) KTP = Cetoprofeno puro; Il) NPEO2 = PNVCLssis-b-mPEG7s71 / 30% cetoprofeno; Ill) NPEO4 =

PNVCLss16-b-mPEG7s71 / 50% cetoprofeno; IV) PNVCLss1s-b-mPEGy7s71 = Branco, sem cetoprofeno;
Fonte: Proprio autor.
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4.3.2.3. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

A analise calorimétrica foi realizada a fim de verificar o comportamento
térmico do cetoprofeno nas particulas preparadas via secagem por atomizacéao.
Para remover o historico térmico, foram realizadas duas corridas para cada
amostra, mas apenas os dados de segundo ciclo de aquecimento estdo
apresentados na Figura 4.23 (A e B), exceto para o cetoprofeno puro, onde o

termograma mostra o primeiro ciclo de aquecimento.

Figura 4.23 — Termogramas de DSC do cetoprofeno puro, das particulas contendo
cetoprofeno encapsulado e do polimero puro secas por atomizagdo. Os resultados
utilizando o copolimero PNVCLssi-b-mPEG2423 €stdo apresentados em (A) enquanto os
resultados utilizando o copolimero PNVCLss6-b-mPEG-g71 estédo apresentados em (B).

A) [~ NPEO3;— NPEO1;— PNVCL5516-b-mPEG2423;— KTP |

§ T,=97,0 °C
= T =139,6 °C
S "
(3]
)
()]
° T.283,0 °C
% o
™
- T638°C
I T T T T T T T T T T T T T 1
-80 -40 0 40 80 120 160 200

Temperatura (°C)

KTP 1° = Cetoprofeno puro 1¢ ciclo de aquecimento; NPEO1 = PNVCLssi6-b-mPEGo403 / 30%
cetoprofeno; NPEO3 = PNVCLssig-b-mPEG2423 / 50% cetoprofeno; PNVCLssig-b-mPEGoss =
Branco, sem cetoprofeno.
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B) — NPEO4;— NPEO2;—— PNVCL5516-b-mPEG7871; — KTP
—~ T,=97,0 °C
9 L "
=
o
= T,=60,2 °C
O o
[}
©
O o
X T,=48,2°C —»

i

o

4C\

T T T T T T T T T T T T T T 1
-80 -40 0 40 80 120 160 200

Temperatura (°C)
KTP 1° = Cetoprofeno puro 12 ciclo de aquecimento; NPEO2 = PNVCLss16-b-mPEG7g71 / 30%
cetoprofeno; NPE04 = PNVCLss16-b-mPEG7g71 / 50% cetoprofeno; PNVCLssis-b-mPEGg71 =
Branco, sem cetoprofeno;

Fonte: Proprio autor

O resultado da andlise térmica da primeira corrida do cetoprofeno esta
em conformidade com os dados reportados na literatura (CHAN et al., 2015; GUE
et al., 2013; SOUZA; OLIVEIRA, 2012). E possivel perceber, no primeiro
aquecimento, que o cetoprofeno estd em um estado cristalino, com uma
temperatura de fusdo (Tr) bem definida em 97°C. Esta fusao do cetoprofeno puro
era esperada, tendo em vista o resultado apresentado nas micrografias de MEV e

nos difratogramas de DRX.

Analisando os resultados obtidos para o copolimero com o mPEG de
menor massa molar (PNVCLss16-b-mPEG2423, Figura 4.23 A), verifica-se que na
auséncia de cetoprofeno, uma transicdo térmica de segunda ordem (Tg) foi
verificada em 139,6°C, cujo valor é inferior ao obtido logo apbés a sintese do
copolimero (T4=150,4°C). Como foi dito anteriormente, a T4 pode variar de acordo
com o teor de umidade presente na amostra, neste caso, a agua funciona como
um plastificante diminuindo a T4 do polimero (LIU et al., 2014). Mesmo apos o
processo de secagem por atomizacao, é provavel que a particula final contenha
umidade como demonstrado por Chan et al. (2015) e Malaj et al. (2010).
Analisando os termogramas de DSC das particulas contendo cetoprofeno nas
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propor¢cées massicas Cetoprofeno:polimero igual a 30% (NPEO1) e 50% (NPEQS3),
apenas uma Ty é observada, localizada a 83 °C e 63,8°C, para as formulacdes
NPEO1 e NPEOS, respectivamente. Este valor é inferior ao encontrado para a
nanoparticula sem cetoprofeno. Pode-se observar também que o aumento do teor
de farmaco nas particulas, acarreta em uma diminuicdo na Tg4. Isso sugere a
formacao de um sistema homogéneo de uma unica fase e pode se supor que 0
cetoprofeno esta molecularmente disperso na matriz polimérica (GUE et al.,
2013). A auséncia de um evento endotérmico nos termogramas das particulas
contendo cetoprofeno (NPEO1 e NPEO03) indica a auséncia de vestigios de
cetoprofeno cristalino nas amostras, o que confirma o estado amorfo das
particulas. Essa ocorréncia pode estar relacionada com a formacao de ligacdes
de hidrogénio intermoleculares entre o cetoprofeno e o copolimero e/ou a perda
de mobilidade do farmaco apds a encapsulacdo na matriz polimérica durante o
processo de atomizacao (CHAN et al., 2015).

O termograma das particulas elaboradas utilizando o copolimero
PNVCLss16-b-mPEG7s71, apresenta um evento endotérmico em 60,2°C (Figura
4.23-B), que foi atribuido a propriedade cristalina do bloco de mPEG, o que foi
confirmado pelas analises de DRX. Essa temperatura de fusdo esta préxima do
valor encontrado para o copolimero apds sua sintese via reagdes de acoplamento
(Tm=59,7°C). Nao foram observados eventos endotérmicos de segunda ordem
(Ty) para as particulas com ou sem cetoprofeno encapsulado neste copolimero.
Os picos endotérmicos dos termogramas das particulas contendo 30 (NPEO2) e
50% (NPEO04) de cetoprofeno apresentaram uma diminui¢cdo € um alargamento no
intervalo de fusdo em relagédo a T, das particulas sem cetoprofeno (PNVCLszs16-b-
mPEG?7s71). Esses resultados sugerem que a presenca do cetoprofeno nas
nanoparticulas, influenciou a taxa de cristalizagao do bloco de mPEG, levando a
formacédo de cristais menores e com uma distribuicdo mais larga de tamanhos.
Em geral, a introdugcdo de impurezas em um polimero semicristalino promove o
alargamento e, muitas vezes, a reducao na temperatura de fusao (CROWLEY et
al., 2012). A diminuigdo no ponto de fusdo geralmente é um sinal da presenga de
pequenos cristais. A presengca de farmacos nas particulas pode intensificar a
formacao de cristalitos de tamanho reduzido pois elas podem agir como um
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agente de nucleacdo levando a formacdo de fase cristalina de tamanhos
heterogéneos (CHAMPEAU et al., 2015).

4.3.2.4. Espectrometria de Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

A interacdo farmaco-polimero é um fator importante que determina a
estabilidade fisica de dispersdes sdlidas. Neste trabalho, utilizou-se a
espectrometria de Infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), como uma
técnica auxiliar para estudar a interacdo do cetoprofeno com a matriz polimérica
de PNVCL-b-mPEG. A Figura 4.22 apresenta o espectro do cetoprofeno cristalino,
da particula de copolimero amorfo (PNVCLssig-b-mPEG2423) € semicristalino
(PNVCLss16-b-mPEG7s71), preparadas na auséncia do farmaco e das particulas
com 30% (NPEO1 e NPEO02) e 50% (NPEO3 e NPEO4) de cetoprofeno

encapsulado.
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Figura 4.24 — Espectro de FTIR das particulas de cetoprofeno encapsulado por
atomizacado com razao droga/polimero de 50% (l) e de 30% (Il), copolimero sem droga
(I1) e do cetoprofeno puro (IV). A Figura (A) apresenta os resultados obtidos com o
copolimero PNVCLsgs1e-b-mPEG2423 € (B) com o copolimero PNVCLss6-b-mPEG7g71.
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Fonte: Préprio autor.

O espectro do cetoprofeno cristalino apresenta dois picos principais em
1655 e 1697 cm™ que correspondem ao estiramento C=0 do grupo carbonila
(Figura 4.22 |V). Estes picos tornam-se largos no espectro das nanoparticulas
contendo cetoprofeno encapsulado e, o Gltimo, deslocado para 1739 cm™ (Figura
4.22 | e Il). Este dois eventos sugerem que ha interagao entre o cetoprofeno e o
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copolimero ap6s a formacdo das particulas por atomizacdo. Além disso, é
possivel visualizar um tripleto na regido de 700 cm™, para o cetoprofeno cristalino
e um dupleto, na mesma regidao, apds a encapsulagdao do farmaco na matriz
polimérica, que evidenciam o estado amorfo das moléculas de cetoprofeno
encapsuladas (CHAN et a., 2015). Este resultado reforca a suposi¢cao de que o
cetoprofeno interage com a matriz polimérica e encontra-se em um estado
amorfo, conforme sugerido pelos resultados anteriores de DRX e DSC. Este
comportamento foi identificado em todas as particulas, independentemente da
fracao de cetoprofeno e do tamanho do bloco de mPEG no copolimero.

4.4. Cinética de liberacao do cetoprofeno “in vitro”

A capacidade de dispersdes solidas amorfas de influenciar na
velocidade de dissolucdo e biodisponibilidade de principios ativos tem sido
amplamente estudada (CHAN et al., 2015; VO; PARK; LEE, 2013). Isto se deve a
habilidade do sistema amorfo em exibir alto nivel de supersaturacéo e, assim,
aumentar a solubilidade aparente do agente ativo, comparada aos sistemas
cristalinos (CHAN et al., 2015; VO; PARK; LEE, 2013). Neste trabalho, quatro
formulacdes contendo cetoprofeno encapsulado na matriz de PNVCL-b-mPEG
foram preparadas com 30 e 50% de farmaco, sendo duas delas amorfas (NPEO1
e NPEO03), utilizando o copolimero PNVCLss16-b-mPEG2423, € duas semicristalinas,
utilizando o copolimero PNVCLss16-b-mPEG7s71 (NPEO2 e NPEQO4), conforme os
resultados relatados no item anterior. Os resultados relacionados a cinética de
liberagao “in vitro” do cetoprofeno foram obtidos em tampéo fosfato (pH 7,4), para
simular o pH do intestino, mantendo a temperatura do meio em 25 ou 37 °C. Para
determinar a concentracdo do cetoprofeno no meio de dissolucao utilizou-se a
técnica de UV/visivel no comprimento de onda de 260 nm e uma curva de
calibracao do cetoprofeno previamente obtida.
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Figura 4.25 — Comparagao do perfil de liberagéo entre os sistemas de dispersao sélida:
cetoprofeno puro, particulas contendo 30% e 50% do farmaco e utilizando os copolimeros
PNVCL5515'b'mPEG2423 e PNVCL5515'b'mPEG7871.
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Fonte: Proprio autor.

Conforme discutido anteriormente, o copolimero em bloco utilizado
para elaborar as particulas possui sensibilidade a temperatura, devido a fracao de
PNVCL presente na sua estrutura. Assim, é esperado que a cinética de liberacao
do cetoprofeno seja influenciada pela temperatura. Para efeito de comparacéo,
ensaios de dissolucao do cetoprofeno puro também foram realizados nas mesmas
condicbes experimentais das particulas contendo cetoprofeno encapsulado e
todos os resultados estdo apresentados na Figura 4.25. Todas as curvas séo
apresentadas em termos de porcentagem de cetoprofeno liberada, calculada em
funcdo da massa de farmaco adicionada ao meio de liberacdo, estimada a partir
do teor de farmaco na particula, e a quantidade liberada em funcdo do tempo,
determinada por UV/vis.

Os ensaios de dissolucao do cetoprofeno puro, ndo encapsulado, a
37°C e 25°C estao representados pelas curvas tracejadas em laranja e verde,
respectivamente. Como esperado, a temperatura de liberagdo influencia

fortemente o perfil de dissolucdo do cetoprofeno puro, como pode ser observado
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na Figura 4.23, devido a sua maior solubilidade a 37°C. Analisando a
porcentagem de farmaco dissolvido no meio de liberagéo, verifica-se que, a 37 °C
foram necessarios apenas quatro minutos para dissolver 100% do cetoprofeno,
enquanto que, a 25°C apenas 16% estava soluvel, neste mesmo intervalo de
tempo.

Comparando os perfis de liberacdo do cetoprofeno encapsulado nas
matrizes poliméricas e do cetoprofeno puro, pode-se observar que, em todos os
casos, houve um aumento percentual do farmaco dissolvido no meio de liberacéao
nos ensaios realizados a 25°C, independentemente do seu teor nos experimentos
de encapsulacdo e da caracteristica semicristalina ou amorfa da matriz
polimérica. Cerca de 2 a 4 minutos foram suficientes para liberar
aproximadamente 100% do cetoprofeno encapsulado nas particulas, ja para o
cetoprofeno ndo encapsulado, menos de 80% haviam se dissolvido mesmo apo6s
20 minutos de ensaio, ou seja, a presenca do PNVCL-b-mPEG promoveu um
aumento efetivo da solubilidade do cetoprofeno a 25°C. Este aumento na cinética
de liberagdo do farmaco encapsulado, comparado ao perfil de dissolucdo do
cetoprofeno puro, pode ser explicado pela diminuicdo no tamanho da particula,
em relacdo aos cristais puros, o que aumenta a sua area superficial e,
consequentemente, a superficie de contato com o meio de liberacdo. Outro fator
que pode ter contribuido para este aumento na dissolugdo do cetoprofeno é a
presenca de um copolimero hidrofilico a 25 °C (CHAN et al., 2015; GUE et al.,
2015; GUE et al, 2013; MALAJ et al., 2010). Nao houve diferenga significativa
entre os perfis de liberacdo para as quatro formulagcbes testadas, podendo-se
concluir que o grau de amorfizacdo do sistema de dispersées sélidas nao
influenciou no perfil de dissolugao do cetoprofeno no meio de liberacao. Resultado
similar foi encontrado por Chan et al. (2015) utilizando poli(vinilpirrolidona) (PVP),
poli(vinilpirrolidona-co-alcool vinilico) (PVPVA), poli(alcool vinilico) (PVA) como
matrizes poliméricas.

Nos ensaios realizados a 37°C um comportamento oposto ao anterior
foi observado nas quatro formulagdes testadas: o cetoprofeno puro apresentou
um perfil de dissolu¢do maior do que quando encapsulado na matriz de PNVCL-b-
mPEG. Isto provavelmente ocorreu devido a uma modificagdo da estrutura
tridimensional das particulas, gerando ao aumento na interacéo entre a fracao de
PNVCL na particula e o cetoprofeno. Como a temperatura de ensaio esta acima
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da LCST da PNVCL, a solubilidade dos segmentos constituidos desse polimero
diminui, favorecendo o processo de auto agregacgdo, tipico de polimeros
termossensiveis. Durante esse processo uma estrutura nucleo/casca (core/shell)
pode se formar devido a fracdo de mPEG no copolimero, uma vez que seus
segmentos sao hidrofilicos independentemente da temperatura de ensaio. Sua
presenca na interface particula-agua fornece estabilidade coloidal ao sistema,
formado assim, uma estrutura com nucleo constituido de PNVCL e a casca de
mPEG, como reportado por Prabaharan et al. (2009). Durante esse rearranjo
estrutural, algumas moléculas de farmaco podem se desprender das particulas,
sendo dissolvidas no meio de liberacao, enquanto outras permanecem no nucleo.
As interacoes PNVCL/cetoprofeno podem reter as moléculas de farmaco por mais
tempo, diminuindo, assim, a liberacdo do cetoprofeno para o meio de dissolugao
(PRABAHARAN et al., 2009).
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5. CONCLUSAO

Neste trabalho, foram estudadas duas rotas quimicas para a sintese de
copolimeros em bloco, do tipo poli(N-vinilcaprolactama)-b-poli(etileno glicol)
(PNVCL-b-mPEG). Em uma segunda etapa, os copolimeros obtidos foram
utilizados como matriz polimérica na encapsulacao do cetoprofeno, pela técnica

de secagem por atomizacgao.

Utilizou-se a polimerizacdo via radicais livres convencional para
sintetizar PNVCL contendo um acido carboxilico terminal. Para isto, foi adicionado
ao meio de reagdo um agente de transferéncia de cadeia (CTA) da classe das
mercaptanas, em duas quantidades diferentes para a obtencdo de PNVCL-
COOH, com duas massas molares distintas. Estes homopolimeros foram
utilizados na sintese de copolimeros em bloco, via reagdes de esterificacéao,
utilizando como segundo reagente (homopolimero), mPEG-OH, também com
duas massas molares bem distintas. As caracterizagdes dos copolimeros
sugerem a obtencao de estruturas em bloco para as reagdes conduzidas a 50°C,
tempo de reacdo de 48h, empregando a razdo PNVCL-COOH/mPEG-
OH/DCC/DMAP igual a 1,25:1:2:0,2 e utilizando a PNVCL-COOH de menor
massa molar. Entretanto, quando utilizou-se a PNVCL-COOH de maior massa
molar, as reag¢des ndao foram bem sucedidas, provavelmente devido a baixa
eficiéncia de funcionalizacao das cadeias de PNVCL pelo agente de transferéncia
de cadeia (MPA). Uma baixa eficiéncia na reacao de transferéncia de cadeia,
resultaria em um menor numero de cadeias de PNVCL contendo em sua
extremidade, a funcao acido carboxilico. Com relagdo ao mPEG-OH, verificou-se
que o homopolimero de maior massa molar levou a formacdo de um copolimero
com caracteristicas semicristalinas, enquanto o menor conduziu a formagcéao de

uma estrutura completamente amorfa.

Os resultados ndo foram muito satisfatérios no caso das sinteses dos
copolimeros em bloco, mPEG-b-PNVCL, pelo mecanismo de polimerizagdo via
radical livre viva/controlada, (RAFT/MADIX). As analises por espectrometria de

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN 'H), confirmaram a obtencdo do
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macroagente de transferéncia de cadeia, mMPEG-0EX. Entretanto, as reagbes de
extensdo de cadeia ndo conduziram a formagédo de um copolimero em bloco. Nos
ensaios de Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC) nao foi identificado um
acréscimo significativo de massa molar do copolimero final em relagdo a massa

molar do macroagente inicial.

Nos testes iniciais para a sintese de particulas de PNVCL-b-mPEG
pela técnica de secagem por atomizagao, utilizando o Nano Spray Dryer, ficou
evidenciada a importante relacdo entre o tipo de solvente e a concentracdo do
polimero na solucao de alimentacdo, na morfologia das particulas finais. Neste
trabalho, a melhor condicdo experimental encontrada para o0 processo de
atomizacao das particulas foi aquela em que o etanol foi utilizado como solvente e
o polimero utilizado em uma concentracdo de 0,1% (m/v). Os ensaios de
encapsulacdo do cetoprofeno foram realizados utilizando os copolimeros em
bloco, obtidos a partir da PNVCL-COOH de massa molar de 5516 g/mol com duas
massas molares distintas de mMPEG. A encapsulacao do cetoprofeno nas matrizes
poliméricas foi bem sucedida e a eficiéncia de encapsulacao foi superior a 80% .A
diferenga no tamanho do bloco de mPEG n&o interferiu na cinética de liberacao
da droga, nos ensaios in vitro. Os resultados de FTIR indicam uma interagao entre
o cetoprofeno e a matriz polimérica. Apdés a encapsulacdo, o cetoprofeno
apresentou uma estrutura amorfa e a taxa de liberagcdo foi maior quando
comparada com a taxa de liberacado do cetoprofeno puro. Assim, conclui-se que a
matriz polimérica, PNVCL-b-mPEG, é capaz de interagir com o farmaco,
aumentando a sua taxa de liberacdo. Estes resultados, apesar de preliminares,
confirmam o potencial destes copolimeros, quando o objetivo é melhorar a

biodisponibilidade deste ativo em aplicagdes in vivo.
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