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RESUMO

FONSECA, J. M. Preparacao de microparticulas de quitosana incorporadas de
nanogéis de poli(N-vinilcaprolactama-co-acido itaconico-co-dimetacrilato de
etilenoglicol) via secagem por pulverizaciao para liberaciao controlada de cetoprofeno.
2016. 188 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Escola de Engenharia de Lorena,
Universidade de Sao Paulo, Lorena, Sdo Paulo, 2016.

Neste trabalho foram desenvolvidas microparticulas hibridas em pé constituidas de uma
matriz biodegraddvel de quitosana incorporada de particulas de nanogéis biocompativeis
sensiveis a temperatura e/ou ao pH para controlar a liberacdo de cetoprofeno e aumentar
sua solubilidade. Cetoprofeno foi encapsulado em nanoparticulas de poli(NV-
vinilcaprolactama-co-4cido itacOnico-co-dimetacrilato de etilenoglicol) (poli(NVCL-co-
Al-co-EGDMA)-cetoprofeno), sintetizadas via polimerizagdo por precipitagdo, as quais
foram incorporadas em matriz de quitosana (95% desacetilada e M,, = 85 kDa) com os
objetivos de melhorar a adesdo das microparticulas hibridas no local de liberacdo e de
auxiliar no controle de liberacio do farmaco. As microparticulas hibridas de
quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)-cetoprofeno foram preparadas por interacao
eletrostitica entre os polimeros dispersos em meio aquoso, seguida de secagem por
pulverizacdo (spray drying) a fim de melhorar a estabilidadedas microparticulas.
Inicialmente foi realizado um estudo sobre a influéncia das concentra¢cdes de mondmeros e
de iniciador no didmetro hidrodindmico (Dy) e na sensibilidade a temperatura e ao pH das
particulas de nanogéis. Duas formulacdes de nanogéis contendo particulas com diferentes
valores de Dy (R51 = 185,9 nm e R50 = 120,6 nm) foram utilizadas para a encapsulacdo de
cetoprofeno. As morfologias das particulas de nanogel e das microparticulas hibridas
foram avaliadas por microscopias eletronicas de transmissdo e de varredura,
respectivamente. Calorimetria diferencial de varredura (DSC), difracdo de raios X (DRX) e
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foram utilizadas para
analisar as propriedades térmicas, confirmar a encapsulacdo de cetoprofeno e avaliar
qualitativamente a composicdo dos materiais e interacdes entre as matrizes poliméricas,
respectivamente. Os resultados mostraram que o cetoprofeno foi amorfizado e encapsulado
pela matriz de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA), com uma eficiéncia de encapsulagdo de
39,6% e 57,8% para as particulas R50 e R51, respectivamente. As matrizes poliméricas de
quitosana e de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) interagiram durante a sua mistura fisica e
durante o processo de secagem, e a cristalinidade da quitosana diminuiu com a

incorporagdo de particulas de nanogel em sua matriz. Os testes de liberacdo de cetoprofeno



in vitro mostraram que as particulas de nanogéis conseguiram controlar a liberacdo de
cetoprofeno e que liberaram 100% do farmaco encapsulado durante 52h de teste, na
condi¢ao de pH 7,4 e a 37°C. Os testes também evidenciaram que o tamanho das particulas
de nanogel foi o pardmetro que mais interferiu na difusdo do cetoprofeno pelas particulas,
e que a liberacdo de cetoprofeno foi mais acelerada para as particulas menores (reacdo
R50). Nas mesmas condi¢des de teste, a incorporagdo das particulas de nanogel na matriz
de quitosana causou um retardo na liberagdo do cetoprofeno, devido a insolubilidade da
quitosana no pH 7.,4. E os resultados mostraram que para as microparticulas hibridas com
maior concentracdo de particulas de nanogel com relacdo a massa de quitosana, a liberacdo
de cetoprofeno foi menos acentuada. Isso ocorreu devido ao maior nimero de interagdes
entre as matrizes poliméricas, o que limitou o contato das particulas de nanogel com o

meio de liberacao e diminuiu o grau de liberdade de suas cadeias poliméricas.

Palavras-chave: Nanogéis. Poli(N-vinicaprolactama-co-4cido itacOnico-co-dimetacrilato de

etilenoglicol). Quitosana. Secagem por pulverizacdo. Cetoprofeno.



ABSTRACT

FONSECA, J. M. Preparation of poly(N-vinylcaprolactam-co-itaconic acid-co-
ethylene glycol dimethacrylate)-based nanogels embedded in chitosan matrix for
controlled release of ketoprofen by spray-drying technique. 2016. 188 p. Dissertation
(Master of Science) — Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo,
Lorena, Sdo Paulo, 2016.

In this work, powdered hybrid microparticles composed by a chitosan biodegradable
matrix embedded with biocompatible and thermo- and pH-responsive particles-based
nanogels were developed and used to control the ketoprofen release and to increase its
solubility. Ketoprofen was loaded in poly(N-vinylcaprolactam-co-itaconic acid-co-
ethylene glycol dimethacrylate)-based nanogels (poly(NVCL-co-Al-co-EGDMA)-
ketoprofen) synthetized by precipitation polymerization, which were embedded in chitosan
matrix (95% deacetilation and M, = 85kDa) aiming to improve the mucoadhesive
properties of hybrid microparticles on the targeted tissue and to support in the control of
drug release. Hybrid microparticles of chitosan/poly(NVCL-co-Al-co-EGDMA)-
ketoprofen were prepared by electrostatic interactions between polymers dispersed in
aqueous media and spray-dried in order to improve the microparticles stability. First, it was
carried out a study about the influence of monomers and initiator concentrations in the size
(hydrodynamic diameter) and thermo- and pH-responsiveness properties of particles-based
nanogels. Two formulations of nanogels with different particle sizes (RS1 = 185.9 nm e
R50 = 120.6 nm) were used to encapsulate ketoprofen. The morphology of particles-based
nanogels and hybrid microparticles was studied by transmission and scanning electron
microscopies, respectively. Differential scanning calorimetry (DSC), X-ray diffraction
(XRD) and Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) were used to study thermal
properties, to confirm encapsulation of ketoprofen and qualitatively evaluate the
composition of materials and interactions between polymeric matrices, respectively. The
results showed that ketoprofen was converted from the crystalline to the amorphous state
and was encapsulated by poly(NVCL-co-Al-co-EGDMA) matrix, with an encapsulation
efficiency of 39.6% and 57.8%, for particles R50 and RS51, respectively. Polymeric
matrices of chitosan and poly(NVCL-co-Al-co-EGDMA) interacted during their mixture
and drying process, and chitosan crystallinity decreased as a result of the incorporation of
particles-based nanogels in their matrix. In vitro release tests of ketoprofen showed that
poly(NVCL-co-Al-co-EGDMA )-based nanogels controlled the delivery of ketoprofen and
100% of ketoprofen-loaded has been released after 52h of the tests, carried out in pH 7.4 at



37°C. These tests also showed that the particles-based nanogels size was the parameter that
most interfered in the ketoprofen diffusion by particles and that the ketoprofen release
from smaller particles (R50 reaction) was faster. Under the same conditions, the
incorporation of poly(NVCL-co-Al-co-EGDMA)-based nanogels in chitosan matrix
slowed the ketoprofen release, due to insolubility of chitosan in the media at pH 7.4. The
results showed that hybrid microparticles with a higher concentration of particles-based
nanogels, with respect to the mass of chitosan, the release of ketoprofen was less
pronounced. It was due to the greater number of interactions between the polymer
matrices, which limited the contact of particles-based nanogels with the media of release

and reduced the degree of freedom of the polymeric chains.

Keywords: Nanogels. Poly(N-vinylcaprolactam-co-itaconic acid-co-ethylene glycol

dimethacrylate). Chitosan. Spray-drying. Ketoprofen
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1 INTRODUCAO

Os sistemas de liberacdo controlada de farmacos preparados a partir de polimeros
biodegraddveis e/ou biocompativeis tem sido amplamente estudados devido as inimeras
vantagens que podem oferecer ao paciente, como o aumento da biodisponibilidade e da
solubilidade do farmaco, redu¢do do nimero de administragdes do medicamento, redugao
de efeitos colaterais e de possivel toxicidade, protecio do fiarmaco contra degradacdo
quimica e enzimética e atuag¢do do principio ativo em tecido alvo especifico (VILAR et al.,
2012). O cetoprofeno € um farmaco derivado do 4cido propidnico, anti-inflamatério, nao-
esteroidal e de classe II segundo o sistema de classificacdo biofarmacéutica, ou seja, € um
farmaco de baixa solubilidade e alta permeabilidade, que pode provocar irritacdo na
mucosa gastrointestinal quando administrado em altas dosagens. Assim, a encapsulacao de
cetoprofeno em sistemas de liberacdo controlada poderia aumentar a sua

biodisponibilidade e solubilidade a partir da sua interagdo com a matriz polimérica (CHAN

et al. 2015).

Muitos desses polimeros empregados como matrizes encapsulantes ou dispersantes
sdo “inteligentes”, ou seja, sdo capazes de responder a estimulos externos como luz, pH,
temperatura, for¢ca idnica, campo magnético, entre outros, por meio de mudancas na sua
estrutura fisica, principalmente, as quais controlam o perfil de liberacdo do farmaco. Esse
perfil, portanto, dependera do tipo e da sensibilidade do polimero, da aplicacdo biomédica,
do tecido alvo, das dimensdes do sistema de administracdo, das propriedades fisico-

quimicas do farmaco e da sua interacdo com a matriz polimérica (FLEIGE et al., 2012).

N

Os polimeros sensiveis a temperatura e ao pH, ou aos dois estimulos
simultaneamente sdo os mais utilizados para a preparacdo de sistemas de liberacdo
controlada de farmacos, devido ao fato de tecidos do corpo humano, em um estado
patologico, poderem apresentar alteracdes de pH e de temperatura, como no caso de
tumores, infec¢des, inflamagdes, febre e hipotermia. Essas variacdes de pH e de
temperatura podem estimular a liberacdo do farmaco a partir da matriz polimérica
inteligente. Entre os polimeros termossensiveis mais estudados, a poli(V-
vinilcaprolactama) (PNVCL) tem ganhado destaque nas pesquisas biomédicas por ser um
polimero biocompativel, o qual apresenta uma temperatura de transi¢do de fase proxima a

temperatura fisiolégica do corpo sadio (37°C). Ao atingir essa temperatura de transicao,
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também denominada Temperatura Critica Inferior de Solubilizacio (LCST), ocorre
alteracdoes no balanco de interagdes hidrofilicas e hidrofébicas no sistema polimero-
solvente. As ligacdes hidrogénio que mantém as macrocadeias de PNVCL solvatadas por
moléculas de solvente sdo rompidas e as interagdes hidrofébicas entre cadeias poliméricas
sdo favorecidas, causando a precipitacdo das cadeias. O mondmero N-vinilcaprolactama
(NVCL) também pode ser copolimerizado com comondmeros hidrofilicos que contém
grupos ionizdveis, como o 4cido itacOnico, resultando na formagdo de copolimeros
sensiveis a temperatura e ao pH simultaneamente. Essas caracteristicas tornam os
monomeros NVCL e 4cido itacOnico promissores para a preparacdo de um dos tipos de
sistema de liberacdo de fiarmacos mais empregados para aumentar a biodisponibilidade e

solubilidade de farmacos, os hidrogéis (FLEIGE, et al., 2012; LIU et al., 2014).

Os hidrogéis foram os primeiros sistemas farmac€uticos para a liberacdo de
farmacos a serem testados pela biomedicina e sdo compostos por cadeias poliméricas
reticuladas, que conferem a esses dispositivos biomédicos uma morfologia tridimensional e
insolubilidade em meio aquoso. Porém, os hidrogéis apresentam alta afinidade pela dgua
devido a presenca de grupos hidrofilicos (-NH,, -COOH, -OH, -CONH,,-CONH- e -SO3;H)
em suas cadeias, conferindo a esses materiais a capacidade de absor¢do e expulsdo de dgua,
conforme mudangas ocorridas no equilibrio de interagdes hidrofilico-hidrofébicas do seu
sistema. Esses sistemas de liberacdo, assim como outros (esferas, cdpsulas, particulas
magnéticas, emulsao, “quantum dots”, lipossomas, particulas lipidicas sélidas, micelas e
ciclodextrina) podem ser sintetizados na escala micro e nanométrica a fim de aumentar a
area superficial e a molhabilidade da superficie do sistema exposta ao meio de dissolugdo,
e consequentemente, aumentar a biodisponibilidade, solubilidade e difusdo de farmacos

(HAGGAG et al., 2015; LEE et al., 2011; WILKE et al., 2015).

Os micro e nanogéis geralmente sdo sintetizados via polimerizagdo por
precipitacdo, um processo economicamente viavel, o qual permite a obten¢do de particulas
com distribui¢cdo unimodal de tamanhos e a possibilidade de sintese de particulas livres de
surfactantes. Nesse caso, a estabiliza¢do coloidal pode ser realizada por meio da adi¢ao de
comondmeros que contenham grupos ionizdveis e que estejam parcialmente ionizados
durante a sintese (ZHANG et al., 2013; HAWKER 1997; DOWNEY et al., 1999; LIU et
al., 2014). Contudo a estabilidade coloidal desses materiais pode ser comprometida por
condi¢des adversas impostas pelo proprio corpo humano antes que o sistema de liberacao

atinja o tecido alvo, especialmente no caso da administra¢do oral. A variacdo do pH ao
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longo do sistema gastrointestinal pode interferir na eficiéncia da liberacdo de farmacos a
partir de micro e nanogéis sensiveis ao pH, causando sua aglomeragdo, e
consequentemente, sua dificil redispersdo no tecido alvo. Assim, esses microgéis e
nanogéis podem ser incorporados por interacdes fisicas ou enxertados em outras matrizes
poliméricas biodegraddveis, como a quitosana, as quais podem exercer um papel de
protecdo contra a aglomeracdo de particulas. Além disso podem aumentar a adesdo do
sistema de liberac@o sobre a mucosa do tecido alvo (mucoadesao) ou até mesmo podem ser
utilizadas para modificar as propriedades de outra matriz polimérica (formagao de
compdsitos), como o pH ideal para liberacdo ou para melhorar o controle de liberacdo do
farmaco (WILKE et al., 2015; CONTRI et al., 2014; JANKAEW et al., 2015; HUANG et
al., 2014).

Além da hibridizacdo de matrizes poliméricas para melhorar a estabilidade ou
modificar as propriedades dos sistemas de liberagdo controlada de farmacos, outra
estratégia bastante utilizada para melhorar a estabilidade desses sistemas € a preparacdo de
dispersoes solidas. As dispersdes liquidas podem apresentar: problemas de aglomeragdes,
contamina¢do microbiana, liberagdo do fadrmaco durante o seu armazenamento e farmaco
na forma de cristais, os quais sdo mais dificeis de solubilizar. Além de melhorar a
estabilidade dos produtos farmacéuticos, prolongando o seu tempo de armazenamento, as
dispersdoes soOlidas também podem ser utilizadas como estratégia para aumentar a
solubilidade e biodisponibilidade do fairmaco, podendo ser associadas a outras estratégias
como a redugdo de tamanho de particulas, formacao de sais e de co-cristais, inclusdo de
complexos como ciclodextrana e amorfiza¢do, as quais também visam o aumento da
biodisponilidade e da solubilidade de farmacos (HAGGAG et al, 2015; CELLI et al., 2015;
KECK et al., 2005).

A secagem por pulverizacdo (spray drying) é a técnica de preparacdo de micro e
nanoparticulas secas que mais tem se destacado no desenvolvimento de produtos
farmacéuticos em pd. Além de conferir as vantagens das dispersdes sdlidas, comparada a
outras técnicas de secagem, a secagem por pulverizagdo € um processo barato e simples,
que permite um maior controle sobre a morfologia e tamanho de particulas e a utiliza¢do
de condicdes mais brandas durante o processo, mantendo a integridade, por exemplo, de
compostos sensiveis ao calor e € aplicdvel a uma diversidade de materiais (CHAN et al.,

2015; ESTEVINHO et al., 2013; NANDIYANTO et al., 2011).
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Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de microparticulas hibridas em
p6 inéditas constituidas de uma matriz biodegraddvel de quitosana incorporada de
particulas de nanogéis biocompativeis sensiveis a temperatura e ao pH para controlar a
liberacdo de cetoprofeno e aumentar sua solubilidade através da sua amorfizacgao.
Cetoprofeno foi encapsulado em nanoparticulas de poli(N-vinilcaprolactama-co-éacido
itacOnico-co-dimetacrilato de etilenoglicol), sintetizadas via polimerizac¢do por precipitacao
e dispersas em hidrogel, as quais foram incorporadas em matriz de quitosana com o0s
objetivos de melhorar a adesdo das microparticulas hibridas no local de liberagdo e de
auxiliar no controle de liberacdo do fairmaco. As microparticulas hibridas foram preparadas
por interacdo eletrostitica entre os polimeros dispersos em meio aquoso, seguida de

secagem por pulverizagdo (spray drying) a fim de melhorar a estabilidade do produto final.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Sistema de liberacao controlada de farmacos

Todo medicamento ao ser administrado deve ser absorvido pelo organismo,
garantindo que o principio ativo da formulacdo esteja disponivel para causar o efeito
terapéutico esperado no tecido alvo, ou seja, o efeito farmacolégico desejado no local de
atuacdo. Cada farmaco possui uma velocidade de absorcdo prépria, de acordo com suas
propriedades fisico-quimicas, seu grau de pureza, sua forma farmacéutica (cdpsulas,
comprimidos, injecOes, pomadas, xaropes) € o seu local de atuagdo. Essas caracteristicas
determinam a biodisponibilidade do farmaco, que se trata da quantidade de principio ativo
que estard disponivel para a sua absorcao e atuacdo no tecido alvo durante uma unidade de

tempo (AGORAM et al., 2001).

Um dos maiores impasses enfrentados pelas industrias farmacéuticas consiste em
aumentar a solubilidade e a biodisponibilidade dos farmacos. A maioria desses compostos
€ pouco solivel em meio aquoso, apresentando elevada hidrofobicidade e também uma
elevada massa molar. Isso contribui para uma menor biodispobilidade desses compostos e
um perfil cinético de liberacdo indefinido, principalmente de farmacos administrados
oralmente, os quais estdo susceptiveis as condi¢des ambientais do sistema gastrointestinal
(dcido, base, degradacdo enzimdtica). A fim de que esses farmacos alcancem uma
exposicdo sist€émica in vivo desejada, a industria farmacéutica tem desenvolvido sistemas
de administracdo de farmacos, os quais envolvem a formacdo de sais, a utilizacdo de
excipientes solubilizantes, agentes de complexacdo, reducdo de tamanho de particulas,
amorfizagdo, formacao de dispersdes sdlidas, etc (GU et al., 2015; CHAN et al., 2015). Os
sistemas de administracdo convencionais implicam na administracdo das doses de
medicamentos em intervalos de tempo, o que pode ndo garantir que a concentracdo de
medicamento permaneca dentro da faixa terapéutica durante o intervalo entre as
administracdes. Apds um crescente nimero de administragdes, hda um aumento da
concentracdo do principio ativo no corpo, e entdo, essa concentragdo diminui devido a sua
excre¢do e metabolizagdo pelo organismo. A faixa terap€utica compreende o intervalo

entre as concentragdes minima e mixima de fairmaco no corpo, que garantirdo que o efeito



36

terapéutico (desejado) do principio ativo seja alcancado. A concentragdo minima de
farmaco eficaz no alcance do efeito terapéutico é denominada limiar do nivel sub-
terapéutico, enquanto a concentracdo mdxima de farmaco tolerada pelo organismo ¢é
denominada limiar do nivel téxico (VILAR et al., 2012; RAO 2013). A Figura 2.1 mostra
a variacdo da concentracdo de um principio ativo no organismo humano ao longo do
tempo, de acordo com a forma e a dosagem administrada. A Figura 2.1 também compara
um sistema de administracdo convencional com um sistema de administrag¢do ideal do tipo

liberagdo prolongada.

Figura 2.1- Concentragdo de um principio ativo ao longo do tempo apds sua
administracdo: (a) dose oral (b) overdose oral (c) intravenosa (d) liberagdo controlada do
tipo prolongada

". Nivel téxico

(d)

£hais % Faixa de efeito
- terapéutico

Concentragdo do principio ativo
-~

’ ™. Y Efeito terapéutico
ineficiente

Fonte: Adaptado de Rao et al. (2013).

No sistema de administracdo de liberacdo ideal, a concentracdo do principio ativo
no organismo é controlada, mantendo-se dentro da faixa terap€utica por um periodo de
tempo mais longo que os sistemas de administragdo de fairmacos convencionais. Por isso,
esses sistemas também sdo denominados sistemas de liberacdo controlada de farmacos.
Além da reducdo do nimero de administracdes, o que ajuda a minimizar possiveis efeitos
colaterais no paciente, os sistemas de liberacdo controlada podem aumentar o tempo de
permanéncia do principio ativo no local de liberacio melhorando sua biodisponibilidade.
Além disso, esses sistemas também podem ser utilizados para aumentar a solubilidade de
um principio ativo, protegé-lo contra degradacdo quimica ou enzimdtica e também podem
ser utilizados para a liberacdo de farmacos em tecidos especificos (VILAR et al., 2012). O

sistema de liberacdo controlada apresentado na Figura 2.1 € um sistema prolongado. Além
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desse sistema, os sistemas de liberacdo controlada podem ser classificados em outros trés

mecanismos de liberacdo, os quais estio apresentados esquematicamente na Figura 2.2.

Figura 2.2- Classificagao dos sistemas de liberagao controlada quanto ao mecanismo
de liberacao

Mecanismo Descricéo:
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qual & prolongado durante um intervalo de tempo.

Liberagﬁo estendida/ Tipo I: difusdo por matriz polimérica Tipo II: eros&o da matriz polimérica (nano e
I d (nano e microparticulas, hidrogéis) microcapsulas)
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Liberagdo aumento da pressdo osmética do sistema, e entdo o farmaco € liberado para o meio através do
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Fonte: Baseado em Vilar et al. (2012).

2.2 Polimeros biocompativeis e biodegradaveis

A farmacologia tem utilizado polimeros biodegradaveis e/ou biocompativeis para a
preparacao dos sistemas de liberacdo controlada. A biocompatibilidade é definida como a
capacidade do material de ser tolerado pelo organismo, sendo incapaz de causar reagdes
alérgicas ou inflamatdrias, e de interferir em fungdes vitais e metabdlicas (MEDEIROS et
al., 2011). Ja os polimeros biodegraddveis s@o materiais de origem natural ou sintética que
podem ser degradados por hidrélise ou por acdo enzimatica, absorvidos e/ou eliminados
pelo organismo (NIGMATULLIN et al., 2015). Muitos desses materiais sdo “inteligentes”
e sdo capazes de responderem a estimulos externos como luz, pH, temperatura, forca
i6nica, campo magnético, entre outros. Essa resposta é baseada especialmente em uma

mudanca da estrutura fisica do material, a qual resulta, por exemplo, na erosdo,
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intumescimento e/ou contracao da matriz polimérica ao receber o estimulo (FLEIGE, et al.,
2012). As matrizes poliméricas podem interagir covalentemente com o farmaco,
melhorando a internalizagdo ou a especificidade celular, alcancando liberacdes com perfil
cinético desejado no tecido alvo proposto. Também podem ser utilizadas para encapsular
farmacos ou como material dispersante, a fim de melhorar a solubilidade e estabilidade do
farmaco, e diminuir efeitos do sistema imunoldgico através do controle de distribui¢do do
farmaco no tecido alvo (VILAR et al., 2012). Os polimeros sensiveis ao pH, a temperatura
ou a uma combinag¢ao dos dois estimulos, sdo os mais utilizados nos estudos de sistemas de
liberagdo controlada de farmacos em humanos. O organismo humano em um estado
patolégico pode apresentar variacdes de pH com relagdo ao pH fisiolégico do sangue e do
intestino (pH 7,4) e do estdmago (pH 1,2), por exemplo. Polimeros sensiveis ao pH podem
ser usados para liberacdo de farmacos em tecidos com pH caracteristico ou em tecidos
inflamados, infectados ou malignos (presenca de células cancerosas), os quais apresentam
pH inferior a 7,4. A aplicacdo desses polimeros dependerd do seu grau de ioniza¢do no pH
do tecido, no qual ird atuar. O organismo humano também apresenta uma condi¢do de
homeostase, na qual a temperatura fisiolégica mantém-se estdvel em um estado sadio
(~37°C). Problemas como inflamagdes, hipertermia ou hipotermia causam a varia¢do da
temperatura corporal ou de tecidos lesionados. Essa variagdo de temperatura pode
funcionar como um “gatilho” para acionar a liberacdo de farmacos a partir de alguns
polimeros sensiveis a temperatura, os quais serdo abordados a seguir (FLEIGE, et al.,

2012; LIU et al., 2014).

2.3  Polimeros sensiveis a temperatura

Os polimeros sensiveis a temperatura, ou termossensiveis, apresentam como
caracteristica principal a mudanca na solvatagdo das cadeias poliméricas pelo solvente de
acordo com a variacdo da temperatura do meio. A temperatura critica, na qual ocorre essa
transicdo de fase pode ser denominada Temperatura Critica Inferior de Solubilizagdo
(LCST). A transi¢do de fase estd relacionada com alteracdes no equilibrio de interacdes
hidrofilicas e hidrofébicas do sistema polimero-solvente. Para os polimeros que

apresentam LCST, quando o meio (ex.: 4gua) estd a uma temperatura inferior a LCST, suas
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cadeias encontram-se enoveladas (coil) e solvatadas pelas moléculas de dgua. Nesse caso
as interacdes hidrofilicas, principalmente ligacdes hidrogénio, entre cadeias poliméricas e
moléculas de dgua s@o predominantes no sistema. O aumento da temperatura fornece ao
sistema a entalpia necessdria para o rompimento de ligacdes hidrogénio, favorecendo o
predominio de intera¢des hidrofébicas entre cadeias poliméricas (polimero-polimero). Ao
atingir a LCST, as cadeias poliméricas antes solvatadas, perdem solubilidade, assumindo

uma estrutura de glébulo compacto (SCHATTLING et al., 2014; MARQUES et al., 2015).

Alguns exemplos de polimeros termossensiveis sdo apresentados na Tabela 2.1
com seus respectivos valores de LCST. Estes polimeros possuem grupos hidrofilicos, tais
como amida, hidroxila ou ester, que interagem com as moléculas de dgua do sistema por

ligacdes hidrogénio (LIU; FRAYLICH; SAUNDERS, 2009).

Tabela 2.1- Exemplos de polimeros termossensiveis, com seus respectivos valores de
LCST

Polimero Abreviacao LCST (°C)
Poli (6xido de propileno) PPO 10-20
Poli(N-n-propilacrilamida) PNNPAam 25
Poli(N-vinilcaprolactama) PNVCL 32-38
Poli(etoxi-propilacrilamida) PEPA ~32
Poli(N-isopropilacrilamida) PNIPAam 32-36
Poli(éter metil vinilico) PVME 33,8
Poli (2-isopropil-2-oxazolina) PIPOZ ~36
Hidroxipropilcelulose HPC 42
Poli (N, N-bis-2-metoxietilacrilamida) PBMEAm 49
Poli(2-dimetilamino) etil metacrilato PDMAEMA 50
Metil celulose MC 50
Poli (N-3-metoxipropilacrilamida) PMPAm > 60
Poli (2-etil-2-oxazolina) PEOZ ~62
Etil-hidroxietilcelulose EHEC 65
Poli (N, N-etil-metilacrilamida) PEMA 70
Poli (N-etilacrilamida) PEA 82

Fonte: (LIU, FRAYLICH; SAUNDERS, 2009).

Um dos polimeros termossensiveis sintéticos mais estudados

na literatura € a

poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAam), a qual possui uma LCST de aproximadamente
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32°C (Tabela 2.1). Sua LCST préxima a temperatura fisiologica despertou o interesse dos
pesquisadores para sua aplicacdo em liberacdo controlada de farmacos. Esse polimero
possui unidades repetidas constituidas de grupos hidrofilicos (amida) e hidrofébicos
(isopropil). A transi¢do de fases da PNIPAam esta esquematizada na Figura 2.3. Abaixo
da LCST, as macrocadeias de PNIPAam encontram-se solvatadas pelas moléculas de dgua
por meio de ligacOes hidrogénio. O aumento de temperatura causa o rompimento dessas
interacoes hidrofilicas, favorecendo as interacdes polimero-polimero (hidrofébicas),
ocasionando assim, a perda de solubilidade das macrocadeias (SUDHAKAR et al., 2015;
RAMOS et al., 2011).

Figura 2.3- Ilustracdo do efeito de transicdo de fases da poli(N-isopropilacrilamida)
(PNIPAam)
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Fonte: Medeiros et al. (2011).

Apesar do comportamento termossensivel da PNIPAam ser bastante estudado, sua
utilizacdo apresenta limitacdes para aplicagdes in vivo, devido a problemas de
biocompatibilidade. Dependendo da concentracio de PNIPAam, a quantidade de grupos
amino liberados durante a hidrélise pode ser toxica para o organismo (VIHOLA et al.,
2005). Assim, a biomedicina tem estudado outros polimeros termossensiveis, como a

poli(N-vinilcaprolactama), que possam contornar esses problemas.

Assim como seu mondomero, N-vinilcaprolactama (NVCL), a poli(N-
vinilcaprolactama) (PNVCL) (Figura 2.4) € solivel na maioria dos solventes organicos e
em 4gua. No caso da PNVCL, sua solubilidade em dgua aumenta com a diminuicdo da
temperatura. Comparada a PNIPAam, o grupo amida da PNVCL € ciclico e o nitrogénio

estd diretamente ligado a cadeia carbOnica, o que ndo permite a liberagdo de grupos amino
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durante a hidrélise (SUDHAKAR et al., 2015; LIU et al., 2014). Sua biocompatibilidade
foi estudada por Vihola et al. (2005) através da avaliacdo da viabilidade celular em meios
aquosos com diferentes concentragdes de polimero e contendo PNVCL com diferentes
massas molares. Duas culturas de células entéricas (Caco-2 e Calu-3) foram utilizadas nos
testes e os resultados mostraram que PNVCL com massas molares entre 3,3x10° g.mol” e
1,5x10° g.mol™ ndo apresentaram toxicidade para as células entéricas, enquanto que a
concentracdo de homopolimero tolerante pelas células foi inferior a 5 mg.mL'1 (Smg de

polimero por mL de meio celular).

Figura 2.4- Estrutura quimica do polimero poli(N-vinilcaprolactama) (PNVCL)

'I—\]/"n
C
Fonte: Liu et al. (2014).

E possivel modular a LCST da PNVCL controlando o comprimento de suas cadeias
e por meio da adicdo de comondmeros. A adicdo de comondmeros hidrofilicos, por
exemplo, aumenta a energia necessdria para rompimento das interacdes hidrofilicas e
consequentemente aumenta a LCST. O oposto se aplica a adicio de comondmeros

hidrofébicos (YANUL et al., 2001; LIU et al., 2014).

A transi¢do de fases da PNVCL estd esquematizada na Figura 2.5. Abaixo de sua
LCST, as cadeias poliméricas de PNVCL encontram-se solvatadas pela dgua por ligacdes
hidrogénio. Entretanto, temperaturas acima da LCST causam o rompimento das ligacdes
hidrogénio, devido ao calor fornecido ao sistema, favorecendo as interacOes polimero-
polimero e afastando as moléculas de dgua das cadeias de PNVCL (CORTEZ-LEMOS;
LICEA CLAVERIE, 2016).



42

Figura 2.5- Esquema representativo da sensibilidade a temperatura da poli(/NV-
vinilcaprolactama)
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Fonte: Proprio autor.

2.4  Polimeros sensiveis ao pH

Os polimeros sensiveis ao pH sdo polieletrdlitos capazes de responder a mudancas
de pH do meio, uma vez que possuem grupos ionizdveis, como 4cidos e bases em suas
cadeias. O grau de ionizacdo desses grupos varia conforme o pH do meio, principalmente
para valores de pH proximos ao pk, desses grupos. A mudanga repentina da quantidade de
grupos ionizados causa alteracdes no volume hidrodindmico das cadeias poliméricas.
Quando o pH do meio é superior ao pk, dos grupos anidnicos ou inferior ao pk, dos grupos
catidnicos, os grupos dcido ou bases ionizados, respectivamente, repelem entre si e as
cadeias poliméricas se afastam, proporcionando um aumento do volume hidrodinamico
ocupado por essas cadeias. Em contrapartida, quando o pH do meio € inferior ao pk, dos
grupos anidnicos ou superior ao pk, dos grupos catidnicos, o grau de ionizagdo desses
grupos diminui e as cadeias se aproximam causando a diminui¢io do volume
hidrodinamico do sistema (Figura 2.6) (MARQUES et al., 2015). Alguns exemplos de

polieletrdlitos estudados para aplicacdes biomédicas estdo apresentados na Tabela 2.2.
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Figura 2.6- Representacdo esquemdtica da sensibilidade ao pH de polimeros

polieletrélitos
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Fonte: Préprio autor.

Tabela 2.2- Polimeros e copolimeros polieletroliticos

biomédicas

estudados para aplicacOes

Polimero/Copolimero

Natureza polieletrolitica

Referéncias

Quitosana

Alginato

Quitosana/poli(acrilamida-co-4cido itacdnico)
Carboximetilcelulose-poli(dcido acrilico)
Carboximetilquitosana-g- poli(/V-
isopropilacrilamida)-g-poli(4cido acrilico)
Quitosana-silica
Poli(N-vinilcaprolactama-co-4cido itaconico)
Poli(N-vinilcaprolactama-co-dcido metacrilico)
Poli(acrilamida-co-acido itac6nico)

Pectina
Poli(N-vinilcaprolactama-co-2-dimetil-
aminoetilmetacrilato)

Cationico
Anidnico
Catidnico/anidnico
Anibnico
Anfé6tero/anidnico
Catidnico
Anidnico
Anibnico
Anidnico
Anidnico

Cationico

NOSHAD et al., 2015
MAESTRELLI et al., 2015
MAESTRELLI et al., 2015
BOCOURT et al., 2014
GAO et al., 2014

JANKAEW et al., 2015

NETO et al., 2014

WILKE et al., 2015
MUNDARGI; RANGASWAMY
AMINABHAVI, 2011

BERA et al., 2015
MAESTRELLI et al., 2015

SUDHAKAR et al., 2015

Fonte: Proprio autor.
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2.4.1 Acido itaconico

Dois mondmeros bastante utilizados para a sintese de polimeros e copolimeros
sensiveis ao pH sdo o 4cido acrilico (AA) e o écido itaconico (Al) (Figura 2.7). O 4cido
acrilico possui um grupo carboxilico cujo pk, é 4,17, enquanto o 4cido itaconico possui
dois grupos carboxilicos, sendo o pk,;=3.85 e o pk,= 5,45. Diferentemente do 4cido
acrilico, o 4cido itaconico ndo homopolimeriza, constituindo uma vantagem para
copolimerizagdes realizadas em processo batelada. Nesse tipo de processo 0s mondmeros
sdo adicionados ao mesmo tempo no reator € como o acido acrilico geralmente possui uma
razdo de reatividade alta, com relacio a outros comondmeros, isso aumenta a probabilidade
de sua homopolimerizacdo. A utilizacdo de um comondmero que ndo homopolimiza, como
acido itaconico, aumenta a probabilidade de formacdo dos copolimeros aleatérios. Além
dessa vantagem, o dcido itaconico também pode ser produzido a partir da fermentacdo de
carboidratos, realizada por fungos, como o Aspergillus terréus, diferentemente do éacido
acrilico que € obtido apenas por via sintética. (MEDEIROS et al., 2015; CAVUS; CAKAL,
2012; WILLKE; VORLOP, 2001; BOCOURTE et al., 2014).

Figura 2.7- Estrutura quimica dos 4cidos acrilico e itaconico
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Fonte: Préprio autor.

Medeiros et al. (2015) sintetizaram os copolimeros poli(N-vinilcaprolactama-co-
acido acrilico) (poli(NVCL-co-AA)) e poli(N-vinilcaprolactama-co-acido itacOnico)
(poli(NVCL-co-Al)) sensiveis a temperatura e ao pH, a fim de estudar diferencas quanto a
incorporacdo dos comondmeros AA e Al as macrocadeias de PNVCL e diferencas entre a
estabilidade e a sensibilidade das microparticulas aos estimulos temperatura e pH. A
sintese dos copolimeros foi realizada via polimerizagdo por precipitacio em meio
tamponado (pH 4,5) e, livre de surfactantes. A N,N’-metileno-bis-acrilamida (MBA) foi
utilizado como agente reticulante para formacdo de nanogéis, que serd explicado mais
adiante. Os resultados mostraram que o pH do meio reacional, em 4,5, ou seja, acima do

pk, do AA (pk, = 4,17) e do pk,; do Al (pk,; = 3,85), foi imprescindivel para a
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estabilizacdo coloidal das particulas, uma vez que a sintese foi realizada na auséncia de
surfactantes. As particulas sintetizadas com Al apresentaram maior estabilidade coloidal
do que as particulas sintetizadas com AA, devido ao fato do acido acrilico tender a
homopolimerizar. Isso possibilita a formac¢do de cadeias de poli(acido acrilico)
hidrossoldveis, o que pode levar a diminui¢do da concentracdo de grupos carboxilicos ao
longo das cadeias que constituem as particulas do nanogel, e consequentemente, causar
interagdes entre particulas, resultando em aumento do didmetro e até mesmo a coagulag¢ao
parcial das particulas do nanogel. Assim as diferencas no mecanismo e na cinética de
homopolimerizacdo e de copolimerizacdo dos comondmeros AA e Al podem explicar a

formacdo de nanogéis com microestruturas e distribuicdo de comondmeros distintas.

Os autores também destacaram que as concentragdes dos comondmeros AA e Al
influenciaram na sensibilidade a temperatura das particulas. Os pesquisadores confirmaram
a diminuicdo do didmetro hidrodinamico dos nanogéis com o aumento da temperatura do
meio utilizando a técnica de espalhamento de luz e, definiram a LCST como a temperatura
em que ocorreu uma inversdo de concavidade da curva de didmetro hidrodindmico em
funcdo da temperatura. Essa mudanga de concavidade caracteriza a transi¢cdo de volume
desses nanogéis e quanto maior foram as concentragdes de AA e Al utilizadas, maior foi a
temperatura em que ocorreu essa transi¢do. O estudo, portanto, confirmou que a adicdo dos
comondmeros hidrofilicos AA e Al as cadeias de PNVCL contribuiram para o aumento da
LCST. Porém, no caso do Al, o aumento de sua concentracio dificultou a diferenciacdo da
LCST do copolimero poli(NVCL-co-Al) utilizando a técnica de espalhamento de luz.
MEDEIROS et al. (2015) explicaram que o aumento da concentracdao de Al e o fato do Al
possuir um grupo carboxilico a mais que o AA, proporcionam maior nimero de interacdes
entre grupos carboxilicos ionizados e moléculas de &dgua, resultando em uma maior
absorcdo de agua no interior dos nanogéis. Consequentemente, mais ligacdes hidrogénio
precisam ser rompidas, para que as particulas do nanogel atinjam um volume critico e

ocorra a transi¢ao de fase, levando ao aumento da LCST.
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2.4.2 Quitosana

Quitosana tem se mostrado um biomaterial de baixo custo interessante para muitas
aplicacoes biomédicas por ser derivada de um polissacarideo natural. Esse
heteropolissacarideo pode ser obtido a partir de fontes renovdveis como a quitina, o
segundo polissacarideo mais abundante da natureza, encontrado no exoesqueleto de
artropodes, e também pode ser encontrada naturalmente em alguns fungos (HERNANDEZ
et al., 2004; DASH et al., 2011). A quitina é um polimero constituido por unidades
repetidas de 2- acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose (GIcNAc) unidas por ligacdes
glicosidicas do tipo B(1—4) (Figura 2.8 (a)) (YOUNES et al., 2016). Apesar de ser
naturalmente abundante, a quitina ndo possui muitas aplicacdes devido a sua baixa
solubilidade em muitos solventes. Essa baixa solubilidade € decorrente da elevada
cristalinidade da quitina, a qual é caracterizada pela grande quantidade de ligacdes
hidrogénio entre suas cadeias (DASH et al., 2011). Na inddstria, o processo de conversao
de quitina em quitosana inicia com a extra¢do da quitina do exoesqueleto de crusticeos
através de um tratamento 4cido que dissolve o carbonato de célcio presente no
exoesqueleto. Em seguida € realizado um tratamento bdsico para a solubilizacdo de
proteinas, que também compdem o exoesqueleto. Além disso, pode ser realizada uma etapa
de descoloracdo para remover restos de pigmentos objetivando um produto incolor. Esses
tratamentos sdo adaptados para cada fonte de quitina devido a possiveis diferencas
composicionais entre matérias-primas (RINAUDO et al., 2006; EMMANUEL et al.,
2015). A quitina resultante precisa ser classificada em termos de pureza, coloragdo,
quantidade de proteina residual e de pigmentos, pois dependendo dos niveis desses fatores,
o polimero pode causar problemas para pacientes, no caso de produtos biomédicos. Apds a
descoloragdo, € realizado o processo de N-desacetilacdo das unidades de GIcNAc, no qual
os grupos acetamida (-NHCOCH3) da quitina sd@o convertidos em grupos amino (NH>),
mediante hidrolise alcalina na posicdo acetilada (RINAUDO et al., 2006). Essas reagdes
sdo conduzidas por meio de solu¢des de NaOH a temperaturas entre 90°C e 120°C durante
4 a 5h, e quando o grau de desacetilacdo da quitina ultrapassa 60%, o material &
denominado quitosana (DASH et al., 2011; GOY et al., 2004). A quitosana € classificada
entdo, como um copolimero catidnico semicristalino composto por unidades estruturais de
2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose  (GLcN) e  2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose

(GIlcNAc) unidas por ligagdes glicosidicas do tipo P(1—4) (Figura 2.8 (b)). Sua
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solubilidade € um parametro dificil de ser controlado, pois depende do seu grau de
desacetilacdo, da concentracdo id6nica e do pH do meio utilizado para sua solubilizacdo, do
dcido utilizado para protonacdo dos grupos amino, da distribuicdo das unidades de GIcNAc
ao longo da cadeia, das condic¢des de obten¢do e de secagem do polissacarideo. O pk, dos
grupos —NH, das unidades de GLcN varia de acordo com o grau de desacetilagdo,
geralmente quitosanas menos acetiladas sio soltiveis em pH 4,5 — 5,0 e acima de pH 6,0 é

pouco solivel, devido a desprotonagdo dos grupos amino (DASH et al., 2011).

Figura 2.8- Estrutura quimica da quitina (a) e quitosana (b)

(@) (b)

CHy0H CHy0H CH,OH
o 0. fo)
o] 0 o
OH OH OH
NH NH NH,
cI: =0 n !? =0 n m
[ |
CH; CHg
Quitina Quitosana

Fonte: Baseado em Szymanska e Winnicka (2015).

Quanto a biodegradabilidade e a biocompatibilidade, os estudos atualmente
mostram que a quitosana € considerada um material atéxico, biocompativel e
biodegraddvel (YOUNES et al., 2016). Porém a diversidade de tipos de quitosana, as quais
podem variar quanto ao grau de desacetilacio, massa molar, pureza e modificagcdes
quimicas, dificultam a aprovacdo de todos os tipos de quitosana como um material
geralmente reconhecido como seguro (GRAS) pela Food and Drug Administration (FDA).
Embora a quitosana seja um material produzido a partir de uma modificacdo quimica de
um biopolimero, sua degradacao é possivel através de acdo quimica e de algumas enzimas.
Essa degradacdo também ird depender da massa molar e do grau de desacetilagdo. Massas
molares menores podem facilitar a atuagdo enzimdtica, favorecendo a formacgdo de
residuos menores, os quais sdo excretados mais facilmente pelo organismo. Além disso, a
quitosana menos desacetilada possui uma estrutura mais préxima a do seu biopolimero de
origem, a quitina, o que também pode aumentar a sua biodegradabilidade, considerando
que outros tipos de enzimas também consigam degradar a quitosana nesse caso (KEAN;

THANOU, 2010).
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A quitosana tem sido utilizada em uma variedade de aplicacdes biomédicas, tais
como membranas de hemodidlise, sistemas de administracdo de farmacos, materiais de
cobertura ortopédica, dental e pele artificial (CHEN; USHIDA; TATEISHI, 2002).
Especificamente para os sistemas de administracdo de farmacos, a presenca de grupos
cationicos (-NH3+) nas cadeias de quitosana, possibilitam sua utilizacdo no preparo de
sistemas de liberacdo controlada sensiveis ao pH para aplica¢des nasal, oftdlmica, bucal,
vaginal e gastrointestinal e dermatolégica (BALAMURUGAN, 2012). Além da
sensibilidade ao pH, os grupos amino auxiliam na adesdo da quitosana a mucosa
(mucoadesividade) através da formacdo de ligacdes hidrogénio com as glicopoteinas do
tecido. Isso favorece o aumento da biodisponibilidade do principio ativo e propriedades de

mucoadesividade ao copolimero (WANG et al., 2011).



49

2.5 Combinacao de sensibilidade a temperatura e ao pH

Os sistemas de liberagdo sensiveis a temperatura e ao pH sdo os sistemas sensiveis
a multiplos estimulos mais estudados, e sua preparagdo baseia-se, principalmente, na
incorporacdo de comondmeros que contenham grupos ionizdveis a cadeias de polimeros
termossensiveis (CHENG et al., 2013). A Figura 2.9 mostra um esquema da transi¢ao de
fases de um copolimero termossensivel contendo comondmeros com grupos carboxilicos
ionizdveis. Como foi estudado por Medeiros et al. (2015), a adicdo de comondmeros com
grupos ionizdveis além de conferir sensibilidade ao pH também pode modificar a LCST de
polimeros termossensiveis, devido a alteracdes do balango de interagcdes hidrofilicas e
hidrofébicas do sistema. No esquema apresentado, os comondmeros possuem grupos
hidrofilicos anidnicos, os quais contribuem para o aumento da LCST e para o aumento do

volume hidrodinamico do sistema em meios com pH acima do pk, desses grupos.

Figura 2.9- Representacdo esquemdtica da sensibilidade a multiplos estimulos (pH e
temperatura) de copolimeros inteligentes.
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Fonte: Adaptado de Kratz, Hellweg e Eimer (2000).

Na literatura tem sido reportados trabalhos sobre a utilizacdo de copolimeros
sensiveis a temperatura € ao pH para liberagdo de farmacos: poli(acrilamida-co-4cido
itacOnico) (BOCOURTE et al., 2014), carboximetilquitosana-g-poli(V-
isopropilacrilamida)-g-poli(dcido  acrilico) (JANKAEW et al, 2015), poli(N-
vinilcaprolactama-co-4cido itaconico) (BERA et al., 2015), poli(N-vinilcaprolactama-co-

acidometacrilico) (MUNDARGI; RANGASWAMY; AMINABHAVI et al, 2011);
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poli(acrilamida-co-4cido itaconico) (BERA et al., 2015) e poli(N-vinilcaprolactama-co-2-

dimetil-aminoetilmetacrilato) (SUDHAKAR et al., 2015) (Tabela 2.2).

Mundargi, Rangaswamy e Aminabhavi (2011) sintetizaram hidrogéis de poli(/V-
vinilcaprolactama-co-acido metacrilico) via polimerizacdo radicalar livre para aplicagao
em liberagdo controlada do hormoénio insulina. O pH ideal para a liberacao de insulina foi
investigado através da realizacdo de ensaios de liberacdo in vitro, onde as primeiras 2h de
teste foram realizadas em pH 1,2 a 37°C e as seguintes 4h de testes realizadas em pH 7,4 a
37°C, simulando as condi¢Ges gastrointestinais do corpo humano. Os resultados mostraram
que nas primeiras 2h de teste ndo houve liberacdo de insulina, enquanto que nas 4h
restantes quase 100% da insulina foi liberada. Os autores atribuiram o maior percentual de
liberacao de insulina na segunda condicdo testada devido ao fato do pH 7,4 estar acima do
pk, dos grupos carboxilicos das unidades de acido metacrilico (pk,= 4,7), favorecendo a
repuls@o entre as cadeias poliméricas e a liberagdo da insulina. Além disso, a temperatura
de 37°C favorece as interacdes hidrofébicas entre cadeias de PNVCL e sua diminuicdo de
volume, o que auxilia na expulsdo de moléculas de dgua do sistema e consequentemente na

difusdo da insulina.

Sudhakar et al. (2015) sintetizaram nanoparticulas de poli(N-vinilcaprolactama-co-
2-dimetil-aminoetilmetacrilato) via polimerizacdo radicalar livre para a liberacdo
controlada de 5-Fluorouracil, um agente antineopldsico hidrofilico e de natureza 4cida,
utilizado em tratamentos antitumorais. Esse farmaco € principalmente aplicado no
tratamento de canceres gastricos, hepatocelular, pancreatico, de mama e de figado. Os
tecidos cancerosos, como ja mencionado anteriormente, apresentam um pH inferior aos
dos tecidos normais (7,4). Baseados nessas informacdes, os autores utilizaram duas
temperaturas (25°C e 37°C) e quatro valores de pH (5,0; 6,0; 6,8 € 7,4) nos testes de
liberagdo do farmaco. Os resultados mostraram que a temperatura de 25°C favoreceu uma
liberacao mais rdpida do farmaco devido ao estado de solvatagao das cadeias de PNVCL,
o que facilita a difusdo do farmaco pela matriz polimérica, porém 25°C nao simula a
temperatura fisiologica do corpo humano. Quanto ao pH, os testes foram realizados a 37°C
e quanto mais dcido o meio, maior foi o percentual de farmaco liberado apds 24h de teste.
Em pH 5,0 o percentual de farmaco liberado apds 24h de teste foi superior a 90%. Os
grupos amino do 2-dimetil-aminoetilmetacrilato apresentam pk, = 6,0, portanto em meios
com pH inferior a 6,0, esses grupos estdo no seu estado protonado, € a consequente

repulsdo eletrostatica entre as cadeias poliméricas favoreceu a liberacao do farmaco.
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Montes et al. (2015) sintetizaram copolimeros de quitosana enxertada com poli(V-
vinilcaprolactama) (PNVCL) via radiacdo-y, visando a producdo de filmes sensiveis ao pH
e a temperatura para possivel aplicagdo biomédica. Nos estudos de sensibilidade ao pH e a
temperatura, os pesquisadores constataram que a adi¢do de PNVCL as cadeias de
quitosana aumentaram a hidrofilicidade dos copolimeros a temperatura ambiente,
favorecendo a solubilizacio da quitosana em meio aquoso, uma vez que sua baixa
solubilidade em alguns solventes pode limitar sua aplicacdo. A capacidade maxima de
intumescimento dos filmes foi obtida em condi¢des acidas (pH < 4,75) e a temperatura de
20°C, devido a repulsdo eletrostatica entre grupos amino protonados da quitosana e ao
favorecimento de interagdes hidrofilicas entre cadeias de PNVCL e o meio aquoso (LCST
= 34,5°C, fornecida pelos autores). Os autores também relataram que a incorporagdo de
PNVCL as cadeias de quitosana aumentaram o pH critico de transi¢do de volume dos
filmes. Para os filmes de quitosana enxertada com PNVCL, o pH critico para o aumento de
volume foi de 4,75, como ja foi mencionado, enquanto que para os filmes de quitosana o
pH critico foi de 3,75. Segundo os pesquisadores essa diferenca pode ser atribuida a
mudanca de caracteristicas do intumescimento em resposta ao meio. Em condi¢Oes acidas
e em temperaturas abaixo da LCST da PNVCL, a repulsdo entre cadeias de quitosana
favorece a entrada de moléculas de dgua e interacdo dessas moléculas com cadeias daa
PNVCL. Os autores também avaliaram o intumescimento dos filmes em pH acima de 7,0,
e verificaram que houve intumescimento significante dos filmes, uma vez que nessa

condi¢d@o os grupos amino nao estdo protonados.

2.6  Sistemas micro e nanoparticulados para a liberacao controlada de farmacos

A reducdo de tamanho de sistemas de liberagdo, compostos de particulas de
farmacos dispersas ou encapsuladas em matrizes poliméricas, para escalas micro e
nanométrica, tem-se mostrado uma tecnologia eficiente para aumentar a biodisponilidade e
solubilidade de farmacos, devido ao aumento da drea superficial do sistema exposta ao
meio de dissolucao (HAGGAG et al., 2015; LEE et al., 2011). Essa redu¢ao de tamanho
permite que os sistemas de liberacdo possam penetrar em tecidos do corpo humano e
células mais facilmente e que e a administracdo seja realizada por vdrias vias: oral,

pulmonar, nasal, parentética, intraocular. Porém com relagdo a via intravenosa, as
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microformulagdes ndo sdao recomendadas, pois podem causar a obstru¢do de veias (VILAR
et al.,, 2012). A farmacologia classifica os sistemas nanoparticulados como sistemas
coloidais, os quais apresentam dimensdes entre 10 e 1000 nm e que sejam capazes de
veicularem farmacos (FRANCO, 2013). As formas de sistemas micro e nanoparticulados
mais aplicados em sistemas de liberacao de farmacos sao hidrogéis (ZHANG et al., 2015),
esferas (HUANG et al., 2014), cdpsulas (CONTRI et al., 2014), particulas magnéticas
(MEDEIROS et al., 2011), emulsao (KOYNOVA; TENCHOV, 2015), quantum dots
(YOUNG et al., 2012), lipossomas (MATOUGUI et al., 2016), particula lipidica sélida
(HOFMEISTER; LANDFESTER; TADEN, 2015), micelas (WU et al.,, 2015) e
ciclodextrina (BONNET et al., 2015). Exemplos desses sistemas estdo representados

esquematicamente na Figura 2.10.
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Figura 2.10- Representacido esquemadtica de sistemas micro e nanoparticulados aplicados
em liberagdo controlada de farmacos

7 =ity

ViR -
- o
S0 (+]
RS e ; (%)
SSEAMQ. LY
ST o o
\',/‘r\",’ /‘Z"\ ":,\_‘~ o ‘0 (]
\\‘,l/‘,\,s‘ =
-J,,‘lo\, —-I" o
N ‘\\ :\,/‘
— Particulas
Hidrogéis Esferas -
maghneticas
Wk e -
Y, RO
MO ) ©
s ooy

solida

© Féarmaco

Fonte: Baseado em Zhang et al. (2015); Huang et al. (2014); Contri et al. (2014); Medeiros
et al. (2011); Koynova e Tenchov (2015); Young et al. (2012); Matougui et al., (2016);
Hofmeister; Landfester e Taden (2015); Wu et al. (2014); Bonnet et al. (2015).

2.6.1 Microgéis e nanogéis

Os hidrogéis foram os primeiros sistemas farmacéuticos para liberacdo de farmacos
a serem testados pela biomedicina, pois tem apresentado excelentes caracteristicas de
biocompatibilidade, as quais sdo atribuidas as suas propriedades fisicas, que simulam o
comportamento do tecido vivo, especialmente considerando sua capacidade de absorcdo de
agua e sua elasticidade (VILAR et al., 2012). A literatura reporta diferentes formas de
classificacdes dos hidrogéis que se diferenciam quanto a sua natureza polieletrolitica, as
propriedades fisicas, ao tipo de resposta a um estimulo, a reticulagdo de suas cadeias, ao
mecanismo utilizado para sua sintese, a origem dos seus componentes € a degradabilidade.
A Figura 2.11 apresenta detalhadamente as diferentes formas de classificagdo dos

hidrogéis.
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Figura 2.11- Classificacao de hidrogéis baseada em diferentes propriedades
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Fonte: Adaptado de Ullah et al. (2015)

Esses sistemas sdo compostos por cadeias poliméricas reticuladas, que conferem a
esses dispositivos biomédicos uma morfologia tridimensional e insolubilidade em meio
aquoso. Os hidrogéis apresentam alta afinidade pela dgua devido a presenca de grupos
hidrofilicos (-NH,, -COOH, -OH, -CONH,,-CONH- e -SO3H) em suas cadeias, dando a
esses materiais a capacidade de absorcdo e de expulsdo de dgua, conforme mudancgas
ocorridas no equilibrio de intera¢des hidrofilico-hidrofébicas do sistema (WILKE et al.,
2015; GANJI; VASHEGHANI-FARAHANI, 2009; ULLAH et al., 2015). O mecanismo
de absor¢do, ou seja, o mecanismo de intumescimento dos hidrogéis pode ser complexo,
embora esteja relacionado ao tipo de matriz polimérica “inteligente” que o compde e sua
interacdo com o meio aquoso, em resposta ao estimulo recebido, pH e temperatura,
principalmente (ULLAH et al., 2015). Em um primeiro momento os grupos polares
hidrofilicos da matriz de hidrogel sdo hidratados, formando ligagdes primérias mais

dificeis de serem rompidas. Em um segundo momento, as moléculas de dgua também

interagem com grupos hidrofilicos expostos, formando ligacdes secunddrias. As ligacdes
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primdrias e secunddrias entre matriz polimérica e moléculas de dgua formam o total de
ligagdes mais dificeis de serem rompidas, também chamadas de “4dgua ligada”. Por ultimo,
a estrutura reticulada resiste a pressdo osmdtica exercida pela dgua, que direciona o
gradiente de pressdo para uma diluicdo infinita, ou seja, para o interior do hidrogel. Essas
moléculas de dgua absorvidas livremente pelo hidrogel, as quais causam seu
intumescimento, sdo chamadas de “4dgua livre”. A 4gua livre preenche os espagos entre as
estruturas reticuladas ou cadeias poliméricas e o centro dos poros maiores. A quantidade de
dgua absorvida por um hidrogel sensivel ao pH e a temperatura dependerd da temperatura e
do pH do meio, e consequentemente, de interagdes especificas entre moléculas de dgua e

cadeias poliméricas, como foi mencionado (ULLAH et al., 2015).

Os hidrogéis podem ser preparados na escala micro e nanométrica, € a maior
vantagem dos microgéis e nanogéis com relacdo a hidrogéis compostos de particulas de
maior tamanho, consiste em uma maior drea superficial de particula e na formagao de uma
superficie com maior molhabilidade. A reducdo de tamanho e uma superficie com maior
molhabilidade favorecem as interagdes entre as cadeias poliméricas € 0 meio aquoso,

consequentemente, melhora o processo de difusdo de farmacos (WILKE et al., 2015).

O trabalho de Asoh et al. (2006) explica claramente o principio de intumescimento
e de contragdo de nanogéis. Os autores investigaram a variacdo de volume de particulas de
nanogel de poli(N-isopropilacrilamida-co-dcido acrilico) (poli(NIPAam-co-AA)) sensiveis
a temperatura e ao pH. Quatro estados fisicos, ilustrados na Figura 2.12, foram definidos
para esses nanogéis a partir da variacdo da temperatura e do pH do meio onde foram
inseridos. No estado A, acima da LCST e para valores de pH abaixo do pk, do acido
acrilico (AA), as interacdes hidrofébicas do tipo polimero-polimero sdo predominantes e
os grupos carboxilicos ndo estdo ionizados. Nesse estado, os nanogéis estdo desidratados
devido ao afastamento das moléculas de dgua das cadeias poliméricas, consequentemente o
volume do nanogel diminui. O oposto ocorre no estado D, onde a temperatura esta abaixo
da LCST e o pH acima do pk, do AA. Nesta situagdo, as interagdes hidrofilicas do tipo
ligacGes hidrogénio entre polimero e moléculas de dgua sdo favorecidas e as macrocadeias
sdo solvatadas pelo meio aquoso. Além disso, no estado D os grupos carboxilicos ionizam,
resultando em uma repulsdo eletrostdtica entre as cadeias, e consequentemente, o volume
dos nanogéis aumenta, ou seja, intumescem. Os estados B e C s@o intermedidrios, nos
quais a resposta aos estimulos temperatura e pH resulta em efeitos contrdrios no volume do

nanogel. No estado B, as macrocadeias termossensiveis tendem a contrair devido a
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temperatura estar acima da LCST. Entretanto, o pH estd acima do pk, do grupo carboxilico
do AA, portanto os grupos carboxilicos estdo ionizados, favorecendo o intumescimento
dos nanogéis. A acdo contrdria ocorre no estado C, onde a temperatura estd abaixo da
LCST. Nesse caso, as macrocadeias sdo solvatadas pelas moléculas de dgua e o nanogel
intumesce. Porém como o pH € inferior ao pk, do grupo carboxilico do AA, o qual estd na

sua forma molecular (ndo-ionizado), assim os nanogéis ndo intumescem.

Figura 2.12- Representacdo esquemadtica da sensibilidade a temperatura e ao pH de
particulas de hidrogel
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Fonte: Adaptado de Asoh et al. (2006).

Como ja& mencionado, a adicdo do agente reticulante forma a estrutura
tridimensional de hidrogéis, evitando o colapso durante o intumescimento, ou seja, uma
estrutura covalente irreversivel (GANJI; VASHEGHANI-FARAHANI, 2009; ULLAH et
al., 2015). Além disso, o agente reticulante auxilia na manutencdo do farmaco encapsulado
dentro da matriz polimérica e na protecdo ou retardacdo do sistema de liberacao contra
possivel acdo degradante do meio (SUDHAKAR et al., 2015). Embora muitos desses
agentes reticulantes sejam muito soliveis em dgua, esses podem ser toxicos, como € 0 caso
da N,N’-metileno-bis-acrilamida (MBA) (MEDEIROS et al., 2015; SUDHAKAR et al.,
2015; WILKE et al., 2015). Nesse caso, seus mondmeros residuais devem ser removidos
dos hidrogéis antes de aplicacdes biomédicas (ULLAH et al., 2015). Atentando a esse fato,
muitas pesquisas tem se voltado para o uso do mondémero dimetacrilato de etilenoglicol

(EGDMA) como agente reticulante.
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Adali e Yilmaz (2009) estudaram a biocompatibilidade de particulas de quitosana
(85% desacetilada) reticuladas com EGDMA por meio da avaliacio de toxicidade, irritacio
e de lesGes em ratos saudaveis, citoxicidade em células de macacos e de efeitos
hemoliticos em células sanguineas. Os animais receberam injecdes contendo extratos das
particulas e foram acompanhados durante 72 horas de teste. Os resultados mostraram que
0s ratos ndo apresentaram nenhum tipo de irritacdo ou lesdo provocada pelo material e nem
sintomas toxicoldgicos. Nos testes citoxicoldgicos ndo foram presenciadas lises celulares,
mudangas morfoldgicas e de crescimento nas células avaliadas, porém o material
apresentou efeitos hemoliticos no teste com células sanguineas. Esses resultados levaram
os autores a concluir que as particulas de quitosana reticuladas com EGDMA apresentam
biocompatibilidade, mas sdo limitadas para aplicacdes intravenosas. Os autores também
testaram a biodegrada¢do do material a partir de enzimas lipase, protease e a-amilase. Os
resultados mostraram que as enzimas conseguiram degradar parcialmente o material. As
maiores taxas de biodegradacdo foram observadas em meio 4cido, no qual a quitosana é
soluvel e susceptivel ao intumescimento, facilitando a difusdo das enzimas entre as cadeias

poliméricas.

2.6.2 Sintese de microgéis e nanogéis sensiveis a temperatura e ao pH via

polimerizacao por precipitacao

As particulas de microgéis e nanogéis sdo normalmente produzidas pela
polimerizacdo de mondmeros hidrofilicos ou por modificagdo de polimeros pré-formados
(naturais ou sintéticos). Entre as técnicas de polimerizacdo existentes, as mais utilizadas
para a preparacdo de microgéis e nanogéis sdo a polimerizacio em solucdo e a
polimerizacdo em suspensdo. Os componentes principais para a produ¢do de microgéis e
nanogéis sdo os mondmeros, incluindo o agente reticulante, o iniciador, o solvente e no
caso da polimerizagdo em suspensdo, a adi¢cdo de um agente estabilizante € necessaria para
evitar a coalescéncia e colapso das goticulas durante a polimerizacdo. A grande vantagem
dessas técnicas comparadas a outras técnicas de polimerizacdo € o baixo custo e a maior
facilidade de controle da temperatura, no caso da polimerizacio em solug¢do, € a maior
facilidade de controle da reacdo, no caso da polimeriza¢do em suspensdo. Contudo a maior

desvantagem dessas técnicas, considerando aplicagdes farmacoldgicas ou biotecnoldgicas,
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consiste na remoc¢dao de residuos de mondmeros que ndo reagiram, iniciador, agente
reticulante, de possiveis produtos secundarios formados e no caso da polimerizacdo em
suspensdo o maior problema consiste na remoc¢do do coldide protetor e do agente

espessante utilizado na sintese (ULLAH et al., 2015; MACHADO; LIMA; PINTO, 2007).

A polimerizacdo por precipitacdo via mecanismo radicalar convencional é uma
polimerizacdo em solucdo muito utilizada na sintese de microparticulas e nanoparticulas
poliméricas reticuladas, esféricas e com uma faixa estreita de distribui¢do de tamanho.
Essa técnica ndo necessita da adicdo de surfactantes, uma vez que a estabilizacdo das
particulas pode ser alcancada através da adi¢do de comondmeros com grupos ionizaveis as
macrocadeias, desde que o pH do meio reacional proporcione uma ionizacao parcial desses
grupos. A repulsdo entre cargas mantém as particulas dispersas no meio reacional e o
didmetro hidrodindmico dessas particulas dependerd do pH do meio reacional e a da

concentracdo de grupos ionizaveis.

A polimerizacio por precipitacdo inicia-se a partir de uma mistura homogénea de
monoOmeros, iniciador e solvente.  No inicio da polimerizagdo, apds a ativagdo do
iniciador (temperatura, luz, etc...), os radicais primdrios geram os primeiros oligdmeros
(oligorradicais) na fase aquosa através da abertura da dupla ligacdo dos mondmeros, 0s
quais crescem e precipitam (Figura 2.13) (ZHANG et al.,, 2013; HAWKER 1997;
DOWNEY et al., 1999). No caso de microgéis € nanogéis compostos por macrocadeias
sensiveis a temperatura, como a PNVCL, a sintese pode ser realizada em meio aquoso, a
uma temperatura acima da LCST do polimero. Isso € necessdrio para que ocorra a
precipitacdo das macrocadeias, uma vez que a PNVCL € solivel em 4gua, quando a
temperatura do meio € inferior a LCST (CORTEZ-LEMOS; LICEA-CLAVERIE, 2015;
LIU et al., 2014). Nesse caso, a adicdo do agente de reticulagdo contribui para que as
cadeias precipitadas ndao sejam solubilizadas pela dgua quando a temperatura do sistema
diminuir apds a sintese, mantendo a estrutura tridimensional das particulas de hidrogel e a
sua dispersdo no meio reacional (DOWNEY et al., 1999). Como j4 visto em trabalhos
relatados anteriormente, a NVCL também pode ser copolimerizada com comondmeros

i0nicos, contribuindo para a estabilizac@o coloidal das macrocadeias (LIU et al., 2014).



Figura 2.13- Esquema representativo de formacdo de particulas via polimeriza¢do por
precipitacdo. (a) e (b) Etapas de nucleacdo de particulas, (c) Etapa de crescimento das

particulas
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Fonte: Adaptado de Zhang et al. (2013).
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2.6.3 Incorporacao de microgéis e nanogéis em diferentes matrizes poliméricas

2

E comum que um unico material biomédico, sintético ou natural, possa nao
apresentar todas as caracteristicas desejadas para a preparacdo de um sistema de libera¢ao
de farmacos eficiente. Quando se pensa em liberagcdo controlada, o fato da concentracdo do
farmaco estar dentro da faixa terap€utica, o material utilizado ter boa biocompatibilidade
e/ou biodegradabilidade ndo sdo os tnicos aspectos que devem ser investigados durante o
estudo dos sistemas de liberagdo de farmacos. O préprio corpo humano pode oferecer
condi¢des adversas ao sistema de liberacdo antes de atingir o seu tecido alvo,
comprometendo seu desempenho. No caso da administracdo oral de medicamentos, a
variacdo do pH ao longo do sistema gastrointestinal pode interferir na eficiéncia da
liberacdo de farmacos a partir de micro e nanogéis sensiveis ao pH, causando sua
aglomeracdo, e consequentemente, sua dificil redispersdo no tecido alvo que seja um
ambiente favordvel a liberacdo. Assim, esses sistemas particulados podem ser incorporados
em outras matrizes poliméricas, os quais podem exercer um papel de protecdo a essas
particulas até que atinjam o tecido alvo. Além disso, micro e nanogéis podem ser
incorporados ou sintetizados na presenca de outras matrizes poliméricas para modificar as
propriedades do sistema de liberacdo, como o pH ideal para liberacdo ou para melhorar o

controle da liberag@o.

Wilke et al. (2015) sintetizaram particulas de poli(N-vinilcaprolactama-co-acido
itaconico) (poli(NVCL-co-Al)) via polimerizacdo por precipitagdo para a encapsulacido de
6xido de zinco (ZnO), e utilizaram N,N’-metileno-bis-acrilamida (MBA) como agente
reticulante. Essas particulas contendo ZnO encapsulado foram liofilizados e misturados a
dispersdo de poli(e- caprolactona) (PCL) para formacdo de microfibras via eletrofiagdo
(electrospraying) (Figura 2.14). Os autores evidenciaram que a liberacdo do ZnO foi
controlada devido a sensibilidade a temperatura e ao pH das particulas de poli(NVCL-co-
Al). Em um meio simulando as condig¢des intestinais (pH 7,5 e 37°C), a ionizag¢do dos
grupos carboxilicos das unidades de 4acido itacOnico, comprovada por mobilidade
eletroforética, promoveram a repulsdo entre as macrocadeias poliméricas, resultando no
intumescimento das particulas de poli(NVCL-co-Al). Além disso, a temperatura de 37°C
houve o favorecimento de interagdes polimero-polimero e a aproximagdo entre as

macrocadeias de PNVCL. Essa aproximagdo contribuiu para estimular a difusdo das do
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ZnO pela estrutura reticulada dos microgéis ionizados. Nesse caso, a PCL, um polimero
biocompativel e biodegraddvel funcionou como uma matriz sélida dispersante para as
particulas de poli(NVCL-co-Al) carregadas de ZnO, protegendo-as contra possivel

agregacdo e degradacdo do ZnO em meio 4cido.

Figura 2.14- Preparacdo via eletrofiacao de microfibras de PCL incorporadas de particulas
de poh(NVCL co- AI) contendo ZnO encapsulado
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carregados com ZnO com ZnO

Fonte: Adaptado de Wilke et al. (2015).

Contri et al. (2014) incorporaram nanoparticulas de EUDRAGIT® RS 100, um
copolimero de acrilato de etila, metacrilato de metila e éster de 4cido metacrilico,
carregadas com capsaicinoides, farmaco modelo com ac¢do analgésica, em matriz de
quitosana (Figura 2.15). Os autores sintetizaram as nanoparticulas de EUDRAGIT® RS
100 carregadas de capsaicinoides via emulsdo-evaporacdo de solvente, e em seguida, a
suspensdo de nanoparticulas foi adicionada a solug¢do de quitosana sob agitacdo, e entdo
foram preparados filmes de quitosana com diferentes concentracdes de nanoparticulas. A
matriz de quitosana foi utilizada para garantir uma melhor dispersdao das nanoparticulas de
EUDRAGIT® RS 100, mucoadesividade e um melhor controle de liberacdo do farmaco.
As ligacdes hidrogénio, especialmente entre os grupos amino de cadeias de quitosana,
causam a sua autorreticulacdo reversivel, a qual é facilmente desfeita em condigdes
apropriadas e ndo gera residuos toxicos, como no caso da reticulagdo covalente
(irreversivel). A adicdo de nanoparticulas de EUDRAGIT® RS 100 a matriz de quitosana
proporcionou uma diminui¢do do grau de reticulagdo da quitosana devido as forcas
repulsivas entre cadeias catidnicas de quitosana e nanoparticulas. Em outras palavras, a
adicao de nanoparticulas causou a diminui¢do das interagdes entre cadeias de quitosana,
levando a uma mudanga de equilibrio entre interacdes intra e intermoleculares do sistema.
Nas micrografias de microscopia eletronica de varredura dos filmes de quitosana
incorporada de diferentes concentragdes de nanoparticulas de EUDRAGIT® RS 100, os

autores observaram que o aumento da concentracdo de nanoparticulas na matriz de
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quitosana resultou na formagdo de microdominios, caracterizados pela aglomeracdo de
nanocdpsulas. Quando o sistema hibrido foi colocado em meio aquoso, foi observado um
aumento da mobilidade das nanoparticulas no interior da matriz de quitosana, o que
resultou na desagregacdo dos aglomerados e redispersio das nanoparticulas de
EUDRAGIT® RS 100 na matriz de quitosana. Os autores concluiram que € possivel obter
diferentes estruturas desse tipo de sistema de liberacdo de farmacos a partir do controle da
concentracdo de nanoparticulas incorporadas a matriz de quitosana. A necessidade de
encapsulacdo dos capsaicinoides foi justificada pelos possiveis efeitos colaterais como
irritabilidade da mucosa gastrointestinal, uma vez que os capsaicinoides sdo compostos
extraidos de vérias espécies de pimentas. As nanoparticulas de EUDRAGIT® RS 100
podem retardar a liberacdo dos capsaicinoides na mucosa, diminuindo os efeitos colaterais.
Nesse trabalho inicial os autores avaliaram apenas a distribuicdo das nanoparticulas de
EUDRAGIT® RS 100 carregadas com capsaicinoides em matrizes de quitosana, como foi

comentado, pois essa distribui¢do pode interferir nos perfis de liberagdo do farmaco.

Figura 2.15- Estruturas propostas para filmes de quitosana incorporada de nanoparticulas
de Eudragit RS 100® em funcdo do aumento da concentragdo de nanoparticulas, (a)
quitosana, (b) quitosana/NPs (10:3), (c) quitosana/NPs (2:1) e (d) quitosana/NPs (1:1)
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Fonte: Adaptado de Contri et al. (2014).

Jankaew et al. (2015) sintetizaram hidrogéis de carboximetilquitosana (CMQ)
enxertados com cadeias sensiveis a temperatura e ao pH de poli(N-isopropilacrilamida-co-
acido acrilico) (poli(NIPAam-co-AA)). Os hidrogéis foram sintetizados via polimeriza¢io

radicalar na presenca do agente reticulante hexametileno-1,6-di-aminocarboxissulfonato,
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visando a liberagdo controlada de indometacina, um farmaco modelo hidrofébico.
Carboximetilquitosana, previamente sintetizada pelos pesquisadores, foi dissolvida em
dgua deionizada juntamente como o mondmero NIPAam, sob agitacio magnética e
atmosfera de nitrogénio por 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, o meio
reacional foi aquecido a 60°C, adicionado o iniciador persulfato de amdnio e o sistema foi
mantido sob agitacdo magnética por 45 minutos. Por ultimo, o dcido acrilico foi adicionado
a mistura, a qual foi mantida sob agitacio por 4 horas, e entdo foi adicionado o
comondmero reticulante hexametileno-1,6-di-aminocarboxissulfonato a solucdo de CMQ e
monoOmeros, a qual foi mantida sob agitacdo por mais 30 minutos. Apds o término da
reacdo, a dispersdo foi liofilizada para formacdo de filmes (Figura 2.16). A
carboximetilquitosana ¢ um derivado da quitosana, a qual passa por um processo de
substitui¢do de alguns grupos amino das unidades de glicosamina por grupos carboximetil.
Assim, a CMQ ¢ caracterizada como um polieletrélito anfétero, pois apresenta grupos
carboxilicos e amino ionizdveis. Durante a sintese do copolimero poli(NIPAam-co-AA)
também foram formados os homopolimeros poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAam) e
poli(4acido acrilico) (PAA), devido a diferenca de razdo de reatividade entre os mondmeros
NIPAam e 4cido acrilico. Para a dispersdo da indometacina na matriz polimérica, os filmes
foram mergulhados em uma dispersdo do fiarmaco em etanol durante dois dias a
temperatura ambiente. Os resultados mostraram que o 4cido acrilico aumentou a
hidrofilicidade do sistema de liberagdo e isso dificultou a difusdo e dispersdo da
indometacina para a matriz polimérica devido a sua natureza hidrofébica. Porém a
capacidade de intumescimento dos hidrogéis em condi¢des neutra e bdsica aumentou,
devido a presengca de numerosos grupos carboxilicos ionizdveis no sistema. Quanto a
liberacdo controlada, os autores adotaram condicdes de liberacdo variando o pH e a
temperatura, conforme estd apresentado na Tabela 2.3. As condi¢des 1, 2 e 3 foram
utilizadas para avaliar o efeito do pH sobre a liberacdo do farmaco, enquanto as condi¢des

3,4 e 5 avaliaram o efeito temperatura.
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Figura 2.16- Representacdo da sensibilidade a temperatura e ao pH de hidrogéis de
carboximetilquitosana contendo PAA, PNIPAam e copolimeros de poli(NIPAam-co-AA)
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CMQ: Carboximetilquitosana (sensivel ao pH). PAA: Poli(4dcido acrilico) (sensivel ao pH). PNIPAam: poli(N-

isopropilacrilamida) (sensivel a temperatura). Poli(NIPAam-co-AA): poli(N-isopropilacrilamida-co-acido acrilico)
(sensivel a temperatura e ao pH).

Fonte: Adaptado de Jankaew et al. (2015).

Tabela 2.3- Condicoes utilizadas nos testes de liberacdo de indometacina a partir de matriz
de caboximetilquitosana incorporada de copolimeros e homopolimeros sensiveis a
temperatura e ao pH apds um periodo de 12 horas

Condicao pH Temperatura (°C) Droga liberada pela matriz(%)
1 4,0 25 83
2 7,0 25 65
3 10,0 25 30
4 7,4 10 30
5 7.4 30 65
6 7.4 50 80

Fonte: Baseado em Jankaew et al. (2015).

A Tabela 2.3 mostra que as maiores quantidades de indometacina foram liberadas
nas condi¢des 1 e 6. Nos dois casos, respectivamente, as cadeias de poli(NIPAam-co-AA)
e PAA e as cadeias de PNIPAam tendem a diminuir de volume, resultando na formagao de
orificios na matriz de CMQ, como estd representado na Figura 2.18. Essas cavidades
facilitam a difusdo da indometacina pela matriz de CMQ, uma vez que o farmaco estd
apenas disperso na matriz € nao encapsulado pelos copolimeros de poli(NIPAam-co-AA).

Na condig¢do 1, o pH € inferior ao pk, do 4cido acrilico, assim as cadeias de poli(NIPAam-
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co-AA) ndo estdo ionizadas, contribuindo para a manuten¢do do estado contraido dessas
particulas, embora a temperatura de 25°C, abaixo da LCST da PNIPAam, favoreca a
solvatacdo de suas cadeias pelo meio aquoso e consequentemente 0 aumento de volume
das particulas. Porém esse aumento de volume ndo foi significativo para impedir a
liberacdo da indometacina. Na condicdo 6, a temperatura do meio, acima da LCST da
PNIPAam (32°C) favorece as interacdes hidrofobicas entre suas macrocadeias e,
consequentemente, as particulas de poli(NIPAam-co-AA) diminuem de volume, mesmo
que o pH nessa condic@o seja superior ao pk, do 4cido acrilico, ou seja, mesmo que as
cadeias de poli(NIPAam-co-AA) estejam ionizadas e resultem no aumento de volume das
particulas. Nesse caso, ao contrdrio da condi¢do 1, o efeito temperatura foi predominante
sobre o efeito pH para estimular a contracdo das particulas, favorecer a formacido dos
orificios na matriz de CMQ e a liberacdo da indometacina. Também € observado que as
condic¢des de liberacdo 1 e 6 apresentaram percentuais proximos de indometacina liberada,
83% e 80%, respectivamente. Isso pode ser justificado devido ao fato da CMQ possuir
grupos amino que sdo ionizdveis em meio acido e grupos carboxilicos que s@o ionizdveis
em meio basico, o que facilita a difus@o da indometacina nos dois meios. Outro papel
importante exercido pela matriz de CMQ € a manutencdo da dispersdo das particulas
poliméricas de poli(NIPAam-co-AA) em meio 4cido, uma vez que a ndo-ionizagdo dos

grupos carboxilicos poderia levar a aglomeracao de particulas.

Huang et al. (2014) compararam os perfis de liberacdo controlada de hiclato de
doxiciclina, um farmaco antibiético hidrofilico, a partir de matrizes poliméricas compostas
de quitosana e copolimeros termossensiveis de poli(N-isopropilacrilamida-co-N-
metilolacrilamida) (poli(NIPAAm-co-NMA)), preparadas de formas diferentes. Para o
primeiro tipo de matriz, os autores dissolveram o firmaco em solug¢do de quitosana e
adicionaram  essa solugdo a dispersio de  poli(N-isopropilacrilamida-co-N-
metilolacrilamida) (quitosana/poli(NIPAAm-co-NMA)) em etanol. Os copolimeros de
poli(NIPAAm-co-NMA) foram previamente sintetizados via polimerizacdo radicalar livre
por precipitagdo, liofilizados e redispersados em etanol. A partir da mistura de polimeros
quitosana/poli(NIPAAm-co-NMA) contendo farmaco, os pesquisadores produziram
microfibras de quitosana/poli(NIPAAm-co-NMA) contendo farmaco adsorvido via
eletrofiacdo. Para o segundo tipo de matriz, os autores polimerizaram NIPAam com o
comondmero reticulante N,N'-metilenobisacrilamida em meio reacional contendo

quitosana, a fim de obter particulas submicrométricas de quitosana contendo macrocadeias
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de PNIPAam (quitosana-PNIPAAm) dispersas em sua matriz. Apds a polimerizagdo da
NIPAam, glutaraldeido foi adicionado ao sistema para a reticulacdo das cadeias de
qutosana. Em seguida, o farmaco foi dissolvido na dispersdo contendo particulas de
quitosana-PNIPAAm objetivando sua adsor¢do pela matriz polimérica hibrida. A
dispersdao contendo farmaco foi centrifugada para eliminacdo de farmaco residual no
sobrenadante e liofilizada. As particulas liofilizadas de quitosana-PNIPAAm carregadas de
farmaco foram redispersadas em 4gua, e adicionadas a dispersdo do copolimero
poli(NIPAAm-co-NMA) (quitosana-PNIPAAm/poli(NIPAAm-co-NMA)), previamente
liofilizado e redispersado em etanol. Por dltimo, a mistura de polimeros foi eletrofiada a
fim de obter microfibras de poli(NIPAAm-co-NMA) incorporadas de particulas
submicrométricas de quitosana-PNIPAAm contendo farmaco adsorvido (quitosana-

PNIPAAm/poli(NIPAAm-co-NMA)).

Os testes de liberagdo realizado pelos autores mostraram que durante 48 horas de
testes, uma maior quantidade de farmaco foi liberada em pH 2 a temperatura de 37°C para
as microfibras de quitosana/poli(NIPAAm-co-NMA) e em pH 2 a 50°C para as microfibras
de quitosana-PNIPAAm/poli(NIPAAm-co-NMA). No pH 2 os grupos amino da quitosana
estdo protonados resultando na repulsio entre as macrocadeias de quitosana, e
consequentemente, na difusdo e liberagdo do farmaco. As temperaturas de 37°C e 50°C
estdo acima da LCST da PNIPAam (32°C), favorecendo interacdes hidrofébicas entre suas
macrocadeias, e consequentemente, uma diminui¢do do seu volume hidrodinamico. Essa
contracdo das macrocadeias de PNIPAam impulsiona a saida de dgua do sistema, o que

auxilia na carreacdo das moléculas de farmaco para o meio de liberacao.

Os autores observaram que a preparacdo da matriz polimérica também influenciou
no perfil de liberacdo do farmaco. As microfibras de quitosana/poli(NIPAAm-co-NMA)
apresentaram um perfil de liberacdo menos controlado, ou seja, quase 90% do farmaco
disperso na matriz foi liberado ap6s 30 minutos de teste em pH 2,0 a 25°C. Enquanto que
as microfibras de quitosana-PNIPAAm/poli(NIPAAm-co-NMA), nas mesmas condicoes,
liberaram menos de 50% do farmaco adsorvido apds 30 minutos de teste. Isso pode ser
explicado em funcdo dos grupos amino da quitosana das microfibras de
quitosana/poli(NIPAAm-co-NMA) entrarem em contato mais rdpido com o meio de
liberacdo, devido ao fato dessas microfibras serem compostas apenas da mistura de
polimeros quitosana e poli(NIPAAm-co-NMA) contendo farmaco adsorvido na matriz. No

caso das microfibras de quitosana-PNIPAAm/poli(NIPAAm-co-NMA), a quitosana
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encontra-se reticulada, na forma de particulas de quitosana-PNIPAAm e o farmaco estd
disperso nessa matriz. Portanto, nesse caso, a matriz de poli(NIPAAm-co-NMA) oferece
uma resisténcia maior a difusdo do farmaco, comparado a poli(NIPAAm-co-NMA) da
matriz de quitosana/poli(NIPAAm-co-NMA), onde as moléculas de farmaco estdo

dispersas nos na matriz dos dois polimeros (Figura 2.17).

Figura 2.17- Representacdo esquemadtica de microfibras constituidas por diferentes
matrizes poliméricas de quitosana/poli(NIPAAm-co-NMA) e de quitosana-
PNIPAAm/poli(NIPAAm-co-NMA), obtidas via eletrofiacdo para liberagdo controlada de
farmacos
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Fonte: Baseado em Huang et al. (2014).
2.6.4 Encapsulacao de cetoprofeno

O cetoprofeno (dcido a-(3-benzoilfenil) propidnico) € um anti-inflamatério nao
esteroidal utilizado em tratamentos de doencas, as quais desencadeiam inflamagdes
pincipalmente de musculos e de articulagdes, como por exemplo, osteoartrite, artrite
reumatoide, tendinite e bursite. Além disso, o cetoprofeno é utilizado como analgésico,
amenizando o desconforto em processos pds-operatdrios, dores de cabeca e de dente. O
sistema de classificacdo biofarmacéutica classifica o cetoprofeno como um fiarmaco de
classe II, ou seja, o cetoprofeno apresenta baixa solubilidade em meio aquoso e uma alta
permeabilidade relacionada a taxa de massa transferida através da membrana intestinal
(HERNANDEZ, 2004; CHAN et al., 2015). Quimicamente o cetoprofeno (Figura 2.18) é

classificado como um &cido organico fraco derivado do 4cido propidnico. Seu pk, em agua
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€ 4,6, possui elevada hidrofobicidade e apresenta 6tima dissolucdo entre pH 6,5 e 7,5. A
principal rota de administracdo do cetoprofeno € via oral na forma de comprimidos, sendo
rapidamente absorvido pelo sistema gastrointestinal, especialmente no duodeno (EL-
KAMEL et al., 2001). Sua meia vida € curta, ou seja, seu pico plasmético € atingido de 30
minutos a 2 horas apds a sua ingestdo, podendo alcancar alta concentracdo plasmaética
seguida de uma queda brusca a niveis abaixo do efeito terapéutico. A rdpida absor¢do do
cetoprofeno devido ao contato direto com a mucosa gastrointestinal e o possivel aumento
da concentracdo plasmdtica, causar a irritabilidade da mucosa gastrointestinal e elevar a
concentracdo do farmaco a niveis toxicos para o paciente, respectivamente. Portanto é
recomendado, que a administragdo de cetoprofeno seja realizada em multiplas dosagens. O
cetoprofeno também pode ser bem absorvido pelo organismo quando encapsulado ou
adsorvido em sistemas de liberacdo controlada de farmacos. Nesse caso, o pico de
concentracdo plasmética pode ser alcancado em 6 a 7 horas depois da administracdo,
aumentando sua biodisponibilidade e contribuindo para a redug¢do de efeitos colaterais

(HERNANDEZ, 2004).

Figura 2.18- Estrutura quimica do cetoprofeno

Fonte: (CHAN et al., 2015).

Muitos trabalhos na literatura tém reportado a encapsulacdo de cetoprofeno em
particulas poliméricas dispersas em dgua e sua posterior secagem ou a encapsulacao direta
por secagem, uma vez que as dispersdes liquidas podem apresentar instabilidade durante
seu armazenamento (FILIPOV; DIMITRIU; VASILE, 2013; LINS et al., 2014;
MAESTRELLI et al., 2015; PRABAHRAN et al., 2008; RICCI et al., 2005; RAULA et al.,
2010; SARI et al., 2015; SUGITA et al., 2013; YAMADA; ONICHI; MACHIDA, 2001).
As dispersodes sdlidas podem ser empregadas para melhorar a estabilidade de produtos
farmacéuticos, bem como para aumentar a biodisponibilidade e solubilidade de farmacos,

principalmente os hidrofébicos como o cetoprofeno.
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2.7  Dispersoes solidas de medicamentos preparadas via secagem por pulverizacio

para liberacao de farmacos

O setor biomédico tem mostrado um grande interesse pelas dispersoes solidas para
armazenamento de produtos farmacéuticos, devido a sua maior estabilidade comparada as
dispersdes liquidas. As dispersdes liquidas podem apresentar problemas de aglomeracdes,
contamina¢do microbiana, liberagdo do farmaco durante o seu armazenamento e farmaco
na forma de cristais, os quais sdo mais dificeis de solubilizar (HAGGAG et al, 2015;
GHANEM; BROOKS, 2015). As dispersdes solidas podem prolongar o tempo de
armazenamento dos produtos farmacé€uticos e serem utilizadas como estratégia para
aumentar a solubilidade e biodisponibilidade do farmaco (KECK et al., 2005). Além disso,
podem ser associadas a outras estratégias como a reducdo de tamanho de particulas,
formacdo de sais e de co-cristais, inclusdo de complexos como a ciclodextrana e
amorfizagdo, as quais também visam ao aumento da biodisponilidade de farmacos (CHAN
et al., 2015). Entre as técnicas disponiveis para a preparacdo de particulas secas (secagem
por pulverizacdo, liofilizagdo, leito fluidizado, fluido supercritico), a secagem por
pulverizacdo € a que mais tem se destacado no desenvolvimento de produtos
farmacéuticos. Além de conferir as vantagens das dispersdes secas, comparada a outras
técnicas de secagem, a secagem por pulverizagdo € um processo barato e simples, que
permite um maior controle sobre a morfologia e tamanho de particulas e a utilizacdo de
condi¢des mais brandas durante o processo, mantendo a integridade, por exemplo, de
compostos sensiveis ao calor e é aplicavel a uma diversidade de materiais (ESTEVINHO

et al., 2013; NANDIYANTO et al., 2011).

2.7.1 Secagem por pulverizacio (spray drying)

A secagem por pulverizacdo € uma operacdo unitdria utilizada para a producdo de
particulas em pd a partir da atomizacdo de solugdes, emulsdes, suspensdes, etc, e da
evaporacdo do solvente. Essa tecnologia foi descrita pela primeira vez em 1872 (PERCY,

1872), e desde entdo, vem sendo constantemente inovada, a configuracdo dos

equipamentos e quanto ao aprofundamento do estudo da fluidodinamica do processo. Esses
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avancos tornaram a técnica versatil e sua aplicacdo difundiu-se por diversas inddstrias do
ramo alimenticio, quimico e farmacéutico (PAUDEL et al, 2013). O processo
convencional pode ser dividido em quatro estigios fundamentais: (i) atomizag¢do da
dispersao de solidos, (ii) evaporagdo do solvente, (iii) formagdo de particulas e (iv)
separacdo e recuperacdo de particulas em pd. No primeiro estdgio uma bomba peristédltica
transporta a dispersdo ou solucdo até o bico atomizador (LEE et al., 2011). Existem vérios
mecanismos de atomizagdo, os quais dependem do tipo de bico atomizador que se
diferenciam quanto a energia que é envolvida no processo de atomizacdo: cinética, pressao
e centrifuga. No caso da energia cinética, a dispersdo € atomizada por um bico pneumatico,
onde um jato de ar em alta velocidade causa o cisalhamento das camadas de liquidos,
formando goticulas maiores. Em seguida, essas goticulas sofrem novo cisalhamento,
formando goticulas menores. J4 no caso da formacao de goticulas por pressao, a dispersao
¢ pressurizada no bico atomizador (bico pressurizador), formando camadas finas de
liquido, as quais sdo separadas devido ao atrito com o ar, e entdo, as goticulas menores sao
formadas em um unico estagio. Diferentemente, no processo de atomizacdo por forca
centrifuga, as goticulas sdo formadas a partir da deformacdo do fluido causada por um
disco rotatério que constitui o bico atomizador (HASHEMINYA; DEHGHANNYA,
2013). A funcdo do bico atomizador é reduzir a dispersio a pequenas goticulas
micrométricas, a fim de aumentar a superficie de contato entre a dispersdo e o gis quente,
facilitando a evaporacdo do solvente. No segundo estdgio, o solvente € evaporado por meio
da troca de calor entre goticulas e gas quente, em fluxo concorrente, principalmente, dentro
da camara de atomizacdo (PAUDEL et al., 2013). O fluxo de gis e a temperatura de
entrada da dispersdo sdo parametros que podem ser controlados durante o processo e vao
depender, principalmente, do ponto de ebulicdo do solvente. Solventes volateis podem
aumentar a eficiéncia do processo de secagem, favorecendo a formagdo de um produto em
p6 mais seco. No terceiro estigio, a transferéncia de massa na superficie das goticulas é
considerada o fator limitante da secagem. Quando a umidade atinge o teor critico, a
estrutura das particulas secas determina a velocidade de secagem durante seu tempo de
queda. Nesse momento, a difusdo da umidade das particulas se torna o fator limitante da
secagem. No quarto e ultimo estdgio, as particulas secas mais finas sdo separadas em um
ciclone com formato tangencial por acdo da for¢a centrifuga (HASHEMINYA;
DEHGHANNYA, 2013).



71

Quanto ao modo de operagdo, o pulverizador pode ser operado na configuracdo de
malha aberta (“open loop) ou malha fechada (“close loop™). Na primeira configuracdo, o
ar ¢é utilizado como gés de secagem e este ndo € recirculado na cimara de atomizagdo
durante a secagem. Na segunda configuragdo, nitrogénio ou o gis carbonico podem ser
utilizados como gds de secagem e sua recirculacdo ocorre durante todo o processo. A
malha fechada € utilizada em casos de misturas de gases explosivos e de materiais
sensiveis ao oxigénio (SOSNIK; SEREMETA, 2015). Quanto ao sentido do fluxo de gés
de secagem, este pode ser concorrente, contracorrente ou misto com relagdo ao sentido do
aerossol produzido durante a atomizacdo da dispersdo. No fluxo concorrente as goticulas
entram em contato com o gds de secagem a uma temperatura mais baixa, evitando a
degradacio de substincias sensiveis a temperatura. No fluxo contracorrente, as goticulas
sdo secas em contato com o gés de secagem mais quente, levando ao aumento da eficiéncia
do processo de transferéncia de calor. No entanto, o fluxo contracorrente limita a secagem

de matérias susceptiveis a degradacao térmica (PAUDEL et al., 2013).

Apesar de todas as vantagens da secagem por pulverizacdo sobre as demais técnicas
utilizadas no preparo de microparticulas secas, os pulverizadores convencionais podem
apresentar um baixo rendimento relativo a recuperacdo do produto seco. Em escala
industrial a perda de produto comparada ao volume total de produc¢do é muito pequena,
porém se tratando de escala laboratorial, o rendimento ndo ultrapassa os 70%. Isso
constitui uma desvantagem para a producdo de farmacos, pois sdo produtos com elevado
custo de produgdo e que, portanto, sdo incessantemente estudados em escala laboratorial. O
limitado rendimento de recuperacdo de particulas dos pulverizadores convencionais de
escala laboratorial estd relacionado a utilizacdo de ciclones no estigio de separacdo de
particulas (ARPAGAUS et al.,, 2012). Os ciclones tem se mostrado ineficientes na
recuperagdo de particulas com tamanho inferior a 2um, uma vez que as particulas menores
sdo carreadas pelo gds de exaustdo. Na industria, a utilizacdo de sistemas de filtros pode
ajudar na separacdo das particulas menores, aumentando o seu rendimento de recuperacao.
Além do baixo rendimento, a farmacologia também busca solu¢des que possam aumentar a
biodisponibilidade dos principios ativos, como a redu¢do do tamanho de particulas e
formulacdes que melhorem a solubilidade de farmacos hidrofébicos. Para isso a Biichi®
desenvolveu o pulverizador Nano Spray Dryer B-90 visando o preparo de particulas em
escala nano e micrométrica, utilizando pequenas quantidades de material em dispersao,

diferenciando-se dos outros pulverizadores convencionais (Mini Spray Dryer B-290, B-191
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e B-190), de escala laboratorial também desenvolvidos pela empresa, os quais produzem
apenas particulas em escala micrométrica (SOSNIK; SEREMETA, 2015, HAGGAG;
FAHEEM, 2015) e precisam de uma quantidade de amostra liquida minima de 30mL para
iniciar a atomizacdo (ARPAGAUS et al., 2012). A producdo de particulas em escala
nanométrica pelos pulverizadores convencionais € limitada ndo s6 por causa da separacdo
ineficiente dos ciclones, como também devido as forcas insuficientes (pressdo e
centrifugacdo) utilizadas no estdgio de atomizacdo da dispersdo. No Apéndice A desta
dissertacdo, a Tabela A.1 mostra as principais diferencas entre os pulverizadores de escala

laboratorial das séries “Mini” e “Nano”.

O Nano Spray Dryer B-90 Buchi® (Figura 2.19 (a)) possui quatro inovagdes que
conferem vantagens sobre os modelos de pulverizadores convencionais da série “Mini
Spray Dryer”: redu¢do da escala de tamanho das particulas de micro para nanométrica,
sistema de atomizacao ultrassOnico, sistema de aquecimento com fluxo de gis laminar e o
novo sistema eletrostético para recuperagdo das particulas. A reducao da escala micro para
nanométrica aumenta a drea superficial das particulas, melhorando a taxa de dissolucdo de
farmacos hidrofébicos e sua biodisponibilidade (ARPAGAUS et al., 2012). O sistema de
atomizacdo ultrassonico (Figura 2.19 (b)) é constituido por um cristal piezoelétrico,
localizado na cabega do atomizador (spray head), integrado a um bico atomizador (spray
cap), o qual comporta uma fina membrana de aco inoxiddvel perfurada no centro. O
orificio possui tamanho micrométrico e a Buchi® disponibiliza trés diferentes didmetros
(4,0 ym, 5,5 pm ou 7 um). O funcionamento do atuador piezoelétrico baseia-se na
vibragdo da membrana perfurada, quando esse atuador € ativado a uma frequéncia
ultrassonica de 60 kHz (LEE et al.,, 2011) . Nesse momento, goticulas de tamanho
uniforme sdo depositadas sobre a membrana, € o movimento vibracional promove a
aspersdo das goticulas pelo orificio da membrana para dentro da cimara de secagem
(BROICHSITTER; STREHLOW; KISSEL, 2015). No sistema de aquecimento, uma
espuma de metal porosa e compacta conduz o gis quente para dentro da camara de
secagem num fluxo laminar e numa taxa de aquecimento suave. Embora essas
caracteristicas promovam uma transferéncia de calor menos eficiente, elas evitam a perda

de atividade de materiais sensiveis ao calor (SOSNIK; SEMERATA, 2015).

A dltima inovagdo realizada pela Buchi® foi o desenvolvimento de um novo
sistema de recuperacdo de particulas secas (Figura 2.19 (a)) que ndo depende da massa

das particulas, como ocorre no sistema convencional composto por ciclones (ARPAGAUS
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et al., 2012). Esse novo sistema trata-se de um coletor de particulas eletrostatico, o qual
consiste em um eletrodo neutro (catodo) ligado a terra e um cilindrico coletor de particulas
que funciona como anodo. As particulas secas que caem ao longo da camara de atomizagao
estdo carregadas negativamente e sdo direcionadas a parede do cilindro coletor através do
campo elétrico divergente gerado no centro do cilindro pelo catodo. O campo elétrico é
responsavel pela neutralizacdo das cargas das particulas secas, e estas sdo coletadas com
auxilio de uma espdtula de borracha (LEE et al., 2011). Essa tecnologia permite a
recuperagdo de particulas com tamanho inferior a 2 um, e um maior rendimento quanto
recuperacdo de particulas, quando comparado ao rendimento de recuperacdo dos

pulverizadores convencionais, a qual varia entre 20 e 70% (SOSNIK; SEMERATA, 2015).

Figura 2.19- Representacdo esquemdtica do Nano Spray Dryer B-90 da Biichi® (a) e do
seu sistema de atomizacao ultrassonico (b)
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Fonte: Adaptado de Lee et al. (2011).

Assim como os pulverizadores convencionais da série “Mini Spray Dryer”, o Nano
Spray Dryer B-90 Buchi® permite o controle da distribui¢do de tamanho e da morfologia
das particulas por meio dos parametros de secagem (didmetro do bico atomizador, fluxo do
gds de secagem e temperatura da dispersdo de alimentacdo) e dos parametros de
formulacdo (concentragdo de solidos e de surfactante, viscosidade, propriedades fisico-
quimicas do solvente) (LEE et al., 2011). Porém pode apresentar algumas limitagcdes
quanto ao uso, por ser um equipamento destinado a testes em escala laboratorial e a

produtos sensiveis a estresses mecanicos € ao calor. A concentragdo de s6lidos maxima
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limita-se a 0,1%m/m e solu¢gdes com viscosidade superior a 10 cP sdo dificeis de atomizar,
devido ao fluxo laminar de operacdo e ao diametro micrométrico dos bicos atomizadores
(OLIVEIRA et al., 2015). A temperatura de operacao maxima de 120°C, embora previna a
degradacdo de materiais sensiveis ao calor, limita o uso de solventes como elevada
temperatura de ebulicdo, o que diminui a eficiéncia de secagem (ARPAGAUS et al.,
2012). Assim como nos pulverizadores convencionais, a adi¢do de surfactantes a dispersao
pode ser necessdria para minimizar possiveis problemas de aglomeragdo das particulas
secas. Porém alguns surfactantes podem ser toxicos e sdo dificeis de ser removidos apds a
secagem (SCHAFROTH et al., 2012; HAGGAG; FAHEEM, 2015). Quanto a taxa de
alimentacdo de dispersdo ou solu¢do atomizada é de no maximo 200 mL/h, dependendo do
bico atomizador e das propriedades da solucdo de alimentacdo. Portanto nio € esperado
que o Nano Spray Dryer B-90 Buchi® seja adotado em aplicacOes de larga escala
industrial, pois o processo de secagem pode durar horas. Uma possivel solucdo para
aumentar a escala de producdo seria a utilizacio de bicos atomizadores multiplos ou vérias

unidades de bicos atomizadores (ARPAGAUS et al., 2012).

Muitos trabalhos na literatura tem reportado a utilizacdo do Nano Spray Dryer B-90
Buchi® para a preparacdo de matrizes poliméricas para a protecao e liberacdo de principios
ativos. CERCHIARA et al. (2015) produziram microparticulas de quitosana (massa molar
média (M,,) de 150 kDa, 95% desacetilada) reticulada com tripolifosfato (TPP) para a
liberacdo prolongada via intravenosa de vancomicina, um farmaco susceptivel a
degradacdo em meio 4cido e a degradacdo enzimatica. A vancomicina é um farmaco de
facil remogao pelo sistema gastrointestinal, pouco permedvel no tecido epitelial e utilizada
em profilaxias e no tratamento de infec¢des bacterianas. Os autores prepararam duas
formulagdes de particulas (Tabela 2.4) utilizando trés diferentes equipamentos de
secagem, visando estudar a porcentagem de recuperacdo de produto, a eficiéncia de
encapsulacdo de vancomicina, o conteido de farmaco carregado e a porcentagem de
farmaco liberado em condi¢gdes gastrointestinais simuladas. Os equipamentos utilizados
foram os pulverizadores Mini Spray Dryer B-191 € Nano Spray Dryer B-90 da Biichi® e o
liofilizador Christ Freeze Dryer ALPHA [-2. A Tabela 2.5 mostra um resumo dos
resultados obtidos pelos autores, desconsiderando as diferentes concentracoes de TPP

testadas para a reticulacao da quitosana antes do processo de secagem.
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Tabela 2.4- Formulagdes utilizadas para o preparo de microparticulas e nanoparticulas de
quitosana reticuladas com tripolifosfato (TPP)

Razao molar quitosana: TPP Formulac¢ao
10:1,5 A
8:1,5 B

Fonte: Baseado em Cerchiara et al. (2015).

Tabela 2.5- Diametro de particulas, rendimento de recuperacdo de particulas, eficiéncia de
encapsulacdo e porcentagem de liberacdo de vancomicina encasulada em matrizes de
quitosana reticuladas com tripolifosfato, preparadas via secagem por pulverizacdo e
liofilizagcao

Total de Total de
Vancomicina Vancomicina
Equipamento Formulacao D, (nm)! RR (%)! EE (%)! DC (%)! liberada em liberada em
pH 2,0 a 37°C pH 7,4 a 37°C
(%) (%)
Mini Spray Dryer A’ 1515,9 +75,8 299+ 1,5 12,6 £0,6 30,0+ 1,5 65,0+3.2 56,2+29
B-191 Buchi® B* 1161,4 + 58,1 242+12 7,2+04 21,0 1,1 29,0+1,7 76,3 3,4
Nano Spray Dryer A 400,0 +43,7 30,1 +1,5 72,0£3,6 61,1 £3,1 34,1+1,6 9,3+0,3
B-90 Buchi® B 450,9 +22.3 262+1,3 76,2 £0,3 548 +27 42+1,0 354+1,5
Christ Freeze A 189,6 +9.5 84,0+42 384+19 912+4,6 4002 1,2+0,1
Dryer ALPHA 1-2 B 203,6 +£ 10,2 77,8+3,9 323+1,6 87,0+44 2,2+0,1 1,1+0,1

le= diametro médio de particulas, RR= rendimento de recuperagdo de particulas, EE= eficiéncia de encapsula¢io, DC=
contetido de farmaco carregado. > Os testes de liberagdo foram realizados durante 6h em solucio tampdo de pH 2,0 e pH
7,4, simulando condig¢des gastrointestinais. 3 Razdo molar quitosana:TPP (10:1,5). 4 Razdo molar quitosana:TPP (8:1,5).

Fonte: Adaptado de Cerchiara et al. (2015).

Os resultados da Tabela 2.5 mostraram que as particulas preparadas utilizando o
pulverizadores Nano Spray Dryer B-90 Buchi® apresentaram menor didmetro, comparadas
as particulas produzidas no pulverizadores Mini Spray Dryer B-191 Buchi®. Quanto ao
rendimento de recuperacao de particulas, o rendimento obtido no Nano Spray Dryer B-90°
fol préximo ao rendimento obtido pelo Mini Spray Dryer B-191. Com relagdo ao conteudo
de farmaco carregado nas particulas, o Nano Spray Dryer B-90 superou a eficiéncia de
encapsulacdo do Mini Spray Dryer B-191. E quanto a liberacdo de vancomicina, as
particulas preparadas no pulverizador Mini Spray Dryer B-191 liberaram maior percentual
de farmaco encapsulado ao longo de 6h de teste, em pH 2,0 e em pH 7,4, independente do
teor de TPP, quando comparadas as particulas preparadas no pulverizadores Nano Spray
Dryer B-90 e no liofilizador Christ Freeze Dryer ALPHA 1-2. E também observado que a
menor concentracao de quitosana com relacao a massa de TPP na formulacao B, facilitou a
liberacdo de vancomicina em pH 7,4, uma vez que a quitosana € insoldvel nesse pH,

devido a desprotonac¢do dos seus grupos amino.
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2.7.2 Mecanismo de formacao de particulas via secagem por pulverizacao

Geralmente as particulas preparadas via secagem por pulverizagdo sdo esféricas e
seu tamanho pode ser descrito pelo diametro geométrico. O desempenho do pulverizadores
influencia diretamente no tamanho de particulas secas, e o sucesso na obtencdo de
particulas com as caracteristicas desejadas envolve o entendimento e o controle dos
mecanismos que determinam a distribui¢do radial dos componentes (s6lidos e solvente),
causada pelo transporte de difusdo durante o processo de secagem. A evaporacdo das
goticulas envolve as transferéncias de calor e de massa, durante as quais, ocorre uma
diferenca entre a pressdo de vapor do solvente e a sua pressdo parcial na fase gasosa. A
taxa de evaporacdo € determinada pelo balanco de massa da energia necessdria para
evaporar o solvente e a energia transferida para a superficie da goticula (ALI et al., 2014).
Resumidamente, como ndo hd um processo de conveccdo no interior das goticulas, sua
evaporacdo pode ser descrita por uma equacdo de difusdo ndo-linear, a qual segue a
segunda Lei de Fick (equacdo (1)), considerando que as goticulas evaporam a uma taxa
constante de evaporagdo (k). A Equacdo (1), juntamente com outro conjunto de equacdes,
ndao mostradas neste trabalho, pode ser utilizada para estimar o tempo de secagem da gota.
Esse intervalo de tempo deve ser menor que o tempo de residéncia das goticulas na camara
de secagem, o qual compreende o intervalo de tempo desde a formagdo das goticulas no
atomizador até a sua deposi¢do no sistema de recuperacdo de particulas secas (ciclone ou
cilindro coletor). Na Equacao (1), d refere-se ao didmetro da particula seca, dy ao didmetro
inicial da goticula, k € a constante de evaporagdo do solvente e ¢ € o tempo de secagem da
goticula, o qual depende das caracteristicas da amostra e das configuracdes do pulverizador

(VEHRING, 2007).

&E(t)= dy*- Kt (1)

Durante a evaporacdo do solvente, a area superficial das goticulas diminui e a
concentracdo de s6lidos aumenta até que atinja concentracao critica, caracterizada por uma
saturacdo de sélidos (precipitacdo). Varios autores salientam a utilizacdo da relagcdo entre a
taxa de evaporacao das goticulas e o movimento de difusio do soluto, chamada de nimero
adimensional de Péclet (Pe), para explicar os dois mecanismos de formacgdo de particulas

via secagem por pulveriza¢do mais explorados pela literatura, os quais estdo representados
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esquematicamente na Figura 2.20. Quando Pe < 1, a taxa de difusdo do soluto € maior do
que a taxa de evaporacdo das goticulas, entdo a drea superficial das gotas diminuem, os
s6lidos migram para o centro das goticulas até atingir o nivel mdximo de saturacdo,
formando particulas compactas e sélidas (monoliticas). Porém quando Pe > 1, a
evaporacao das goticulas é predominante, ocorrendo uma precipitacdo de sélidos na
superficie das goticulas (casca), formando particulas ocas, leves, porosas ou com cavidades

(VEHRING, 2007).

Figura 2.20- Mecanismo geral de formacdo de micro e nanoparticulas monoliticas e
ocas preparadas via secagem por pulverizagao
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Fonte: Adaptado de Nandyanto et al. (2011) e Vehring (2007).

Nandiyanto et al. (2011) pesquisaram sobre o controle da morfologia de micro e
nanoparticulas preparadas via secagem por atomizacdo e confirmaram que a chave do
sucesso estd na otimizagdo dos parametros de processo. Os autores detalharam quatro
formatos que podem ser obtidos para particulas preparadas via secagem por pulverizacao:
esférico monolitico, esférico oco, rosca e esférico com porosidades. Além disso,
descreveram que para cada formato pode ocorrer variagdes morfoldgicas que dependerao
dos parametros de atomizag@o e das caracteristicas das dispersdes liquidas. A Tabela 2.6
mostra essas possiveis morfologias de particulas preparadas via secagem por atomizacao,
suas principais caracteristicas e como podem ser obtidas. A geometria esférica € a forma
mais estdvel para as particulas preparadas via secagem por pulverizacdo, sendo por essa
raz3o a mais comumente obtida nesse processo. As particulas esféricas monoliticas,
segundo os autores, geralmente sdo obtidas a partir de coloides, solucdes poliméricas e
dispersdes de nanoparticulas. Enquanto a mudanga de parametros, relacionados a taxa de

transferéncia de calor e massa referente ao processo de secagem das goticulas, pode
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resultar em particulas esféricas ocas, como ja foi explicado anteriormente. Porém o
tamanho inicial e a propor¢do entre diferentes sélidos presentes na dispersdo, podem
produzir particulas esféricas com diferentes texturas e com diferentes distribuicdes dos
materiais na particula. A atomizacdo de dispersdes, as quais contém nanoparticulas
sintetizadas previamente podem resultar na autoagregacao dessas nanoparticulas, formando
microparticulas compactas e com formato esférico. A rugosidade das microparticulas
dependerd do tamanho das nanoparticulas contidas na dispersdo, geralmente, quanto maior
o tamanho dessas nanoparticulas, maior sua rugosidade. Quando as dispersdes sdo
compostas por mais de um tipo de soluto, a propor¢do em massa entre esses materiais pode
influenciar na sua distribui¢do na matriz s6lida. Esses sistemas sdo conhecidos como
particulas compositas ou hibridas, enquanto um dos componentes atua como material
principal, o outro atua como um material de suporte (matriz). A partir da dispersdo
contendo todos esses materiais, as particulas secas podem apresentar uma boa distribui¢ao
dos componentes, microencapsulacdo do material principal pelo material de suporte ou
ainda podem ser um hibrido de materiais. No caso de componentes bem distribuidos e de
microencapsulacdo do material principal, a morfologia das particulas pode ser controlada
alterando a fracdo madssica dos componentes da dispersdao. Quando as concentragdes dos
componentes sdo iguais, € possivel obter particulas secas com uma boa distribuicdo de
componentes, porém quando as fracdes sdo diferentes, geralmente ocorre a

microencapsulacao.
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Tabela 2.6- Principais morfologias obtidas para particulas preparadas via secagem por
pulverizagdo e suas principais caracteristicas

Nu

Morfologia de particulas

Caracteristicas

Monolitica

-Particula compacta formada por apenas um tipo de componente. Podem ser obtidas a
partir de coloides, dispersdes ou solugdes.
-Elevada taxa de difusdo do soluto (Pe < 1)

-Particulas formadas por apenas um tipo de componente, geralmente dispersao de
nanoparticulas com tamanho inferior a 100 nm.

-Autoagregacdo de nanoparticulas

-Caracterizam-se por apresentar pequenas rugosidades na sua superficie.

-Particulas formadas por apenas um tipo de componente, geralmente dispersdo de
nanoparticulas com tamanho superior a 100 nm.

-Autoagregacio de nanoparticulas

-Caracterizam-se por apresentar elevada rugosidade de superficie.

-Particulas obtidas a partir da combinagdo da técnica de secagem por pulverizagdo com
a utilizacdo de um modelo para a produgdo dos poros.
-O componente modelo é eliminado durante o processo de secagem.

-Particulas formadas por apenas um tipo de componente.
-Taxa de evaporagdo de solvente elevada (Pe > 1)

- Particulas obtidas a partir do ajuste de propriedades fisico-quimicas das goticulas.
-Alteracdes na hidrodinamica e na estabilidade estrutural das goticulas.

-Compdsito formado a partir de dois ou mais componentes de mesmo tamanho e/ou
com propor¢des em massa diferentes

-Compésito formado a partir de dois ou mais componentes de mesmo tamanho e
geralmente com a mesma propor¢ao

Fonte:

Adaptado de Nandiyanto et al. (2011).

Quanto ao tamanho das particulas secas, a concentragdo de sélidos da dispersao

pode ou ndo exercer grande influéncia sobre o seu tamanho, independente da sua

morfologia. Para dispersdes menos concentradas a espessura da camada de saturacdo, a

qual se forma na superficie das gotas durante a secagem, serd determinante no tamanho das

particulas secas. Na medida em que a concentracdo de sélidos aumenta na superficie da

gota, o tamanho das particulas secas também aumenta devido a maior drea de saturacao

formada sobre as goticulas em evaporagdo. A evaporacdo do solvente, nesse caso, definird

os aspectos morfoldgicos das particulas e a concentracdo de solidos influenciard no
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tamanho das particulas. Portanto essas caracteristicas morfoldgicas dependerdao da
solubilidade do material na superficie das gotas, ou seja, dependerdao se o material estd
disperso ou em solu¢do (VICENTE et al., 2013; VEHRING, 2007). Em contrapartida, o
efeito da evaporacdo do solvente na morfologia de particulas ndo é tdo expressivo para
dispersdes poliméricas mais concentradas, acima de 5% m/m, uma vez que a quantidade de
solvente evaporada da gota é menor. Nesse caso, a malha utilizada na atomizacdo das gotas
serd o fator mais importante no controle de tamanho de particulas. Logo, € observado que
no processo de secagem por pulverizacdo a atomizacdo e a evaporagdo do solvente
influenciardao nas propriedades das particulas como aerodindmica, compressibilidade e
dispersibilidade do p6. Consequentemente, essas propriedades exercerdao um efeito direto
sobre a taxa de dissolucdo do farmaco no seu tecido alvo de absorcdo (VICENTE et al.,

2013).

O processo de evaporacao das gotas pode ser complexo, considerando o uso de uma
infinidade de materiais com diferentes propriedades fisico-quimicas para a preparagcdo de
dispersdes em po. Assim, alguns eventos podem ocorrer durante a secagem, como a nao
cristalizacdo imediata de alguns componentes quando o limite de solubilidade € atingido na
superficie das particulas, a nucleacdo de cristais, o crescimento de cristais e transi¢cdes
polimérficas. No caso de componentes que nao cristalizam imediatamente durante o tempo
de secagem, o produto em pd poderd conter uma mistura de componentes na forma
cristalina e amorfa (VEHRING, 2007; ALI et al.,, 2014; PAUDEL et al., 2013).
Obviamente, o mecanismo de formacgdo de particulas, como apresentado na Figura 2.20,
pode variar de acordo com as propriedades térmicas, fisico-quimicas e fluidodinamicas da
amostra, e também quando outros componentes que alteram a tensdo superficial sdo

adicionados a amostra liquida, como surfactantes (ALI et al., 2014).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1  Reagentes

Os mondmeros utilizados nas sinteses dos nanogéis foram a N-vinilcaprolactama
(NVCL, 99%, fornecida pela Basf-Brasil), purificada por destilacdo a vacuo a 120°C, o
acido itaconico (Al 99%, Sigma Aldrich) e o dimetacrilato de etilenoglicol (EGDMA,
99%, Sigma Aldrich), utilizados como recebidos. O iniciador térmico persulfato de
potassio (KPS, 99%, LabSynth), o sal bicarbonato de sédio (NaHCO3, 99,9%, LabSynth) e
o farmaco cetoprofeno (99%, gentilmente cedido pela Sanofi-Brasil), também foram
utilizados como adquiridos. A quitosana (Cheng Yue Planting Co Ltd, China, grau de
desacetilacdo de 95%, M,= 85 kDa) foi doada pelo Instituto de Quimica da USP de Sdo
Carlos (IQSC/USP) e a purificacdo foi realizada seguindo a metodologia proposta por
Santos, Bukzem e Campana-Filho (2016). Toda a 4agua utilizada nos experimentos foi
ultrapura. A Figura 3.1 apresenta as estruturas quimicas dos mondmeros NVCL, Al,
EGDMA e do biopolimero quitosana utilizados na sintese das particulas de nanogel de
politNVCL-co-Al-co-EGDMA) e no preparo das microparticulas de quitosana

incorporadas de nanogéis.

Figura 3.1- Estruturas quimicas dos mondmeros NVCL, Al, EGDMA e da quitosana
utilizados nas sinteses das particulas de nanogel de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) e no
preparo das microparticulas de quitosana incorporadas de nanogéis

CH2 (o] CH
NVCL Al EGDMA
CH,OH CH0H
o, o
o N
OH OH (o]
TH NH,
c=0 "h m
|
CH3
Quitosana

NVCL: N-vinilcaprolactama. Al: 4cido itaconico. EGDMA: dimetacrilato de etilenoglicol.

Fonte: Préprio autor.
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3.2 Métodos

A Figura 3.2 mostra um fluxograma resumido sobre as etapas realizadas para a
preparacdo das microparticulas hibridas em p6 de quitosana incorporada de particulas de
nanogel de poli(N-vinilcaprolactama-co-acido itaconico-co-dimetacrilato de etilenoglicol)
(poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)) contendo  cetoprofeno  encapsulado e  quais

caracterizacOes foram realizadas a cada etapa do trabalho.

Figura 3.2-Fluxograma com as etapas da metodologia utilizada para a preparagdo de
microparticulas hibridas em p6 de quitosana incorporada de particulas de (poli(NVCL-co-
Al-co-EGDMA)) contendo cetoprofeno encapsulado

Etapas dos experimentos

Etapa 2
Etapa 1 Encapsulagdo de :: Formula;oes. R{,O ? R31 -
; - ; Aol anem Estudo da efn:l_er!c.la de t‘ancapsula;ao
Sintese de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) particulas de poli(NVCL- v Estudo da sensibilidade a T e ao pH.
via polimerizagdo por precipitacdo co-Al-co-EGDMA) com ¥ Potencial Zeta
\L Pt ¥ Caracterizacdes: DLS, TEM, FTIR, DSC,
SEM, DRX
Etapa 3 \I/
v Estudo da influéncia da concentracdo de Al, EGDMA e KPS
na sensibilidade a T e pH. Testes de liberagdo de v Condig¢des simulando meio
v Potencial Zeta Cetoprofeno in vitro —_— gastrointestinal : pH 7,4 e pH 1,2;
v Escolha de duas formulagdes para encapsular cetoprofeno Etapa 4 \L temperaturas de 37°Ce 25°C.
(R1eR8)
Incorporagdo de ¥ Interagdo entre matrizes:
nanogéis contendo eletrostatica
cetoprofeno > pH de mistura dos polimeros: 4,5
encapsulado (R50 e R51) ¥ Concentragdo de particulas de
em matriz de quitosana nanogel com relagdo a massa de
Etapa 5 \l/ quitosana: 40% e 70%
Prepararagdo de ¥" Nano Spray Dryer B-90 Biichi®
microparticulas de ¥ Bico atomizador 7um, Fluxo de gés
quitosana incorporada (——> de 132mL/min, Velocidade 3, Tempe-
de poli(NVCL-co-Al-co- ratura na entrada de 120°C.
EGDMA) via secagem por ¥ Caracterizagdes: SEM, FTIR, DSC,
pulverizagdo DRX, Potencial Zeta
Etapa 6 \l,
Liberacdo de
cetoprofenoapartirde | .| condigdo de teste: pH 7,4 e tempera-
microparticulas hibridas tura de 37°C.
de quitosana
incorporadas de
poli(NVCL-co-Al-co-
EGDMA)

Fonte: Proprio autor.
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3.2.1 Sintese de nanogéis de Ppoli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) e encapsulacio de

cetoprofeno

Os nanogéis de poli(N-vinilcaprolactama-co-acido itacOnico-co-dimetacrilato de
etilenoglicol)  (poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)) foram sintetizados utilizando a
polimerizacdo por precipitagdo via mecanismo radical livre convencional, em processo
semibatelada. Inicialmente o agente reticulante EGDMA foi solubilizado em 100 mL de
dgua, e em seguida foram adicionados 2g de NVCL e a mistura foi mantida sob agitacdo
(250 rpm) por 1h. Para a sintese de nanogéis contendo cetoprofeno encapsulado, o firmaco
foi adicionado 15 minutos apds a adi¢do do mondmero NVCL, e entdo a mistura foi
mantida sob agitacdo magnética (250 rpm) por mais 45 minutos. Apds uma hora, 30 mL de
solugdo com diferentes concentracdes de 4cido itaconico foram adicionados a mistura

anterior e o pH da mistura final foi ajustado para 4,5 utilizando bicarbonato de célcio

(NaHCO:3).

A mistura final foi vertida em um baldao de fundo redondo e mantida sob agitacao
magnética (200 rpm) a temperatura ambiente e sob atmosfera de nitrogénio por 15
minutos. Paralelamente, foram adicionados 50 mL de 4gua em um reator encamisado com
capacidade para 200 mL, também mantido sob atmosfera de nitrogénio a temperatura
ambiente. Apds 15 minutos, o iniciador térmico persulfato de potéssio (KPS), previamente
solubilizado em 10 mL de agua, foi transferido para o baldo contendo os mondmeros (e
farmaco), o qual foi mantido por mais 10 minutos sob atmosfera de nitrogénio a
temperatura ambiente. A temperatura do banho de aquecimento foi ajustada para 70°C e
apo6s a estabilizacdo da temperatura do reator encamisado, 1/3 da mistura de reagentes foi
transferida para o mesmo. Em seguida, o reator foi alimentado com o restante da mistura
com auxilio de uma bomba peristédltica ajustada a uma vazdo de alimentagdo de 1,333
mL.min"". As reacdes de polimerizagdo foram conduzidas durante 5h, e apés o término das
reacdes, os nanogéis sem cetoprofeno foram purificados por didlise em dgua deionizada
por 5 dias, a temperatura ambiente, utilizando uma membrana SERVAPOR® MWCO
12000 — 14000 com didmetro de corte de 25A. A fim de evitar qualquer liberagdo de
cetoprofeno durante a didlise, os nanogéis com cetoprofeno foram purificados por
ultracentrifugacao (26000 rpm, 1h), seguida de redispersao em um banho de ultrassom por

1h. Logo apés a ultracentrifugacio, o sobrenadante foi removido, confirmado o contetido
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de farmaco ndo encapsulado por espectrofotometria UV-visivel e seu volume foi reposto
com solucdo tampao pH 4,5, o mesmo pH do meio reacional. Apds a ultrassonicagdo, uma
amostra de nanogéis redispersada em solucao tampado pH 4,5 foi novamente centrifugada, e
analisado o conteido de cetoprofeno no sobrenadante por espectrofotometria UV-visivel,
para confirmar que ndo houve liberacdo do farmaco durante a purificacdo. As purificacdes
dos nanogéis foram realizadas objetivando a eliminacdo de mondmeros residuais e de
cristais de cetoprofeno ndo encapsulados. Todos os procedimentos de caracterizacdo e a
incorpora¢do dos nanogéis na matriz de quitosana foram realizados a partir do uso de
nanogéis purificados. Para caracterizacdes de amostras secas, os nanogéis foram
centrifugados a 26000 rpm, a 20°C, durante lh. O sobrenadante foi removido e o
precipitado foi seco em estufa com circulagdo forgcada de ar, a 30°C, por 3 dias. A Figura

3.3 apresenta a rota sintética empregada na sintese dos nanogéis.

Figura 3.3- Rota sintética empregada na sintese dos nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-
EGDMA)

NVCL Al EGDMA

Poli(NVCL-co-Al-coEGDMA)

Fonte: Proprio autor.

A Tabela 3.1 apresenta as formulagdes utilizadas na sintese dos nanogéis de
poliNVCL-co-Al-co-EGDMA) sem cetoprofeno (R1 a R8) e com cetoprofeno (R50 e
R51), variando a concentracdo de mondmeros e de iniciador. As sinteses dos nanogéis R1 e
R8 foram realizadas em triplicata e as demais sinteses foram realizadas em duplicata. Apds
o estudo sobre a influéncia da variagdo da concentragdo de mondmeros e de iniciador no
didmetro hidrodinamico e sensibilidade a temperatura e ao pH das particulas de nanogéis,
as formulacdes R1 e R8 foram escolhidas para a encapsulacdo de cetoprofeno a partir das

respectivas reacoes de mesma formulacdo, R51 e R50.
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Tabela 3.1- Formulagdes utilizadas nas sinteses dos nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-
EGDMA) sem cetoprofeno e contendo cetoprofeno via polimeriza¢ao por precipitacao

Reacoes NVCL (g) Al (%)* EGDMA (%)* KPS (%)*  Cetoprofeno (%)*
R1 2 3 3 1 0
R2 2 6 3 1 0
R3 2 9 3 1 0
R4 2 3 6 1 0
RS 2 3 2 1 0
R6 2 3 3 1,5 0
R7 2 3 3 2 0
RS 2 4,5 2 1 0

R50 2 4,5 2 1 1,25
R51 2 3 3 1 1,25

*Todas as porcentagens foram calculadas com relagdo a massa de mondmero NVCL.

Fonte: Préprio autor.

3.2.2 Preparaciao de microparticulas de quitosana via secagem por pulverizacio

As microparticulas de quitosana foram preparadas para serem utilizadas como
controle com relag@o as microparticulas de quitosana incorporadas de particulas de nanogel
de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) contendo cetoprofeno. A quitosana utilizada nas
sinteses foi purificada conforme a metodologia proposta por Santos, Bukzem e Campana-
Filho (2016):-3g de quitosana foram dissolvidos em 1 litro de solu¢do de dcido acético, 1%
v/v, e mantida sob agitacdo (300 rpm) durante 24h. A solucdo foi filtrada em filtro de
polipropileno seguido de filtracdo em filtro de placa porosa de porcelana (0,45um). Apds a
filtracdo, a quitosana foi neutralizada com solu¢do de NaOH (1M) e deixada em repouso
até a sua completa precipitacdo. O precipitado foi separado do sobrenadante e lavado com
misturas de etanol/dgua, contendo (75%, 80% e 90% de etanol e finalmente em etanol
absoluto)-. Apds a lavagem, a torta do filtro (quitosana), foi seca em estufa de circulagdo
forcada de ar a 30°C, durante 7 dias, triturada e peneirada.

Para a preparacdo de microparticulas de quitosana, inicialmente 50 mg de quitosana
purificada sdo dissolvidos em 100 mL de solu¢do de acido acético (0,05% v/v) e mantidos
sob agitacdo (300 rpm), a temperatura ambiente por 2h. Em seguida o pH da solugdo de
quitosana € ajustado para 4,5, utilizando solu¢do de NaOH (1,0 M), e a solugdo final €

mantida em agitacdo (200 rpm) por mais 1h. Apds esse periodo, a solucdo de quitosana é
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pulverizada no pulverizador Nano Spray Dryer B-90 da Biichi® (Figura 3.4). Os
parametros utilizados para a pulverizacdo da solucdo de quitosana estdo apresentados na
Tabela 3.2. No final do processo de pulverizacio, as microparticulas de quitosana pura em
p6 foram coletadas no cilindro coletor eletrostdtico com auxilio de uma espatula de

borracha.

Figura 3.4- Camara de atomizacdo e pulverizagdo, bico atomizador e painel de controle
do Nano Spray Dryer B-90 da Biichi®

Camara de atomizacao e
pulverizacado

Bico atomizador

Painel de controle

Fonte: Proprio autor.

Tabela 3.2- Parametros utilizados na pulverizacio da solucdo de quitosana para a obtengdo
de microparticulas de quitosana pura de microparticulas hibridas de quitosana incorporada
de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) contendo cetoprofeno encapsulado

Temperatura Velocidade de ~ Diametro do bico a
. Taxa de aspersao . Fluxo de gas
de atomizacao bombeamento atomizador
120°C 3 100% 7um 132 L/min

Fonte: Préprio autor.
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3.2.3 Preparacao de microparticulas de quitosana incorporadas de nanogéis de

poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) contendo cetoprofeno via secagem por pulverizacao

O procedimento de preparacdo das microparticulas hibridas, compostas de
quitosana e de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) contendo cetoprofeno
(quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)-cetoprofeno) foi realizado em duas etapas.
Primeiro utilizou-se a técnica de gelificacdo i0nica para a incorporacdo dos nanogéis
contendo cetoprofeno, na matriz de quitosana. Nessa técnica, conforme esquematizado na
Figura 3.5, o pH da dispersdao de nanogéis e da solucdo de quitosana sdo ajustados
igualmente a um pH que proporcione a ionizacdo dos dois polimeros para que 0os mesmos
possam interagir eletrostaticamente, garantindo uma melhor dispersdo dos nanogéis na
matriz de quitosana (FAN et al., 2012). O pH escolhido para a mistura dos polimeros foi o
pH 4,5, o mesmo pH da dispersdao dos nanogéis, uma vez que abaixo desse pH os nanogéis
podem apresentar instabilidade coloidal e acima desse pH podem liberar o cetoprofeno
encapsulado durante o procedimento de atomizacdo. Apds o ajuste do pH, a dispersdo de
nanogéis foi gotejada na solugcdo de quitosana sob agitacdo magnética (500 rpm) com
auxilio de uma bomba peristdltica a uma taxa de 0,3 mL.min'l, e entdo a mistura foi
mantida sob agitacdo magnética a 300 rpm por 2h e em seguida foi pulverizada. A mistura
de quitosana e nanogéis foi realizada a partir de duas propor¢des em massa dos polimeros,
conforme apresentado na Tabela 3.3. Para obtencdo do teor de sélidos da dispersdao de
nanogéis, esta foi previamente centrifugada (26000 rpm; 1h) e o precipitado foi seco e
pesado, e finalmente foi estabelecida uma razdo entre massa de polimero e volume de

dispersdo. Esse procedimento foi realizado para cada hidrogel sintetizado.



88

Figura 3.5- Representacdo esquemadtica do processo de gelificacdo idnica de quitosana
com nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) em pH 4,5

Dispersdo de particulas de
nanogel (pH = 4,5)

0,300
E_E=euam)
Solugdo de quitosana (pH = 4,5)
Legenda:
m——p 4= Interag3o idnica entre quitosana e particulas =) Particulas de nanogel &) @ Cadeias de quitosana ionizadas
de nanogel = -) ionizadas
e 3 Molécula de dgua

Fonte: Proprio autor.

Tabela 3.3- Razdes em massa de quitosana e de nanogéis utilizadas na preparacdo de
particulas hibridas de quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)-cetoprofeno via secagem
por pulverizagdo

Amostra Amostra de nanogel (b) % Nanogel (c)
Q95 Nenhum 0
Q95*R50°-40%° R50 40
Q95°R50°-70%° R50 70
Q95°R51°-40%° R51 40
Q95°R51°-70%° R51 70

Q95: microparticulas de quitosana pura. a: quitosana com grau de desacetilacdo de 95%. b: R50 e R51 nanogéis
sintetizados com 4,5% e 3% de Al; 2% e 3% de EGDMA; 1% de KPS e 1,25% de cetoprofeno, m/m, com relagdo a
massa de NVCL, respectivamente. c: porcentagens de nanogéis com relaclio a massa de quitosana.

Fonte: Préprio autor.

A segunda etapa do processo de preparacao das microparticulas hibridas consistiu
no procedimento de pulverizagdo. Os parametros utilizados no procedimento de
pulverizagdo para preparacdo de microparticulas de quitosana incorporadas de nanogéis
foram os mesmos descritos na Tabela 3.2, utilizados na prepara¢do de microparticulas de
quitosana pura. O diferencial nesta etapa foi que a mistura de polimeros foi mantida em

banho de gelo durante a sua atomizagdo para evitar a liberagdo precoce de cetoprofeno
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durante o procedimento. Durante a pulverizagcdo, a mistura € aquecida e parte é atomizada
e outra parte retorna ao recipiente (refluxo) a uma temperatura acima da temperatura inicial
da mistura em banho de gelo. Uma vez que os nanogéis sdo termossensiveis, estes podem
liberar uma fracdo do farmaco durante o procedimento de atomizagdo, se a mistura nao é

resfriada imediatamente apds o retorno ao recipiente.

3.3  Caracterizacao dos materiais

3.3.1 Diametro hidrodinamico médio (D)

O diametro hidrodindmico médio (Dy) das particulas de nanogel de poli(NVCL-co-
Al-co-EGDMA) foi medido por espalhamento de luz, a temperatura ambiente, utilizando o
equipamento ZetaSizer Nano ZS,- da MALVERN instruments® (LabPol-
DEQUI/EEL/USP). Foram realizadas 3 medidas para cada amostra e adotou-se a média

aritmética como o didmetro hidrodindmico médio das particulas de nanogéis.

3.3.2 Sensibilidade ao pH e a temperatura

Os estudos de sensibilidade ao pH e a temperatura das particulas de nanogéis de
polilNVCL-co-Al-co-EGDMA) também foram realizados através da técnica de
espalhamento de luz, assim como foram realizadas as medidas do didmetro hidrodindmico
médio dos nanogéis. Para estudar a sensibilidade ao pH, foram realizadas medidas dos
didmetros hidrodindmicos dos nanogéis em solucdes tampao com diferentes valores de pH,
variando de 1,2 a 12, a temperatura ambiente. A fim de estudar a sensibilidade a
temperatura, foram realizadas medidas dos didmetros hidrodindmicos dos nanogéis em
solug@o tampdo com pH 7.4 variando a temperatura entre 20°C a 70°C, com intervalo de
2°C, e um tempo de estabilizacdo de 300 segundos a cada intervalo. O pH 7,4 foi escolhido

para avaliar a sensibilidade a temperatura das particulas de nanogéis e foram realizadas 3

medidas para cada amostra, adotando-se a média aritmética como o didmetro
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hidrodinamico médio das particulas. Os valores de didmetro hidrodindmico também foram

obtidos pela funcdo de correlagdo G(t), apresentada na Equacgao (2).

3.3.3 Potencial Zeta ()

A densidade de cargas na superficie, ou seja, o potencial eletrostatico das particulas
de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) e das microparticulas de quitosana pura e
de quitosana incorporadas de nanogéis com cetoprofeno foi medida por andlise de
potencial zeta utilizando o equipamento ZetaSizer Nano ZS-, da MALVERN instruments®
(LabPol-DEQUI/EEL/USP). As medidas foram realizadas em triplicata.

3.3.4 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A composicdo quimica dos nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA), das
microparticulas de quitosana e de quitosana incorporada de nanogéis com cetoprofeno
foram avaliadas qualitativamente por espectroscopia de infravermelho (FTIR). As amostras
secas foram embutidas em pastilhas de KBr e analisadas em um espectrometro de
infravermelho da marca Shimadzu®, modelo IR Prestige-21, localizado no Departamento

de Biotecnologia da EEL-USP (DEBIQ/EEL/USP).
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3.3.5 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As propriedades térmicas do cetoprofeno puro, das particulas de nanogéis de
politNVCL-co-Al-co-EGDMA) e das microparticulas de quitosana pura e de quitosana
incorporadas de nanogéis com cetoprofeno foram avaliadas pela técnica de calorimetria
exploratoria diferencial (DSC) em um calorimetro de marca TA instruments®, modelo
Q20 (LabPol-DEQUI/EEL/USP). Para o preparo das amostras foram utilizadas porta
amostras de aluminio herméticos contendo aproximadamente 6 mg de amostra seca. As
condi¢des adotadas para todas as andlises foram: faixa de temperatura de -40°C a 175°C,
taxa de aquecimento de 20°C.min"" e fluxo de nitrogénio de 50 mL.min"". O resfriamento
durante as andlises foi realizado com adi¢do de nitrogénio liquido com auxilio de um
“Quench cooler”. Para todas as amostras, exceto de cetoprofeno puro, foram realizadas
duas corridas a fim de retirar possivel umidade das amostras e os dados foram analisados
utilizando o software TA Univiersal Analysis 2000-TA Instruments®. A temperatura de
transicdo vitrea (T,) foi calculada a partir do prolongamento de trés tangentes sobre a
regido de descontinuidade médxima das curvas (ponto de inflexdo). Esse método para
cdlculo da T, foi escolhido uma vez que as regides onde ocorreram as transi¢oes térmicas

de segunda ordem dos materiais ndo estavam bem definidas.

3.3.6 Difracao de Raios X

Para determinar a cristalinidade do cetoprofeno, das particulas de nanogéis de
polilNVCL-co-Al-co-EGDMA) puros e contendo cetoprofeno encapsulado, das
microparticulas de quitosana e das microparticuclas de quitosana incorporadas de nanogéis
contendo cetoprofeno, foi utilizado o difratdmetro de raio-X, marca Shimadzu®, modelo
LabX XRD 6000, locado no Departamento de Engenharia de Materiais da EEL/USP
(DEMAR/ELL/USP). O difratometro foi operado com feixe de radiagdo monocromética
MoKa (L =0,7110 A), intervalos angulares de 4° a 40°, passo angular de 0,05° e tempo de

contagem de 2 segundos.
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3.3.7 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A morfologia das microparticulas de quitosana pura e de quitosana incorporadas de
particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) com cetoprofeno foi avaliada
por microscopia eletronica de varredura (MEV), utilizando um microscépio eletronico da
HITACHI®, modelo TM 3000 (DEMAR/EEL/USP). As amostras foram previamente
metalizadas com uma fina camada de ouro e durante as andlises utilizou-se uma tensdo de

aceleracdo de 15kV.

3.3.8 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

A caracterizagdo morfologica das particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-
EGDMA) sem e contendo cetoprofeno foi realizada por Microscopia EletrOnica de
Transmissdo (MET) utilizando um microscépio da marca Philips®, modelo CM120,
operado com uma tensao de aceleragdo de 80 kV, localizado no “Centre Technologique des
Microstructures (CTu)’da Universidade Claude Bernard Lyon 1, em Villeurbanne —
Franca, e outro microscopio da marca Philips®, modelo Tecnai 10, operado com tensoes
de aceleracdo de 60 kV e 80 kV, locado Faculdade de Medicina da USP (FMUSP). Para
preparacao das amostras, uma gota de dispersdao de nanogéis € diluida em 10 mL de dgua, e
em seguida uma gota dessa diluicdo € depositada sobre uma grade de cobre, recoberta com
filme de carbono amorfo. Apds 2 minutos, o excesso de amostra foi retirado da grade e a
secagem foi realizada a temperatura ambiente. As amostras de nanogéis com cetoprofeno
foram analisadas sem purificacdo para observacdo de cristais de cetoprofeno nao

encapsulados.
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3.3.9 Determinacio da eficiéncia de encapsulacao de cetoprofeno nas particulas de
nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)

A porcentagem de cetoprofeno encapsulado durante a sintese dos nanogéis de
polilNVCL-co-Al-co-EGDMA) foi determinada utilizando um espectrofotometro de
radiagdo UV visivel da marca Thermo Electron Corporation®, modelo Genesys 10UV
(LabPol-DEQUI/EEL/USP). Primeiro foi construida uma curva de calibracdo de
cetoprofeno em 4dgua, meio utilizado nas sinteses dos nanogéis, por regressdo linear
seguindo a Lei de Beer-Lambert (Figura 3.6). Em seguida, 4 mL da dispersdo dos
nanogéis contendo cetoprofeno foi centrifugada a 26000 rpm e a 20°C por 1h. O
sobrenadante foi removido e analisado no espectrofotdometro calibrado utilizando um

comprimento de onda (A) para o cetoprofeno de 260 nm.

Figura 3.6- Curva de calibracdo do cetoprofeno em dgua obtida por espectrofotometria de
radiacdo UV visivel
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Fonte: Préprio autor.

A Figura 3.6 mostra a equagio obtida a partir da regressao linear realizada a partir
das concentracdes de cetoprofeno em 4gua e suas respectivas absorbancias. Essa equacao
foi utilizada para obter a concentracdo final de cetoprofeno no sobrenadante apds a
centrifugacdo da dispersdo de nanogéis (Equacdo (2)). A partir dessa concentracdo,
calculou-se a massa de cetoprofeno nao encapsulado contido no volume total da dispersao

de nanogéis (190 g), e entdo foi obtida a eficiéncia de encapsulagdo (EE) pela Equagao (3).
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A =63,99C + 0,0061 2)

Onde,
A= Absorbancia;

C= Concentragdo de cetoprofeno (mgceroprofeno/Zsgua)

Mcf_Mcs

EE(%) = "4

x 100 3)

Onde,
EE = Eficiéncia de encapsulacio (%);
M s = Massa inicial de cetoprofeno utilizada na formulagdo para a sintese dos nanoggéis;

M., = Massa de cetoprofeno no sobrenadante;

3.3.10 Determinacao da eficiéncia de recuperacio das microparticulas secas por

pulverizacao

A eficiéncia de recuperacdo (ER) das microparticulas de quitosana pura e de
microparticulas de quitosana, incorporadas de particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-
co-EGDMA) contendo cetoprofeno encapsulado foi calculada a partir da razdo entre a
massa de microparticulas em p6 recuperadas no cilindro coletor apds a pulverizagdo e a
massa total de particulas contendo farmaco encapsulado na dispersdo inicial. A férmula

utilizada para calcular a efici€éncia de recuperacdo estd apresentada na Equacao (4).
My
ER (%) = -- X100 4)

Onde,
ER = Eficiéncia de recuperagao das microparticulas (%);
M= Massa de microparticulas secas (mg);

M; = Massa total de particulas contendo farmaco encapsulado na dispersao inicial (mg)
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3.3.11 Ensaios de liberacio in vitro do cetoprofeno

A cinética de liberacdo in vitro do cetoprofeno a partir de particulas de nanogéis de
polilNVCL-co-Al-co-EGDMA) e de microparticulas de quitosana incorporadas de
nanogéis contendo cetoprofeno encapsulado foi avaliada em quatro diferentes condig¢des
experimentais (Tabela 3.4). As condi¢des de pH testadas objetivaram simular o meio
gastrointestinal, sendo os meios de teste preparados a partir de solu¢do tampdo. As
temperaturas de 25°C e 37°C foram testadas para avaliar a influéncia da sensibilidade a

temperatura dos nanogéis na liberacdo de cetoprofeno.

Tabela 3.4- Condi¢Oes experimentais para a avaliacdo da cinética de liberacdo in vitro de
cetoprofeno

pH Temperatura (°C)
1,2 25
1,2 37
74 25
74 37

Fonte: Préprio autor.

Para a realizacdo ensaios de liberacdo, 28mg de amostra seca foram redispersados
em 4 mL de solucdo tampao e a dispersdo resultante foi vertida em uma membrana de
dilise da marca SERVAPOR® , MWCO 12000 — 14000 com didmetro de corte de 25A. A
membrana foi mergulhada em um reator contendo 146 mL solugdo tampdo com pH e
temperatura ajustados de acordo com as condi¢des testadas, totalizando um volume de 150
mL. O meio de liberagdo foi mantido sob agitacdo magnética de 200 rpm e o tempo total
de duracdo para cada ensaio foi de 48h. As concentracOes de cetoprofeno foram medidas
por espectrofotometria de UV utilizando um comprimento de onda de 260 nm para o
cetoprofeno e curvas de calibracdo do farmaco em pH 1,2 e 7.4, as quais estdo
apresentadas nas Figuras 3.7 e 3.8, respectivamente, seguindo a Lei de Beer-Lambert. As
aliquotas foram retiradas nos seguintes intervalos de tempo: 0, 3, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50,
60, 120, 150, 180, 210, 240, 300, 360, 600, 840, 1440, 1800, 2880 e 3120 minutos. Apds a
sua retirada, as aliquotas foram devolvidas ao reator para garantir a manutengao do volume
do meio e evitar erros durante a medi¢ao de concentracdo de cetoprofeno. O reator também
foi mantido vedado durante todo o tempo de ensaio a fim de evitar possivel alteracao de

volume a partir da evaporacdo do meio de liberagdo. Todos os ensaios de liberagdao foram
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realizados em triplicata, e a concentragdo de cetoprofeno e o erro, em cada intervalo de

tempo, foram calculados a partir da média aritmética dos pontos e do desvio padrao.

As Equacdes (5) e (6) foram obtidas por regressao linear, assim como a curva de
calibragdo de cetoprofeno em dgua, a partir dos dados de concentracdes conhecidas de

cetoprofeno em solu¢do tampao de pH 1,2 e pH 7,4 e suas respectivas absorbancias.

Figura 3.7- Curva de calibra¢do do cetoprofeno em solugao tampao de pH 1,2 obtida
por espectrofotometria de radiacdo UV visivel
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Fonte: Proprio autor.

A =68,364C — 0,0124 (5)

Onde,
A = Absorbancia;

C= Concentragdo de cetoprofeno (mgcetoprofeno/ Etampao pH 1,2)
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Figura 3.8- Curva de calibracido do cetoprofeno em solugdao tampao de pH 7,4 obtida
por espectrofotometria de radiacdo UV visivel
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A =63,66C —0,0112 ©6)

Onde,
A = Absorbancia;

C= Concentragdo de cetoprofeno (mgcetoprofeno/ Stampao pH 7,4)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) via polimeriza¢ao por

precipitacao

Nesta sessdo estd descrita a preparagdo das particulas de nanogéis de poli(/V-
vinilcaprolactama-co-acido itacOnico-co-dimetacrilato de etilenoglicol) (poli(NVCL-co-
Al-co-EGDMA)), sensiveis ao pH e a temperatura, via polimerizacdo por precipitacdo. A
sensibilidade a temperatura e ao pH dessas particulas foi estudada em fun¢do da variacio
de parametros de sintese, como a concentracdo de 4cido itaconico (Al), do agente
reticulante dimetacrilato de etilenoglicol (EGDMA) e do iniciador persulfato de potdssio
(KPS). Ainda nesta sessao, sdo apresentados os resultados de encapsulacio do cetoprofeno,
e os estudos sobre sua liberagdo in vitro a partir dos nanogéis em condi¢des fisioldgicas

gastrointestinais simuladas.

4.1.1 Sintese de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) via polimerizacio por

precipitacio e estudo da sensibilidade a temperatura e ao pH

Os nanogéis de poli(N-vinilcaprolactama-co-dcido itacOnico-co-dimetacrilato de
etilenoglicol) (poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)) foram sintetizados via polimerizagdo por
precipitacdo, sem utilizagdo de surfactante. O didmetro hidrodinamico e a sensibilidade a
temperatura e ao pH das particulas dos nanogéis foram estudados em funcao da variagdo de
parametros de sintese, como a concentragdao de dcido itaconico (Al), do agente reticulante
dimetacrilato de etilenoglicol (EGDMA) e do iniciador persulfato de potassio (KPS) a fim
de avaliar as melhores condi¢des de processo para a sintese de nanogéis estdveis, com

sensibilidade a temperatura e ao pH e com didmetros hidrodinamicos distintos.

A Tabela 3.1 apresenta as formulagdes utilizadas nas sinteses dos nanogéis de
poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA). Todas as reagdes foram realizadas em meio tamponado

(pH 4,5) com bicarbonato de sodio. O ajuste do pH da reagdo para 4,5 favoreceu a
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ionizacao parcial dos grupos carboxilicos das unidades de 4cido itacOnico, uma vez que
esse pH € superior a um dos pk,’s do 4cido (pka] = 3,85 ¢ pkaz = 5,45). A repulsdo
eletrostdtica entre os grupos carboxilicos ionizados presentes na superficie das particulas e
auxiliaram na estabilidade coloidal dos nanogéis. Medeiros et al. (2010) em um estudo
sobre estabilidade de nanogéis de poli(N-vinilcaprolactama-co-éacido acrilico) sintetizados
via polimerizacdo por precipitacdo, constataram que o pH do meio reacional influenciou na
estabilidade dos nanogéis. A rea¢do tamponada em pH 5,0, acima do pk, do écido acrilico
(pk, = 4,2), resultou na formacdo de particulas com estabilidade coloidal e menor
polidispersidade. Imaz e Forcada (2011) também sintetizaram nanogéis de poli(/V-
vinilcaprolactama-co-4cido acrilico) e verificaram a influéncia do pH do meio na
estabilizacao coloidal das particulas. As autoras refor¢caram que a razdo de reatividade do
comondmero 4cido em relacdo a NVCL pode variar em funcio do seu grau de ionizacao.
No final desta dissertacdo, a Tabela B.1 do apéndice B mostra a estabilidade coloidal para
os nanogéis de poli(N-vinilcaprolactama-co-acido acrilico) apds o periodo de 1 ano de

armazenamento.

4.1.2 Influéncia da concentracio do acido itaconico (AI)

Para o estudo da influéncia da concentragdo de acido itacOnico, foram sintetizados
nanogéis com 3, 6 e 9% de Al em relacdo a massa de NVCL (-amostras R1, R2 e R3,
respectivamente). As concentracdes dos outros reagentes, EGDMA e KPS, foram mantidas

constantes e iguais a 3% e 1%, respectivamente.

A Tabela 4.1 apresenta os didmetros hidrodindmicos (Dy) obtidos para as particulas
de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA), sintetizadas com diferentes concentragdes
de 4cido itaconico. E observado que o aumento da concentracio do comondmero dcido na
carga inicial de mondmeros causou a diminui¢cdo do didmetro hidrodindmico dos nanoggéis,
assim como o indice de polidispersidade (PDI). Conforme mencionado anteriormente, ndo
foi utilizado nenhum surfactante nas sinteses dos nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-
EGDMA). Assim, a ioniza¢do parcial dos grupos carboxilicos do &cido itaconico foi
essencial na reducdo do diametro hidrodindmico das particulas e na estabilidade coloidal

das dispersdes de nanogéis. As cargas desses grupos anidonicos tendem a se distribuir
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preferencialmente na superficie dos nanogéis, devido a maior interagdo dos grupos (-COO"
) com os prétons (H") do meio aquoso (BERA et al., 2015). A estabilidade coloidal dessas
microparticulas é garantida por meio da repulsdo eletrostitica entre grupos carboxilicos
ionizados. Portanto, uma maior concentracdo de dcido itacdnico na carga inicial de
monomeros pode favorecer uma maior quantidade de grupos carboxilicos na superficie dos
nanogéis. Consequentemente os nanogéis sintetizados com maior quantidade de acido
itacOnico apresentardo uma maior densidade de cargas negativas em sua superficie, o que é
corroborado pelos resultados de potencial zeta (Figura 4.1 (b)), os quais serdo discutidos
adiante. O menor didmetro hidrodinamico desses nanogéis pode ser justificado pela maior
eficiéncia de nucleacdo, ou seja, o aumento da concentracio de comondmero acido
aumenta o numero de particulas que sdo nucleadas, resultando na precipitacdo de particulas

com menor didmetro hidrodindmico (BERGER et al, 2010).

A escolha do valor de pH 4,5 para o meio reacional pode ser justificada pela
ionizacdo parcial dos grupos carboxilicos do 4cido itacOnico, os quais, uma vez na
auséncia de surfactantes, auxiliardo na estabilizacdo coloidal do sistema através da
repulsdo eletrostatica entre nanoparticulas. Embora o acido itacOnico possua um segundo
pk, acima do valor de pH escolhido para o meio reacional (pkazz 5,45), um aumento do
grau de ionizacdo poderia dificultar a copolimerizacdo com a NVCL devido ao aumento de

solubilidade do comondmero dcido em dgua (IMAZ; FORCADA, 2011).

Tabela 4.1- Diametro hidrodindmico (Dy) das particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-
Al-co-EGDMA) sintetizadas com diferentes concentragdes de Al (3, 6 e 9%, m/m, com
relacdo a massa de NVCL)

Reacoes Al (%) D;, (nm) PDI*
R1 3 190,6 0,025
R2 6 161,3 0,054
R3 9 137,6 0,018

*PDI: Indice de Polidispersidade

Fonte: Proprio autor.
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A Figura 4.1 mostra a variacdo do didmetro hidrodindmico em funcido do pH do
meio (Figura 4.1 (a)) e do potencial zeta (Figura 4.1 (b)) das particulas de nanogéis de
poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) sintetizadas com diferentes concentracdes de Al E
observado nas Figura 4.1 (a) e Figura 4.1 (b) um aumento do didmetro hidrodinamico dos
nanogéis para valores de pH menores que o pH4,5 acompanhado de uma diminui¢do, em
modulo, do potencial zeta, respectivamente. Para valores de pH maiores que o pH 4,5, é
observado um aumento do didmetro hidrodindmico das particulas, acompanhado de um

aumento do potencial zeta, em moddulo.

Figura 4.1- Variacdo do didmetro hidrodindmico de particula (Dy) (a) e potencial zeta
(b) em funcdo do pH para particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA),
sintetizados com diferentes concentracdes de Al (3, 6 e 9%, m/m, de Al com relagcdo a
massa de NVCL)
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Fonte: Préprio autor.

A Figura 4.1 (a) mostra que para os valores de pH 1,2 e 3,0 todos os nanogéis, R1,
R2 e R3, apresentam um diametro hidrodinamico superior a 900 nm, indicando que houve
aglomeracdo das nanoparticulas. Essa aglomeracdo € confirmada pelos resultados de
potencial zeta (Figura 4.1 (b)), os quais apresentaram valores préximos a 0 mV para os
valores de pH 1,2 e 3,0, e pode ser justificada pela ndo ionizag¢do dos grupos carboxilicos

do 4cido itaconico nesse pH.

Para o valor de pH igual ao pH do meio reacional, isto é, pH 4,5, o diametro
hidrodinamico dos nanogéis nao se alterou. Comparando os valores de potencial zeta dos
nanogéis sintetizados com diferentes concentracdes de &cido itaconico nesse pH, o

potencial zeta foi maior, em mddulo, quanto maior foi a concentragdo de 4cido itacOnico
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utilizada na formulacdo dos nanogéis. Isso reforca a hipdtese de que nanogéis sintetizados
com maior concentracdo de 4cido itaconico apresentam uma maior densidade de cargas

negativas, devido a maior distribuicdo de grupos carboxilicos ionizados na sua superficie.

Para os valores de pH 6,0 ao pH 10, o didmetro hidrodinamico de todos 0s nanogéis
aumentou devido ao aumento do grau de ionizacdo dos grupos carboxilicos do &cido
itaconico .Porém € observado que ndo houve aumento do potencial zeta, em mddulo, ao
aumentar o pH do meio. Uma possivel hipétese para explicar esse resultado é que, a
maioria dos grupos carboxilicos ionizados estd aparentemente distribuida na superficie dos
nanogéis, em contato com o meio aquoso, devido a sua afinidade com o meio. Outros
grupos carboxilicos, ionizados ou ndo, podem estar distribuidos no interior da estrutura
reticulada dos nanogéis, o que pode influenciar nos resultados de potencial zeta. O
potencial zeta fornece apenas a diferenca de potencial elétrico entre a camada compacta
das particulas, uma regifo interna que contém fons fortemente ligados a sua superficie, e a
camada de difusdo, uma regido externa onde a distribuicdo de fons é determinada pelo
equilibrio entre forcas eletrostiticas do meio (MOSSEUAU et al., 2016; SCHAFFAZICK
et al., 2013; NAGELE 1985).

Os contraions (Na® e HY) presentes nas solugdes tampdo podem blindar
eletrostaticamente parte das cargas negativas da superficie dos nanogéis, resultando na
diminuic¢do do potencial zeta em moddulo. Esse efeito depende da forga idnica do meio, ou
seja, da quantidade de contraions no meio. Como ja explicado, o intumescimento dos
nanogéis sensiveis ao pH € controlado pela diferenga de pressdo osmotica entre o interior
das particulas e o meio circundante, neste caso dgua. A pressdo osmotica varia em funcao
do pH do solvente. Com o aumento do pH, as moléculas de dgua entram no interior da
estrutura tridimensional causando o intumescimento dos nanogéis, e consequentemente, o
aumento do didmetro hidrodindmico das particulas. O aumento de contraions leva ao
aumento da forca idnica do meio, consequentemente a maior quantidade de contraions
interagem eletrostaticamente com os grupos carboxilicos ionizados e a repulsdo entre esses
grupos diminui. Isso gera uma pressdao osmdtica em sentido contrério, ocasionando uma
reducdo no volume dos nanogéis, como € observado nos valores de pH acima de 10. Acima
do pH 10 também pode ser notado um aumento do potencial zeta, em mddulo, o qual pode
ter sido influenciado pela forca idnica do meio (PIKAEBA; RAMOS; FORCADA, 2014;
KARG et al., 2008; CHATERIJI; KNOW; PARK, 2007).
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A Figura 4.2 mostra o efeito da temperatura em pH 7,4 no diametro hidrodindmico
das particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) sintetizadas com diferentes
concentracdes de dcido itaconico (3, 6 € 9% de Al em relacdo a massa de NVCL, R1, R2 e
R3, respectivamente). Os resultados mostraram que os trés nanogéis, R1, R2 e R3,
apresentam sensibilidade a temperatura devido a diminui¢cdo do didmetro hidrodinamico
com o aumento da temperatura. A elevaciao da temperatura causou um desequilibrio entre o
balanco de interagdes hidrofébicas e hidrofilicas do sistema, resultando no aumento do
nimero de interagdes hidrofébicas (polimero-polimero) com relacdo as interagdes

hidrofilicas (polimero-dgua), levando a reducdo de volume dos nanogéis (CORTEZ-

LEMOS; LICEA CLAVERIE 2016).

Figura 4.2- Variacio do didmetro hidrodindmico de particula (Dp) em fungdo da
temperatura e em pH 7,4 para particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)
sintetizadas com diferentes concentracdes de Al (3, 6 € 9%, m/m, de Al com relagdo a
massa de NVCL)
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Fonte: Préprio autor.

E notdvel que as microparticulas sintetizadas com maior concentra¢io de dcido
itacOnico apresentaram uma reducdo de volume menor com o aumento de temperatura,
evidenciando que o efeito do pH prevalece sobre o efeito da temperatura. Isso ocorre
porque uma maior quantidade de grupos carboxilicos ionizados pode dificultar a contracao
dos nanogéis com aumento de temperatura. Em outras palavras, a for¢a de repulsdo entre
os grupos carboxilicos ionizados prevalecem sobre as interagdes polimero-polimero. Como

jé era esperado, ndo foi possivel observar a LCST dos nanogéis R1, R2 e R3, o que pode
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estar relacionado a incorporacdo de 4cido itaconico as cadeias de PNVCL, favorecendo a
retencdo de moléculas de dgua entre as macrocadeias. Resultados semelhantes foram
obtidos por Imaz e Forcada (2011) e Medeiros et al. (2015). Em estudos de NVCL
copolimerizada com acido acrilico e 4cido itacOnico realizado por Medeiros et al. (2015),
os autores compararam a influéncia da incorporacdo dos comondmeros 4cido acrilico e
acido itaconico as cadeias de NVCL na sensibilidade a temperatura de particulas de
nanogéis de poli(N-vinilcaprolactama-co-acido itaconico) e de poli(N-vinilcaprolactama-
co-acido acrilico). Os autores explicaram que devido a maior quantidade de interagdes
hidrofilicas entre unidades de 4cido itacOnico e moléculas de dgua comparado ao acido
acrilico, a LCST das particulas de nanogéis de poli(N-vinilcaprolactama-co-acido

itacOnico) nao pode ser observada no grafico de sensibilidade a temperatura.

4.1.3 Influéncia da concentracao do agente reticulante dimetacrilato de etilenoglicol

(EGDMA)

Para o estudo da influéncia da concentracdo de EGDMA, foram sintetizados
nanogéis com 2, 3 e 6% de EGDMA com relacdo a massa de NVCL, amostras R4, R1 e
RS, respectivamente. As concentracdes dos outros reagentes, Al e KPS, foram mantidas

constantes e iguais a 3% e 1%, respectivamente.

A Tabela 4.2 apresenta os didmetros hidrodindmicos (Dy) obtidos para as particulas
de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA), sintetizadas com diferentes concentracdes
de EGDMA. Os nanogéis sintetizados com menor concentracdo de agente reticulante
apresentaram didmetro hidrodindmico menor, levando a hipétese de que houve maior
incorporag¢do de mondmeros 4cido itacOnico as cadeias precursoras, levando a precipitacao
de cadeias menores (IMAZ; FORCADA 2011). A provavel diferenca entre as razdes de
reatividade dos mondmeros NVCL/EGDMA/AI pode justificar essa hipdtese. Se o agente
reticulante (EGDMA) € mais reativo, é consumido preferencialmente no inicio da
polimerizacao e reticula rapidamente as cadeias de PNVCL, as quais perdem solubilidade e
precipitam antes de serem estabilizadas pela incorporagcdo das unidades de acido itacOnico,

resultando na precitagdo de particulas com maior didmetro hidrodinamico (PIKAEBA;

RAMOS; FORCADA, 2014; WAN et al., 2014). Essa desestabilizacdo coloidal das
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particulas é confirmada pela elevada polidispersidade do nanogel sintetizado com 6%

(m/m) de EGDMA, com relacao a massa de NVCL (amostra RS).

Tabela 4.2- Didmetro hidrodinamico (Dy) das particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-
Al-co-EGDMA) sintetizadas com diferentes concentracdes de EGDMA (2, 3 e 6%, m/m,
com relacdo a massa de NVCL)

Reacoes EGDMA (%) Dy (nm) PDI*
R4 2 159,2 0,025
R1 3 190,6 0,025
R5 6 219,3 0,175

*PDI: Indice de Polidispersidade

Fonte: Préprio autor.

A Figura 4.3 mostra a variacdo do didmetro hidrodinamico (Figura 4.3 (a)) e do
potencial zeta (Figura 4.3 (b)) de particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-
EGDMA) sintetizadas com diferentes concentragcdes de EGDMA em func¢do do pH do
meio. Na Figura 4.3 (a), assim como foi observado para a Figura 4.2(a), para valores de
pH menores que o pH 4.5, as microparticulas aglomeram-se e o potencial zeta (Figura
4.3(b)) € proximo de 0 mV para todas as amostras. Como ja explicado anteriormente, esse
efeito ocorre devido a ndo-ionizag¢do dos grupos carboxilicos, o que leva a desestabilizacao
coloidal das particulas. Os nanogéis sintetizados com 6% de EGDMA com relagdo a massa
de NVCL (RS), apresentaram menor sensibilidade ao pH do que os nanogéis sintetizados
com menor concentracdo de EGDMA, R4 e RI1. Isso pode ser justificado pelo fato da
maior incorporacio de EGDMA as cadeias de PNVCL, resultarem em uma maior
reticulac@o dos nanogéis, o que limita a sua capacidade de intumescimento com 0 aumento
do pH do meio. Ainda € possivel notar o efeito de blindagem de cargas sobre todos os
nanogéis acima do pH 10. Com relag@o ao potencial zeta (Figura 4.3(b)) no pH 4,5, pH do
meio reacional, é observado que quanto maior a concentracdo de EGDMA, menor foi o
potencial zeta em moddulo, caracterizando uma menor densidade de carga por area de
superficie da particula. Isso refor¢a a hipétese de que o aumento da concentragdo de
EGDMA na carga inicial de mondmeros resulta em sua rapida incorporacdo as cadeias de
PNVCL, e consequentemente, sua precipitacio antes que sejam estabilizadas pela
incorporagdo do comondmero 4cido itaconico (PIKAEBA; RAMOS; FORCADA, 2014;
WAN et al., 2014).
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Figura 4.3- Variacdo do didmetro hidrodinamico (Dy) de particulas (a) e potencial zeta (b)
em funcdo do pH, para particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)
sintetizadas com diferentes concentracoes de EGDMA (2, 3 e 6%, m/m, de EGDMA com
relacdo a massa de NVCL)
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Fonte: Proprio autor.

A Figura 4.4 mostra o efeito da temperatura em pH 7,4 no diametro hidrodindmico
das particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) sintetizadas com diferentes
concentracoes de EGDMA (2, 3 e 6% de EGDMA em relacdo a massa de NVCL, R4, R1 e
R5, respectivamente). E observado que os nanogéis sintetizados com 2% e 3% de EGDMA
com relacdo a massa de NVCL, R4 e R1 respectivamente, apresentaram sensibilidade a
temperatura. O didmetro hidrodindmico dessas particulas diminuiu como o aumento da
temperatura devido ao favorecimento das interacOes hidrofébicas entre as macrocadeias,
como ja explicado. O nanogel obtido na reacdo R5 apresentou uma menor sensibilidade a
temperatura, ou seja, apresentaram menor capacidade de contragdo com o aumento da
temperatura, devido ao maior grau de reticulacdo resultante da maior concentracdo de

EGDMA na carga inicial de mondmeros.
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Figura 4.4- Variacio do diametro hidrodindmico de particula (Dy) em funcdo da
temperatura e em pH 7,4 para as particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)
sintetizados com diferentes concentracoes de EGDMA (2, 3 e 6%, m/m, de EGDMA com
relacdo a massa de NVCL)
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Fonte: préprio autor.

4.1.4 Influéncia da concentracao de iniciador persulfato de potassio (KPS)

Para o estudo da influéncia da concentracao de KPS, foram sintetizados nanogéis
com 1, 1,5 e 2%,m/m, de KPS com relacio a massa de NVCL amostras R1, R6 e R7,
respectivamente. As concentragdes dos outros reagentes, EGDMA e Al, foram mantidas

constantes e iguais a 3% para ambos.

A Tabela 4.3 apresenta os didmetros hidrodindmicos (Dy) obtidos para as particulas
de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA), sintetizadas com diferentes concentragdes
de KPS. O aumento de 1% para 1,5% na concentracdo de KPS, com relagdo a massa de
NVCL resultou em uma diminuicdo do didmetro hidrodindmico dos nanogéis. Isso pode
ser explicado pelo fato do aumento da concentra¢do de iniciador proporcionar uma maior
quantidade de radicais livres para polimeriza¢cdo, aumentando a eficiéncia de nucleacio, o
que consequentemente gera muitas particulas, as quais serdo menores. Entretanto, ao
aumentar a concentracao de KPS para 2%, o didmetro hidrodinamico e a polidispersidade
aumentaram. Nesse caso, o aumento da eficiéncia de nucleagdo levou a diminui¢do da

densidade de cargas (grupos carboxilicos) na superficie das particulas, resultando em sua
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heterocoagulacdo a fim de que as mesmas atinjam a estabilidade por meio do aumento da

densidade de cargas na superficie (MACKOVA; HORAK, 2006)

Tabela 4.3- Didmetro hidrodinamico (Dy) das particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-
Al-co-EGDMA) sintetizadas com diferentes concentracdes de KPS (1, 1,5 e 2%, m/m, com
relagdo a massa de NVCL)

Reacoes KPS (%) D;, (nm) PDI*
R1 1 190,6 0,025
R6 1,5 151,6 0,076
R7 2 300,0 0,210

*PDI: Indice de Polidispersidade

Fonte: Proprio autor.

A Figura 4.5 mostra a variacdo do diametro hidrodinamico (Figura 4.5 (a)) e do
potencial zeta (Figura 4.5 (b)) das particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-

EGDMA) sintetizadas com diferentes concentracdes de KPS, em fun¢do do pH do meio.

Figura 4.5- Variacdo do didmetro hidrodindmico de particula (Dy) (a) e potencial zeta (b)
em funcdo do pH, para particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)
sintetizadas com diferentes concentragdes de KPS (1, 1,5 e 2%, m/m, de KPS com relagao
a massa de NVCL)
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Fonte: Préprio autor.

E observado na Figura 4.5 (a) que todas as amostras de nanogéis, R1, R6 e R7,
apresentaram sensibilidade ao pH. Para valores de pH inferiores ao pH 4,5, houve a
aglomeracdo dos nanogéis caracterizada pelo aumento do seu didmetro hidrodindmico,
acompanhado da diminui¢ao do potencial zeta, em mdédulo Figura 4.5 (b). Aumentando-se
o pH de 4,5, o qual é o pH do meio reacional, at¢ o pH 10, todos os trés nanogéis

apresentaram aumento do diametro hidrodinamico de particula, devido a repulsdo entre os
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grupos carboxilicos ionizados. Era esperado que para maiores concentracdes de KPS,
houvesse uma maior concentracdo de grupos sulfato ionizados, provenientes da
decomposicdo do iniciador, na superficie das particulas dos nanogéis. Isso poderia explicar
uma maior estabilidade dos nanogéis, mesmo para valores de pH inferiores ao pk,' do
4cido itaconico (pk,’ = 3,85), ou seja, com os grupos carboxilicos ndo-ionizados. Porém os
resultados mostraram que para valores de pH inferiores ao pk,’ do 4cido itaconico, o
nanogel com particulas de menor didmetro hidrodindmico (amostra R6) foi o que

apresentou menor estabilidade, ou seja, uma maior intensidade de aglomeracao.

Os resultados de potencial zeta apresentados na Figura 4.5 (b) mostram que para
valores abaixo do pH do meio reacional, isto é, pH 4,5, os nanogéis apresentaram um
potencial zeta proximo a 0 mV, o que confirma a aglomeracao de particulas observada nos

resultados apresentados na Figura 4.5 (a).

No pH 4,5 (pH do meio reacional), o nanogel sintetizado com 1% de KPS com
relacdo a massa de NVCL (amostra R1), apresentou maior potencial zeta, em mddulo, do
que o nanogel sintetizado com 1,5% de KPS (amostra R6). Isso sugere que a densidade de
cargas das particulas pode estar variando em fun¢do do seu didmetro hidrodindmico, do
nimero de particulas e ainda em funcdo da particdo dos grupos carboxilicos do 4cido
itaconico distribuidos na superficie e no interior das particulas. O aumento da concentragao
de KPS leva ao aumento da eficiéncia de nucleacdo, gerando um maior ndmero de
particulas com menor didmetro e com menos unidades de dcido itacOnico incorporadas as
suas cadeias. Além disso, pode ser sugerido que o aumento da concentragdo de KPS tenha
um efeito na incorporacdo de unidades de 4cido itaconico as cadeias de PNVCL e
consequentemente na distribuicdo dos grupos carboxilicos entre a superficie e o interior
das particulas dos nanogéis. Essa hipotese associada a menor reatividade do comondmero
acido itaconico, com relagdo aos mondmeros NVCL e EGDMA, pode ter diminuido a sua
incorporagdo as cadeias de PNVCL, a qual j4 era limitada. Assim, as cadeias de PNVCL
também podem ter sido rapidamente estabilizadas pelos grupos sulfato ionizados,

provenientes da decomposi¢cdo do KPS, como foi mencionado anteriormente.

Aumentando-se a concentracdo de KPS para 2% em relacdo a massa de NVCL, é
observado que o potencial zeta aumenta, em moddulo. Isso pode estar relacionado a

heterocoagulacdo de particulas para atingirem a estabilidade, o que pode levar a formacao
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de particulas maiores e com maior densidade de cargas na superficie (MACKOVA;

HORAK, 2006; IMAZ; FORCADA, 2011).

A Figura 4.6 mostra o efeito da temperatura em pH 7,4 no didmetro hidrodinamico
das particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) sintetizadas com diferentes
concentracdes de KPS (1, 1,5 e 2% de KPS em relagdo a massa de NVCL, R1, R6 e R7,
respectivamente). Os resultados mostram que os nanogéis sdo termossensiveis e os perfis
das curvas de sensibilidade a temperatura sdo similares. Isso indica que embora a variagdo
concentracdo de KPS tenha influenciado no didmetro hidrodindmico das particulas, ndo

teve efeito na termossensibilidade dos nanogéis.

Figura 4.6- Variacio do diametro hidrodindmico de particula (Dy) em funcdo da
temperatura e em pH 7,4 para particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)
sintetizadas com diferentes concentragdes de KPS (1, 1,5 e 2%, m/m, de KPS com relacdo
a massa de NVCL)
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Fonte: Préprio autor.

4.1.5 Influéncia da variacdo da concentracio de acido itaconico (AI) e de

dimetacrilato de etilenoglicol (EGDMA)

Para o estudo da influéncia simultdnea da concentragdo de Al e EGDMA, foram
sintetizados nanogéis com 4,5% de Al, 2% de EGDMA e 1% de KPS com relacio a massa
de NVCL.
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A Tabela 4.4 apresenta o diametros hidrodinamico (Dy) obtido para as particulas de
nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA), sintetizadas com 4,5% de Al, 2% de
EGDMA e 1% de KPS com relagdo a massa de NVCL. O aumento da concentragdo de
acido itaconico contribuiu para a redug¢do do didmetro hidrodinamico das particulas, uma
vez que uma maior eficiéncia de nucleacio, leva ao aumento do nimero de particulas que
sdo nucleadas, resultando na precipitagdo de particulas com menor didmetro hidrodindmico
(BERGER et al, 2010).

A diminuicao da concentragdo de EGDMA na carga inicial de monémeros também
contribui para a precipitacdo de cadeias menores. Se 0 EGDMA possui maior reatividade
em relacdo aos mondmeros NVCL e 4cido itacOnico, e se sua concentragao na carga inicial
€ menor, a sua copolimerizacdo com NVCL ndo resultard na precipitacdo rapida das
cadeias de PNVCL, as quais poderdo ser estabilizadas pelas unidades do comondmero
acido itacOnico, supostamente de menor reatividade entre os trés monOmeros. Assim
ocorrerd a precipitacio de cadeias menores de PNVCL (IMAZ; FORCADA, 2011;
PIKAEBA; RAMOS; FORCADA, 2014). A variacdo simultinea desses dois parametros
resultou na formagdo de nanogéis com estabilidade coloidal, confirmada pelo valor do

indice de polidispersidade.

Tabela 4.4- Diametro hidrodindmico (Dy) das particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-
Al-co-EGDMA) sintetizadas com 4,5% de Al 2% de EGDMA e 1% de KPS, m/m, com
relacdo a massa de NVCL

Reacao Al (%) EGDMA (%) KPS (%) D,, (nm) PDI*

P8 4,5 2 1 122,8 0,018

*Indice de Polidispersidade
Fonte: Préprio autor.

A Figura 4.7 mostra a variacdo do didmetro hidrodinamico (Figura 4.7 (a)) e do
potencial zeta (Figura 4.7 (b)) das particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-
EGDMA) sintetizadas com 4,5% de Al , 2% de EGDMA e 1% de KPS com relagdao a
massa de NVCL (amostra R8), em func¢do do pH do meio. Os resultados mostram que as
particulas da amostra R8 também apresentaram sensibilidade ao pH com perfil de curva
similar ao das outras amostras de nanogéis. Para valores de pH inferiores ao pH do meio
reacional, istoé, pH 4,5, os nanogéis aglomeram-se devido a ndo-ionizagdo dos grupos
carboxilicos. Nessa mesma faixa de pH, o grifico de potencial zeta (Figura 4.7 (b))

confirma esse resultado, mostrando que para valores de pH inferiores ao pH 4,5, o valor da
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densidade de cargas superficiais foi positivo ou quase nulo. Acima do pH 4,5, o didmetro
hidrodindmico das particulas aumentou devido a repulsdo entre os grupos carboxilicos
ionizados e o efeito de blindagem de cargas é evidenciado pelo aumento da densidade de

cargas negativas a partir do pH 8 (Figura 4.7 (a)).

Também pode ser observado na Figura 4.7(b) que os nanogéis da amostra R8
apresentaram uma menor densidade de cargas negativas na superficie entre o pH 6,0 e pH
12, assim como também foi observado nas outras amostras de nanogéis. Como j4d discutido,
o potencial zeta mede apenas a diferenca de potencial elétrico entre: a camada compacta
das particulas, uma regido interna que contém fons fortemente ligados a sua superficie, e a
camada de difusdo, uma regido externa onde a distribuicdo de fons é determinada pelo
equilibrio entre forcas eletrostaticas do meio (SCHAFFAZICK et al., 2003; NAGELE,
1985). Assim, € esperado que, embora o pH do meio induza a ionizacdo dos grupos
carboxilicos do 4cido itaconico, o potencial zeta medird a densidade de cargas apenas na

superficie das particulas.

Figura 4.7- Variacdo do didmetro hidrodindmico (Dy) (a) e potencial zeta (b) em funcao
do pH, para particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) sintetizadas com
4,5% de Al , 2% de EGDMA e 1% de KPS, m/m, com relacdo a massa de NVCL
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Fonte: Préprio autor.

A Figura 4.8 mostra o efeito da temperatura em pH 7,4 no diametro hidrodinamico
das particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) sintetizadas com 4,5% de
Al, 2% de EGDMA e 1% de KPS em relacio a massa de NVCL (amostra R8). E
observado que os nanogéis da amostra R8 apresentaram sensibilidade a temperatura, uma

vez que o didmetro hidrodindmico também diminuiu com aumento da temperatura. O perfil
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da curva de sensibilidade a temperatura € semelhante ao perfil da curva de sensibilidade a
temperatura obtida para as outras amostras de nangéis (Figura 4.8).

Figura 4.8- Variacido do didmetro hidrodinamico (Dy) em funcdo da temperatura e em
pH 7.4 para particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) sintetizadas com
4,5% de Al, 2% de EGDMA e 1% de KPS, m/m, com relacao a massa de NVCL
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Fonte: Proprio autor.

4.2  Encapsulacao de cetoprofeno em particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-

co-EGDMA)

Os critérios utilizados para a escolha de duas formulagdes de nanogéis para a
encapsulacdo e liberagdo de cetoprofeno, além da sensibilidade a temperatura e ao pH,
foram uma reduzida polidispersidade, o que indica que as particulas possuem uma
estabilidade coloidal e uma distribuicdo de didmetro hidrodindmico monomodal, e o
tamanho das particulas. Considerando essa ultima caracteristica, foram escolhidas
formulacdes de nanogéis com diametros hidrodindmicos distintos para avaliar diferencas
na capacidade de encapsulacdo dessas particulas e no perfil de liberagao de cetoprofeno
encapsulado (GU et al., 2015; CHAN et al., 2015). Os nanogéis escolhidos para a
encapsulacdo do cetoprofeno foram as formulagdes R1 e R8, que apresentaram particulas

com didmetros hidrodindmicos médios de 190,6 nm e 122,8 nm, respectivamente.
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4.2.1 Caracterizacoes das particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)

contendo cetoprofeno encapsulado

A Tabela 4.5 mostra as formulacdes utilizadas na sintese de particulas de nanogéis
de poliNVCL-co-Al-co-EGDMA) contendo cetoprofeno encapsulado (reacdes R50 e
R51),0s respectivos didmetros hidrodindmicos de particula. E observado que os valores de
diametros hidrodindmicos dos nanogéis R50 e R51, ndo diferem significativamente do
didmetro hidrodindmico dos nanogéis sintetizados com a mesma formulagdo, R8 e RI,
respectivamente, porém sem cetoprofeno. Isso poderia ser explicado pela baixa
concentracdo de cetoprofeno utilizada nas sinteses dos nanogéis R50 e R51 e a sua menor
eficiéncia de encapsulacdo. A escolha da utilizacio de uma baixa concentragdo de
cetoprofeno na sintese dos nanogéis R50 e R51 € justificada pela baixa solubilidade do
farmaco em &4gua (meio reacional), o que pode ocasionar a formacdo de cristais de

cetoprofeno dispersos no meio reacional.

Tabela 4.5- Formulacdo e didmetro hidrodindmico (Dy) das particulas de nanogéis de
poliNVCL-co-Al-co-EGDMA) contendo cetoprofeno encapsulado

Reacao Al (%) EGDMA (%) KPS (%) cetoprofeno (%) D, (nm) PDI!
R1 3 3 1 0 190,6 0,025
R51 3 3 1 1,25 185,9 0,027
RS 4,5 2 1 0 122,8 0,018
R50 4,5 2 1 1,25 120,6 0,014

Todas as porcentagens foram calculadas com relacio 2 massa de monémero NVCL. tndice de Polidispersidade.
Fonte: Préprio autor.

A Figura 4.9 mostra a variacdo do diametro hidrodindmico (Figuras 4.9 (al) e
(a2)) e do potencial zeta (Figura 4.9 (bl) e (b2)) das particulas de nanogéis de
poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) carregados com cetoprofeno (reagdes R50 e R51) em
fun¢do do pH do meio. Nas Figuras 4.9 (al) e (bl) é observado que ambos nanogéis
contendo cetoprofeno, R50 e R51, apresentaram menor sensibilidade ao pH, comparados
aos nanogéis sintetizados com a mesma formulacio, porém sem cetoprofeno, amostras de
nanogéis R8 e RI, respectivamente. Isso pode ser explicado devido a interagdo de
cetoprofeno com as cadeias hidrofébicas de PNVCL copolimerizadas com EGDMA. Para
que os nanogéis intumescam, as forcas repulsivas entre grupos carboxilicos devem

prevalecer sobre essas interacdes entre moléculas de cetoprofeno e as cadeias de PNVCL e

entre cadeias de PNVCL, principalmente. Além disso, a presenca das moléculas de
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cetoprofeno encapsuladas pode dificultar a solvatacio das macrocadeias pelas moléculas
de 4gua. Assim os nanogéis R50 e R51 podem apresentar menor sensibilidade ao pH, como
mostram os resultados. Os resultados de potencial zeta apresentados nas Figuras 4.9 (a2) e
(b2) mostram que o cetoprofeno encapsulado pode ter interferido na variagao da densidade
de cargas na superficie dos nanogéis R50 e R51. Nesse caso, seria esperada uma
heterocoagulacdo de particulas menores com menor densidade de cargas na superficie,

como mostram os resultados de potencial zeta para o valor de pH 4,5, isto €, pH do meio

reacional (HOARE; PELTON, 2006).

Figura 4.9- Variacio do didmetro hidrodindmico (Dy) de particulas ((al) e (bl)) e
potencial zeta ((a2) e (b2)) em fun¢do do pH para particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-
Al-co-EGDMA) contendo cetoprofeno encapsulado (R50 e R51)
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Fonte: Préprio autor.
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As Figuras 4.10 (a) e (b) mostram a variacdo do Dy, em funcdo da temperatura e
em pH 7.4, para particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA), R51 e R50,
sintetizadas com 3% e 4,5% de Al , 3% e 2% de EGDMA, 1% de KPS e 1,25% de
cetoprofeno com relagdo a massa de NVCL, respectivamente. Assim como ocorreu no
estudo de sensibilidade ao pH, é observado que os nanogéis contendo cetoprofeno
encapsulado também apresentaram menor sensibilidade a temperatura, comparados aos
nanogéis sintetizados sem cetoprofeno, (R8 e R1). As interagdes hidrofébicas entre
moléculas de cetoprofeno e as cadeias de PNVCL podem competir com as interagdes
hidrofébicas entre as macrocadeias (polimero-polimero). Assim as interagdes farmaco-
polimero podem estar limitando o grau de liberdade das cadeias poliméricas, o que limita o

intumescimento e a contracdo das particulas.

Figura 4.10- Variacido do didmetro hidrodinamico (Dy) em funcio da temperatura para as
particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) contendo cetoprofeno
encapsulado (R50 e R51)
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Fonte: Préprio autor.

4.2.1.1 Eficiéncia de encapsulacao (EE)

A Tabela 4.6 mostra a eficiéncia de encapsulacdo de cetoprofeno (EE), em
porcentagem, para os nanogéis R50 e R51. Os resultados mostraram uma eficiéncia de
encapsulacdo de 39,6% e 57,8%, para os nanogéis R50 e R51, respectivamente, indicando

uma baixa encapsulacdo de cetoprofeno nas particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-
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co-EGDMA), principalmente para as particulas obtidas na reacdo R50. Embora as
macrocadeias de poliNVCL-co-Al-co-EGDMA) possuam afinidade pelas moléculas
hidrofébicas de cetoprofeno, devido ao fato de serem ricas em NVCL, mondmero
hidrofébico, a eficiéncia de encapsulacdo pode ter sido prejudicada pela incorporagdo de
comondmero hidrofilico 4cido itaconico. Isso pode explicar a menor eficiéncia de
encapsulacdo do nanogel R50 comparado ao nanogel R51, o qual foi sintetizado com
menor concentracao de dcido itaconico. Além disso, o cetoprofeno € um acido fraco e o pk,
do seu grupo carboxilico € 4,6, valor préximo ao pH do meio reacional utilizado para a
sintese dos nanogéis, isto é, pH 4,5 (JEONG; BAE; KIM, 2000; EL-KAMEL et al., 2001).
Assim, esse pH favorece tanto a ionizacdo parcial dos grupos carboxilicos do cetoprofeno
quanto dos grupos carboxilicos do &cido itaconico, o qual possui pk, = 3,85. Essa
ionizacao pode desfavorecer a encapsulacio do cetoprofeno devido a repulsdo entre grupos
carboxilicos ionizados das moléculas de cetoprofeno e do 4cido itacOnico. Isso também
pode justificar a eficiéncia de encapsulacdo de 57,8% dos nanogéis R51, mesmo que sua
formulacdo contenha menor concentracdo de dacido itaconico na carga inicial de
monoOmeros. Prabahran et al. (2008) encapsularam cetoprofeno em matrizes copoliméricas
de quitosana-g-PNVCL sintetizadas em 4gua. Os autores obtiveram uma eficiéncia de
encapsulacdo de cetoprofeno de 30%, corroborando a baixa efici€éncia de encapsulacdo
desse farmaco durante a execugdo deste trabalho. Esses resultados também reforcam a
hipétese de que a presenca de meros ou polimeros hidrofilicos como acido itaconico ou
quitosana, respectivamente, pode desfavorecer a encapsulacdo de cetoprofeno durante a
polimerizacdo por precipitagdo ou por adsor¢do pela matriz polimérica.

Tabela 4.6- Eficiéncia de encapsulagdo (EE) do cetoprofeno nas particulas de nanogéis de

poliNVCL-co-Al-co-EGDMA) sintetizadas com 1,25%, de cetoprofeno, com relacdo a
massa de NVCL

Reacao EE (%)
R50 39,6
R51 57,8

R50: nanogéis sintetizados com 4,5% de Al, 2% de EGDMA, 1% de KPS e 1,25% de cetoprofeno com relagio a massa
de NVCL. R51: nanogéis sintetizados com 3% de Al, 3% de EGDMA, 1% de KPS e 1,25% de cetoprofeno com relagao a
massa de NVCL.

Fonte: Préprio autor.
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4.2.1.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A Figura 4.11 mostra micrografias de MEV do cetoprofeno puro (al e a2) e dos
nanogéis contendo cetoprofeno encapsulado R50 (b1 e b2) e R51 (¢l e c2). As Figuras
4.11 (al) e (a2) confirmam a estrutura cristalina do cetoprofeno, enquanto que nas
micrografias de MEV dos nanogéis R50 (Figuras 4.11 (b1)e (b2)) e R51 (Figuras 4.11
(cl) e (c2)) esses cristais ndo foram observados. Isso sugere que o cetoprofeno foi
encapsulado pelas particulas dos nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA),
corroborando os resultados obtidos de eficiéncia de encapsula¢do (EE). Além disso, esses
resultados também sugerem a possibilidade de perda de cetoprofeno no sobrenadante das

amostras de nanogéis, em funcdo da sua baixa solubilidade em dgua.

Figura 4.11- Micrografias de microscopia eletronica de varredura (MEV), de cristais
de cetoprofeno e de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) contendo cetoprofeno

encapsulado

EEL -USP D53 x20k  30um

EEL - USP H D52 x20k 30um EEL - USP D52 x50k 20um
Cetoprofeno Cetoprofeno

H D53 x50k 20um

EEL -USP .
RSO R51 R51

EEL - USP

EEL-USP

(b2) (c1) (c2)

Cetoprofeno puro com ampliacdo de 2 kx (al) e de 5 kx (a2). Nanogel obtido na reacdo R50 com ampliagdo de 2 kx
(bl) e de 5 kx (b2). Nanogel obtido na reagdo R51 com amplia¢do de 2kx (c1) e de 5 kx (c2).

Fonte: Proprio autor.
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4.2.1.3 Difracao de raios X (DRX)

A Figura 4.12 compara os difratogramas de raios X, obtidos para os nanogéis
obtidos nas reagdes R1 e R8, sem cetoprofeno, com os nanogéis obtidos nas reacdes R51 e
R50, respectivamente, contendo cetoprofeno encapsulado. Além disso, a Figura 4.12
mostra o difratograma obtido para o cetoprofeno puro, no qual podem ser observados picos
na regido entre 5° e 20°, evidenciando a cristalinidade do farmaco. CHAN et al. (2015)
observaram a cristalinidade de cetoprofeno entre 13° e 25° em seus difratogramas. Essa
diferenca ocorreu devido a diferenca de comprimento de onda entre os feixes de radiagao
CuKa e MoKa, os quais sdo mais utilizados na analise de DRX. Isso pode levar a um
pequeno deslocamento dos picos no difratograma (VASCONCELOS, 2014; PARRISH;
KOHLER, 1956). Os difratogramas dos nanogéis sem cetoprofeno, R1 e RS8, ndo
apresentaram picos na regido entre 13° e 25°, indicando que a matriz polimérica é amorfa.
A mesma caracteristica € observada nos difratogramas dos nanogéis contendo cetoprofeno,
evidenciando a encapsulagdo do farmaco pela matriz polimérica. Esses resultados sugerem
que houve interacdes em nivel molecular entre cetoprofeno e a matriz polimérica,
resultando na formacdo de uma dispersdo polimero-firmaco amorfa (CHAN et al., 2015;
MAESTRELLI et a., 2015). Os resultados dos difratogramas de raios X corroboram os
resultados obtidos na caracterizacdo dos nanogéis pela técnica de MEV, os quais ndo

detectaram cristais de cetoprofeno misturados aos nanogéis purificados e secos.
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Figura 4.12- Difratogramas de raios X do cetoprofeno puro, dos nanogéis de
politNVCL-co-Al-co-EGDMA) (reacdes R1 e R8) puros e contendo cetoprofeno
encapsulado (reagdes R50 e R51)

cetoprofeno M ~
ki m
R51 M
R M
R50 0

4 8 12 16 20 24 28 32 36 40

R1: Nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) sem cetoprofeno sintetizados com 3% de ALL3% de EGDMA e 1%
de KPS com relagdo a massa de NVCL. R51: Nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) sintetizados com 3% de
Al,3% de EGDMA, 1% de KPS e 1,25% de cetoprofeno, com relacdo a massa de NVCL: Nanogéis de poli(INVCL-
co-Al-co-EGDMA) sem cetoprofeno sintetizados com 4,5% de Al,2% de EGDMA e 1% de KPS com relacdo a
massa de NVCL. R50: Nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) 4,5% de AlLL2% de EGDMA, 1% de KPS e

1,25% de cetopoprofeno com relacdo a massa de NVCL

Fonte: Préprio autor.

4.2.1.4 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A andlise de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) foi realizada a fim de
estudar o comportamento térmico dos nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) e
para.complementar os resultados que comprovam a encapsulacdo do cetoprofeno. Foram
realizadas duas corridas para cada amostra com o objetivo de remover o histdrico térmico,
e os dados do primeiro e do segundo ciclo de aquecimento sdo apresentados na Figura
4.13, exceto para a amostra de cetoprofeno puro, para qual sdo apresentados os dados

apenas do primeiro ciclo de aquecimento.
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Figura 4.13- Termogramas de DSC do cetoprofeno puro, dos nanogéis de poli(NVCL-co-
Al-co-EGDMA) (reacdes R1 e R8) e de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)
contendo cetoprofeno encapsulado (reagdes R50 e R51)
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(a) Cetoprofeno puro. (bl e b2) Nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) sem cetoprofeno sintetizados com 3% de
AlL3% de EGDMA e 1% de KPS com relacdo a massa de NVCL (amostra R1). (c1 e ¢2) Nanogéis de poli(NVCL-co-
Al-co-EGDMA) sintetizados com 3% de Al,3% de EGDMA, 1% de KPS e 1,25% de cetoprofeno, com relagdo a massa
de NVCL (amostra R51). (d1 e d2) Nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) sem cetoprofeno sintetizados com
4,5% de AL2% de EGDMA e 1% de KPS com relagdo a massa de NVCL (amostra R8). (el e e2) Nanogéis de
poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) sintetizados com 4,5% de AL,2% de EGDMA, 1% de KPS 1,25% de cetoprofeno, com
relagdo a massa de NVCL (amostra R50). T,=temperatura de transi¢do vitrea e T;= temperatura de fusdo.
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Figura 4.13- Termogramas de
Al-co-EGDMA) (reagcdes R1

DSC do cetoprofeno puro, dos nanogéis de poli(NVCL-co-
e R8) e de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)
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(a) Cetoprofeno puro. (bl e b2) Nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) sem cetoprofeno sintetizados com 3% de

Al3% de EGDMA e 1% de KPS com

relacdo a massa de NVCL (amostra R1). (c1 e c2) Nanogéis de politNVCL-co-

Al-co-EGDMA) sintetizados com 3% de AL,3% de EGDMA, 1% de KPS e 1,25% de cetoprofeno, com relagdo a massa
de NVCL (amostra R51). (d1 e d2) Nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) sem cetoprofeno sintetizados com
4,5% de AL2% de EGDMA e 1% de KPS com relacdo a massa de NVCL (amostra R8). (el e e2) Nanogéis de
poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) sintetizados com 4,5% de Al,2% de EGDMA, 1% de KPS 1,25% de cetoprofeno, com
relagdo a massa de NVCL (amostra R50). T =temperatura de transi¢do vitrea e T,,= temperatura de fusao.
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Figura 4.13- Termogramas de DSC do cetoprofeno puro, dos nanogéis de poli(NVCL-co-
Al-co-EGDMA) (reacdes R1 e R8) e de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)
contendo cetoprofeno encapsulado (reagdes R50 e R51)
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(a) Cetoprofeno puro. (bl e b2) Nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) sem cetoprofeno sintetizados com 3% de
AlL3% de EGDMA e 1% de KPS com relagcdo & massa de NVCL (amostra R1). (c1 e c¢2) Nanogéis de poli(NVCL-co-
Al-co-EGDMA) sintetizados com 3% de Al,3% de EGDMA, 1% de KPS e 1,25% de cetoprofeno, com relagdo a massa
de NVCL (amostra R51). (d1 e d2) Nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) sem cetoprofeno sintetizados com
4,5% de AL2% de EGDMA e 1% de KPS com relacdo a massa de NVCL (amostra R8). (el e e2) Nanogéis de

poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) sintetizados com 4,5% de Al,2% de EGDMA, 1% de KPS 1,25% de cetoprofeno, com
relagdo a massa de NVCL (amostra R50). T,=temperatura de transi¢do vitrea e T;= temperatura de fusdo.

Fonte: Préprio autor.

E observado no primeiro ciclo de aquecimento do cetoprofeno (Figura 4.13 (a))
um evento endotérmico de primeira ordem em 97°C, caracterizado por um pico definido, o
qual se refere a temperatura de fusio (T,,) do farmaco. Valores de temperatura de fusio
idénticos para o cetoprofeno foram relatados nos trabalhos de Chan et al. (2015) e Gaudio
et al. (2009). Esse resultado comprova o estado cristalino do cetoprofeno, e sao

corroborados pelo difratograma de DRX do cetoprofeno puro.

Analisando os termogramas obtidos para os nanogéis sem cetoprofeno (Figuras
4.13 (b2) e (d2)), € observada uma transi¢ao térmica de segunda ordem em 26,6°C e em
30,8°C, as quais se referem a transi¢ao vitrea (Ty) dos copolimeros poli(NVCL-co-Al-co-
EGDMA), R1 e RS, respectivamente. Liu et al. (2014) reportaram que a temperatura de
transi¢ao vitrea do homopolimero PNVCL pode variar entre 147°C (polimero seco) até -
17°C, dependendo do teor de umidade da amostra e que a 4dgua funciona como um
plastificante, diminuindo a T, do polimero. Embora as cadeias de poli(NVCL-co-Al-co-
EGDMA) sejam compostas por trés meros, NVCL, Al e EGDMA, as mesmas sao ricas em
NVCL, o que permite sugerir as T,’s calculadas estejam relacionadas a0 mero em maior

quantidade nas suas cadeias, além do efeito plastificante da dgua.

O efeito plastificante da dgua € resultante das interagdes de hidrogénio entre
moléculas de dgua e cadeias de PNVCL e entre moléculas de dgua e grupos carboxilicos

dos comondmeros 4cido itaconico. A pequena diferenca na composicdo das cadeias
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poliméricas em particulas dos nanogéis R1 e R8, ndo alterou significativamente a T, do
copolimero poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA). Isso se deve ao fato da variacdo nas
quantidades de 4cido itaconico e de EGDMA utilizadas nas formulacdes dos nanogéis R1 e

R8 serem pequenas, comparadas a quantidade de NVCL.

O tamanho de particula também pode ter contribuido para pequenas diferencas
entre as Ty’s dos copolimeros. As particulas do nanogel sintetizado a partir da formulagdo
R1 sdo 35% maiores que as particulas do nanogel sintetizado a partir da formulacao RS.
Isso sugere que esses copolimeros podem apresentar uma maior quantidade de moléculas
de dgua retida, e consequentemente, uma Ty menor. O mesmo fendmeno pode ser

observado nos termogramas dos nanogéis com cetoprofeno.

Os termogramas dos nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) contendo
cetoprofeno encapsulado, (Figura 4.13 (c2) e (e2)), mostram uma transi¢do térmica de
segunda ordem (T,) em aproximadamente 26,6°C e em 37,5 °C, para as amostras R51 e
R50, respectivamente. A presenca do cetoprofeno ndo alterou significativamente as T,’s
dos nanogéis R51 e R50, quando comparada as T,’s dos nanogéis sem cetoprofeno, R1 e
R8, respectivamente. Isso pode ser justificado pela pequena quantidade de cetoprofeno
encapsulado nas particulas, comparada a quantidade de meros NVCL que compdem essas
particulas. Porém o pequeno aumento da T, comparando os nanogéis sem cetoprofeno
(amostra R8) com os nanogéis com cetoprofeno (amostra R50), sugere que essa diferenca
nos valores de T, pode estar relacionada ao diferente grau de plastificagdo das cadeias
poliméricas dos nanogéis. A auséncia de eventos endotérmicos nos termogramas das
amostras R50 e R51 sugere que o cetoprofeno, em sua maioria, estd molecularmente
disperso entre as macrocadeias dos nanogéis (GUE et al.,, 2015). O amorfismo dos
nanogéis contendo cetoprofeno pode estar relacionado a ligagdes hidrogénio,
intermoleculares, entre o firmaco e as macrocadeias poliméricas (CHAN et al., 2015).

As Figuras 4.13 (b1), (d1), (c1) e (el) mostram os termogramas de DSC do
primeiro ciclo de aquecimento de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) sem
cetoprofeno (amostras R1 e R8) e contendo cetoprofeno encapsulado (amostras R51 e
R50), respectivamente. O pico de fusdo para as particulas de poli(NVCL-co-Al-co-
EGDMA) sem cetoprofeno aparece nos termogramas em 152,2°C para a amostra R1
(Figura 4.13 (b1)) e em 155,4°C para a amostra R8 (Figura 4.13 (d1)), e o mesmo nao
aparece nos termogramas das particulas de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) contendo
cetoprofeno ( amostras R51 e R50) (Figuras 4.13 (c1) e (el)). Isso reforca a hipétese de
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que houve interacdo do cetoprofeno com o copolimero poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) e

que o farmaco encontra-se molecularmente disperso na matriz polimérica.

4.2.1.5 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier foi utilizada neste
trabalho para avaliar qualitativamente a formacgao de particulas de nanogéis de poli(NVCL-
co-Al-co-EGDMA) (Figura 4.14 (a)) e como uma técnica complementar para investigar a
interacdo de cetoprofeno com a matriz polimérica (Figura 4.14 (b)). A Figura 4.14 (a)
apresenta os espectros do comondmero 4cido itaconico (Al) e dos nanogéis de poli(NVCL-
co-Al-co-EGDMA) obtidos nas reacdes R1 e RS, respectivamente. Nos espectros dos
nanogéis R1 e R8 sdo observadas todas as bandas e picos referentes aos mondmeros de
partida NVCL, Al e EGDMA. A banda larga entre 3644 e 3162 cm’ refere-se a ligacdo O-
H da hidroxila dos grupos carboxilicos das unidades de 4cido itacOnico e também pode
sugerir a presenca de moléculas de dgua residuais apds a secagem dos nanogéis, uma vez
que possuem estrutura reticulada e afinidade pela dgua. As vibracdes de estiramento dos
grupos N-H (3236 cm’), referentes as interacdes entre macrocadeias de PNVCL e
moléculas de dgua, estdo sobrepostas pela banda larga referente as interagdes O-H. A
banda em 1723 cm™ refere-se ao estiramento da ligacdo C=0, da carbonila do acido
itaconico, a qual sofreu um pequeno deslocamento, quando comparada com a mesma
banda no espectro do 4cido itaconico, onde aparece em 1800 cm™. Os picos 1627 cm™ e
1447 cm™  referem-se ao estiramento da ligacdo C=0, da carbonila e as ligacdes de
estiramento, C-N, do anel caprolactama, respectivamente. (BEDNARZ et al.,, 2014;
PRABAHARAN et al.; 2008). Ainda sobre os picos 1723 cm’ e 1627 cm‘l, estes também
podem estar sobrepostos pelo estiramento da ligacaio C=0 da carbonila do agente
reticulante EGDMA (ADALI; YLMAZ, 2009). A banda em 1192 cm' refere-se as
ligacdes de estiramento C-O entre carbono e oxigénio dos grupos carboxilicos do acido

itaconico (BEDNARZ et al., 2014).

A Figura 4.14 (b) apresenta os espectros do cetoprofeno e dos nanogéis obtidos nas
reacoes R1 e RS8, e dos nanogéis contendo cetoprofeno, R51 e R50. Os espectros dos

nanogéis R50 e R51 apresentam todas as bandas que foram identificadas nos respectivos
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nanogéis R8 e R1 sem cetoprofeno. No espectro do cetoprofeno pode ser verificada a
presenca de dois picos principais em 1690 cm™ e em 1708 cm™, referentes ao estiramento
da ligacdo C=0, da carbonila. Porém esses dois picos ndo puderam ser identificados nos
espectros dos nanogéis obtidos nas reacdes R50 e RS51, porque essa vibragdo de
estiramento estd sobreposta por outra vibracdo de estiramento da ligacdo C=0, da
carbonila, presente também nos espectros dos nanogéis sem e contendo cetoprofeno.
Contudo, a interacdo de moléculas de cetoprofeno com a matriz polimérica pode ser
corroborada pelas trés bandas que aparecem no espectro do cetoprofeno na regido entre
729 cm™ e 689 cm™', as quais diminuem de intensidade formando uma s6 banda centrada
em 725 cm™ no espectro dos nanogéis contendo cetoprofeno (CHAN et al., 2015). Esses
resultados reforcam a hipétese do estado amorfo do cetoprofeno apds sua encapsulacdo na
matriz de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) e interacao com a mesma, corroborando também

os resultados obtidos por DRX e DSC.
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Figura 4.14- Espectros de FTIR de cetoprofeno puro e de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-
co-EGDMA) sem cetoprofeno e contendo cetoprofeno encapsulado
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Al: 4cido itacdnico. R1: nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) nido carregados com cetoprofeno sintetizados com
3% de Al, 3% de EGDMA e 1% de KPS. R8: nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA sintetizados com 4,5% de Al,
2% de EGDMA e 1% de KPS.
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Nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) contendo cetoprofeno encapsulado e sintetizados com 3% de Al, 3% de
EGDMA e 1% de KPS (R1) e carregados com cetoprofeno (R51). Nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) cntendo

cetoprofeno encapsulado e sintetizados com 4,5% de Al, 2% de EGDMA e 1% de KPS (R8) e carregados com
cetoprofeno (R50).

Fonte: Préprio autor.
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4.2.1.6 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

As Figuras 4.15 e 4.16 mostram as micrografias de particulas de nanogéis de
poliNVCL-co-Al-co-EGDMA) sem cetoprofeno e contendo cetoprofeno encapsulado,
amostras R1 e R51 e amostras R8 e R50, respectivamente, obtidas por microscopia
eletrdnica de transmissdo (MET). E observado que todas as particulas dos nanogéis
possuem formato esférico tamanho de particula homogéneo. Os valores de diametros
médios de particulas (D,) obtidos por MET, utilizando o software Image J®, confirmam os
resultados de diametros hidrodinamicos (Dy) obtidos por espalhamento de luz. Os valores
encontrados para D, e Dy estdo apresentados na Tabela 4.7. Também pode ser observado
nas micrografias dos nanogéis contendo cetoprofeno (Figuras 4.15 (b3), (b4) e (bS) e 4.16
(b1) e (b3)), a presenca de cristais de cetoprofeno ndo encapsulado, uma vez que as
amostras foram preparadas sem a remog¢do do farmaco ndo encapsulado. Além disso, é
importante ressaltar que a encapsulacdo de cetoprofeno ndo causou uma mudanca
significativa na polidispersidade das particulas e nem no didmetro dessas, devido a

pequena quantidade de cetoprofeno adicionada a mistura de mondmeros antes da

polimerizacao.
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Figura 4.15- Micrografias de microscopia eletronica de transmissio (MET) de
particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) sem cetoprofeno (amostra
R1) e contendo cetoprofeno encapsulado (amostra R51)
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Amostra R1: amplia¢des de 40 kx (al), 80 kx (a2) e 90 kx (a3). Amostra R51: ampliagdes de 40 kx (b1), 50 kx (b2),
40 kx (b3), 80 kx (b4 e b5).

Fonte: Préprio autor.
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Figura 4.16- Micrografias de microscopia eletronica de transmissdo (MET) de
particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) sem cetoprofeno (amostra
R8) e contendo cetoprofeno encapsulado (amostra R50)
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Amostra R8: amplia¢des de 50 kx (al), 60 kx (a2 e a3). Amostra R50: ampliacdes de (40 kx) (b1, b2 e b3).

Fonte: Préprio autor.

Tabela 4.7- Comparacio entre o didmetros médio de particulas obtidos por andlise de
micrografias de MET (D,) e didmetros hidrodindmico (Dy) obtidos por espalhamento de
luz, para particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) puros e contendo
cetoprofeno encapsulado

Amostra D, (nm) ¢ (nm)! Dy, (nm) PDI2
R1 183,9 +17,2 190,6 0,025
RS 109,0 +18,9 122.8 0,018
R51 197.,9 +4.5 185,9 0,027
R50 122,5 +21,8 120,6 0,014

Desvio Padrdo. 2Indice de polidispersidade

Fonte: Proprio autor.
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4.2.2 Testes de liberacao in vitro de cetoprofeno a partir de particulas de nanogéis
de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)

Os testes de liberacao in vitro de cetoprofeno foram realizados em pH 1,2 e 7,4, nas
temperaturas de 25°C e 37°C, a fim de estudar o perfil de liberacdo do cetoprofeno a partir
das particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EDGMA), obtidas nas reacdes R50 e
R51. As concentragdes de cetoprofeno no meio de liberacao foram calculadas utilizando-se
um espectrofotometro UV-visivel e as curvas de calibragdo construidas a partir dos meios

de liberagdao com pH 1,2 e 7,4.

As Figuras 4.17 e 4.18 mostram os testes de liberacdao de cetoprofeno em pH 1,2

nas temperaturas de 37°C e 25°C, respectivamente.

Figura 4.17- Liberacdo de cetoprofeno a 37°C e pH 1,2 a partir de particulas de nanogéis
de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) obtidas nas reagdes RS0 e R51
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R51: Nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) sintetizados com 3% de Al, 3% de EGDMA, 1% de KPS (R1) e
1,2% de cetoprofeno, com relacdo a massa de NVCL. R50: Nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) sintetizados
com 4,5% de Al, 2% de EGDMA, 1% de KPS (R1) e 1,25% de cetoprofeno, com relagdo a massa de NVCL.

Fonte: Préprio autor.
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Figura 4.18- Liberacdo de cetoprofeno a 25°C e pH 1,2 a partir de particulas de
nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) obtidas nas reacdes R50 e R51
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R51: Nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) sintetizados com 3% de Al, 3% de EGDMA, 1% de KPS (R1) e
1,2% de cetoprofeno, com relacdo a massa de NVCL. R50: Nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) sintetizados
com 4,5% de Al, 2% de EGDMA, 1% de KPS (R1) e 1,25% de cetoprofeno, com relacdo a massa de NVCL.

Fonte: Préprio autor.

No pH 1,2, tanto na primeira condi¢do de liberacdo, na temperatura de 37°C
(Figura 4.17), como na segunda condi¢do de liberacdo, na temperatura de 25°C (Figura
4.18), o percentual de cetoprofeno liberado foi baixo. O mecanismo de liberacdo de
farmacos por difusido depende de dois parametros criticos: a solubilidade e a difusividade
do farmaco. A solubilidade do farmaco é uma propriedade relacionada a interacdo do
farmaco com a matriz polimérica, quanto maior a interacdo entre firmaco e matriz
polimérica, menor € a velocidade de difusdo. J4 a difusividade trata-se de uma propriedade
cinética relacionada a facilidade da molécula de farmaco se mover através das cadeias
poliméricas, o que vai depender das caracteristicas fisico-quimicas do farmaco e do
hidrogel (COSTA, 2013). No pH 1,2 os grupos carboxilicos das macrocadeias estdo nao-
ionizados, devido ao pH estar abaixo dos pk,’s dos grupos carboxilicos do acido itacdnico.
A ndo-ionizacdo dos grupos carboxilicos, mantém os nanogéis em um estado contraido, e
pode dificultar a difusdo do cetoprofeno pela matriz polimérica, e consequentemente, sua
liberag@o para o meio. Nesse pH também, a solubilidade do cetoprofeno é menor, uma vez

que é um farmaco derivado de um &cido fraco (pk, = 4,6) com grupos carboxilicos nao-
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ionizdveis nesse pH. (EL-KAMEL et al., 2001). Além disso, o fato dos grupos carboxilicos
das moléculas de cetoprofeno e do 4cido itaconico estarem ndo-ionizados, dificulta ainda
mais a liberacdo do farmaco, uma vez que ndo hé repulsdo entre esses grupos carboxilicos
que pudessem acelerar a liberagdo. Assim, era esperado que a interagdo entre firmaco e as
cadeias poliméricas, associada a solubilidade do cetoprofeno e a sensibilidade ao pH das

particulas de nanogel em pH 1,2, interfirissem no perfil de liberacio de cetoprofeno.

Para as particulas de nanogel obtido na reacdo R51 € observado que na temperatura
de 37°C a liberagdo de cetoprofeno foi maior do que na temperatura de 25°C, 59% e 37%,
respectivamente. Isso sugere que o aumento de temperatura, para um valor acima da
LCST, da PNVCL tenha causado o rompimento de interacdes hidrofilicas entre cadeias de
PNVCL e moléculas de dgua, levando a um predominio das interacdes hidrofébicas entre
cadeias de PNVCL (polimero-polimero). Assim, moléculas de dgua foram expulsas das
cadeias de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA), carreando moléculas de farmaco para o meio
de liberacdo. Na temperatura de 25°C, as cadeias de PNVCL estdo solvatadas por
moléculas de 4gua, ndo causando a contracdo das particulas, consequentemente, era
esperado que o percentual de cetoprofeno liberado nessa temperatura fosse menos
acentuado (ASOH et al., 2006). Porém para as particulas de nanogel obtido na reacdo R50,
os percentuais de liberacdo de cetoprofeno nas temperaturas de 37°C (34%) (Figura 4.17)
e 25°C (33%) (Figura 4.18) sdo praticamente iguais, indicando que ndo houve diferencas
entre os perfis de liberacdo de cetoprofeno nas duas temperaturas. Isso sugere que o
cetoprofeno possa ter uma maior interacdo com as cadeias poliméricas das particulas do
nanogel obtido na reacdo R50, embora essas particulas sejam mais hidrofilicas, devido a
maior concentracdo de 4cido itaconico adicionada a sua formulag@o. Nesse caso, 0 menor
tamanho das particulas R50 proporciona uma maior drea superficial a essas particulas, o
que contribui para uma maior interacdo entre o firmaco e a matriz polimérica. Assim, a
maior interagdo farmaco-polimero retém o farmaco no interior da particula, superando o
efeito de maior hidrofilicidade dessas particulas, que poderia acelerar a liberacdo de

cetoprofeno.

As Figuras 4.19 e 4.20 mostram os testes de liberacdo de cetoprofeno em pH 7,4

nas temperaturas de 37°C e 25°C, respectivamente
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Figura 4.19- Liberacao in vitro de cetoprofeno a 37°C e pH 7,4 a partir das particulas de
nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) obtidas nas reacdes R50 e R51
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R51: Nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) sintetizados com 3% de Al, 3% de EGDMA, 1% de KPS (R1) e 1,2%
de cetoprofeno, com relacdo a massa de NVCL. R50: Nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) sintetizados com 4,5%
de Al, 2% de EGDMA, 1% de KPS (R1) e 1,25% de cetoprofeno, com relagdao a massa de NVCL.

Fonte: Préprio autor.
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Figura 4.20- Liberacdo de cetoprofeno a 25°C e pH 7,4 a partir dos nanogéis de
poliNVCL-co-Al-co-EGDMA) obtidas nas reacdes R50 e R51
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R51: Nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) sintetizados com 3% de Al, 3% de EGDMA, 1% de KPS (R1) e 1,2%
de cetoprofeno, com relacdo a massa de NVCL. R50: Nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) sintetizados com 4,5%
de Al, 2% de EGDMA, 1% de KPS (R1) e 1,25% de cetoprofeno, com relagdo a massa de NVCL

Fonte: Proprio autor.

No pH 7,4 e na temperatura de 37°C (Figura 4.19), tanto as particulas do nanogel
obtido na reacdo R50, quanto as particulas do nanogel obtido na reacdo R51 liberaram
100% do cetoprofeno encapsulado, porém em intervalos de tempo diferentes. Enquanto a
amostra R50 liberou todo o cetoprofeno encapsulado em 24 horas, a amostra R51 demorou
o dobro do tempo, ou seja, 48 horas. Nessa condi¢do, os grupos carboxilicos do acido
itacOnico estdo ionizados, pois esse pH estd acima dos dois pk,’s de cada grupo
carboxilico, pk,) = 3,85 e pk, = 5,45, respectivamente (BOCOURT et al., 2014). A
repulsdo entre esses grupos causa um afastamento entre as macrocadeias poliméricas,
aumentando o volume das particulas de nanogel. Assim, as moléculas de cetoprofeno
podem se difundir mais facilmente pela estrutura das particulas para o meio de liberacao.
Na temperatura de 37°C, como foi explicado anteriormente, ocorre o rompimento das
ligacGes hidrogénio entre as cadeias de PNVCL e as moléculas de dgua. Isso faz com que
as moléculas de 4gua sejam expulsas das macrocadeias, carreando as moléculas de
cetoprofeno para o meio de liberagdo. Além disso, a 37°C e em pH acima do seu pk,, o

cetoprofeno € mais solivel em meio aquoso do que a temperatura de 25°C (EL-KAMEL et
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al., 2001), o que auxilia na sua liberacdo, juntamente com a expulsdo das moléculas de

dgua nessa temperatura.

A diferenca entre o tempo de liberacdo dos nanogéis obtidos nas reacdes R50 e R51
pode ser explicada pela diferenca de diametro hidrodinamico entre as particulas e pela
diferencga de interacdo entre farmaco e polimero, assim como foi sugerido nos resultados de
liberag@o de cetoprofeno em pH 1,2. A diferenca do didmetro hidrodindmico das particulas
estd relacionada, principalmente, a diferentes concentracdes de dcido itaconico utilizadas
em suas formula¢des. Quanto menor o tamanho da particula, maior a sua drea superficial
em contato com o meio de liberacdo. Isso pode contribuir para o aumento da
biodisponibilidade e solubilidade do farmaco, consequentemente, sua liberacdo pode ser
mais rdpida, como foi observado na liberacdo de cetoprofeno a partir das particulas do

nanogel obtido na reacdo R50 em pH 7,4 a 37°C (DIXIT; SINGH; STUTI, 2012).

No pH 7,4 e na temperatura de 25°C (Figura 4.20), os resultados mostraram menor
percentual de liberacdo de cetoprofeno para as particulas de nanogel obtidos na reacdo R50
(32%) e R51 (68%) comparados ao percentual de cetoprofeno liberado por esses nanogéis
em pH 7,4 e na temperatura de 37°C. Isso j4 era esperado, uma vez que a temperatura de
25°C ¢ inferior a LCST da PNVCL, o que mantém suas cadeias poliméricas solvatadas.
Consequentemente, ndo hd contracdo das particulas para a expulsdo de moléculas de dgua e
de cetoprofeno encapsulado para o meio de liberagdo e a liberagcdo de cetoprofeno € menos
acentuada. Além disso, isso pode estar relacionado a solubilidade do cetoprofeno em 4gua,
o qual, embora seja mais solivel em pH 7,4, devido & ionizac@o dos grupos carboxilicos de
suas moléculas, € menos solivel a 25°C do que a 37°C (MARTINEZ et al, 2014). Essa
hipdtese pode ser corroborada pela curva de liberagdo do farmaco puro, apresentada nas
Figuras 4.19 e 4.20. Nessa condicdo de liberacdao, pH 7,4 e na temperatura de 25°C,
também € observado que o perfil de liberacdo do cetoprofeno € mais controlado do que em
pH 7,4 e na temperatura de 37°C, devido a formagdo de um platd na curva de liberagdo a

25°C.

Os resultados também mostram que apesar do efeito de sensibilidade ao pH
predominar sobre o efeito de sensibilidade a temperatura na liberagdo de cetoprofeno pelas
particulas de nanogel, as particulas obtidas na reacao R50 mostram-se mais dependentes do
efeito tempetura para liberar o cetoprofeno do que as particulas obtidas na reagdo R51.

Comparando o percentual de cetoprofeno liberado apds 52h de testes em pH 1,2 nas
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temperaturas de 37°C e de 25°C com o percentual de fairmaco liberado apds o mesmo
periodo em pH 7.4 na temperatura de 25°C, observa-se que os percentuais forammuito
proximos, 34, 33 e 32%, respectivamente. Isso mostra que para as particulas obtidas na
reacdo R50, o efeito de sensibilidade ao pH, ou seja, o intumescimento das cadeias
poliméricas em pH 7.4, ndo € suficiente para liberar o cetoprofeno encapsulado, devido a
maior interacdo entre foirmaco e a matriz polimérica. Nesse caso, 0 aumento de temperatura
€ necessdrio para auxiliar na difusdo do cetoprofeno, como foi comprovado pelos testes de
liberacdo do cetoprofeno em pH 7,4 na temperatura de 37°C, no qual 100% do farmaco

encapsulado foi liberado.

Os resultados evidenciam que as particulas de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) dos
nanogéis obtidos nas reacdes R51 e R50 apresentam um perfil tipico de liberacdo
controlada, pois os dois nanogéis, respectivamente, apresentaram percentuais limites de
cetoprofeno liberado de 59% e 34%, e 37% e 33%, em pH 1,2 nas temperaturas de 37°C e
25°C. Em pH 7.4, e a 37°C, ambos os nanogéis (amostras R50 e R51) liberaram 100% do
cetoprofeno encapsulado, enquanto que em pH 7,4 e a 25°C, o percentual limite de
cetoprofeno liberado foi de 68% para a amostra R51 e de 32% para a amostra R50. Os

percentuais limites de cetoprofeno sao confirmados pelo plat6 nas curvas de liberagao.

Com base nos resultados dos testes de liberagdo para as amostras de nanogéis R50 e
R51, pode-se concluir que o pH 7,4 se mostrou a melhor condi¢ao para difusdo e controle
da liberagdo do cetoprofeno. E considerando que a temperatura acima da LCST da PNVCL
possa auxiliar na liberacdo de cetoprofeno para o meio, e que a temperatura fisioldgica do
corpo humano seja proxima a 37°C, a temperatura de 37°C foi escolhida para dar
seguimento aos testes de liberacdo a partir de microparticulas de quitosana incorporadas de
nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) contendo cetoprofeno encapsuldo. Embora as
particulas de nanogel tenham apresentado um perfil de liberacdo de cetoprofeno mais
controlado na temperatura de 25°C, o outro motivo para a escolha da temperatura de 37°C,

foi avaliar a capacidade da quitosana auxilar no controle da liberagdao do cetoprofeno.
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4.3  Preparacao de microparticulas de quitosana pura e de quitosana incorporadas

de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) via secagem por pulverizacao

Nesta sessdo € descrita a preparacdao de microparticulas de quitosana incorporadas
de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) contendo cetoprofeno (quitosana/
poliNVCL-co-Al-co-EGDMA)/cetoprofeno) sensiveis a temperatura e ao pH. As
microparticulas foram preparadas através da técnica de secagem por pulverizacdo (spray
drying) e estudou-se o perfil de liberacdo de cetoprofeno encapsulado na matriz de
quitosana/ poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)/cetoprofeno) contendo diferentes propor¢des

em massa dos polimeros.

A incorporacdo de particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)
contendo cetoprofeno na matriz de quitosana foi realizada em duas etapas: gelificacao
i0nica seguida de secagem por pulverizacdo. As microparticulas de quitosana pura foram

pulverizadas imediatamente apds o preparo da solucdo de quitosana em dcido acético.

4.3.1 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

As Figuras 4.21 a 4.25 mostram micrografias de microscopia eletronica de
varredura (MEV) de microparticulas de quitosana pura (Q95) e de quitosana incorporadas
de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) (quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-
EGDMA )-cetoprofeno ) contendo cetoprofeno encapsulado, Q95°R50°-40%° , Q95°R50°-
70%¢, Q95°R51°-40%° e Q95°R51°-70%°, respectivamente. E observado que todas as
microparticulas apresentaram uma distribui¢do de tamanho heterogénea e aglomeracdes, o
que era esperado para esse tipo de sistema hibrido (LI et al., 2010; OLIVEIRA et al.,
2013). A utilizacdo do pulverizador Nano Spray Dryer B-90 Biichi® pode causar a
formacdo de microparticulas com distribuicio de tamanho mais heterogénea do que a
utilizacdo de pulverizadores da série Mini Spray Dryer. Isso ocorre devido ao fato das
microparticulas secas no pulverizador da série Nano, ndo passarem por um fracionamento,
quanto ao seu tamanho, durante a etapa de recuperacdo no coletor eletrostatico. Embora
ndo ocorra esse fracionamento, esse pulverizador pode oferecer um indice de recuperacio

de particulas maior comparado a outros pulverizadores, uma vez que produtos
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farmaceéuticos sdo caros e testados em baixa quantidade (BROICHSITTER; STREHLOW;
KISSEL, 2015). Os pulverizadores da série Mini Spray Dryer possuem um sistema de
coleta diferente, composto por um ciclone, o qual remove particulas menores, aumentando
assim, a homogeneidade quanto a distribuicdo do tamanho das microparticulas (LEE et al.,
2011). As condi¢des de secagem utilizadas para a preparacdo de microparticulas de
quitosana pura e de quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)-cetoprofeno e a ndo
utilizacdo de surfactante na preparacdo da mistura polimérica, baseado em um estudo
realizado por Broichsitter, Strehlow e Kissel (2015), também pode ter contribuido
significativamente para a heterogeneidade da distribui¢cdo de tamanho das microparticulas
de quitosana pura e de quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)-cetoprofeno e para sua
aglomeracdo. A formacdo de agregados também pode estar relacionada ao efeito capilar do
solvente ao ser evaporado da superficie das goticulas, o qual € dominante as forcas
repulsivas entre microparticulas durante a evaporagao do solvente (BROICHSITTER et al.,
2012). Outros trés fatores, os quais serdo discutidos adiante, e que também podem ter
contribuido especialmente para a agregacdo das microparticulas de quitosana/poli(NVCL-
co-Al-co-EGDMA) durante o processo de secagem € o alcance da temperatura de transi¢ao
vitrea (Ty) dos nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) na etapa da atomizagdo, a
hidrofilicidade da quitosana e dos nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA), a qual
pode dificultar a evaporagdo de dgua durante a pulverizacdo e a baixa densidade de cargas
na superficie das microparticulas. Embora a temperatura de secagem utilizada no processo
seja a maxima permitida pelo equipamento (120°C), a temperatura de evaporagdo das
goticulas € relativamente baixa, devido ao efeito de resfriamento causado pelo calor latente
de vaporizacao do solvente (ARPARGAUS, 2012). A presenca de sais dissolvidos, devido
a redispersao das particulas de nanogéis purificadas em solucdo tampao (pH 4,5) também
pode causar o aumento da temperatura de ebuli¢do do solvente. No caso da dispersdao de
polimeros em &4gua, a temperatura de ebulicdo pode ultrapassar 100°C, dificultando sua

vaporizacao.

E notado também que a aglomeracio de microparticulas de quitosana/poli(NVCL-
co-Al-co-EGDMA)-cetoprofeno foi mais acentuada, quando a concetragdo de
nanoparticulas de nanogel de maior didmetro (amostra R51) foi aumentada de 40%
(Q95°R51°-40%°) para 70% (Q95°R51°-70%") com relagdo A massa de quitosana. Porém a
a acentuacdo de aglomeracdo de particulas ndo foi observada quando aumentou-se a

concentracdo de nanoparticulas de nanogel de menor didmetro (amostra R50) de 40%
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(Q95°R50°-40%°) para 70% (Q95*R50"-70%") com relacio 2 massa de quitosana. Nesse
caso foi observada apenas uma morfologia irregular das microparticulas. Além da auséncia
de surfactante na dispersdo liquida, as microparticulas secas podem conter umidade,
especialmente considerando que a eficiéncia de evaporag¢do da dgua € menor. As condigdes
de secagem utilizadas, temperatura de 120°C e velocidade de bombeamento maxima (3),
podem ter sido insuficientes na evaporacdo completa das moléculas de dgua, as quais
podem estar fortemente ligadas as cadeias poliméricas de quitosana e de poli(NVCL-co-
Al-co-EGDMA). Esses fatores associados ao aumento da interacdo eletrostatica entre a
matriz de quitosana e os nanogéis, o que € corroborado pelos resultados de potencial zeta,
os quais serdo discutidos adiante, podem justificar a aglomeracdo das particulas (Figura
4.25). O aumento da concentracdo de nanogéis na dispersdo liquida quitosana-nanogéis,
resulta no aumento do numero de grupos carboxilicos ionizdveis para interagir com grupos
amino protonados da quitosana. Essas interacdes podem formar complexos polieletrotilicos
mais estdveis, que dificultam a evaporacdo do solvente durante a secagem. Nesse caso o
efeito de capilaridade do solvente, ou seja, seu movimento do centro da goticula para a
superficie, € lento e as particulas demoram mais tempo para secarem. Assim, nao hé forca
repulsiva suficiente entre as particulas para manté-las separadas e entdo aglomeram

durante a secagem (BROICHSITTER et al., 2012).
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Figura 4.21- Micrografias de microscopia eletronica de varredura (MEV) de
microparticulas de quitosana pura (Q95) obtidas via secagem por pulveriza¢ao

D4.1 x2.5 30 um

EEL - USP D4.1 x2.0k EEL - USP
Q95-7MIC Q95-7MIC

EEL - USP D4.1 x5.0k  20um
Q95-7MIC

(c)

Microparticulas de quitosana pura (amostra Q95): ampliacdes de 2 kx (a), 2,5 kx (b) e 5 kx (¢).

Fonte: Préprio autor.
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Figura 4.22- Micrografias de microscopia eletronica de varredura (MEV) de
microparticulas quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)-cetoprofeno (Q953R51b-40%c)
obtidas via secagem por pulverizagdo

EEL - USP H D51 x20k  30um EEL - USP H D51 x50k 20um
Q95R51-40% (2) Q95R51-40% (2)

(a) (b)

EEL - USP H D52 x50k 20um
QY5R51-40% (2)

(©
Microparticulas de quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)-cetoprofeno contendo 40% de particulas de nanogel

obtido na reacdo R51, com relagio 4 massa de quitosana (amostra Q95°R5 lb—40%°): amplia¢des de 2 kx (a), 5 kx (b) e
(©.

Fonte: Préprio autor.
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Figura 4.23- Micrografias de microscopia eletronica de varredura (MEV) de
microparticulas quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)-cetoprofeno (Q953R51b-70%c)
obtidas via secagem por pulverizacio

q EEL - USP D43 x20k  30um
Q95R51-70% Q95R51-70%

(a) (b)

EEL - USP D43 x3.0k 30um
QI95R51-70%

(©
Microparticulas de quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)-cetoprofeno contendo 70% de particulas de nanogel
obtido na reacio R51, com relagio 4 massa de quitosana (amostra Q95°R5 lb—40%c): ampliagdes de 1,5 kx (a), 2 kx (b)
e 3 kx (c).

Fonte: Préprio autor.
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Figura 4.24- Micrografias de microscopia eletronica de varredura (MEV) de
microparticulas quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)-cetoprofeno (Q953R50b-40%°)

obtidas via secagem por pulverizagdo

EEL - USP H D44 x1.5k

50 um

EEL - USP D53 x1.5k  50um
QI95R50-40% QI95R50-40%

30um

EEL - USP D5.3 x3.0k

Q95R50-40%

()
Microparticulas de quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) contendo 40% de particulas de nanogel obtido na reagdo
R50, com relagéo a massa de quitosana (amostra Q956R50b-40%°): ampliagdes de 1,5 kx (a), 1,5 kx (b) e 3 kx (c).

Fonte: Préprio autor.
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Figura 4.25- Micrografias de microscopia eletronica de varredura (MEV) de
microparticulas quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)-cetoprofeno (Q953R50b-70%°)
obtidas via secagem por pulverizagdo

EEL - USP H D48 x1.5k

EEL - USP
Q95R50-70% QY5R50-70%

EEL - USP
Q95R50-70%

(c)
Microparticulas de quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) contendo 70% de particulas de nanogel obtido na reagio
R50, com relagdo a massa de quitosana (amostra Q95aR50b—70%c): ampliagdes de 1,2 kx (a), 1,5 kx (b) e 2,5 kx (c).

Fonte: Proprio autor.

Broichsitter, Strehlow e Kissel (2015) estudaram o efeito da distribuicdo de
tamanho de microparticulas de poli(lactideo-co-glicolideo) na liberagdo de sildenafil, um
farmaco utilizado em tratamentos de doengas respiratérias, em pH 7.4 a 37°C. As
microparticulas secas foram preparadas no pulverizador Nano Spray Dryer B-90 da
Biichi®, e os autores substituiram o coletor eletrostatico pelo Next Generation Impactor
Biichi®, um tipo de coletor capaz de fracionar as microparticulas secas de acordo comsua
aerodinamica, utilizando o gis de secagem. As microparticulas foram coletadas em quatro

diferentes estdgios de tempo durante a secagem, 0 que permitiu sua separacdo em quatro
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faixas de didmetro, variando de 2,1 a 7,8um. A titulo de comparacdo, microparticulas de
poli(lactideo-co-glicolideo) também foram coletadas utilizando o coletor eletrostético, ou
seja, sem fracionamento quanto a distribui¢do de tamanho de particulas. Os resultados
desse estudo mostraram que houve uma heterogeneidade maior da distribuicdo do tamanho
para as microparticulas coletadas no inicio do processo de secagem. Li et al. (2010)
também obtiveram resultados semelhantes aos de Broichsitter, Strehlow e Kissel (2015)
em um estudo sobre a avaliagdo de potencial e limitagdes do Nano Spray Dryer B-90 da
Biichi® na preparacdo de microparticulas a partir de cinco matrizes poliméricas diferentes
(goma ardbica, maltodextrina, poli(dlcool vinilico), amido modificado e proteina do soro
do leite) . Além da heterogeneidade na distribuicdo de tamanhos das microparticulas
obtidas para diferentes matrizes poliméricas, os autores verificaram que o tamanho das
particulas variou de acordo com a regido do cilindro coletor, onde as mesmas foram
depositadas, devido a acdo repulsiva do campo elétrico, efeito chamado de segregacdo de
particulas. Os autores mencionaram que as particulas maiores foram depositadas
preferencialmente na parte superior do cilindro, enquanto as particulas menores foram
depositadas preferencialmente na parte inferior do cilindro. Isso evidencia, de acordo com
os autores, que hd uma relacdo entre a magnitude da forca eletrostitica, o tamanho das
microparticulas e a sua densidade de carga superficial. O campo elétrico constante
originado no centro do cilindro lancgard as microparticulas maiores, geralmente com menor
densidade de carga superficial, a uma distancia menor da parede do cilindro, uma vez o
campo elétrico varia proporcionalmente com a carga da particula e € inversamente
proporcional ao quadrado da distdncia. Em contrapartida, as particulas menores e com
maior densidade de cargas serdo depositadas a uma distancia maior do centro do cilindro,

ou seja, na sua parte inferior.

Ainda com relacdo a heterogeneidade da distribuicao de tamanhos das particulas,
Broichsitter, Strehlow e Kissel (2015) também relataram que alguns parametros de
secagem, como a utilizacdo do bico atomizador de maior didmetro (7 um) e a taxa de
aspersao maxima (100%) contribuem para a formagdo de microparticulas com maior
diametro. Além disso, os autores também verificaram que dispersdes menos concentradas,
embora contribuam para a formacdo de microparticulas com menor didmetro,
proporcionam uma distribui¢io de tamanho de particulas mais heterogénea. Isso estd
relacionado, segundo os autores, ao fato de dispersdes mais concentradas apresentarem

uma maior viscosidade, o que exige uma menor taxa de transferéncia da dispersao desde o
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inicio do seu bombeamento até o bico atomizador. O fluxo laminar desde o bombeamento
da dispersdo até sua atomizacdo minimiza as chances de colisdes e de coalescéncia de
goticulas durante a atomizacdo, favorecendo a formacgdo de particulas com distribui¢cdo de

tamanho mais uniforme e a possibilidade de uma aglomeracdo menos acentuada.

Com relagdo ao formato das microparticulas de quitosana pura e de microparticulas
hibridas de quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)-cetoprofeno , ambas apresentaram
um formato esférico e uma superficie rugosa, especialmente as microparticulas de
quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)-cetoprofeno , as quais também apresentaram
uma aglomeragdo mais acentuada. As rugosidades presentes na superficie das
microparticulas de quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) sdo caracterizadas por
pequenas protuberancias, as quais podem indicar que as particulas de poli(NVCL-co-Al-
co-EGDMA) carregados com cetoprofeno modificaram a superficie das microparticulas de
quitosana (Figura 4.22). Quanto ao menor didmetro das microparticulas com o aumento da
concentracdo de nanogéis (amostras R50 e R51), uma hipdtese plausivel que pode
justificar esse resultado € a possivel diminui¢do de viscosidade da mistura quitosana-
nanogéis ao aumentar a concentracdo de nanogéis, comparada a viscosidade da solucao de
quitosana pura. A formacdo do complexo polieletrolitico entre quitosana e nanogéis
aparentemente diminuiu a viscosidade do sistema, o que provavelmente favoreceu uma
maior taxa de transferéncia de liquido para o bico atomizador, durante 0 bombeamento da
dispersdo. Isso pode ter resultado no desprendimento de goticulas menores pela malha
vibratdria, devido a diminuicao da tensdo superficial do liquido atomizado, o que provocou
o aumento da energia livre na interface gis-liquido, e consequentemente, contribuiu para a
formacdo de particulas menores (BROICHSITTER et al., 2012; BROICHSITTER;
STREHLOW:; KISSEL, 2015).

A Tabela 4.8 apresenta os valores de didmetro médio de microparticulas secas de
quitosana e de quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)-cetoprofeno medidos através do
software Image J®. Os resultados confirmam a heterogeneidade da distribuicdo de
tamanhos das microparticulas de quitosana pura e de quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-
EGDMA)-cetoprofeno . Esses resultados de MEV mostram a dificuldade da obtencdo do
diametro de particula para as microparticulas hibridas de quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-
EGDMA)-cetoprofeno por causa da aglomeracdo acentuada. Nesse caso, um estudo mais
detalhado da influéncia dos pardmetros de processo no diametro de particulas € necessario

para controlar o tamanho de microparticulas secas.
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Tabela 4.8- Diametro médio de microparticulas de quitosana e de quitosana/poli(NVCL-
co-Al-co-EGDMA)-cetoprofeno preparadas via secagem por pulveriza¢io

Amostras! D, (um)? o (um)3
Q95 4,297 0,976
Q95€‘R50b -40%° 0,739 0,580
Q95*R50°-70%¢ &* &
Q95°R5 1°-40%° 0,882 0,741
Q95°R5 1°-70%° 0,652 0,426

'Q95: microparticulas de quitosana pura. a: quitosana com grau de desacetilacio de 95%. b: R50 e R51 nanogéis
sintetizados com 4,5% e 3% de Al; 2% e 3% de EGDMA; 1% de KPS e 1,25% de cetoprofeno, m/m, com relagdo a
massa de NVCL, respectivamente. c: porcentagens de nanogéis com relacdo a massa de quitosana.

2 Diametro de particula. 3 Desvio padrdo. * &: ndo foi possivel determinar.

Fonte: Préprio autor.

A heterogeneidade da distribuicdo de tamanhos de particulas e a diversidade de
morfologia também foram pesquisadas por Arpagaus (2012). O autor revisou trabalhos na
literatura que utilizaram o Nano Spray Dryer B-90 da Biichi® para a formacdo de
microparticulas constituidas de diferentes matrizes poliméricas, a fim de definir as
principais vantagem e caracteristicas dos produtos finais que sdo obtidas por esse
equipamento. Quanto ao uso de diferentes bicos atomizadores e a concentragdo da
dispersao de solidos, os estudos dos autores corroboraram os resultados obtidos por
Broichsitter, Strehlow e Kissel (2015). E quanto a morfologia de microparticulas, os
autores relataram diversas caracteristicas morfoldgicas: particulas ligeiramente esféricas,
murchas ou com cavidadades, enrugadas, com formato de rosca ou ainda uma mistura
dessas caracteristicas. O estudo do autor também confirma que a adicdo de surfactantes
contribui para a formagdo de particulas esféricas, promovendo o equilibrio entre tensao
superficial e forgas viscosas durante a secagem das goticulas. Lee et al. (2011) utilizaram o
Nano Spray Dryer B-90 da Biichi® para a producdo de microparticulas de albumina de
soro bovino (BSA), uma proteina terdpica, e constataram que o didmetro do bico
atomizador e a concentracdo de surfactante foram os parametros que mais influenciaram na

morfologia das microparticulas.
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4.3.2 Determinacio da eficiéncia de recuperacdo das microparticulas secas por

pulverizacao

A eficiéncia de recuperacdo (ER) foi calculada de acordo com a equagdo (5), e os
resultados estdo apresentados na Tabela 4.9. E observado que a eficiéncia de recuperagio
das microparticulas foi alta para todos os ensaios de pulverizacdo. Porém isso s6 foi
possivel devido a utilizacdo de algumas condi¢des de operacdo préximas a capacidade
maxima do equipamento, ou seja, como taxa de aspersdao 100%, temperatura de secagem
de 120°C, fluxo de gis de 132 1/min. Isso evitou a deposi¢do de microparticulas secas na
camara de atomizagdo ou na parte superior do bico atomizador, e também potencializou a
secagem das microparticulas para que o pdé seco fosse mais facilmente removido do
cilindro coletor.

Os indices de recuperacdo podem variar bastante, pois além de dependerem dos
parametros de pulverizacdo adotados para o processo, também dependem das propriedades
fisico-quimicas da dispersdo e de sua concentragdo (OLIVEIRA et al., 2013). Porém os
resultados confirmam a premissa de que o pulverizador Nano Spray Dryer B-90 da Biichi®
pode proporcionar altos indices de recuperacdo de amostra seca (ARPARGAUS et al.,

2012).

Tabela 4.9- Eficiéncia de recuperacdo (ER) de microparticulas de quitosana e das

microparticulas hibridas, quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA )-cetoprofeno
preparadas via secagem por pulveriza¢io

Amostral! ER (%)?

Q95 82,85

Q95°R50°-40%* 92,47

Q95°R50™-70%* 91,21

Q95°R51°-40%° 85,64

Q95°R51°-70%° 87,45

'Q95: microparticulas de quitosana pura. a: quitosana com grau de desacetilacio de 95%. b: R50 e R51 nanogéis
sintetizados com 4,5% e 3% de Al; 2% e 3% de EGDMA; 1% de KPS e 1,25% de cetoprofeno, m/m, com relagdo a
massa de NVCL, respectivamente. c: porcentagens de nanogéis com relagdo a massa de quitosana. 2 Eficiéncia de
recuperagao.

Fonte: Préprio autor.
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4.3.3 Determinacido da densidade de cargas na superficie (potencial zeta) de

microparticulas obtidas via pulverizacao

A Figura 4.26 mostra os valores de potencial zeta () em pH 1,2 (pH estomacal),
4,5 (pH da dispersdo polimérica) e 7,4 (pH intestinal) para as microparticulas de quitosana
pura (Q95) e para as microparticulas de quitosana incorporadas de nanogéis (Q95°R50°-
40%°¢ , Q95°R50°-70%°, Q95°R51"-40%° e Q95°R51°-70%°). E observado que as
microparticulas de quitosana pura apresentaram potencial zeta positivo em pH 1,2 e em pH
4,5, confirmando a protonagdo de grupos amino nesses valores de pH. Porém em pH 7,4 as
microparticulas de quitosana pura apresentaram potencial zeta negativo, indicando que os
grupos amino estdo desprotonados e confirmando resultados da literatura, os quais
evidenciam a menor solubilidade da quitosana neste pH (SANTOS; BUKZEM;
CAMPANA-FILHO, 2016; CHANG et al., 2015). O potencial negativo pode estar
relacionado a presenca de contraions ((OH) no meio, especialmente provenientes da
solucdo NaOH (1M) utilizada no ajuste do pH durante a etapa de gelificacdo i6nica. Chang
et al. (2015) também obtiveram resultado similar para andlise de potencial zeta de

quitosana com massa molar (M,,) de 72,1 kDa e GD = 95%.

Analisando o potencial zeta das microparticulas de quitosana incorporadas com os
nanogéis (quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)-cetoprofeno ), Q95°R50°-40%°
Q95°R50°-70%°, Q95"R51"-40%" e Q95°R51°-70%, pode-se observar que o aumento do
pH causou a diminui¢do do potencial zeta devido a ionizacdo dos grupos carboxilicos do
acido itaconico, como ja foi discutido, e devido a desprotonagdo dos grupos amino da
quitosana. E observado no pH 4,5, pH utilizado na gelificacio i6nica, que as
microparticulas Q95°R50™-70%° ¢ Q95°R51°-70%°, isto é, com maior concentracio de
nanog€is com relacdo a massa de quitosana, apresentaram um potencial zeta mais préximo
de zero, quando comparado as microparticulas Q95°R50°-40%° e Q95°R51°-40%, o que
era esperado, uma vez que as microparticulas Q95°R50°-40%¢ e Q95*R51"-40%° possuem
uma menor quantidade de nanogéis nas misturas poliméricas. Assim, quanto menor a
quantidade de nanogéis, mais grupos amino protonados estardo disponiveis para interagcdes,
e consequentemente, mais positiva serd a carga das microparticulas. E também pode ser
observado que todas as microparticulas de quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)-

cetoprofeno apresentaram um potencial zeta menor do que o das microparticulas de
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quitosana pura. Esses resultados indicam que houve a formagdo de um complexo
polieletrolitico entre quitosana e nanogéis durante a gelificacio idnica e que esse complexo
ndo se desfez apds a formacdo de microparticulas durante a secagem por pulverizacio.
Comparando o potencial zeta quase nulo de microparticulas de quitosana/poli(NVCL-co-
Al-co-EGDMA)-cetoprofeno com o potencial zeta negativo de nanogéis R50 e R51, em
pH 4,5 (Figura 4.9), é possivel sugerir que os nanogéis foram recobertos pela matriz de
quitosana durante a secagem por pulveriza¢do, uma vez que o potencial zeta mede apenas a

densidade de carga superficial.

Figura 4.26- Potencial zeta em pH 1,2, 4,5 e 7,4 das microparticulas de quitosana pura e
das microparticulas de quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)-cetoprofeno obtidas via
secagem por pulverizacao

30 T ® Q95
O Q95°R50°-40%¢
O (Q95°R50b-70%¢
20 + i B (Q95°R51P-40%¢
) e Q95°R51b-70%¢
é 10 + E
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Q95: microparticulas de quitosana pura. a: quitosana com grau de desacetilacio de 95%. b: R50 e R51 nanogéis
sintetizados com 4,5% e 3% de Al; 2% e 3% de EGDMA; 1% de KPS e 1,25% de cetoprofeno, m/m, com relagdo a
massa de NVCL, respectivamente. c: porcentagens de nanogéis com relagdo a massa de quitosana.

Fonte: Préprio autor.
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4.3.4 Difracao de raios X (DRX)

A Figura 4.27 compara os difratogramas obtidos para o cetoprofeno puro, nanogéis
contendo cetoprofeno encapsulado (R50 e R51) e para as microparticulas de quitosana pura
(Q95) e de quitosana incorporadas de nanogéis (Q95°R50°-40%¢, Q95°R50°-70%,
Q95°R51°-40%° e Q95°R51°-70%°) preparadas via secagem por pulverizacio. O
cetoprofeno puro, como j4 discutido anteriormente, apresenta-se na forma cristalina com
dois picos mais intensos observados em 8,4° e 10,4°. Nao foi observada cristalinidade nos
difratogramas dos nanogéis R50 e R51, indicando que houve amorfizacdo do cetoprofeno
encapsulado e interacio com a matriz polimérica, ou seja, o cetoprofeno estd
molecularmente disperso no interior da matriz polimérica. Nos difratogramas referentes as
microparticulas  hibridas de  quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)-cetoprofeno
também nao foram observados picos de cristalinidade referentes ao cetoprofeno, apenas
picos referentes a estrutura semicristalina da quitosana.

No difratograma de microparticulas de quitosana pura (Q95) sdo observados varios
picos, especialmente em 14,5° e 20,5°, que evidenciam a semicristalinidade do
polissacarideo, a qual estd relacionada a sua fonte de origem, a quitina, altamente
cristalina. Além disso, algumas impurezas como proteinas residuais podem ndo ser
eliminadas no processo de purificacdo contribuindo para aumento da cristalinidade da
quitosana (SANTOS et al., 2003). Mesquita et al.( 2015) e Reinas et al. (2014) observaram
cristalinidade no difratograma de microparticulas de quitosana pura, com grau de
desacetilacio (GD) de 85% e 75%, respectivamente, preparadas via secagem por
pulverizagdo. Os picos de cristalinidade foram observados em 10° e 20° e os autores
afirmaram que esses picos sdo referentes a presenca de cristais hidratados e anidros de
quitosana. Santos, Bukzem e Campana-filho (2016) estudaram a cristalinidade da mesma
quitosana utilizada neste projeto de dissertacio (M,= 85kDa e GD=95%) e também
observaram a e cristalinidade do copolimero puro em 10,9° e 20,2°. Xiao et al. (2012)
explicam que, embora a quitosana passe por um processo de secagem, conterd
aproximadamente 5% de agua fortemente ligada a sua estrutura. A incorporacdo dessas
moléculas de 4gua a estrutura cristalina da quitosana contribui para que o polimero deva
conter uma estrutura polimérfica também denominada cristais hidratados, caracterizada por
um pico largo em aproximadamente 10°. O outro pico que aparece em aproximadamente

20° estd relacionado a estrutura cristalina da quitosana mantida principalmente por ligacoes
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hidrogénio intramoleculares entre os grupos amino e intermoleculares entre 0s grupos
hidroxila.

E observado também nos difratogramas de raios X que as microparticulas
preparadas com nanogéis R51 (Q95°R51°-40%° e Q95°R51"°-70%°) apresentaram uma
menor cristalinidade comparadas as microparticulas preparadas com nanogéis R50
(Q95°R50°-40%° e Q95°R50°-70%°). O nanogel R51 possui particulas com maior didmetro
e provavelmente, um menor nimero de grupos carboxilicos ionizados na sua superficie do
que as particulas do nanogél R50. Isso sugere que o seu maior volume possa romper mais
ligacdes hidrogénio entre as cadeias de quitosana € sua menor quantidade de cargas na
superficie possa formar um complexo polieletrolitico mais fraco com o polissacarideo, ou
seja, com menos interagdes eletrostaticas entre as cadeias poliméricas ionizadas. Assim as
cadeias de quitosana estardo mais flexiveis, e consequentemente, sua cristalinidade
diminui. Além disso, as particulas do nanogel R51, em decorréncia de seu maior diametro
e reticulacdo, podem conter maior quantidade de moléculas de dgua presas as
macrocadeias, o que serd discutido nos resultados de calorimetria exploratdria diferencial.
Isso contribui para que as microparticulas Q95°R51"-40%° e Q95°R51°-70%° contenham
um percentual de umidade maior apds a secagem, aumentando o efeito plastificante da
dgua, o qual aumenta a flexibilidade das cadeias poliméricas e reduz a temperatura de
transicdo vitrea (DHAWADE; JAGTAP, 2012). Também é observado que o processo de
secagem por pulverizacdo no Nano Spray Dryer B-90 da Biichi® ndo amorfizou
completamente a matriz de quitosana, ou seja, 0s picos caracteristicos de cristalinidade da
quitosana também aparecem nos difratogramas de raios X das microparticulas de quitosana
e de quitosana-poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)/cetoprofeno, devido ao fato do
equipamento trabalhar em condi¢des de operagdo brandas. Portanto esses resultados mostram
claramente que neste processo de preparacdo de microparticulas hibridas em p6 de
quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)-cetoprofeno, o qual envolve vdrias etapas, o
cetoprofeno € amorfizado, mas a quitosana continua intacta. A cristalinidade da quitosana ndo é

alterada, mesmo depois de ser solubilizada, durante a etapa da preparagdo das misturas de

polimeros e na dltima etapa, ou seja, na pulverizagao.
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Figura 4.27- Difratogramas de raios X do cetoprofeno puro, dos nanogéis de poli(NVCL-
co-Al-co-EGDMA) contendo cetoprofeno, das microparticulas de quitosana pura e das
microparticulas de quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)-cetoprofeno

Cetoprofeno _/\/'\‘AN\.

R50 s

Q95 A A A

Q95°R51°-40%¢ ——-—-—"""‘u A N
Q95°R51°-70%¢ ___..,-—-———'—A\___./L A A

Q95°R50P-40%¢ A A

Q95°R50°-70%¢

Q95: microparticulas de quitosana pura. a: quitosana com grau de desacetilacdo de 95%. b: R50 e R51 nanogéis
sintetizados com 4,5% e 3% de Al; 2% e 3% de EGDMA; 1% de KPS e 1,25% de cetoprofeno, m/m, com relacio a
massa de NVCL, respectivamente. c: porcentagens de nanogéis com relagdo a massa de quitosana.

Fonte: Préprio autor.

4.3.5 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A andlise de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) foi realizada a fim de
estudar mudancas no comportamento térmico das microparticulas de quitosana com a
incorporagdo de particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) carregadas com
cetoprofeno. Foram realizadas duas corridas para cada amostra, com o objetivo de remover
o histdrico térmico das amostras. Porém apenas os dados do segundo ciclo de aquecimento
sdo apresentados na Figura 4.28, exceto para a amostra de quitosana, para a qual sdo

apresentados os dados do primeiro e do segundo ciclo de aquecimento.



155

Figura 4.28- Termogramas de DSC das microparticulas de quitosana e das
microparticulas de quitosana- poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)/cetoprofeno
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QO95: microparticulas de quitosana pura. a: quitosana com grau de desacetilacdo de 95%. b: R50 e R51 nanogéis
sintetizados com 4,5% e 3% de Al; 2% e 3% de EGDMA; 1% de KPS e 1,25% de cetoprofeno, m/m, com relacdo a
massa de NVCL, respectivamente. c: porcentagens de nanogéis com relagdo a massa de quitosana. T, = temperatura de
transicdo vitrea. T,,, = temperatura de fusdo.
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Figura 4.28- Termogramas de DSC das microparticulas de quitosana e das
microparticulas de quitosana- poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)/cetoprofeno
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Q95: microparticulas de quitosana pura. a: quitosana com grau de desacetilacdo de 95%. b: R50 e R51 nanogéis
sintetizados com 4,5% e 3% de Al; 2% e 3% de EGDMA; 1% de KPS e 1,25% de cetoprofeno, m/m, com relagdo a
massa de NVCL, respectivamente. c: porcentagens de nanogéis com relagdo a massa de quitosana. T, = temperatura de
transicdo vitrea. T, = temperatura de fusdo.

Fonte: Proprio autor.

Analisando o primeiro ciclo de aquecimento das microparticulas de quitosana pura
(Q95) sao observadas duas transi¢cdes endotérmicas de primeira ordem em 60,4°C e
164,9 °C. A primeira transi¢do pode indicar a perda de méculas de dgua fracamente ligadas
as microparticulas de quitosana e a segunda a sua temperatura de fusdo (Ty) (SANTOS et
al., 2003; EMMANUEL et al., 2015). Nesse primeiro ciclo de aquecimento também ¢&
observada uma transicdo endotérmica de segunda ordem em 143,2°C, a qual se trata da
temperatura de transi¢ao vitrea da quitosana (T,) (PARIZE et al., 2012; ZHAO et al,,
2011). Analisando os resultados do termograma obtido para o segundo ciclo de
aquecimento da amostra de microparticulas de quitosana (Q95), é observada a presenca de
uma transi¢do térmica de segunda ordem em 136°C, a qual se refere a temperatura de
transi¢do vitrea (T,) da quitosana. Essa pequena diferenga entre T,’s obtidas no primeiro e
segundo ciclo de aquecimento das microparticulas de quitosana pode ser atribuida ao efeito
plastificante da dgua, o qual pode causar uma reducdo da T, (DHAWADE; JAGTAP,
2012). Na literatura sdo reportados diversos valores de T, para a quitosana, os quais variam

desde -23°C a 203°C, dependendo do teor de umidade da amostra final, a qual dificulta a
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obtenc¢do da T, (BOCOURT el al., 2014; SANTOS et al., 2003; DHAWADE; JAGTAP,
2012). PARIZE et al. (2012) obtiveram uma T, de 100,4°C para uma quitosana pura com
grau de desacetilaccao de 86% e massa molar (M,,) de 122,3 kDa. Porém para
microparticulas de quitosana preparadas via secagem por pulverizagdo, os autores
obtiveram uma T, de 125°C. Os autores sugeriram que a diferenca entre as Ty’s da
quitosana pura e da quitosana pulverizada estd relacionada a adicdo de 4cido acético na
preparacdo da solugdo de quitosana. O préton do dcido acético contribui para o aumento da

rigidez das macrocadeias de quitosana em solu¢@o, aumentando a T,.

Como ja conhecido, a quitosana € um polimero higroscépico e semicristalino
derivado da quitina, um biopolimero de estrutura cristalina. O processo de desacetilacdo da
quitina, ou seja, a substituicdo dos grupos acetamido por grupos amino confere
semicristalidade a quitosana. Os grupos amino sdo responsdveis pelas interacOes da
quitosana com moléculas de dgua, portanto quanto mais desacetilada a quitosana, maior o
numero dessas interacdes (DASH et al., 2011). A 4dgua pode estar presente em trés formas
entre as macrocadeias: moléculas de 4gua livres de interagdes com as macrocadeias,
fracamente ligadas as macrocadeias com ponto de fusdo abaixo do ponto de fusido da dgua
pura e fortemente ligadas as macrocadeias. A estrutura nativa dos biopolimeros é mantida
em uma forma estérica na presenca de dgua, e a evaporacdo dessas moléculas de dgua
durante o aquecimento, leva ao rompimento dessa estrutura estérica, afetando propriedades
do material como reologia, propriedades de transporte e temperatura de transi¢do vitrea
(T,) (DHAWADE; JAGTAP, 2012) No caso da transi¢do vitrea, a dgua pode funcionar
como um plastificante, diminuindo a T, do polimero, como ja discutido (DHAWADE;
JAGTAP, 2012). Portanto um alto grau de desacetilacdo, uma alta higroscopicidade, uma
elevada massa molar e a cristalinidade podem dificultar a obtencdo da T, (DHAWADE;
JAGTAP, 2012; BOCOUT et al., 2013; MILOSAVLIJEVIC et al., 2009). A presenca de
impurezas tais como proteinas residuais, as quais podem permanecer na quitosana apos 0O
processo de purificacdo, pode justificar o aparecimento de eventos térmicos durante a

andlise de DSC, como a transi¢do térmica que aparece em -16,8°C (SANTOS et al., 2003).

Nos termogramas das microparticulas Q95°R50"-40%°, Q95°R50"-70%",
Q95°R51°-40%¢ e Q95°R51°-70%°, é observado que a T, dos nanogéis R50 (37,5°C) e R51
(26,6°C) diminuiu em todas as misturas de polimeros, conforme os resultados apresentados
na Tabela 4.10. E observado também que a T, da quitosana se tornou quase imperceptivel.

Utilizando o Software TA Analysis 2000, da TA Instruments®, foi possivel obter a T, para
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a quitosana, embora a regido de transicdo de segunda ordem esteja pouco perceptivel nos
termogramas. Sugere-se que essa diminui¢do da T, das particulas dos nanogéis R50 e R51
foi causada devido ao aumento da higroscopicidade das particulas ao incorpora-las na
matriz de quitosana, uma vez que mesmo extensivamente seca, a quitosana pode apresentar
moléculas de dgua ligadas fortemente a suas cadeias (XIAO et al., 2012). Além disso, o
processo de secagem por pulverizacdo utiliza temperatura maxima de secagem de 120°C,
contribuindo para a permanéncia de moléculas de 4gua no interior da matriz polimérica.
Nesse caso, a dgua também teve uma funcdo de plastificante nas amostras analisadas
(CHAN et al., 2015). A Tabela 4.10 mostra os valores de T, obtidos para as
microparticulas de quitosana pura e de quitosana incorporadas de diferentes propor¢cdes de

nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) contendo cetoprofeno encapsulado.

Tabela 4.10- Temperatura de transigdo vitrea (T,) de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-
EGDMA) contendo cetoprofeno encapsulado, de microparticulas de quitosana pura e de
quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)-cetoprofeno

Razao em massa

AT quitosana:nanogel Tun(°C)! Te1 °CY Tp2 °CY

R50 0:1 37,5 -

R51 0:1 26,6 -
Q95- 1° ciclo de aquecimento 1:0 164,9 - 143,2
Q95— 2° ciclo de aquecimento 1:0 - - 136,0
Q95°R50°-40%° 5:2 - -14,6 63,2
Q95°R50°-70%° 10:7 - 24,7 67,5
Q95°R51°-40%° 5:2 - 30,3 NO*
Q95°R51°-70%° 10:7 - 27,5 48,5

T, temperatura de fusdo da quitosana. ?T,;: refere-se a temperatura de transi¢do vitrea dos nanogéis de poli(NVCL-co-
Al-co-EGDMA). 3T,,: refere-se a temperatura de transi¢do vitrea da quitosana. *NO: T, ndo obtida.

Fonte: Proprio autor.

E observado na Tabela 4.10 para as microparticulas de quitosana/poli(NVCL-co-
Al-co-EGDMA)-cetoprofeno  (Q95°R50°-40%°, Q95°R50™-70%°, Q95°R51"-40%° e
Q95°R51"-70%°), que a incorporacdo de particulas de nanogel na matriz de quitosana
causou uma diminui¢do das temperaturas de transicdo vitrea dos nanogéis (Ty;) e da
quitosana (Ty»), comparadas as temperaturas de transi¢do vitrea dos polimeros antes da
mistura, obtidas individualmente. Esse efeito pode estar relacionado ao aumento da
quantidade de moléculas de 4gua presas na matriz polimérica apds a pulverizacdo das
microparticulas. A higroscopicidade da quitosana associada a formacdo do complexo
polieletrolitico entre suas cadeias e das particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-

EGDMA) contribuem para o aprisionamento de maior quantidade de moléculas de dgua,
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dificultando sua evaporagdo durante a secagem, e consequentemente, intensifica o efeito
plastificante da 4gua reduzindo as T,’s referentes aos polimeros que compdem a matriz
hibrida. Para as microparticulas Q95*R51"-40%° ndo foi possivel obter a T, da quitosana,

provavelmente devido ao efeito plastificante das moléculas de d4gua presentes na amostra.

Também € notado que o aumento da concentracdo do nanogel R50 com relacdo a
massa de quitosana para as microparticulas Q95°R50°-40%¢, Q95°R50°-70%, causou a
diminui¢do da temperatura de transicdo vitrea do nanogel R50 (T,) e um pequeno
aumento da temperatura de transi¢do vitrea da quitosana (Tg). A diminui¢do da Ty pode
estar relacionada ao aumento de interacdes com moléculas de dgua no sistema, como ja
discutido, ¢ o aumento da Ty, embora pouco significativo, € esperado devido a
possibilidade de haver um maior nimero de interagdes eletrostiticas entre matrizes
poliméricas nas microparticulas Q95°R50"-70%°, formando um complexo polieletrolitico
mais forte. Comparando a Ty, das microparticulas Q95°R50"-70%° e Q95*R51°-70%°, para
as microparticulas de quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)-cetoprofeno preparadas
com particulas de maior didmetro hidrodindmico (nanogel R51), a Ty, foi menor do que a
Ty das microparticulas preparadas com particulas de menor didmetro hidrodindmico
(nanogel R50). Como explicado nos resultados de DRX, os nanogéis R51 apresentam
maior tamanho e podem romper mais ligacdes hidrogénio entre as macrocadeias de
quitosana, contribuindo para a reducdo da sua cristalinidade e para o aumento da
flexibilidade das cadeias, consequentemente, a T, diminui. Além disso, o nanogel R50
apresenta maior densidade de cargas negativas na superficie, o que também contribui para
a formagdo de um complexo polieletrolitico mais estdvel com a quitosana, diminuindo a

flexibilidade de suas cadeias e a sua T, (YOU et al., 2016).
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4.3.6 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Além da andlise qualitativa dos nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) e da
investigacdo da interacdo de cetoprofeno com a matriz polimérica dos nanogéis, a
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foi utilizada para
caracterizar, qualitativamente, as microparticulas de quitosana e de quitosana/poli(NVCL-
co-Al-co-EGDMA)-cetoprofeno e as interacdes entre as matrizes poliméricas. As Figuras
4.29 e 4.30 apresentam os espectros de FTIR dos nanogéis R50 e R51, das microparticulas
de quitosana pura (Q95) e das microparticulas hibridas de quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-
EGDMA/cetoprofeno preparadas via secagem por pulverizagdo, Q95°R50"-40%°,
Q95*R50°-70%°, Q95°R51°-40%° e Q95°R51°-70%)

Os espectros de FTIR dos nanogéis R50 (Figura 4.29) e R51 (Figura 4.30), os
quais contém cetoprofeno, mostram todas as bandas referentes aos grupos quimicos
identificados nos espetros de FTIR das particulas dos nanogéis obtidos nas reagcdoes R8 e

R1, sem cetroprofeno, respectivamente, apresentados na Figura 4.14.

O espectro das microparticulas de quitosana pura (Q95), apresentado nas Figuras
4.29 ¢ 4.30, exibiu uma banda larga no intervalo 3807-3014 cm™' referente ao estiramento
axial da hidroxila (O-H), o qual se sobrepde a banda de estiramento da interacdo N-H.
Uma banda fraca é observada em 2991 cm™ e pode ser atribuida ao estiramento C-H e as
bandas 1653, 1587, 1427, 1297 cm™ referem-se: a vibragdes de alongamento da ligagcdo
C=0, a vibracdes de dobramento da ligacdo N-H, a vibra¢des de alongamento do grupo
amida (-NHCO) e a vibracdes de alongamento da ligagao C-N, respectivamente. As bandas
1161, 1111 e 1069 cm™, que se encontram apenas circuladas no espectro, referem-se a
vibragcdoes de alongamento da ligacdo C-O das unidades de 2-amino-2-desoxi-D-
glicopiranose da quitosana. As bandas 943 e 667 cm™' também se referem a vibracdes de
alongamento C-O da estrutura polissacaridica da quitosana (SANTOS; BUKZEM;
CAMPANA-FILHO, 2016; REINAS et al., 2014; NETO et al., 2014; XIAO et al., 2012).

Nos espectros de FTIR das microparticulas Q95°R50™-40%¢ ¢ Q95°R50"-70%",
apresentados na Figura 4.29, é observado que o pico 1587 cm™ referente a vibracoes de
dobramento da ligacio N-H dos grupos amino, que aparece no espectro das

microparticulas de quitosana pura (Q95), é deslocado para 1670 cm™. Essa mesma banda
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também pode estar sobreposta pela banda 1647 cm™ referente a vibracdes de estiramento
da ligagdo C=0 do anel de caprolactama e do EGDMA que aparece no espectro do nanogel
R50. Também é notado nesse espectro que a banda em 1747 cm™, referente a vibragdes de
estiramento da ligagdo C=0 do grupo carboxilico do 4cido itaconico, aparece com menor
intensidade nos espectros das microparticulas Q95°R50°-40%° e Q95*R50"-70%". Isso
indica que os grupos carboxilicos do 4cido itaconico interagiram eletrostaticamente com 0s
grupos amino da quitosana, formando um polieletrélito complexo (YOU et al., 2016;
ABIOYE; ISSAH; KOLA-MUSTAPHA, 2015). Além disso, as vibra¢des de alongamento
do grupo amida (-NHCO) observadas no espectro de microparticulas de quitosana pura
(Q95) em 1427 cm’! aparecem com menor intensidade nos espectros das microparticulas
Q95*R50°-40%° e Q95°R50°-70%° em 1489 cm™. Esse deslocamento e a diminuicdo de
intensidade das vibragdes de alongamento dos grupos amida da quitosana, indicam que
esses grupos podem ter interagido por ligacdes hidrogénio com os nanogéis, facilitando a
incorporacdo dessas particulas na matriz de quitosana (FIORI et al., 2014). Uma banda
centrada em 2462 cm™ também aparece nos espectros das microparticulas de Q95°R50"-
40%° e Q95"R50"-70%", ¢ pode estar associada a diminui¢do de intensidade das vibragdes
de estiramento da ligacio C=0 dos grupos carboxilicos do dcido itacdnico, as quais
aparecem em 1747 cm’' com maior intensidade no espectro do nanogel R50. Isso sugere a
possivel formacdo de grupos amida por meio da reacdo entre grupos carboxilicos dos
nanogéis e grupos amino da quitosana por desidratagdo durante o processo de secagem por

atomizacdo (ABIOYE; ISSAH; KOLA-MUSTAPHA, 2015).

Os espectros de FTIR das microparticulas Q95°R51°-40%¢ e Q95°R51"-70%,
apresentados na Figura 4.30, também apresentam deslocamento da banda referente as
vibrac¢oes de dobramento da interacdo N-H das cadeias de quitosana (1597 cm’™) para 1671
cm™. A banda 1747 cm™ referente a vibracdes de estiramento da ligacdo C=0 dos grupos
acidos carboxilicos do dcido itacOnico, também aparece com menor intensidade no
espectro das microparticulas Q95°R51°-40%¢ e Q95°R51°-70%°. Também é observado nos
espectros das microparticulas Q95°R51°-40%° ¢ Q95°R51°-70%° uma banda centrada em
2494 cm’, a qual, assim como a banda centrada em 2462 cm™ nos espectros Q95°R50"-
40%° e Q95°R50°-70%"°, sugere a possivel formacdo de grupos amida devido ao processo

de desidratacdo durante a secagem por pulverizacdo das microparticulas.

Em todos os espectros referentes as microparticulas de quitosana/poli(NVCL-co-

Al-co-EGDMA) também sdo notadas as vibracdes de estiramento C-H em 2991 cm’!
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sobrepostas pela banda larga, entre 3807-3014 cm’™, referente ao estiramento axial de
hidroxilas (O-H) e as ligacdes hidrogénio entre microparticulas e moléculas de dgua. Isso
indica que mesmo apds a secagem por pulverizagdo, as microparticulas de
quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) e de quitosana pura podem conter umidade,
confirmando os resultados obtidos por DSC e DRX. Por dltimo, também € notado o
alargamento das bandas entre 1465 e 812 cm™ referentes as estruturas polissacaridicas (C-
O) da quitosana e as vibra¢des de alongamento C-O dos nanogéis (SANTOS; BUKZEM,;
CAMPANA-FILHO, 2016; NETO et al., 2014). As vibracdes de alongamento C-N do anel
de caprolactama dos nanogéis R50 e R51, observadas em 1483 e 1482 cm’,
respectivamente, encontram-se sobrepostas pela banda 1670 cm™, referente a vibracdes de

dobramento da interagao N-H.
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Figura 4.29- Espectros de FTIR dos nanogéis de poliNVCL-co-Al-co-EGDMA)
contendo cetoprofeno encapsulado (amostra R50), das microparticulas de quitosana (Q95)
e das microparticulas de quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)-cetoprofeno (amostras
Q95°R50"-40%° & Q95"R50°-70%°)
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Q95: microparticulas de quitosana pura. a: quitosana com grau de desacetilagdo de 95%. b: R50 nanogéis sintetizados
com 4,5% de Al; 2% de EGDMA; 1% de KPS e 1,25% de cetoprofeno, m/m, com relagdo a massa de NVCL. c:
porcentagens de nanogéis com relagdo a massa de quitosana.

Fonte Préprio autor.
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Figura 4.30- Espectros de FTIR dos nanogéis de poliNVCL-co-Al-co-EGDMA)
contendo cetoprofeno encapsulado (amostra R50), das microparticulas de quitosana (Q95)

das microparticulas de quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)-cetoprofeno (amostras
Q95°R51"-40%° e Q95°R51°-70%°)
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Q95: microparticulas de quitosana pura. a: quitosana com grau de desacetilacdo de 95%. b: R51 nanogéis sintetizados
com 3% de Al; 3% de EGDMA; 1% de KPS e 1,25% de cetoprofeno, m/m, com relagdo a massa de NVCL. c:
porcentagens de nanogéis com relacdo a massa de quitosana.

Fonte: Proprio autor.
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4.3.7 Testes de liberacao in vitro de cetoprofeno a partir de microparticulas de

quitosana incorporadas de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)

Os testes de liberacao in vitro de cetoprofeno a partir das amostras Q95°R50°-40%°,
Q95'R50°-70%¢, Q95°R51°-40%° e Q95'R51°-70%°, foram realizados em pH 7.4 na
temperatura de 37°C, devido ao fato desse pH ter se mostrado a melhor condi¢do para a
liberacdo de cetoprofeno a partir das particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-
EGDMA) e da temperatura de 37°C ser superior a LCST da PNVCL, como j4 discutido.
Os gréficos dos ensaios de liberacdo estdo apresentados nas Figuras 4.31 e 4.32. As
concentracdes de cetoprofeno no meio de liberacdo foram calculadas utilizando um
espectrofotometro UV-visivel e as curvas de calibragdo construidas a partir de solugdes
tampao de pH 1,2 e 7,4.

Figura 4.31- Liberacdo in vitro de cetoprofeno em pH 7,4 a 37°C a partir das

microparticulas de quitosana incorporadas de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)
(amostras Q95°R51°-40%° e Q95°R51°-70%)
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Q95: microparticulas de quitosana pura. a: quitosana com grau de desacetilagdo de 95%. b: R51 nanogéis sintetizados
com 3% de Al; 3% de EGDMA; 1% de KPS e 1,25% de cetoprofeno, m/m, com relacdo a massa de NVCL,. c:
porcentagens de nanogéis com relagcdo a massa de quitosana.

Fonte: Préprio autor.
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Figura 4.32- Liberagcdo in vitro de cetoprofeno em pH 7,4 a 37°C a partir de
microparticulas de quitosana incorporadas de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)
(Q95°R50°-40%° e Q95°R50°-70%°)
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Q95: microparticulas de quitosana pura. a: quitosana com grau de desacetilacdo de 95%. b: R50 nanogéis sintetizados
com 4,5% de Al; 2% de EGDMA; 1% de KPS e 1,25% de cetoprofeno, m/m, com relacdo a massa de NVCL. c:
porcentagens de nanogéis com relacdo a massa de quitosana.

Fonte: Préprio autor.

Em todos os testes de liberacdo realizados em pH 7,4 na temperatura de 37°C, a
incorporacdo de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) na matriz de quitosana levou
a diminuicdo da taxa de liberacdo de cetoprofeno para o meio, quando comparado com 0s
resultados obtidos para a liberacdo do farmaco a partir dos nanogéis puros, R51 (Figura
4.31) e R50 (Figura 4.32). Isso ocorreu devido a insolubilidade da quitosana em pH
superior a 7,0 (SANTOS; BUKZEM; CAMPANA-FILHO, 2016). Acima do pH 7,0 seus
grupos amino desprotonados podem interagir com as moléculas de dgua do meio por
ligacdes hidrogénio, retendo-as entre as suas cadeias, constituindo portanto uma barreira
para a difusdo do farmaco, levando ao retardamento de sua liberacdo (FAN et al., 2012;
BERGER et al., 2004; MESQUITA et al., 2015). Assim, as moléculas de cetoprofeno
retidas entre as macrocadeias das particulas de nanogel, podem ser adsorvidas pela matriz
de quitosana, interagir hidrofobicamente com a matriz, ocorrer reacdo acido-base entre

farmaco e quitosana ou até mesmo eletrostaticamente, porém em menor intensidade, uma
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vez que a quitosana, em pH 7.4, possui poucos grupos amino protonados para interagir
com o grupo carboxilico ionizado das moléculas de cetoprofeno (pk, = 4,6) (ABIOYE;
ISSAH; KOLA-MUSTAPHA, 2015). A temperatura de 37°C favoreceu o aumento da
solubilidade do cetoprofeno em meio aquoso e a expulsdao das moléculas de cetoprofeno
pelas macrocadeias de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA). Como j4 explicado, em pH 7,4 os
grupos carboxilicos do 4cido itaconico estdo protonados e as particulas de poli(NVCL-co-
Al-co-EGDMA), aumentam de volume devido a repulsdo entre os grupos carboxilicos
ionizados. Na temperatura de 37°C, acima da LCST da PNVCL, intera¢des hidrofébicas
entre cadeias de PNVCL sdo dominantes e levam a contracdo das cadeias de politNVCL-
co-Al-co-EGDMA), o que impulsiona a saida das moléculas de dgua juntamente com o
cetoprofeno para fora das cadeias ionizadas de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA). Além
disso, vale lembrar que nessas condicdes os grupos carboxilicos das moléculas de
cetoprofeno estdo ionizados, podendo haver repulsio entre moléculas do fiarmaco e os
grupos carboxilicos ionizados de dcido itaconico, favorecendo a liberacdo do farmaco
(ASOH et al., 2006; LIU et al., 2014). No final dessa discussdo, na Figura 4.33, ¢
apresentado um esquema ilustrativo para o mecanismo de liberagdao do cetoprofeno no pH
7,4 e 1,2 e na temperatura de 37°C a partir das microparticulas de quitosana/poli(NVCL-

co-Al-co-EGDMA)-cetoprofeno obtidas via secagem por pulverizagao.

A matriz de quitosana também pode diminuir a capacidade de intumescimento dos
nanogéis, alterando a sua cinética de liberagdo por meio da limitacdo do espaco para
expansao de volume dos nanogéis, consequentemente, a liberacdo do farmaco € retardada
(JANKAEW et al., 2015). A expansiao de volume ou intumescimento das particulas de
nanogel, como ja explicado, é ocasionada, principalmente, pela repulsdo entre os grupos
carboxilicos ionizados do acido itacOnico. Nesse caso, as interagdes idnicas entre quitosana
e nanogéis ndo exerceriam um efeito tdo expressivo sobre a diminuicdo da capacidade de
intumescimento dos nanogéis, uma vez que as cadeias de quitosana encontram-se pouco
protonadas em pH 7,4. Quanto ao efeito da temperatura, como os testes de liberacdo para
as microparticulas de quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)-cetoprofeno foram
realizados na temperatura de 37°C, ou seja , acima da LCST da PNVCL, essa condi¢do ndo
estimula o intumescimento das particulas de nanogel, e sim sua contragdo devido ao maior
ndmero de interagdes hidrofébicas entre as cadeias de PNVCL. Porém a molhabilidade da
superficie das microparticulas de quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA )-cetoprofeno

pode ser outro fator que contribui para o retardo da liberacdo de cetoprofeno, uma vez que
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as moléculas de dgua percorrem um maior caminho entre as macrocadeias de quitosana até
atingirem as particulas dos nanogéis no interior da matriz para estimularem o seu

intumescimento. Porém essa hipétese exige um estudo mais aprofundado.

E observado que, apSs 52h de teste, as microparticulas preparadas com 40% em
massa de nanogéis, Q95°R50°-40%° e Q95°R51°-40%°, liberaram percentuais de
cetoprofeno encapsulado maiores do que as microparticulas preparadas com 70% em
massa de nanogéis Q95°R50°-70%° e Q95°R51"-70%° (Tabela 4.11). Isso sugere que a
forca do complexo eletrolitico formado entre quitosana e nanogéis retardou a difusdo do
cetoprofeno pela matriz polimérica. Quanto maior o nimero de interacdes eletrostiticas
entre quitosana e nanogéis, menor serd a taxa de molhabilidade das microparticulas, pois o
complexo polieletrolitico dificulta a difusdo de moléculas de dgua para dentro da matriz.
Assim os nanogéis contidos nas microparticulas Q95°R50°-70%° e Q95°R51°-70%°
precisaram de um maior intervalo de tempo para receberem o estimulo favordvel ao
intumescimento. Além disso, as interacdes eletrostdticas entre as matrizes poliméricas
diminuem o grau de liberdade das cadeias poliméricas das particulas de nanogel,
dificultando o seu intumescimento e a liberagdo do cetoprofeno. A Tabela 4.11 também
apresenta os percentuais de reducdo de cetoprofeno liberado no pH 7,4 e a temperatura de
37°C, apés 24 e 48 horas de testes para as nanoparticulas de poli(NVCL-co-Al-co-
EGDMA)-cetoprofeno obtidas nas reacdes R50 e RS5I1, respectivamente, e para as
microparticulas hibridas Q95°R50°-40%°, Q95°R50°-70%° apbs 24 horas de teste e
Q95°R51"-40%° e Q95°R51°-70%° ap6s 48 horas de testes. ApSs 24 e 48 horas de testes, as
nanoparticuals de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)-cetoprofeno obtidas nas rea¢des R50 e
R51, liberam 100% do cetoprofeno encapsulado, respectivamente, no pH 7,4 e a

temperatura de 37°C.
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Tabela 4.11- Percentual de cetoprofeno liberado no pH 7,4 e a temperatura de 37°C pelas
particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) incorporadas em matriz de
quitosana

Amostra Razao em massa Liberacao de Percentual de retardacao de
quitosana:microgel cetoprofeno (%) cetoprofeno liberado (%)"
R50 0:1 100 0
R51 0:1 100 0
Q95°R50"-40%* 5:2 74 52
Q95°R50°-70%° 10:7 47 69
Q95°R51"-40%° 5:2 65 35
Q95°R51°-70%° 10:7 45 57

a: quitosana com grau de desacetilagdo de 95%. b: R50 e R51 nanogéis sintetizados com 4,5% e 3% de Al; 2% e 3% de
EGDMA; 1% de KPS e 1,25% de cetoprofeno, m/m, com relacio a massa de NVCL, respectivamente. ¢: porcentagens de

N

nanogéis com relagdo a massa de quitosana. d: retardacdo da liberacdo de cetoprofeno com relagdo a 100% de
cetoprofeno liberado apds 24h e 48h de testes pelas nanoparticulas de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) obtidas nas
reagdes R50 e R51, respectivamente.

Fonte: Préprio autor.

Especialmente para as microparticulas preparadas com 40% de nanogel com
relacio 2 massa de quitosana, Q95°R50°-40%° e Q95°R51°-40%° as microparticulas
preparadas com o nanogel R50 (Q95°R50°-40%°) liberaram mais cetoprofeno do que as
particulas preparadas com nanogel R51, Q95°R51°-40%°, ap6s 52h de teste. Como ji
explicado, a maior densidade de cargas superficiais do nanogel R50 pode proporcionar um
efeito repulsivo maior entre os grupos carboxilicos do 4cido itaconico, em pH 7,4, dentro
da matriz de quitosana, favorecendo a liberacdo do cetoprofeno. As particulas do nanogel
R50 também apresentam uma 4rea superficial maior, aumentando sua exposicao ao meio
de liberacdo. Essas caracteristicas podem ter facilitado a liberacdo de cetoprofeno pelas
microparticulas Q95°R50"-40%°. E observado também que ndo houve diferencga
significante entre a porcentagem final de cetoprofeno liberado entre as microparticulas
Q95°R50°-70%° e Q95*R51°-70%°. Isso corrobora a hipdtese de que interacdes
eletrostiticas mais fortes entre quitosana e nanogéis podem ter diminuido a taxa de
liberacdo de cetoprofeno, devido a formagdo de um complexo polieletrolitico mais
resistente a difusdo das moléculas de dgua do meio de liberagdo para o interior da matriz
polimérica. E notada uma maior uniformidade dos perfis de libera¢do para o nanogel R51 e
para as microparticulas Q95°R51°-40%¢ e Q95*R51°-70%°, quando comparados aos perfis
de liberacio do nanogel R50 e das microparticulas Q95°R50°-40%° e Q95R50°-70%,
respectivamente. Isso sugere que o cetoprofeno estd na fase amorfa, porém melhor disperso
no nanogel R51, o que interferiu no perfil de liberacdo das microparticulas de

quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)-cetoprofeno (MESQUITA et al.,, 2015).
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Considerando que o cetoprofeno € um farmaco de meia vida curta, o qual pode atingir sua
concentragdo maxima no organismo de 30 a 120 minutos apds a sua ingestdo, analisando
os perfis de liberacdo dos nanogéis R50 e R51 é observado que a taxa de liberagcdo de
cetoprofeno € acelerada até aproximadamente 120 minutos (HERNANDEZ, 2004). Apés
120 minutos a taxa comec¢a a diminuir, caracterizada pela diminuicdo da inclinacdo da
curva de liberacdo, e entdo apds 360 minutos a taxa de liberagdo diminui bruscamente. O
mesmo  comportamento € observado para todas as microparticulas de
quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)-cetoprofeno , porém a liberacdo de cetoprofeno
¢ mais lenta. Isso sugere que as particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)
sdo capazes de melhorar a solubilidade do cetoprofeno em agua e sdo capazes de prolongar
a sua liberacdo, o que indica que podem aumentar sua biodisponibilidade. Além disso, os
resultados indicam que a incorporagdo dos nanogéis em matriz de quitosana e 0 processo
de secagem por pulverizacdo preservaram as propriedades fisico-quimicas dos nanogéis. A
Figura 4.33 representa esquematicamente um mecanismo sugerido para a liberagdo de
cetoprofeno a partir de microparticulas de quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)-

cetoprofeno preparadas via secagem por pulverizagdo no pH 7,4 e a 37°C.
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Figura 4.33- Representacdo esquemadtica de liberacdo cetoprofeno em pH 7,4.
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho foi desenvolvido um novo sistema polimérico hibrido e inteligente
constituido de microparticulas de quitosana incorporadas de nanogéis de poli(/V-
vinilcaprolactama-co-acido itacOnico-co-dimetacrilato de etilenoglicol) (poli(NVCL-co-
Al-co-EGDMA)) via secagem por pulverizagdo para a libera¢do controlada de farmacos. O
perfil de liberacdo foi estudado a partir da encapsulacio de um farmaco hidrofébico
(cetoprofeno) via processo de polimerizagdo por precipitagdo em 4gua.

Na primeira etapa do trabalho utilizou-se a polimerizacdo por precipitacdo para
sintetizar particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA) sensiveis a
temperatura € ao pH. Foi estudada a influéncia da concentracdo dos mondmeros e de
iniciador no tamanho médio de particula e na sensibilidade dos nanogéis em pH 7,4 e 1,2,
nas temperaturas de 25°C e 37°C. Duas formulacdes de nanogéis com tamanhos de
particula distintos, reacdo R1 = 190,6 nm e reagdo R8 = 122,8 nm, foram escolhidas para a
encapsulacdo de cetoprofeno via polimerizacdo por precipitacdo. A encapsulacdo de
cetoprofeno resultou em particulas com didmetros hidrodindmicos de 185,9 nm (reacdo
R51) e 120,6 nm (reacdo R50), respectivamente correspondentes as formulagdes das
reacoes R1 e R8. A incorporacdo de particulas de nanogel na matriz de quitosana foi
realizada através das técnicas de gelificacio 106nica e secagem por pulverizagdo. Quanto a
encapsulacdo do cetoprofeno, a hidrofilicidade e a repulsdo entre grupos carbixilicos
ionizados entre moléculas de cetoprofeno e unidades de 4cido itaconico das cadeias de
poliNVCL-co-Al-co-EGDMA) mostraram ser fatores limitantes para a encapsulacdo
farmaco. As nanoparticulas constituidas por uma matriz polimérica de poli(NVCL-co-Al-
co-EGDMA) mais hidrofilica (reacdo R50) apresentaram uma eficiéncia de encapsulagdo
de 39,6%, enquanto que as nanoparticulas constituidas por uma matriz polimérica menos
hidrofilica (reacdo R51), a eficiéncia de encapsulacdo foi de 57,8%. Porém, para ambos os
tipos de particulas, o processo de encapsulacio foi eficiente na amorfizagdo do
cetoprofeno, melhorando sua solubilidade e provavelmente, a sua biodisponibilidade, a
qual ndo foi estudada neste trabalho. A gelificacdo i0nica se mostrou uma técnica
promissora para a formacdo de uma matriz hibrida por meio de interacdes eletrostéticas
entre quitosana e particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA), ajustando-se
apenas o pH das dispersdes poliméricas e evitando o uso de agentes quimicos que

gerassem residuos quimicos precisassem ser removidos apds a secagem por pulverizacao.
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A secagem por pulverizacdo, realizada no equipamento Nano Spray Dryer B-90
Biichi®, se mostrou eficiente quanto a recuperagdo do produto em pd e quanto a
manuten¢do das propriedades fisico-quimicas dos nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-
EGDMA). Isso garantiu a uniformidade do perfil de liberagdo das microparticulas hibridas
de quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)-cetoprofeno , as quais apresentaram um
perfil de liberacdo prolongado. Os mecanismos de intumescimento e de difusdo se
mostraram os fatores mais atuantes na liberagdo do cetoprofeno tanto pelas nanoparticulas
de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)-cetoprofeno quanto pelas microparticuals hibridas de
quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)-cetoprofeno. O perfil de liberagdo das
microparticulas de quitosana/poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)-cetoprofeno foi similar ao
perfil de liberac@o do cetoprofeno a partir das particulas de nanogéis de poli(NVCL-co-Al-
co-EGDMA), exceto pela diminuicdo da taxa de liberacdo, indicando que a matriz de
quitosana prolongou ainda mais a liberacdo de cetoprofeno e ajudou na preservacao fisica
dos nanogéis. As particulas de nanogel de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)-cetoprofeno
obtidas nas reacoes R50 e R51, liberaram 100% do farmaco encapsulado apds 24h e 48h,
respectivamente, em pH 7,4 e a temperatura de 37°C. Nas mesmas condi¢des de teste,
comparando a liberacdo de cetoprofeno encapsulado pelas nanoparticulas de poli(NVCL-
co-Al-co-EGDMA)-cetoprofeno obtidas nas reacdes R50 e R51 com as respectivas
formulagdes de microparticulas hibridas, as microparticulas hibridas Q95°R50°-40%° e
Q95°R50"-70%° retardaram a liberagdo do cetoprofeno encapsulado em 52% e 69%,
respectivamente, apés 24 horas de teste, e as microparticulas Q95°R51°-40%°, e Q95*R51°-
70%° retardaram a liberagdo do cetoprofeno encapsulado em 35% e 57% apGs 48h.

Apesar da manutencdo da integridade do farmaco e das propriedades fisicas das
particulas de nanogéis, a criagdo e otimizagdo de modelos de microparticulas preparadas
via secagem por pulverizacdo € desafiante, devido ao grande numero de pardmetros
criticos que interferem no processo de formacdo de particulas durante a secagem por
pulverizagdo. Portanto o processo de otimizacdo para definicdo de caracteristicas
morfoldgicas, especialmente tamanho de particula e propriedades de superficie, requerem
bastante tempo e estudos ainda mais aprofundados, dignos de outro trabalho como este,
uma vez que a heterogeneidade dessas particulas, o que € comum nos processos de

secagem por pulverizacdo, pode ser conflitante de acordo com a aplicagao desejada.
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APENDICE A- Diferencas entre os pulverizadores de escala laboratorial, Mini Spray

Dryer B-290 e o Nano Spray Dryer B-90, desenvolvidos pela Biichi®

Tabela A.1- Principais diferencas entre o Nano Spray Dryer B-90 e o Mini Spray Dryer B-
290, desenvolvidos pela Biichi®

Caracteristicas Nano Spray Dryer B-90 Mini Spray Dryer B-290
Volume de amostra (mL) 1-200 30-1000
Viscosidade limite da amostra (cP) 10 300

Tecnologia de atomizagio

Energia de atomizacao

Diametro da membrana perfurada do
bico atomizador

Distribui¢ao de tamanho de goticulas

Regime de operacao do sistema de
aquecimento

Temperatura médxima da solugdo de
alimentagdo

Taxa de transferéncia de massa (mL/h)/
velocidade de processamento

Distribuicdo de diametro de particulas
(um)

Sistema de recuperacao de particulas

Mecanismo de coleta

Rendimento de recuperagio

Possibilidade de ampliagdo de escala

Cristal piezoelétrico/Membrana de
atomizag@o vibratdria (Frequéncia
ultrassonica de 60kHz)

Ultrassonica/cristal piezoelétrico

4,0,5,5 ou 7um

Estreita

Fluxo laminar de gas (80-160 I/min)

120°C

200/baixa

0,3-5

Eletrostatico/coletor cilindrico de metal

Independe da massa das particulas

até 90%

dificil

Bico de dois fluidos pneumadtico

Pneumitica (gds pressurizador)

0,7, 1,4 ou 2,0mm

Larga

Fluxo turbulento de gas (até 580 1/min)

220°C

1000/alta

Ciclone/coletor de vidro

Depende da massa das particulas

até 70%

facil

Fonte: (SOSNIK; SEMERETA, 2015).
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APENDICE B- Estabilidade coloidal dos nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA)

apos 1 ano de armazenamento

A Tabela B.1 mostra que apds 1 ano de armazenamento, os microgéis mantiveram-
se estdveis, pois o seu didmetro hidrodindmico e sua polidispersidade (PDI) nédo alteraram
significativamente ao longo do seu tempo de armazenamento, exceto as formulacdes R6 e
R7, para as quais pode ter ocorrido a formagao de aglomerados e a sua sedimentacdo. Esse

resultado reforca a importancia da ionizagc@o parcial dos grupos carboxilicos do &cido

itacOnico na estabilizacdo coloidal dos microgéis sintetizados sem surfactantes.

Tabela B.1- Estabilidade coloidal dos nanogéis de poli(NVCL-co-Al-co-EGDMA),
sintetizados com diferentes concentracdes de Al, EGDMA e KPS apés 1 ano de

armazenamento
Reacoes Tempo de armazenamento Dy, (nm) PDI
Rl 0 190,6 0,025
1 ano 196,6 0,027
0 161,3 0,054
R2 1 ano 163,4 0,050
0 137,6 0,018
R3 1 ano 138,8 0,012
0 159,2 0,025
L% 1 ano 154,3 0,005
0 213,8 0,218
RS 1 ano 202,2 0,019
0 151,9 0,076
R 1 ano 137,1 0,019
0 300,0 0,210
R7 1 ano 197,3 0,121
0 122,8 0,018
RE 1 ano 119,1 0,010

Fonte: Préprio autor.



