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PRODUCAO DE MICROPARTICULAS E NANOPARTICULAS POLIMERICAS
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Neste trabalho foram estudados dois sistemas de polimerizacdo em sistemas
heterogéneos, visando a producdo de polimeros para aplicacdes biomédicas. Em um
primeiro momento, o objeto de estudo foi a producao de microparticulas poliméricas
dopadas com farmacos para uso em procedimentos de embolizacdo ou
quimioembolizag¢do vascular. As microparticulas poliméricas foram sintetizadas com a
incorporagdo in situ de farmacos durante a polimerizacdo via radical livre em
suspensao. Os resultados experimentais indicaram que o tipo de fAirmaco, a quantidade e
sua estratégia de incorporagdo contribuem para significativas mudancas na morfologia
das particulas e nas propriedades moleculares dos polimeros sintetizados. Em um
segundo momento, o objeto de estudo foi a sintese de nanogéis biodegradaveis para
aplicagdo em sistemas de liberacdo controlada de biomoléculas. Utilizando a técnica de
polimerizacdo RAFT em miniemulsdo inversa, foi desenvolvida uma estratégia para
sintetizar nanogéis biodegradaveis com arquitetura molecular bem definida e com
caracteristicas apropriadas para potencial aplicacdo como sistema de liberacdo de

biomoléculas.
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In this study we report the use of different polymerization systems to produce
polymers to be used in biomedical applications. In a first moment, polymer
microparticles containing drugs were produced for use as embolic or chemoembolic
agents. The polymer microparticles were synthesized by suspension polymerization
with in situ incorporation of drugs during polymerization reaction. Experimental results
showed that the final properties of the obtained polymers depend on the type of drug,
amount and strategy of drug incorporation. In a second moment, biodegradable
hydrogel nanoparticles were synthesized for use as nanocarriers for bioactive molecules.
In order to achieve this objective, an operation strategy was developed to synthesize
biodegradable hydrogel nanoparticles via RAFT inverse miniemulsion polymerization
with well-defined molecular architecture and characteristics that guarantee the potential
application of the biodegradable hydrogel nanoparticles for the controlled release of

bioactive molecules.
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Capitulo 1

Introducao

Neste Capitulo ¢ apresentada uma introducao do tema central dessa Tese de Doutorado,
abordando alguns conceitos gerais que serdo aprofundados posteriormente em secoes
mais especificas do trabalho. Além do texto introdutorio, este Capitulo traz ainda o
objetivo geral da Tese, bem como uma se¢do que detalha a forma em que o documento

esta estruturado.



1.1 Introducao

Polimeros sao macromoléculas de alta massa molar, formadas usualmente por
um grande nimero de moléculas pequenas que se associam por meio de ligagdes
covalentes. Essas moléculas pequenas que se “unem” para dar origem ao polimero sdo
chamadas de mondmeros, enquanto a reacdo que “une” essas moléculas ¢ conhecida
como polimerizacdo. [1] A transformacdo de um mondmero em polimero pode ser
genericamente representado pela Figura 1.1, onde o indice “n” representa o grau de
polimerizacdo do polimero, ou seja, o nimero de unidades (ou meros, derivados do

monomero) que se repetem ao longo da cadeia do polimero. [2]

Y
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H

Figura 1.1 — Exemplo de polimerizagao; etileno.

Embora muitas classificagdes distintas possam ser propostas e ja tenham sido
usadas, dois tipos de classificacdo de polimeros sdao mais usuais. Um tipo de
classificagdo se baseia na estrutura quimica dos mondmeros e classifica os polimeros
em polimero de adicdo ou polimeros de condensagcdo. Um outro tipo de classificagdo
leva em conta o0 mecanismo da reagdo de polimerizag¢do, que pode ser basicamente um
mecanismo que ocorre em efapas ou entdo um mecanismo de reacdo em cadeia. [1-3]
Polimeros de adi¢do sdo normalmente produzidos por reagdes em cadeia, enquanto os

polimeros de condensagdo sao formados por polimerizagdes em etapas.



A classificagdo que leva em conta a estrutura molecular do mondmero foi
sugerida por W. H. Carothers’ e diz que os polimeros de condensagio sio formados por
dois ou mais monomeros polifuncionais que, ao reagirem entre si, formam a cadeia
polimérica e frequentemente uma segunda molécula, que ¢ um subproduto de baixa
massa molar. Este tipo de reagdo ¢ apresentada na Figura 1.2, que representa uma

reacdo entre moléculas de diaminas e diacidos, formando uma poliamida e levando a

eliminacao de uma molécula de baixa massa molar (no caso, a agua). [2, 3]

n HzN_RI_NHZ + nHOOC_RZ_COOH

H ITI—RI—ITI—l(lf—RZ—l(lf OH +2n-1H,0
n
H H O O

Figura 1.2 — Exemplo de reagdo de policondensagdo. [2]

Embora a classificacdo proposta por Carothers tenha sofrido algumas
modificagdes ao longo do tempo, os polimeros obtidos por reagdes de adigdo podem ser
bem representados pelos materiais formados por mondmeros vinilicos’, ndo ocorrendo a
perda de moléculas de baixa massa molar durante a reagcdo. Neste tipo de polimero, a
unidade repetitiva da cadeia principal do polimero possui composi¢cdo igual ao do
monomero, conforme ilustrado anteriormente na Figura 1.1. [2] Nesse tipo de
polimerizacdo, a macromolécula cresce gradativamente, por intermédio de adi¢do de

unidades méricas individuais, com auxilio de uma espécie ativa (ou catalisador).

Wallace Hume Carothers (1896-1937) — Contribuiu com muitos avangos para a ciéncia de polimeros. Foi nos laboratdrios da
DuPont Co. que a equipe de Carothers desenvoleu dois dos polimeros mais usados no século XX: o Nylon® ¢ o Neoprene®.
2 Moléculas que possuem dupla ligagdo carbono-carbono; o termo vinil se refere estritamente ao grupo CH,=CH-. [4]



Independentemente do mecanismo responsavel pela reagdo de polimerizagao,
existem varios sistemas distintos que podem ser usados para conduzir essas reagdes. De
forma genérica, os sistemas disponiveis para conduzir as reagdes de polimerizagdo
podem ser divididos em sistemas homogéneos e sistemas heterogéneos de
polimerizacao.

Nos sistemas homogéneos de polimerizagdo, todos os reagentes e produtos
encontram-se solubilizados em uma tnica fase, sendo os sistemas de polimerizacdo em
solucdo e em massa os exemplos mais estudados. A grande vantagem do uso de
sistemas homogéneos de polimerizagao diz respeito a obtengdo de polimeros com alto
grau de pureza. Ja nos sistemas heterogéneos de polimerizagao, a presenga de duas ou
mais fases imisciveis caracteriza o processo de polimerizacao. [5] A principal vantagem
desses tipo de sistema de polimerizacdo ¢ a facil recuperagao do polimero ao final do
processo ¢ a alta taxa de troca de calor. Além disso, ¢ possivel obter polimeros com alta
massa molar e na forma de particulas sélidas, com tamanhos que podem variar de 100
nm até 2,000 pm. [6]

Nos sistemas heterogéneos de polimerizacao, convencionalmente o monomero,
de natureza hidrofobica, ¢ disperso em um solvente hidrofilico, geralmente a dgua. As
duas fases imisciveis sdo misturadas, empregando-se uma forca de cisalhamento que
promove a quebra da fase dispersa em pequenas gotas dispersas no diluente (fase
continua). Para garantir que a fase dispersa permanega na forma de pequenas gotas
durante todo o processo de polimerizacao, diversas estratégias podem ser adotadas,
incluindo a utilizacdo de componentes quimicos, que atuam estabilizando a gota contra
efeitos de coalescéncia, e estratégias operacionais fundamentalmente fisicas, como a

manutenc¢do da agitacdo vigorosa do sistema. [6]



Quando o mondmero utilizado apresenta uma natureza hidrofilica, para conduzir
uma polimerizacdo em um sistema heterogéneo faz-se necessario o uso de um solvente
de natureza hidrofébica. Neste cenario, diz-se que o processo de polimerizagdo ¢
inverso. Assim como o solvente, os demais componentes quimicos utilizados na
polimerizacao devem ser adaptados para interagir melhor com a natureza hidrofilica do
monomero ou com a natureza do solvente hidrofobico empregado. Entretanto, os
mesmos conceitos fundamentais podem ser usados para gerar e, em muitos casos,
explicar os fendOmenos que ocorrem nas polimerizagdes em sistemas heterogéneos
convencionais € inversos.

Os sistemas heterogéneos de polimerizacao mais estudados sdo as suspensoes €
emulsoes. Embora sejam sistemas onde os mondmeros estdo dispersos em um diluente,
essas técnicas de polimerizacdo se diferenciam em diversos aspectos, principalmente no
que diz respeito ao mecanismo de formacao das gotas, ao tamanho das gotas geradas e a
cinética/mecanismo de polimeriza¢do. [6] A depender das caracteristicas particulares
dos sistemas heterogéneos de polimerizagdo, costuma-se escolher o sistema de
polimerizacao de acordo com as caracteristicas desejadas para o produto final.

Os polimeros naturais estdo presentes nos seres vivos na forma de
macromoléculas de DNA, proteinas, polissacarideos, entre tantas outras. [7] Por terem
sua sintese regulada por complexos mecanismos celulares e enzimaticos, os polimeros
naturais, como o DNA, possuem estrutura estritamente bem definida. [§]

Com o advento da Quimica Contemporanea, inimeros avancos foram
alcancados no século XX no campo dos sistemas de polimerizacao, incluindo desde a
identificacdo das macromoléculas [9, 10] até o desenvolvimento de inumeras técnicas
distintas de polimerizagao. [3] Essas técnicas mudaram a vida moderna como um todo,

pois permitiram ao homem criar uma nova classe de materiais, que hoje sao empregados



nos mais variados tipos de aplicagdes, incluindo desde a confec¢cdo de embalagens para
alimentos [11] até dispositivos nanométricos usados para o tratamento de doengas. [12,
13]

Particularmente os polimeros vém sendo cada vez mais utilizados em aplicagdes
biomédicas nas ultimas décadas. [14] A facilidade de obten¢do desses materiais e a
possibilidade de sintetizar um produto de acordo com a patologia e a necessidade do
paciente sdo algumas das diversas vantagens dos polimeros sintéticos frente aos
polimeros naturais e outros tipos de materiais. O desenvolvimento de novas estratégias
de polimerizagdo possibilita cada vez mais a sintese de novos polimeros para aplicacdes
biomédicas que apresentem caracteristicas bem definidas em relacdo a morfologia [15]
ou a arquitetura molecular precisa do polimero. [16]

O desenvolvimento de novas técnicas médicas € o melhor entendimento de
como ocorrem determinadas patologias, até mesmo a nivel celular, faz crescer de forma
continuada necessidade do desenvolvimento de novos materiais, precisamente
sintetizados para desempenhar papéis especificos no combate a patologias com efeitos
colaterais minimos ao paciente. Desta maneira, a pesquisa de novas estratégias de
polimerizacdo e o desenvolvimento de novos materiais poliméricos, para uso em
aplicagcdoes biomédicas, certamente contribuird de maneira positiva ndo apenas nas

Ciéncias mas como na qualidade de vida da sociedade.

1.2 Objetivos da Tese

A presente Tese de Doutorado tem como objetivo principal utilizar sistemas

heterogéneos de polimerizacdo para a produ¢do de novos materiais poliméricos, na



forma de microparticulas e nanoparticulas, para serem wusadas em aplicacdes
biomédicas.

As microparticulas poliméricas sdo produzidas nesse trabalho com auxilio de
reagoes de polimerizagdo em suspensdo. Essas reagdes sdo conduzidas por intermédio
do mecanismo de polimerizagdo via radicais livres, empregando técnicas ja reportadas
na literatura cientifica. O diferencial do presente trabalho ¢ a produgdo das
microparticulas com a incorporacdo in situ de farmacos durante as reagdes de
polimerizacao, sendo avaliada a influéncia da adicdo de um farmaco sobre a qualidade
final do polimero produzido.

As nanoparticulas poliméricas sao produzidas nesse trabalho com auxilio de
reagoes de polimerizacdo em miniemulsdo inversa. Essas reagdes sdao conduzidas
utilizando a técnica de polimerizagdo RAFT (Reversible Addition-Fragmentation Chain
Transfer), que permite a sintese de polimeros com arquitetura molecular bem definida.
O carater inédito do presente trabalho esta relacionado aos poucos trabalhos publicados
na literatura cientifica acerca de reagdes de polimerizagdo em miniemulsdo inversa,

utilizando a técnica de polimerizagao RAFT.

1.3 Estrutura da Tese

A parte textual desta Tese estd organizada em cinco Capitulos, incluindo este
primeiro Capitulo introdutdrio. Apresenta-se ainda uma se¢@o que contém as referéncias
bibliograficas e um Anexo que descreve algumas caracterizagdes, ambos localizados no
final do documento.

Nos Capitulos 2 e 3 ¢ descrita a obtengcdo de microparticulas poliméricas, para

serem posteriormente utilizadas em aplicacdes biomédicas. As microparticulas sdo



obtidas com auxilio de reagdes de polimerizagdo via radicais livres em suspensdo, com
a incorporagdo in situ de farmacos durante o processo de producdo das particulas. No
Capitulo 4 ¢ descrito o desenvolvimento de uma estratégia para a producdo de
nanoparticulas poliméricas por intermédio da polimerizacdo em miniemulsdo inversa,
utilizando a técnica de polimerizacio RAFT. No Capitulo 5 sdo apresentadas as
principais conclusodes, observagdes e hipdteses, formuladas a partir dos resultados
apresentados.

Os Capitulos 2, 3 e 4 desta Tese foram elaborados na forma de artigos
cientificos. Desta forma, estes Capitulos possuem se¢des individuais de introducao,
descricdo da parte experimental, apresentacdo de resultados e discussdo, além das
conclusdes pertinentes, apresentadas ao final de cada Capitulo. Optou-se por esta
organizacdo para facilitar a compreensdo do leitor. Excepcionalmente, optou-se no
Capitulo 4 pela ndo traducdo de alguns nomes de substancias, técnicas, métodos, etc.,
originalmente escritos em ifdlico na lingua inglesa e ainda sem traducdo consensual
para a lingua portuguesa.

Seguindo as recomendagdes das normas de elaboracio de Teses da
COPPE/UFRI, as referéncias bibliograficas estdo organizadas de forma numerada,
conforme citadas ao longo de todo documento. Desta forma, ndo ha segdes de
referéncias individuais para cada Capitulo, mas apenas uma lista comum para todo o

documento, localizada na sec¢ao final da Tese.



Capitulo 2

Sintese de microparticulas poliméricas
com a incorporacao in situ de farmacos

via polimerizacao em suspensao — Parte 1

Neste capitulo, ¢ apresentada uma investigacdo dos efeitos da incorporagao in
situ de um farmaco durante reacdes de polimerizagdo via radicais livres em suspensao,
para a produ¢do de microparticulas poliméricas que apresentam uma morfologia do tipo
casca-nucleo que sao empregadas em procedimentos médicos de embolizacao vascular.
Este estudo foi realizado utilizando a amoxicilina como farmaco modelo, em diferentes
concentracdes e usando diferentes estratégias de incorporacdo. Parte dos resultados
descritos neste Capitulo foram apresentados na forma de trabalho completo no 10°
Congresso Brasileiro de Polimeros (2009) [17] e também na forma de artigo na revista

Macromolecular Symposia (2011). [15]



2.1 Introducao

2.1.1 A embolizacao vascular

Aplicada clinicamente desde meados de 1960 para corrigir diversos quadros
clinicos, como sangramentos, aneurismas ¢ malformacdes vasculares, a embolizagdo ¢
uma técnica radioldgica que consiste na obstrucao intencional de um vaso sanguineo.
[18, 19] Para alcancar este objetivo, um pequeno cateter angiografico ¢ introduzido
dentro do sistema vascular e orientado até o local desejado, onde se faz a injecao de um
material finamente dividido, que promove a oclusdo fisica do vaso, levando a
diminui¢do do fluxo sanguineo na regido e, consequentemente, a necrose do tecido por
isquemia. [20] Além de aplicagdes ja consagradas nos ultimos 50 anos, atualmente a
embolizagdo vem sendo empregada com resultados satisfatorios para o tratamento de
leiomioma uterino, malignidade hepdatica e malformagdes vasculares. [21] Como o
procedimento de embolizagdo possui inimeras aplicagdes na area médica, a revisao que
serd feita focara apenas a utilizacdo da técnica de embolizagdo em miomas uterinos.
Entretanto, as consideragdes aqui feitas podem, em muitos dos casos, servir de base
para o uso da embolizacdo no tratamento de outros tipos de patologias.

Os miomas uterinos, também conhecidos por leiomiomas ou fibromas, sdo
tumores benignos dificeis de serem tratados e que frequentemente apresentam
complicagdes, como hemorragias ¢ aumento das dimensdes do utero, causando dor e
desconforto. Clinicamente, at¢ meados de 1995, a principal indicagdo de tratamento
para todas as mulheres que desejavam manter sua “fertilidade” era a miomectomia’.
Desta forma, com o intuito de reduzir e até mesmo eliminar os sintomas do mioma

uterino, RAVINA et al. [23] utilizaram a técnica de embolizacao da artéria uterina,

3 Procedimento cirurgico usado na remogéo de leiomiomas; preserva a fertilidade e o fluxo menstrual da paciente. [22]

10



obtendo grande sucesso. A partir deste estudo, a embolizacdo da artéria uterina foi, e
continua sendo, bastante estudada e indicada como tratamento alternativo para casos de
miomatose sintomatica. [19] A esquematizagdo de um procedimento de embolizacdo ¢

ilustrado na Figura 2.1

Catheter

Figura 2.1 — Esquema de embolizagdo de fibroma uterino utilizando particulas de PVA. [24]

Os fatores de risco associados aos tumores uterinos sdo principalmente
relacionados a etnia e a idade. Mulheres negras possuem de duas a trés vezes mais
chances de desenvolverem esse tipo de tumor, quando comparadas a mulheres de outras
etnias. As chances de desenvolver este tipo de anomalia celular diminuem também apds
a menopausa, sendo de 70 a 90% menores apoOs esta etapa de vida. Redugdo similar ¢
observada em mulheres que tiveram algum filho. Os miomas uterinos se manifestam por
meio de distirbios na menstruagdo e outros sintomas relacionados a pressao na regiao
uterina, sendo que os sintomas dependem do tipo, tamanho e localizagdo do tumor.
Apesar disso, estima-se que metade das mulheres que apresentem algum tipo de fibroma

nao manifestem nenhum tipo de sintoma. [24]
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O tratamento de tumores sempre requer a tomada de decisdes importantes que
afetam de alguma forma a satide do paciente. No caso de tumores uterinos, BANU &
MANYONDA [24] apontam ao menos trés tipos de abordagens que ainda hoje sdo
usadas para o tratamento dos miomas. A presenca de fibromas pequenos e
assintomaticos apresentam baixo risco carcinogénico € requerem apenas a observagao.
Embora o tratamento convencional a base de medicamentos nao constitua a interven¢ao
mais usada pelos médicos, o uso de hormonio e outras substdncias, como o acido
tranexamico, deve ser adotado como tratamento de primeira escolha. A ultima escolha
para o tratamento dos tumores uterinos € a intervencdo cirirgica, classicamente
utilizada para este tipo de quadro clinico. A intervencdo cirtrgica geralmente ¢ feita
com uma histerectomia’, que ocasiona a perda da fertilidade, ou da miomectomia, em
que a fertilidade ¢ preservada.

PELAGE et al. [26] utilizaram a embolizagdo da artéria uterina para o
tratamento de mulheres com leiomiomas, visando principalmente a diminuicao de
sintomas relacionados a anomalias menstruais. Usando particulas de poli(alcool
vinilico) (PVA) na faixa de 150-300 pm, os médicos verificaram que a maioria das 80
pacientes tratadas apresentou grande melhora nos sintomas e diminuig¢do significativa
do tamanho dos miomas.

Com o objetivo de determinar a seguranga e eficacia do uso da embolizagdo da
artéria uterina em pacientes com miomas uterinos, SPIES et al. [27] realizaram um
longo estudo com 200 pacientes (entre 1997-1999). Neste estudo, todas as pacientes
foram submetidas a embolizacdo com particulas de PVA, com tamanho variando na
faixa entre 500-710 um. Com auxilio de um questionario usado para acompanhamento

do trabalho, os pesquisadores verificaram que cerca de 93% das pacientes tratadas

4 cir. Ablagdo (retirada) do Gtero, em extensdo variavel. [25]
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ficaram satisfeitas com a melhora nos sintomas relacionados aos miomas, como a
caracteristica dor na regido pélvica e o intenso sangramento menstrual. Desta maneira,
os médicos concluiram que a embolizacdo da artéria uterina pode ser considerado um
procedimento seguro para o tratamento primario de leitomiomas, com poucas chances de
gerar complicagdes e grande possibilidade de causar a satisfacdo das pacientes, por
causa da melhora dos sintomas associados aos miomas.

Atualmente hd um numero consideravel de publicagdes que reportam o sucesso
clinico do procedimento de embolizagdo da artéria uterina, que ¢ da ordem de 86-100%.
Até o ano de 2004, mais de 45.000 procedimentos ja tinham sido realizados e apenas
trés casos de Obitos foram relatados. [24] Entretanto, embora hoje seja largamente
empregada nos Estados Unidos e nos paises da Europa Ocidental, a embolizacdo da
artéria uterina continua sendo um tratamento secundario e ainda sob avaliagdo, uma vez
que a miomectomia permanece sendo o procedimento mais indicado para o tratamento
de miomas uterinos, mesmo quando a paciente nao deseja manter sua fertilidade. [28]
Outro fator que coloca a emboliza¢do uterina como um tratamento de segunda escolha
pelos médicos ¢ o alto custo, associados ao material usado para promover a
embolizagdo. Este alto custo ¢ relevante ndo apenas no Brasil, mas também em outros
paises da Europa e América do Norte. Em relacdo a histerectomia, o procedimento de
embolizagdo da artéria uterina ja ¢ indicado por alguns centros de exceléncia como uma
técnica alternativa a este procedimento cirtrgico. [28]

Os procedimentos de embolizagcdo, de um modo geral, e mais especificamente o
procedimento de embolizagdo da artéria uterina, devem ser vistos sempre em funcao de
trés pontos fundamentais: a sele¢do da paciente, a técnica de embolizagdo propriamente
dita e os procedimentos pos-operatorios. Quanto a selegdo da paciente, ¢ sempre

importante ressaltar que menos da metade das mulheres que apresentem algum tipo de
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fibroma necessitam de um tratamento. Embora seja um procedimento seguro, o
acompanhamento pos-operatorio deve ser feito com os procedimentos de rotina, com o
intuito de identificar possiveis complicagdes. [19]

Em relagdo aos aspectos técnicos, as duas varidveis de maior importincia
durante a embolizacdo sdo a escolha do material embolizante e o ponto final da
embolizagdo. Embora uma série de materiais ja4 tenha sido empregada como agentes
embolicos, incluindo particulas, fluidos, baldes e adesivos, [18] os trés materiais mais
usados atualmente como agentes embolicos sdo as microesferas calibradas, as esponjas
hemostaticas e as particulas de PVA. [19]

O ponto final da embolizagdo parece ser de grande importancia para que o
procedimento seja bem realizado, j& que a injecdo insuficiente de material embolico
pode nao atingir o resultado desejado e uma super-injecao de material pode desencadear
intensa isquemia local, aumentando o risco de complicagdes. Ainda assim, sempre ¢
desejavel injetar a menor quantidade possivel de particulas embolizantes, para que as
chances de que migracdes acidentais dessas particulas ocorram para outros locais,
principalmente o ovario, sejam minimizadas. [19]

Como observado por PEIXOTO, [29] apesar do procedimento de embolizagdo
ser amplamente utilizado, muitos aspectos técnicos ainda nao foram bem estabelecidos,
como o ponto final mais adequado para o procedimento ou o agente embolico mais
propicio a ser utilizado, incluindo a faixa apropriada de tamanho. Segundo a autora,
observa-se na literatura que cada médico utiliza o procedimento que considera mais

indicado, de acordo com a situagdo clinica da paciente.
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Os agentes embdlicos

Um agente embolico ideal deve contemplar uma série de caracteristicas que
incluem: 1) ser eficiente na oclusdo vascular; i) ser de facil obtencdo; 1iii) ser
biocompativel; 1v) passar facilmente pelo cateter; v) levar a uma embolizacdo
homogénea; vi) produzir uma resposta inflamatoria; vii) ndo ser carcinogénico. [30]
Algumas dessas caracteristicas, como a facilidade de passar pelo cateter, estd
intimamente relacionado a morfologia das particulas. [31] Outras caracteristicas, como
a biocompatibilidade e a nao-carcinogenicidade, sdo requisitos basicos para qualquer
tipo de biomaterial.

Utilizando essas caracteristicas como um “guia” das metas a serem atingidas,
muitas pesquisas tém sido realizadas com o intuito de desenvolver novos agentes
embolicos, uma vez que a maioria dos agentes existentes ainda apresentam muitas
caracteristicas indesejadas, como morfologia irregular, tendéncia a formar aglomerados,
dificil passagem pelo cateter e a oclusdo incompleta dos vasos. [29]

Como citado anteriormente e revisado por KISILEVZKY & MARTINS, [19]
atualmente os trés principais agentes embolicos usados sdo as esponjas hemostaticas, as
microesferas calibradas e as particulas de PVA. As esponjas hemostaticas, mais
conhecidas por Gelfoam®, ¢ um material gelatinoso com capacidade de coagular o
sangue, que ja foi extensamente utilizado em procedimentos de embolizagdo.
Comercializado em duas apresentacdoes (pd com granulometria de 40-60 pm ou
laminas), o Gelfoam® possui algumas vantagens quando usado como agente embodlico,
como a facil injecao e o fato de estar “pronto para uso”, embora sua aplicagdo mais
frequente seja como agente hemostatico. [32] Contudo, uma grande desvantagem desse
material no uso como agente embolico ¢ a biodegradabilidade, que pode resultar na

recanalizagdo dos vasos ou do tecido embolizado com o tempo. [32, 33] Outro fator
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importante a ser considerado ¢ que o uso do Gelfoam® em pd pode acarretar em
necroses além do ponto de embolizacdo desejado, fato esse devido ao tamanho das
particulas. [32] Mesmo sendo reabsorviveis pelo corpo, as esponjas hemostaticas de
gelatina sdo particulas eficientes e seguras para uso em procedimentos de embolizagao
da artéria uterina, podendo ser usada para o tratamento de fibromas sintomaticos. Esse
material ainda possui uma propriedade interessante, que ¢ a capacidade de absor¢do de
fluidos. Essa caracteristica pode contribuir para que as particulas de gelatina usadas na
embolizagdo absorvam compostos, como por exemplo antibidticos, antes de sua injecao
no cateter, contribuindo para a prevencao de complicacdes, como as infecgdes
bacterianas. [33]

As microesferas calibradas sdo particulas de gelatina trisacrilica que possuem
morfologia esférica bem definida e distribuicio de tamanhos monodispersa. Essas
particulas, comercializadas com o nome de Embospheres®, vém sendo empregadas
como um novo tipo de agente embolico e apresentam diversas caracteristicas desejaveis,
como morfologia esférica, faixa de tamanhos precisamente calibrada, propriedades
hidrofilicas, maciez, ndo sdo absorviveis pelo organismo e apresentam facil passagem
pelo cateter. Todas essas caracteristicas resultam numa obstrucdo mais efetiva dos
vasos, além de uma penetragdo mais distal’. [29, 34, 35] As microesfereas calibradas de
gelatina trisacrilica j& mostraram eficiéncia clinica superior frente a outros agentes
embolizantes na devascularizagdo de miomas cerebrais [36] ¢ também na emboliza¢ao
de tumores oOsseos. [37] Na embolizagdo da artéria uterina, CHUA et al. [38]
verificaram que as microesferas calibradas (700-900 um) conseguem penetrar mais na
vascularizagdo dos miomas do que particulas ndo-esféricas de PVA (355-500 pum),

resultando em agentes embolicos mais especificos para esta pratica em especial. A

5 . A .
Anatomia. Refere-se ao ponto em que uma estrutura ou 6rgéo fica afastado do seu centro ou de sua origem. [25]
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agregacdo das particulas de PVA no cateter durante a aplicacdo ¢ provavelmente
associada ao formato irregular das particulas. [37]

Uma das principais razdes para que o PVA seja o material mais escolhido como
agente embolico, além da biocompatibilidade, ¢ o aumento de volume do PVA quando
entra em contato com meios aquosos, por causa da absorcao de dgua. Essa propriedade
permite as particulas de PVA “inchar” e provocar a obstru¢do do vaso embolizado. [29]
Outra razao importante ¢ o baixo custo de producao das particulas de PVA, que podem
levar a producao de materiais eficientes e acessiveis a populacdes de baixa renda.

O tamanho das particulas sempre foi ressaltado como um ponto importante,
desde que estudos sobre o uso da embolizagdo da artéria uterina comegaram a aparecer
na literatura médica. A esse respeito, WORTHINGTON-KIRCH et al. [39] chamaram a
atencdo para algumas mudangas importantes nos protocolos de embolizagdo,
principalmente associados ao tamanho das particulas de PVA usadas nos procedimentos
cirtrgicos, que passaram a ser usadas em duas faixas de tamanho: 300-500 um e/ou de
500-700 um. As particulas na faixa de 150-300 um estdo sendo abandonadas, devido ao
grande risco de efeitos colaterais, como infec¢des e necrose do tecido uterino. [26]
KISILEVZKY & MARTINS [19] relataram que melhores resultados pds-operatdrios
sdo alcancados quando particulas na faixa de 500 a 700 pm sdo utilizadas.

E muito importante enfatizar que a natureza hidrofilica do PVA promove uma
boa interagdo com os fluidos organicos e com as paredes dos vasos, o que permite
explicar a eficiéncia desse material nos agentes embolicos. Contudo, uma eficiéncia
similar pode ser obtida se o PVA constituir a superficie de outras particulas. Como o
controle da morfologia das particulas pode ser melhor realizado com outros materiais
através de técnicas simples, a incorporacdo de uma casca de PVA a outros materiais

constitui uma alternativa interessante.
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Embora o PVA seja largamente utilizado como agente embolico, outros tipos de
materiais continuam sendo desenvolvidos e estudados, com a caracterizacao
comparativa de desempenhos em diversos tipos de embolizagdo. Isto inclui
microparticulas de hidroxiapatita, [31] esferas de quitosana [40] e liquidos adesivos.

[41]

2.1.2 Polimerizacao em suspensio

A polimerizagdo em suspensao € um processo heterogéneo, que consiste na
suspensao inicial de um mondmero (contendo um iniciador e/ou catalisador) na forma
de gotas em uma fase continua, que geralmente ¢ a dgua. As gotas de mondmero sdao
mantidas em suspensdo e impedidas de aglomerarem por intermédio da combinagdo de
agitacdo do sistema e da adicao de agentes estabilizantes. Os agentes estabilizantes (ou
de suspensdo) mais usados sdo os polimeros soltiveis em dgua, como o poli(alcool
vinilico) (PVA), e os compostos inorganicos insoliiveis em agua, como o fosfato de
calcio. [3] Neste tipo de polimerizagdo, ¢ usado frequentemente um iniciador radicalar
soluvel no mondmero, tais como os peroxidos. Admite-se em geral que cada gota de
monOmero suspensa se comporta como um reafor em miniatura, onde ocorre uma
polimerizacdo em massa. Assim, a consideracao geralmente feita ¢ de que a cinética da
polimerizacao em suspensado seja similar a cinética da polimerizagdo em massa. [3, 6]

Por apresentar diversas vantagens praticas, como a facil recuperacao do
polimero e as baixas viscosidades do meio reacional, a técnica de polimerizagdo em
suspensdao ¢ usada preferencialmente para obtencdo de varias resinas comerciais,
incluindo polimeros e copolimeros de estireno, cloreto de vinila, acetato de vinila e

metacrilato de metila. [42] Na Figura 2.2, ¢ ilustrado um processo de polimeriza¢do em
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suspensao convencional, que utiliza um mondmero hidrofobico disperso em um diluente

hidrofilico, neste caso a 4gua — que constitui a fase aquosa continua do sistema.

Agitagdo

Polimerizagao

\ Fase organica

Fase Aquosa

Figura 2.2 — Representacdo esquematica do processo de polimerizagdo em suspensdo

convencional, utilizando um monoémero organico ¢ agua como fase continua.

Como revisado por MACHADO et al., [42] os principais tipos de polimerizagdo
em suspensao, usados para a produgdo comercial de polimeros, incluem a suspensao do
tipo pérola, do tipo granular, do tipo massa-suspensao (ou semi-suspensao), a suspensao
inversa, do tipo suspensdo-emulsdo, do tipo dispersdo e a micro-suspensdo. As
principais caracteristicas desses tipos de polimerizagdo em suspensao estao descritos na
Tabela 2.1, conforme revisado e descrito por MACHADO et al. [42]

Outra grande vantagem da técnica de polimerizagdo em suspensdo ¢ o fato de
que ¢ possivel controlar o tamanho médio final das particulas e a distribuigdao do
tamanho de particulas por meio de manipulacdo de variaveis operacionais do sistema,
como a velocidade de agitagdo. O tamanho médio das particulas obtidas na
polimerizacao em suspensao varia na faixa de 20 a 2000 pm, sendo que o tamanho final

das particulas e sua distribui¢do sdao definidos por um conjunto de fatores que incluem a
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concentracdo e o tipo de agente de suspensdo, o tipo de mondmero, a velocidade de
agitacdo e a presenca de cargas na mistura inicial. [42, 43] Além dessas varidveis,
comumente reportadas, fatores como o tipo de impelidor® usado, a cinética de
polimerizacdo, a tensdo interfacial e a viscosidade e densidade das fases continua e

dispersa também exercem grande influéncia no tamanho final das particulas formadas.

[44, 45]
Tabela 2.1 — Principais tipos de polimerizagdo em suspensio. [42]
Tipo de polimerizacio em suspensiao Principais caracteristicas
Pérolas esféricas de forma definida
Pérola ~
Conversdo entre 65-99%
Mondmero néo dissolve o polimero
Granular N .
Graos opacos e irregulares
Processo em duas etapas, considerando
Semi-suspensdo inicialmente em massa antes da dispersao
Obtengao de particulas com tamanhos homogéneos
Monomeros soluveis em dgua
Inversa . Ao
Meio dispersante organico
Processo em duas etapas, com producdo simultdnea
Suspensao-Emulsao de micro e nanoparticulas
Obtengao de particulas do tipo casca-nicleo
A polimerizagdo comeg¢a em solucdo e ocorre a
Dispersao precipitagdo da fase polimérica

Obtengao de particulas com tamanhos homogéneos

] Altas taxas de conversdo
Micro-suspensio N .
Obtengao de particulas com tamanhos homogéneos

O processo de formagdo das particulas em uma polimerizagdo em suspensao
pode ser entendido como uma sequéncia de trés etapas. Inicialmente, o que existe € uma
dispersao do monomero liquido em pequenas gotas, que sdo estabilizadas pela agdo do

agente de suspensao e a velocidade de agitacao do sistema. Na segunda etapa, acontece

¢ Adaptacio para a lingua portuguesa do termo em inglés impeller — parte rotatéria de um dispositivo que tem a fungio de
movimentar um fluido por rotagao.
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um equilibrio dindmico, usualmente reportado como de “quebra-coalescéncia”. Esse
fendmeno, que ocorre entre as gotas de mondmero-polimero, determina o tamanho final
das particulas presentes no sistema. O processo de “quebra-coalescéncia” das gotas
pode ser entendido da seguinte maneira: ao entrar em contato com o agitador, as gotas
se quebram; longe do impelidor as gotas se “juntam” (coalescem), ao entrarem em
contato umas com as outras. Na terceira etapa do processo, as gotas atingem uma
viscosidade tdo alta que se comportam como particulas poliméricas soélidas, nao
ocorrendo mais nem o quebramento nem a coalescéncia, fazendo com que as particulas
mantenham o tamanho constante. Este fendmeno tem muita importancia pratica, pois a
morfologia das particulas, assim como a e distribuicao de tamanhos, afeta diretamente o
manuseio e processamento do polimero. [43]

Embora o tamanho das gotas em uma polimerizagdo em suspensdo seja funcao
das taxas de quebra e coalescéncia do sistema, segundo BROOKS et al., [44, 45] a
evolucdo do tamanho de particulas pode ser descrita em quatro estdgios caracteristicos.
Estes estagios seriam:

Transig¢do — a taxa de quebra das gotas € superior ao de coalescéncia; ocorre a

reducdo do tamanho das gotas até a obtencdo de tamanhos bastantes

homogéneos.

Quasi-estaciondrio — a taxa de quebra € praticamente igual a de coalescéncia; o

tamanho das gotas permanece constante. A observagdo deste estagio depende

das condigdes experimentais usadas na polimerizagao.

Crescimento — a taxa de quebra ¢ inferior a de coalescéncia; crescimento das

gotas.
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Identificagdo — devido as altas viscosidades das gotas, estas passam a se
comportar como particulas sélidas, ndo sendo possivel mais coalescerem com

outras gotas. Nesta fase, as taxas de quebra e coalescéncia sao nulas.

Conforme revisado por MELO, [46] alguns estudos [44, 47] tiveram conclusdes
bastante semelhantes sobre a influéncia de algumas das principais varidveis que
influenciam a evolucdo e o tamanho final da particula em uma polimerizacdo em
suspensdao. Uma dessas variaveis ¢ o agente estabilizante usado nas reagdes em
suspensao — também conhecido como agente de suspensao.

O agente de suspensdo, ¢ um componente indispensavel na polimerizacdo em
suspensdo, pois esta classe de substidncias afeta diretamente a morfologia e a
distribuicao final de tamanhos das particulas. Os trés principais tipos de agentes de
suspensao usados nas reacoes de polimerizacdo em suspensao sao os polimeros soliveis
em agua (como a gelatina e o PVA), os sais inorganicos insoliiveis (como os sais de
Mg, Ca e Al) e as misturas (contendo, por exemplo, polimeros organicos e sais
inorganicos). [43] Dentre os inimeros estabilizantes disponiveis, o0 PVA ¢ um dos
compostos mais usados nas polimerizagdes em suspensao. [42] A grande vantagem do
uso do PVA, assim como dos demais agentes de suspensdo poliméricos, € que esses
estabilizantes diminuem a tensdo interfacial entre a gota de mondmero e a fase aquosa
do sistema, permitindo a estabiliza¢do da interface e contribuindo com a reducao das
taxas de coalescéncia. Os agentes de suspensdo também previnem a coalescéncia entre
as gotas ao adsorverem na superficie e formarem uma fina camada protetora. Os sais
inorganicos usados como agentes de suspensdo apresentam algumas vantagens frente
aos estabilizantes poliméricos. Dentre essas, destacam-se os fatos de serem mais

baratos, causarem menor impacto ambiental e ndo formarem um filme sobre a superficie
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das particulas, de maneira que os sais podem ser facilmente retirados do produto final
por lavagem. [43] De um modo geral, espera-se uma diminui¢do no tamanho de
particulas, a medida que se aumenta a concentragdo de agente de suspensdao no meio
reacional. [44, 47]

Juntamente com a quantidade de agente de suspensao, a velocidade de agitacao ¢
a uma das varidveis mais utilizadas para controlar o tamanho de gotas/particulas em
uma reagdo de polimerizacao em suspensdo. O aumento da velocidade de agitagdo leva
a geragdo de gotas menores, a0 aumentar a taxa de quebra das gotas, embora o aumento
de velocidade também possa aumentar a taxa de coalescéncia das gotas. [44, 45]

Nos processos de polimerizagdo em que monOmeros vinilicos sdo usados, a
polimerizacao ocorre usualmente por meio do mecanismo de radicais livres. Como ja
descrito, neste tipo de polimerizagdo € necessario gerar radicais livres para iniciar a
reacdo de polimerizagdo, etapa esta que pode ser feita por intermédio de diversos tipos
de mecanismos. [1, 3] Assim como os agentes de suspensdo, existem diversos tipos de
iniciadores disponiveis para os mais diversos tipos de sistemas de polimerizagdo.
Entretanto, para a polimerizacdo em suspensdo, os iniciadores devem ser soluveis na
fase dispersa do sistema; ou seja, na fase que contém os mondmeros. Em geral
pertencentes a familia dos peroxidos organicos ou azocompostos, os iniciadores usados
nos processos de polimerizacdo em suspensdo sdao misturados a fase dispersa (0,1 a
0,5% em relagdo a massa de mondmero) antes do sistema alcancar a temperatura de
reagdo. [42]

Além das variaveis citadas, o comportamento cinético da polimerizacdo pode
influenciar drasticamente o tamanho e a distribuicdo de tamanhos final das particulas
produzidas na polimerizacdo em suspensdao. Uma vez que a identidade final das

particulas estd intimamente associada ao aumento da viscosidade das gotas durante as
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reagoes de polimerizacdo, varidveis que atuam diretamente sobre a cinética de
polimerizacdo (como a concentragdo de iniciador e a temperatura de polimerizagao)
também exercem uma importante influéncia sobre o tamanho final das particulas
formadas ¢ sua distribui¢do. [44, 45]

Na técnica de suspensdo, as reagdes de copolimerizacdo normalmente sio
conduzidas em batelada, empregando-se comondmeros misciveis na fase organica e
alimentados de uma unica vez, embora comondmeros que apresentem solubilidade em
agua também possam ser empregados. [42] Essas estratégias operacionais ndo sao muito
comuns por causa do bem conhecido efeito de desvio de composi¢do em reagdes de

copolimerizagao conduzidos em batelada. [3]

2.1.3 Particulas esféricas com morfologia do tipo

casca-niucleo de PVA/PVAc

O PVA, representado na Figura 2.3, ¢ um polimero que nao pode ser sintetizado
diretamente por polimerizagdo, pois o seu mondmero (o alcool vinilico) ndo existe em
estado livre. Desta forma, a estratégia usada para obter o PVA consiste em primeiro
sintetizar um polimero, que em geral ¢ um poli(éster vinilico), e depois modifica-lo até

a obtencao do PVA. [29, 48, 49]

OH

Figura 2.3 — Poli(alcool vinilico) (PVA)
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O poli(éster vinilico) mais empregado na produgcdo do PVA ¢ o poli(acetato de
vinila) (PVAc). Este polimero pode ser sintetizado através de polimerizagdo via radicais
livres a partir do mondmero acetato de vinila (VAc), que possui uma grande tendéncia
de formar polimeros ramificados (Figura 2.4). O PVAc ¢ um polimero que possui baixa
resisténcia quimica e, consequentemente, uma alta susceptibilidade a degradacao. Dadas
essas caracteristicas, a obtencdo do PVA geralmente ocorre em duas etapas:
primeiramente faz-se a sintese do PVAc a partir do VAc e, posteriormente, faz-se a
modificagdo do PVAc a PVA por meio de uma reagdo quimica. [29]

As propriedades fisicas e quimicas do PVA sintetizado dependem diretamente
do tipo de polimero usado para sua producdo e também das condigdes de operacao da
etapa de modificacdo. Varidveis como temperatura de reagdo, conversao do monodomero
em polimero, uso de solvente, quantidade e tipo de iniciador, etc., ndo influenciam
apenas a qualidade do PVAc obtido, mas também a qualidade do PVA que sera

sintetizado. [48]
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Figura 2.4 — Reagdo de polimerizacdo do acetato de vinila.

A modificagdo do PVAc para formar o PVA pode ser realizada com auxilio de
diversas estratégias. Geralmente, esses métodos de hidrolise sao agrupadas de acordo
com o tipo de catalisador usado. Essas reacdes estdo representadas nas Figuras 2.5 a 2.8,

conforme descrito por FINCH. [49]
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Figura 2.5 — Reagdo de alcoolise de PVAc.
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Figura 2.6 — Reagdo de hidrolise do PVAc.

o]

Nn/ + nHNRR, o mn/ + nRJhN)k
%‘

OH

Figura 2.7 — Reag@o de amindlise do PVAc.
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Figura 2.8 — Reag@o de amonolise do PVAc.

Durante a transformagdo do PVAc em PVA, deve-se considerar que também

acontecem reacoes secundarias paralelamente a reacdo principal. Conforme

exemplificado na Figura 2.9, uma pequena quantidade de monomero residual (acetato
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de vinila) pode reagir, sendo convertido a acetaldeido, caso seja empregado um
catalisador alcalino e compostos hidroxilados alifaticos. [50]

Os dois métodos mais empregados para produzir PVA a partir de PVAc sdo as
reagoes de hidrolise (também conhecida como reacao de saponificagdo) e a reagdo de
transesterificacdo (alcodlise). Em ambos os casos, o PVA precipita quase que
instantaneamente na forma de flocos com morfologia irregular. [48, 51] O PVA obtido
pelos métodos descritos anteriormente costumam apresentar coloragdo que varia do
branco ao amarelo (cor associada a formagao de subprodutos indesejados ou a presenga
de acetato de vinila residual) na forma de p6é ou de granulos. Mesmo existindo uma
grande variedade de qualidades, os tipos de PVA produzidos e comercializados podem
ser classificados como PVA’s parcialmente hidrolisados ou totalmente hidrolisados.

[48]

5 o + ROH KOH - \\ N

@)

RO

Figura 2.9 — Reagdo secundaria do VAc durante a hidrolise do PVAc em PVA.

As resinas de PVA produzidas industrialmente geralmente sdo obtidas por
alcoolise do PVAc, que apresenta elevadas taxas de reacdo e promove a hidrolise do
PVAc a PVA quase por completa. Por esta razdo, a obtencdo de resinas parcialmente
hidrolisadas por alcodlise ¢ dificil, considerando-se as condi¢cdes de hidrolise
convencionais. Outro fato importante ¢ que a obtencdo de particulas com morfologia

definida ¢ muito dificil nas condi¢des usuais de operacao, ja que as resinas de PVA sdo
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insoltiveis no alcool usado nas reagdes (quase sempre o metanol), o que ocasiona sua
precipitacdo na forma de flocos irregulares, a medida que sao formadas. [52]

Como discutido nas segdes anteriores, os agentes embolicos possuem trés
requisitos importantes: o tipo de material usado, o tamanho das particulas e a forma das
particulas. Entretanto, a maioria dos agentes embolicos hoje disponiveis ainda apresenta
uma série de inconvenientes, como morfologia irregular, tendéncia a formar
aglomerados e dificuldade em passar pelo cateter. [29, 52]

De longe, o PVA ¢ o material mais usado e pesquisado, devido a algumas de
suas caracteristicas, principalmente a biocompatibilidade. Mesmo assim, o PVA
sintetizado para ser usado como agente embolico deve ter, além das propriedades ja
mencionadas, boa resisténcia a solventes e também uma elevada resisténcia térmica,
para que este seja estavel a procedimentos de esterilizacao do material. [53]

PINTO et al. [53] observaram que os trés requisitos desejados para um agente
embolico podem ser controlados, usando o sistema de polimerizagdo em suspensdo. A
grande questdo tecnoldgica diz respeito a obtengdo de particulas esféricas de PVA, ja
que, como discutido previamente, este polimero ndo pode ser obtido por polimerizagdao
direta de seu mondmero. Desta maneira, foi proposta a sintese do PVAc pelo método
classico de polimerizacdo em suspensdo, seguida de uma reacdo de modificagdo (por
exemplo a hidrdlise), para obter particulas esféricas com morfologia casca-nucleo, em
que a casca modificada ¢ formada por PVA e o nticleo denso ¢ formado por PVAc.

O esquema geral proposto por PINTO et al. [53] esta representado na Figura
2.10. As principais vantagens do processo incluem a obtencao das particulas esféricas
com morfologia casca-nucleo em um processo sequencial em duas etapas, a

possibilidade de controlar a formacao da “casca” de PVA e a flexibilidade de usar

28



diversas condi¢des experimentais para produzir materiais com propriedades distintas — o
que inclui o uso de comonomeros, solventes, farmacos, substancias ativas, etc.
Posteriormente, PEIXOTO et al. [52] e PEIXOTO [29] utilizaram vérios tipos
de solventes organicos (como o pentano, o ciclohexano e o heptano) durante a obten¢do
das particulas esféricas com morfologia casca-nicleo de PVA/PV Ac, misturando-os a
fase monomeérica. O uso de solvente permitiu a obtengdo de particulas porosas menos
densas, o que constitui uma vantagem durante a aplicagdo do agente embolico, pois
diminui alguns problemas frequentemente relatado pelos médicos, como agregacao no

cateter de injecdo e a rapida sedimentacao das particulas embolizantes ainda na seringa.

Polimerizagao Modifica¢do
— —

2 A

Fase organica
Fase aquosa

Figura 2.10 — Ilustragdo do processo de obtencao das particulas esféricas com morfologia tipo

casca-nucleo de PVA/PV Ac por polimerizagdo em suspensdo proposta por PINTO et al. [53]

As vantagens praticas observadas pelas particulas casca-nticleo de PVA/PVAc
incluem o fato de o PVA encontrar-se suportado em um material praticamente insoluvel
em solugdes aquosas, que ¢ o PVAc. Isso evita que as particulas se solubilizem em

solucdes aquosas, o que contribui para melhorar a estabilidade quimica e mecanica das
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particulas, o que ¢ muito positivo nessa aplicagdo. Além disso, as particulas com
estrutura casca-nucleo tendem a “inchar” menos, uma vez que a camada de PVA
formada ndo ¢é tao extensa, diminuindo o aumento de volume das particulas e as chances
de obstrugdes ndo desejadas do cateter. [29] Finalmente, a cobertura da casca de PVA ¢
suficiente para conferir o carater hidrofilico as particulas preparadas.

Quanto ao desempenho das particulas no procedimento de embolizacdo, as
matrizes de PVA/PVAc esféricas e com morfologia casca-nucleo mostraram ser muito
mais eficientes que as particulas de PVA com morfologia irregular (Figura 2.11). Testes
in vivo [21, 52, 53] com coelhos demonstraram que, embora ambos os tipos de
particulas sejam eficientes quanto a oclusdo do vaso, quando as particulas esféricas
foram empregadas, a fibrose do tecido embolizado foi mais intensa.

E importante enfatizar que as particulas foram testadas in vivo, para o tratamento
pré-operatorio de tumores com sucesso. [54, 55] Por isso, o uso desse material foi
aprovado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil), sendo atualmente

comercializado com o nome de Spherus® (First Line Brasil).

Vessel wall

Figura 2.11 — Comparacdo entre particulas irregulares de PVA (A) e de particulas com
morfologia casca-nicleo de PVA/PVAc (B) e suas respectivas eficiéncias na embolizacdo

vascular. [52]
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Como verificado por PINTO et al. [53], MENDES et al. [21] e PEIXOTO et al.
[52], dentre todas as caracteristicas e requisitos desejados para um agente embolico, a
forma e o tamanho das particulas exercem influéncia marcante no resultado final da
emboliza¢do, mostrando-se de forma inequivoca que procedimentos realizados com
particulas esféricas apresentaram melhores resultados frente a agentes embdlicos
irregulares. Entretanto, quando varios agentes embolicos esféricos sdo comparados,
diferencas nas caracteristicas das particulas e na eficiéncia das mesmas na embolizagdo

vascular podem também ser observadas. [56]

2.1.4 Incorporacao de farmacos em polimeros

Em 1968 a Alza Corporation (Palo Alto, CA, EUA) criou o termo drug delivery
system para introduzir o conceito de um sistema de liberagdo continuada de farmacos,
que proporcionaria a acdo farmacologica desejada com minimos efeitos colaterais. As
principais caracteristicas desejadas para um sistema de liberacdo controlada sdo a
capacidade de absorver o farmaco e a capacidade de libera-lo de forma controlada em
um sitio de agdo especifico. Essas caracteristicas sdao melhor entendidas quando os
medicamentos usados sdo os anti-cancerigenos. Nestes casos, essa classe de fArmacos ¢
altamente toxica e responsavel por uma série de efeitos colaterais, estes devem ser
liberados apenas em “alvos” especificos (as células “doentes’), em quantidades e tempo
suficientes para realizar o tratamento. [57]

Para ser considerado ideal, um sistema de liberacao controlada de fArmacos deve
ter algumas caracteristicas chaves que incluem a biocompatibilidade, a resisténcia
mecanica, o conforto para o paciente, a absor¢ao de altas quantidades de droga durante
o preparado, a ndo liberagdo da droga acidentalmente, a facil produgdo e a possibilidade

de esterilizacdo. Para sistemas de liberacao controlada de drogas anti-cancerigenas,
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algumas propriedades adicionais sdo também desejadas. Entre elas podem ser citadas a
capacidade atingir o “cdncer” de maneira especifica, promover a absorcao da droga pelo
tecido “doente”, de controlar e manter a liberacdo da droga durante o tratamento, de
aumentar o tempo de exposicdo do tumor ao farmaco e também de ndo permitir a
elevagao dos niveis do medicamento sistemicamente. [58]

Muitos estudos e pesquisas tém sido realizadas para desenvolver sistemas de
liberacdo de farmacos. [57, 59-67] Neste contexto, os materiais poliméricos
(principalmente os sintéticos) apareceram com destaque por apresentarem inumeras
vantagens. [68, 69] A principal delas ¢ a facilidade de produzir, sintetizar e/ou
modificar inimeros tipos de polimeros, para serem usados como dispositivos de
liberacdo controlada, em fun¢do do farmaco ou alvo desejado. Outras caracteristicas
importantes sdo a biocompatibilidade e a biodegradabilidade, [70] comuns a muitos
polimeros naturais e sintéticos.

No que se refere ao preparo de microcapsulas e/ou microesferas (ou
respectivamente nanocapsulas e nanoesferas) poliméricas, para serem usadas como
sistemas de liberacdo controladas de droga, existem basicamente dois métodos usados
para carregar as drogas ou substancias ativas nas matrizes poliméricas: incorpora¢do ou
adsor¢do. No primeiro método, a substancia ¢ solubilizada no meio reacional de
polimerizacdo antes da adicido do mondmero, o que faz com que a substincia
encapsulada fique presa no interior da matriz. Na segunda estratégia, a substincia €
adicionada ao meio quando a matriz polimérica ja estd formada. Neste método, a
substancia encontra-se adsorvida predominantemente na superficie do dispositivo. [61]

O método de incorporagdo € extremamente interessante, pois permite sintetizar a
matriz polimérica e carregar o farmaco desejavel simultaneamente. Do ponto de vista de

processo, elimina-se uma etapa e reduzem-se os custos globais de producao do
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dispositivo. Porém, o maior desafio deste método ¢ garantir que o farmaco incorporado
tenha sua atividade preservada, ja que os componentes e condigdes da polimerizagao
podem interagir com o farmaco, destruindo a molécula ou desativando o centro ativo
que ¢ responsavel pela acao farmacoldgica.

HENRY-MICHELLAND et al. [71] utilizaram a polimerizacdo em emulsao
para incorporar antibioticos B-lactdmicos (ampicilina e gentamicina) em nanoparticulas
biodegradaveis de policianoacrilatos. Os autores verificaram que os antibidticos
preservaram sua atividade antimicrobiana apds o processo de polimerizagdo, além de
confirmarem que o perfil de liberagao dos antibidticos depende da degradacdao da matriz
polimérica (que, no caso dos acrilatos, ¢ feita principalmente por via enzimatica).
Usando a mesma estratégia de producdo, COUVREUR et al. [72] testaram a atividade
in vivo de nanoparticulas de poli(iso-hexilcianoacrilato) carregadas com ampicilina,
verificando que a absor¢ao da ampicilina foi maior quando esta estava associada as
nanoparticulas, em comparac¢ao com a droga livre.

FONTANA et al. [63] descreveram uma metodologia para preparar
nanoparticulas de polietilcianoacrilatos (PECA) carregadas com antibiodtico
(ampicilina). As particulas foram preparadas por polimerizagdo em emulsdo e a
incorporagdo do antibidtico foi feita através da fase aquosa do sistema. Os autores
observaram que o processo de incorporagdo da droga ndo afetou a atividade do farmaco
nem o tamanho das nanoparticulas formadas. Em outro estudo, FONTANA et al. [62]
utilizaram a mesma metodologia para preparar nanoparticulas de PECA, agora
carregadas com outro tipo de antibiotico (amoxicilina), e avaliaram a influéncia da
adi¢do de polietilenoglicol (PEG) no momento da polimerizag¢do. O uso do PEG alterou

as propriedades das nanoparticulas sintetizadas, como o tamanho das particulas
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formadas, o potencial zeta, a capacidade de incorporagao do farmaco e o perfil de
liberacao de farmacos das nanoparticulas.

SOMA et al. [73], com o intuito de contornar efeitos de resisténcias a drogas,
utilizaram a tecnologia de polimerizagdo em emulsdo para incorporar dois farmacos
com agao anticancerigena em uma mesma nanoparticula de policianoacrilato. Os testes
in vitro mostraram que, além de terem suas atividades farmacologicas preservadas, a
incorporagdo de ambos os farmacos na mesma nanoparticula provocou uma agdo
sinérgica positiva.

Como brevemente descrito, a maior parte dos estudos que utilizam a técnica de
incorporagdo de farmacos em particulas poliméricas produz os polimeros por
intermédio de sistemas em emulsdo. Contudo, ha alguns estudos que utilizam outras
técnicas, como o caso de ICONOMOPOULOU et al. [64], que incorporaram agentes
antimicrobianos em particulas poliméricas, usando a técnica de polimerizagdo em
suspensao, € por PARK & KIM, [74] que incorporaram um antibidtico em particulas de
PV Ac por miniemulsdo.

O método mais facil (e mais usado) para carregar dispositivos com farmacos € a
metodologia de adsorcao cléssica, que consiste em colocar os dois materiais em contato.
Este método, conforme descrito por LEWIS et al., [75] € o mais empregado para
preparar os agentes utilizados em quimioembolizagdo e também para carregar outras
substancias ativas nas particulas de polimeros, como, por exemplo, proteinas e vacinas.
[66, 76-78]

Além da adsor¢do classica, algumas outras técnicas também sdo usadas como
estratégia para carregar farmacos, como a solubilizagdo do polimero em um solvente
organico, [79] a deposicao interfacial, [80] a secagem por spray-drying [81] e a técnica

de evaporagao de solvente. [67, 82]
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As técnicas de incorporagdo e adsor¢ao sao usadas conforme a necessidade do
dispositivo a ser preparado. Embora o método de incorporacao seja atrativo do ponto de
vista do processo, nem sempre ele pode ser usado. A escolha entre a técnica de
incorporagdo ¢ a técnica de adsor¢do depende do tipo de resposta esperada. Como
exemplo, ARIAS et al. [83] prepararam um sistema polimérico magnético de liberagcdo
controlada de quimioterapicos. Os dispositivos, que apresentaram morfologia do tipo
casca/nucleo, foram sintetizados via polimerizagdo em emulsdo e o carregamento dos
farmacos nas matrizes poliméricas foi feito tanto pelo método de incorporagdo quanto
pelo método de adsorcao. Os autores constataram que, dependendo do método utilizado,
diferentes perfis de liberacdo dos farmacos sao obtidos. Em geral, drogas incorporadas
no momento da polimerizagdo levam o dispositivo a apresentar um perfil de liberacao
bifasico e mais lento, quando comparados aos perfis obtidos quando as drogas sdo
adsorvidas nos dispositivos.

TUROS et al. [84, 85] desenvolveram uma nova metodologia para carregar
antibidticos B-lactdmicos pouco soliveis em agua em matrizes poliméricas a base de
acrilatos. Segundo a abordagem proposta, primeiro transforma-se inicialmente o
farmaco em um derivado de acrilato. Em seguida, o farmaco funcionalizado ¢
dissolvido com o mondmero, sendo as particulas poliméricas, com o farmaco
incorporado, sintetizadas por polimerizagdo via radicais livre. Os autores mostraram que
o uso de farmacos funcionalizados leva a formagao de um polimero em que o farmaco
esta de fato ligado covalentemente a matriz e que as particulas poliméricas formadas
apresentaram atividade antibacteriana in vifro e mostraram ainda que, de alguma forma,
a matriz polimérica aumentou a eficiéncia do antibidtico, quando este se encontrava
ligado covalentemente a matriz. Os autores destacaram que a metodologia torna facil a

preparagdo de matrizes poliméricas conjugadas com antibioticos e também torna
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possivel a incorporacdo de farmacos pouco soluveis em agua direto na matriz
polimérica, sem a necessidade de pds-processamentos.

Uma outra abordagem alternativa € a funcionalizagdo do mondmero, para que
este apresente atividade farmacoldgica. Esta foi a estratégia usada por CAO & SUN
[86] para o desenvolvimento de uma emulsdo polimérica com atividade antimicrobiana,
para uso posterior como aditivo de tintas comerciais. Embora este material a principio
ndo tenha uso farmacéutico, a estratégia utilizada (de primeiro funcionalizar o
monomero € depois fazer o polimero) leva a formacdo de um material com
“propriedades farmacologicas”, sem que necessariamente exista um farmaco a ser

incorporado e/ou adsorvido a matriz polimérica.

2.2 Objetivo e justificativa

O principal objetivo deste Capitulo € verificar as influéncias da incorporacdo in
situ de um farmaco durante o processo de polimerizagdo em suspensado, para a producao
de microparticulas poliméricas, com morfologia tipo casca-nticleo, para serem usadas
como agentes embolicos. Para este fim, serd usado um farmaco modelo (amoxicilina) e
serdo avaliadas as alteracOes nas caracteristicas morfologicas e moleculares das
microparticulas poliméricas sintetizadas na presenga do farmaco.

Embora haja muitos estudos que se proponham a encapsular farmacos utilizando
técnicas de polimerizagdo, poucos sdo os que estudam as influéncias da incorporagdo in
situ deste farmaco sobre as caracteristicas e propriedades finais do polimero obtido.
Grande parte, se ndo todos os estudos, tem como principal foco estudar a cinética de
liberacdo dos farmacos, sendo que a caracterizacdo do polimero € vista como um

aspecto secundario do problema, na maior parte das vezes ndo abordada. Além disso,
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nenhum estudo reportou os efeitos da incorporagdo in situ de farmacos durante a
polimerizacao em suspensao para a obtencao de agentes embolicos.

A escolha da amoxicilina ¢ justificada pois além de servir como farmaco
modelo’, o uso de antibidticos ¢ feito profilaticamente em procedimentos de
embolizagdo, [20] sendo que alguns autores ja previram uma possivel associacdo de
farmacos antibioticos com agentes embolizantes; também para fins profilaticos. [33]
Além disso, o desenvolvimento de um agente embolico com algum tipo de antibidtico
pode aumentar o tempo de armazenamento do material, embora seja importante
enfatizar que este tipo de material deve ser estéril e ndo apenas isento de

microrganismos vivos.

2.3 Metodologia experimental

A metodologia experimental usada seguiu basicamente as especificacoes
descritas previamente por PINTO et al, [52, 53] com algumas modificacdes

experimentais para promover a incorporagao in situ do firmaco.

2.3.1 Materiais

Foram usados os seguintes reagentes: acetato de vinila (VAc, 99%, Vetec
Quimica Fina), 4gua (destilada, desmineralizada e microfiltrada), amoxicilina
trihidratada compactada (Grau A, Laboratorio Globo Ltda.), cloroférmio deuterado
(CDCls, 99,8%, Cambridge Isotope Laboratories), dimetilsulfoxido deuterado (DMSO,

99,9%, Cambridge Isotope Laboratories), hidroxido de sodio (NaOH, 99%, Vetec

O termo “farmaco modelo” foi empregado nesta Tese sendo um farmaco que possuisse atividade farmacologica direta ou indireta
na embolizagdo vascular e que pudesse servir de base comparativa para possiveis estudos com outros fairmacos.
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Quimica Fina), lauril sulfato de so6dio (LSS, 90%, Vetec Quimica Fina), metacrilato de
metila (MMA, 99%, Sigma-Aldrich ou Denstply Brasil), peréxido de benzoila (BPO,
97%, Vetec Quimica Fina), poli(alcool vinilico) (PVA, 88% de hidrolise e Mw = 78.000
g/mol, Vetec Quimica Fina,) e tetrahidrofurano (THF, 99,9%,Tedia).

Em todos os experimentos relatados neste Capitulo, utilizaram-se os reagentes
conforme recebidos pelos fornecedores, ndo sendo empregado nenhum tipo de
procedimento de purificacdo. A unica exce¢do foi a dgua usada nos experimentos, que

foi destilada, desmineralizada e microfiltrada.

2.3.2 Unidade Experimental

A unidade experimental usada nas reagdes de polimerizacdo e na etapa de
saponificagdo esta ilustrada na Figura 2.12. A unidade era operada na pressdo
atmosférica e a afericdo da temperatura dentro do reator acompanhada com fermopar ¢

eventualmente através de um termdmetro de mercurio.

Figura 2.12 — Esquema e fotos parciais da unidade experimental usada nas reagdes de

polimerizagao e na etapa de saponificagao.
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A unidade experimental apresentada na Figura 2.12 era composta por: reator de
vidro encamisado de 1 L (FGG Equipamentos Cientificos Ltda, Brasil), conectado a um
sistema de aquecimento/refrigeracdo a agua com temperatura programada Haake
Phoenix II (Thermo Electron Co., Alemanha), equipado com tampa de aco inoxidavel
com 6 orificios, agitador mecanico EuroStar Digital (IKA, Alemanha), haste reta,
impelidor tipo hélice com 6 pas e condensador de serpentina de vidro, conectado a um
sistema de refrigeracdo a agua com temperatura programada Isotemp 2028P (Fisher

Scientific com refrigerador PolyScience KR30A).

2.3.3 Métodos

Polimerizacdo em suspensao

As reagoes de polimerizagdo em suspensao, via mecanismo classico de radicais
livres, foram realizadas na unidade descrita anteriormente. O procedimento adotado foi
o mesmo descrito por PINTO ef al., [53] exceto quando especificado.

Os componentes da receita padrao usada nas polimerizagdes em suspensao estao
descritas na Tabela 2.2. Inicialmente adicionava-se ao reator uma solugdo do agente de
suspensao no meio dispersante € aquecia-se o reator até a temperatura estipulada para a
reacao (70-90°C). Apos atingir a temperatura desejada, era adicionada uma solucao
contendo (co)mondmero(s) e o iniciador, mantendo o sistema na temperatura e
velocidades de agitacao (600-700 rpm) definidos no plano da reagdo. A adigdo dos
componentes organicos da suspensdo caracterizava o inicio da reacdo, que tinha uma
duragdo de aproximadamente 240 minutos. Ao final da etapa de reacdo, a temperatura
do reator era ajustada para 30 = 5 °C e o conteudo do mesmo era retirado. A obten¢do

do polimero era feita separando-se o precipitado do sobrenadante por filtracdo,
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utilizando-se agua destilada para lavar as particulas. O polimero obtido era entdo seco
em estufa a vacuo a 25 °C e processado em gral de porcelana, até a separacdo dos
granulos observados visualmente. Nas reacOes realizadas, adicionou-se um farmaco
numa propor¢do que variava de 0-1% (m/m) em relacdo a quantidade de mondmero
utilizado na formulacao. O farmaco era adicionado ao meio reacional de duas formas: o
primeiro método consistia na dissolu¢do do farmaco na solugdo organica, que era
composta pela mistura do(s) (co)mondmero(s) e iniciador; o segundo método

empregado era o de solubilizar o farmaco na fase aquosa do meio.

Tabela 2.2 — Receita genérica de polimerizagdo em suspensdo a 70 ou 90 °C.

Fase continua Fase dispersa Quantidade (g) Funcio
Agua 420 Fase continua
PVA 0,2 Agente de suspensao
VAc 140 — 200 (co)Mondmero
MMA 0-60 Comondmero
BPO 2-4 Iniciador
Farmaco* 0-2 Farmaco

PVA = poli(alcool vinilico); VAc = acetato de vinila; MMA = metacrilato de metila; BPO = peroxido de benzoila.

Reacao de saponificacdo

A reacgdo de saponificagdo, que visa a conversao parcial do PVAc superficial em
PVA, foi realizada seguindo basicamente a metodologia descrita por PINTO et al. [53]
e PEIXOTO [29]. A principal diferenca em relagdo a metodologia originalmente
proposta ¢ que, para poder estudar os efeitos da incorporacdo do farmaco nas
propriedades dos polimeros (nucleo e também na casca de PVA), este processo foi
realizado em duas etapas distintas.

No procedimento adotado, em um sistema com controle de agitacdo e

temperatura, 20 g de polimero seco reagiam com 20 mL de solu¢ao NaOH 40% (m/v)

em 80 mL de agua, durante 2 horas, mantendo-se a temperatura controlada em 30 + 5 °C
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e a agitacdo em 500 rpm. Ao final da reagdo, o polimero era recuperado por filtracao,

lavado com agua destilada e seco em estufa a vacuo a 25°C.

2.3.4 Caracterizaciao

Microscopia

As caracteristicas macroscopicas das particulas obtidas foram determinadas com
auxilio de um microscopio 6tico SMZ 800 (Nikon, Japao) e camera digital Coolpix 995
(Nikon, EUA). A microestrutura das particulas foi analisada com auxilio de microscopia
eletronica de varredura, em equipamento Quanta 200 (FEI Company, EUA). Neste caso,
antes da visualizacao as amostras eram recobertas com uma camada de ouro de 300 nm,

utilizando-se um metalizador JFC-1500 (JEOL, Japao).

Cromatografia de permeagio em gel (GPC)

As determinacdes de massas molares dos polimeros sintetizados foram
realizadas em cromatdgrafo Waters, usando THF como fase movel (vazdo 1 mL/min) e
equipado com detector de refracio 410 e trés colunas Styragel HR (500 — 30 x 10° Da, 5
x 10° — 600 x 10° Da e 2 x 10° — 4 x 10° Da) a 40 °C. O sistema foi calibrado
utilizando-se 12 padrdes de poliestireno (Shodex Standard).

Todas as analises de GPC descritas neste Capitulo foram realizadas no Centro de
Caracterizagdo e Desenvolvimento de Materiais (CCDM) da Universidade Federal de
Sao Carlos — SP, Brasil. As distribui¢cdes de massas molares apresentadas neste Capitulo

foram normalizados em relagdo ao valor méximo, segundo a relacao:
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Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Aproximadamente 10 mg de amostra eram pesadas em uma capsula de aluminio,
selada com o auxilio de uma prensa. A determinacdo da T, foi realizada em um
calorimetro DSC-7 (Perkin-Elmer, EUA), na faixa de -20 a 140 °C, a uma taxa de
aquecimento de 10 °C/minuto e durante a segunda rampa de aquecimento, para eliminar

a historia térmica do polimero.

Ressondncia Magnética Nuclear de Carbono (" C-RMN)

As andlises de "“C-RMN descritas neste Capitulo foram realizadas em
equipamento Varian UNIT-Plus (Varian Analytical Instruments, EUA), operando a 100
MHz e equipado com uma sonda de 10 mm de didmetro interno. Para preparo das
amostras, utilizou-se ou cloroféormio deuterado (CDCI3) ou dimetilsulféxido deuterado
(DMSO). O tetrametilsilano (TMS) foi usado como referéncia interna e manteve-se a
temperatura constante em aproximadamente 25°C em todas as andlises realizadas.

A Tabela 2.3 e a Figura 2.13 apresentam os deslocamentos especificos dos
nucleos de carbono para o PVAc, PMMA e PVA, de acordo com os polimeros
sintetizados e de dados ja catalogados na literatura. [87, 88] A Tabela 2.4 apresenta os
deslocamentos especificos dos ntcleos de carbono da amoxicilina, sendo o espectro de
BC-RMN apresentado na Figura 2.14. Baseando-se em dados ja publicados [87] e
também em espectros gerados por simuladores de RMN, foi possivel identificar todos

os deslocamentos especificos para o firmaco, conforme assinalado no espectro.
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Tabela 2.3 — Deslocamento dos nucleos de carbono de PVAc e PVAc-co-PVA.

Carbono PVAc PMMA PVA
Exp® Ref™” Exp® Ref™” Exp® Ref™*
Al 66.4 66.4
A2 38.8 38.9
A3 54.2 54.6
A4 44.7 44.5
AS 67.9 68.4
Ab 44.8 45.3
Bl 170.1 170.0
B2 20.7 20.6
C1 177.7 177.5
C2 51.6 514
C3 18.516.2 18.116.4

PVAc = poli(acetato de vinila); PMMA = poli(metacrilato de metila); PVA = poli(alcool vinilico).
Valores em ppm para *C-RMN; *CDCls; "BRANDOLINI & HILLS [88]; °D-0.

C3
A2 Ad A6
Al AS
n A3\ /M ]
(0]
(0] (0] Cl1 OH
Bl
(0]
B2

C2

Figura 2.13 — Deslocamento de ?C-RMN para poli(acetato de vinila) (PVAc), poli(metacrilato
de metila) (PMMA) e poli(alcool vinilico) (PVA).

Tabela 2.4 — Deslocamento dos nucleos de carbono da amoxicilina.

Carbono Amoxicilina® Referéncia” Simulador®
C2 60.3 64.6 59.80
C2a 29.9 27.5 26.49
C2 33.7 31.8 31.32
C3 75.4 73.9 69.48
C5 67.0 67.0 66.54
C6 58.4 57.5 60.34
C7 - 170.0 166.30
C9 175.7 173.1 176.30
C10 - 57.2 -
Cl1 172.4 173.6 171.62

C3’ Cs 118.0 115.0 117.22
Cr’ 129.3 128.1 130.41

C2 C&’ 131.5 1314 127.55
c4’ 160.6 156.8 -

Valores em ppm para *C-RMN; “DMSO; "DI STEFANO et al. [87] em DMSO + NAOD em D,0; “Simulador.
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Figura 2.14 — Espectro de "C-RMN da amoxicilina usada nos experimentos.

Devido a baixa solubilidade da amoxicilina pura em cloroférmio, usou-se como
solvente o DMSO, que gera um sinal caracteristico em 39.7 ppm. Como este solvente
nao apresenta anéis benzénicos em sua estrutura, os dados de deslocamento de nucleos

de carbono em DMSO e em cloroférmio podem ser usados de forma comparativa.

Liberacdao de Farmaco

Os testes de liberagdo de farmacos e/ou compostos bioativos geralmente sdao
realizados por intermédio de extracdo da substancia de interesse em meio aquoso. Este
meio pode ter caracteristicas especiais, como pH acido, no caso de farmacos ou
compostos que sdo absorvidas no estdmago, ou pH 7,4 para formulacdes injetaveis.
Apds um periodo estabelecido, faz-se uma dosagem do meio extrator para estabelecer a
concentracdo de farmaco liberado. Esta dosagem geralmente ¢ feita por leitura da

absor¢do na regido do UV-Vis, em espectrofotometros ou por cromatografia liquida.
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Em um baldo volumétrico de 50 mL, pesou-se 1 g de amostra, anotando-se
exatamente o peso. Em seguida, completou-se o volume do frasco com uma solugdo
extratora de lauril sulfato de s6dio 1% (m/v) em agua. O recipiente foi agitado em por 2
horas a temperatura ambiente (placa de agitagao horizontal HS-250, IKA, Germany).
Apds o periodo de extragdo, os soOlidos foram retirados por filtracdo e o extrato
recolhido em frasco limpo e seco. A absorbancia dos extratos aquosos foram
determinadas em espectrofotdometro UV-Vis (Lambda 35, Perkin-Elmer, EUA),
utilizando cubetas de quartzo de 5 mm, para leituras de varredura entre as regides de
200-700 nm, e em comprimentos de onda especificos de 228 e 274 nm, correspondentes
aos dois picos de absor¢do da amoxicilina trihidratada neste meio extrator. A solugdo
extratora de lauril sulfato de so6dio 1% foi utilizado como branco, para fins de calibragdo
do equipamento. A determinacao da concentracao de amoxicilina extraida das amostras
foi calculada a partir de equagdes geradas com curvas analiticas, obtidas com solucdes
de concentracdes conhecidas de amoxicilina no meio extrator para os dois

comprimentos de onda especifico (228 e 274 nm).
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2.4 Resultados & Discussao

2.4.1 Efeitos da incorporacao in situ de
amoxicilina nas reacoes de
homopolimerizacio em suspensiao do

acetato de vinila

Para estudar os efeitos da incorporacdo de um fadrmaco modelo durante a
producdao de microparticulas de PVAc, utilizaram-se diferentes concentragdes de
amoxicilina nas homopolimerizagdes do VAc. O farmaco (amoxicilina) foi incorporado
in situ ao meio reacional, antes do inicio da reacdo de polimerizagdo, utilizando duas
estratégias: por meio da solubilizacdo na fase organica ou na fase aquosa do sistema de
polimerizacdo em suspensdo. Os componentes e condi¢des utilizadas nestes

experimentos estdo especificados na Tabela 2.5.

Tabela 2.5 — Receita de homopolimerizagdo em suspensdo do acetato de vinila.

Fase continua Fase dispersa Quantidade (g) Funcio
Agua 420 Fase continua
PVA 0,2 Agente de suspensao
VAc 200 Mondmero
BPO 2 Iniciador quimico
Amoxicilina 0—2% Farmaco modelo

PVA = poli(alcool vinilico); VAc = acetato de vinila; BPO = peroxido de benzoila.
*0; 0,1; 0,5 ou 1% (m/m) em relagdo a massa do mondmero; adi¢do em apenas umas das fases.
Reagdes realizadas com temperatura do reator a 70 = 5 °C e 700 rpm.

A amoxicilina (Figura 2.15) € uma penicilina semi-sintética de amplo espectro
de acdo e utilizada principalmente na terap€utica de infeccdes das vias aéreas

superiores. [89, 90] Este farmaco possui aparéncia de pd branco e cristalino, sendo a
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forma trhidratada a mais utilizada nas formulagdes comerciais. Em termos de
solubilidade, a amoxicilina possui solubilidade em agua (4 mg/mL) e praticamente
nenhuma solubilidade em diversos solventes organicos, [91] sendo a identificacdo da
substancia feita geralmente por analises de espectrometria na regido do infra-vermelho e

ultra-violeta.

HO
(0]
o
N . ' s
N \)<
NHE /7—N

‘COOH

Figura 2.15 — Estrutura da amoxicilina.

Um dos principais objetivos perseguidos durante a producdo dos agentes
embolicos, como no caso de particulas com morfologia casca-nucleo, ¢ a obtengdo
dessas microparticulas no formato esférico e com uma faixa de tamanhos definida. Na
investigacdo da morfologia das microparticulas, a medida em que as amostras eram
produzidas e processadas, estas eram observadas por microscopia (Optica e eletronica),
para avaliar a morfologia aparente e a existéncia de micro e nano-estruturas. A
incorporagdo in situ da amoxicilina na matriz polimérica (seja na fase organica ou na
fase aquosa do sistema) ocasionou alteracdes significativas nas propriedades
morfologicas das microparticulas poliméricas produzidas.

A primeira observacao feita diz respeito a cor do polimero obtido, como
apresentado nas Figuras 2.16 e 2.17. Normalmente, o PVAc obtido por este tipo de
reacdo (polimerizagdo em suspensdo do acetato de vinila) apresenta uma coloracao

branca-opaca. Com a adi¢do da amoxicilina na reacao, todos os polimero apresentaram

uma coloracdo “amarelada”, que aumentava de intensidade, a medida que a
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concentragdo de farmaco também aumentava. Este comportamento foi observado
quando o farmaco foi incorporado tanto na fase organica do sistema (Figura 2.16)

quanto na fase aquosa (Figura 2.17).

iii) iv)

i) ii)

Figura 2.16 — PVAc sintetizado com incorporagdo in situ de amoxicilina na fase organica da
homopolimerizagdo em suspensdo do acetato de vinila. i) PVAc; ii) PVAc + 0,1% de

amoxicilina; iii) PVAc + 0,5% de amoxicilina; iv) PVAc + 1% de amoxicilina.

iii) iv)

i) ii)

Figura 2.17 — PVAc sintetizado com incorporagdo in situ de amoxicilina na fase aquosa da
homopolimerizagdo em suspensdo do acetato de vinila. i) PVAc; ii) PVAc + 0,1% de

amoxicilina; iii) PVAc + 0,5% de amoxicilina; iv) PVAc + 1% de amoxicilina.

Uma mudanga de coloragdo do polimero (de branco para amarelo) pode ser
observada quando o PVAc era hidrolisado com hidréxido de so6dio para a obtencdo do
PVA. [48] Como revisado, a amoxicilina em sua forma trihiradata tem aspecto de um
p6 branco e cristalino. Desta forma, a mudanga na coloragdo do polimero ¢ um indicio
de que algum tipo de “modificacdo” esta ocorrendo, seja uma adsor¢do do farmaco na
matriz polimérica, reagdes de hidrolise do PVAc e/ou outro tipo de interacdo entre a

matriz polimérica e o farmaco. Esta mudanc¢a de coloragdo também pode ser influéncia
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de outro fatores, como a presenga consideravel concentragdo de mondémero residual
e/ou outras impurezas no meio reacional. Embora a mudanga de cor seja um aspecto
visual importante para monitoramento do processo, para fins de um procedimento de
embolizagdo ela ndo possui importancia.

A caracteristica mais desejavel do agente embolico, produzido por esta
tecnologia de polimerizacdo em suspensdo, ¢ a obtengdo de particulas com morfologia
esférica. Como ja observado nas Figuras 2.16 e 2.17, muitas amostras apresentaram
uma caracteristica borrachosa e outras foram obtidas como grandes aglomerados. A
Figura 2.18 apresenta micrografias de amostras das microparticulas de PVAc, com a
adi¢do de amoxicilina na fase organica (Figura 2.18a) ¢ na fase aquosa do sistema
(Figura 2.18b). Além das caracteristicas ja relatadas, foi possivel observar por analise de

microscopia que a grande maioria das amostras apresentou perda da morfologia

esférica.

Figura 2.18 — Microparticulas de PVAc sintetizadas com incorporagdo in situ de 1% de
amoxicilina a fase organica (A) ou a fase aquosa (B) da homopolimerizacdo em suspensdo do

acetato de vinila.

Pelo fato da maior parte das amostras ter apresentado aspecto borrachoso,

formagdo de aglomerados e perda da morfologia esférica, o pds-processamento e
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manuseio das amostras ficou comprometido, impossibilitando a realizacdo da segunda
etapa do processo de formacao das particulas com morfologia casca-nucleo: a reagdo de
saponifica¢do.

O aspecto borrachoso do material esta normalmente associado a trés fatores: as
baixas massas molares (indicando que a amoxicilina pode atuar como um agente de
transferéncia de cadeia), a baixa cristalinidade do produto final (indicando que a
amoxicilina pode ser incorporada ao polimero, perturbando a estrutura regular do
material) ou as baixas conversdes (indicando que a amoxicilina pode atuar como um
inibidor de reacao).

O método empregado para incorporar o firmaco no momento da formacgao das
matrizes poliméricas provocou alteragdes significativas nas propriedades dos polimeros
sintetizados, como mostrado a seguir. A Tabela 2.6 contém os valores das massas
molares médias e das temperaturas de transi¢do vitrea (T,), como fungdes da
concentracdo e da fase na qual o farmaco foi adicionado, para a homopolimerizagao em

suspensao do acetato de vinila.

Tabela 2.6 — Valores de massa molar e T, do como fun¢do dos teores de amoxicilina no meio

reacional da homopolimerizagdo do acetato de vinila a 70 °C.

Concentraciao de amoxicilina (% m/m) Massa molar (x 10° g/mol) T, (°C)
Fase orginica Fase aquosa M, M, M, /M, g

- - 15 125 8,28 40,95

0,1 - 103 252 2,44 40,43

0,5 - 8 58 7,52 32,38

1,0 - 74 166 2,26 33,66

0,1 122 286 2,34 41,39

0,5 115 285 2,48 41,18

1,0 113 244 2,15 29,44

Como pode ser observado na Tabela 2.6, a adi¢do de fArmaco em concentracdes
superiores a 0,1% ocasionou alteragdes significativas nos valores da T, do polimero.

Quando a concentragdo do farmaco adicionado na fase aquosa aumentou de 0,5% para
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1,0%, ocorreu uma queda no valor da T, de aproximadamente 10°C. Este
comportamento ndo foi observado quando o farmaco foi adicionado a fase orgénica do
sistema, ja que uma queda brusca no valor da T, ocorreu quando a concentragdo de
farmaco aumentou de 0,1 para 0,5%, com um ligeiro aumento no valor da T, quando a
concentracdo aumentou de 0,5 para 1,0%. Pode-se dizer que a adigdo da amoxicilina
causa reducdo da T, do produto final, sendo esse efeito mais significativo quando a
adicao ocorre na fase aquosa.

A Tabela 2.6 também traz os resultados das massas molares médias dos
polimeros de PVAc obtidos na presenga da amoxicilina. Uma andlise dos dados
numéricos apresentados aponta para um aumento da massa molar quando se adiciona o
farmaco no sistema. As curvas de distribui¢do de massa molar (Figura 2.19) confirmam
os dados numéricos apresentados, indicando a presenca de polimeros de alta massa
molar e elevadas razdes M,/M,, caracteristico de processos de polimerizagdo via
radicais livres. [3] Entretanto, os resultados da Tabela 2.6 e da Figura 2.19 apontam
para a existéncia de um comportamento complexo, quando a amoxicilina ¢ adicionada
in situ durante a reagdo de polimerizagao.

Conforme foi analisado, o aumento inicial de massa molar ¢ seguido de queda
consistente, a medida que aumentam os teores de amoxicilina no meio. O
comportamento observado para a relacao “massa molar x concentragdo de farmaco”, de
certa forma, foi o oposto do esperado, uma vez que a expectativa era de que o farmaco
pudesse atuar como um agente de transferéncia de cadeia, o que levaria a uma reducao
da massa do polimero, a medida que a concentragdo do farmaco aumentasse no sistema.
O unico caso em que de fato isso ocorreu foi quando o farmaco estava em concentragao

de 0,5% na fase organica do sistema.
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Figura 2.19 — Distribui¢des de massas molares dos homopolimeros de PVAc sintetizados com
incorporagdo in situ de amoxicilina 8 homopolimerizacdo em suspensao do acetato de vilina. a)

adicdo da amoxicilina na fase organica; b) adicdo da amoxicilina na fase aquosa.
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Estes primeiros resultados apresentados sugerem que a amoxicilina, nesta faixa
de concentragdo, ndo atua como um agente de transferéncia de cadeia, mas como
comondmero e/ou um plastificante, devido a redugdo nos valores de T,. Isso pode
explicar por que a massa molar aumenta e a temperatura de transi¢cdo vitrea diminui,
sugerindo mudangas de arquitetura molecular do polimero. O efeito menos pronunciado
na fase aquosa pode estar associado a menor incorporacdo do comondmero € a maior
atividade de reacdo quando as concentragdes de comondmero sao menores.

Para tentar elucidar a hipdtese de incorporagdo do farmaco na estrutura
molecular, testes de BC-RMN foram realizados com o intuito de determinar a
composi¢do dos polimeros sintetizados nesta etapa. Os espectros obtidos quando a
amoxicilina foi incorporada aos polimeros apresentaram interpretacdes semelhantes (ver

Anexo), sendo ilustrado pela Figura 2.20.

Bl N B2
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7 AT T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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Figura 2.20 — Espectro de “C-RMN do PVAc sintetizado com incorporagdo in situ de

amoxicilina (0-1%) a fase orgénica da polimerizagdo em suspensao do acetato de vinila.
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Os espectros anteriormente apresentados na Figura 2.20 sdo referente as
amostras de PVAc sintetizado na auséncia ou com a incorporacao in situ de 1% de
amoxicilina a fase organica da homopolimerizacdo em suspensdo do acetato de vinila.
Entretanto, neste e em todos os outros espectros analisados (ver Anexo), foi possivel
identificar os deslocamentos dos nucleos de carbono referentes ao PVAc (6 = 21.1,
38.7,66.9 e 170.3 ppm), além de outros sinais referentes ao residuo de solvente (CDCls,
6 = 77.16 ppm), ao iniciador (BPO, 6 = 128.7 ppm) e ao mondmero (VAc, 6 = 20.7,
97.4 e 141.3 ppm). Entretanto, ndo foram observados deslocamentos especificos
referentes aos nucleos de carbono da amoxicilina, podendo-se concluir que: (i) ou nao
ocorreu a incorporagdo através de ligagdo quimica entre as moléculas do farmaco e a
matriz polimérica sintetizada, (i1) ou a incorporagao foi muito pequena, estando proxima
dos limites de deteccdo da técnica de "*C-RMN.

A etapa de saponificacdo ndo foi realizada para este conjunto de amostras
devido a natureza dos polimeros obtidos. Os baixos valores de T,, a presenca de
monomero residual e tendéncia a formar polimeros ramificados produziu polimeros de
PVAc com aspecto borrachoso e uma alta tendéncia a formar aglomerados, o que

inviabilizou qualquer tipo de etapa de pos processamento.
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2.4.2 Efeitos da incorporacao in situ de
amoxicilina nas reacoes de
copolimerizacio em suspensio do acetato

de vinila e metacrilato de metila.

Para minimizar os efeitos de aglomeragdo, formacao de polimeros borrachosos
com alta tendéncia a formar aglomerados e de perda de morfologia esférica, como
discutido anteriormente, acrescentou-se a formulagdo um comondmero (MMA), para
que a temperatura de transigdo vitrea (T,) do material fosse elevada e, desta maneira, o
polimero obtido apresentasse uma caracteristica mais estdvel na temperatura ambiente,
possibilitando um melhor manuseio e pds-processamento das amostras apds a primeira
etapa de copolimerizagao em suspensao. A Tabela 2.7 especifica as reacdes realizadas

nesta etapa.

Tabela 2.7 — Receita de copolimerizagdo em suspensao.

Fase continua Fase dispersa Quantidade (g) Funcio
Agua 420 Fase continua
PVA 0,2 Agente de suspensao
VAc 140 Comondmero
MMA 60 Comondmero
BPO 4 Iniciador
Amoxicilina 0-2% Farmaco modelo

PVA = poli(alcool vinilico); VAc = acetato de vinila; MMA = metacrilato de metila; BPO = peroxido de benzoila.
*0; 0,1; 0,5 ou 1% (m/m) em relagdo a massa total de comondmero; adigdo em apenas umas das fases.
Reagdes realizadas com temperatura do reator a 90 =5 °C e 600 rpm.

As metas propostas foram alcancadas (como discutido adiante), pois a
substitui¢do do VAc por uma mistura de comondmeros (VAc : MMA; 70:30) elevou a
T, do material, permitindo a sintese de copolimeros com caracteristicas de p6 uniforme,

bem diferente dos homopolimeros de PVAc obtidos nas reagdes anteriores. As Figuras
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2.21 e 2.22 apresentam as micrografias das particulas de PVAc-co-PMMA, obtidas com
a adicdo de amoxicilina na fase organica (Figura 2.21) e na fase aquosa do sistema

(Figura 2.22).

ii) iv)

i) ii)

Figura 2.21 — PVAc-co-PMMA sintetizado com incorporagdo in situ de amoxicilina na fase
orgénica da copolimerizacdo em suspensao do acetato de vinila e metacrilato de metila.
i) PVAc-co-PMMA; ii) PVAc-co-PMMA + 0,1% de amoxicilina; iii) PVAc-co-PMMA + 0,5%

de amoxicilina; iv) PVAc-co-PMMA + 1% de amoxicilina.

ii) iv)

i) ii)

Figura 2.22 — PVAc-co-PMMA sintetizado com incorporagdo in situ de amoxicilina na fase
aquosa da copolimerizagdo em suspensdo do acetato de vinila e metacrilato de metila.
i) PVAc-co-PMMA; ii) PVAc-co-PMMA + 0,1% de amoxicilina; iii) PVAc-co-PMMA + 0,5%

de amoxicilina; iv) PVAc-co-PMMA + 1% de amoxicilina.

Embora, em termos de manuseio, as amostras de copolimero PVAc-co-PMMA
com amoxicilina tenham apresentado desempenho bem superior ao dos polimeros de
PVAc, as Figuras 2.23a e 2.23b permitiram concluir que a adi¢do do farmaco in situ nas

reacoes de polimerizagdo parece perturbar a formacao de microparticulas esféricas.
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Figura 2.23 — Microparticulas de PV Ac-co-PMMA sintetizadas com incorporagao in situ de 1%
de amoxicilina a fase orgénica (A) ou a fase aquosa (B) da copolimerizacdo em suspensdo do

acetato de vinila e metacrilato de metila.

Embora a concentragdo de farmaco no meio seja relativamente baixa, essas
primeiras observagdes podem ser um indicio de que o farmaco tenha atividade
superficial, o que levaria a modificagdo da tensdo interfacial do meio e a modificacdo da
morfologia das microparticulas obtidas.

A técnica de microscopia Optica possui grande utilidade para a identificagdo da
morfologia das particulas sintetizadas; porém, a resolu¢do desta técnica ¢ limitada. Para
observar a formacao de possiveis microestruturas, algumas amostras foram investigadas
utilizando a microscopia eletronica de varredura. Como observado pela microscopia
Optica, na microscopia eletronica a morfologia esférica dos copolimeros também foi
observada, porém com algumas diferencas nas caracteristicas superficiais das particulas.
A Figura 2.24 mostra detalhes da estrutura superficial e interna das microparticulas de
PVA/PVAc-co-PMMA sintetizada por meio da copolimerizagdo em suspensdo do
acetato de vinila e metacrilato de metila e posterior etapa de saponificagdo. As
microparticulas podem apresentar deformagdes superficiais que alteram a morfologia
esférica ideal. Entretanto, é provavel que todas as particulas sejam densas e ndo

possuam microestrutura porosa no interior da particula.
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Figura 2.24 — Detalhe da superficie e do interior das microparticulas de PVA/PVAc-co-PMMA
sintetizada por meio da copolimerizacdo em suspensdo do acetato de vinila e metacrilato de

metila e posterior etapa de saponificacgao.

Quando o farmaco foi incorporado na fase organica da suspensdo, as
microparticulas apresentaram muitos € pequenos poros superficiais, como pode ser visto
na Figura 2.25. O didmetro caracteristico desses poros variou de 500 a 1.000 nm de
diametro. Além disso, estas microparticulas apresentaram uma rugosidade superficial
bastante pronunciada e caracteristica, além morfologia esférica mais regular, quando
comparadas com as microparticulas sintetizadas sem a presencga do farmaco nas mesmas
condi¢des de sintese. Na Figura 2.25 ¢ possivel identificar uma “casca”, com cerca de 5
um, na superficie da particula, indicando a atividade superficial do farmaco e a
interagdo com o meio de reagdo. Outra caracteristica observada foi de que, assim como
para as particulas produzidas sem farmaco, as particulas sintetizadas com a adicao de
amoxicilina a fase organica da suspensdo observadas também se apresentaram densas ¢
sem a presen¢a de microestruturas no interior das particulas, conforme Figura 2.25.
Pelas observacdes realizadas durante as analises de microscopia e no processo de
amostragem, ¢ provavel que todas as particulas apresentem essa densidade caracteristica

e a auséncia de microestruturas no interior das mesmas.
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Figura 2.25 — Detalhe da superficie e interior de microparticulas de PVA/PVAc-co-PMMA
sintetizadas com incorporacao in situ de 1% de amoxicilina a fase organica da copolimerizacao

em suspensao do acetato de vilina e metacrilato de metila e posterior etapa de saponificagao.

A incorporagdo da amoxicilina na fase aquosa da suspensao levou em geral a
formagdo de microparticulas com morfologia esférica bem definida, porém sem a
presenga de rugosidade superficial acentuada, como pode ser visto na Figura 2.26.
Nestas microparticulas, além dos poros superficiais, foi verificada também a existéncia
de poros nas camadas mais internas da matriz polimérica, provavelmente devido a
incorporacdo de microgotas de agua. Entretanto, é bastante provavel que a maioria das

particulas apresente uma estrutura densa em seu interior.

59



pot | det
0 |ETD

Figura 2.26 — Detalhe da superficie e interior de microparticulas de PVA/PVAc-co-PMMA
sintetizadas com incorporacdo in situ de 1% de amoxicilina a fase aquosa da copolimerizacao

em suspensdo do acetato de vinila e metacrilato de metila e posterior etapa de saponificacao.

As analises de microscopia optica e eletronica indicam que a incorporagao do
farmaco modelo influencia as propriedades morfologicas das microparticulas
produzidas. Nos copolimeros produzidos, quando o farmaco foi adicionado ao sistema,
obtiveram-se microparticulas com uma morfologia esférica mais bem definida. Uma
hipdtese a ser considerada ¢ de que o farmaco atue como um co-estabilizante, fato este
que pode ser observado mais facilmente quando o farmaco foi incorporado na fase
aquosa da suspensdo, onde sua solubilidade ¢ aparentemente maior e onde a interagdo
quimica com o meio reacional pode ser minimizada.

A polimerizacdo em suspensao € um processo que gera particulas dentro de uma
faixa de 20 a 2.000 pm. [43] Por esta razdo, muitos pesquisadores escolhem esta técnica
para a producdo de polimeros para serem usados como agente embolicos. [52, 53, 92]
Entretanto, como descrito anteriormente, além da morfologia esférica, ¢ importante que
as particulas apresentem uma distribui¢do homogénea de tamanho. Essa distribuigdo
homogénea pode ser alcangada ajustando-se algumas varidveis do processo de

polimerizacdo, como a concentragdo do agente de suspensdo, a velocidade de agitacao,
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etc. [43] ou através de pds-processamento da amostra, que consiste basicamente em
etapas de moagem e tamisagao. [92]

Embora o processo de tamisagdo seja muito empregado para separar as
particulas em classes de tamanho bastante homogénas (ex. 200-300 pum), observagdes
praticas mostram que o processo de moagem pode gerar uma alta taxa de particulas
quebradas, especialmente se estas particulas apresentaram altos valores de Tg, como no
caso dos copolimeros de PVAc-co-PMMA, como discutido adiante.

A Figura 2.27 apresenta algumas micrografias onde é possivel observar detalhes
dos fragmentos dos copolimeros (sintetizados na presenga de fArmaco) apos processo de
moagem. Além de confirmar que estes fragmentos sdo oriundos de particulas esféricas,
também foi observado que, em alguns casos, algumas microparticulas mostraram
evidéncias de serem “ocas” e com a presenca de alguns pequenos poros, contrastando
com as particulas sintetizadas na auséncia de qualquer tipo de farmaco, que

apresentaram estrutura densa ¢ sem nenhum tipo de poro no interior da particula.

A & d".li

9 HV mag | spot| det WD —200 ym ——————— 4 HV mag | spot| det wD 100 ym
M |20.00 kV|600 x| 4.0 |[ETD|13.1 mm PAM/PEQ/COPPE AM [20.00 kV 800 x| 4.0 |[ETD|13.3 mm PAM/PEQ/COPPE

Figura 2.27 — PVAc-co-PMMA e PVA/PVAc-co-PMMA sintetizadas com incorporacdo in situ
de 1% de amoxicilina a fase aquosa da copolimerizagdo em suspensdo do acetato de vilina e

metacrilato de metila (esquerda) e apds etapa de saponificagdo (direita).
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A Tabela 2.8 contém os resultados de massa molar e temperatura de transi¢ao
vitrea (T), como func¢do da concentragdo e da fase na qual o fadrmaco foi adicionado,
para os copolimeros de PVAc-co-PMMA. Novamente, a adigdo de foirmaco no sistema
de polimerizagdo levou a mudangas significativas nos valores de massa molar e T, do
material. Entretanto, as distribui¢des de massas molares (Figura 2.28) indicam que essas
alteragcdes foram significativamente diferente do comportamento observados para os

homopolimeros de PVAc.

Tabela 2.8 — Valores de massa molar e T, do como fun¢do dos teores de amoxicilina no meio

reacional da copolimerizagdo do acetato de vinila e metacrilato de metila a 90 °C.

Concentracio de amoxicilina (% m/m) Massa molar (x 107 g/mol) T. (°C
Fase orginica Fase aquosa M, M, M, /M, £ ("0)

0 0 24 63 2,60 57,41

0,1 - 30 61 2,05 62,22

0,5 - 5 78 16,35 36,52

1,0 - 29 81 2,77 54,99

0,1 33 66 2,02 66,53

0,5 20 59 2,96 63,56

1,0 49 78 1,59 82,32

Os dados da Tabela 2.8 e da Figura 2.28 indicam que nas reacdes de
copolimerizagdo com adi¢do in situ de farmaco ocorreu novamente um aumento da
massa molar com o aumento da concentragdo de farmaco no meio, confirmando
observacoes anteriores. Entretanto, os valores de M,, obtidos foram bem inferiores aos
obtidos com os homopolimeros de PVAc, fato este provavelmente resultante das taxas
de terminacdo mais elevadas durante a copolimerizacdo do acetato de vinila e do
metacrilato de metila. [93]

Assim como observado para os homopolimeros de PVAc, novamente a relagao
“massa molar x concentrag¢do de farmaco” foi a oposta a esperada, uma vez que a
expectativa era de que o fadrmaco pudesse atuar como um agente de transferéncia de

cadeia.
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Figura 2.28 — Distribuicdes de massas molares dos copolimeros de PVAc-co-PMMA

sintetizadas com incorporacdo in situ de amoxicilina a copolimerizagdo em suspensdo do
acetato de vilina e metacrilato de metila. a) adicdo da amoxicilina na fase organica; b) adi¢do da

amoxicilina na fase aquosa.
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A Tabela 2.9 mostra os resultado das massas molares como funcdo da
concentracdo e da fase na qual o farmaco foi adicionado, apds o processo de
saponificacdo (PVA/PVAc-co-PMMA). A Figura 2.29 mostra as curvas de distribui¢des

de massa molar dos copolimeros, antes e apos a etapa de saponificagao.

Tabela 2.9 — Valores de massa molar como funcéo dos teores de amoxicilina no meio reacional

da copolimerizacdo do acetato de vinila e metacrilato de metila a 90 °C e posterior etapa de

saponificacdo.
Concentracio de amoxicilina (% m/m) Massa molar (x 107 g/mol)
Fase orginica Fase aquosa M, M, M, /M,
0 0 33 94 2,88
1 0 31 77 2,49
0 1 45 72 1,60

Os resultados mostram que a reagdo de saponificacdo ndo alterou de maneira
significativa os valores das massas molares média dos copolimeros, exceto no caso em
que o copolimero for sintetizado sem a presenca de amoxicilina, em que se observou um
ligeiro aumento no valor de massa molar do material.

Desta forma, os valores de M,, apresentados indicam que o fArmaco incorporado
in situ influencia o processo de polimerizagdo e, através de possiveis interagdes do
farmaco com o polimero em formagao, as propriedades finais do material obtido. Como
a hipotese de o farmaco atuar como um agente de transferéncia de cadeia, nesta faixa de
concentracdo da amoxicilina, pode ser a principio descartada, outras hipoteses devem
entdo ser levantadas para tentar elucidar os comportamentos observados. Uma dessas
hipdteses, como ja discutido, ¢ admitir que parte das moléculas da amoxicilina atua
como comondmero e¢/ou um agente reticulante durante o processo de polimerizagao (o
que € compativel com a estrutura molecular multifuncional e insaturada da molécula de

amoxicilina).
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Figura 2.29 — Distribuicdes de massas molares dos copolimeros de sintetizadas com
incorporacgdo in situ de amoxicilina a copolimerizagdo em suspensdo do acetato de vilina e
metacrilato de metila. (a) sem adicdo de amoxicilina; (b) adicdo de 1% de amoxicilina na fase
9

orgénica; (c) adi¢do de 1% de amoxicilina na fase aquosa. “Norm” = PVAc-co-PMMA, “Sapo’

=PVA/PVAc-co-PMMA.
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Para tentar elucidar a hipdtese de incorporagdo do farmaco na estrutura
molecular, analises de "C-RMN foram realizados com o intuito de determinar a
composi¢do dos copolimeros sintetizados. Todo os espectros obtidos (ver Anexo)
apresentaram interpretagdes semelhantes e sao ilustrados nas Figuras 2.30 € 2.31.

Nos espectros analisados, foi possivel identificar os deslocamentos dos nucleos
de carbono referentes ao PVAc, PMMA e PVA (quando presente), além de outros
sinais, referentes a residuos do solvente (CDCls, 6 = 77.16 ppm), do iniciador (BPO, 6 =
128.7 ppm) e comonomeros (VAc, 6 =20.7, 97.4 e 141.3 ppm; MMA, 6 = 18.5, 51.6 ¢
167.8 ppm). Entretanto, assim como observado nos homopolimeros de PVAc,
novamente nao foram observados deslocamentos especificos referentes aos ntcleos de

carbono da amoxicilia.

cDCl,
c2

A4

Al

C1 B1 B2
. Ll | JlLa ML g

Mn ILJ\L LA L L

AT T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 7
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
f1 (ppm)

Figura 2.30 —Espectro de "C-RMN do PVAc-co-PMMA sintetizado na auséncia e com
incorporacdo in situ de 1% de amoxicilina a fase orgénica da copolimerizagdo em suspensdo do

acetato de vinila e metacrilato de metila (copolimero aleatorio).

66



cDal,

c2
A6, A4
B2
Cl Bl A5.A1 A3 C3
i ) ¢

L L
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0

f1 (ppm)

Figura 2.31 —Espectro de "C-RMN do PVA/PVAc-co-PMMA sintetizado com incorporagio in
situ de 1% de amoxicilina a fase orgénica da copolimerizagdo em suspensdo do acetato de vinila

e metacrilato de metila e posterior etapa de saponificacdo (copolimero aleatorio).

Uma vez que ndo foram observados deslocamentos especificos referentes aos
nucleos de carbono da amoxicilina, pode-se concluir que: ou ndo ocorreu a incorpora¢ao
através de ligagdo quimica entre as moléculas do fdrmaco e a matriz polimérica
sintetizada, ou a incorporagdo foi muito pequena — estando proxima dos limites de
deteccdo da técnica de >C-RMN (ao redor de 1%).

A técnica de RMN pode ser usada com um carater quantitativo quando o foco
estd voltado a definir a composi¢do de uma amostra. Esse estudo ¢ realizado
calculando-se a area dos picos referentes aos carbonos e fazendo correlagdes de
proporcionalidade. A Tabela 2.10 a seguir apresenta os célculos de composi¢do dos

copolimeros sintetizados, com maiores detalhes apresentados no Anexo desta Tese.
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Table 2.10 — Composicao dos copolimeros sintetizados.

Copolimero % PVAc % PMMA % PVA
PVAc-co-PMMA 21.7 78.3 0
PVA/PVAc-co-PMMA 15.4 78.0 6.6
PVAc-co-PMMA 1% (fase organica) 38.7 61.3 0
PVA/PVAc-co-PMMA 1% (fase orgénica) 15.3 76.3 8.3

PVAc = poli(acetato de vinila); PMMA = poli(metacrilato de metila); PVA = poli(alcool vinilico).

Embora os resultados de *C-RMN néo tenham sido conclusivos, uma hipotese
provavel ¢ a de que parte das moléculas de amoxicilina estejam ligadas a matriz
polimérica de forma nao covalente. Isso permitiria que parte significativa deste farmaco
possa ser liberado ou difundido para um meio extrator. E importante observar que,
mesmo que esta hipotese seja confirmada, nao seria possivel concluir que uma pequena
fracdo das moléculas nao tenha interagido quimicamente com a matriz polimérica no
momento da polimeriza¢do, ja que foram apresentados indicios de modificacdo da
estrutura molecular do material produzido.

Para verificar se os polimeros sintetizados com a incorporagdo da amoxicilina in
situ apresentava algum perfil de liberacdo do farmaco, foram realizados testes de
liberagdo. Estes testes consistiram em extrair o firmaco para um meio aquoso €
posteriormente determinar a quantidade de amoxicilina presente neste meio.

Utilizando uma solugdo extratora de LSS 1%, determinaram-se os comprimentos
de onda, na regido do UV-Vis, onde ocorrem os maximos de absor¢do da amoxicilina
neste meio (228 e 274 nm). Além disso, foi observado que os extratos obtidos dos
polimeros apresentavam perfis de absorcao distintos na regido do UV-Vis (Figura 2.32),
0 que permitiu correlacionar as absorg¢des lidas com a liberagao do farmaco para o meio

extrator.
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Figura 2.32 — Exemplo de espectro de varredura na regido do UV-Vis de extrato de copolimero

em solugdo extratora de lauril sulfato de sédio 1%. a) PVAc-co-PMMA; b) PVAc-co-PMMA

com 1% de amoxicilina (fase organica).

Como todos as amostras apresentaram absor¢do nos comprimentos de onda
especificos da amoxicilina (228 e 274 nm), para poder estabelecer apenas a absor¢do
associada ao farmaco, a absor¢do dos polimeros sem farmacos (PVAc-co-PMMA e

PVA/PVAc-co-PMMA) nestes comprimentos de onda especificos foram descontados
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para fins de calculo. A Tabela 2.11 resume os resultados dos testes de liberagdo de
amoxicilina dos copolimeros de PVAc-co-PMMA e PVA/PVAc-co-PMMA, utilizando
curvas analiticas de amoxicilina na mesma solugdo extratora como referéncias para os

calculos das concentracdes de amoxicilina liberada (Figuras 2.33a e 2.33b).

Tabela 2.11 — Teor de amoxicilina liberada dos copolimeros.

Amostra 228 nm 274 nm

A Conc. (ug/mL) A Conc. (ng/mL)
PVAc-co-PMMA - - - -
PVA/PVAc-co-PMMA - - - -
PVAc-co-PMMA 1% (org) - -
PVA/PVAc-co-PMMA 1% (org) 0,26 + 0,02 24,12 + 1,90 0,03 + 0,00 26,69 + 3,26
PVAc-co-PMMA 1% (aquo) 0,52 + 0,01 48,19 + 1,37 0,08 £ 0,01 59,77 £5,44
PVA/PVAc-co-PMMA 1% (aquo) 0,05 £ 0,01 4,81 +0,92 - -

PVAc = poli(acetato de vinila); PMMA = poli(metacrilato de metila); PVA = poli(alcool vinilico).
A = absorbancia; Conc. = concentra¢do da amoxicilina liberada; média + desvio padrdo, n =2

a) b)
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Figura 2.33 — Curvas analiticas de amoxicilina em solugdo de lauril sulfato de sédio 1%.

a) leitura em comprimento de onda = 228 nm; b) leitura em comprimento de onda = 274 nm.

Pelos dados obtidos por espectrofotometria na regido do UV-Vis, pode-se
concluir que ocorreu a extragdo de quantidades aprecidveis do fa&rmaco em algumas
amostras, demonstrando que parte da amoxicilina ndo se encontra ligada
covalentemente as cadeias poliméricas. Entretanto, ¢ pouco provavel que o
procedimento de extracdo tenha esgotado toda amoxicilina adsorvida (de forma nao-

covalente) nas particulas de copolimeros, uma vez que o tempo de extragao do farmaco
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foi de apenas 2 horas. Desta forma, embora apreciaveis quantidades de amoxicilina
tenha sido liberada das particulas durante o processo de extragdo, ¢ provavel que ainda
haja uma fracdo adsorvida e possivelmenete outra (provavelmente em menor
quantidade) ligada covalentemente nas cadeias de copolimero. Sendo assim, os dados
apresentados na Tabela 2.11 servem como um bom indicativo de que a maior fragdo de
amoxicilina estad adsorvida nas particulas; e um incerto indicativo da eficiéncia de
incorporagdo e/ou fracao de farmaco ligada covalentemente as cadeias poliméricas.

De acordo com o perfil de liberacdo observado na Tabela 2.11, pode-se admitir
que, quando o farmaco ¢ incorporado na fase organica, este encontra-se disperso de
forma mais homogénea no interior da particula, o que reduz de forma significativa a
quantidade do farmaco extraido destas particulas. Entretanto, quando estas particulas
sdo saponificadas, pode-se observar a liberacdo de farmaco para o meio. Este perfil de
liberacao nas particulas com “casca” de PVA pode ser associado a uma maior facilidade
de penetracao do meio extrator nas particulas e, com isso, uma transferéncia de massa
mais facilitada.

Entretanto, quando o farmaco foi incorporado na fase aquosa do sistema, o perfil
de liberagao observado foi o oposto. Nas particulas ndo saponificadas, observou-se um
perfil de liberacao significativo do farmaco. Isso aponta para a existéncia de uma maior
concentracdo de farmaco na superficie da particula, o que ja poderia ser esperado, uma
vez que nas polimerizacdes em suspensdo as reacdes ocorrem essencialmente na fase
organica. A nao liberagdao do farmaco quando os copolimeros foram saponificados pode
estar associado a “destrui¢do” e pré-extracdo do farmaco, ocasionada pelas condi¢des
de saponificacdo empregadas. Baseado nas observacdes feitas anteriormente, foi

proposto um mecanismo esquematico do possivel comportamento de distribuicdo da
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amoxicilina nas matrizes poliméricas, antes e apos o processo de saponificagdo, como

ilustrado na Figura 2.34.

a) b)
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Figura 2.34 — Perfil hipotético de distribuicdo de amoxicilina nos copolimeros antes (PVAc-co-
PMMA) e apds etapa de saponificacdo (PVA/PVAc-co-PMMA); a) amoxicilina incorporada in
situ através da fase organica do sistema; b) amoxicilina incorporada in situ através da fase

aquosa do sistema.

Uma observagdo pertinente pode ser feita a respeito da producdo da casca de
PVA na superficie das microparticulas de PVAc-co-PMMA. Conforme visto por
FINCH, [49] os meros de PMMA dificilmente sdo atacados nesse tipo de reacdo de
hidrélise. Mesmo em condi¢des drasticas, apenas uma pequena porcentagem de PMMA
sofre hidrolise, conforme ilustrado na Figura 2.35. Assim, pode-se admitir que no
processo de saponificagdo empregado, apenas os radicais acetatos presente na superficie

das particulas de copolimero sofreram reagao de hidrélise.

NaOH

(0] (0] OH OH
Figura 2.35 — Esquematizacdo da reagdo de saponificagdo de copolimero de PVAc-co-PMMA
conforme descrito por FINCH. [49]
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2.5 Conclusoes

Reacdes de homopolimerizagdo e copolimerizagdo em suspensdo foram
realizadas na presenca de amoxicilina, para a sintese de microparticulas poliméricas
para uso em embolizagdo vascular. Observou-se que de fato ¢ possivel incorporar a
amoxicilina nas microparticulas poliméricas no momento de sua sintese. Entretanto,
dependendo da estratégia e concentragdo da amoxicilina incorporada in situ, foram
observadas diversas alteragdes na morfologia e nas caracteristicas moleculares dos
polimeros produzidos.

Embora seja possivel produzir microparticulas de PVAc por meio da
polimerizacao em suspensao do acetato de vinila, os polimeros sintetizados na presenga
de amoxicilina apresentaram aspecto borrachoso, tendéncia a formar aglomerados e
perda da morfologia esférica. A incorporacdo in situ de fArmaco, na faixa de 0,1 a 1%,
ocasionou significativas alteracdes nas propriedades moleculares finais do PVAc
produzido. Este fato foi comprovado por alteragdes nos valores de massa molar e
temperatura de transi¢do vitrea das microparticulas de PVAc, em fungdo da
concentracao de farmaco e estratégia de incorporacao.

A utilizagdo do MMA como comondmero permitiu a sintese de microparticulas
de PVAc-co-PMMA, na presenca de amoxicilina, com morfologia esférica e sem
tendéncia a formar aglomerados. Andlises mais detalhadas das microparticulas
permitiram concluir que a estratégia de incorporacdo da amoxicilina possui influéncia
direta na morfologia das microparticulas. Assim como observado para as
microparticulas de PVAc, a incorporacao in situ de amoxicilina na faixa de 0,1 a 1%,
também ocasionou significativas alteragdes nas propriedades moleculares finais dos

copolimeros de PVAc-co-PMMA produzidos. Este fato foi comprovado por alteracdes
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nos valores de massa molar e temperatura de transi¢cdo vitrea das microparticulas, em
funcdo da concentragdo de farmaco e estratégia de incorporagao.

Os resultados obtidos para as microparticulas de PVAc-co-PMMA permitem
concluir que, pelas mudangas nas morfologias das microparticulas, ¢ provavel que a
amoxicilina possua algum tipo de atividade superficial, mesmo presente em pequenas
concentragdes. Também ¢ provavel o fato de que a amoxicilina modifique o mecanismo
de polimerizagdo, uma vez que foram observadas significativas alteragdes nas
propriedades dos copolimeros sintetizados.

Adicionalmente, os experimentos de liberagdo de farmaco indicaram que grande
parte da amoxicilina incorporada ndo estd ligada quimicamente as cadeias poliméricas,
fato este também confirmado por analises de RMN. Os experimentos de liberagdo de
amoxicilina dos copolimeros de PVAc-co-PMMA e PVA/PVAc-co-PMMA também
indicaram que a distribuicdo do farmaco nas particulas esta associada a sua estratégia de
incorporagao in situ € que o perfil de liberagdo da amoxicilina esta intimamente ligada a

etapa de saponificacdo, responsavel pela formagao da casca de PVA.
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Capitulo 3

Sintese de microparticulas poliméricas
com a incorporacao in situ de farmacos

via polimerizacao em suspensao — Parte 2

No Capitulo anterior foi mostrado que a incorporacao in sifu de amoxicilina
durante a polimerizacdo em suspensao promove significativas alteragdes nas
propriedades morfologicas e moleculares dos polimeros sintetizados. Neste Capitulo ¢
feito um estudo mais detalhado dessas alteracdes, incluindo um estudo sobre a
influéncia dos farmacos na cinética da polimerizagdo em suspensdo. Além da
amoxicilina, também sdo descritos os efeitos da incorporagdo in situ da doxorrubicina,

na copolimerizagdo em suspensdo do acetato de vinila e metacrilato de metila.
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3.1 Introducao

3.1.1 Cinética da polimerizacao em suspensao

Os processos de polimerizagdo via radicais livres sdo largamente empregados
para a produgdo de polimeros comerciais. A escolha deste processo para implementacao
em plantas industriais ¢ devida a algumas vantagens frente a outros métodos de
polimerizacdo. Dentre estas vantagens, € possivel citar (i) a possibilidade de usar uma
larga gama de mondmeros, (ii) tolerdncia a presenca de grupos funcionais
contaminantes, (iii) condi¢des reacionais amplas e (iv) possibilidade de usar distintas
técnicas de polimerizacdo. [3] Desta forma, o processo de polimerizagdao via radicais
livres € uma técnica facil de ser implementada, sendo considerada relativamente de
baixo custo, quando comparada a outras tecnologias disponiveis.

As reagdes de polimerizacao via radicais livres podem ser descritas em termos
de equacdes matematicas classicas, que descrevem de maneira resumida o mecanismo
cinético das reacdes. As etapas € 0 mecanismo cinético podem ser descritos em termos

das seguintes etapas:

Iniciacao:

[——>2Re 3.1
Re+M—4—Pp e (3.2)
Propagacgao:

Po+M—=—P, (3.3)
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Terminacdo:
P}'l ¢ +PWl ¢ = An+m (3'4)

R’l * +PW1 _]{MAH + AI‘)‘L (3'5)

A primeira etapa da reacdo € a inicia¢do, em que os radicais livres sdo gerados.
Normalmente s3o usados iniciadores quimicos que geram radicais livres por
decomposicao térmica; [3, 42] porém, outros tipos de iniciacdo (fotoquimica, radiagdo
ionizante, etc.) podem ser empregados para a geragcdo de radicais livres. [1, 3, 94] A
etapa de iniciagdo esta relacionada a geracao do radical primario (Re®) por decomposi¢do
do iniciador (I) e a combinagao deste radical com uma molécula de monomero (M), que
culmina na formacao da primeira cadeia de polimero vivo (P;®), com comprimento de
cadeia unitario.

Conforme descrito por ODIAN, [3] na etapa de inicia¢do anteriormente descrita
o consumo do iniciador quimico usado para gerar os radicais livres pode ser descrita
pela Equagdo 3.6, embora a decomposi¢cdo dos iniciadores quimicos geralmente seja

expressa em termos de meia-vida (t), conforme descrito na Equagao 3.7.

~d[1]
=k,[1 3.6
oKl (3.6)
0.693
=72 3.7
s K (3.7)

onde &, ¢ a constante cinética de decomposi¢ao do iniciador.
Iniciadores quimicos com diferentes estruturas possuem taxas de decomposi¢ao
e tempo de meia-vida (t,) distintos; porém, a temperatura, € também o solvente usado

na polimerizagdo, exercem influéncia direta no tempo de meia-vida (t,) de um
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determinado iniciador quimico, sendo que o tempo meia-vida (t,,) diminui quando a
temperatura do sistema ¢ aumentada. Como atualmente existe uma grande variedade de
iniciadores quimicos disponiveis comercialmente, as constantes de dissociagdo térmica
(kg) podem ser facilmente encontradas na literatura cientifica, facilitando desta forma a
determinagdo do tempo de meia-vida (t,,) do iniciador em um determinado solvente e
temperatura. [95]

Conforme descrito anteriormente, a etapa de iniciacdo ¢ constituida de duas
reagoes, sendo a primeira delas (decomposi¢do do iniciador) a etapa determinante da
iniciagcdo. Assim, a taxa de geracdo dos radicais primarios responsaveis pela formagao
das cadeias pode ser representada pela Equacgdo 3.8, em que f representa a eficiéncia do

iniciador (ou seja, fracdo de iniciador efetivamente util na formacao do polimeros):

R =2/k,1] (3.8)

Na segunda etapa da reacdo, a propagagdo, ocorre o crescimento da cadeia
polimérica por meio de seguidas incorporacdes de monomeros (M) a espécie ativa em
crescimento (P,*®), gerando uma cadeia de polimero com comprimento cada vez maior
(Pn+1°). A taxa de polimeriza¢do pode entdo ser associada principalmente ao consumo
do mondmero durante essa etapa da reagdo. Embora haja um pequeno consumo de
unidades monoméricas na etapa de iniciagdo, este consumo pode ser negligenciado
frente ao grande consumo de mondmero na etapa de propagagdo. Assim, a faxa de

polimerizagdo (ou taxa de consumo de monomero) pode ser definido na forma

R, =k [P, ][M] (39
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onde [M] ¢ a concentragdo de mondmero e [P,*] ¢ a quantidade total de cadeias em
crescimento. [3]

A tltima etapa da reagdo compreende a terminacao, quando ocorre a morte (ou
perda de atividade) do radical livre. A terminag¢ao pode ocorrer por combinacao, quando
duas espécies ativas em crescimento (P,® e P,®) reagem, formando uma cadeia
polimérica morta de comprimento maior (A, + m). A etapa de terminagdo também pode
ocorrer por desproporcionamento. Nesse caso, ao invés de duas cadeias poliméricas
ativas se combinarem formando uma espécie maior, elas reagem formando duas
espécies mortas similares (A, € Apn). Como ocorre a abstragdo de um atomo de
hidrogénio de uma das cadeias nessa etapa, uma das espécies mortas formada ¢
insaturada, o que pode ser importante para descrever a estabilidade quimica final do
material produzido. [3]

Existem ainda outros tipos de etapas em que cadeias de polimero mortas sao
formadas. Por exemplo, durante a etapa conhecida como de transferéncia de cadeia, as
espécies ativas (P,®) podem transferir a atividade para uma outra espécie, como o
solvente ou o mondmero, formando uma cadeia de polimero morta (A,) € uma espécie
ativa que continua a reacdo. Essa etapa costuma controlar a massa molar do polimero
final, porque ela interrompe o crescimento da cadeia.

Na polimerizacao via radicais livres em geral admite-se como valida a hipotese
de estado-estaciondrio para a concentragcdo de radicais (Equacao 3.10). De acordo com
essa hipotese, a concentragdo de radicais atinge quase que instantaneamente um patamar
e permanece em equilibrio durante toda a reagdo, uma vez que as taxas de iniciagdo (R;)

e as taxas de terminag¢ao (R;) s3o muito elevadas e, por isso mesmo, iguais. [3]
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R =R =k[P°] (3.10)

Reorganizando a Equagdo 3.10 e substituindo-a na Equagdo 3.9, obtém-se a
expressao da taxa de polimerizagdo (3.11), que geralmente ¢ expressa na forma da

Equagdo 3.12 ao se substituir o termo “R;”, previamente definido.

R 1/2
R, =kp[M](?) (3.11)

t

12
R, =kp[M](2ﬂZ‘[l]) (3.12)

t

As polimerizacdes que ocorrem via radicais livres apresentam algumas
peculiaridades quanto a cinética de reagao. Uma delas ¢ o efeito gel (também conhecido
como efeito Trommsdorff ou efeito Norrish-Smith), que ¢ uma auto-aceleracao da
reagdo. [1] Normalmente, espera-se que a taxa de rea¢do diminua com o tempo,
principalmente por causa do consumo dos reagentes. Na presenca do efeito gel pode
ocorrer o oposto, observando-se uma dramatica aceleracao da cinética de reacdo quando
as conversoes atingem faixas de 20-40%. [3] Este efeito ¢ consequéncia da diminui¢do
das reacdes de terminacao devido a menor mobilidade das cadeias poliméricas em um
meio progressivamente mais viscoso. [1, 96] A ocorréncia do efeito gel pode ser
operacionalmente perigosa, pois a auto-aceleragdo pode ocasionar a elevacdo da
temperatura dentro do reator de maneira muito brusca, além de afetar diretamente as
propriedades finais do polimero sintetizado. [42, 96]

Outro efeito bastante comum em polimerizacdes via radicais livres € o efeito

vitreo. Normalmente, a medida que a conversao aumenta, a fracdo da fase polimérica
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também aumenta, fazendo com que esta passe gradualmente para o estado so6lido
(vitreo). Assim, quando a polimerizagdo ¢ realizada a uma temperatura inferior a
temperatura de transi¢ao vitrea do material (que aumenta com a conversao) observa-se a
diminui¢do da constante de propagacdo da reagdo, influenciada por uma menor
mobilidade das moléculas de mondmero dentro da fase dispersa do sistema. [46, 96]
Esse efeito reduz a taxa efetiva de reacdo e contribui com a manutengao de altos teores
de mondmero residual no meio.

Quando dois ou mais mondmeros distintos sdo usados no mesmo processo de
polimerizacao, diz-se que o processo ¢ de copolimerizagdo. As espécies monoméricas
usadas na copolimerizagdo, chamadas de comondmeros, podem ser distribuidas de
diversas formas ao logo da cadeia de polimero. A distribuicdo pode ser aleatdria,
alternada, em blocos ou na forma de enxertos. [3, 42] Em cada caso, obtém-se um
conjunto distinto de propriedades para o produto final, de maneira que nao ¢ possivel
descrever o sistema apenas com base na composi¢do do copolimero obtido.

As reagdes de copolimerizacdo possuem uma importancia tecnologica muito
grande, uma vez que ¢ possivel modificar as propriedades de um material polimérico
adicionando-se um segundo monomero a reacdo de polimerizagdo. Além disso, as
reagdes de copolimerizacdo permitem a producao de uma vasta gama de materiais com
propriedades distintas, uma vez que € possivel utilizar diversas combinacdes de
monomeros em diversas concentragdes € manipulando diferentes variaveis de processo.
Essas caracteristicas fazem com que as reagdes de copolimerizagdo tenham grande
importancia industrial, de maneira que grande parte dos materiais poliméricos
produzidos sdo resultantes de reagcdes de copolimerizagao. [3]

Assim como nas reagdes de homopolimeriza¢do, em que apenas um monomero

¢ usado, as reagdes de copolimerizacdo também apresentam as etapas de iniciagao,
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propagacao e terminacdo. Entretanto, com a adi¢do de um segundo mondmero a reagdo
de polimerizacdo, o modelo matematico usado deve incluir novas equagoes, para desta
forma descrever melhor o sistema. Essas equacdes, descritas a seguir, sdo equagdes que
descrevem o mecanismo classico de copolimerizagdes via radicais livres em solugao,

sendo as notagdes aqui apresentadas as mesmas utilizadas por PINTO & RAY. [93]

Iniciacao

[—“—2R* (3.13)
Re+M,——P* (3.14)
Re+M,—>—Q (3.15)
Propagagao

P *+M,—*—P, (3.16)
Q;*+M,—=—P,, (3.17)
F; e +M, JL)Q:',M (3.18)
Q,*+M,—=2—Q (3.19)
Terminacgdo

Py*+P,, *—“—A,, .., (3.20)
Pio+0,,*—=A,, (3.21)
Q,*+P,, *—=—A,, .., (3.22)

Conforme revisto por ODIAN, [3] o mecanismo de copolimerizagdo
normalmente se baseia no modelo ultimo, que admite que a reatividade das cadeias

vivas (cadeias em crescimento) depende unicamente da atividade da unidade terminal,
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sendo a composi¢do final do copolimero dependente deste fator. Desta maneira,
supondo que dois mondmeros (M; e M;) possam ser copolimerizados, € possivel
descrever quatro possiveis reagcdes na etapa de propagacdo da copolimerizagdo
(conforme demonstrado anteriormente) e novos parametros que descrevem a
propagacao cruzada (Equagdo 3.23) e a terminacao cruzada (Equagdo 3.24) nas reagdes

de copolimerizagao.

k.
ro= i (3.23)

T (3.24)

As equacdes apresentadas anteriormente descrevem importantes informagdes
sobre o sistema de copolimeriza¢do. O termo “r;;” define a reatividade dos mondmeros,
ou em outras palavras, o qudo diferente ¢ a reagdo de propagagdo cruzada se
comparadas com as reagdes de homopolimerizagdo dos respectivos mondmeros. Ja o
termo “y;” determina a constante de terminagdo cruzada das cadeias de copolimeros.
Embora essas equacdes sejam aceitas como parte do mecanismo classico de
copolimerizagdo, elas apresentam algumas falhas que em geral sdo alvo de criticas,

G 2

como o fato do termo “y” geralmente ser influenciado pela composi¢do de alimentagdo

do sistema. [93]

3.1.2 Quimioembolizacao vascular

Estudando as propriedades de liberagdo controlada de um quimioterapico

microencapsulado em artérias renais de cachorros, KATO et al. [97] observaram que o
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efeito terapéutico da infusdo dessas microcapsulas era resultante da acdo conjunta da
liberacao local do fArmaco e da embolizagdo do vaso. Isso levou os autores a postularem
o termo quimioembolizac¢io®, [98] que consiste em combinar a infusdo intra-arterial de
um quimioterapico com a embolizacdo vascular.

A ideia de adicionar um farmaco quimioterapico a um agente embodlico possui
outras vantagens. Com a oclusdo do vaso e consequente desenvolvimento de isquemia
local, o agente embolico tem um contato mais proximo com as células tumorais. Dessa
forma, a liberacdo do farmaco estaria mais restrita a um local de agdo especifico,
diminuindo as concentra¢des do farmaco na circulagdo sist€émica, contribuindo desta
maneira com a diminuicao dos efeitos colaterais. [98, 99]

Nas ultimas décadas, diversas pesquisas foram realizadas com o intuito de
desenvolver agentes embolicos e carregd-los com medicamentos quimioterapicos para
uso na quimioembolizacdo transarterial. [58] De um modo geral, o conceito seguido
sempre visa combinar a acdo de um farmaco quimioterapico com a embolizacdo da
artéria que alimenta o tumor. Entretanto, ainda nao existe uma metodologia que possa
ser usada como referéncia na realizacdo da quimioembolizagdo transarterial, uma vez
que ha muitas variagdes na escolha do farmaco, do material embolizante e do contraste
utilizado. [75]

DC Bead® (Biocompatibles, Surrey, UK) sdo microesferas nao-biodegradéaveis
usadas como agente embolico. Essas esferas sdo feitas de PVA modificado com grupos
sulfonatos, o que permite a este dispositivo “sequestrar” firmacos com cargas opostas e
libera-los de forma controlada. O produto possui certificacio para ser usado no
tratamento de tumores hipervascularizados, podendo ser carregado com farmacos

quimioterapicos, como a doxorrubicina e o irinotecan. [58, 75]

® Adaptacio do termo original em lingua inglesa chemoembolization.
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LEWIS et al. [75] analisaram a capacidade de quatro tipos de microesferas
comerciais usadas como agentes embolicos (Countor SE®, Embosphere®, Bead
Block® e DC Bead®) de absorverem e liberarem doxorrubicina. Por apresentarem
cargas em sua superficie, apenas as microesferas DC Bead® apresentaram capacidade
de absor¢do e liberacdo, conseguindo absorver 45 mg/mL de firmaco e apresentando
um perfil de liberacdo que se prolongou por alguns dias. Essas caracteristicas encorajam
a utilizacdo desse dispositivo na quimioembolizacdo transarterial, com a liberacdo da
droga no sitio tumoral e com a provavel diminuicdo dos efeitos colaterais.

Microesferas degradaveis também sdo alvo de estudos sobre dispositivos para a
quimioembolizagdo. WU et al. [100] prepararam microesferas de gelatina contendo
glicopeptideo antitumoral, para uso em procedimentos de embolizagdo de tumores
faciais. Os bons resultados observados pelos autores apontam para o potencial uso
dessas microesferas como veiculos para drogas a serem usadas em procedimentos de
quimioembolizagdo.

E importante salientar que nenhum estudo reporta a incorporagdo de farmacos in
situ durante a producdo das particulas embolizantes. Portanto, esse tema precisa ser
ainda investigado, ja que incorporacdo in situ pode tornar o processo mais simples e

eficiente.

3.1.3 Farmacos potenciais e aplicacoes

Embora existam diversos agentes quimioterapicos e alguns deles, como
irinotecano, doxorrubicina e mitomicina C, ja sejam utilizados em quimioembolizagao,
[75, 78, 97, 98, 101-103] outros farmacos ou biomoléculas também podem ser usados

em conjunto com agentes embdlicos e quimioembolicos.
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Penicilina

Observada pela primeira vez por Alexander Fleming em 1928 e posteriormente
isolada em 1940 por Florey, Chain & Abraham, as penicilinas constituem um dos
principais antibidticos, sendo ainda amplamente utilizadas no tratamento de inimeras
doencas infecciosas. Pertencente ao grupo de drogas B-lactamicas, o nucleo basico da
penicilina, apresentado na Figura 3.1, ¢ constituido por um anel tiazolidinico ligado a
um anel B-lactamico, que € o sitio ativo da molécula. As primeiras penicilinas isoladas
foram as benzilpenicilinas (penicilina G) de ocorréncia natural e outras penicilinas
semelhantes. Embora elas apresentem atividade frente a uma grande variedade de
microorganismos, as benzilpenicilinas apresentam alguns inconvenientes, como a
precaria absor¢cao quando administrada via oral e a sensibilidade a enzimas bacterianas

B-lactamases. [89, 90]

‘COOH

Figura 3.1 — Estrutura basica da penicilina

o~

As drogas B-lactdmicas apresentam mecanismo de agdo que corresponde

o~

inibicdo da sintese do peptideoglicano da parede celular bacteriana. Esta inibigdo
desencadeada apds a droga se unir ao sitio de ligacdo na bactéria (proteinas de ligagcdo
da penicilina), que resulta na inibigdo da formagdo das ligacdes cruzadas das cadeias

peptidicas, integrantes da estrutura do peptideoglicano celular bacteriano. Assim, ocorre
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a inibicdo das enzimas autoliticas da parede celular, resultando na lise’ da bactéria. A
resisténcia a penicilina apresentada por algumas bactérias pode ser enquadrada em trés
causas principais: producao de enzimas B-lactamases (que cliva o anel B-lactamico da
droga), redu¢do da permeabilidade da membrana externa (menor chance da droga
atingir no local-alvo) ou modificacdes nos sitios de liga¢do a penicilina. [89]

Conforme j4 descrito no Capitulo 2, a amoxicilina (Figura 3.2) ¢ uma penicilina
semi-sintética, de amplo espectro de acdo e que apresenta uma excelente absor¢do
quando administrada via oral, podendo também ser administrada via parenteral. Com
tempo de meia-vida de 80 minutos, geralmente estd disponivel em formulagdes
comerciais em associacdo com o acido clavulonico, que ¢ um inibidor da enzima B-
lactamase. Quando administrados 250 mg, concentragdes maximas médias de 4 pg/mL
sdo alcangadas ap6s 2 horas da ingestdo. Aproximadamente 20% da amoxicilina
absorvida se liga as proteinas plasmaticas do sangue, enquanto a maior parte ingerida da
droga ¢ excretada na urina em sua forma ativa. As indicagdes terapéuticas da
amoxicilina incluem principalmente as infecgdes das vias aéreas superiores, que sao
causadas principalmente por patdgenos como Streptococcus pyogenes, Streptococcus

pneumoniae € Haemophilus influenzae. [89, 90]

HO

T

‘COOH

Figura 3.2 — Estrutura da amoxicilina (previamente apresentada no Capitulo 2).

9 Bioquimica. “Ruptura ou dissolugdo de membrana plasmatica ou de parede bacteriana, ¢ que leva a morte da célula e a liberagdo
de seu conteudo”. [25]
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A amoxicilina e a ampicilina (farmaco modelo do grupo da amoxicilina)
possuem estruturas muito semelhantes, divergindo apenas quanto ao grupo hidroxila
ligado ao anel benzénico da estrutura, que na ampicilina ¢ substituido por um radical
hidrogénio. Devido a grande similaridade estrutural, o espectro antimicrobiano destes
farmacos ¢ praticamente o mesmo. A excecdo se faz pelo fato de que a amoxicilina
apresenta uma menor eficiéncia no tratamento da Shigelose, em compara¢do com a
ampicilina. [90] Nas formulacdes comerciais, a amoxicilina geralmente se encontram na
forma trihidratada (p6 branco cristalino), que apresenta certa solubilidade em agua (4
mg/mL), metanol (7,5 mg/mL) e etanol (3,4 mg/mL) e praticamente nenhuma
solubilidade em hexano, benzeno, etilacetato ¢ acetonitrila, [91] sendo a identificacao
da substancia feita geralmente por espectrometria na regido do infra-vermelho e ultra-

violeta (com absor¢des especificas em 230 e 274 nm).

Asparaginase

Dentre as inumeras drogas usadas para o tratamento de doencas neoplésicas, a
L-aparaginase destaca-se por sua a¢do antileucémica e por vir sendo utilizada na
quimioterapia do cancer ha mais de 40 anos. Seu mecanismo de acdo consiste na
hidrdlise do aminodcido asparagina em acido aspartico € amonia, o que induz a morte
celular, uma vez que este aminodcido ¢ essencial para a sintese de proteinas. [90]

A L-asparaginase ¢ produzida em grandes quantidades por Escherichia coli e
Erwinia caratovora (Erwinia chrysanthemi), que produzem enzimas que apresentam
mecanismos de acdao similares, divergindo apenas nas propriedades farmacocinéticas e
no potencial alergénico que o paciente pode apresentar, dependendo da fonte de
obtencdo da enzima. Embora a fonte de L-asparaginase comercial seja geralmente

obtida de uma das bactérias mencionadas, ela também pode ser isolada do soro de
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mamiferos e de outras bactérias, [104] como a Serratia marcescens, Enterobacter
aerogenes, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis e Zymomonas mobilis. [105]

Um tipo de produto enzimatico produzido a partir da L-asparaginase nas décadas
de 1970 e 1980 ¢ o PEG-L-asparaginase. Esta ¢ uma forma modificada da enzima
obtida de Escherichia coli, através de combina¢cdo com o polietilenoglicol (PEG), que
resulta em uma acao mais prolongada e uma menor sensibilidade a droga, em relagdo a
enzima original. [104, 105]

A enzima L-asparaginase ¢ composta por quatro subunidades idénticas, que
permanecem ligadas principalmente por forgas de interacao nao-covalentes. [105, 106]
As enzimas isoladas de Escherichia coli apresentam massa molar de 138.000 a 141.000
Da, enquanto que as formas isoladas de Erwinia chrysanthemi normalmente apresentam
massa molar de 138.000 Da e diferente ponto isoelétrico, em relacdo a enzima de
Escherichia coli. [107]

A L-asparaginase obtida de Escherichia coli apresenta grande estabilidade,
quando armazenada sob refrigeragcdo (8°C) em meio estéril, ndo sendo muito influente o
tipo de material do recipiente usado para o armazenamento. Em funcdo do pH e da
temperatura, a estabilidade da enzima pode variar de acordo com as condi¢des
empregadas. Numa faixa de pH entre 4,5 e 11,0 a enzima mantém sua atividade;
porém, quando o meio ¢ mais alcalino, hd uma maior estabilidade. A temperatura parece
influenciar mais a estabilidade da enzima, uma vez que acima de 60°C a proteina
desnatura e, dependendo do pH do meio, a recuperacdo da sua atividade pode ndo ser
mais possivel. [106]

A atividade antitumoral da L-asparaginase permite a utilizacdo desta enzima no
tratamento de diferentes tipos de tumores, tanto em criangas como em pacientes com

idade avancada. [107] As diversas indicacdes terap€uticas do uso da L-asparaginase
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incluem principalmente o tratamento de leucemia linfocitica aguda, da doenca de
Hodgkin, da leucemia mielomonocitica aguda e no tratamento de linfosarcomas e
melanossarcoma. [105, 108] Geralmente a L-asparaginase ¢ um componente nos
esquemas de tratamentos, j& que ela quase sempre ¢ administrada em combinagdo com
outros farmacos (como o metotrexato, a doxorrubicina, a vincristina, a prednisona,
dentre outros) para o esquema de tratamento da leucemia linfocitica aguda. A enzima
produzida a partir de Escherichia coli pode ser administrada via intramuscular ou via
intravenosa, utilizando varias estratégias. Uma estratégia bastante utilizada ¢ a
administracio de 5.000-10.000 U/m” alternadamente ou a cada 3 dias, por um periodo
de 2 a 4 semanas. Uma outra alternativa ¢ a administracdo de dose tnica semanal de
25.000 U. A PEG-L-asparaginase ¢ administrada em doses de 2.500 U/m’ em semanas
alternadas, uma vez que esta forma possui um tempo de meia vida maior. [90]

A toxicidade relacionada ao uso da L-asparaginase pode ser resumida em dois
grupos de efeitos colaterais. No primeiro grupo se enquadram todos os efeitos toxicos
relacionados a sensibilizagdo do sistema imunologico a presenca de uma proteina
exdgena. O segundo grupo de efeitos ¢ composto pelos sintomas relacionados a inibi¢do
da sintese da asparagina. Os principais efeitos toxicos associados a L-asparaginase sao
semelhantes para os diversos tipos de enzima (exceto para as reagdes de
hipersensibilidade) e incluem disfungdo hepatica, pancreatite, imunosupressao,
deficiéncia nos fatores de coagulagdo, entre outros. [104]

Embora efeitos colaterais sejam frequentemente relatados, MULLER & BOOS
[107] chama a aten¢do para o fato que, em muitos casos, a asparaginase ¢ administrada
em conjunto com outros medicamentos, dificultando desta maneira especificar se a
reacdo adversa observada ¢ realmente resultante da agdo da L-asparaginase ou das

outras drogas administradas.
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Recentemente, PINTO et al. [109] desenvolveram uma metodologia para
producao de L-asparaginase em fermentagdes de Zymomonas mobilis. A enzima ¢
produzida em largas quantidades quando a fermentacao ¢ conduzida em meio de cultura

que contém asparagina ou sais de aspartato como fontes de nitrogénio.

Acido Tranexamico

O acido tranexamico (Figura 3.3) ¢ um agente antifibrinolitico sintético derivado
da lisina, usado em diversas situacdes clinicas que envolvem hemorragias, com o
principal objetivo de diminuir a perda de sangue e a necessidade de transfusdes durante
procedimentos cirargicos. Dentre as principais aplicagdes, destaca-se o uso do acido
tranexamico em cirurgias cardiacas, transplantes e alguns procedimentos ortopédicos.
[110, 111] Este acido apresenta uma solubilidade em agua de 0,17 g/mL, sendo muito
pouco soluvel em dalcool e éter e praticamente insoliivel na maioria dos solventes
organicos. Quimicamente estavel e nao higroscopico, a DLs, para ratos e camundongos

¢ de aproximadamente 1200 e 1500 mg/kg (via intravenosa), respectivamente. [91]

COOH

HoN
H

Figura 3.3 — Acido tranexdmico

Além das aplicagdes ja mencionadas, o &cido tranexdmico mostrou-se eficaz no
tratamento de sangramentos em pacientes que apresentam algum tipo de desordem na
coagulacdo do sangue, seja esta doenca adquirida ou congénita. Um exemplo disto € que
o uso desse agente, como droga profildtica ou de tratamento, pode ser bastante

conveniente para casos de sangramentos em pacientes que apresentem hemofilia
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adquirida. [112] Em pacientes com cancer avancado, o uso de acido tranexdmico e
outros agentes anti-fibrinoliticos para o controle de sangramentos, ainda requer mais
estudos clinicos que comprovem de fato a sua eficacia terapéutica. [113] Na area de
ginecologia, o acido tranexamico j& foi usado em diferentes casos, sendo efetivo na
reducdo da perda de sangue associada a menstruagdo e em sangramentos associados a
gestagdo. [110] No caso de miomas uterinos, embora as intervengdes cirurgicas sejam o
tratamento mais adotado, o acido tranexdmico pode ser um dos medicamentos usados
para o alivio de alguns sintomas associados. [24] Contudo, os efeitos do uso deste
farmaco em cirurgias ginecoldgicas foram muito pouco relatados na literatura médica.
[111]

Atualmente o 4cido tranexamcio possui apresentagdes para uso oral e
intravenoso, sendo bem tolerado e apresentando poucos efeitos colaterais. [110] As
apresentacdes disponiveis para administragdo por via oral incluem capsulas,
comprimidos e xarope, sendo que a dose recomendada varia de acordo indicagdo
terapéutica. [114] Em procedimentos cirurgicos, embora existam algumas diferencas,
geralmente o esquema adotado ¢ o de administrar uma dose de 10 mg/kg via
intravenosa antes da cirurgia e posteriormente seguir com uma infusdo de 1mg/kg/h do
farmaco. [110, 111]

Utilizando o esquema de administragcdo descrito anteriormente, CAGLAR ef al.
[111] conduziram um estudo sobre os efeitos do uso pré e pos-operatorio do acido
tranexamico como agente terapéutico para redu¢do do sangramento em procedimentos
de retirada de miomas uterinos. Embora os autores tenham observado uma significativa
reduc¢do do sangramento quando o acido tranexamico foi administrado, a redugdo da

perda de sangue (cerca 200 mL) nao foi considerada muito significativa. Desta forma,
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os pesquisadores concluiram que aparentemente o uso do &cido tranexamico no

esquema de administracao proposto ndo trouxe maiores beneficios na miomectomia.

Doxorrubicina

A doxorrubicina ¢ um antibidtico da antraciclina produzidos pelo fungo
Streptococcus peucetius var. caesius, € ¢ considerado como um dos mais importantes
quimioterapicos antitumorais, [90] sendo comumente usado em procedimentos de
quimioembolizagdo. [115-117] Embora a doxorrubicina possua um amplo espectro de
acdo para neoplasias humanas, incluindo tumores solidos, seu uso clinico ¢ limitado
pelos seus efeitos colaterias (cardiopatia, mielosupressao, distirbios gastrointestinais,
dentre outros), que em geral ¢ associado a dose administrada. [90]

A estrutura quimica da doxorrubicina esta representada na Figura 3.4. Como
todos os antibioticos antraciclinicos, a doxorrubicina possui em sua estrutura um agucar
pouco comum (daunosamina), além de componentes quinona e hidroquinona, que

permitem a molécula atuar como agentes doadores e aceptores de elétrons. [90]
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Figura 3.4 — Estrutura da doxorrubicina
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O mecanismo de a¢dao da doxorrubicina baseia-se na habilidade desta molécula
de se intercalar com o DNA e com isso afetar muitas fun¢des reguladas pelo DNA,
como por exemplo a sintese de DNA e RNA. Desta forma, a doxorrubicina e as
antraciclinas sdo consideradas tanto mutagénicas quanto carinogénicas. [90] Embora o
mecanismo de acao deste medicamento seja primariamente na intercalagdo com o DNA
celular, outras rotas de agdo tém sido propostas, envolvendo a inducao de morte celular
por exposicdo ao medicamento a receptores presentes na superficie e no interior da
célula. [90, 115, 118]

O cloridrato de doxorrubicina ¢ o nome genérico do medicamento, disponivel
apenas em poO para solugdo injetdvel. Sua aparéncia ¢ de um soélido cristalino de
coloragdo vermelha, /iviemente soluvel em agua e alcoois hidratados, moderadamente

soluvel em metanol anidro e insolivel em solventes organicos apolares. [91]

3.2 Objetivo e justificativa

O principal objetivo deste Capitulo € apresentar informacdes mais detalhadas a
respeito das influéncias da incorporagdo in situ da amoxicilina durante o processo de
polimerizacdo em suspensdo, para a producdo de microparticulas poliméricas com
morfologia tipo casca-nucleo, para serem usadas como agentes embolicos. Além das
propriedades morfoldgicas e moleculares, também sdo apresentadas informagdes sobre
a cinética de polimerizacdo na presenca de amoxicilina. Também ¢ objeto de estudo
neste Capitulo avaliar as influéncias da incorporacdo in situ de um quimioterapico
comumente usado no tratamento de tumores (doxorrubicina), avaliando sua influéncia
nas propriedades morfologicas e moleculares dos polimeros sintetizados, bem como sua

influéncia sobre a cinética de polimerizagdo em suspensao.
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Conforme justificado no Capitulo anterior, embora haja muitos estudos que se
proponham a encapsular farmacos utilizando técnicas de polimerizagdo, poucos sdo
aqueles que estudam as influéncias da incorporagdo in situ deste fairmaco sobre as
caracteristicas e propriedades finais do polimero obtido, sendo que nenhum estudo
reportou os efeitos da incorporagdo in situ de farmacos durante a polimerizacdo em
suspensao, para a obtengdo de agentes embolicos. Além de apresentar informagdes mais
detalhadas dos efeitos da incorporagdo in sifu da amoxicilina, este Capitulo também traz
um estudo dos efeitos da incorporacdo in situ da doxorrubicina, que ¢ um farmaco
comumente usado no tratamento de tumores e em procedimentos de

quimioembolizagdo.

3.3 Metodologia experimental

A metodologia experimental usada seguiu basicamente as especificacoes
descritas previamente por PINTO et al., [52, 53] com algumas modificacdes nos

experimentais necessarios para promover a incorporagao in situ do farmaco.

3.3.1 Materiais

Os reagentes usados foram: acetato de vinila (VAc, 99%, Vetec Quimica Fina),
agua (destilada, desmineralizada e microfiltrada), amoxicilina trihidratada compactada
(Grau A, Laboratorio Globo Ltda.), cloroféormio deuterado (CDCls, 99,8%, Cambridge
Isotope Laboratories), dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-ds, 99,9%, Cambridge
Isotope Laboratories), doxorrubicina (cloridrato; Eurofarma, Brasil), hidroxido de sodio
(NaOH, 99%, Vetec Quimica Fina), metacrilato de metila (MMA, 99%, Sigma-Aldrich

ou Denstply Brasil), peroxido de benzoila (BPO, 97%, Vetec Quimica Fina), poli(alcool
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vinilico) (PVA, 88% de hidrdlise e Mw = 78.000 g/mol, Vetec Quimica Fina,),
tetrahidrofurano (THF, 99,9%,Tedia).

Os reagentes foram utilizados conforme recebido pelos fornecedores, exceto
quando especificado. A agua utilizada nos experimentos foi destilada, desmineralizada e

microfiltrada.

3.3.2 Unidade Experimental

A unidade experimental usada nas reagdes de polimerizacdo e na etapa de
saponificacdo foi a mesma descrita no Capitulo 2 e estd ilustrada na Figura 3.5. A
unidade era operada na pressdo atmosférica e a aferi¢do da temperatura dentro do reator

acompanhada com termopar e eventualmente através de um termometro de mercurio.

Figura 3.5 — Esquema e fotos parciais da unidade experimental usada nas reagdes de

polimerizagao e na etapa de saponificagdo (previamente apresentada no Capitulo 2).

A unidade experimental apresentada na Figura 3.5 era composta por: reator de
vidro encamisado de 1 L (FGG Equipamentos Cientificos Ltda, Brasil), conectado a um

sistema de aquecimento/refrigeragdo a agua com temperatura programada Haake
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Phoenix II (Thermo Electron Co., Alemanha), equipado com tampa de aco inoxidavel
com 6 orificios, agitador mecanico EuroStar Digital (IKA, Alemanha), haste reta,
impelidor tipo hélice com 6 pas e condensador de serpentina de vidro, conectado a um
sistema de refrigeracdo a 4gua com temperatura programada Isotemp 2028P (Fisher

Scientific com refrigerador PolyScience KR30A).

3.3.3 Métodos

Purificacao dos monomeros

Os mondmeros, acetato de vinila (VAc) e metacrilato de metila (MMA), foram
purificados separadamente antes de serem utilizados nas reacOes e/ou andlises.
Inicialmente, utilizando um funil de separagdo, os mondmeros eram lavados duas vezes
com uma solu¢ao aquosa de NaOH 3% (m/v), na propor¢ao de 1:1 (mondmero : solugdo
de NaOH), descartando-se a fase aquosa. Apods este processo, 0 monOmero era
neutralizado com agua destilada, na propor¢ao de 1:1 (mondmero : agua), até¢ que a fase
organica atingisse pH = 7. O mondmero lavado e neutralizado era entao transferido
para um frasco ambar (contendo uma pequena quantidade de cloreto de calcio) e
acondicionado sob refrigeracao (-15 °C) por pelo menos 24 horas. Posteriormente, o
cloreto de calcio era removido por filtragdo e pequenas quantidades de agua eram
removidas com o auxilio de um funil de separagdo. O mondmero /avado e neutralizado
era entdo destilado sob atmosfera de nitrogénio, sendo o mondmero purificado

recuperado e armazenado em frasco ambar sob refrigeracao (-15 °C) até sua utilizacao.
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Polimerizacdo em suspensdo

As reagdes de polimerizagdo em suspensao via mecanismo classico de radicais
livres, foram realizadas na unidade descrita anteriormente. O procedimento adotado foi
fundamentalmente o mesmo descrito por PINTO et al, [53] exceto quando
especificado.

Os componentes da receita padrao usada nas polimerizagdes em suspensao estao
descritas na Tabela 3.1. Incialmente adicionava-se ao reator uma solu¢ao do agente de
suspensao no meio dispersante e aquecia-se o reator até a temperatura estipulada para a
reacao (70 = 5 °C). Apo6s atingir a temperatura desejada, era adicionada uma solucao
contento comondmeros purificados e o iniciador, mantendo o sistema na temperatura e
velocidades de agitacdo (700 rpm) definidos no plano da reagdo. A adigdo dos
componentes organicos da suspensdo caracterizava o inicio da reacdo, que tinha uma
duragdo de aproximadamente 240 minutos. Ao final da etapa de reacdo, a temperatura
do reator era ajustada para 30 = 5 °C e o conteudo do mesmo era retirado. A obten¢do
do polimero era feita separando-se o precipitado do sobrenadante por filtracdo,
utilizando-se agua destilada para lavar as particulas. O polimero obtido era entdo seco
em estufa a vacuo a 25 °C e processado em gral de porcelana, até a separacdo dos
granulos observados visualmente.

Nas reagdes realizadas neste Capitulo, a incorporacdo do farmaco ocorreu
somente por intermédio da fase aquosa do sistema, dissolvendo uma quantidade
determinada do medicamento na fase continua da suspensdo antes do inicio da reagao.
No caso da amoxicilina, a quantidade de farmaco adicionada variou entre 0-3% (m/m).
No caso da doxorrubicina, o farmaco era reconstituido em agua e posteriormente

adicionado a fase continua do sistema. Neste caso especifico, a quantidade de
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doxorrubicina final adicionada era igual a aproximadamente 0,12 g/L (ou 2,05 x 10

mol/L).
Tabela 3.1 — Receita genérica de polimerizagdo em suspensido a 70 °C.

Fase continua Fase dispersa Quantidade (g) Funcio
Agua 420 Fase continua
PVA 0,2 Agente de suspensao

VAc 140 - 200 Comondmero

MMA 0-60 Comondmero

BPO 2-4 Iniciador

Farmaco* 0-3% Farmaco

PVA = poli(alcool vinilico); VAc = acetato de vinila; MMA = metacrilato de metila; BPO = peréxido de benzoila.

Durante as reacdes de polimerizagdo, amostras foram retiradas em intervalos
pré-determinados para a caracterizagdo do material. O procedimento consistia em
transferir aproximadamente 4 g de amostra do reator para uma capsula de aluminio,
contendo pequenas gotas de uma solucao aquosa de hidroquinona 1%. O peso de cada
amostra era determinado imediatamente ap6s o processo de amostragem, levando em
consideragdo o peso da capsula e da solucdo de hidroquinona. Apds atingir a
temperatura ambiente, as amostras eram secas em estufa de circulacao de ar (65 £ 5 °C),

até que todas as amostras tivessem atingido peso constante (= 0,0005 g).

Reacao de saponificacdo

A reacgdo de saponificagdo, que visa a conversao parcial do PVAc superficial em
PVA, foi realizada seguindo basicamente a metodologia proposta por PINTO et al. [53]
e PEIXOTO [29]. A principal diferenca em relagdo a metodologia originalmente
proposta ¢ que, para poder estudar os efeitos da incorporacdo do farmaco nas

propriedades dos polimeros (nucleo e também na casca de PVA), este processo foi

realizado em duas etapas distintas.
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No procedimento adotado, em um sistema com controle de agitacdo e
temperatura, 20 g de polimero seco reagiam com 20 mL de solu¢ado NaOH 40% (m/v)
em 80 mL de 4gua durante 2 horas, mantendo-se a temperatura controlada em 30 = 5 °C
e a agitacdo em 500 rpm. Ao final da reagdo, o polimero era recuperado por filtracao,

lavados com agua destilada e secos em estufa a vacuo a 25 °C.

3.3.4 Caracterizacao

Teste de solubilidade

A amoxicilina trihidratada possui uma solubilidade em agua de 4 mg/mL; [91]
entretanto, sua solubilidade em outras solugdes aquosas e solventes organicos ndo ¢
conhecida. Para determinar a solubilidade da amoxicilina em solugdo aquosa de PVA,
acetato de vinila e metacrilato de metila, foram realizados testes de solubilidade
conforme descrito a seguir.

Em um frasco de 100 mL equipado com barra magnética, adicionaram-se 50 mL
de solvente (mondmero ou solugdo aquosa de PVA 0,5 mg/mL). Sob leve agitacao,
adcionou-se amoxicilina até completa saturacao/precipitacdo. O recipiente foi mantido
sob temperatura e agitacdo constante por aproximadamente 1 hora. Apds este periodo, a
solucao foi filtrada e a absorbancia das solugdes determinadas em espectrofotdometro
UV-Vis (Lambda 35, Perkin-Elmer, EUA), utilizando cubetas de quartzo de 5 mm, nos
comprimentos de onda de 228 e 272nm. A determinacdo da solubilidade das amostras
foi feita comparando as leituras obtidas com solu¢des contendo quantidades conhecidas
de amoxicilina (solucao padrao) para cada solvente testado (solucao de PV A, acetato de

vinila e metacrilato de metila). Os testes de solubilidade da amoxicilina em solucdo de

100



PVA foram realizados a 25 e 75 °C e com os monOmeros acetato de vinila e metacrilato

de metila a 25 e 50 °C. Os testes de solubilidade foram realizados em duplicata.

Tensao interfacial

Analises de tensdo interfacial foram realizadas com auxilio de um tensiometro
de gota pendente DSA-100 (Kriiss, Alemanha). De acordo com essa técnica, uma gota ¢
formada em um tamanho e formato tal que ¢ possivel calcular a tensdo interfacial
(através da equagdo de Laplace) entre a gota e um meio em que esta ¢ imiscivel. Todas
as analises foram realizadas a 20,6 °C, utilizando os valores de 0,9980 g/cm’ para a
densidade de 4gua ou solu¢io de PVA (0,48 g/L), 0,9340 g/cm’ para a densidade do
acetato de vinila (VAc) e 0,9400 g/cm’ para a densidade do metacrila de metila (MMA)
ou para a mistura de mondmeros. Em alguns testes, amoxicilina foi misturada a fase
aquosa (agua ou solucdo de PVA) ou a fase organica (mistura de mondmeros). A
quantidade de farmaco adicionada foi de aproximadamente 0,5 g/L a fase aquosa e em

quantidade que atingisse a saturagao a 22 °C na fase organica (menos de 0,5 g/L).

Microscopia

A microestrutura da particula de polimero foi analisada por meio de
microfotografias feitas em microscopio eletronico de varredura Quanta 200 (FEI
Company, EUA). Segundo esta metodologia, as amostras eram recobertas com uma
camada de ouro de 300 nm, utilizando-se um metalizador JFC-1500 (JEOL, Japao),

antes da visualizagao.
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Tamanho de particulas

A distribuicdo de tamanho de particulas foi determinada utilizando um
analisador de tamanho de particulas Mastersizer 2000 (Malvern, UK). Um pequena
quantidade de polimero seco era diretamente colocada no equipamento até a obten¢do

de um nivel minimo de espalhamento de luz (obscurecéncia).

Cromatografia de permeacgio em gel (GPC)

Para realizar as determinacdes de massas molares, as amostras de polimero eram
solubilizadas em THF, filtradas em filtro de 0,45 pm e injetadas em sistema
cromatografico, usando THF como fase moével, vazao de 1 mL/min, na temperatura de
40°C. As analises foram realizadas em cromatdgrafo Viscotek (VE2001) equipado com
detector de refracdo Viscotek VE3580 e quatro colunas Phenomenex (10°, 10°, 10° e
500 A) e calibradas com padrdes de poliestireno. As curvas de distribui¢des de massas
molares apresentadas neste Capitulo foram normalizados em relagdo ao valor maximo,

segundo a relagao:

_ (3.25)

mdximo

y normalizado

Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

A andlises de DSC foram realizadas em equipamento DSC 1822e (Mettler
Toledo, Brasil). Cerca de 3 mg de amostra tiveram seu peso exatamente determinado e
submetido a uma faixa de aquecimento de 25 a 250°C, com taxa de aquecimento de

10°C/min em céapsula de aluminio com tampa furada. Nitrogénio foi utilizado como gas
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de arraste numa vazdo de 80 mL/min. Nas analises realizadas, uma capsula de aluminio

vazia foi utilizada como referéncia.

Ressondncia Magnética Nuclear de Protons ('H-RMN)

As andlises de 'H-RMN descritas neste Capitulo foram realizadas em
equipamento Bruker DPX 300 (Bruker Co.), operado a 300 MHz e equipado com sonda
de 5 mm de diametro. Para preparo das amostras, utilizou-se ou cloroférmio deuterado
(CDCl3) ou dimetilsulfoxido deuterado (DMSO). O tetrametilsilano (TMS) foi usado
como referéncia interna e manteve-se a temperatura constante em 25°C. A Figura3.6 e a
Tabela 3.2 apresentam os deslocamentos especificos de protons para o PVAc, PMMA e

PVA. [88]

Figura 3.6 — Deslocamento caracteristico dos protons do PVAc, PMMA e PVA.

Tabela 3.2 — Deslocamento dos protons dos polimeros PVAc, PMMA e PVA.

Préton PVAc PMMA PVA
Exp® Ref™* Exp® Ref** Exp Ref™!
A 1.8 2.1
B 4.8 5.2
C 2.1 2.3
D 1.8 2.7
E 0.7-0.9 1.2-1.4
F 3.5-3.8 4.0
G - 1.9
H - 43
I - 4.8

PVAc = poli(acetato de vinila); PMMA = poli(metacrilato de metila); PVA = poli(alcool vinilico).
Valores em ppm para 'H-RMN; “DMSO; "BRANDOLINI & HILLS [88]; °CDCl;; “D,0.
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Nas Figuras 3.7 e 3.8 sdo ilustrados os deslocamentos dos prétons para a

amoxicilina e para a doxorrubicina, segundo simuladores de RMN.

/*OH 1.0

o

A A M J\J
T T T T
7 6 5 4

PPM

Figura 3.7 — Espectro simulado de "H-RMN da amoxicilina.

3.37;3.12 .65
OH?®

3.83

| ATy

Figura 3.8 — Espectro simulado de 'H-RMN da doxorrubicina.

Incorporacio de Farmaco

Durante as reacdes de polimerizacao do acetato de vinila e metacrilato de metila,

amostras foram retiradas em intervalos pré-determinados para a avaliacdao da eficiéncia

104



de incorporagdo do farmaco nas particulas poliméricas. O procedimento consistia em
transferir uma aliquota de aproximadamente 5 mL da fase continua para um recipiente
de vidro. Em seguida, possiveis sélidos eram removidos por filtragdo e a amostra
submetida a duas diluigdes seriadas, tomando-se aliquotas de 1 mL, utilizando uma
solu¢do aquosa de PVA '°( 0,48 g/L) como diluente e baldes volumétricos de 25 mL. A
determinagdo das absorbancias das amostras foram determinadas em espectrofotometro
UV-Vis (Lambda 35, Perkin-Elmer, EUA), utilizando cubetas de quartzo de 5 mm e
comprimento de onda especifico de 228 e 274 nm. A quantidade de amoxicilina
incorporada foi calculada a partir de correlagdes com dados de concentracdes

conhecidas de amoxicilina no meio reacional

3.4 Resultados & Discussao

3.4.1 Efeitos da incorporacao in situ de
amoxicilina nas reacoes de
copolimerizacao em suspensao do acetato

de vinila e metacrilato de metila — Parte 2

No Capitulo anterior, foi demonstrado ser possivel sintetizar particulas esféricas
de PVAc-co-PMMA na presenga de amoxicilina adicionada in situ durante a reagdo de
polimerizacdo em suspensao. Os resultados permitiram concluir que, pelas mudangas

morfologicas e moleculares observadas, a amoxicilina provavelmente exerce algum tipo

10 = s . . . o
A solugdo aquosa de PVA utilizada nos testes analiticos, como branco ou como diluente, foi a mesma utilizada como fase

continua nas reagdes de polimerizagao.

105



de atividade superficial, além de provavelmente alterar a cinética da polimerizagao.

Para avaliar o tipo de interagdo que a amoxicilina estabelece com as fases
dispersa (organica; comondmeros) € continua (aquosa; solucao de PVA) do sistema de
polimerizacdo em suspensdo, foram determinadas as solubilidades do farmaco nas
diferentes fases. Na fase continua, composta de agua purificada e uma pequena
quantidade de agente de suspensao (0,48 g/L), a amoxicilina apresentou uma faixa de
solubilidade de 2,9 a 15,4 g/L, quando a temperatura variou entre 25 e 70 °C. Essas
solubilidades sdo equivalentes a 0,3 a 1,5% da massa de mondmero no sistema de
polimerizacdo em suspensdo. J& a solubilidade da amoxicilina no acetato de vinila
(VAc) foi de 0,15 a 0,22 g/L para uma variagdo de temperatura de 25 a 50 °C, o que
representa somente uma concentragao de 0,02 a 0,03%, em relagdo a massa de
monomero. O fairmaco ndo apresenta qualquer solubilidade significativa no metacrilato
de metila (MMA).

Os resultados de solubilidade levam a concluir que, quando a amoxicilina ¢
adicionada no reator de polimerizagao através da fase aquosa do sistema, o farmaco ¢
completamente solubilizado quando a temperatura interna do reator atinge a
temperatura de reacao (70 °C). Entretanto, quando se adiciona o farmaco diretamente na
fase dispersa do sistema (fase organica; comondmeros), a amoxicilina nao se dissolve
completamente. Consequentemente, nesse caso o farmaco esta presente no sistema na
forma de um p6 finamente dividido e suspenso nas gotas de mondmeros. Essa fato pode
explicar a acumulagdo do farmaco na superficie das particulas e a consequente formagao
da rugosidade e poros superficiais, principalmente apds o processo de saponificagdo das
particulas. Isso explica também porque a incorporacao de farmaco na cadeia polimérica
nao pode ser grande e porque existe sempre quantidade apreciavel de amoxicilina livre

no meio.
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Devido as alteragdes observadas na morfologia superficial das particulas,
conforme apresentado no Capitulo 2, considerou-se a hipdtese de que, quando a
amoxicilina ¢ adicionada in situ ao sistema de polimerizacdo em suspensao, esta atue
como um coestabilizante ou exerca alguma atividade superficial, sendo este efeito
melhor visualizado quando o farmaco ¢ dissolvido na fase aquosa do sistema.
Entretanto, os resultados apresentados na Figura 3.9 ndo demonstraram nenhuma
modificagdo nos valores da tensdo interfacial quando a amoxicilina foi adicionada ao
sistema. Conforme observado na Figura 3.9, a adicdo da amoxicilina, tanto na fase
aquosa quanto na fase organica do sistema, ndo influenciou a tensdo interfacial das
gotas.

O decréscimo na tensdo interfacial s6 foi observado quando um agente de
suspensdao (PVA, 0,48 g/L) foi adicionada. Entretanto ndo foi observado um efeito
sinérgico do farmaco na redu¢do da tensdo interfacial.

Conforme a Figura 3.9, os testes realizados apenas com amoxicilina (sem adi¢do
de PVA a fase continua) demonstraram que o firmaco de fato ndo atua reduzindo a
tensdo interfacial do sistema. Desta forma, a partir dos resultados apresentados
anteriormente, ndo foi possivel atribuir um efeito positivo da amoxicilina na reducdo da
tensdo interfacial entre a fase aquosa continua e a fase dispersa (gota de comondmero).
Sendo assim, os efeitos morfoldgicos parecem estar associados ao deposito de sélido na
superficie da particula organica dispersa no meio. Embora seja de conhecimento que o
aumento de concentragdo de estabilizante e temperatura atuem reduzindo a tensdo
interfacial em sistemas dispersos, [47] devido a grande instabilidade do sistema
experimental de andlise de tensdo interfacial, ndo foi possivel obter medidas de tensao
em temperaturas superiores a 20,6 °C. Este fator influenciou de maneira significativa a

quantidade de farmaco que pode ser solubilizado no sistema.
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Figura 3.9 — Tensao interfacial de gotas de monémeros em meio aquoso. a) (A) VAc em H,0;
(B) MMA em H,0; (C) VAc/MMA (70:30) em H,0; (D) VAc/MMA (70:30) em solugdo de
PVA. b) (E) VAc/MMA (70:30), em solugao de PVA + amoxicilina; (F) VAc/MMA (70:30) +
amoxicilina, em solugdo de PVA; (G) VAc/MMA (70:30), em H,O + amoxicilina; (H)
VAc/MMA (70:30) + amoxicilina, em H,O.
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Embora os testes de tensdo interfacial ndo tenham apontado para nenhum efeito
sinérgico da amoxicilina quando a estabilizagdo da fase dispersa do sistema (gotas de
comondmeros), os resultados dos testes de solubilidade permitiram estimar as
quantidades maximas em que este farmaco pode ser incorporada in situ durante as
reagoes de polimerizacdo em suspensao. Baseando-se nesses resultados, novas reagdes
de copolimerizagdo do acetato de vinila e metacrilato de metila foram realizadas,
promovendo a adicdo da amoxicilina apenas pela fase aquosa do sistema e em uma
faixa mais ampla de concentracdo, que variou de 1 a 3% em relacdo a massa de
monomero. Desta forma, quando as incorpora¢des foram realizadas na faixa de 1%, o
farmaco estava completamente soltivel na fase continua do sistema, ao passo que,
quando a concentracao era igual a 3%, apenas parte da amoxicilina estava soluvel.

A anélise da morfologia final das particulas de copolimeros foi realizada com
auxilio de andlises de microscopia eletronica de varredura. Conforme demonstrado na
Figura 3.10, na auséncia de farmaco foi possivel sintetizar particulas de copolimero com
morfologia esférica bem definida, o que contrasta com os resultados anteriormente
apresentados no Capitulo 2. Esse resultado provavelmente esta associado ao uso de
comondmeros purificados, uma vez que os mesmos resultados foram observados para
homopolimeriza¢ao em suspensao do acetato de vinila.

Outra observagao feita foi de que as particulas esféricas produzidas na auséncia
de farmaco ndo apresentaram poros superficiais € ou poros/microestruturas nas camadas
mais internas das particulas, fato este que ja tinha sido observado nos experimentos
previamente apresentados no Capitulo 2. Além disso, conforme ja descrito, pela
caracterisitca das amostras analisadas, ¢ provavel que todas as particulas sejam densas e

ndo possuam microestruturas porosas no seu interior, provavelmente devido a auséncia
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de farmaco no meio reacional e ao ndo aprisionamento de microgotas de agua durante a

formagao das particulas.

HV mag | spot| det WD e—1%. O 1|1 Re—) HV mag |spot| det WD Gf) um
V1120.00 kV|400 x| 3.0 |ETD 20.00 kV|2000x| 3.0 |[ETD|12.7 mm PAM/PEQ/COPPE
=

(o] Xy
«

4
10 HV mag |spot| det WD 10 pm HV mag |spot| det WD 2um
04 AM |20.00 kV|8 000 x| 3.0 |[ETD|12.7 mm PAM/PEQ/COPPE 0:4¢ \M 20.00 kV|40 000 x| 2.5 |[ETD|12.7 mm PAM/PEQ/COPPE

Figura 3.10 — Micrografia das particulas de copolimero de PV Ac-co-PMMA

A etapa de saponificacdo do copolimero ndo promoveu alteragdes na morfologia
esférica das particulas, conforme mostrado na Figura 3.11. Entretanto, pode-se observar
a formagao de pequenos poros superficiais em grande parte da superficie das particulas,
o que pode ser correlacionado a reacdo de hidrdlise dos radicais acetato presentes nas
esferas de copolimero, uma vez que essas amostras foram sintetizadas na auséncia de

farmaco.
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Figura 3.11 — Micrografia das particulas de copolimero apds reagdo de saponificacdo

(PVA/PVAc-co-PMMA).

Entretanto, ao se incorporar 3% de amoxicilina a fase aquosa da reagdo de
polimerizacdo em suspensdo, significativas alteragdes nas caracteristicas morfoldgicas
das particulas puderam novamente ser observadas, conforme mostrado Figura 3.12.
Novamente foi possivel afirmar que a adi¢do in sifu de amoxicilina de fato promove
altera¢des na morfologia da particula, o que reforga as observagdes feitas no Capitulo 2.
Desta forma, a presenca da amoxicilina na forma de um pé finamente dividido mais

uma vez explica a formagdo de uma superficie rugosa, devido a acumulagdo da droga
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nas vizinhangas da superficie das particulas. Entretanto, a etapa de saponificagdo parece

exercer um efeito sinérgico, em rela¢do a formagao de poros superficiais.

HV még spot| det WD [e—1%. U |11 Re— 8 mag spot‘ det WD 2pum
M|20.00 kV[400 x| 4.0 |[ETD|12.6 mm PAM/PEQ/COPPE 45:22 PM|20.00 kV[40000 x| 2.0 |[ETD|12.6 mm PAM/PEQ/COPPE

&9

' €
HV mag | spot| det WD e—L % 01 V111 e—) "1/18/2010 HV mag |spot| det WD 2um
1:59:57 PM | 20.00 kV[400 x| 4.0 |ETD|12.6 mm PAM/PEQ/COPPE 2:16:34 PM | 20.00 kV| 40000 x| 2.5 |[ETD|12.7 mm PAM/PEQ/COPPE

Figura 3.12 — Micrografia das particulas de copolimero de PVAc-co-PMMA com 3% de
amoxicilina adicionada in situ a reagdo de polimerizagdo. A) antes da reagdo de saponificagao;

B) apo6s a reagdo de saponificagdo.

A adicdo e acimulo de amoxicilina acima do limite de solubilidade do farmaco
no meio possui influéncia definitiva no controle da morfologia esférica da particula.
Conforme demonstrado anteriormente na Figura 3.12, a presenca de particulas esféricas
¢ representativamente inferior ao de particulas com deformagdo na morfologia esférica

“padrao” das particulas de copolimero. Como os testes de tensdo interfacial
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demonstraram que a amoxicilina ndo possui efeito positivo na redugdo da tensdo
interfacial das gotas de comondmeros, a adicdo em excesso deste farmaco pode
interferir de maneira negativa na formacao de particulas esféricas, uma vez que a
amoxicilina nao atua como um coestabilizador das gotas de comondmeros.

Na Figura 3.13 ¢ apresentado o espectro de "H-RMN do copolimero sintetizado
na presenga de diferentes concentragdes de amoxicilina (0-3%). Neste espectro foi
possivel identificar os deslocamentos especificos dos protons relacionados ao
copolimero aleatorio sintetizado (VAc em 6 = 4.8 ppm (—CHO—-) e do MMA em 6 =
3.6-3.8 ppm (—COOCH3)). Porém, nao foi possivel identificar nenhum sinal especifico
referente a amoxicilina ou aos protons do segmento de PVA, provavelmente devido as
baixas concentragdes dessas substancias nas matrizes poliméricas. Os sinais observados

entre 6 = 7.0-8.0 ppm sdo deslocamentos relacionados ao iniciador utilizado (BPO).
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Figura 3.13 - '"H-RMN para copolimero aleatério de PVAc-co-PMMA sintetizado com

incorporacdo in situ de amoxicilina, apds o processo de saponificagdo (PVA/PVAc-co-PMMA).
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Com auxilio de calculos de integracao das areas dos picos, pode-se determinar
que os copolimeros sintetizados na auséncia de amoxicilina apresentaram uma
composi¢ao média de 1 : 1,2 (VAc : MMA). Esse fato pode ser explicado devido as
maiores constantes cinéticas de propaga¢do do MMA em relagdo ao VAc, [93] uma vez
que a composicdo inicial da mistura de comondmeros era de 70:30 (VAc:MMA).
Entretanto, ao se analisar detalhadamente os espectros, pode-se observar que o aumento
da concentragdo de amoxicilina no sistema provoca a reduc¢do da propor¢do final de
PVAc. Efeito similar havia sido detectado no Capitulo anterior e talvez indique que a
amoxicilina reage preferencialmente com os radicais VAc, tornando as polimerizagdes
de VAc mais sensiveis a presenca de amoxicilina que as copolimerizagoes.

Na Figura 3.14 sdo apresentados os resultados de DSC para a amoxicilina e para
os copolimeros sintetizados, antes e apds processo de saponificagdo das particulas. Os
resultados indicaram que, quando misturas fisicas de amoxicilina e copolimero sio
feitas, o perfil térmico da amostra ¢ resultado da contribuicdo de ambos os tipos de
moléculas.

Entretanto, para as amostras de copolimero sintetizadas na presenca de
amoxicilina, ndo foi possivel observar claramente o sinal caracteristico da amoxicilina,
fato este que pode estar correlacionado a baixa concentragdo de farmaco presente nas
amostras. O mesmo fato foi observado para as amostras saponificadas, uma vez que o
baixo contetido de PVA nas matrizes poliméricas também ndo influenciou de maneira
significativa o perfil térmico das amostras.

Uma caracteristica importante da técnica de embolizagcdo vascular ¢ o tamanho
do agente embolico usado. Por exemplo, para procedimentos de embolizacdo da artéria

uterina, ¢ recomendado o uso de particulas na faixa de 300-700 um. [39] Por meio de
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Figura 3.14 — Curvas de DSC para amoxicilina e copolimeros sintetizados com a incorporacao

in situ de amoxicilina (0-3%) durante reacdes de polimerizacdo em suspensdo. (a) copolimeros

antes da saponificagdo; (b) copolimeros apds a saponificagao.
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analises de tamanho de particula (Figura 3.15), pode-se determinar que o tamanho
médio das particulas sintetizadas foi de 200-320 um. Embora este valor seja um pouco
inferior ao tamanho médio recomendado para os procedimentos de embolizagdo da
artéria uterina, este valor ¢ na verdade uma média dos véarios tipos de fragdes de
particulas obtidas, onde as maiores fragdes obtidas estiveram dentro de uma faixa de
100-600 pm. Além disso, ¢ sabido que o controle do tamanho final das particulas
poliméricas produzidas por intermédio de polimerizacdes em suspensdo pode ser
ajustado com um controle mais refinado de algumas variaveis de processo, como por
exemplo a velocidade de agitagdo do sistema e também a concentragdo de agente de
suspensao utilizado. [42-45]

Uma outra alternativa para obter um controle mais refinado do tamanho final das
particulas € a utilizacdo de tipos especificos de polimerizagdo em suspensdo, como ¢ o
caso da Semi-suspensdo, que ¢ um processo em duas etapas onde as particulas obtidas
possuem tamanhos bastante homogéneos. [42]

Entretanto, conforme observado na Figura 3.15, tanto a incorporagdo in situ de
amoxicilina quanto a etapa de saponificagdo das particulas de copolimero promoveram
alteragcdes no tamanho final das particulas. Através dos resultados apresentados, pode-se
concluir que a etapa de saponificagdo reduziu o tamanho médio das particulas nas
amostras que foram sintetizadas na presenca de amoxicilina. J4 nas particulas
sintetizadas na auséncia de fArmaco, o efeito oposto foi observado.

A etapa de saponificacao (Figura 3.16) tem como objetivo tornar o copolimero
mais biocompativel, formando uma camada superficial de PVA, por meio da hidrélise
de radicais acetatos. Admitindo a hipdtese que apenas os radicais acetatos participam da
reacao de hidrolise (a hidrolise de radicais acrilatos s6 ocorre em condigdes

extremamente alcalinas [49]), o aumento no tamanho final das particulas s6 pode ter
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Figura 3.15 — Distribui¢do de tamanho de particulas de copolimeros antes (PVAc-co-PMMA) e

apos a etapa de saponificagdo (PVA/PVAc-co-PMMA). (a) sem incorporagdo de amoxicilina;

(b) com incorporacdo in situ de 1% de amoxicilina; (c) com incorporagdo in situ de 3% de

amoxicilina.
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sido ocasionado pelo consumo das particulas menores. Como o PVA ¢ soltivel em agua
e como a massa das particulas diminui com a saponificacdo, o deslocamento de
distribuicao de tamanhos pode ser ocasionada pela dissolucao das particulas menores no

meio aquoso.

NaOH 40 wt%
—
30°C-2h
\ PVA
PVAc-co-PMMA PVAc-co-PMMA

Figura 3.16 — Representagcdo esquematica do processo de saponificagdo de particulas esféricas

de copolimero aleatério de PVAc-co-PMMA.

E muito curioso perceber que a presenga de amoxicilina provoca deslocamento
dos tamanhos de particula para valores maiores, provavelmente porque se deposita na
superficie e reduz a eficiéncia de protecdo do agente de suspensdo. Durante a
saponificagdo, os deslocamentos sdao pouco pronunciados na dire¢do de tamanhos
menores, como seria esperado se a saponificagdo ndo ¢ muito intensa € se 0 PVA nao se
dissolve no meio.

Como demonstrado no Capitulo 2, a incorporagdo in situ da amoxicilina através
da fase aquosa do sistema de polimerizagdo em suspensdo acarreta na adsorcao do
farmaco preferencialmente na superficie das particulas de copolimero. Desta forma,
teoricamente a etapa de saponificacdo promove uma remocdao (ou hidrolise) da
amoxicilina adsorvida na superficie das particulas. A Figura 3.15, além das micrografias
anteriormente apresentadas, reforcam essa hipotese, uma vez que particulas sintetizadas

na presenca de diferentes concentracdes de amoxicilina apresentam distribui¢des
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distintas de tamanho de particulas. Apos a etapa de saponificagdo, a amoxicilina
presente na superficie das particulas ¢ removida, mas evita a remog¢do pronunciada de
PVA da superficie, efeito que ocasiona uma ligeira reducao no tamanho médio final das
particulas de copolimero.

A redug¢do no tamanho médio das particulas de copolimero sintetizadas na
presenca de amoxicilina, apds o processo de saponificagdo também pode estar
relacionada a uma menor quantidade de reagdes de ramificagdo, uma vez que os dados
de 'H-RMN revelaram uma menor concentragio de radicais acetatos disponiveis para
reagirem em reacoes de saponificacao.

A dindmica da conversao global dos mondmeros foi monitorada quando
diferentes concentracdes de amoxicilina foram adicionadas ao reator durante as reacoes
de polimerizacio do VAc ¢ MMA. Conforme demonstrado na Figura 3.17, a
homopolimerizagdo do VAc ¢ significativamente afetada pela aumento da concentragao
de amoxicilina no meio reacional. Neste caso, o farmaco exerce uma clara acdo
inibitoria nas taxas reacionais.

Entretanto, nas reagdes de copolimerizacdo do VAc/MMA, o efeito inibitorio
ndo se mostrou tdo evidente, conforme mostrado na Figura 3.18. Esse fato pode ser
funcdo das altas taxas de terminagdo dos radicais livres em reagdes de copolimerizagdo
na presenca de MMA. Apesar disto, ¢ interessante observar que o efeito inibitorio da
amoxicilina parece depender da composicdo do meio reacional. Nas reagdes de
copolimerizacdo, na auséncia ou presenca de farmaco, a conversdo global ndo
ultrapassaram mais do que 50%, indicando que nesse tipo de copolimerizagdao faz-se
necessario adotar estratégias para atingir valores mais elevados de conversdo. Desta
forma, devido as baixas taxas reacionais, as copolimerizagdes de VAc/MMA devem ser

realizadas em mais altas temperaturas, por longos periodos e adotando procedimentos
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Figura 3.17 — Evolugdo da conversdo global do monémero com o tempo de reagdo, na auséncia
(0%) e na presenga (1-3%) de amoxicilina incorporada in situ durante as reagdes de

homopolimeriza¢do em suspensao do acetato de vinila (VAc).
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Figura 3.18 — Evolugdo da conversdao global de comondmeros com o tempo de reacdo, na
auséncia (0%) e na presenca (1-3%) de amoxicilina incorporada in situ durante as reagdes de

copolimeriza¢do em suspensdo do acetato de vinila (VAc) e metacrilato de metila (MMA).
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que aumentem a quantidade o tempo de vida dos radicais livres, seja pelo uso de
maiores concentracdes de iniciadores quimicos ou em combinagdo com outras
estratégias.

A dinamica da conversdao global dos mondmeros foi monitorada em diversas
oportunidades, tanto para a homopolimerizacdo do VAc quanto para a copolimerizagdo
do VAc/MMA. Nas reagdes de homopolimerizacao, o grafico apresentado na Figura
3.17 representa os resultados mais consistentes obtidos, avaliando o comportamento
dindmico de conversdao em relacdo a concentragdo de farmaco incorporada in situ
durante a reagdo de polimerizacdo em suspensdo do acetato de vinila. Embora ndo
apresentados, esse comportamento dindmico apresentou o mesmo perfil quando outros
conjuntos de reacdes foram realizados.

Conforme observado na Figura 3.18, a dindmica de conversdao global dos
comondmeros, para a reagdo de copolimerizacao do acetato de vinila e metacrilato de
metila, ndo apresentou o mesmo perfil cinético em relagdo a reagdo de
homopolimeriza¢ao do acetato de vinila. Desta forma, outras reagcdes foram conduzidas
para verificar a reprodutibilidade dos dados anteriormente apresentados, conforme
demonstrado nos graficos da Figura 3.19 (que comprova o comportamento cinético
anteriormente apresentado na Figura 3.18).

No Capitulo 2, observou-se que a incorporagdo in situ de amoxicilina nas
reagoes de copolimerizacdo promove significativas alteracdes nos valores de massa
molar final dos copolimeros obtidos. Desta forma, quando a amoxicilina era
incorporada em pequenas quantidades, o efeito observado foi o de um aumento da
massa molar do copolimero obtido. Observou-se que esse aumento estd relacionado a
quantidade de farmaco adicionado ao meio reacional, uma vez que a massa molar

aumentava, a medida em que a quantidade de amoxicilina era aumentada no meio
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Figura 3.19 — Réplica das medidas de conversdo global das reagdes de copolimerizagdo em
suspensao do acetato de vinila e metacrilato de metila. (a) sem incorporagdo de amoxicilina; (b)

com incorporagdo in situ de 1% de amoxicilina; (¢) com incorporagdo in situ de 3% de

amoxicilina.
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reacional, independentemente da fase em que o farmaco era incorporado. Desta forma,
baseado nos dados previamente apresentados, especulou-se que parte do farmaco
poderia estar atuando como agente reticulante, quando utilizado em baixas
concentracoes (até 1% em relagdo a massa do mondmero).

Nos experimentos relatados neste Capitulo, a concentragdo de amoxicilina no
meio reacional variou entre 0-3%. Os dados de massa molar dos copolimeros obtidos
(Tabela 3.3) indicaram que a incorporagdo de 1% de amoxicilina no meio reacional
aumentou ligeiramente os valores de massa molar dos copolimeros. Este efeito ndo foi
observado quando a concentragdo de amoxicilina no meio reacional de copolimerizagdo

foi de 3%.

Table 3.3 — Valores de massa molar para copolimeros de acetato de vinila ¢ metacrilato de
metila sintetizados com adi¢do in situ de amoxicilina (0-3%) durante a copolimerizagdo em

suspensao antes (PVAc-co-PMMA) e apds a etapa de saponificagdo (PVA/PVAc-co-PMMA).

Amostra Conversio M, x 107 (g/mol) M, x 107 (g/mol) M, /M,
PVAc-co-PMMA 0%* 45 37 64 1,72
PVAc-co-PMMA 1%* 49 39 84 2,18
PVAc-co-PMMA 3%%* 42 21 60 2,84
PVA/PVAc-co-PMMA 0% > 45 37 64 1,73
PVA/PVAc-co-PMMA 1% >49 40 79 1,96
PVA/PVAc-co-PMMA 3% > 42 29 68 2,32

PVAc = poli(acetato de vinila); PMMA = poli(metacrilato de metila); PVA = poli(alcool vinilico).
* amostra retirada apds 240 minutos de polimerizagao.

Na Figura 3.20 estdo ilustradas as distribuicbes de massas molares dos
copolimeros de PVAc-co-PMMA obtidos nas reagdes de copolimerizagao do acetato de
vinila e metacrilato de metila. A incorporagdo in situ de 1% de amoxicilina produziu um
pequeno deslocamento da curva de distribuicdo da massa molar, principalmente nas
fragdes poliméricas de valores elevados de massa molar, sendo este um efeito

ligeiramente diferente do observado anteriormente no Capitulo 2.
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Figura 3.20 — Curvas de distribuicdo de massa molar das amostras finais de copolimeros de
acetato de vinila e metacrilato de metila sintetizados coma incorporagdo in situ de 0-3% de
amoxicilina (PVAc-co-PMMA). 0%) M,, = 64 x 10’ g/mol, M,/M, = 1,72; 1%) M, = 82 x 10’
g/mol, M,/M, = 2,40; 3%) M,, = 64 x 10’ g/mol, M,/M, = 1,97.

Entretanto, a incorporacdo in situ de 3% de amoxicilina ndo ocasionou um
deslocamento da curva de distribui¢do de massa molar do copolimero produzido, sendo
o perfil da curva bastante similar ao do copolimero sintetizado na auséncia de farmaco.
Neste caso, o excesso de amoxicilina presente no meio reacional pode estar atuando
como um agente de transferéncia de cadeia, reduzindo os valores de M,,. E provavel que
o comportamento complexo (aumento, seguido de queda) tenha relacio com a
incorporagdo da amoxicilina como comondmero e possivel reticulagdo. A incorporagdo
exagerada pode levar a inibi¢do e reducao de massa molares.

A etapa de saponificacdo dos copolimeros produzidos ndo alterou de maneira
significativa os valores de massa molar dos polimeros, conforme demonstrado na

Tabela 3.3. A mesma conclusdo pode ser feita para as curvas de distribuicdo de massa
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molar dos copolimeros ap6s o processo de saponificagdo (Figura 3.21), onde apenas
algumas pequenas alteracdes na distribui¢do da massa molar foram observadas.
Portanto, parece certo que a presenca do PMMA e da amoxicilina reduzem a
sensibilidade do material a etapa de saponificagao.

Uma analise mais detalhada da dinamica de evolucao das massa molares durante
as reacoes de copolimerizacdo ¢ apresentada nas Figuras 3.22 e 3.23. Os dados
apresentados indicam que as massa molares apresentam um comportamento dindmico
bastante similar, para rea¢des conduzidas na presenga de diferentes concentragoes de
amoxicilina.

De acordo com os dados das Figuras 3.22 e 3.23, o comportamento dinamico
das massas molares médias (M, e M,,) tendem a permanecer em um patamar constante
apds os primeiros minutos de reagdo, apresentando apenas um ligeiro aumento nos
instantes finais da reacdo. Este efeito € claramente observado quando a concentragdo de
amoxicilina presente no meio reacional ¢ de 1%.

Analisando os resultados apresentados e também os resultados apresentados no
Capitulo 2, parece claro que a amoxicilina afeta as reacdes de copolimerizacdo do
acetato de vinila e metacrilato de metila de diferentes maneiras. Quando o farmaco esta
presente no meio reacional em concentracdes de até 1%, o efeito observado foi de uma
grande interacdo do fArmaco com as cadeias poliméricas, o que ocasionou uma pequena
elevacido da massa molar final dos copolimeros produzidos. Entretanto, para
concentracdes superiores a 1%, a tendéncia ¢ de que o excesso de amoxicilina no meio
reacional (superior ao limite de solubilidade do farmaco) promova ndo mais um
incremento da massa molar final, mas sim uma reducdo da massa molar final do

copolimero, atuando neste caso como um agente de transferéncia de cadeia.
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Figura 3.21 — Curvas de distribuicdo de massa molar das amostras finais de copolimeros de
VAc/MMA sintetizados coma incorporacdo in situ de amoxicilina, antes (PVAc-co-PMMA) e
apos processo de saponificagdo (PVA/PVAc-co-PMMA). (a) sem incorporagdo de amoxicilina;
(b) com incorporacdo in situ de 1% de amoxicilina; (c) com incorporagdo in situ de 3% de

amoxicilina.
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Figura 3.22 — Evolugdo dindmica da massa molar numérica (M,) em fun¢do (a) do tempo de
reagdo ¢ (b) da conversdo global, para reagdes de copolimerizagdo em suspensdo do acetato de
vinila e metacrilato de metila, na auséncia (0%) e com a incorporacdo in situ de diferentes

concentragdes de amoxicilina (1-3%).
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Figura 3.23 — Evolug@o dinamica da massa molar ponderal (M,) em func¢do (a) do tempo de
reagdo ¢ (b) da conversdo global, para reagdes de copolimerizagdo em suspensao do acetato de
vinila e metacrilato de metila, na auséncia (0%) e com a incorporacdo in situ de diferentes

concentragdes de amoxicilina (1-3%).

128



Esse comportamento esta possivelmente relacionado aos limites de solubilidade
do material e acaimulo de solido na superficie das particulas de polimero, uma vez que a
amoxicilina acima do limite de solubilidade deve permanecer na interface gota-agua do
sistema. Entretanto, também ¢ importante ressaltar que os efeitos cinéticos promovidos
pela amoxicilina estdo provavelmente relacionados a presenca de multiplas
funcionalidades na molécula de farmaco. Além disso, € possivel que os efeitos cinéticos
observados também possam ser funcao de limitagdes quanto a difusdo de reagentes ao
longo da copolimerizagdo e/ou um possivel efeito gel/, comum nesses tipos de reagdes.

No Capitulo 2, foi demonstrado (e proposto) um perfil hipotético de
incorporagdo e liberacdo de amoxicilina das particulas poliméricas. Com base nos
resultados obtidos, hipotetisou-se que grande parte das moléculas de amoxicilina ndo se
encontra ligada covalentemente as cadeias poliméricas e sim adsorvidas a matriz
polimérica. Entretanto, devido ao processo de extracdo de farmaco utilizado, também
hipotetisou-se ser provavel que nem todo o farmaco possivelmente adosrvido foi
extraido dos polimeros, sendo assim incerto determinar o percentual (ou eficiéncia) de
incorporagao in situ do farmaco nos copolimeros.

Nas reagdes realizadas neste Capitulo, a adicdo in situ da amoxicilina foi
realizada apenas pela fase aquosa do sistema e em concentragdes superiores as usadas
anteriormente (1-3%). Desta forma, andlises de espectrofotometria na regido do UV-Vis
da fase continua da suspensdo, no inicio e final das reagdes de polimerizagao,
permitiram determinar que a quantidade de amoxicilina incorporada in sifu durante as
reagoes de copolimerizagdo do acetato de vinila e metacrilato de metila provavelmente

esta na faixa de 7-8%.
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3.4.2 Efeitos da incorporacao in situ de
doxorrubicina nas reacoes de
copolimerizacio em suspensio do acetato

de vinila e metacrilato de metila

Nas secdes anteriores foi demonstrado que a incorporagdo in situ de amoxicilina
durante a copolimerizacdo em suspensdo do acetato de vinila e metacrilato de metila
contribui para significativas modificagdes em algumas das propriedades finais das
particulas, o que inclui a morfologia, a massa molar e comportamento térmico dos
copolimeros. Concluiu-se que tanto a concentracdo quanto a estratégia de incorporagdo
da droga afetam essas propriedades. A seguir, serd descrito como a incorporagao in situ
de doxorrubicina, durante a copolimerizacdo em suspensdao do acetato de vinila e
metacrilato de metila, afeta as propriedades morfoldgicas e moleculares das particulas
de copolimero, bem como a cinética de copolimerizagao.

Na Figura 3.24 sao apresentadas micrografias das particulas de copolimero de
VAc e MMA sintetizadas na presenca de doxorrubicina. De uma forma geral, foi
possivel sintetizar particulas com uma morfologia esférica bem definida. Entretanto,
assim como observado quando a amoxicilina foi utilizada como droga modelo, a
doxorrubicina também leva a formacdo de uma superficie irregular. Devido a natureza
polar da molécula de doxorrubicina, este farmaco mostrou-se totalmente insolivel nos
monomeros acetato de vinila e metacrilato de metila. Desta forma, a incorporacao da
doxorrubicina ocorreu somente através da fase continua (aquosa) do sistema de
polimerizacdo em suspensdo, fato que contribui para uma possivel acumulacdo do

farmaco na superficie das particulas de copolimero.
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Figura 3.24 — Micrografia de particulas de copolimero sintetizadas com a incorporagdo in situ
de doxorrubicina durante a polimerizagdo em suspensdo do acetato de vinila e metacrilato de

metila (PVAc-co-PMMA).

Utilizando a mesma estratégia de sintese apresentada anteriormente, com o
intuito de obter particulas com maior biocompatibilidade, apdés a obtencdo das
particulas de copolimero estas foram submetidas a uma posterior etapa de
saponifica¢do, para a producao de uma casca de PVA na superficie das particulas por
meio da hidrdlise dos radicais acetatos. Na Figura 3.25 s3o apresentas as micrografias
apos o processo de saponificacdo, sendo possivel afirmar que, nas condi¢des usadas,
esta etapa nao ocasionou modificagdes na morfologia esférica das particulas. Entretanto,
uma analise mais minuciosa indicou mudangas significativa nas superficies das
particulas, com acumulo de p6 e presenga de rugosidade, porém sem a formagdo de
poros superficiais. Essas modificagdes superficiais seguiram o mesmo comportamento
quando a amoxicilina foi usada como farmaco modelo e incorporado através da fase
aquosa do sistema de polimerizagdo. [15]

As microparticulas poliméricas foram obtidas na forma de um pd finamente
dividido, apresentando uma coloragao ligeiramente avermelhada, provavelmente devido

a alguma adsor¢do de doxorrubicina a superficie das particulas, uma vez que esse
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Figura 3.25 — Micrografia de particulas de copolimero de sintetizadas com a incorporagdo in
situ de doxorrubicina durante a polimerizagdo em suspensdo do acetato de vinila e metacrilato

de metila ap6s o processo de saponificagdo (PVA/PV Ac-co-PMMA).

medicamento apresenta uma intensa e caracteristica coloragdo vermelha quando
solubilizado em agua. Entretanto, analises espectrofotométricas de UV-Vis (480-490
nm; especifico para a doxorrubicina) da fase continua do sistema de polimerizagao em
suspensdo, onde a droga fora incorporada, mostraram-se inconclusivos quanto a
incorporagdo da doxorrubicina no polimero.

Dessa maneira, outra técnicas analitica ("H-RMN) foi utilizada para determinar,
mesmo que qualitativamente, se houve alguma incorporacdo de doxorrubicina na
superficie das particulas. Porém, novamente nao foi possivel chegar a uma conclusao a
respeito da incorporacdo do farmaco nas particulas. Na Figura 3.26 ¢ apresentado o
espectro de 'H-RMN do copolimero sintetizado na presenca de doxorrubicina. Assim
como no espectro de 'H-RMN do copolimero sintetizado na presenca de amoxicilina,
também foi possivel identificar os deslocamentos especificos dos prétons relacionados
ao copolimero aleatorio sintetizado, que sdo os sinais de ressonancia do PVAc em 6 =
4.8 ppm (—CHO-) e do PMMA em 6 = 3.6-3.8 ppm (—COOCHj3;). Porém, nao foi

possivel identificar nenhum sinal especifico que poderia ser relacionado a doxorrubicina
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e aos segmentos de PVA para as amostras saponificadas. Os sinais observados entre 6 =
7.0-8.0 ppm sdo os sinais relacionados aos protons aromaticos do iniciador utilizado
(BPO), sendo observado em todos os 'H-RMN para este tipo de copolimero, inclusive

para as amostras sintetizadas na auséncia de farmaco.
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Figura 3.26 — 'H-RMN para copolimero aleatorio de PVAc-co-PMMA sintetizado com
incorporacdo in situ de doxorrubicina apds o processo de saponificacdo (PVA/PVAc-co-

PMMA).

Com auxilio das andlises de tamanho de particula (Figura 3.27), pode-se
determinar que as maiores fragdes de particulas obtidas estiveram dentro de uma faixa
de 200-1.000 um. Embora este valor seja um pouco superior ao tamanho médio obtido
quando a sintese ocorreu na presenca da amoxicilina (e/ou na auséncia de qualquer tipo
de farmaco; ~100-600 pum), este valor ¢ na verdade uma média dos varios tipos de

fragdes de particulas obtidos. Este deslocamento de tamanho de particula para fracdes
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superiores pode estar relacionado a etapa de pds-processamento das amostras, onde uma
leve maceragdo manual dos grdos foi feita para desfazer possiveis aglomerados
poliméricos. Apesar disso, nota-se um significativo deslocamento para valores mais

altos, indicativo de maior aglomeragao de particulas na presenca de fArmaco.

12

10 100 1000
Tamanho de particula (um)

PVAc-co-PMMA + farmaco = = =PVA/PVAc-co-PMMA + farmaco

Figura 3.27 —Distribui¢do de tamanho de particulas de copolimeros sintetizados com a
incorporacdo in situ de doxorrubicina antes (PVAc-co-PMMA) e apds a etapa de saponificagdo

(PVA/PVAc-co-PMMA).

Conforme observado na Figura 3.27, tanto a incorporacao in situ de
doxorrubicina quanto a etapa de saponificacdo das particulas de copolimero ndo
promoveram significativas alteragdes no tamanho final das particulas, sendo este um
efeito contrario ao observado quando a amoxicilina foi usada como farmaco. Porém, ¢
importante ressaltar que a quantidade de doxorrubicina adicionada ao meio reacional

(0,12 g/L) foi significativamente inferior ao de amoxicilina (até 14 g/L; 3%).
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A trajetoria da cinética de polimerizagdo do acetato de vinila e metacrilato de
metila foi monitorada na auséncia e na presenga de doxorrubicina (Figura 3.28). Mesmo
presente em pequena concentragdo, a doxorrubicina parece afetar a cinética da reacao,

exercendo um efeito inibitorio em relacao a evolugdo da conversao global.
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Figura 3.28 — Evolugdo da conversdao global de comondmeros com o tempo de reacdo, na
auséncia e na presenca de doxorrubicina incorporada in situ durante as reacdes de

copolimeriza¢do em suspensdo do acetato de vinila (VAc) e metacrilato de metila (MMA).

Novamente, a conversao global nao ultrapassou mais do que 50%, indicando que
nesse tipo de copolimerizacao faz-se necessario adotar estratégias para atingir valores
mais elevados de conversdo. Entretanto, conforme observado anteriormente para as
reagoes realizadas na presenga de amoxicilina, a presen¢a de um farmaco multifuncional
durante as reacdes de copolimerizagdo do acetato de vinila e metacrilato de metila
possui uma significativa influéncia na cinética de copolimeriza¢dao. O efeito inibitorio

da doxorrubicina pode estar associado a estrutura do farmaco, que possui certa
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semelhanca ao de inibidores quimicos de polimerizacao, como ¢ o caso da hidroquinona
(Figura 3.29). Além disso, os efeitos cinéticos induzidos pela presenca de doxorrubicina

podem também estarem associados a efeitos de difusdo ou efeifos gel no sistema de

polimerizacao.
A B
O OH O OH
OH
ll,,,,OH
H
o) 0 OH 0, OH
/ %, O
OH
NH,

Figura 3.29 — Comparagao entre a estrutura da doxorrubicina (A) e da hidroquinona (B).

A incorporagdo in situ de doxorrubicina também ocasionou uma significativa
modificagdo na dindmica da trajetéria da massa molar do copolimero ao longo da reagao
de copolimerizacdo. Como demonstrado na Figura 3.30, a massa molar numérica média
(M,) permaneceu praticamente constante ao longo de toda a reagdo conduzida na
auséncia de fArmaco. Na presenca de doxorrubicina, os valores de M, permaneceram em
um patamar até um determinado valor de conversao, apresentando uma tendéncia a um

decrescimento apos este ponto.
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Figura 3.30 — Evolugdo dindmica da massa molar numérica (M,) em fun¢do (a) do tempo de

reagdo ¢ (b) da conversdo global, para reagdes de copolimerizagdo em suspensdao do acetato de

vinila e metacrilato de metila, na auséncia ¢ com a incorporagao in situ de doxorrubicina.
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Na Figura 3.31 sdo apresentados os dados em relacdo a massa molar ponderal
(M,,). Quando a reacdo foi realizada na auséncia de farmaco, os valores de M,
permaneceram constantes ao longo da reagdo/conversdao. Na presenca de doxorrubicina,
os valores de M,, permaneceram em um mesmo patamar até a conversao global atingir
um determinado valor. Entretanto, ao contrario do observado para os valores de M,, o
valores de M, sofreram um incremento consideravel. Efeitos similares foram
observados quando pequenas quantidades de amoxicilina foram adicionadas durante a
polimerizacao, [15] sendo o efeito de aumento dos valores de M,, atribuidos a possiveis
reagoes de reticulacdo, devido as multiplas reacdes de transferéncia a molécula do
farmaco e também a possiveis efeitos de difusdo de reagentes ao longo da
copolimerizacdo. Neste caso em particular ¢ provavel que a abrupta elevacao dos
valores de M,, seja fungdo de um forte efeito gel do sistema de copolimerizagdo em
presenga de doxorrubicina.

Na Figura 3.32 sd3o apresentadas as distribuicdes de massas molares dos
copolimeros obtidos ao final do processo de polimerizagdao. Conforme pode ser
observado, a incorporacao in situ de doxorrubicina promoveu significativas alteracdes
na distribuicdo de massas molares dos copolimeros obtidos, sendo as maiores diferengas
observadas para fragdes de cadeias de baixo e alta massas molares quando as reacdes
foram realizadas na presenca de farmaco. Os resultados reforcam o provavel efeito de
reticulagdo resultante de multiplas etapas de transferéncia para o farmaco, resultando em
alargamento expressivo das distribuicdes de massas molares.

O processo de saponificagdo promoveu apenas algumas pequenas alteragdes nos
perfis de distribuicdo de massa molar. O efeito observado neste caso pode estar
relacionado a reagdes de ramificagdo de monomeros residuais presentes nas particulas,

principalmente acetato de vinila residual.
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Figura 3.31 — Evolug@o dinamica da massa molar ponderal (M,) em fun¢do (a) do tempo de

reagdo ¢ (b) da conversdo global, para reagdes de copolimerizagdo em suspensao do acetato de

vinila e metacrilato de metila, na auséncia ¢ com a incorpora¢ao in situ de doxorrubicina.
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Figura 3.32 — Curva de distribuicdo da massa molar da amostra final de copolimero VAc/MMA
sintetizado na auséncia e na presenga de doxorrubicina incorporada in situ durante a
copolimerizacdo em suspensdo do VAc e do MMA. (a) antes da reacdo de saponificagdo; (b)

apos a reacdo de saponificacio.
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3.5 Conclusoes

Neste Capitulo foram realizados estudos mais aprofundados a respeito das
reagdes de copolimerizacdo em suspensdo do acetato de vinila e metacrilato de metila
na presenca de farmacos, adicionados in situ no meio reacional durante as reacdes de
polimerizacao.

Utilizando novamente a amoxicilina como farmaco modelo, pode-se confirmar
que a adi¢do in situ do farmaco promove significativas alteragdes nas caracteristicas
finais dos copolimeros formados. Observou-se que a morfologia e as caracteristicas
superficiais das particulas sdo alteradas pela quantidade de farmaco adicionado e
também pelo processo de saponificagdo. No entanto, os efeitos morfoldgicos sdo
provavelmente devido ao deposito de fina pelicula de s6lido pulverizado na superficie
das particulas. Em termos cinéticos, a adi¢ao in situ de fArmaco promove significativas
alteracdes na cinética de homopolimerizagcdo do acetato de vinila, sendo que um forte
efeito inibitério foi observado com o aumento da concentracdo de farmaco no meio
reacional. Nas reacdes de copolimerizacao, esse efeito inibitorio foi minimizado pela
presenca do metacrilato de metila, indicando a incorporagdo preferencial de amoxicilina
por radicais acetato de vinila. As propriedades moleculares finais dos copolimeros
sintetizados também foram afetadas, embora resultados de "H-RMN e anélises térmicas
ndo tenham apresentado significativas diferencas. Entretanto, pode-se concluir que a
amoxicilina pode exercer efeitos cinéticos competitivos nas propriedades moleculares
finais dos copolimeros. Desta forma, variagdes na concentragdo de farmaco de 0-1%
parece exercer um efeito aditivo para as propriedades moleculares, ao passo que

concentracdes acima de 1% tendem a exercer um efeito inibitorio.
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Neste Capitulo também foi estudado o uso de outro tipo de farmaco na
copolimerizacdo em suspensdo do acetato de vinila e metacrilato de metila. Utilizando
as mesmas condi¢des experimentais € a mesma estratégia de incorporacdo in situ,
observou-se que pequenas concentragdes de doxorrubicina promoveram significativas
alteragdes nas caracteristicas finais dos copolimeros produzidos. Além de mudangas na
morfologia das particulas, a presenca de doxorrubicina também provocou alteragcdes na
cinética de copolimeriza¢do, sendo que um forte efeito inibitorio foi observado.
Entretanto, a presenca deste farmaco no meio reacional ocasionou um significativo
aumento da massa molar final do copolimero produzido, apontando para um possivel

efeito reticulador deste fArmaco nas reagdes de polimerizacao.
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Capitulo 4

Sintese de nanogel biodegradavel para
aplicacoes biotecnologicas através de
polimerizacio RAFT em miniemulsao

inversa

Neste Capitulo ¢ descrita uma metodologia que viabiliza a utilizagdo do
mondmero 2-(dimetilamino) metacrilato de etila em sistemas heterogéneos inversos de
polimerizacdo. Mais especificamente, utilizando a técnica de polimerizacio RAFT em
miniemulsdo inversa, foi possivel sintetizar nano-hidrogéis biodegradéaveis a partir do
monomero 2-(dimetilamino) metacrilato de etila. Devido as propriedades singulares do
monomero usado, o hidrogel sintetizado possui grande potencial para ser usado como
plataformas de liberagdo controlada de farmacos ou biomoléculas. Os resultados

apresentados neste Capitulo foram publicados como artigo na Macromolecules. [16]
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4.1 Introducao

4.1.1 Polimerizacao radical livre viva/controlada

Como descrito nos capitulos anteriores, as reagdes de polimerizacao via radicais
livres ocorrem basicamente ao longo de trés etapas. Na primeira etapa (iniciagdo) sao
gerados os radicais livres que dao inicio a reagdo de polimerizacdo. Na segunda etapa
(propagagdo) ocorre o crescimento da cadeia polimérica, por intermédio de seguidas
incorporagdes de monomeros a espécie ativa em crescimento. Na ltima etapa da reagcdo
(terminagdo), ocorre a “morte” (perda de atividade) da espécie ativa em crescimento,
formando entdo uma cadeia de polimero morfo inativo. Esta etapa possui grande
importancia no controle do tamanho final da cadeia de polimero formada, podendo
ocorrer por diversos tipos de mecanismos. [3, 42] Essas etapas sdo geralmente descritas

da seguinte forma:

Iniciacao:

[——>2Re (4.1)
Re+M——P e (4.2)
Propagacgao:

Pe+M—+—>p o (4.3)
Terminacdo:

P *+P,s——A,, (4.4)
Pe+P —l—sA +A (4.5)
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Neste tipo de reacdo de polimerizagdo, a concentracdo das espécies em
crescimento é de aproximadamente 10”7 M, [3, 119] sendo que as cadeias crescem por
aproximadamente 1 segundo antes de sofrerem a terminagdo, ocasionando a formagdo
de cadeias poliméricas “mortas”. [120] As reagdes de polimerizagdo via radicais livres
também sdo caracterizadas pela formacdo de cadeias de tamanho heterogéneo e com
altos valores de massa molar, caracteristicas que resultam em altos indices de
polidispersao (M,,/M,, > 1,5). [119]

Quando dois ou mais mondmeros distintos sdo usados no mesmo processo de
polimerizacao, diz-se entdo que o processo ¢ de copolimerizagdo. Os comonOmeros
podem estar distribuidos de diversas formas ao logo da cadeia polimérica, de forma
aleatdria, alternada, em blocos ou na forma de enxertos. [42] Em cada caso, obtém-se
um conjunto distinto de propriedades para o produto final, de maneira que ndo ¢
possivel descrever o sistema apenas com base na composicao do copolimero obtido. Os
processos de copolimerizagdo possuem uma importancia tecnoldégica muito importante,
pois permitem que sejam produzidos materiais com propriedades especificas. Como nos
processos de copolimerizagao dois ou mais comondmeros sdao envolvidos, pode-se dizer
que existem virtualmente infinitas possibilidades de se produzir copolimeros distintos,
com as mais diversas propriedades. [3]

Os processos de polimerizagdo via radicais livres sdo largamente empregados
para a producdo de resinas poliméricas de alta massa molar. O que leva a escolha desta
técnica na implementacdo em plantas industriais sdo basicamente trés fatores: primeiro,
esta técnica pode ser usada com uma larga gama de monomeros vinilicos; segundo, esta
técnica ¢ considerada “robusta”, por ser tolerante a presenca de uma grande gama de
grupos funcionais, condigdes reacionais € impurezas; por fim, € uma técnica facil de ser

implementada, sendo considerada de relativamente baixo custo, em compara¢do com
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outras tecnologias disponiveis. Porém, a técnica de polimerizagdo via radicais livres
apresenta também algumas desvantagens. A principal delas € o pobre controle que esta
técnica oferece sobre a estrutura das moléculas, principalmente em relagdo a massa
molar final do polimero, a composicdo e a arquitetura obtida. [119] Desta maneira,
quando se utiliza a técnica de polimerizagdo via radicais livres, ndo € possivel sintetizar
copolimeros em bloco, polimeros com distribuicao estreita de massas molares e nem
polimeros com arquitetura molecular complexa. Isso ocorre porque a alta reatividade
dos radicais presentes no meio reacional, que se envolvem espontaneamente em reacoes
de terminagdo ou outros tipos de reacdes secundarias, [3, 121] causa a morte do radical
e a interrup¢do do crescimento da cadeia polimérica. A alta reatividade dos radicais
pode ser exemplificada através do tempo de vida da cadeia polimérica em crescimento,
que em geral ¢ da ordem de 1 segundo (da etapa de iniciacdo a terminacao). Por isso,
novas cadeias sdo continuamente geradas durante toda a reagdo de polimerizacao. [120]

Uma alternativa desenvolvida para a obtengdo de polimeros com estrutura
molecular mais bem definida ¢ o mecanismo de polimerizagdo viva em que a etapa de
terminacdo ¢ suprimida (ou significativamente ibnibida). Utilizando esta técnica, ¢
possivel obter copolimeros em bloco e polimeros com arquitetura extremamente
precisa. O que caracteriza as reagdes de polimerizagdo viva ¢ que nao ha reagdes de
terminacao entre as cadeias poliméricas, ou qualquer outro tipo de reagdo que resulte na
morte do radical propagador da cadeia. Desta forma, o radical em propagagdo continua
presente no meio reacional até que se esgote o monomero (e ao final do processo,
obtém-se um polimero vivo). Se mais mondmero for adicionado ao meio reacional, a
reagcdo polimerizagdo ¢ reiniciada, até que se esgote novamente o mondmero do meio
reacional. [3, 122] Em um processo ideal de polimerizacdo viva, todas as cadeias sao

iniciadas no inicio da reacao e todas as cadeias crescem simultanecamente com a mesma
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velocidade de propagacdo. [119] O grande empecilho para o uso da técnica de
polimerizacao viva ¢ que ela ¢ extremamente sensivel a mudangas nas composi¢oes dos
componentes quimicos, a presenga de impurezas ¢ a mudangas nas condi¢oes
reacionais, além de serem compativeis apenas com uma limitada gama de solventes. [3]

A polimerizagdo via radicais livres viva/controlada (Controlled/Living Radical
Polymerization, CLRP) € caracterizada por ser uma polimerizagdo via radicais livres
que exibe caracteristicas de uma polimerizagdo viva; ou seja, as reagdes de terminagdo e
outras reagdes secundarias, que ocasionam a morte da espécie ativa, sdo mantidas em
niveis negligencidveis. [94] Embora a polimerizacao radicalar controlada ndo constitua
uma polimerizacdo realmente viva, uma vez que a etapa de terminacdo ndo ¢
completamente suprimida, as técnicas de CLRP possuem uma série de vantagens em
relagdo as técnicas de polimerizagdo via e radicais livres, permitindo exercer um nivel
de controle do polimero final comparavel aos de polimerizagoes vivas. Dentre essas
vantagens, incluem a compatibilidade com uma larga gama de monOmeros, grupos
funcionais e condi¢des reacionais. [94, 121]

Todos os tipos de CLRP seguem basicamente o mesmo principio quanto ao
mecanismo de crescimento de cadeia, durante a etapa de propagac¢do. Neste
mecanismo, genericamente exemplificado pela Figura 4.1, as cadeias em crescimento
alternam estados “ativos” e “dormentes”, ocorrendo o crescimento da cadeias (com
incorporagdes de unidades monoméricas) quando esta se encontra no estado ativo. [119,
121] Diferentes espécies podem provocar a “dorméncia” das espécies ativas, gerando

diferentes técnicas de CLRP.

K K
P—Ao—=P- )M + A.
Kdest
(dormente) (ativo)

Figure 4.1 — Representagdo genérica de equilibrio ativo-dormente em sistemas de CLRP.
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O leitor deve tomar alguns cuidados para nao confundir alguns conceitos que
tém sido difundidos de maneira equivocada na literatura cientifica. Conforme revisado
por ZETTERLUND et al., [121] deve ser observado que:

e “Vivo” — o termo “vivo” (/ivingness) em ciéncia de polimeros deve ser usado
estritamente para descrever mecanismos em que as cadeias poliméricas podem
ter seu tamanho estendido quando mais mondomero for adicionado ao meio
reacional. [123] Como ja discutido, as técnicas CLRP nao sdo verdadeiramente
vivas.

e (Controle — este termo deve ser empregado quando o valor de M, cresce de
maneira linear com o aumento da conversdo, enquanto o indice M,,/M, decresce
com o aumento da conversdo. [123] Nem toda polimerizagdo viva permite o
controle da massa molar.

o (Concentrag¢do de cadeias em crescimento ([P*]) — € um equivoco associar o
sucesso de control/livingness ao equilibrio das espécies ativas e dormentes,
ocasionando uma baixa concentracao de [P¢] e, por conseguinte, baixas taxas de
terminacdo. O fato ¢ que uma redugdo em [P*] ndo necessariamente resulta em
uma menor taxa de terminacdo em relacdo a taxa de propagacdao. O ponto
fundamental para o sucesso das técnicas de CLRP € que, como nestes sistemas o
numero de cadeias ¢ muito maior, a taxa de terminag¢do por cadeia é muito

menor.

Embora existam diversas técnicas de CLRP, [121] as mais conhecidas e
pesquisadas até o momento sdo a polimerizagdo mediada por nitroxido (Nitroxide-
Mediated Polymerization, NMP), polimeriza¢do por transferéncia de datomo (Atom-

Transfer Radical Polymerization, ATRP) e transferéncia de cadeia por adi¢do-
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fragmentagdo reversivel (Reversible Addition-Fragmentation Chain Transfer, RAFT).
[119, 121] Dentre estas técnicas, a polimerizagdo RAFT ¢ uma das mais versateis, [94,
124, 125] podendo ser usada com uma diversa gama de monomeros, sistemas de
polimerizacao e condi¢des reacionais, gerando polimeros com distribuicdes de massas

molares bastante estreitas. [94, 126]

Polimerizacdo RAFT

As técnicas de polimerizacdo RAFT [127] e Macromolecular Design via the
Interchange of Xanthates (MADIX) [128] foram reportadas na literatura cientifica
quase que simultaneamente. Ambas as técnicas de CLRP utilizam o mesmo tipo de
mecanismo quimico, divergindo apenas em relagdo ao tipo de agente de transferéncia
utilizado nas reacdes de polimerizacdo, que geralmente sdo reportados apenas como
agentes RAFT. [94] Conforme descrito por MOAD et al.,, [119] idealmente, as
principais caracteristicas de uma polimerizagdo RAFT sdo:

a) As reacOes de polimerizacdo RAFT podem ser realizadas adicionando-se
uma certa quantidade de agente RAFT a uma reacdo de polimerizacao
convencional, ndo sendo necessario trocar nenhum componente quimico
(mondmero, iniciador ou solvente) nem mesmo ajustar as condigdes
operacionais do sistema (temperatura, pressao, entre outras).

b) A polimerizacio RAFT deve apresentar caracteristicas das polimerizagoes
vivas.

c) A massa molar pode ser predeterminada usando a Equacdo 4.6, em que o
termo [M]o — [M]; representa a quantidade de mondmero consumido e “mM”

¢ a massa molar do mondémero:
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[M]o—[M]
Mn(teérico) ~ FthmM (4-6)

d) Os polimeros gerados possuem estreita distribuicdo de massas molares
(M,,/M, =1,1)

e) A técnica RAFT deve permitir a sintese de moléculas com arquitetura bem
definida, permitindo a formacdo de copolimeros de bloco, copolimeros tipo
“estrela” e outros tipo de estruturas moleculares complexas, conforme

ilustrado na Figura 4.2.

AN NN N N NN NN eeeeeeee—— PAVAVAVATa VWAV o VaVaWadaVaWaVy - VaVaVaVVaVaVaVevaVaVaVivavaValy

copolimero de bloco tipo A-B copolimero de bloco tipo A-B-A

i
e e ”‘“’%é};‘{-
e | %

copolimero estrela copolimero de enxerto microgel

Figura 4.2 — Alguns tipos de arquitetura polimérica que podem ser sintetizadas com a técnica de

polimerizagdo RAFT. Adaptagdo da figura originalmente publicada por MOAD et al. [119]

Os agentes RAFT (Figura 4.3) sdo compostos quimicos que possuem uma
fungdo tiocarboniltio ligada a dois “grupos” distintos, normalmente representados como
sendo um grupo “Z” e grupo um “R”. Esses grupos possuem fung¢des especificas e a
escolha/combinacgdo de grupos no agente RAFT possui influéncia direta no controle da
polimerizacdo, uma vez que esses grupos possuem fungdes distintas. O grupo “Z”
possui a funcao de ativar a dupla ligagdo C=S, para favorecer a adicao de radicais nesta

parte de molécula e altas constantes de transferéncia de fragmentos. J4 o grupo “R”

150



deve ser um bom grupo de saida e re-iniciador de reagdes de radicais livres. [94, 119,

126]

Figura 4.3 — Estrutura genérica de um agente RAFT (a) e um agente MADIX (b), conforme
apresentado por BOYER et al. [94]

Atualmente, comparado-se com os dados publicados na literatura, [119, 129,
130] poucos sao os agentes RAFT disponiveis comercialmente. Entretanto, essas
substancias podem ser obtidas em laboratorio com auxilio de técnicas de sintese
organica em processos relativamente simples, com relativa pureza e alto rendimento.
[119]

O mecanismo pelo qual ocorre a polimerizagdo RAFT geralmente pode ser

descrito em termos de cinco etapas, [94, 119, 124, 129-131] conforme ilustrado a

seguir:

Iniciacao:

[—f—s2Xe 4.7)
Xe+M—L—P o (4.8)

Transferéncia de cadeia reversivel:

P: + SYS—R P"_S\'( S-R PH—SYS 4R
Z Z Z (4.9)

Re-iniciacao:
Re+M—"+—>P o (4.10)

Equilibrio de cadeia:
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Py, + SYS—P,, Pm_SY S-P, Pm—S\I//S + Py

Z Z 4 (4.11)
Terminacdo:
P}'l .+PWl ._I{HAVH-M (4'12)

A primeira etapa (iniciagdo) ocorre exatamente como numa reagdo convencional via
radicais livres, em que sdo gerados os radicais livres'' que ddo inicio a reacdo de
polimerizacdo. Embora seja possivel usar diferentes métodos para gerar os radicais
livres, a decomposicao térmica de iniciadores quimicos ¢ o método mais adotado para
gerar os radicais livres em polimerizagdes RAFT. Em seguida, pequenas espécies em
crescimento oriundas da etapa de iniciacdo reagem preferencialmente com todas as
moléculas de agente RAFT presentes no meio reacional, devido a alta reatividade da
ligacdo C=S do agente RAFT frente a qualquer outro tipo de dupla ligagao presente no
meio reacional (como as duplas ligagdes dos monomeros vinilicos). O agente RAFT
pode entdo refornar a sua configuracao original e/ou “liberar” o radical Re. Na etapa
seguinte, ocorre o crescimento da cadeia polimérica por meio de seguidas incorporacdes
de mondmero a espécie ativa em crescimento, gerando uma cadeia de polimero cada vez
maior. A principal diferenca para a reagdo via radicais livres convencional ¢ que na
reacdo RAFT as cadeias em crescimento sdo “rapidamente capturadas” pelo grupo
tiocarbonila do agente RAFT e desta forma, o intercambio de cadeias em crescimento

entre o agente RAFT garante que todas as cadeias tenham a mesma “chance” de crescer.

A tltima etapa do processo, embora minimizada, compreende a reagdes de terminacao.

11 O RS T .
Para as rea¢des viva/controlada, na etapa de iniciagdo o radical livre é representado por X ao invés de Re.
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Conforme revisado por BOYER et al., [94] polimeros sintéticos t€ém sido
largamente utilizado em aplicacdes biotecnologicas, o que inclui a producdo de
compostos para uso na induastria farmacéutica, implantes biomédicos, entre outros. Em
geral, a estratégia de sintese do polimero pode variar de acordo com a aplicacao final
desejada. Entretanto, um ponto em comum para um melhor desempenho do material ¢ a
uniformidade das principais propriedades do polimero, que normalmente sdo as
caracteristicas de massa molar, arquitetura da cadeia polimérica, composicao e
funcionalidades quimicas.

Por ser uma técnica versatil, o uso da polimerizagdo RAFT oferece inimeras
vantagens para a sintese de polimeros para aplicacao biotecnoldgica, [94, 125] dentre as
quais podem ser citadas trés principais pontos:

1) Possibilidade do uso de uma grande variedade de monomeros e solventes. [119,
127]

2) O uso da técnica RAFT possibilita também a sintese de polimeros com diversos
tipos de arquitetura molecular, como os copolimeros em bloco, de enxerto, tipo
estrela, entre outros. [119, 124]

3) A técnica RAFT foi adaptada para uso em diferentes sistemas de polimerizagao,
incluindo polimerizagdes em suspensdo, [132] emulsdo, [133, 134]

miniemulsao, [134] miniemulsdo inversa [135] e microemulsao. [136]

Além das caracteristicas anteriormente descritas, uma vantagem unica dos
polimeros sintetizados com auxilio da técnica RAFT ¢ a possibilidade de reacdo dos
grupos terminais das cadeias poliméricas com uma inumera gama de reagentes, [94,
125] o que abre inimeras possibilidades de pds-funcionalizagdo e bioconjugagdo dos

polimeros formados.
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Embora a técnica de polimerizacdo RAFT seja bastante atrativa, inclusive para
implementagdo em ambientes industriais, esta técnica também apresenta algumas
desvantagens. Em um passado recente, um dos maiores obstaculos para o uso desta
técnica era o acesso aos agentes RAFT. Entretanto, este cendrio reverteu-se nos ultimos
anos, sendo que atualmente uma consideravel variedade de agentes RAFT esta
disponivel comercialmente [125] embora a maior parte deles tenham que ser obtidos por
processos simplificados de sintese organica. [130]

Outro aspecto negativo relacionado a técnica RAFT, especialmente quando se
deseja empregar o produto em aplicagdes biotecnoldgicas, ¢ a toxicidade do agente
RAFT. Um estudo recente realizado por CHANG et al. [137] demonstrou que a
toxicidade do polimero final depende do tipo de agente RAFT utilizado, sendo
necessario adotar estratégias para eliminar a toxicidade do produto final produzido,

antes de emprega-lo em aplicagdes biotecnologicas.

4.1.2 Miniemulsao

As miniemulsdes convencionais sdo sistemas compreendidos basicamente por
uma dispersao de surfactantes hidrossoliveis em &agua, que estabilizam gotas
hidrofobicas de tamanho entre 50-500 nm. Esses sistema sdo preparados misturando-se
o componente hidrofébico em 4gua, na presenga do surfactante hidrossoluvel e também
de uma agente de pressdo osmotica. [138, 139] Como em qualquer sistema heterogéneo,
existem duas fases: uma fase continua e uma fase dispersa. A fase continua representa a
maior fragdo do sistema (usualmente ao redor de % a % do volume total), sendo
constituida nos sistemas convencionais por um solvente polar e nos sistemas inversos
por algum tipo de solvente apolar. A fase dispersa das miniemulsdes poliméricas

convencionais tem como componente principal uma mistura de mondmeros

154



hidrofobicos (como o estireno), enquanto os sistemas inversos utilizam mondmeros
hidrofilicos (como o 4cido acrilico). [138]

Como as miniemulsdes sdo sistemas termodinamicamente instaveis, a formagao
desses sistemas requer o emprego de uma forca de cisalhamento de alta energia para
“quebrar” a fase dispersa em gotas de tamanho nanométrico. Diversos processos podem
ser empregados para gerar as miniemulsdes; contudo, o uso de sondas de ultrassom e
homogeneizadores sdo as técnicas mais empregadas para esse fim, sendo o ultimo
citado o unico atualmente viavel para uso em plantas industriais. Além disso, ¢
recomendado que seja feita uma pré-mistura antes do processo de emulsificagdo, uma
vez que, embora os equipamentos usados para gerar as emulsdes consigam gerar altas
forcas de cisalhamento, normalmente esses mesmos sistemas ndo promovem uma boa
agitacdo. [140] Embora a utilizacdo de equipamentos que empregam uma forca de
cisalhamento de alta energia constitua o0 método mais usado para gerar miniemulsoes,
alternativas que utilizam baixa energia também ja foram reportados. [141-143]

Como as miniemulsdoes sdo sistemas termodinamicamente instaveis, faz-se
necessario também o uso de um agente surfactante, que diminui a tensdo interfacial
entre a fase dispersa e a fase continua. [144] Nos sistemas convencionais de
miniemulsdo, geralmente sdo empregados surfactantes i6nicos, [140] embora seja
possivel usar outros tipos de surfactantes. [145, 146] J4 nos sistemas inversos, sao
usados tipicamente surfactantes ndo-idnicos, que atuam prevenindo a fusdo das gotas
hidrofilicas por estabilizagdo estérica. [144] Como os sistemas inversos requerem o uso
de surfactantes com baixos valores HLB'?, [138] os surfactantes mais usados incluem o

Span 80, 0 Tween 85" e surfactantes poliméricos. [144]

12 Balango hidrofilico-lipofilico (Hydrophile-lipophile balance, HLB) — valor arbitrario de 0-20 que indica o contetido das partes

hidrofilicas e hidrofobicas da molécula de surfactante e seu comportamento. [4]
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O efeito Ostwald ripening (degradacao difusional) possui grande influéncia na
estabilidade de emulsdes em geral. Este efeito ¢ governado pela pressdo de Laplace
entre gotas da fase dispersa que possuem tamanhos diferentes, que culmina na
transferéncia de massa na fase dispersa, das gotas menores para as gotas de maior
tamanho. A transferéncia de massa ¢ governada tanto pela curvatura das gotas quanto
pela diferente composi¢cdo quimica no interior das gotas. [147] Basicamente, por causa
do acimulo de energia na interface existente entre a fase dispersa e a fase continua, o
potencial quimico dos componentes existentes na fase dispersa aumenta com a reducao
do tamanho da gota. Uma estratégia desenvolvida para aumentar a estabilidade das
miniemulsdes ¢ adicionar a fase dispersa um agente de pressdo osmotica. Essa
substancia tem como objetivo equilibrar a pressdo osmdtica no interior das gotas, € com
isso, evitar efeitos de degradagdo difusional. A adigdo de um “coestabilizante” reduz a
tensdo interfacial e a concentragdo do mondmero, reduzindo o potencial quimico e as
taxas de transferéncia de massa. Nos sistemas convencionais, os agentes de pressao
osmotica devem, independentemente de sua caracteristica quimica, ser substancias
hidrofobicas e apresentar pouca solubilidade em 4gua (menos de 10”7 mL/mL), ao passo
que nos sistemas inversos os agentes de pressdo osmotica sao sais €/ou uma pequena
quantidade de agua. [138, 139]

Segundo ANTONIETTI & LANDFESTER, [148] as principais caracteristicas
que uma miniemulsdo polimérica deve apresentar sao:

1) Durante o processo de emulsificagdo, que requer o emprego de altas energias de
cisalhamento, o tamanho das gotas ¢ caracterizado por um processo dindmico de
fissdo e fusdo das gotas, que tende a chegar a um estado de equilibrio cinético de

quebra-coalescéncia.
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2) O uso de um agente de pressdo osmotica garante a estabilidade das gotas apos o
processo de emulsificagdo. Quando todas as gotas possuem a mesma pressao
interna efetiva, o tamanho das gotas ndo se altera por efeitos de degradagdo
difusional, mas apenas por colisdo das gotas.

3) A polimerizagdo em miniemulsdes s6 ocorre por intermédio da etapa de
nucleacao das gotas.

4) Em um sistema de miniemulsdo, a cobertura das gotas com surfactante ¢ quase
sempre incompleta, para evitar a formagdo de micelas e o mecanismo de
nuclea¢ao micelar.

5) O tamanho final das gotas esté relacionado a quantidade de surfactante presente
na superficie das gotas. Quanto maior for a concentracao de surfactante no meio,

menor serd o tamanho das gotas e maior a cobertura das gotas com surfactante.

Além desses pontos, CAPEK [144] também acrescenta as seguintes
caracteristicas para as miniemulsdes inversas:

e A existéncia de uma interface compacta de surfactantes pode ajudar a estabilizar
as gotas, mas pode formar uma barreira intransponivel a entrada de radicais da
fase continua do sistema.

e Nos sistemas inversos, a polimerizagdo pode ser iniciada por radiagdo,

iniciadores quimicos hidrofilicos, e/ou iniciadores quimicos hidrofobicos.

Embora os sistemas heterogéneos de polimerizacao gerem particulas poliméricas
de tamanhos distintos, esses sistemas (principalmente as miniemulsdes) nao sdo
definidos pela faixa de tamanho de gota/particula gerada, mas sim pelo mecanismo com

que estas gotas/particulas sao formadas. [148]
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As microemulsdes sdo sistemas geralmente formados pela mistura de grandes
quantidades de surfactantes, o que implica na falta de necessidade de usar alta energia
de cisalhamento para formar a emulsdo. As gotas apresentam em geral uma cobertura
completa de sua superficie, sendo que a polimerizagdo ocorre por mecanismos de
nucleacdo primaria e secundaria, gerando ao final do processo a um pequeno aumento
das distribuicdes do tamanho das gotas, além da presenca de micelas vazias nos
sistemas. Em geral, as microemulsdes geram um latex composto por micelas/particulas
bem pequenas, em torno de 5-50 nm. [148]

As macroemulsdes poliméricas possuem um mecanismo de reagdo bastante
particular. [149-153] Neste sistema, apds o processo de emulsificagcdo, as gotas geradas
(estabilizadas por surfactantes) funcionam como um reservatorio de mondmero. Este
monomero difunde-se através da fase continua até chegar a uma micela ou gota (ambas
também estabilizadas por surfactante), onde ocorre a reacdo de polimerizacao.
Entretanto, as miniemulsdes poliméricas apresentam um mecanismo completamente
diferente de nucleacdo, ja que os locais da rea¢ao de polimerizagdo sdo as proprias gotas
de mondmero, que funcionam como um “nano reator”. Desta forma, o latex polimérico
final ¢ basicamente uma ‘“cépia” das gotas originalmente formadas, sendo que o
tamanho final das particulas ¢ definido pelo processo de dispersdao em conjunto com a
estabilidade das gotas/particulas durante a polimerizagdo. [144, 148, 154]
Comparativamente, as suspensdes poliméricas sao bastantes similares ao sistemas de
miniemulsdes, diferenciando-se basicamente em relagdo ao tamanho das
gotas/particulas formadas (na faixa de micras) e estabilidade das particulas. [148]

Conforme descrito por ANTONIETTI & LANDFESTER, [148] a polimerizagdo
via radicais livres em miniemulsdes ocorre por meio do mecanismo de nucleacao das

gotas. Neste mecanismo, as gotas formadas durante o processo de emulsificacdo sao
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nucleadas pela entrada de radicais, que sdo gerados quase sempre na fase continua do
sistema. De forma ideal, assume-se que o processo de nucleagdo das gotas € o
mecanismo dominante e que todas as gotas do sistema sao nucleadas. Isso implica que,
desconsiderando os processos de coalescéncia e/ou degradacao difusiva das gotas [140],
o numero de particulas poliméricas ndo se altera durante a reagao de polimerizagao.
Também € possivel usar iniciadores soliveis na fase dispersa das minemulsdes. Neste

caso, a geracao dos radicais ocorrera diretamente no interior de cada gota.

a) * *
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b) (PR
)
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Figura 4.4 — Comparagao dos diferentes processos de polimerizacdo em sistemas heterogéneos.
(a) macroemulsdo; (b) miniemulsdo; (c) microemulsdo; (d) suspensdo. Figuras a esquerda da

seta = antes da polimerizacdo; Figuras a direita da seta = apos a polimerizacao. [148]
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Até a presente data, poucos trabalhos descrevem técnicas de CLRP em
miniemulsdo inversa utilizando ATRP [155-158] ou RAFT. [119, 125] Mais
especificamente sobre a polimerizacio RAFT em miniemulsdo inversa, Schork et al.
estudaram o comportamento desse sistema de polimerizacdo com o0s mondmeros
acrilamida, [135, 159, 160] 4cido acrilico [160] e N-isopropilacrilamida, [161] enquanto

que McCormick et al. utilizaram o mondmero N,N-dimetilacrilamida. [162]
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Figura 4.5 — Representagdo de um processo de polimerizagdo em miniemulsdo inversa.

Adaptado da figura originalmente publicada por ANTONIETTI & LANDFESTER. [148]

4.1.3 Nano-hidrogéis

Os nano-hidrogéis (nanoparticulas poliméricas hidrofilicas e reticuladas)
possuem um grande niumero de propriedades vantajosas em aplicacdes de liberacao
controlada. [155, 163-165] Algumas dessas vantagens incluem: (i) a possibilidade de
controlar o tamanho das nanoparticulas com relativa precisdo, (ii) a grande interface

disponivel para a realizacdo de bioconjugagdes; e (iii) o interior das particulas pode ser
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usado para carrear farmacos. Por meio do controle da densidade da reticulacdo dos
nano-hidrogéis, € possivel criar uma matriz com uma porosidade definida, o que
permite um controle preciso da capacidade do nano-gel polimérico de absorver e liberar
farmacos (ou biomoléculas) de uma maneira controlada. [164]

Para otimizar o desempenho dos nano-hidrogéis em aplicacdes de liberagcao
controlada, uma série de critérios deve ser preenchidos. [163] Isso inclui uma longa
estabilidade durante a circulagdo in vivo, a presenca de grupos funcionais na superficie
das nanoparticulas (introduzido através de pds-modificagdo para aumentar o
“reconhecimento” das nanoparticulas por receptores celulares), o tamanho de particula
menor de 200 nm e a habilidade do nano-hidrogel de se degradar por meio de estimulo
externo (pH, acdo enzimatica, dentre outros). Em um cenario de liberacdo controlada de
farmacos ou biomoléculas, a biodegradacdo ¢ um fator importante nao apenas para
facilitar a liberagdo do composto de interesse, mas também para facilitar a remocao das
nanoparticulas “vazias” e seus residuos. [16]

Conforme descrito anteriormente, as técnicas de polimerizagdo via radicais
livres viva/controlada (Controlled/Living Radical Polymerization, CLRP) [166] permite
a sintese de polimeros com arquitetura molecular bem definida, tendo sido recentemente
adaptada para uso em diversos tipos de sistemas dispersos (como emulsdo, miniemulsdao
e microemulsdo), o que torna possivel o uso destas técnicas como rota de sintese de
nanoparticulas compostas por polimeros com arquitetura molecular complexa e
definida. [121, 167] As técnicas de CLRP também podem ser empregadas em
polimerizacdes reticuladoras. Neste caso, € possivel sintetizar matrizes poliméricas mais
homogéneas e definidas. [168-171] Desta forma, as técnicas de CLRP em sistemas
dispersos oferecem uma atrativa rota de sintese para o preparo de nano-hidrogéis, redes

poliméricas adaptaveis e com estrutura molecular bem definida, para uso posterior em
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aplicacoes de liberagdo controlada de fArmacos ou biomoléculas. [155, 163, 164] Dentre
as diversas técnicas de CLRP, a técnica RAFT ¢ tida como a mais versatil, [124, 125]
sendo desta forma uma técnica interessante para ser usada no preparo de polimeros para
aplicacao biomédica (liberagcdo controlada de faArmacos e biomoléculas), devido a baixa
toxicidade dos agentes RAFT usualmente empregados na polimerizagao. [137, 172]
Para sintetizar nano-hidrogéis por meio de polimerizagdes reticuladoras, ¢ quase
sempre necessario usar um sistema inverso, ou seja, um sistema em que a fase continua
seja lipofilica e a fase dispersa hidrofilica, estabilizado por um surfactante lipofilico.
[121] O sistema heterogéneo de polimerizacdo mais viavel para a implementacdao de
uma técnica de CLRP, e também para sintetizar nanoparticulas hibridas, [173-175] ¢ a

polimerizacao em miniemulsao. [176, 177]

4.2 Objetivo e justificativa

Neste Capitulo, ¢ feito o desenvolvimento de uma metodologia que possibilita a
polimerizacio RAFT em miniemulsdo inversa, utilizando o mondmero hidrofilico 2-
(dimetilamino) metacrilato de etila (DMAEMA). Polimeros contendo DMAEMA em
sua estrutura tém atraido atencdo de muitos pesquisadores, devido a habilidade deste
tipo de monomero/polimero de interagir com moléculas de DNA ou RNA, formando
complexos do tipo plasmideo-polimero, que podem ser absorvidos por células. [178-
181] Esta interacdo se da pelo fato de que grupos aminos, como o presente no
DMAEMA, podem ser facilmente quaternizados para formar polimeros com cargas
positivas (Figura 4.6), sendo este polimero com carga superficial pode interagir de
maneira eletrostaticas com alguns tipos de biomoléculas, como ¢ o caso do RNA. [182-

185]
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Pelas razdes apresentadas, 0 DMAEMA ¢ um mondmero que possui uma grande
importancia tecnolodgica, pois permite que sejam sintetizados polimeros sensiveis a
estimulos de pH e temperatura, podendo ser empregados no preparo de plataformas de

sistemas de liberagdo controlada de fArmacos ou biomoléculas. [186-188]

T

Acido

ot

N N

Figura 4.6 — Exemplo de quaternizagdo do DMAEMA com acido.

Outra justificativa para a realizacdo deste trabalho ¢ que, poucos foram os
trabalhos publicados na literatura cientifica que utilizam alguma técnica de
polimerizacao viva/controlada em sistema heterogéneo de polimerizacao, especialmente
utilizando mondmeros hidrossoluveis (sistemas inversos de polimerizacao). WANG et
al. [189] recentemente reportaram o preparo de nanoparticulas via miniemulsdo inversa
a base de PDMAEMA. Entretanto, a estratégia utilizada pelos autores foi a utilizacdo do
PDMAEMA como um “macro-iniciador” da polimerizacdo em miniemulsdo. A
presente proposta visa a adaptacao da técnica de miniemulsdo inversa para possibilitar o
uso do mondémero DMAEMA como principal constituinte da fase dispersa do sistema
de polimerizacdo RAFT (ou CLRP em geral). Desta forma, este trabalho contribuira
com valiosas informagdes acerca da cinética/mecanismo de polimerizagdo do sistema

estudado.
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4.3 Metodologia experimental

4.3.1 Materiais

Todos os reagentes foram usados conforme recebido: 2-(dimetilamino) acrilato
de etila (DMAEA, 98%, Aldrich), 2-(dimetilamino) metacrilato de etila (DMAEMA,
98%, Aldrich), 2,2’-azo-bis[2-(-imidazoli-2-il) propano] dicloridrato (VA-044, 97%,
Waco), 3,3’-acido ditiopropanoico (99%, Sigma-Aldrich), 4-dimetilaminopiridina
(DMAP, 99%, Aldrich), 4,4’-azobis(acido 4-cianopentanoico) (98%, Fluka), acetonitrila
(99,7%, Ajax Finechem), cloreto de benzila (99%, Sigma Aldrich), cicloexano (99%,
Ajax Finechem), cloroformio deuterado (CDCl;, 99,8%, Cambridge Isotope
Laboratories), dimetil-sulfoxido deuterado (DMSO-ds, 99,9%, Cambridge Isotope
Laboratories), oxido de deutério (D,0O, 99,9%, Cambridge Isotope Laboratories),
diclorometano (DCM, 99,5%, Ajax Finechem), éter etilico (99%, Ajax Finechem),
difenil éter (99%, Sigma Aldrich), pp-ditiotreitol (99%, Sigma-Aldrich), enxofre (APS,
99,3%), acetato de etila (99,5%, Ajax Finechem), acido cloridrico (HCI, 32%, Ajax
Finechem), metanol anidro (99,8%, Sigma-Aldrich), n-hexano (95%, Ajax Finechem),
trietilamina (99%, Sigma-Aldrich), N,N-dicilohexilcarbodiimida (DCC, 99%, Fluka),
N,N-dimetilacetamida (DMAc; 99,9%, Sigma Aldrich), éter de petroleo (BR 40-60°C,
Ajax Finechem), poli(etileno glicol) metacrilato (M, = 526 g/mol, Aldrich), poli(etileno
glicol) metacrilato de éter metilico (PEG-MA, M, = 475 g/mol, Sigma-Aldrich),
ferricianeto de potassio (98%, Sigma-Aldrich), silica gel (60 A, 70-230 mesh, Grace),
cloreto de sddio (NaCl, 99%, Sigma-Aldrich), hidréxido de sdédio (NaOH, 97%, Ajax

Finechem), solu¢ao de metdxido de s6dio 25% em metanol (Sigma-Aldrich), sulfato de
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sodio (99%, Ajax Finechem), Span 80 (Fluka), tetraidrofurano (THF, Honeywell, grau
HPLC), tolueno (99,5%, Ajax Finechem).
2,2’-azo-bis(isobutironitrila) (AIBN, 98%, Sigma-Aldrich) foi recristalizado duas vezes

em acetona antes de ser usado.

4.3.2 Sintese do agente RAFT

O agente RAFT &cido 4-cianopentanoico ditiobenzoico foi sintetizado conforme
metodologia descrita na literatura, [190, 191] com algumas pequenas adaptagdes
experimentais. O procedimento de sintese foi constituido de trés etapas sequenciais,
como descrito a seguir:

1) Sintese do acido ditiobenzdéico. Em um baldo de fundo redondo de trés bocas,
adcionou-se solucdo de metoxido de sodio 25% em metanol (108 g, 0,5 mol), metanol
anidro (125 g) e enxofre (16 g, 0,5 mol). Cloreto de benzila (31,5 g, 0,25 mol) foi
adicionado durante 1 hora sob agitacdo a temperatura ambiente. O sistema foi entdo
mantido sob agitacdo e aquecimento (67 °C) durante pernoite. A reagdo foi resfriada
com auxilio de um banho de gelo até 0 °C. O sal precipitado foi removido por filtragdo e
o excesso de solvente foi removido por evaporagdo rotatoria. Ao residuo viscoso,
acrescentaram-se 250 mL de dgua deionizada e a solucdo transferida para um funil de
separacdo. A solucao de ditiobenzoato de sddio foi lavada primeiro com éter etilico
(300 mL) + HCI1 1IN (250 mL) e posteriormente com dgua deionizada (100 mL) + NaOH
I N (250 mL). Este procedimento de lavagem foi realizado por trés vezes, até a

obtencao de uma solugdo de ditiobenzoato de sodio.

2) Sintese do dissulfeto de bis(tiobenzoila). 175 mL da solu¢dao de ditiobenzoato de

sodio foram transferidos para um baldo de fundo redondo de trés bocas. Posteriormente,

165



adicionou-se uma solucao de ferricianeto de postassio (16,5 g, 0,05 mol em 250 mL de
agua deionizada) por 1 hora, mantendo-se forte agitacdo a temperatura ambiente. O
precipitado resultante, de coloragdo vermelho/roxo, foi filtrado e lavado com agua
deionizada até que a dgua de lavagem nao apresentasse coloragdo residual. Os solidos

foram secos a vacuo a temperatura ambiente.

3) Sintese do acido 4-cianopentandico ditiobenzoico. Em um baldo de fundo redondo
adicionou-se acetato de etila (80 mL), 4,4’-azo-bis(adcido 4-cianopentanoico) (8,5 g,
0,03 mol) e dissulfeto de bis(tiobenzoila) (5,7 g, 0,018 mol). A solugdo resultante foi
aquecida sob refluxo durante pernoite. Apds o periodo de reacdo, o solvente foi
removido por evaporagdo rotatoria e o produto foi isolado por coluna cromatografica
recheada de silica gel (fase estacionaria), usando acetato de etila e éter de petroleo
(50/50 v/v) como eluente (fase movel). Fracdes que apresentaram coloragdo
vermelha/rosa foram combinadas e o solvente removido por rota-evaporacao. O produto

final foi armazenado a -15 °C.

4.3.3 Sintese do agente macro-RAFT

Poli(etileno glicol) metacrilato de éter metilico (PEG-MA, 8 g, 16,8 mmol; M, =
475 g/mol), AIBN (27,2 mg, 0,16 mmol), agente RAFT (232 mg, 0,8 mmol) e
acetonitrila (8 g, 2 mol) foram carregados em um frasco de fundo redondo equipado
com uma barra magnética. O recipiente foi selado e purgado com nitrogénio por 1 hora
a 15 °C. O frasco foi entdo transferido para um banho, onde permaneceu por 6 horas a
70 °C sob agitacdo. Apds este periodo, o excesso de solvente foi removido com ar
comprimido a temperatura ambiente. O produto viscoso resultante foi purificado por

dialise, utilizando uma membrana de celulose (MW 3.500 g/mol), primeiro com agua
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deionizada e posteriormente com metanol. Apos o processo de dialise, o excesso de
solvente foi novamente removido com ar comprimido a temperatura ambiente. O

produto final, com caracteristica vermelha e viscosa, foi armazenado a -15 °C.

4.3.4 Sintese do agente reticulante biodegradavel

O agente reticulante biodegradavel (Ditiopropionil poli(etileno glicol)
dimetacrilato, DMA-PEOSS) foi preparado conforme metodologia descrita na literatura,
[157] com algumas pequenas adaptagdes experimentais.

Inicialmente, poli(etileno glicol) metacrilato (M, = 526 g/mol) foi purificado,
conforme metodologia descrita por STOVER et al. (2004). [192] Em um funil de
separacao, 50 mL de poli(etileno glicol) metacrilato foram dissolvidos em 200 mL de
agua deionizada e posteriormente extraidos com difenil éter (2 x 50 mL). A suspensdo
resultante foi entdo separada por centrifugagdo a 5.000 rpm por 5 minutos. A fase
organica foi descartada e a fase aquosa extraida com uma solucdo de
diclorometano/hexano (3:1) ( 2 x 250 mL). A suspensao foi novamente separada (5.000
rpm por 5 minutos), descartando-se a fase aquosa. O poli(etileno glicol) metacrilato
purificado foi recuperado da fase organica apds remoc¢do do solvente (por evaporacao
rotatoria a 40 °C).

Em um baldo de fundo redondo contendo poli(etileno glicol) metacrilato
purificado (10 g, 19 mmol), DCM (60 mL), DCC (3,9 g, 19 mmol) e DMAP (0,5 g), foi
adicionada lentamente durante 20 minutos uma solucdo de 3,3’-4cido ditiopropandico
(2,3 g, 10 mmol) em THF (30 mL), mantendo-se o frasco em um banho de gelo e sob
agitacdo constante. Ap6s o término da adicdo, a mistura foi mantida sob agitagdo a

temperatura ambiente durante pernoite. Os solidos formados foram removidos por duas
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filtracdes a vacuo e o solvente foi removido por evaporagdo rotatéria a 30 °C. O dleo

resultante, de coloracao amarelada, foi armazenado a -15 °C.

4.3.5 Polimerizacao em miniemulsao

A receita basica de preparo da miniemulsdao (Tabela 4.1) foi desenvolvida
baseando-se nos trabalhos de SCHORK e colaboradores. [135, 159] O procedimento
adotado nos testes seguiu a metodologia descrita a seguir. Inicialmente, em um frasco
de vidro descartavel, uma solucdo contendo todos os componentes da fase aquosa eram
dissolvidos em uma solucao aquosa de HCI 1%. O pH da fase aquosa era entdo ajustado
para um valor final de pH na faixa 2-3 usando uma solu¢do de HCI 20%. Em um outro
frasco de vidro descartavel foi preparada uma solugdo da fase orgénica, dissolvendo-se
o surfactante Span 80 em cicloexano. A fase aquosa (fase dispersa) era entdo misturada
a fase organica (fase continua) com auxilio de agitacdo por 30 minutos a 15 °C, sendo
posteriormente ultrassonificada por 10 minutos (70% de amplitude, Brason Digital
Sonifier 450), mantendo-se o frasco resfriado em um banho de gelo. A miniemulsdo
resultante era entdo transferida para um baldo de fundo redondo de 50 mL, equipado
com uma barra magnética, sendo o frasco selado com septo de borracha e purgado com
nitrogénio por 30 minutos a 15 °C.

As reagdes de polimerizacao eram realizadas a 60 °C sob agitagdo constante.
Amostras eram tiradas em intervalos pré-determinados para caracterizagdao, com auxilio
de uma seringa descartavel de 5 mL. Apods a reagdo (ou amostragem), adicionava-se
acetona a miniemulsao, seguida de procedimento de centrifugagdao a 7.500 rpm por 15
minutos. A mistura contendo cicloexano/acetona era entdo removida e o precipitado era
seco a vacuo a temperatura ambiente. Dez miligramas de amostra seca eram entdo

tratados com algumas gotas de trietilamina por 30 minutos (para neutralizar as cargas
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positivas dos polimeros). Em seguida, a amostra era dissolvida em solvente apropriado
para analise de GPC ou RMN. Para as reacdes de polimerizagdo em que foi usado o
agente reticulante, apds o processo de neutralizagdo, as amostras eram sequencialmente
tratadas com 100 pL. de uma solucdo de pp-ditiotreitol 0,5 M por uma hora (para a
quebra das ligagdes dissulfeto). A solug¢do resultante era entdo seca por processo de
freeze-drying e o polimero resultante era solubilizado em solvente apropriado para

analise de GPC ou RMN.

Tabela 4.1 — Receita de polimerizagdo em miniemulsdo inversa a 60 °C

Fase continua Fase dispersa Quantidade (g) Observagoes
Cicloexano 20
Span 80 1
"HClaguoy 1% 2,5
NaCl 0,05
VA-044 0,0051 [M]:[1] = 400:1
DMAEMA 1 [M]:[RAFT]=100:1
macro-RAFT 0,87° ou 0,90° Conforme M,
DMA-PEOSS 0,05 Quando presente

VA-044 = 2,2’-azo-bis[2-(-imidazoli-2-il) propano] dicloridrato;, DMAEMA = 2-(dimetilamino) metacrilato de etila;
DMA-PEOSS = ditiopropionil poli(etileno glicol) dimetacrilato. * O pH final da fase dispersa foi ajustado com HCl(uque) 20% até
pH = 2-3. " macro-RAFT,: M, = 13.650 g/mol, M,/M, = 1,11. © macro-RAFT,: M, = 14.200 g/mol, M,/M, = 1,09.

4.3.6 Caracterizacao

Cromatografia de permeacgdo em gel (GPC)

Para realizar as determinacdes de massas molares, as amostras de polimero
(previamente processadas) eram solubilizadas em DMAc, filtradas em filtro de 0,45 um
e injetadas em sistema cromatografico, usando DMAc como fase movel na vazao de 1
mL/min. A temperatura das colunas era mantida em 50°C. As analises foram realizadas
em cromatografo Shimadzu equipado com detector de refragao RID-10A, pre-coluna de
5 mm (Polymer Laboratories, 50 x 7,8 mm?) e quatro colunas PL Styragel (10°, 10%, 10

e 500 A), calibradas com padrdes de poliestireno de 500 a 10° g/mol.
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A massa molar numérica média teorica (M, ) foi calculada com base nas

Equagdes 4.13 e 4.14:

(M],MW,
= mon + MW 4. 1 3
[MGCV'ORAFT]O MacroRAFT ( )

n,th

= [M]OMWmona + [AR]()MWARa +
i [MacroRAFT), [MacroRAFT],

(4.14)

MacroRAFT

(1P

onde “M” representa mondmero, “MW” ¢ a massa molar, “a” € a conversao ¢ “AR”
representa agente reticulante. A Equagdo 4.13 foi usada para o célculo da massa
molecular tedrica para as reagdes que usaram apenas o macro-RAFT agente. A Equagao
4.14 foi usada para calcular a massa molecular tedrica dos polimero em reagdes que
utilizaram o macro-RAFT agente e o agente reticulante, considerando a massa molar
apos o processo de clivagem das ligacdes dissulfeto. As curvas de distribuigdes de
massas molares apresentadas neste Capitulo foram normalizados em relagdo ao valor

maximo, segundo a relagao:

_ (4.15)

mdximo

y normalizado

Cromatografia gasosa (GC)

A conversao do mondmero foi determinada por cromatografia gasosa, utilizando
o procedimento descrito a seguir: 0,1 g da amostragem obtida da miniemulsdo era
diluida em 2 mL de uma solucdo GC (cicloexano:tolueno, 1.000:2) e injetadas em

cromatografo gasoso. As andlises foram realizadas em cromatografo Shimadzu 17A,
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equipado com coluna AT-Wax (Heliflex capillary, Altech) e usando H, como gas
carreador. O injetor, a coluna e o detector operavam a 200, 120 e 250 °C,
respectivamente. O calculo de conversdo foi feito comparando-se as dareas do

monomero, do solvente (cicloexano) e do padrdo interno (tolueno).

Ressondncia Magnética Nuclear de hidrogénio ('H-RMN)

As andlises de 'H-RMN descritas neste Capitulo foram realizadas em
equipamento Bruker DPX 300 (Bruker Co.), operado a 300 MHz e equipado com sonda
de 5 mm de didmetro. Para preparo das amostras, utilizou-se cloroformio deuterado
(CDCl3), dimetilsulfoxido deuterado (DMSO) ou o6xido de deutério (D,O). O
tetrametilsilano (TMS) foi usado como referéncia interna e manteve-se a temperatura

constante em aproximadamente 25°C em todas as andlises realizadas.

Tamanho de particula (por Dynamic Light Scattering — DLS)

As medidas de DLS foram realizadas em instrumento Malvern Zetasizer Nano
ZS, equipado com laser 4 mW He-Ne, operando no comprimento de onda 633 nm e
utilizando um detector de fotodiodo de alta eficiéncia. A miniemulsdo foi analisada
conforme retirada do processo de amostragem.

Também foi determinado o tamanho médio das nanoparticulas reticuladas em
solucdo tampdo. Essas nanoparticulas foram isoladas a partir do latex final,
adicionando-se acetona a miniemulsdo, seguida de procedimento de centrifugacdo a
7.500 rpm por 15 minutos. A mistura de cicloexano/acetona era entdo removida e o
precipitado seco a vacuo a temperatura ambiente. As particulas foram re-suspensas em

solucao aquosa de HC1 20% (pH = 1-2), agua deionizda (pH = 7) e carbonato de sddio
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aquoso (pH =12). O potencial zeta das nanoparticulas foi determinado em agua

deionizada.

4.4 Resultados & Discussao

4.4.1 Sintese dos compostos organicos

O agente RAFT 4cido 4-cianopentanodico ditiobenzodico (Figura 4.7) foi
preparado seguindo basicamente a rota de sintese descrita por MITSUKAMI et al.,

[190] e também na metodologia descrita por THANG et al. [191].

CN

Figura 4.7 — Estrutura do agente RAFT 4cido 4-cianopentandico ditiobenzoico sintetizado.

Esta ¢ uma rota de sintese considerada simples e constituida de trés etapas
sequenciais. A primeira etapa do processo ¢ a sintese do acido ditiobenzdico (DTBA),
que ¢ revertido em sua forma salina (conforme Figura 4.8). Embora existam outras rotas
para a produgdo do DTBA, a rota de sintese seguida ¢ reportada como a metodologia de

sintese de melhores rendimentos finais. [190]

CH,0H

NaOCH5/ S
Cl SNa

Figura 4.8 — Esquema da reagdo de sintese do acido ditiobenzdico (DTBA).
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A segunda etapa do processo consiste na reacdo de uma solugdo de
ditiobenzoato de s6dio com ferricianeto de potassio, que resulta na sintese do dissulfeto

de bis(tiobenzoila) como composto principal (conforme Figura 4.9).

S S
K;[Fe(CN)g] - 5 )
H,0 -
SNa ’ g
S

Figura 4.9 — Esquema da reacdo de sintese do dissulfeto de bis(tiobenzoila).

A terceira etapa de sintese consiste em reagir o dissulfeto de bis(tiobenzoila)
produzido com um azo-composto (4,4’-azo-bis(acido 4-cianopentanodico) em acetato de

etila (conforme Figura 4.10), para a obten¢do do agente RAFT desejavel.

acetato de etila HO
S
ABCVA
s = s
S N o

Figura 4.10 — Esquema da reacdo de sintese do agente RAFT acido 4-cianopentandico

ditiobenzobico sintetizado. 4-cyano-4-(phenylcarbonothioylthio) pentanoic acid.

A pureza final do produto depende dos métodos de purificagdo empregados apos
a sintese do composto. Diversas estratégias podem ser adotadas, como a combinagdo de
duas ou mais técnicas de purificacdo, para eliminacao de subprodutos e solventes
residuais. No presente trabalho, o produto final foi purificado utilizando a técnica de

coluna cromatografica, [193] utilizando acetato de etila e éter de petrdéleo como eluente,
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sendo que a confirmagdo da obten¢io do produto desejado foi feita por 'H-RMN

(Figura 4.11).

Acetona

L \ JWuum)ni

5
fl (ppm)

Figura 4.11 — Espectro de 'H-RMN do agente RAFT 4cido 4-cianopentandico ditiobenzoico
sintetizado; ressonancias observadas (300 MHz, CDCl;)/ 6 ppm: 1.94 (s, 3H, CHs); 2.39-2.77
(m, 4H, CH,CHy); 7.42 (m, 2H, m-ArH); 7.59 (m, 1H, p-ArH) e 7.92 (m, 2H, o-ArH).

De acordo com algumas referéncias, [190, 191] as ressonancias entre 6 ~ 7.4-8.0
ppm representam os protons do anel aromatico do grupamento fenila; entre 6 ~ 2.4-3.0
ppm, os protons do grupamento metileno do acido cianopentandico; e as ressonancias
proximas de & ~ 2.0 ppm, os protons do grupamento metila do mesmo fragmento. O
espectro da Figura 4.11 também apresentou alguns outros picos, todos eles associados a
impurezas, [194] como o pico do solvente (CDCls, & ~ 7.26 ppm), diclorometano (6 ~
5.30 ppm), acetona (6 ~ 2.17 ppm), agua (6 ~ 1.52 ppm) e alguns outros ndo

assinalados.
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Conforme mencionando anteriormente, essas impurezas podem ser removidas
por sucessivos processos de cromatografia, alternando-se a composi¢ao do eluente, por
exemplo. Outra estratégia bastante usada ¢ a combinagao de dois ou mais processos de
purificacdao (como, por exemplo, cromatografia, pervaporagao e cristalizagdo), uma vez
que grande parte das impurezas observadas no espectro sdo residuos de solventes
usados durante o processo de sintese/purificacdao. Entretanto, a Figura 4.11 apresentada
indica a obten¢do do produto final pretendido com relativo grau de pureza, apos o
processo de purificagdo por coluna cromatografica.

O agente reticulante escolhido para ser usado (DMA-PEOSS, Figura 4.12) foi
sintetizado conforme metodologia descrita por OH et al. [157] Os diferenciais desse
agente reticulante incluem a solubilidade em agua e a presenga de uma ponte dissulfeto
(o que confere biodegradabilidade a molécula), além da rota de sintese relativamente

simples.

Figura 4.12 — Estrutura do agente reticulante biodegradavel (Ditiopropionil poli(etileno glicol)

dimetacrilato, DMA-PEOSS). Dithiopropionyl poly(ethylene glycol) dimethacrylate.

Este composto foi obtido por uma reagdo direta entre o poli(etileno glicol)
metacrilato e o acido ditiopropidnico (Figura 4.13) e posterior processos de purificacao.
A confirmacio da obtencio do produto desejado foi feita por "H-RMN (Figura 4.14).

Conforme observado pelo espectro de 'H-RMN, o produto final também
apresentou algumas impurezas que ndo foram removidas pelas etapas de purificagdo

realizadas. Além disso, o produto final obtido apresentou uma pequena quantidade de
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sal, além de um aspecto ligeiramente diferente do relatado por OH et al. [157]
Entretanto, testes preliminares realizados demonstraram que o agente reticulante
sintetizado mostrou-se eficaz em promover a reticulacdo de redes poliméricas e sofrer

posterior degradagdo em ambientes redutores, através da quebra das ligacoes dissulfeto.

(0] (0]
OH *+ )k/\ S OH
OM Ho S/ W
n
o

THF
DCC/ DMAP/ DCM

Figura 4.13 — Reacdo de sintese do agente reticulante DMA-PEOSS
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Figura 4.14 — Espectro do 'H-RMN do agente reticulante DMA-PEOSS sintetizado;
ressonancias observadas (300 MHz, DMSO-d)/ 6 ppm: 1.9 (s, 6H, CH3-), 2.7 (t, 4H, -COCH,-
CH,-SS-), 2.9 (t, 4H, -OOC-CH,-CH,-SS-), 3.3-3.7 (m, 72H, -(CH,CH,O)n-), 4.0-4.3 (m, 8H, -
COO-CHj,- ¢ -CH,-00C-), 5.7 (s, 2H, CH=), 6.0 (s, 2H, CH=).
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4.4.2 Formacao da miniemulsao

Em um sistema de polimerizacio em miniemulsdo inversa, um mondmero
hidrofilico ¢ usado como principal componente da fase dispersa (fase aquosa) e um
solvente ndo polar ¢ usado como principal componente da fase continua do sistema
(fase organica). Usualmente, este tipo de miniemulsdo inversa (agua-em-oleo ou
simplesmente w/o0) produz um sistema leitoso opaco bem caracteristico, que ¢ bem
reportado na literatura. [135]

Um critério fundamental para a formagdo de uma miniemulsdo estavel ¢ que o
mondmero tenha uma solubilidade limitada na fase continua. Desta maneira, em um
sistema inverso, quanto mais hidrofilico for o mondmero, mais estavel sera o sistema,
devido a baixa (ou nenhuma) solubilidade do mondmero na fase continua, [144] fato
este que também previne efeitos como o de degradagao difusional. O mondémero
escolnidlo DMAEMA (e seu derivado acrilato) ¢ um composto que apresenta
miscibilidade em uma grande variedade de solventes, o que inclui solventes polares,
como a agua, e solventes apolares, como cicloexano, n-hexano e heptano, que poderiam
ser candidatos primdrios para constituicido da fase continua de uma miniemulsdo
inversa.

Para contornar esta dificuldade, optou-se em seguir o procedimento utilizado por
ARMES et al., [195, 196] em que a adigdo de cargas positivas em mondmeros que
apresentam aminas terciarias, como ¢ o caso do DMAEMA, aumenta
consideravelmente a solubilidade desses mondmeros em meios aquosos neutros €
acidos, consequentemente reduzindo a solubilidade em meios organicos. Para realizar a
adicao de cargas a estes mondmeros, o que leva a protonagdo das aminas terciarias, foi
necessario utilizar solucdes aquosas acidas (HCI 1-20 %), ajustando o pH final para

valores acidos (pH < 4). Este procedimento assegurou que o mondmero protonado

177



permanecesse predominantemente na fase aquosa do sistema, fato este comprovado pela
formacao de duas fases distintas e ndo-deteccdo de tracos de monOmero na fase
continua (cicloexano), conforme analises 'H-RMN apresentadas nas Figuras 4.15 e
4.16.

Embora uma miniemulsdo inversa possa ser preparada usando-se apenas um
surfactante com baixo valor HLB, [138, 144] para prevenir a ocorréncia de efeitos como
o de degradacao difusional, que desestabilizam a miniemulsdo € necessario adicionar
um agente de pressdo osmotica. [197] Este agente ¢ caracterizado por ser uma
substancia de baixa massa molar, soluvel na fase dispersa e que apresente baixa
solubilidade na fase continua. No caso de uma miniemulsdo inversa, em que a fase

dispersa ¢ aquosa, esse agente de pressdao osmotica geralmente ¢ um sal, como o NaCl,

NaQSO4 ou o KzSO4. [138, 144]

F
BH HC
HA
(0]
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Figura 4.15 — "H-RMN do mondmero 2-(dimetil amino) acrilato de etila purificado em CDCls.

178



cicloexano

5
f1 (ppm)

Figura 4.16 — Teste de parti¢io do monémero DMAEMA protonado em cicloexano."

Desta forma, testes preliminares foram realizados para avaliar principalmente a
estabilidade do sistema frente a diferentes tipos de componentes basicos da
miniemulsdo, além de suas respectivas concentracdes. Algumas variaveis do processo
de preparo da miniemulsdo, além da estratégia de preparo, também foram objeto de

estudo nesta fase. O procedimento adotado nestes testes preliminares ¢ ilustrado no

Esquema 4.1.
Preparo da Miniemulsificagao DS EREHEIED Polimerizagao
pré-mistura ("purga’)

Esquema 4.1 — Procedimento adotando para o preparo da miniemulsdo inversa.

13 Pprocedimento experimental do teste: (1) dissolugdo do mondmero em solugdo aquosa acida (HCI 20%) e mistura com

cicloexano; (2) ultrasonificagdo por 10 minutos a 70% de amplitude; (3) mistura por 24 horas a 45 °C; (4) separagdo das fases e
anélise do cicloexano por 'H-RMN em CDCl;.
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Os testes foram realizados utilizando o monémero DMAEMA ou seu derivado
acrilato (DMAEA), o cicloexano como o principal constituinte da fase continua, NaCl
como o principal agente de pressdo osmotica e alguns tipos de surfactantes em
diferentes concentra¢des (Span 80%, Span 85%, Pluronic® L-121 ou Pluronic® L-81). O
procedimento de miniemulsificagdo foi realizado apds o preparo da pré-mistura,
aplicando-se ultrassom a amostra (5-10 minutos, amplitude entre 45 ¢ 70%) € um banho
de gelo para resfriar o sistema. Apods a obtencao da miniemulsdo, parte das amostras foi
degaseificada com nitrogénio por 30 minutos. As amostras submetidas ao processo de
degaseificacdo foram posteriormente testadas em reagdes preliminares de
polimerizacao, conduzidas em diversos intervalos de tempo (60-1.200 minutos) e de
temperatura (44-60°C).

Embora diferentes testes tenham sido realizados, aqueles que utilizaram o
cicloexano como solvente orgéanico, o Span 80 (Figura 4.17) como surfactante e o NaCl
como agente de pressdo osmotica apresentaram melhores resultados quanto a
estabilidade da miniemulsao formada. O 4cido escolhido para o ajuste do pH do meio,
garantindo assim a protonagdo do mondmero, foi o HClyq €m concentragdes que

variaram entre 1 € 20%.

HO

HO OH

Figura 4.17 — Estrutura do surfactante Span 80%.

Independentemente da estabilidade, prolongada ou nao, todos os testes

produziram miniemulsdes inversas com caracteristica leifosa opaca, normalmente
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esperada para este tipo de sistema. Esta receita genérica mostrou-se bastante robusta,
pois foi possivel acrescentar outros constituintes a formulagdo (agente RAFT e agente
reticulante) e/ou elevar a propor¢do da fase dispersa do sistema para até 20 % do total
da miniemulsdo e ainda assim obter miniemulsdes estaveis por mais de 72 horas. A
Figura 4.18 representa um tipo de miniemulsdo inversa obtida nestes testes

preliminares.

Figura 4.18 — Teste de polimerizagdo em miniemulsdo inversa com o mondémero DMAEA.

Polimerizagio via radicais livres a 44 °C por 360 minutos.'* Frascos da esquerda para a direita:
(1) antes da ultrasonificagdo, (2) apos a ultrasonificacdo, (3) 120 minutos, (4) 240 minutos ¢ (5)

360 minutos de polimerizagdo. Foto tirada 24 horas apds a reacao.

Com base nessa receita, foi possivel estabelecer uma receita e uma metodologia
de preparo para a producdo da miniemulsdo inversa, previamente apresentadas na

Tabela 4.1 da se¢@o de materiais e métodos deste Capitulo.

4.4.3 Polimerizacao em miniemulsao

O plano proposto foi o de utilizar a receita/metodologia desenvolvida para

conduzir trés tipos de reagdes de polimerizagdo em miniemulsdo inversa, utilizando o 2-

% Receita usada: cicloexano (20 g), Span 80 (1 g), HCI 1% (2,5 g), NaCl (0,05 g), VA-044 (0,0056 g), DMAEA (1 g) e HC1 20%
(~30 gotas).
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(dimetilamino) metacrilade de etila (DMAEMA) como monomero. Os tipos de reacdes
realizadas foram a polimerizagdo convencional, a polimerizagdo na presenga do agente
RAFT sintetizado e a polimerizagdo na presenca do agente RAFT e do agente
reticulante DMA-PEOSS. Desta forma, como discutido ao longo do texto, foi possivel
comparar a estabilidade da miniemulsdo inversa e o comportamento da polimerizagdao
(cinética, evolucdo de massa molar dos polimeros, etc.) com base nos diferentes tipo de

reacoes de polimerizagdo realizadas.

Polimerizacdo convencional

A polimerizagdo convencional em minemulsdo inversa do DMAEMA (Figura
4.19) foi conduzida utilizando a receita e procedimento estabelecidos e descritos na
se¢do experimental. Entretanto, por ser uma reagdo conduzida em mecanismo classico
de radicais livres, ndo foi empregado o agente RAFT. Neste conjunto de reacao também

nao foi empregado o agente reticulante.

o
DMAEMA
\.\’ \: lo./ 'd \\?m-l e

\.V\n Vln./
—/‘.' ., '..o :\_ VA-044 —; ézg & o
/.T : ? 60 °C /.Td‘ ,\’\

Figura 4.19 — Esquema da polimerizagdo convencional em miniemulsdo inversa do DMAEMA.

Conforme observado nos testes preliminares ¢ demonstrado pela Figura 4.20, a
miniemulsdo gerada apresentou predominantemente uma caracteristica leifosa opaca. A

miniemulsdo gerada apresentou uma estabilidade visual de algumas horas, o que
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garantia a estabilidade do sistema entre a etapa de formagdo da emulsdo e o inicio da
polimerizacao, quando o processo era realizado sob forte agitacdo mecanica.

Entretanto, conforme observado na Figura 4.20, ap6s 24 horas algumas amostras
apresentaram uma visivel separagdo de fases no fundo do frasco e possivelmente
alguma coagulacdo na fase interna do latex, embora este fato ndo tenha sido
comprovado. Todas as amostras apresentaram sedimentagao apds 7 dias (armazenadas a

temperatura ambiente e ao abrigo de luz), indicando que a estabilidade da emulsdo

produzida foi suficiente apenas para conduzir a rea¢ao de polimerizagao.

Figura 4.20 — Exemplo de polimerizagdo convencional em miniemulsdo inversa. Reacdo
conduzida a 60 °C por 360 minutos; receita segundo Tabela 4.1. a) ap6s 24 horas; b) apos 7
dias. Frascos da esquerda para a direita: (1) antes da ultrassonificagdo, (2) apds a
ultrassonificacdo, (3) 15 minutos, (4) 30 minutos, (5) 60 minutos, (6) 120 minutos ¢ (7) 360

minutos de polimerizacao.
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A polimerizagdo convencional em miniemulsao inversa do DMAEMA
apresentou uma cinética bastante rapida (Figura 4.21), com aproximadamente 70% de
conversao em 1 hora de reacdo. Entretanto, por meio da realizagdo de varias reagdes,
observou-se que a conversao para este tipo de sistema parece ndo ultrapassar o patamar
de ~90%, mesmo apos 6 horas de polimerizacdo. Em alguns testes foi possivel atingir
conversdes de 95-98%, mantendo o sistema sob condig¢des reacionais constantes por

aproximadamente 20 horas. Entretanto, foi observado uma total perda de estabilidade do

latex final obtido nestas reagoes.
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Figura 4.21 — Grafico de conversdo versus tempo de reacdo da polimerizagdo convencional em

miniemulsado inversa do DMAEMA.

Os resultados de massa molar obtidos para a reagdo de polimerizagdo
convencional em miniemulsdo inversa do DMAEMA (Tabela 4.2 e Figura 4.22)

apresentaram resultados numéricos bastante elevados (da ordem de 10° g/mol), o que
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era esperado para polimeros sintetizados por mecanismo de polimeriza¢ao via radicais
livres em miniemulsdo. A distribuicdo de massas molares (Figura 4.22) apresentou um
perfil bimodal, provavelmente por causa da varia¢do da concentracdo dos reagentes e
taxas de reacdo de terminagdo com a conversdo. Entretanto, os resultados de massa
molar apresentados foram considerados satisfatorios, uma vez que eles confirmaram a
viabilidade da sintese do PDMAEMA pelo mecanismo convencional de radicais livres,
caracterizado por amostras com altos valores de massa molar e alto indice de

polidispersao M,,/M,.

Tabela 4.2 — Dados de massa molar para as amostras de PDMAEMA obtidos por meio da

polimerizagao convencional em miniemulsdo inversa do DMAEMA.

Tempo de reacdo (min) Conversao (%) M, x 107 (g/mol) M, /M,
30 64 368 3,03
60 68 215 2,60
120 82 139 3,90
360 86 226 3,62
1.2
1.0 A
0.8 1
3
< ——64%
S 0.6 - 0
§0 —68%
E 82%
0.4 1
—86%
0.2 1
00 ' T T T T T
35 4.5 5.5 6.5 7.5

log M (g/mol)

Figura 4.22 — Distribui¢do de massas molares para as amostras de PDMAEMA obtidas por meio

da polimerizagdo convencional em miniemulsao inversa do DMAEMA.

185



As emulsoes, antes e apoOs o processo de polimerizagdo, também foram avaliadas
quanto ao tamanho de gotas/particulas geradas. Conforme mostrado na Figura 4.23,
para as diversas polimerizacdes convencional em miniemulsiao inversa do DMAEMA, o
tamanho médio de particulas gerado foi de aproximadamente 100 nm, valor que

permaneceu relativamente constante durante todo o processo de polimerizagao.

0 L T L T L T L T L
0 20 40 60 80 100

Converao (%)
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400

300 A
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d, (nm)

100 @ [ ) ..

0 L T L T L T L T L
0 20 40 60 80 100

Conversao (%)

Figura 4.23 — Tamanhos médios de particula em funcdo da conversdo para a polimerizacao

convencional em miniemulsdo inversa do DMAEMA. a) d,olume/@numerico; ©) @numérico-

A distribuicao de tamanhos de particula (Figura 4.24) para uma amostra obtida

durante o processo de polimerizagdo convencional em miniemulsdo inversa do
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DAMEMA aponta para uma relativa homogenidade do tamanho de particulas formadas

e auséncia de fracdes de tamanho de particula elevados.

20

J— Ju—
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Figura 4.24 — Distribuigdes de tamanhos de particulas para a polimerizacdo convencional em

miniemulsdo inversa do DMAEMA. Latex da amostra com 82% de conversio.

Com o conjunto de dados apresentados, foi possivel estabelecer um conjunto de
caracteristicas basicas do processo de polimerizagdo em miniemulsdo inversa do
DMAEMA, que servird de base para a comparacao com os resultados obtidos quando a
polimerizacdo foi conduzida na presenca do agente RAFT e do agente reticulante,

conforme apresentado nas proximas segoes.

Polimerizacdo RAFT

Foram realizadas reacdes de polimerizacio em miniemulsdo inversa do

DMAEMA na presenca do agente RAFT previamente sintetizado. Conforme
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apresentado na Tabela 4.1, a diferenga da polimerizacdo convencional para a
polimerizacdo RAFT ¢ a adicdo do agente RAFT a receita de polimerizagdo. A
concentracdo do agente RAFT escolhida foi de 1:100 em relacdo a quantidade de
monoOmero presente. Neste conjunto de reacdes, para poder avaliar apenas o
desempenho do agente RAFT, também ndo foi empregado o agente reticulante.

A polimerizagdo RAFT em miniemulsdo inversa do DMAEMA tem sua reagao
esquematizada na Figura 4.25. De acordo com o esquema proposto, cada cadeia em
crescimento sO possui apenas uma unica molécula do agente RAFT, embora também

sejam geradas cadeias de PDMAEMA sem agente RAFT em sua estrutura ao longo da

polimerizacao.
:gz o cN S NC, S
N+ Ho ) Ol 19VAOH O
2 ) 60 °C S
N (e} (e} ° /o)
/

—NH

\
Figura 4.25 — Reagdo de polimerizacio do DMAEMA na presenca do agente RAFT acido 4-

cianopentanoico ditiobenzodico sintetizado.

Um desafio particular encontrado ao incluir o agente RAFT sintetizado na
receita de miniemulsdo inversa foi a migragdo dos componentes entre as fases do
sistema. Embora o agente RAFT tenha de fato solubilidade na fase dispersa do sistema
(fase aquosa), durante a etapa de pré-mistura este composto também apresentou uma
grande afinidade pela fase continua (organica).

O agente RAFT sintetizado (4cido 4-cianopentanoico ditiobenzodico) possui uma

caracteristica coloracao vermelha/rosa. Desta forma, sua adi¢dao no sistema confere uma
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coloragdo rosea caracteristica, facilitando a monitoragdo da migragdo do componente e
também de sua degradacdo ao longo da polimerizagdo. Com o intuito de proceder uma
polimerizacdo RAFT controlada, o agente foi solubilizado na fase dispersa do sistema
antes de ser misturado com a fase continua. Entretanto, conforme ilustrado na Figura
4.26, apods alguns minutos da etapa da pré-mistura (onde ambas as fases sao misturadas)

praticamente todo o agente RAFT migrou para a fase organica do sistema.

‘::»: - ' " l - ; - t

Figura 4.26 — Migragdo do agente RAFT (acido 4-cianopentanodico ditiobenzoico) da fase
dispersa (aquosa) para a fase continua (organica) do sistema de pré-mistura da miniemulsao
inversa. Teste realizado utilizando DMAEA como mondémero ¢ 0,01 g de agente RAFT. Frascos
da esquerda para a direita: (1) antes da ultrassonificag@o, (2) ap6s a ultrassonificacdo, (3) 60

minutos, (4) 240 minutos e (5) 20 horas de polimerizacao.

Os dados reportados indicam que, mesmo solubilizando o agente RAFT na fase
dispersa da miniemulsdo, realizando o processo de miniemulsificagdo e posteriormente
o processo de polimerizagdo, durante as duas ultimas etapas o agente RAFT utilizado
tende a migrar para a fase continua do sistema, culminando numa maior instabilidade do
sistema formado. Além disso, a saida do agente RAFT das gotas formadas, onde ocorre
as reagoes de polimerizagdo, também levam a um pobre controle da polimerizagdo
RAFT em miniemulsdo e, consequentemente, a um produto final fora dos padrdes

desejadas para uma técnica de CLRP.
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A solucdo encontrada para aumentar a afinidade do agente RAFT pela fase
dispersa do sistema de miniemulsdo inversa foi o de “modificar” o agente RAFT
sintetizado. A modificagdo proposta consistiu em “adicionar” ao agente RAFT um
bloco de poli(etileno glicol), que aumenta a afinidade do agente por meios polares (no
caso, a fase dispersa do sistema; acida/aquosa) e consequentemente causa a reducdo da
solubilidade do agente RAFT em meios apolares (no caso a fase continua; cicloexano).
A modificacdo do agente RAFT, produzindo um agente macro-RAFT, se deu através de
uma reagdo de polimerizagdo em solucao (Figura 4.27) na presenca do mondmero
poli(etileno glicol) metil eter metacrilato (PEG-MA; M,, = 475 g/mol), sendo o produto

final obtido ap6s processos de purificagdo (dialise utilizando solventes polares).

:gzo o . ;
0 + HO ) Acetonitrila HO
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Figura 4.27 — Reagdo de modificagdo do agente RAFT 4acido 4-cianopentanoico ditiobenzoico,

resultando na formag@o de um agente macro-RAFT.

Durante esta etapa, diversos lotes de agente macro-RAFT foram produzidos e
analisados por GPC ¢ 'H-RMN. Os dados de 'H-RMN comprovaram o sucesso da
reacdao de modificacdo, que pode ser vista como uma reacao de “extensao de cadeia” do
agente RAFT original. Na Figura 4.28 ¢ ilustrado o espectro de '"H-RMN de um lote de
macro-RAFT sintetizado, em que sdo observados os deslocamentos quimicos do bloco

polimérico inserido e do agente RAFT original.
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Figura 4.28 — Espectro de 'H-RMN do agente macro-RAFT; sintetizado com auxilio de reagio
de extensdo de cadeia; ressonancias observadas (300 MHz, D,0)/ 6 ppm: 1.5-2.0 (m, 3H, CH,-
CH), 3.36 (s, 3H, CH3), 3.60 (m, nH, O-CH,-CH,-0-), 4.10 (s, 2H, COO-CH,), 7.36 (m, 2H,m-
ArH), 7.50 (m, 1H, p-ArH), 7.87 (m, 2H, o-ArH).

Além dos dados de "H-RMN, os dados de GPC obtidos comprovaram um 6timo
controle da reacao de “extensdo de cadeia”, fato este que pode ser traduzido por valores
de M,,/M, < 1,10 e massas molares (M,) proximas aos valores teodricos calculados e/ou
em concorddncia com os valores calculados com auxilio dos dados obtidos por 'H-
RMN, conforme demonstrado na Tabela 4.3.

Seguindo a receita/metodologia apresentada anteriormente e usada na
polimerizacdo convencional, reacdes de polimerizagdo na presenca do agente macro-
RAFT foram conduzidas em miniemulsdo inversa. Este tipo de reacdo gerou

copolimeros em blocos, conforme esquema geral de reagdo apresentado na Figura 4.29.
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Tabela 4.3 — Caracteristicas dos macro-RAFT agente produzidos

Amostra Tebrico* '"H-RMN GPC
M, (g/mol) M, (g/mol) M, (g/mol) M,, (g/mol) M,/M,
macro-RAFT] 9.780 16.110 13.650 15.180 1,11
macro-RAFT, 9.780 20.070 14.200 15.450 1,09

* Considerando 99% de conversao.
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Figura 4.29 — Esquema da polimerizagdo RAFT em miniemulsdo inversa do DMAEMA. a)

esquematizagdo geral da reagcdo nas gotas da miniemulsdo; b) reagdo quimica.

Na Figura 4.30 ¢ apresentado um exemplo da miniemulsdo inversa obtida
utilizando o agente macro-RAFT. Por causa da forte coloragdo do composto RAFT, a
simples andlise visual da pré-mistura formada (antes da etapa de ultrasonificacdo)
confirma que a estratégia de “extensdo de cadeia” com um mondmero a base de
poli(etileno glicol) de fato conferiu uma maior hidrossolubilidade ao agente RAFT.
Desta forma, pouca ou nenhuma migracao do agente macro-RAFT para a fase continua
do sistema foi observada. Além disso, as emulsoes produzidas na presenga do agente
macro-RAFT apresentaram uma maior estabilidade, se comparadas as emulsoes

produzidas sem o agente macro-RAFT (polimerizacao convencional). Esta estabilidade
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ficou proxima de sete dias, sendo que apenas apds este periodo, algumas amostras

apresentaram coagulagdo ou a presenga de precipitados.

Figura 4.30 — Exemplo de miniemulsdo inversa preparada na presenga do agente macro-RAFT.
a) antes de etapa de ultrasonificagdo; b) apds a etapa de ultrasonificagdo; b) apds 30 minutos de

polimerizagdo (~ 36% de conversdo).

Assim como observado para as reagdes de polimerizacdo convencional, a
polimerizacio do DMAEMA na presenca do agente macro RAFT também apresentou
comportamento similar (Figura 4.31), com uma rapida velocidade de polimerizagao,
atingindo conversdes proximas a 70% em 60 minutos de rea¢do. A diferenca observada
para as duas reagdes foi de que, na polimerizagdo RAFT, foi alcangada quase a
completa conversao (> 98%) em 360 minutos de reagcdo. Ja na polimerizagdo
convencional, conversdes proximas a 98% s6 foram alcangadas quando a reagdo foi
estendida para além de 20 horas, conforme discutido anteriormente.

Os dados de distribui¢do de massas molares para polimerizacao realizada na
presenca do agente macro-RAFT (Figura 4.32) demonstra o deslocamento das curvas
para valores de maior massa molar a medida que ocorre o aumento da conversao. Este
fato € consistente com um processo de polimerizacdo tipo CLRP. Entretanto, as

distribui¢cdes de massas molares para conversoes diferentes de zero apresentam uma
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Figura 4.31 — Grafico de conversdo versus tempo de reacdo da polimerizagdo RAFT em
miniemulsdo inversa do DMAEMA. Os dados relativos ao processo convencional foram

previamente apresentados na Figura 4.21.
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Figura 4.32 — Distribui¢cdes de massas molares para as amostras d¢ PDMAEMA obtidas por

intermédio da polimerizagdo RAFT em miniemulsdo inversa do DMAEMA. 0% indica a

distribui¢do de massas molares do agente macro-RAFT.
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pequena inflexdo. Neste caso, essa inflexdo pode ser um indicativo de que uma fracao
do agente macro-RAFT possivelmente ndo participou da reagdo de polimerizagdo. Este
efeito pode ter sido ocasionado por diversos fatores, como a presenga de cadeias mortas
do agente macro-RAFT inicial (cadeias que ndao continham o agente macro-RAFT como
grupo terminal) ou uma caracteristica inerente da propria polimeriza¢ao heterogenia.

Além do deslocamento das distribuigdes de massas molares para valores mais
elevados, o “controle” de reagdes do tipo CLRP muitas vezes ¢ avaliada também pelos
dados de evolu¢ao da massa molar média em fung¢do da conversio do mondémero. A
Figura 4.33 traz os dados da evolucao dos valores de massa molar média (M,,) e indice
de polidispersao M,,/M, em funcao da conversio do DMAEMA, realizada na presenca
do agente macro-RAFT. Como demonstrado, os valores de M, crescem linearmente
com a conversdo, alcangando valores proximos dos valores tedricos calculados. Este
fato demonstra que o sistema se comportou de forma “controlada”, uma vez que os
dados de M, sdo consistentes com as distribui¢des, ambos demonstrando a evolugao das
massas molares com a conversdo. O “controle” da reagdao de polimerizacio RAFT
também ¢ ressaltado pelos valores de M,/M, (< 1,3), indicando a efetiva a¢do do agente
macro-RAFT em promover o crescimento do bloco de PDMAEMA de forma
controlada.

Conforme apresentado na Figura 4.33, os valores das massas molares médias
para os polimeros sintetizados sem a presenga do agente macro-RAFT foram muito
superiores, quando comparados aos valores obtidos nas polimerizagdes feitas na
presenga do agente macro-RAFT. Embora as distribuigdes de massas molares dos
polimeros sintetizados na presenca do agente macro-RAFT tenha apresentado uma
aparente larga distribui¢cdo, o que nao seria condizente com os valores de M,/M, < 1,3 ,

quando se comparam as distribuicdes de massas molares para das reagdes de
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polimerizacao convencional ¢ RAFT do DMAEMA (Figura 4.34), ¢ possivel verificar
que os dados sdo coerentes. Na polimerizacdo convencional, a distribui¢do larga das
curvas sao condizentes com valores de M,/M, maior do que 2,5 (¢ maior do que nas

reacoes conduzidas na presenga do agente macro-RAFT).
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Figura 4.33 — M,/M, ¢ M, em fungdo da conversdo para reagdo de polimerizagio RAFT em

miniemulsdo inversa do DMAEMA.
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Figura 4.34 — Comparativo das distribui¢des de massas molares da polimerizagdo convencional

e RAFT em miniemulsdo inversa do DMAEMA.

Conforme descrito anteriormente, na polimerizacdo convencional em
miniemulsdo inversa do DMAEMA, o tamanho médio das gotas geradas foi de
aproximadamente 100 nm, sendo que este valor permaneceu relativamente constante
durante todo o processo de polimerizagdo. Para a polimerizagdo RAFT (Figura 4.35), o
diametro numérico médio foi bastante similar antes da polimerizagao (d, = 100 nm).

Entretanto, com o andamento das reagdes de polimerizagdo, comportamentos
distintos foram observados. Enquanto que nas reagdes convencionais o tamanho médio
de particulas permaneceu constante, nas reagdes realizadas na presenca do agente
macro-RAFT foi observado um aumento significativo do tamanho de particula quando a
conversao variou entre 0-30%. Quando a conversao atingiu valores superiores a 30%,
aparentemente o tamanho médio das particulas permaneceu em um patamar entre 250-

290 nm. Este efeito de certa forma era esperado, uma vez que € reportado que manter a
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estabilidade coloidal em um sistema CLRP ¢ mais dificil do que em sistemas
convencionais. [121, 198] Além disso, a distribuicao inicial de tamanhos ¢ muito mais
larga no caso da polimerizagdo RAFT, o que favorece efeitos de degradacao difusiva de
tamanhos. Provavelmente a distribui¢do inicial de tamanhos ¢ distinta por causa das

diferentes viscosidades do meio reacional.
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Figura 4.35 — Graficos de tamanho médio de particula em funcdo da conversdo para a
polimerizagdo convencional e polimerizagdo RAFT em miniemulsdo inversa do DMAEMA. a)
dyolume/ @numérico; D) dhumerico- Os dados da polimerizacdo convencional foram previamente

apresentados na Figura 4.23.
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A distribuigdo de tamanhos por peso em altas conversdes (Figura 4.36) revela
que uma pequena populacdo de micro-particulas estava presente no sistema RAFT;
porém, ndo foram identificadas no sistema convencional. Os valores de d,/d, foram
similares para ambos os sistemas durante toda a polimerizacdo, embora o sistema que
continha o agente RAFT tenha apresentado uma distribuicdo de tamanho de gota inicial

mais larga do que o sistema convencional.
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Figura 4.36 — Distribuigdes de tamanho de particulas para a polimerizagio RAFT em

miniemulsdo inversa do DMAEMA. Latex da amostra com 92% de conversdo.

A confirmagio da formagio do produto desejado também foi confirmada por 'H-
RMN, conforme espectro apresentado na Figura 4.37. No espectro apresentado, foi
possivel identificar os principais deslocamentos associados ao agente RAFT original, ao
bloco de poli(etileno glicol) e também ao bloco de PDMAEMA adicionado
posteriormente nas reagdes de polimerizagdo. Este resultado ¢ mais um indicio da

atividade do agente RAFT sintetizado e da realizagdo de uma reagdo do tipo CLRP.
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Figura 4.37 — Espectro de 'H-RMN do PDMAEMA-b-P(OEG-MA) sintetizado através de
polimerizagdo em miniemulsdo inversa na presenca do agente macro-RAFT. Amostra t = 360

minutos; 98% de conversao.

Espectros similares também foram obtidos para as amostras de latex recolhidas
durante os processos de amostragem da reacdo de polimerizacio RAFT. As maiores
diferencas observadas foram relativa as areas dos picos em 6 = 3.0 ¢ & = 3.4 ppm,
relativos aos picos caracteristicos do PDMAEMA e do agente macro-RAFT. Como ¢
esperado, a relagdo entre esses picos muda com o aumento da conversao do monomero.
Desta forma, também ¢ possivel utilizar os espectros de RMN para predizer a massa
molar numérica (M,) final do copolimero em bloco obtido, como foi feito para os

diferentes lotes de agente macro-RAFT produzidos.
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Polimerizacdo RAFT com agente reticulante biodegradavel

Apo6s observar o comportamento da polimerizacao convencional ¢ RAFT em
miniemulsdo inversa do DMAEMA, um terceiro tipo de reacdo foi conduzido: a
polimerizacio RAFT na presenca do agente reticulante DMA-PEOSS, conforme

esquema apresentado na Figura 4.38.
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Figura 4.38 — Esquema da polimerizagdo RAFT em miniemulsdo inversa do DMAEMA na

presenca do agente reticulante DMA-PEOSS.

Devido a caracteristica da receita de miniemulsao desenvolvida, em que uma
grande quantidade de “solvente” continua presente dentro das gotas, o /atex final gerado
apds o processo de miniemulsdo pode nao conter de fato particulas poliméricas. Numa
visdo mais criteriosa, as cadeias poliméricas sintetizadas estao solubilizadas dentro das
gotas da miniemulsdo inversa. Desta forma, a obtencdo de particulas s6 pode ser
alcancada se um agente reticulante ¢ introduzido no sistema. Neste caso, o DMA-
PEOSS pode atuar formando o nano-hidrogel, que na verdade sdo nanoparticulas
poliméricas hidrofilicas e reticuladas.

Utilizando a mesma metodologia descrita anteriormente, particulas reticuladas
biodegradaveis foram sintetizadas via polimerizacio RAFT em miniemulsdo inversa do

DMAEMA na presenca do agente reticulante DMA-PEOSS. Em termos praticos,
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conforme descrito na Tabela 4.1, a diferenga entre a polimerizagdo RAFT e esta foi a
adi¢do do agente reticulante a receita de miniemulsdo inversa.

A taxa de polimerizagdo para esta reagdo foi bastante similar se comparada com
a reacao de polimerizacdo RAFT sem a presenca do agente reticulante, conforme ¢

mostrada na Figura 4.39.
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Figura 4.39 — Grafico de conversdo versus tempo de reacdo da polimerizagdo RAFT em
miniemulsdo inversa do DMAEMA, com e sem a presenga do agente reticulante DMA-PEOSS.

Os dados da cinética RAFT foram previamente apresentados na Figura 4.31.

Em relagdo aos tamanhos médios de particula obtidos para as reacdes realizadas
na presenga do agente reticulante, o tamanho numérico médio obtido foi menor, em
comparacdo com os tamanhos observados na polimerizagdo conduzida sem o agente
RAFT (Figura 4.40). Os dados indicaram que o tamanho médio foi de aproximadamente

200 nm, para conversdes entre 30-100%.
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Figura 4.40 — Gréaficos de tamanho médio de particula como funcdo da conversdo para a
polimerizagdo RAFT em miniemulsdo inversa do DMAEMA com e sem a presenga do agente
reticulante DMA-PEOSS. a) dyolume/dnumérico; D) dnumerico- Os dados da polimerizagdo RAFT foram

previamente apresentados na Figura 4.35.

Observa-se entretanto, que a distribuicdo de tamanhos de particulas apresentou-
se significativamente larga, dado este indicado pelos elevados valores iniciais de d,./d,
(Figura 4.40). Além disso, para as reacdes de polimerizacio RAFT realizadas na
presenca do agente reticulante, foi observada uma grande populacao de particulas na
faixa de micra, conforme dados da Figura 4.41. O aumento dos indices de polidispersdao

estdo provavelmente relacionados ao aumento da viscosidade inicial da fase dispersa.
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Os menores tamanhos médios provavelmente se devem ao aumento mais rapido das
viscosidades da fase dispersa, que tendem a minimizar os efeitos de difusdo degradativa

dos tamanhos.
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Figura 4.41 — Curva de distribuicdo de tamanho de particulas para a polimerizagdo RAFT em
miniemulsdo inversa do DMAEMA com a presenga do agente reticulante DMA-PEOSS. Latex

da amostra com 94% de conversdo.

As nanoparticulas reticuladas obtidas foram subsequentemente induzidas a
reagdo de oxi-redugdo com ditiotreitol. Este procedimento tinha o objetivo de reduzir as
ligacdes dissulfeto, gerando cadeias primarias do gel. Idealmente, essas cadeias
primarias teriam distribuigdes de massa molar bastante similar ao do polimero obtido
sem a presenga do agente reticulante. [169-171, 199] No caso especifico, este estudo
compara as reagoes de polimerizagdo RAFT em miniemulsdo inversa do DMAEMA,

com e sem a presenca do agente reticulante DMA-PEOSS.
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As distribuigdes de massas molares das cadeias apds o processo de degradagao
do hidrogel (Figura 4.42) revelam uma estreita distribuicdo monomodal de massa molar

que cresce com a conversao do monomero.
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Figura 4.42 — Distribui¢des de massas molares para as cadeias primarias de PDMAEMA obtidas
através da polimerizagdo RAFT em miniemulsdo inversa do DMAEMA com a presenca do
agente reticulante DMA-PEOSS. 0% indica distribui¢des de massa molares do agente macro-

RAFT; apos redugdo do gel pela agdo do py-ditiotreitol para quebrar as pontes dissulfeto.

Interessantemente, o pequeno “ombro” de fracdes de baixa massa molar presente
na reacdo de polimerizagdo RAFT (sem agente reticulante, Figura 4.32) ndo estd
presente quando a reacdo foi conduzida na presenga do agente reticulante. Este fato
sugere que o pequeno “ombro” de fragcdes de baixa massa molar observados em reacoes
de polimerizagdo RAFT sem a presenga do agente reticulante, se deve ao mecanismo

9

heterogéneo da polimeriza¢do, ndo sendo causado necessariamente por cadeias “mortas’
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do agente macro-RAFT, conforme hipdtese proposta anteriormente. Caso isso fosse
verdade, a presenca do ombro deveria ser confirmada no hidrogel.

Nas reagdes de polimerizagdo RAFT realizadas na presenca do agente
reticulante, observou-se que os valores de massa molar (M,) das cadeias cresceu com a
conversao conforme esperado para este tipo de reagdo (Figura 4.43). Entretanto, esses
valores numéricos foram ligeiramente superiores aos valores teoricos calculados,
embora os valores de polidispers¢do tenham permanecidos baixos (M, /M, < 1,3),
mesmo para as amostras de alta conversdo. Isso possivelmente indica que a degradagao

das ligacoes de reticulagdo nao ¢ de fato completa.
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Figura 4.43 — M,/M, e M, em fun¢do da conversdo para a reacdo de polimerizacdo RAFT em

miniemulsdo inversa do DMAEMA com a presenga do agente reticulante DM A-PEOSS.
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Apo6s serem isoladas e purificadas, as nanoparticulas podem ser facilmente
redispersas em meio aquoso, onde apresentam um comportamento dependente do pH do
meio em que sdao dispersas. [186] As observagdes experimentais indicaram uma
diminui¢do do tamanho das particulas com o aumento do pH do meio aquoso em que as
nanoparticulas foram redispersas (Figura 4.44). O decréscimo de tamanho foi da ordem
de 100 nm e pode ser atribuido as menores solubilidades do PDMAEMA em valores

elevados de pH.

pH

Figura 4.44 — Alteracdo do tamanho hidrodindmico das nanoparticulas reticuladas a base de

PDMAEMA em fungdo do pH do meio aquoso.

As nanoparticulas purificadas também foram avaliadas quanto a presenga de
carga superficial em pH neutro. Conforme esperado, o potencial zeta das particulas em
agua (pH = 7) foi de +42 mV, indicando a presenga de cargas positivas na superficie das
particulas. Esta presenca de cargas positivas na superficie do nanogel oferece a
possibilidade do uso desta matriz como sistema de liberagdo controlada de genes, uma
vez que, em tese, pode-se promover a conjugacao deste nanogel com biomoléculas de

interesse, como 0 RNA ou DNA.
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4.5 Conclusoes

Neste Capitulo foi descrita a sintese de nanoparticulas de hidogel biodegradavel
com auxilio da polimeriza¢gdo em miniemulsdo inversa do mondmero 2-(dimetilamino)
metacrilato de etila (DMAEMA), na presenca de um agente RAFT e um agente
reticulante especifico.

As condigdes experimentais foram otimizadas para, durante o processo de
emulsificagdo, minimizar a particio do mondémero e também do agente RAFT para a
fase continua da miniemulsdo inversa. Mais especificamente, a estratégia de
acidificacdo da fase dispersa permitiu a utilizacdo deste monomero em um sistema de
polimerizacdo heterogéneo. Além disso, as estratégias adotadas traduziram-se na
possibilidade de obter nanoparticulas com uma estrutura bem definida.

As analises de massa molar realizadas apontaram para a conducao de dois tipos
de mecanismos de polimerizagdo. Na auséncia de agente RAFT, o sistema se comportou
como uma polimerizagdo em miniemulsdo via radicais livres convencional,
caracterizado por elevados valores de massa molar e polidispersao (M,/M,). Entretanto,
ao incluir o agente RAFT na miniemulsdo inversa, o mecanismo observado foi de
polimerizacdes conduzidas segundo um mecanismo vivo/controlado. Este fato foi
comprovado pela preservagdo de atividade do agente RAFT, formacao de blocos de
copolimeros, estreitas distribuicdes de massas molares, baixo valores de polidispersdao
(M,,/M,) e evolucdo linear da massa molar com a conversao.

A reticulagdo das particulas foi alcancada usando-se um agente reticulante
biodegradavel. Além disso, a presenga de cargas na superficie conferiu as particulas
uma caracteristica bastante desejdvel, caso estas sejam usadas como sistemas de

liberacdo de biomoléculas.
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Capitulo 5

Conclusoes

O objetivo geral da Tese apresentada foi o de utilizar sistemas heterogéneos de
polimerizacdo para a produgdo de novos materiais poliméricos, na forma de
microparticulas e nanoparticulas, para serem usados em aplicagdes biomédicas.

Em um primeiro momento, o estudo foi direcionado para a sintese de
microparticulas poliméricas por meio de reagdes de polimerizagdo via radicais livres em
suspensao. O diferencial da proposta foi a incorporacao in situ de medicamentos durante
a reacdo de polimerizacao do acetato de vinila e a copolimerizagdo do acetato de vinila
e metacrilato de metila. Com base nos dados apresentados, foi possivel concluir que a
incorporagdo in situ de farmacos multifuncionais durante as reagdes de polimerizacao ¢
uma estratégia viavel para a obtencdo de microparticulas carregadas com medicamento.
Entretanto, o tipo de farmaco escolhido, a concentragdo e a estratégia de incorporagao
promovem significativas alteragdes nas propriedades morfoldgicas e moleculares das

microparticulas, além de exercerem influéncia direta na cinética de polimerizagao.
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Em um segundo momento, foi descrita uma metodologia que possibilitou a
producao de nanoparticulas poliméricas hidrossoluveis a partir do mondmero hidrofilico
2-(dimetilamino) metacrilato de etila. Neste caso, a estratégia de sintese de compostos
organicos ¢ de formag¢do da emulsdo permitiu a obtencao nanoparticulas por meio de
reagoes de polimerizagdo via mecanismo de transferéncia de cadeia por adigdo-
fragmentagdo reversivel (RAFT) em miniemulsdo inversa. Conforme foi demonstrado,
a polimerizacdo ocorreu através de um mecanismo controlado/vivo, fato este
comprovado pela preservacdo da atividade dos agentes RAFT sintetizados, pelo
formagao de blocos de copolimeros, pelas estreitas distribuicdes de massa molar, por
baixos valores de indice de polidispersdao (M,/M,) e pela evolugdo linear da massa
molar com a conversdao. A adicdo de um agente reticulante & miniemulsao conferiu
biodegradabilidade ao nano-hidrogel produzido, que apresentou caracteristicas

desejaveis para serem usadas como plataforma para a liberagdo de farmacos e

biomoléculas.

Sugestoes

Embora os resultados apresentados na presente Tese tenham sido conclusivos e
suficientes para a elaboragdo das hipdteses apresentadas, diversos outros aspectos nao
foram objetos de estudo. Desta forma, as seguintes sugestdes para a realizacdo de
trabalhos futuros certamente contribuirdo para a complementagdo dos resultados aqui
apresentados.

Uma preocupacgao percebida durante os experimentos foi a reten¢do de atividade
farmacologica dos farmacos incorporados durante as reagdes de polimerizagdo em

suspensio, uma vez que estas reacdes ocorrem em altas temperaturas e na presenca de
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radicais livres. Desta forma, testes in vitro € in vivo sdo necessarios para a comprovacao
da atividade farmacoldgica dos farmacos incorporados as matrizes poliméricas.
Conforme apresentado no Anexo, testes prelimiares foram conduzidos, mas ndo de
maneira conclusiva.

Embora os resultados de liberagdo apresentados no Capitulo 2 tenham sido
suficientes para tragar algumas hipoteses, faz-se necessario realizar testes mais
especificos de liberacdo controlada de farmacos. Conforme foi suposto, o tempo de
extracdo do farmaco (2 horas) provavelmente ndo foi suficiente para extrair toda
amoxicilina adsorvida na matriz polimérica. Desta forma, sugere-se que estes testes
sejam realizados por periodos prolongados (de 24 horas ou mais) e baseados em
metodologias oficiais de andlise, o que certamente contribuird para tragar um perfil
farmacocinético mais especifico de liberacao do farmaco e também dados mais precisos
em relagdo a eficiéncia de incorporagdo do farmaco na matriz polimérica. Uma
metodologia para a avaliacdo da extragdo do farmaco por periodos prolongados foi
proposta e esta apresentada no Anexo desta Tese.

Conforme explicado no Capitulo 4, os nanogéis a base de PDMAEMA tém
atraido bastante interesse devido a sua interacdo/uso em sistema de liberagao de
farmacos e biomoléculas, em especial moléculas de DNA e RNA. Desta forma, sugere-
se testar os nanogéis a base de PDMAEMA sintetizados quanto sua capacidade de
conjugacao e liberacao de biomoléculas (DNA e RNA).

A estratégia desenvolvida e apresentada no Capitulo 4 permite que outros
monomeros hidrofilicos possam ser usados para a producao de nanogéis. Desta forma,
sugere-se que outras estratégias de produg¢do de nanogéis sejam feitas, utilizando

diferentes mondmeros, agentes reticulantes, agentes RAFT e condi¢des experimentais.
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Anexo

Teste de atividade farmacologica in vitro

No Capitulo 2 foi demonstrada a incorporacdo in situ durante a reagdo de
copolimerizagdo do acetato de vinila e metacrila de metila da amoxicilina. Um
questionamento que deve ser levado em consideragdo na estratégia de incorporacao in
situ de farmacos ¢ a retencdo de atividade farmacologica do farmaco apds o processo de
polimerizacao/sintese das particulas. No caso especifico da amoxicilina, a principal
preocupacao esta relacionada a degradacdo do anel B-lacdmico do composto, que ¢
responsavel pela agdo antibacteriana da amoxicilina. Neste caso, a confirma¢do da
retencdo de atividade da amoxicilina pode ser verificada com auxilio de testes
microbiologicos in vitro.

O teste microbioldgico in vitro pode ser realizado com a elaboracao de diversas
metodologias. Entretanto, duas delas parecem ser mais adequadas para o presente caso:
o contato direto das microparticulas com farmaco com microorganismos sensiveis a
amoxicilina ou a extragdo do farmaco das particulas e posterior teste microbiologico.
Neste anexo, sao apresentados alguns resultados preliminares relacionados a segunda

estratégia apenas.
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Metodologia experimental

Teste microbiologico

A técnica seguida foi o “Método da difusdo em agar — técnica do disco”, que tem
como fundamento medir um halo de inibi¢do de crescimento em uma placa contendo
um microrganismo. Este halo de inibigdo observado ¢ proporcional a difusdo e a
concentracdo de um determinado antibidtico para o meio de cultura. Os procedimentos
experimentais descritos a seguir foram baseados na metodologia descrita por
OLIVEIRA (2005) [200] , com algumas pequenas modificagdes experimentais.

1. Preparo dos discos de papel absorvente

a. Foram utilizados discos de papel secos, esterilizados e sem antibidticos de
aproximadamente 6 mm de diametro (DME — Aracgatuba, SP).
b. Cada disco foi impregnado com 15 pL de “solucdo teste” em cdmara de fluxo laminar.

2. Preparo das placas

5 ¢ também

a. Prepararam-se antecipadamente placas contendo 4agar Mueller-Hinton'
caldos Mueller-Hinton.

b. Dois microorganismos foram reativados em placas contendo agar nutriente (24 h a
35°C) e inoculados nos caldos Muller-Hinton para promover seu crescimento (48 h a
35°C).

c. Utilizando um swab (haste de plastico com algodao nas pontas) esterilizado, distribuiu-
se o indculo microbiano sobre a superficie do agar.

d. Com um pinga estéril, distribuiram-se os discos (que foram previamente impregnados)
sobre a superficie do agar.

€. Incubaram-se as placas contendo os discos em estufa a 35°C por um periodo de 16-18 h.
Apbs esse periodo, fizeram-se as leituras das placas, para verificar os halos de inibi¢ao

de crescimento formado.

15 Agar Mueller-Hinton — meio de cultura usado para testes de sensibilidade de microorganismos a antibidticos. Sua composigio

aproximada consiste de extrato de carne (2 g/L), caseina hidrolisada (17,5 g/L), amido (1,5 g/L) e agar (17 g/L).
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A Tabela A1 resume os resultados obtidos para os extratos aquosos das amostras
testadas neste teste microbioldgico. Os extratos poliméricos foram obtidos conforme
descrito no teste de liberagdo do farmaco, exceto pela proporcao polimero/solugcdo
extratora. Em cada placa de teste colocaram-se seis discos com os extratos ja
impregnados: um disco para o branco, um disco para cada concentracdo de amoxicilina
testada, um disco para o extrato da amostra e mais um disco contendo uma concentragao

determinada de amoxicilina (10 pg/disco — DME, Aracatuba, SP).

Tabela A1 — Extratos aquosos usados no teste microbiologico.

Extrato Aquoso Caracteristica Amoxicilina (ug/pL )*
Solugdo Extratora Branco 0
Amox 1 Controle positivo 0,33
Amox 2 Controle positivo 0,66
Amox 3 Controle positivo 1,33
PVAc-co-PMMA Amostra 0
PVA/PVAc-co-PMMA Amostra 0
PVAc-co-PMMA 1% (org) Amostra 0
PVA/PVAc-co-PMMA 1% (org) Amostra 0,25
PVAc-co-PMMA 1% (aquo) Amostra 0,60
PVA/PVAc-co-PMMA 1% (aquo) Amostra 0

Amox = amoxicilina; PVAc = poli(acetato de vinila); PMMA = poli(metacrilato de metila); PVA = poli(alcool vinilico).
* Concentragdo estimada

Os testes foram realizados em duplicata, utilizando-se dois conjuntos de placas.
Em um primeiro conjunto, o microorganismo que foi inoculado foi a Escherichia coli
DHb5alfa (ATCC 53868), que ¢ sensivel a amoxicilina, o que faz deste microorganismo
o controle positivo do ensaio. Em um outro conjunto de placas, o microorganismo que
foi inoculado foi a Pseudomonas aeruginosa PAO1, que ¢ resistente a amoxicilina,
sendo este o controle negativo. Os tamanhos dos halos observados nas placas foram

determinados com o auxilio de uma régua.
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Teste de liberacao de farmacos

Em um recipiente com volume exato, pesou-se uma certa quantidade de amostra
(polimero ou amoxicilina) e adicionou-se um meio extrator, que consistia de uma
solucao aquosa de lauril sulfato de sdédio 1% (m/v). O recipiente foi entdo agitado em
shaker horizontal HS-250 (IKA, Germany) por 2 horas a temperatura ambiente, para
promover a extracdo da amoxicilina para o meio extrator. Apds o periodo de extragdo,
foi determinada a concentragdo do farmaco na solugdo extratora por absorc¢ao na regidao
do UV-VIS ou por cromatografia liquida.

e Absorcao na regiao do UV-Vis
A absorbancia dos extratos aquosos foram determinadas utilizando espectrofotdmetro UV-Vis
(Lambda 35, Perkin-Elmer, EUA) para leituras de varredura entre as regides de 200-700 nm e
em comprimentos de onda especificos de 228 e 274 nm, correspondentes aos dois picos de
absor¢do da amoxicilina trihidratada neste meio extrator. A solu¢do aquosa de lauril sulfato de
sodio 1% foi utilizado como branco, para fins de calibragdo do equipamento. A determinagdo da
concentragdo de amoxicilina no meio foi calculada a partir de equagdes geradas com curvas de
calibragdo, obtidas com solu¢des de concentragdes conhecidas de amoxicilina no meio extrator

para os dois comprimentos de onda especificos (conforme Capitulo 2).

¢ Cromatografia liquida de alta eficiéncia
A concentracdo de amoxicilina liberada nos extratos aquosos de algumas amostras foi
determinadas por cromatografia liquida. Para isto, utilizou-se um sistema cromatografico modelo
Elite Lachrom (Merck, EUA), equipado com detector DAD e utilizando coluna C-18 250 x 4
mm, com poros de 10 pm (Teknokroma). A metodologia experimental seguida foi referente ao

método de detecgdo para amoxicilina comprimidos (USP, 2008).
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Resultados

Com base nos resultados obtidos do teste de liberagdo do farmaco para o meio
extrator, foi observado que algumas amostras do copolimero de PVAc-co-PMMA
liberaram amoxicilina para a solucdo extratora. Resta apenas saber se esta “amoxicilina”
liberada esta em sua forma ativa; ou seja, inibindo o crescimento de microorganismos
sensiveis a ela.

Como a concentracao obtida no primeiro teste de liberagcdo foi muito baixa, para
poder observar uma inibicdo de crescimento bacteriano, um novo procedimento de
extracdao foi realizado, aumentando-se a relacdo polimero/solucdo extratora, a fim de
obter extratos com maiores concentragoes do farmaco. A Tabela A.2 traz os resultados
da atividade antimicrobiana dos extratos obtidos a partir de algumas amostras de
copolimeros de PVAc-co-PMMA e PVA/PVAc-co-PMMA. Além dos extratos
poliméricos, foram testados quanto a atividade antimicrobiana a solu¢do extratora de
LSS 1% (branco), solucdes de amoxicilina preparadas com a solugdo extratora de LSS

1% e um disco padrdo comercial contendo uma quantidade determinada de amoxicilina.

Tabela A.2 — Atividade antimicrobiana do extrato aquoso de copolimeros pelo método de

difusdo em agar (técnica do disco).

Polimero Amostra  Branco Amox 1 Amox 2 Amo 3 Padrio
PVAc-co-PMMA - - 250+1,4 23,014 250+14 32,0+28
PVA/PVAc-co-PMMA - - 260+2,8 250+14 23,0+42 30,0+38)5
PVAc-co-PMMA 1% (org) - - 22,0+8,5 260=£57 250+42 39,0+£99
PVA/PVAc-co-PMMA 1% (org) - - 26,0+0,0 250+14 25014 38,0+0,0
PVAc-co-PMMA 1% (aquo) - - 270+14 270+14 28,0+0,0 30,0+0,0
PVA/PVAc-co-PMMA 1%(aquo) - - 26,0+0,0 250+14 260+0,0 250+4,2

PVAc = poli(acetato de vinila); PMMA = poli(metacrilato de metila); PVA = poli(alcool vinilico).
*Didmetro do halo de inibigdo em mm para placas com E. coli; Média + Desvio padrdo, n=2
Controle Negativo (Pseudomonas aeruginosa) = ndo foi observada inibi¢do do crescimento para nenhum disco

242



Antes da andlise dos dados obtidos nos testes microbioldgicos, € importante
frisar que os resultados descritos anteriormente na Tabela A.2 sdo meramente
qualitativos, embora os testes tenham sido feitos em duplicata e seguindo todas as
recomendagdes para testes de atividade microbiana. O motivo da ndo interpretacao
quantitativa dos resultados ¢ a baixa precisao associada a medida dos halos.

Algumas conclusdes podem ser tomadas com base nos resultados apresentados
na Tabela A.2. A primeira delas ¢ que o teste foi bem realizado, ao passo que o
microorganismo sensivel (E. coli) e o resistente (P. aeruginosa) comportaram-se de
acordo com o esperado. A segunda conclusdo foi quanto aos resultados das solucdes
controle (branco e padrdes de amoxicilina). A solucdo extratora ndo inibiu o
crescimento da bactéria, o que era um comportamento esperado. Além deste, outro
comportamento esperado foi a inibigdo do crescimento da E. coli pelas trés solucdes
contendo amoxicilina (amox 1, amox 2 e amox 3) e também pelo disco padrao.

Embora qualitativamente os controles positivos tenham se comportado conforme
previsto, “quantitativamente” eles apresentaram algumas divergéncias. A primeira delas
ficou por conta do tamanho dos halos observados para as solugdes de amoxicilina, ja
que as amostras possuiam concentracdes distintas do fArmaco, o que deveria gerar halos
de tamanhos diferentes. A segunda divergéncia foi em relagdo ao tamanho dos halos
gerados pelos discos comerciais padroes de amoxicilina. Segundo informacdes do
fabricante, o disco deveria gerar um halo de 16-22 mm, usando E. coli ATC 25922. Os
resultados obtidos foram ligeiramente superiores a esta faixa; porém, como dito
anteriormente, estdo de acordo com o esperado. Além disso, ¢ importante recordar que o
tamanho do halo gerado teoricamente depende do tipo de microorganismo utilizado e da

concentracao de antibidtico, entre outro fatores.
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Pelos resultados preliminares de liberacao do farmaco, era esperado que apenas
as amostras de PVA/PVAc-co-PMMA 1% (fase organica) e PVAc-co-PMMA 1% (fase
aquosa) liberassem amoxicilina para a solucdo extratora, fazendo com que essas
amostras inibissem o crescimento microbiano. Os demais extratos poliméricos ndo
deveriam promover a inibicdo do crescimento microbiano, por ndo conterem
amoxicilina ou nao liberé-la para o meio.

Os extratos poliméricos que ndo continham amoxicilina, ou onde esta ndo era
liberada, conforme especulagdes realizadas nos testes de liberacdo do farmaco,
comportaram-se de forma esperada: ndo inibiram o crescimento do microorganismo.
Este resultado, de certa forma, contribui para reforgar o argumento do modelo gerado e
também para comprovar que a matriz polimérica pura (PVAc-co-PMMA ou
PVA/PVAc-co-PMMA) ndo possui atividade antibacteriana. Contudo, as solu¢des dos
polimeros que teoricamente liberariam amoxicilina para a solucdo extratora ndo
inibiram o crescimento microbiano. Este resultado, a principio, levou a formulacao das
seguintes hipodteses:

. Nao ocorreu liberagdo de amoxicilina para a solucao extratora testada;
. Ocorreu liberacdo de amoxicilina em quantidades insuficientes para inibir o
crescimento bacteriano;

. Ocorreu a liberagao de uma amoxicilina sem agdo antimicrobiana.

Para tentar responder essas hipoteses, utilizou-se a mesma metodologia de
leitura dos extratos na regido do UV-Vis, para determinar a concentracdo de farmaco
nos extratos testados. Esses resultados sao apresentados na Tabela A.3. Diferentemente
dos testes de liberacdo do farmaco, o procedimento de extracdao foi realizado apenas

uma vez. As leituras em 228 nm ndo foram computados, pois muitas delas extrapolaram
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a escala de absorcdo na regido do UV-Vis. Desta forma, assim como realizado
anteriormente, para fins de quantificagdo apenas os dados calculados na regido de 274

nm foram considerados.

Tabela A.3 — Concentracdo de amoxicilina nas solugdes poliméricas utilizadas nos ensaios

microbiologicos.
228 nm 274 nm
Amostra Conc Amox Conc Amox
A A
(ng/mL) (ng/mL)

PVAc-co-PMMA - - - -
PVA/PVAc-co-PMMA - - - -
PVAc-co-PMMA 1% (org) - - 0,10+ 0,00 74,38 + 0,00
PVA/PVAc-co-PMMA 1% (org) - - 0,23 + 0,00 179,77 + 0,00
PVAc-co-PMMA 1% (aquo) - - 1,16 £ 0,00 120,54 + 0,00
PVA/PVAc-co-PMMA 1% (aquo) - - 0,02 + 0,00 15,92 + 0,00

PVAc = poli(acetato de vinila); PMMA = poli(metacrilato de metila); PVA = poli(alcool vinilico).
% = concentragdo de amoxicilina adicionada ao meio de reagdo; Média + Desvio padrdo para n = 2 (leituras).

Comparando-se os resultados da Tabela A.3 com os dados de liberacdo de
farmaco apresentados no Capitulo 2, observa-se que a concentragdo de amoxicilina
presente nos extratos foi significativamente superior, sendo possivel identificar a
liberacdo de farmaco inclusive em polimeros onde antes isso ndo foi possivel. Este
perfil era esperado pois, intencionalmente, a propor¢do polimero/solugdo extratora foi
alterada, para que houvesse uma maior liberagio de amoxicilina para o meio aquoso. E
importante observar que os novos resultados obtidos corroboram os perfis apresentados
anteriormente no Capitulo 2.

Apesar de uma maior quantidade de amostra, essas concentragdes ainda foram
muito baixas e ndo atingiram a meta de 660 pg/mL, o que garantiria um conteudo de

10pg de amoxicilina por disco, valor este igual ao de um dos padrdes positivos. Para se

ter uma idéia da baixa concentragdo dos extratos, a amostra de PVA/PVAc-co-PMMA
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1% (fase organica), com 180 pg/mL, s6 garante aproximadamente cerca de 2,7 pug de
amoxicilina no disco teste, o que ndo ¢ uma quantidade apreciavel do farmaco para que
um halo de inibi¢ao qualitativo pudesse ser observado.

Embora os resultados de espectrofotometria na regido do UV-Vis tenham
permitido quantificar a liberagdo da amoxicilina, esta técnica possui algumas limitagdes.
A principal delas € a absor¢do do polimero na mesma faixa de comprimento de onda da
amoxicilina, que pode estar influenciando os resultados, mesmo que a absor¢do do
polimero tenha sido descontada nos calculos. Para avaliar de fato a presenga da
amoxicilina nos extratos, esses foram analisados por cromatografia liquida, que utiliza
um principio de separacao e detecgdo mais preciso. As Figuras A1, A2 e A3 ilustram os
multicromatogramas da amoxicilina padrido, do extrato de PVAc-co-PMMA e do
PVAc-co-PMMA com 1% de amoxicilina incorporado na fase aquosa da suspensdo,

respectivamente.

mAL

255 5 10 15

Minutes

Figura A1 — Multicromatograma da Amoxicilina pura.
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Figura A2 — Multicormatograma do extrato de PVAc-co-PMMA puro.
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Figura A3 — Multicromatograma do extrato de PVAc-co-PMMA com 1% de amoxicilina

(adigdo na fase aquosa).
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Os multicromatogramas sao graficos bastantes ilustrativos pois, além da relagcdo
“absor¢do x tempo” de retencdo, eles também trazem a intensidade da absor¢ao em
funcdo dos diversos comprimentos de onda. Conforme observado na Figura Al, que
traz o multicromatograma da amoxicilina padrdo, este farmaco possui seu pico de
absor¢do facilmente identificado por uma grande absor¢do no tempo de retencdo de 5
minutos. A Figura A2, referente ao PVAc-co-PMMA, possui dois picos de retengao em
20-25 minutos e 35 minutos aproximadamente, que provavelmente ¢ uma absor¢ao
associada ao polimero que foi solubilizado no meio aquoso. Em ambos os gréaficos, o
pico na regido entre 0-5 minutos ¢ referente a solugdo extratora de LSS 1%.

A Figura A3, referente a amostra de PVAc-co-PMMA com 1% de amoxicilina
incorporada na fase aquosa da suspensdo, apresentou um pequeno pico de absor¢cdo em
5 minutos, que ¢ correspondente a amoxicilina. Entretanto, por ser um pico de baixa
intensidade, ndo foi possivel determinar a concentragdo da amoxicilina nesta amostra,
mas apenas assinalar sua presenga. O multicromatograma para este extrato também
apresentou picos de absorcao referentes a solucao extratora de LSS 1% e também ao
provavel pico do polimero em 20-25 minutos. Os demais extratos das outras amostras
poliméricas testadas nos ensaios microbioldgicos e que “continham” amoxicilina
apresentaram a mesma interpretacao feita para a Figura A3. Devido ao baixo teor de
amoxicilina nas amostras/extratos, o pico especifico da amoxicilina em 5 minutos teve
uma dificil identificacdo, o que impossibilitou quantificagdo da amoxicilina nos extratos
pela técnica de cromatografia.

As solugdes padrdes de amoxicilina tiveram seus resultados de concentracdes
confirmados com alta precisdo tanto pela técnica de UV-Vis quanto pela técnica

cromatografica. A ndo quantificacio da amoxicilina dos extratos poliméricos, pela
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técnica de cromatografia, pode ser um indicio de uma superestimagao dos resultados de
UV-Vis, ou apenas uma baixa concentragdo de fArmaco nos extratos.

Desta forma, das trés hipdteses anteriormente levantadas, aparentemente a
primeira delas, “Ndo ocorreu libera¢do de amoxicilina para a solug¢do extratora
testada”, poderia ser descartada, ja que foi “observada” a presenca de amoxicilina tanto
pela técnica de UV-Vis quanto pela técnica cromatografica. A hipotese “ocorreu
liberagcdo de amoxicilina em quantidades insuficientes para inibir o crescimento
bacteriano” ainda parece ser a mais concordante com os resultados reunidos até entao,
embora ndo se tenha provado de fato que a amoxicilina manteve sua atividade
antimicrobiana intacta. Esses questionamentos levam a considerar que também nao ¢
possivel descartar a ultima hipotese levantada, de que “ocorreu libera¢do de uma
amoxicilina sem atividade antimicrobiana”.

Como de fato nenhuma hipotese foi comprovada e nem descartada, ¢ sugerido
que novos testes, com concentracdes mais elevadas da amoxicilina no meio reacional,
sejam realizados para comprovar a atividade antimicrobiana do farmaco apds a sua
incorporagdo na matriz polimérica, além de seu perfil de liberacdo. No entanto, parece
muito claro que as quantidades de farmaco liberadas na condigdo presente sdo pequenas,
havendo talvez a necessidade de aperfeigoar a estrutura da particula para aumentar a
liberacdo no meio. Outra sugestdo seria a realizagdo destes testes segundo uma outra
metodologia, em que as particulas poliméricas com farmacos incorporados sejam
introduzidas diretamente no meio de cultura. Desta forma, seria avaliada a atividade
antimicrobiana da particula polimérica como um todo — ¢ ndo apenas do farmaco

incorporado nas particulas.
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Teste de liberacao prolongada de

farmacos

No Capitulo 2 foi demonstrado que a amoxicilina incorporada in situ durante as
reagoes de copolimerizagdo do acetato de vinila e metacrilato de metila pode ser
extraida quando colocada em contato com uma solugdo extratora. Entretanto, caso as
microparticulas sejam usadas em procedimentos de quimioembolizagdo, sera necessario
conhecer o perfil de liberacdo do fA&rmaco incorporado nas microparticulas.

Seguindo algumas metodologias, [101, 201-203] foi testada de forma preliminar
a liberacao prolongada da amoxicilina. Esta metodologia, que utiliza um Aparato T
(Figura A4), tenta simular uma difusdo do medicamento da particula para o meio
extrator, conforme provavelmente aconteceria no sistema vascular. Desta forma, ¢

possivel acompanhar a difusdo do medicamento por longos periodos (24h — 72 h).

Figura A4 — Esquema da vidraria Aparato T conectada a bomba de circulagdo e ao aparelho de

UV-Vis.
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Metodologia experimental

Material

Polimero com faixa de tamanho estreita, bomba de circulagdo, banho de

refrigeragdo, placa de agitagdo magnética com aquecimento, solu¢do aquosa de LSS

1%, eppendorff, espatula, proveta de 250 mL, becher de 200 mL e vidraria Aparato T

com as seguintes dimensdes: L =20 cm; d1 = 1,5 cm; d2 = 1,0 cm; h1 = 10,0 cm; h2 =

5,5 cm.

Metodologia

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Em um becher, colocar 200 mL de solu¢ao SLS 1%. Posicionar o becher em
uma placa com sonda de controle de temperatura e ajustar para 37°C. Colocar
também uma pequena barra magnética e iniciar uma agitacdo “bem fraca” da
solugao.

Posicionara sonda do UV/VIS no becher com a solugao de SLS 1% ¢ “zerar” o
aparelho no comprimento de onda especifico de leitura do medicamento.
Posicionar o Aparato T em uma posi¢ao adequada, com o auxilio de um suporte
e garras. Conectar as mangueiras do banho de refrigeracdo. Ligar o banho de
refrigeragdo, ajustando a temperatura para 40°C.

Em um eppendorff, pesar aproximadamente 0,1 g da amostra de polimero seco.
Anotar o peso. Conectar o eppendorff ao Aparato T.

Conectar as mangueiras do Aparato T na bomba e no becher — que ja estd com a
sonda e a Sol. SLS 1%.

Acionar a bomba para uma vazdo de 50 mL/min, garantindo que o liquido

preencha todo o sistema.

251



7) Assim que a bomba for acionada, iniciar a aquisicdo de dados. Programar o
computador para fazer leituras a cada 5 minutos por um periodo total de 24h
(tempo total do experimento).

8) Apos o fim do experimento, descartar o eppendorff e o polimero. Lavar toda a
vidraria usada e circular agua destilada pelas mangueiras da bomba antes de

iniciar um novo procedimento.

Observacoes:

- Usar amostras com faixa de tamanho estreita. Usar conjunto de peneiras para
garantir esta faixa de tamanho.

- Ao invés de Sol SLS 1%, pode-se fazer o experimento com Solucdo Tampao

Fostato (PBS), pH 7.4.

Resultados

Utilizando o polimero PVA/PVAc-co-PMMA + 3% de amoxicilina (Capitulo 3),
o grafico apresentado na Figura A5 foi obtido e indica que de fato hd uma liberacao
prolongada do farmaco. Entretanto, conforme demonstrado nas se¢des anteriores, faz-se
necessario comparar os resultados obtidos com o polimero sem amoxicilina, uma vez
que o PVA presente na particula também se solubiliza na solugdo extratora,

promovendo absor¢ao na mesma regiao de leitura da amoxicilina.
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Figura A5 — Perfil de liberacdo prolongada da amoxicilina extraida do copolimero PVA/PV Ac-
co-PMMA + 3%.
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Curvas de DSC

A seguir sdo apresentadas as curvas de calorimetria diferencial de varredura
(DSC) dos polimeros de PVAc e copolimeros de PVAc-co-PMMA apresentados no
Capitulo 2. Conforme descrito na secdo de material e métodos do Capitulo 2, as analises
de DSC foram realizadas em um calorimetro DSC-7 (Perkin-Elmer), na faixa de -20 a
140 °C e utilizando uma taxa de aquecimento de 10 °C/minuto. Para a determinacao dos
valores de T, dos polimeros, considerou-se apenas a segunda rampa de aquecimentos,
para desta forma eliminar a historia térmica do polimero analisado.

Nas paginas a seguir, sdo reportadas as curvas de DSC obtidas para os polimeros

mencionados.
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Filename C:\Program Files\Pyr...\amostra6(marco).dsd
Operator ID

Sample ID amostraé(marco)

Sample Weight 18.200 mg

Comment:

PerkinElmer Thermal Analysis
30 1

28 4

Tg: Half Cp Extrapolated = 40.95 °C

26 Delta Cp = 0.678 J/g*°C

24 -

Heat Flow Endo Up (mMW) —— ———

Onset = 37.16 °C

22 1

20

18

16

14 T T T T T T T 1

-20 0 20 40 60 80 100 120 140
Temperature (°C)
12/17/2008 2:56:48 PM

1) Hold for 1.0 min at -20.00°C 4) Hold for 3.0 min at -20.00°C
2) Heat from -20.00°C to 140.00°C at 10.00°C/min 5) Heat from -20.00°C to 140.00°C at 10.00°C/min

3) Cool from 140.00°C to -20.00°C at 100.00°C/min

Figura A6 — Curva de DSC do PVAc.
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Filename C:\Program Files\Pyr...\amostra5(marco).dsd
Operator ID

Sample ID amostra5(marco)

Sample Weight 14.950 mg

Comment:

PerkinElmer Thermal Analysis
30 1

28 4

26
Tg: Half Cp Extrapolated = 40.43 °C

Delta Cp = 0.605 J/g*°C

24 |

22 4
Onset = 37.10 °C

20 +

Heat Flow Endo Up (mW) —— ———

10 T T T T T T T 1

-20 0 20 40 60 80 100 120 140
Temperature (°C)

12/10/2008 3:25:03 PM

1) Hold for 1.0 min at -20.00°C 4) Hold for 3.0 min at -20.00°C
2) Heat from -20.00°C to 140.00°C at 10.00°C/min 5) Heat from -20.00°C to 140.00°C at 10.00°C/min
3) Cool from 140.00°C to -20.00°C at 100.00°C/min

Figura A7 — Curva de DSC do PVAc + 0,1% amoxicilina (fase orgéanica).
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Filename C:\Program Files\Pyr...\amostra2(marco).dsd
Operator ID

Sample ID amostra2(marco)

Sample Weight 11.430 mg

Comment:

PerkinElmer Thermal Analysis
25 4

Tg: Half Cp Extrapolated = 32.38 °C

24 4 Delta Cp = 0.558 J/g*°C

28 +

Onset Y = 23.070
Onset X = 138.62

22 +

Onset =28.18 °C

21 4

20 +

Heat Flow Endo Up (mW) —— ———

15 T T T T T T T 1

-20 0 20 40 60 80 100 120 140
Temperature (°C)

12/10/2008 12:56:45 PM

1) Hold for 1.0 min at -20.00°C 4) Hold for 3.0 min at -20.00°C
2) Heat from -20.00°C to 140.00°C at 10.00°C/min 5) Heat from -20.00°C to 140.00°C at 10.00°C/min
3) Cool from 140.00°C to -20.00°C at 100.00°C/min

Figura A8 — Curva de DSC do PVAc + 0,5% amoxicilina (fase orgéanica).
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Filename C:\Program Files\Pyr...\amostra4(marco).dsd

Operator ID

Sample ID amostra4(marco)
Sample Weight 16.630 mg
Comment:

40 4

35 4

30 1

= 25 -

Heat Flow Endo Up (mW.

n
o
I

PerkinElmer Thermal Analysis

Tg: Half Cp Extrapolated = 33.66 °C

Delta Cp = 0.540 J/g*°C

Onset = 29.86 °C

40 60 80 100
Temperature (°C)

120 140

12/10/2008 3:31:05 PM

1) Hold for 1.0 min at -20.00°C
2) Heat from -20.00°C to 140.00°C at 10.00°C/min
3) Cool from 140.00°C to -20.00°C at 100.00°C/min

4) Hold for 3.0 min at -20.00°C
5) Heat from -20.00°C to 140.00°C at 10.00°C/min

Figura A9 — Curva de DSC do PVAc + 1,0% amoxicilina (fase orgéanica).

258



Filename C:\Program Files\Py...\amostra11(marco).dsd
Operator ID Grazielle

Sample ID amostrat1(marco)

Sample Weight 16.830 mg

Comment:

PerkinElmer Thermal Analysis
30 1

28

Tg: Half Cp Extrapolated = 41.39 °C
26
Delta Cp = 0.729 J/g*°C

‘ 24
g
E
o
=)
o
2
Ug-' Onset = 37.69 °C
2 224
©
[
I

20

18

16

15 T T T T T T T 1

-20 0 20 40 60 80 100 120 140
Temperature (°C)
1/15/2009 3:24:21 PM

1) Hold for 1.0 min at -20.00°C 4) Hold for 3.0 min at -20.00°C
2) Heat from -20.00°C to 140.00°C at 10.00°C/min 5) Heat from -20.00°C to 140.00°C at 10.00°C/min

3) Cool from 140.00°C to -20.00°C at 100.00°C/min

Figura A10 — Curva de DSC do PVAc + 0,1% amoxicilina (fase aquosa).
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Filename
Operator ID
Sample ID

C:\Program Files\Py...\amostrai2(marco).dsd
Grazielle
amostra12(marco)

Sample Weight 20.190 mg

Comment:

30 1

28 1

26 4

n
=
I

Heat Flow Endo Up (mMW) —— ———

N
N
I

20 +

Onset =37.48 °C

PerkinElmer Thermal Analysis

Tg: Half Cp Extrapolated = 41.18 °C

Delta Cp = 0.700 J/g*°C

-20

40 60 80 100
Temperature (°C)

120 140

1/15/2009 3:27:09 PM

1) Hold for 1.0 min at -20.00°C
2) Heat from -20.00°C to 140.00°C at 10.00°C/min
3) Cool from 140.00°C to -20.00°C at 100.00°C/min

4) Hold for 3.0 min at -20.00°C
5) Heat from -20.00°C to 140.00°C at 10.00°C/min

Figura A11 — Curva de DSC do PVAc + 0,5% amoxicilina (fase aquosa).
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Filename C:\Program Files\Pyr...\amostra7(marco).dsd
Operator ID

Sample ID amostra7(marco)

Sample Weight 10.900 mg

Comment:

PerkinElmer Thermal Analysis
26 1

25 4

Tg: Half Cp Extrapolated = 29.44 °C
24 4

Delta Cp = 0.576 J/g*°C

28 1

22 4

Heat Flow Endo Up (mW) —— ————

Onset = 25.40 °C

21 9

20

19

18 -

17

16 T T T T T T T 1

-20 0 20 40 60 80 100 120 140
Temperature (°C)
12/17/2008 2:19:17 PM

1) Hold for 1.0 min at -20.00°C 4) Hold for 3.0 min at -20.00°C
2) Heat from -20.00°C to 140.00°C at 10.00°C/min 5) Heat from -20.00°C to 140.00°C at 10.00°C/min

3) Cool from 140.00°C to -20.00°C at 100.00°C/min

Figura A12 — Curva de DSC do PVAc + 1,0% amoxicilina (fase aquosa).
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Filename C:\Program Files\Py...\amostra15(marco).dsd
Operator ID Grazielle
Sample ID amostra15(marco)
Sample Weight 17.060 mg
Comment:
PerkinElmer Thermal Analysis
30 r 18.88
- 18
28
- 16
26 4
Tg: Half Cp Extrapolated = 57.41 °C L 14
Delta Cp = 0.305 J/g*°C
|
24 |
‘ -12
22 Onset =51.41 C
F10 ©
= £
E =
= E
2 3
8 i
S 20+ r8 g
z T
o
= g
§ kS
E: Z
k73
o
18 Le
16 r4
'
i
; -2
14 4
H
H
:
i n
Voo
o N NN et et i st a0 M«’\M,AW\, Mﬁj’\,{\.,.w/»,\q_w,,\wm.-‘.r_.«.M{.v/‘._ gt 0 |
12
- -2
10 T T T T T T T "2491
-19.97 0 20 40 60 80 100 120 140
Temperature (°C)
1/28/2009 3:53:19 PM
1) Hold for 1.0 min at -20.00°C 4) Hold for 3.0 min at -20.00°C
2) Heat from -20.00°C to 140.00°C at 10.00°C/min 5) Heat from -20.00°C to 140.00°C at 10.00°C/min

3) Cool from 140.00°C to -20.00°C at 100.00°C/min

Figura A13 — Curva de DSC do PVAc-co-PMMA.
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Filename C:\Program Files\Py...\amostra16(marco).dsd
Operator ID Grazielle

Sample ID amostra16(marco)
Sample Weight 12.460 mg
Comment:
PerkinElmer Thermal Analysis
28 - 12.72
- 12
27
26 1 - 10
25 4
-8
‘ 24
Tg: Half Cp Extrapolated = 62.22 °C
‘ Delta Cp # 0.242 J/g*°C =
s £
E -6 2
a E
2 2
o K]
g =
w ©
z T
2 Onset = 50.62 °C °
= 22 1 -%
[5] =2
T L4 g
21 4
-2
20 +
i
i
H
H
' L
19 A f [
] gl oo, i L
‘.\" e 5 e s At et g A N v‘w."._,v..\.m.,,vw R pepa N P :.. ",‘ E",s,/"' Lo
1‘;“, v
v
18
-2
17 T T T T T T T -2.264
-19.97 0 20 40 60 80 100 120 140
Temperature (°C)
2/12/2009 4:43:11 PM
1) Hold for 1.0 min at -20.00°C 4) Hold for 3.0 min at -20.00°C
2) Heat from -20.00°C to 140.00°C at 10.00°C/min 5) Heat from -20.00°C to 140.00°C at 10.00°C/min

3) Cool from 140.00°C to -20.00°C at 100.00°C/min

Figura A14 — Curva de DSC do PVAc-co-PMMA + 0,1% amoxicilina (fase orgénica).
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Filename C:\Program Files\Py...\amostra10(marco).dsd

Operator ID
Sample ID amostra10(marco)
Sample Weight 17.560 mg
Comment:
PerkinElmer Thermal Analysis
28 r 14.27
14
27 1
- 12
26 4
25 - 10
i
H
|
|
|
24
=
s °E
% Tg: Half Cp Extrapolated = 36.52 E
2 Delta Cp = 0.176 J/g*°C 3
2 23 b
E §
3 T
b 2
3
22
Onset = 30.62 °C
21 r4
20 +
Fe
j H
\
i
194 4 .
i H
! AT o y
{ ey et BN N P o SR s A g e
N\t o o putpe oMt Sty i Fo
18 T T T T T T T -0.5136
-19.97 0 20 40 60 80 100 120 140

Temperature (°C)

12/17/2008 1:27:31 PM

1) Hold for 1.0 min at -20.00°C
2) Heat from -20.00°C to 140.00°C at 10.00°C/min
3) Cool from 140.00°C to -20.00°C at 100.00°C/min

4) Hold for 3.0 min at -20.00°C
5) Heat from -20.00°C to 140.00°C at 10.00°C/min

Figura A15 — Curva de DSC do PVAc-co-PMMA + 0,5% amoxicilina (fase orgénica).
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Filename C:\Program Files\Py...\amostra14(marco).dsd
Operator ID Grazielle
Sample ID amostra14(marco)
Sample Weight 17.090 mg
Comment:
PerkinElmer Thermal Analysis
35 r 228
34 2
- 20
32
- 18
30
- 16
28
|
|
-14
26 |
Tg: Half Cp Extrapolated = 54.99 °C
‘ Delta Cp = 0.202 J/g*°C =
g - 12 g
E 24 =
5 W N
° | g
2 Y \ L0 &
u §
g 22 Onset = 48.95 °C T
= g
S kS
o 2
I | g g
20
-6
18
L4
16
! -2
|
144
|
|
|
H PR, A .
‘\""I’VMW'."“”“«"”V‘/’Wu“ﬁ\’»{“ﬁv":\lﬁ""""m)‘, i """‘N.’,' ‘V'-v'*‘m-ﬂ.-».ﬂvﬂ'*..v-».v-m«a-n.w.-xw\"‘"“"': A _,».,»..-,,.,/\-w“v‘.-.,"w«'.""f 0
N
21 y
-2
10 T T T T T T T -2.653
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1) Hold for 1.0 min at -20.00°C
2) Heat from -20.00°C to 140.00°C at 10.00°C/min
3) Cool from 140.00°C to -20.00°C at 100.00°C/min

4)
5)

Hold for 3.0 min at -20.00°C
Heat from -20.00°C to 140.00°C at 10.00°C/min

Figura A16 — Curva de DSC do PVAc-co-PMMA + 1,0% amoxicilina (fase orgénica).
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Filename
Operator ID
Sample ID:

C:\Program Fil...\amostra17(leilane)dsd.dsd
Grazielle
amostra17(leilane)

Sample Weight: 19.450 mg

Comment:

35+

34

32 4

30 +

28

26

24 -

22

Heat Flow Endo Up (mW) —— ———

20

PerkinElmer Thermal Analysis

Tg: Half Cp Extrapolated = 66.53 °C
Deltg Cp = 0.319 J/g*°C

Onset = 56.65 °C

40

T T T
60 80 100
Temperature (°C)

T
120

7/20/2009 2:31:37 PM

1
140

1) Hold for 1.0 min at -20.00°C
2) Heat from -20.00°C to 140.00°C at 10.00°C/min
3) Cool from 140.00°C to -20.00°C at 100.00°C/min

4) Hold for 3.0 min at -20.00°C
5) Heat from -20.00°C to 140.00°C at 10.00°C/min

Figura A17 — Curva de DSC do PVAc-co-PMMA + 0,1% amoxicilina (fase aquosa).
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Operator ID Grazielle

Filename C:\Pro...\amostra14(marco)@090128142731.dsd

Sample ID amostra13(marco)
Sample Weight 12.430 mg
Comment:
PerkinElmer Thermal Analysis
26.12 4 r 12.34
-12
25 4
- 10
24
Tg: Half Cp Extrapolated = 63.56 °C
237 Delta Cp = 0.338 J/g*°C s
|
‘ | AN
22 1
‘ Le €
% Onset = 49.07 °C g
o 21 E
2 3
o o
g &
u g
£ :
w
§ 207 .-
T £
[
o
W
19 4
2
184
H
:
| i
[} [ SN,
A o gt W, ) I
17 4 ‘\..' St \w.ﬂ”thw’»Mm!vM«W“w“W"’y "““\."""«(V'Kpj“l.‘?'mf"vﬂu/kp","\Ml"‘wama,‘wé_,/uﬁ,»b-’" -0
\
Vi
i
i
H
16 4
- -2
15 T T T T T T T '275
-19.97 0 20 40 60 80 100 120 140

Temperature (°C)

1/28/2009 3:10:45 PM

1) Hold for 1.0 min at -20.00°C
2) Heat from -20.00°C to 140.00°C at 10.00°C/min
3) Cool from 140.00°C to -20.00°C at 100.00°C/min

4) Hold for 3.0 min at -20.00°C
5) Heat from -20.00°C to 140.00°C at 10.00°C/min

Figura A18 — Curva de DSC do PVAc-co-PMMA + 0,5% amoxicilina (fase aquosa).
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Filename C:\Program Files\Pyr...\amostra8(marco).dsd
Operator ID

Sample ID amostra8(marco)

Sample Weight 11.010 mg

Comment:

PerkinElmer Thermal Analysis

25 4

24

28 4

22 4

Tg: Half Cp Extrapolated = 82.32 °C
Delta Cp = 0.214 J/g*°C

21 4

20 +

Heat Flow Endo Up (mW) —— ————

Onset = 78.43 °C

T T T
60 80 100
Temperature (°C)

120 140

12/10/2008 4:02:38 PM

1) Hold for 1.0 min at -20.00°C
2) Heat from -20.00°C to 140.00°C at 10.00°C/min
3) Cool from 140.00°C to -20.00°C at 100.00°C/min

4) Hold for 3.0 min at -20.00°C
5) Heat from -20.00°C to 140.00°C at 10.00°C/min

Figura A19 — Curva de DSC do PVAc-co-PMMA + 1,0% amoxicilina (fase aquosa).
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Ressonancia Magnética Nuclear

Nas paginas a seguir sdo apresentadas espectros de ressonancia magnética
nuclear (RMN) de outras amostras de polimeros de PVAc e copolimeros de PVAc-co-
PMMA que ndo foram apresentados no Capitulo 2 e no Capitulo 3.

Conforme descrito na secao de material e métodos do Capitulo 2, as analises de
BC-RMN foram realizadas em equipamento Varian UNIT-Plus (Varian Analytical
Instruments, EUA), operado a 100 MHz e equipado com sonda de 10 mm de diametro
interno. Para o preparo das amostras, utilizou-se cloroférmido deuterado (CDCl;; & =
77.16 ppm). O tetrametilsilano (TMS) foi usado como referéncia interna e manteve-se a
temperatura em aproximadamente 25 °C em todas as analises.

Os espectros de 'H-RMN sdo referentes as amostras reportadas no Capitulo 3 e
conforme descrito na secdo de material e métodos do Capitulo 3, as analises foram
realizadas em equipamento Bruker DPX 300 (Bruker Co.), operado a 300 MHz e
equipado com sonda de 5 mm de didmetro interno. Para o preparo das amostras,
utilizou-se dimetilsulfoxido deuterado (DMSO; 6 = 2.5 ppm). O tetrametilsilano (TMS)
foi usado como referéncia interna e manteve-se a temperatura em aproximadamente 25

°C em todas as analises.

269



M
MmO NNO®< O WVMOTINANOOININT = MMNNCWD— O N
[<¥<] — < O O 6 0 N Moo MmoRInT ToNNQRNY M
KN TONNNN N NNNONNGOCOUOOLDaaawaN——H00S3SSa
— | o O NRNNNOOLOLVLOWNMMMMNNNNNNNNN

L L i L JUL _

T T T T T T T T T
200 150 100 50
f1 (ppm)

o

Figura A20 — Espectro de “C-RMN do PVAc sintetizado com incorporagdo in situ de

amoxicilina (0,1%) a fase organica da polimerizacao do acetato de vinila (Capitulo 2).
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Figura A21 — Espectro de “C-RMN do PVAc sintetizado com incorporagdo in situ de

amoxicilina (0,1%) a fase aquosa da polimerizag¢ao do acetato de vinila (Capitulo 2).
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Figura A22 — Espectro de “C-RMN do PVAc sintetizado com incorporagdo in situ de

amoxicilina (0,5%) a fase aquosa da polimerizagao do acetato de vinila (Capitulo 2).
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Figura A23 — Espectro de "C-RMN do PVAc-co-PMMA sintetizado com incorporago in situ
de amoxicilina (0,1%) a fase organica da copolimerizagdo do acetato de vinila e metacrilato de

metila (Capitulo 2).
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Figura A24 — Espectro de "C-RMN do PVAc-co-PMMA sintetizado com incorporago in situ
de amoxicilina (0,5%) a fase organica da copolimerizagdo do acetato de vinila e metacrilato de

metila (Capitulo 2).
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Figura A25 — Espectro de "C-RMN do PVAc-co-PMMA sintetizado com incorporagdo in situ

de amoxicilina (1%) a fase orgénica da copolimerizagdo do acetato de vinila e metacrilato de

metila (Capitulo 2).
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Figura A26 — Espectro de "C-RMN do PVA/PVAc-co-PMMA sintetizado com incorporago in
situ de amoxicilina (1%) a fase orgénica da copolimerizagdo do acetato de vinila e metacrilato

de metila e posterior processo de saponificagdao (Capitulo 2).
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Figura A27 — Espectro de "C-RMN do PVAc-co-PMMA sintetizado com incorporago in situ
de amoxicilina (0,1%) a fase aquosa da copolimeriza¢do do acetato de vinila e metacrilato de

metila (Capitulo 2).
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Figura A28 — Espectro de "C-RMN do PVAc-co-PMMA sintetizado com incorporagio in situ
de amoxicilina (0,5%) a fase aquosa da copolimerizacdo do acetato de vinila e metacrilato de

metila (Capitulo 2).
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Figura A29 — Espectro de *C-RMN do PVAc-co-PMMA (Capitulo 2).
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Figura A30 — Espectro de ?C-RMN do PVA/PV Ac-co-PMMA (Capitulo 2).
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Figura A31 — Espectro de 'H-RMN do PVAc-co-PMMA (Capitulo 3).
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Figura A32 — Espectro de "H-RMN do PVA/PVAc-co-PMMA (Capitulo 3).
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Figura A31 — Espectro de '"H-RMN do PVA/PVAc-co-PMMA sintetizado com incorporagio in

situ de amoxicilina (1%) a fase aquosa da copolimerizagdo em suspensdo do acetato de vinila e

metacrilato de metila e posterior processo de saponificagdo (Capitulo 3).
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Figura A32 — Espectro de 'H-RMN do PVAc-co-PMMA sintetizado com incorporagio in situ

de amoxicilina (3%) a fase aquosa da copolimerizagdo em suspensdo do acetato de vinila e

metacrilato de metila (Capitulo 3).
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Figura A31 — Espectro de 'H-RMN do PVA/PVAc-co-PMMA sintetizado com incorporagio in
situ de amoxicilina (3%) a fase aquosa da copolimerizagdo em suspensdo do acetato de vinila e

metacrilato de metila e posterior processo de saponificagdo (Capitulo 3).
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