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RESUMO

IMPACTO DAS NANOPARTICULAS DE SILICA NA TRANSICAO DE POLIMEROS
TERMOSSENSIVEIS USADOS NA ADMINISTRACAO CONTROLADA DE
MEDICAMENTOS. Métodos convencionais de entrega sistémica de medicamentos
tém demonstrado eficacia reduzida em comparacdo com sistemas de liberacao
localizada. Portanto, foram sintetizados nanocompdésitos termossensiveis utilizando
poli(N-vinilcaprolactama) (PNVCL) e nanoparticulas de silica para a liberagdo
controlada e localizada de medicamentos tanto hidrofilicos (cloridrato de
doxorrubicina - DOX) quanto hidrofébicos (naringina). As nanoesferas foram
produzidas em dois tamanhos distintos (80 e 330 nm), e suas superficies foram
modificadas com organossilano MPS para permitir sua ligagdo ao polimero. Embora
a inclusdo de silica ndo tenha impactado a temperatura de transi¢gdo sol-gel do
PNVCL, provocou alteracbes no perfil de transicdo, resultando em uma transicéo
difusa devido a menor solvatacdo das cadeias poliméricas. Além disso, houve uma
reducdo na entalpia de transicdo, atribuida a formacdo de unidades cooperativas
menores resultantes do papel de agente reticulante das nanoparticulas.
Experimentos de liberacdo controlada demonstraram que todos os materiais
regularam efetivamente a liberagdo dos medicamentos ao longo de sete dias em
temperatura fisiologica e em condi¢gdes de pH acido e neutro. A maior liberagdo em
condigdes acidas foi atribuida ao aumento da erosao da matriz polimérica. Por outro
lado, a menor liberagdo de naringina em condigdes fisioldgicas foi atribuida a maior
interacao com o interior hidrofébico do polimero apdés a transicido. Por fim, testes de
citotoxicidade foram conduzidos em polimeros puros ou carregados com DOX
usando células ndo tumorais (L929) e células tumorais de carcinoma de bexiga
(MB49). Os polimeros nao carregados nao apresentaram diminui¢do na viabilidade
em nenhuma linha celular apés 24 horas, confirmando a biocompatibilidade dos
materiais. No entanto, os polimeros carregados demonstraram citotoxicidade
especificamente quando aplicados a células tumorais, com um efeito sinérgico entre
as nanoparticulas de 330 nm e o farmaco, resultando em uma reducédo de 80% na

viabilidade em apenas 24 horas.
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ABSTRACT

IMPACT OF SILICA NANOPARTICLES ON THE TRANSITION OF
THERMOSENSITIVE POLYMERS USED IN DRUG DELIVERY SYSTEMS.
Conventional systemic drug delivery methods have shown reduced effectiveness
compared to localized release systems. Therefore, thermosensitive nanocomposites
were synthesized using poly(N-vinylcaprolactam) (PNVCL) and silica nanoparticles
for controlled and localized release of both hydrophilic (doxorubicin hydrochloride -
DOX) and hydrophobic (naringin) drugs. The nanospheres were produced in two
distinct sizes (80 and 330 nm), and their surfaces were modified with organosilane
MPS to enable binding to the polymer. Although the inclusion of silica did not impact
the sol-gel transition temperature of PNVCL, it induced changes in the transition
profile, resulting in a diffuse transition due to reduced solvation of the polymeric
chains. Additionally, there was a reduction in the transition enthalpy, attributed to the
formation of smaller cooperative units resulting from the crosslinking role of the
nanoparticles. Controlled release experiments demonstrated that all materials
effectively regulated the release of the drugs over seven days at physiological
temperature and under acidic and neutral pH conditions. The higher release under
acidic conditions was attributed to increased erosion of the polymeric matrix. On the
other hand, the lower release of naringin under physiological conditions was
attributed to enhanced interaction with the hydrophobic interior of the polymer after
the transition. Finally, cytotoxicity tests were conducted on pure or DOX-loaded
polymers using non-tumor cells (L929) and bladder carcinoma tumor cells (MB49).
The unloaded polymers showed no decrease in viability in any cell line after 24
hours, confirming the biocompatibility of the materials. However, the loaded polymers
demonstrated cytotoxicity specifically when applied to tumor cells, with a synergistic
effect between the 330 nm nanoparticles and the drug, resulting in an 80% reduction

in viability in just 24 hours.
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1 - INTRODUCAO

Estudos recentes tém demonstrado que a eficacia de um medicamento
esta relacionada com a forma como ele é administrado 2. O controle da liberagao do
medicamento em diferentes locais do corpo humano, associado a velocidade de
liberagao, traz beneficios em relacdo aos métodos tradicionais de administragao, tais
como aumento da biodisponibilidade e diminuigdo dos efeitos colaterais 3*. Devido a
esta constatacdo, pesquisas sobre novos materiais nanoestruturados ou
supraorganizados para transporte e administragcao controlada de medicamentos (drug

delivery) tém ganhado importancia crescente 356,

Nos ultimos anos, os biomateriais poliméricos tém se destacado como
uma alternativa para o desenvolvimento de sistemas de transporte e liberacéo
controlada de medicamentos 7°. Estes biomateriais podem ser utilizados como
implantes em engenharia tecidual e na fabricagdo de sistemas injetaveis para o
transporte e liberagcdo controlada de medicamentos devido a sua compatibilidade
com os sistemas biologicos '°. Dentre os diferentes biomateriais poliméricos, os
hidrogéis responsivos tem se destacado por permitir o controle da liberagdo de
medicamentos variando parametros do sistema como temperatura, pH, campo
magnético e campo elétrico "2, sendo a sensibilidade a temperatura uma das

propriedades mais usadas nos sistemas de resposta a estimulos 3.

Os hidrogéis termossensiveis sdo materiais poliméricos aquosos que
se transformam em gel quando expostos a uma determinada temperatura,
conhecida como temperatura critica inferior de solubilidade (LCST) 7'4. Este
fendbmeno é resultado da transigcdo de um estado onde as cadeias poliméricas estao
solvatadas para outro estado onde elas se aglomeram, ocasionando a separagao de
fases. Esta transicdo pode ser explicada pela formacado ou quebra de ligagbes de
hidrogénio. Em temperaturas abaixo da LCST, as cadeias poliméricas estao
solvatadas pela agua. No entanto, durante o aquecimento, as forgas intra e
intermoleculares das cadeias poliméricas sao favorecidas, resultando na formacéao

de globulos autoagregados que expelem as moléculas de agua 1516

Dentre os hidrogéis termossensiveis, o poli(N-vinilcaprolactama)
(PNVCL) tem se mostrado uma opg¢ao mais biocompativel em comparagdo ao

poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAAm), o hidrogel termossensivel mais estudado



para aplicagbes biomédicas. A degradacao do PNVCL nao libera amidas toxicas no
organismo, tornando-o uma opg¢ao segura para aplicacées biomédicas. Além disso,
o PNVCL apresenta uma LCST entre 32-34 °C, que é dependente tanto do

comprimento da cadeia polimérica quanto da concentragdo em meio aquoso. 617,

Os hidrogéis sdo materiais que apresentam uma desvantagem, a baixa
resisténcia a tracdo, o que pode causar dissolugao prematura do material durante a
liberagdo do medicamento 6. Para superar essa limitagdo, uma estratégia é utilizar
nanoparticulas durante a sintese dos hidrogéis, formando nanocompdsitos. Esses
materiais sdo multifasicos, onde pelo menos uma das fases apresenta dimensodes na
escala nanométrica '8'°. A insercdo de nanoparticulas inorganicas em matrizes
poliméricas, como os hidrogéis, resulta em nanocompaositos com propriedades fisico-

quimicas e funcionalidades ajustaveis.

Os nanocompdsitos podem ser fabricados com diferentes tipos de
nanoparticulas, como metalicas, poliméricas ou cerdmicas. Dentre as cerémicas, as
nanoparticulas de silica sdo uma opcao interessante devido a sua
biocompatibilidade, estabilidade quimica, capacidade de serem sintetizadas em
diferentes formas, tamanhos e funcionalidades. Essas nanoparticulas tém sido
utilizadas para melhorar as propriedades mecanicas e térmicas dos

nanocompositos, bem como para sistemas de liberacdo de farmacos 20-22,

Neste contexto, este estudo tem como objetivo sintetizar um hidrogel
nanocompodsito  termossensivel e  biocompativel baseado no  poli(N-
vinilcaprolactama) (PNVCL) modificado com nanoparticulas esféricas de silica para a
liberacdo controlada de farmacos. O polimero termorresponsivo PNVCL sera
utilizado para controlar a liberagdo do farmaco, enquanto as nanoparticulas de silica
atuam como agentes de reforgco mecanico. Além disso, serdo avaliados os efeitos da
insercdo das nanoparticulas na matriz polimérica sobre a transicdo sol-gel do

PNVCL e sobre seus parametros termodinamicos.



2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 - Biomateriais poliméricos

Biomateriais sdo materiais de origem natural ou sintética que séao
utilizados para direcionar, suplementar ou substituir fungdes de tecidos vivos do
corpo humano 22. RAMAKRISHNA (2001) estendeu esta definigdo para materiais
superficialmente ou estruturalmente compativeis. Para o seu uso superficial,
considera-se as propriedades quimicas, fisicas, biolégicas e a sua morfologia
superficial, enquanto que para a compatibilidade estrutural, adiciona-se as

propriedades citadas anteriormente o seu desempenho mecanico 4,

Uma interagdo otimizada entre o material e o hospedeiro € alcancada
quando a compatibilidade é atingida tanto de modo superficial quanto estrutural.
Existem diversos exemplos da utilizacdo de biomateriais durante as civilizagdes
antigas na producgao de olhos, dentes, orelhas e narizes artificiais encontrados em

mumias egipcias 2.

Atualmente, esses materiais tém sido estudados em novas areas,
destacando-se a area de saude. Nesse caso, os biomateriais podem ser utilizados
como implantes ou como dispositivos médicos 2. No primeiro caso, alguns exemplos
de aplicagbes sao as suturas, placas 6sseas e a substituicdo de juntas e ligamentos.
Ja os dispositivos médicos sdo bastante utilizados na substituicdo ou restauragao
das fungbes de tecidos ou 6rgaos danificados, na cura destes tecidos, na corregéo

de anomalias e na melhora da qualidade de vida do paciente 2427,

Os materiais que podem ser utilizados em aplicacbes biomédicas
podem ser separados em metais, ceramicas e polimeros. Os 6xidos de aluminio,
titnio e zircbnio, assim como os biovidros, sao utilizados como ceramicas
biocompativeis. Metais como ouro, tantalo e ligas de ago inoxidavel, Co-Cr e NiTi

também possuem a capacidade de serem utilizados como biomateriais 242829,

Recentemente, biomateriais poliméricos envolvendo a liberagao
controlada de farmacos e a engenharia tecidual conquistaram o interesse de varios
grupos de pesquisa. Estes materiais sao desenvolvidos a partir de recursos naturais

e/ou sintéticos 3031,



Biomateriais constituidos por polimeros de origem natural formam
estruturas regulares e biocompativeis, porém podem ser dificeis de esterilizar, além
de conter contaminantes. Exemplos de biomateriais poliméricos de origem natural

sdo as proteinas e polissacarideos, como colageno e quitosana, respectivamente 32

Ja os polimeros sintéticos podem ser preparados com composicao e
propriedades controladas e sdo esterilizados facilmente. Os materiais de origem
sintética mais estudados sao o poli(etilenoglicol) (PEG), o poli(hidroxietiimetacrilato)
(PHEMA), o poli(N-isopropilacrilamida), o poli(alcool vinilico) (PVA), a poliacrilimida e

a poli-e-caprolactona (PCL) 33.

Na liberacdo controlada de farmacos, geralmente, o agente bioativo
esta aprisionado ou encapsulado em uma matriz insoluvel, da qual é liberado para o
organismo de forma controlada. Polimeros biocompativeis s&o utilizados como essas
matrizes insoluveis trazendo algumas vantagens como a redug¢do da toxicidade do

farmaco, maior estabilidade quimica durante a administracao e biocompatibilidade
34,35

Dentro da engenharia tecidual, os polimeros de origem tanto natural
quanto sintética sao utilizados na fabricagcdo de scafflods 3. Independentemente da
sua origem, esses materiais de suporte destinam-se a apoiar a fixagcdo, a
manutencdo, a proliferacdo e, ocasionalmente, a diferenciacdo das populagdes de
células selecionadas 37-3%, Além disso, o scaffold deve fornecer forma adequada
suporte estrutural para o local anatdomico pretendido 3. Numerosos polimeros
sintéticos tém sido utilizados na tentativa para produzir suportes incluindo
poliestireno, acido poli-I-latico (PLLA), acido poliglicolico (PGA) e acido poli-dl-latico-
co-glicolico (PLGA) 4041,

2.2 - Nanoparticulas de silica

As nanoparticulas de 6xido de silicio (SiO2), também conhecido como
silica, sdo amplamente utilizadas e uma das primeiras a serem estudadas 2. Elas
podem ser obtidas tanto por meio de extragdo do ambiente quanto por métodos
sintéticos. Quando extraidas, as nanoparticulas de silica apresentam-se na forma de

minerais cristalinos, como o quartzo, diferentemente das nanoparticulas sintéticas,



que geralmente sdo amorfas. A vantagem de se sintetizar nanoparticulas de silica é
a pureza do material final, uma vez que as nanoparticulas extraidas geralmente

contém impurezas de outros metais 4344,

As nanoparticulas de silica sdo amplamente utilizadas devido a sua
facilidade e baixo custo de sintese, bem como sua biocompatibilidade, inércia
quimica e grande area superficial 2945, Entre as possiveis aplicagdes, destaca-se
sua utilizagdo em sistemas de liberagdo controlada, permitindo o carregamento de
diferentes compostos, como farmacos, DNA, RNA, proteinas e pesticidas. Além de
permitir a saida controlada dessas moléculas, sua utilizagdo melhora a eficiéncia,

especificidade, bioatividade e biocompatibilidade dos farmacos e biomoléculas 4647,

Recentes trabalhos também reportaram sua utilizagdo na agricultura,
com sua aplicagdo em solo junto com rizobactérias, resultando em aumento da
viabilidade de sementes de plantas de milho e na producdo de pesticidas
inteligentes. Outras aplicagdes para essas nanoparticulas incluem biorremediacgao,
como em casos de derramamento de 6leo, e seu uso em bioimagem 484° As
nanoparticulas de silica apresentam ainda propriedade antimicrobiana, o que as
torna ainda mais interessantes para aplicacdes biomédicas %9, especialmente
guando aplicadas junto com polimeros para recuperagao de tecidos, conferindo essa

propriedade para os implantes 5.

Os principais métodos para a producado de nanoparticulas de SiO2 sao
a microemulsdo reversa, a sintese em chama e a técnica sol-gel. A sintese de
microemulsao reversa envolve a criagao de micelas esféricas usando um surfactante
dissolvido em um solvente organico 2. Quando em contato com a agua, as cabegas
polares se organizam para formar micelas reversas. As nanoparticulas entdo

crescem dentro desses micropogos apos a adigdo de um precursor de silicio 3.

A sintese de chama, também chamada de condensacdo de vapor
quimico, depende da quebra de precursores organicos metalicos por meio da
decomposicdo de chama. O processo mais comumente usado € a reagao de

oxigénio e hidrogénio com tetracloreto de silicio (SiCls) como precursor 4.
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FIGURA 2.1 - Esquema do mecanismo que acontece na sintese das nanoparticulas

de silica utilizando o método de Stober.

Ja o método sol-gel € uma técnica para a sintese de nanoparticulas
que se baseia na hidrolise e condensagao de um precursor de silicio, normalmente
um alcoxido de silicio, na presenca de um catalisador acido ou basico. O método
sol-gel mais amplamente utilizado é o método de Stober, que usa o
tetraetilortosilicato (TEOS, Si(OC2Hs)4) como precursor. Este precursor € adicionado
a uma solugdo contendo uma mistura de agua e etanol, juntamente com um
catalisador basico, tipicamente hidroxido de aménio. A hidrdlise catalisada por base
do hidréxido de aménio causa um ataque nucleofilico da agua ao alcoxido, formando
grupos silanol (Si(OH)4). Esses grupos entdo se condensam para formar cadeias de

Si-O-Si, que d&o origem a estrutura tridimensional da silica 4.

Uma das principais vantagens do método Stober € que ele produz
nanoparticulas com morfologia esférica e tamanho controlado. No caso das
nanoparticulas de silica, o tamanho final depende da razdo molar TEOS/NH3s, sendo

que uma raz&o maior resulta em nanoparticulas menores °°.

2.3 - Hidrogéis

Os hidrogéis s&o os materiais poliméricos mais utilizados como suporte
para a formacao de tecidos vivos (scaffolds). Estes materiais s&do formados por redes
poliméricas tridimensionais que absorvem grandes quantidades de agua (até
milhares de vezes seu peso seco), permanecendo insoluveis em solugbes aquosas
devido a reticulagdo quimica ou fisica de cadeias poliméricas individuais %6%7. Sua

capacidade de absorver agua é devido a presenga de grupos hidrofilicos (amido,



amino, carboxila, hidroxila, etc.) nas cadeias poliméricas e o grau de intumescimento
que pode ser modulado pela composi¢cao do polimero e pela densidade e natureza
das ligagdes cruzadas na matriz do gel %. O teor de dgua de um hidrogel determina
suas caracteristicas fisico-quimicas unicas, que podem mimetizar os tecidos vivos,

mais do que qualquer outra classe de biomateriais sintéticos 3°°.
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FIGURA 2.2 — Esquema representando a estrutura tridimensional dos hidrogéis e os
grupos hidrofilicos das cadeias poliméricas que permitem a interagdo com as

moléculas de agua.

Os hidrogéis podem ser sintetizados a partir de muitos polimeros
soluveis em agua, abrangendo uma ampla gama de composi¢bes quimicas e
propriedades fisicas, sendo estes polimeros naturais ou sintéticos 0. Os hidrogeéis
produzidos a partir de polimeros naturais podem conter patdégenos ou causar
respostas inflamatoérias, devido a dificuldade de serem esterilizados, contudo
oferecem varias vantagens, tais como biocompatibilidade, biodegradabilidade e
moléculas biologicamente reconheciveis que suportam atividades celulares 6'. Os
hidrogéis sintéticos, por outro lado, ndo possuem essas propriedades bioativas
inerentes, mas possuem estruturas bem definidas que podem ser modificadas para

produzir biodegradabilidade e funcionalidade adaptaveis .

Além disso, os hidrogéis podem ser formulados em uma variedade de
formas fisicas, resultando em sua utilizacdo na pratica clinica e medicina
experimental para uma ampla gama de aplicagdes, incluindo engenharia de tecidos
e medicina regenerativa, diagnosticos, imobilizacdo celular, separagcdo de

biomoléculas ou células e materiais de barreira para regular aderéncias biologicas 6%
64



As propriedades fisicas dos hidrogéis despertaram particular interesse
em seu uso em aplicagdes de entrega de medicamentos. Sua estrutura altamente
porosa pode ser facilmente ajustada controlando-se a densidade de ligagbes
cruzadas na matriz de gel e a afinidade dos hidrogéis pelo ambiente aquoso em que
estdo inchados %%%6, A sua porosidade permite também o carregamento de farmacos
na matriz de gel e a subsequente liberagdo do farmaco a uma taxa dependente do
coeficiente de difusdo da molécula pequena ou macromolécula através da rede de

gel 867,

Além disso, os hidrogéis podem controlar a liberacdo do farmaco
devido a alteragbes (inchago, dissolugdo ou degradacgédo) na estrutura do gel em
resposta a estimulos internos ou externos. Esses tipos de hidrogéis sensiveis ao

meio ambiente sdo conhecidos como hidrogéis inteligentes 368,

Hidrégeis inteligentes ou smart hydrogels s&o polimeros que
respondem com mudancas de propriedade a pequenas alteragdes em seu ambiente.
Eles podem ser classificados de acordo com os estimulos aos quais respondem
como: temperatura, pH, forga idnica, luz, eletricidade e campo magnético. Alguns
polimeros respondem a uma combinagdo de dois ou mais estimulos %70, Estes
estimulos podem causar mudancgas na forma, nas caracteristicas da superficie, na
solubilidade e resultar em uma transigdo sol-gel, permitindo varias novas aplicagdes
no transporte de farmacos, engenharia de tecidos, cultura de células, bio-

separagdes e sensores 697172,

Hidrogéis sensiveis a temperatura e/ou ao pH tém sido utilizados na
liberagdo controlada de farmacos. Especificamente, os hidrogéis sensiveis ao pH
sao frequentemente aplicados como sistemas de liberagdo controlada para
administragdo oral de farmacos 7374. No casos dos hidrogéis injetaveis, os hidrogéis
mais estudados s&o os polimeros termossensiveis, normalmente constituidos por um
sistema aquoso polimérico que forma um gel acima de uma dada temperatura, como

a do corpo humano 7.

Eles podem ser dissolvidos em agua fria para enrijecerem durante seu
aquecimento ao alcancar temperaturas acima da temperatura critica inferior de
solubilidade (LCST) 7. A sua sensibilidade ao ambiente térmico é util uma vez que a

temperatura é o unico estimulo para a sua gelificagdo, o que permite que o processo



ocorra somente apds aplicagdo no corpo, quando a temperatura € aumentada de

ambiente para fisioldgico 7677,

Esta gelificacdo é observada quando ocorre uma transicdo de um
estado onde as cadeias se encontram abertas para um outro em que se tornam
aglomeradas. Esta transicdo € acompanhada pela separacédo de fases e pode ser
explicada pela formagéo ou quebra de ligagbes de hidrogénio '°. A LCST mostrada
pelos polimeros sensiveis a temperatura evolui de um processo em duas etapas.
Durante o aquecimento, as ligagdes de hidrogénio entre as cadeias poliméricas e as
moléculas de agua sao quebradas. Em seguida, o material autoagrega a partir das
interagdes hidrofobicas do hidrogel, levando a uma separagdo de fase '5'6. Em
temperaturas abaixo da temperatura de transicdo, as moléculas de agua estado
presentes no interior das macrocadeias do polimero, porém durante o aquecimento,
o sistema tende a privilegiar as forgas intramoleculares das cadeias poliméricas, que

se agregaram expulsando as moléculas de agua 8.

A LCST de copolimeros ¢ influenciada pela natureza dos
comondémeros. Os compostos hidrofébicos diminuem a LCST enquanto os
compostos hidrofilicos aumentam. Foi demonstrado que o fenédmeno de LCST

desaparece quando um copolimero possui muitos grupos de natureza hidrofilica
78,79

Estes sistemas aquosos exibem um equilibrio entre interacdes
hidrofilicas e hidrofébicas. Abaixo da LCST, as interacdes hidrofilicas dominam e
devido a estrutura especial da agua, isso resulta em uma entropia de mistura
positiva (ASmix > 0). Ao elevar a temperatura acima da LCST, a entropia de mistura
comega a diminuir e passa a dominar o termo de entalpia (AHmix < 0). A mudancga de
energia livre (AGmix = AHmix - TASmix) torna-se positiva na mistura, resultando na
separacdo de fases 8. Em outras palavras, acima da LCST as interagbes
hidrofébicas se tornam dominantes. Dessa forma, o polimero precipita da solucéo se

a concentracgao for alta o suficiente.
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2.4 - Poli(N-vinilcaprolactama)

O poli(N-vinilcaprolactama) (PNVCL) (Figura 2.1) € um dos polimeros
sintéticos sensiveis a temperatura mais estudados, perdendo apenas para a poli(N-
isopropilacrilamida) (PNIPAAm). Os dois polimeros mostram comportamento similar
de LCST em agua com transicéo entre 32 e 34 °C. Em ambos os casos, a LCST &
totalmente reversivel 8'. A falta de popularidade do PNVCL entre os pesquisadores
em comparacdo com o PNIPAAm deve-se provavelmente a dificuldade de
polimerizar NVCL de maneira controlada 82. Apesar do PNIPAAm apresentar um
bom controle de sintese, este polimero apresenta algumas desvantagens
relacionadas a sua n&o biodegradabilidade e a produgdo de compostos toxicos de

amida em condigdes de forte acidez .
ﬁ g

2y

NVCL PNVCL

FIGURA 2.3 - Representacgao estrutural do monémero N-vinilcaprolactama (NVCL) e

do polimero Poli(N-vinilcaprolactama) (PNVCL).

O PNVCL é sintetizado maijoritariamente por polimerizagao radicalar. A
sua primeira sintese foi publicada por SOLOMON (1968) 8. Como o NVCL é um
organo-soluvel anfifilico, pode ser solubilizado em solventes polares e apolares, isso
permite que sua sintese por polimerizagao radicalar seja realizada em diferentes
meios: tolueno, benzeno, isopropanol, dimetilsulféxido (DMSQO)/agua 25, agua 8, p-
dioxano & e N,N’-dimetilformamida (DMF) 8. A taxa de propagacgio durante a
polimerizacdo é relativamente alta, uma vez que o mondbmero de N-

vinilcaprolactama faz parte da familia de monémeros ndo conjugados, que incluem
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mondmeros que ndo possuem estabilizagdo por ressonancia e que tém grupos de

doacéo de elétrons pendurados na cadeia °.

TAGER (1990) % publicou um estudo sobre a termodinamica de
solugdes aquosas de PNVCL. Neste estudo, a LCST encontrada para o hidrogel foi
no intervalo de 32-34°C e foi confirmado que a LCST é dependente da massa molar
e da concentracdo da solucdo polimérica. Em 2000, foi realizado um novo estudo
sobre o comportamento do PNVCL em agua. Neste caso, foi feito uma comparagéo
de sua transicdo com trés tipos de comportamento critico limitante. MEEUSSEN
(2000) demonstrou que as solugdes aquosas de PNVCL mostram um
comportamento LCST tipo | ?'. O tipo | representa o comportamento classico de
miscibilidade de Flory-Huggins em que aumentando o comprimento da cadeia do
polimero, diminui-se a LCST e menor € a concentracdo de polimero necessaria para

que ocorra a transicao.

No tipo Il, o ponto critico (LCST) €& quase independente do
comprimento da cadeia do polimero. Diferente do tipo Ill, em que quando o tamanho
da cadeia é muito grande, a transi¢do passa a ser independente da concentragéao.
Por outro lado, se a concentragao for muito alta, a transi¢cado passa ser independente
da massa molar 8. LAUKKANEN (2004) sugeriu uma dependéncia da LCST com a
massa molar (Mw) entre 21x10% a 1500x102 g/mol. Nesta faixa, a LCST variou de
31°C para a amostra com maior massa molar até 38 °C para a amostra com menor

My 8.

O PNVCL contém um grupo amida que fornece comportamento
hidrofilico para o polimero. Ele tem uma unidade de repeticdo consistindo em uma
amida ciclica onde o nitrogénio do grupo amida é diretamente ligado ao esqueleto do
polimero hidrofébico. Assim, ao contrario das poli (N-alquilacrilamidas)
termossensiveis (como o PNIPAAm), ndao produz pequenos derivados de amida

apds a hidrolise 1682,

VIHOLA (2005) "¢ estudaram a citotoxicidade in vitro de PNVCL com
diferentes massas molares e na presenca de enxertos de cadeias anfifilicas
contendo segmentos de diferentes polimeros. A citotoxicidade foi determinada
utilizando-se células intestinais e células pulmonares nas temperaturas abaixo e
acima da LCST, em diferentes tempos de incubacéo e concentragao dos polimeros.

Foi observado que tanto o PNVCL puro, com massas molares entre 330x10° e
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1500x103 g/mol, quanto o PNVCL com 300x10% g/mol e enxertado com PEO, foram
bem tolerados. Além disso, as diferentes massas molares ndo resultaram em
variagdo significativa da citotoxicidade. No entanto, o polimero mais hidrofobico,
PNIPAAmM com 156x103 g/mol, produziu a maior citotoxicidade a 37 °C.

2.5 - Sistemas de liberagao controlada

Os sistemas convencionais de entrega de farmaco, como comprimidos
e capsulas de liberacdo imediata, tém varias limitagdes, como: a necessidade de
dosagem frequente, baixa biodisponibilidade e possivel baixa adesdo do paciente
por causa de efeitos colaterais. A liberagdo controlada de farmacos evoluiu como
uma alternativa para superar esses problemas, através da liberacdo do farmaco sob
uma taxa predeterminada por um periodo estipulado. Essas formulagbes sao
projetadas para que a concentragao do farmaco sempre resida na janela terapéutica,
evitando os efeitos toxicos e nocivos que ocorrem devido a sobredosagem (Figura
2.2) %2,

Sistemas
convencionais Sistemas de liberaciio

/ controlada
s

Nivel téxico
|
=— Nivel terapéutico
Nova » /v/v

Nivel sub-terapéutico

Liberagdo cumulativa/ %

dosagem

Tempo/ h

FIGURA 2.4 - Representagcdo do padrao de liberacdo de farmaco por sistemas

convencionais e sistemas de liberacao controlada.
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Os sistemas de liberagao controlada de farmaco consistem de uma
quantidade cumulativa total de farmaco que o paciente precisa, a qual é
administrada de uma soO vez, para obter o efeito desejado, juntamente com uma
quantidade ideal de material polimérico, o qual controla a liberacdo do farmaco
através do desenvolvimento de um sistema controlado por dissolu¢do ou de um

modelo baseado em difusdo 9394,

Os sistemas de drug delivery comegaram a ser estudados em 1950, e
desde |4 houve muitas mudangas antes de chegar a sua forma de aplicagdo atual.
Com base em seu desenvolvimento, eles podem ser amplamente classificados em
trés categorias basicas. A primeira geragdo consistia em formas de dosagem
convencionais para serem administradas uma ou duas vezes por dia e a liberagao

era baseada nos processos de dissolucéo, difusdo e osmose 9%,

A segunda geracdo melhorou o controle sobre a velocidade de saida
do farmaco conseguindo atingir cinéticas de primeira ordem e ordem zero. Essas
formulacbes eram projetadas como depédsitos de farmacos para atingir longos
tempos de liberagdo. Nessa geragao comegou a utilizagdo de smart polymers para

facilitar a entrega localizada de bioativos 5%,

Por fim, na terceira geragao, os sistemas comecaram a ser projetados
para liberar proteinas, peptideos e biomoléuculas de forma nao invasiva. Um
exemplo séo hidrogéis injetaveis, que podem se modelar no espaco livre ao fazer a

transigcao para o estado de gel ¥’.

Os sistemas de liberacido controlada de farmacos foram desenvolvidos
principalmente para superar os problemas associados a dosagem convencional.
Esses sistemas permitem uma frequéncia de dosagem reduzida pela administragao
da dose completa do farmaco em matriz polimérica de liberagado controlada de tal
forma que a matriz libera o farmaco por um tempo mais longo com taxa
predeterminada. Isso elimina a chance de o paciente esquecer a dose especifica e

leva a uma melhor adeséo 8.

Outras vantagens sdao o aumento da biodisponibilidade, melhor
estabilidade e diminui¢do ou eliminagéo do efeito toxico do medicamento devido ao

uso repetitivo e cronico. Ocorre também a reducdo da perda do medicamento devido
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a eliminagao continua, o que pode fazer o uso total do medicamento ser reduzido

em comparagéo com as formas de dosagem convencionais %°.

A curta meia-vida, a baixa biodisponibilidade e a alta frequéncia de
dosagem sao algumas das principais deficiéncias de varios farmacos que séao
levadas em conta durante o processo de desenvolvimento de uma formulacéo. Outro
fator considerado € a instabilidade quimica e fisica de um medicamento. Os
polimeros sdo considerados uma alternativa melhor para lidar com as preocupag¢des
acima e a utilidade desses materiais estd aumentando dia-a-dia, conforme a
industria farmacéutica se expande ', O propdsito basico do polimero nesses
sistemas €& fornecer liberacdo controlada ou sustentada do medicamento de tal
maneira que o medicamento seja liberado por um periodo de tempo mais longo, de

modo que a frequéncia de dosagem desse medicamento possa ser minimizada 107,

Tem sido relatado na literatura que o controle de liberagdo de qualquer
terapéutico com o auxilio de matrizes poliméricas depende do microambiente do
local aplicado, além do pH do meio de dissolucdo, temperatura e volume do meio de
dissolucdo. Nos ultimos anos, os sistemas de liberacdo controlada e o uso de
polimeros para o desenvolvimento de tais formulagdes passaram por uma grande
mudanca e se tornaram mais sofisticados '%2. Varios estudos de pesquisa mostram
que a formulagdo usando polimeros biocompativeis, polimeros sensiveis a estimulos
apresentam melhor comportamento de liberacdo para o local especifico, levando a

um decréscimo na toxicidade 103.

Estudos mostram que um melhor controle sobre a liberacdo do
medicamento pode aumentar sua seguranga, eficacia e biodisponibilidade
juntamente com uma maior adeséo do paciente. O objetivo basico da formulagao de
tal sistema de entrega é alcangar uma melhor relagéo risco-beneficio %4195, As duas
principais formas pelas quais se pode obter um melhor controle sobre a liberacéo e
um maior impacto é utilizando sistemas que se baseiam em mecanismos de controle
temporal e de distribuigdo '%. Um sistema de controle temporal concentra-se
principalmente na entrega do medicamento de uma maneira controlada por um
longo periodo de tempo, enquanto o sistema de controle de distribuicdo se

concentra na entrega do medicamento no local especifico 0.
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A liberagao controlada de qualquer farmaco pode ser formulada através
de sua mistura com uma concentragao otimizada de polimero, o qual retarda a
liberacdo no meio por meio de dois mecanismos basicos: difusdo e dissolugdo. Em
geral, a liberagdo do medicamento basicamente segue a teoria de difusdo com base
na primeira lei de difusdo de Fick %, Com base nesse fendbmeno, pode-se dizer que
a liberacdo de qualquer medicamento pode ser regulada pelo controle da difuséo
(movimento das moléculas da regido de maior para menor concentragdo), que é
claramente dependente do movimento da agua através da matriz de controle de
liberacdo. Em outras palavras, a velocidade de intumescimento da matriz polimérica
controla o processo de difusdo '%°. A Figura 2.3 esquematiza a saida do farmaco da

matriz polimérica por difusao.

o ey

FIGURA 2.5 - Representacdo esquematica da saida de moléculas de farmaco da

matriz polimérica por difusio.

No caso do sistema de erosao controlada, o material polimérico sofre
erosao apods desenvolver uma frente erodivel ligeiramente dilatavel e libera a droga
emaranhada na matriz polimérica (Figura 2.4). Existem varias maneiras que podem
levar ao processo de degradacdo polimérica final. Estes sdo fotoerosao, erosao
térmica, erosdo mecanica e erosao quimica. As trés primeiras formas de erosao

também podem ser consideradas erosao fisica 119,
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Férmaco Fragmento
liberado » polimérico 0 _ e B

FIGURA 2.6 - Representacao esquematica da liberacao de farmaco controlada por

erosdo da matriz polimérica.
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3 - OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivo sintetizar nanocompdsitos injetaveis
através da polimerizacdo de PNVCL na presenca de nanoesferas de silica para a
obtencdo de materiais biocompativeis que possam ser empregados como sistemas
de drug delivery para diferentes tipos de medicamentos. Para tanto, as principais
metas desse estudo foram:

i. Sintetizar nanoparticulas de silica de morfologia esférica de dois tamanhos

diferentes pelo método de Stober variando a quantidade de hidréxido de amoénio.

ii. Sintetizar hidrogéis de PNVCL que apresentem uma temperatura critica inferior de
solubilidade acima da temperatura ambiente (25 °C) e abaixo da temperatura

fisiologica (37 °C) permitindo que sejam utilizados como sistemas injetaveis.

iii. Funcionalizar as nanoesferas de silica com MPS para permitir sua ligagao
covalente com o hidrogel durante a polimerizagéo in situ, com a finalidade de
melhorar a distribuicdo das nanoparticulas na matriz polimérica e as propriedades
reologicas dos nanocompasitos.

iv. Caracterizar o comportamento termossensivel, estrutural e térmico dos
nanocompositos e, principalmente, o efeito das nanoesferas sobre a transi¢cao sol-
gel do PNVCL, sobre os parametros termodinamicos da mesma e sobre as

propriedades reoldgicas.

v. Analisar a capacidade desses nanocompdsitos em capturar e liberar de forma
controlada os farmacos doxorrubicina (DOX) e naringina em temperatura fisioldgica
(37 °C) e em diferentes pH (4,0 e 7,4). Além da determinagcdo do modelo e dos

parametros cinéticos da curva de liberagao.

vi. Analisar a citotoxicidade dos polimeros utilizando células ndo tumorais (L929) e
tumorais de carcinoma de bexiga (MB49), assim como o efeito da liberagao de DOX
sobre as duas linhas celulares utilizando um método indireto de determinacdo da
viabilidade celular.
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4 - METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1 - Materiais

4.1.1 - Sintese de nanoparticulas de silica

Para a sintese de nanoparticulas de silica, empregou-se o método de
Stober “42. Inicialmente, preparou-se uma solugdo com 35 mL e 6 mL de
tetraetilortosilicato (TEOS) em um béquer e outra com 35 mL de etanol anidro, 25
mL de agua destilada e duas quantidades diferente de hidroxido de amdnio (1 e 2
mL). Como observado por ARANTES (2012) ', é possivel controlar o tamanho das
nanoparticulas com a quantidade de NH4OH adicionada. A mistura foi agitada por 4
h a temperatura ambiente. Em seguida, adicionaram-se 200 uyL de 3-
(trimetoxisilil)propil metacrilato (MPS) e a mistura foi agitada por mais 20 h a

temperatura ambiente (Figura 4.1).

35 mL de etanol
25 mL de agua
(1 ou 2) mL de NH;

MPS

35 mL de etanol
6 mL de TEOS

FIGURA 4.1 - Esquema representando a metodologia utilizada na sintese das

nanoparticulas de SiO2.

As nanoparticulas de silica foram purificadas por trés etapas de
lavagem em etanol anidro e centrifugagdo, e posteriormente as mesmas foram

secas em estufa a 60 °C.
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4.1.2 - Purificacao do iniciador da polimerizagao

O iniciador 2,2’-azo-bis-isobutironitrila (AIBN) foi purificado por
recristalizacdo em metanol. Preparou-se uma solucdo de AIBN (0,152 mol/L) em
metanol anidro e a solucdo resultante foi aquecida a 50 °C até sua completa
dissolucdo. Posteriormente, a solucéo foi filtrada para a remocdo de impurezas e o
filtrado foi transferido para outro frasco de Erlenmeyer. A solugao foi evaporada até
metade do volume inicial, vedada e colocada no congelador por 3 dias para que o
AIBN cristalizasse. Os cristais foram filtrados, secos com gas nitrogénio e

armazenados no congelador a -5 °C.

4.1.3 - Sintese de Poli(N-vinilcaprolactama)

A sintese do polimero PNVCL foi realizada utilizando a metodologia
desenvolvida pelo grupo de pesquisa ''?'5, No inicio da polimerizagao radicalar, 5 g
de mondmero NVCL foram dissolvidos em 20 g de solvente dimetilsulfoxido (DMSO)
e aquecidos a 70 °C em atmosfera de nitrogénio. Em seguida, 0,112 g do iniciador
AIBN foi dissolvido em 8,33 g de DMSO e gotejado sobre a solugdo de mondémero.
O sistema reacional (Figura 4.2) foi mantido em agitacédo por 4 h e o polimero obtido
foi purificado utilizando uma membrana de dialise em um béquer com agua destilada
para a remocgao do solvente. A agua do sistema de purificagdo foi trocada duas

vezes por dia durante 4 dias. O polimero foi seco em estufa a 50 °C.
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FIGURA 4.2 - Esquema do sistema reacional utilizado para a sintese do polimero

poli-N(vinilcaprolactama).

4.1.4 - Sintese de nanocompadsitos PNVCL/SiO:

O nanocompodsito de PNVCL com nanoparticulas de silica com
tamanho de 80 e 330 nm modificadas com MPS nas concentracbes massicas de 1 e
5 % em relagdo a massa inicial de monémeros foram preparados similarmente ao
polimero. As nanoparticulas foram adicionadas ao meio reacional juntamente com
os mondémeros e o solvente DMSO. Para garantir uma boa dispersao, essa solugao
foi colocada em ultrassom por 15 min. Em seguida, o iniciador radicalar AIBN foi
adicionado por gotejamento. O nanocompasito foi mantido sob aquecimento a 70 °C,
atmosfera de nitrogénio, durante 4 h. O material foi purificado utilizando uma
membrana de didlise em um béquer com agua destilada para a remogao do
solvente. A agua do sistema de purificagao foi trocada duas vezes por dia durante 4
dias e, posteriormente seco em estufa a 50 °C. Os materiais obtidos foram
denominados NC-1%-80 (PNVCL com 1% de nanoparticulas de SiO2 com tamanho
de 80 nm), NC-1%-330 (PNVCL com 1% de nanoparticulas de SiO2 com tamanho de
330 nm), NC-5%-80 (PNVCL com 5% de nanoparticulas de SiO2 com tamanho de 80
nm) e NC-5%-330 (PNVCL com 5% de nanoparticulas de SiO2 com tamanho de 330

nm).
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Foram preparados nanocompdsitos com mesmo teor de massa de
nanoparticulas, porém de diferentes tamanhos, ja4 que isso permite a obtencédo de
materiais com diferentes areas superficiais de silica. Como as nanoesferas de 80 nm
possuem uma area superficial maior do que as de 330 nm, os nanocompositos NC-
1%-80 nm e NC-1%-330 possuem uma area superficial de silica maior do que os
materiais NC-5%-80 e NC-5%-330, respectivamente.

4.2 - Caracterizagao dos polimeros e nanoparticulas

4.2.1 - Espectrofotometria na regiao do ultravioleta e visivel (UV-vis)

O polimero e os nanocompdsitos foram analisados pela espectroscopia
de UV-vis no modo transmitancia entre 200-800 nm em um equipamento Multi-Spec-
1501 UV-vis Spectophotometer Shimadizu, utilizando um controlador de temperatura
acoplado TCC-Controller Shimadzu 240, a fim de se investigar a temperatura de
ponto de turvacdo (Tcp), temperatura na qual a solugdo polimérica muda de
transparente para opaca. A transmitancia das suspensdes poliméricas preparadas
em agua destilada (1 % massa/volume) foi analisada a cada 0,5 °C e o sistema foi
mantido por 3 min em cada temperatura para garantir sua estabilizagdo. Para o
ajuste da Equacgédo 15 aos dados experimentais de densidade 6tica em fungédo da
temperatura empregou-se o software Mathematica 11 para o calculo dos parametros
termodinamicos. As diferengas entre os resultados foram avaliadas por meio de

analise de variancia (ANOVA) seguida de pds-testes de Tukey.

4.2.2 - Espectroscopia vibracional na regidao de infravermelho (FTIR)

As nanoparticulas de silica e os polimeros foram analisados por meio
da espectroscopia de infravermelho. Empregou-se um espectrémetro vibracional na
regiao do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) Bruker modelo
EQUIXOX 55 com um acessoério de reflectancia difusa (DRIFT) e de transmitancia na

regido de 400-4000 cm, com 32 varreduras e resolugdo de 4 cm'. As amostras
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foram maceradas para garantir a obtengdo de um pé fino que foi entdo misturado

com brometo de potassio também macerado.

4.2.3 - Microscopia eletronica de varredura (FEG-MEV)

A morfologia e tamanho das nanoparticulas de silica foram analisados
por microscopia eletrénica de varredura, por meio de um microscopio Zeiss Supra
35VP com canhdo de emissao de elétrons por efeito de campo (FEG-MEV).
Dispersbdes coloidais das nanoparticulas em etanol foram depositadas em um

substrato de silicio para a analise e secas a temperatura ambiente.

4.2.4 - Termogravimetria (TG)

Para a anadlise da degradacgao térmica dos polimeros e do organosilano
na superficie das nanoparticulas de silica utilizou-se um analisador
termogravimétrico (TG) modelo TG 209 F3 (Netzch, Alemanha) com taxa de

aquecimento de 10 °C / min entre 25 e 700 °C em uma atmosfera de gas nitrogénio.

4.2.5 - Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As medidas de calorimetria exploratdria diferencial dos polimeros foram
realizadas em um analisador termogravimétrico com varredura térmica diferencial
(DSC) Netzch modelo DSC 204 Phoenix, com taxa de aquecimento de 20 °C / min,
em uma atmosfera de N2 e na faixa de temperatura de 0 a 300 °C.

4.2.6 - Espalhamento de luz dindmico (DLS)

Medidas do diametro hidrodindmico das esferas de silica e dos

polimeros em agua destilada foram realizadas em um analisador de tamanho de



23

particulas Litesizer 500 (Anton Paar). No caso dos polimeros a temperatura foi
variada na faixa de 33 a 34,6 °C em intervalos de 0,2 °C com intervalos de 1 min

para a temperatura estabilizar.

4.2.7 - Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN foram obtidos em um espectrdbmetro Bruker
Avance Il operando em um campo magnético Oxford de 9,4 Tesla, que tem
relacionada uma frequéncia de 400 MHz para o nucleo de hidrogénio-1. As analises
em solucdo foram realizadas com o uso de uma sonda sintonizavel para uma ampla
faixa de frequéncias (40-160 MHz) utilizando tubos de 10 mm de didmetro. As
amostras de polimero foram solubilizadas adicionando 7 mg de material em
aproximadamente 0,7 mL de agua, utilizando deutério como padrao externo. Todos

os experimentos de 'H foram realizados a temperatura ambiente.

4.2.8 -Viscosimetria

A mudanga na viscosidade com a temperatura dos polimeros foi
analisada usando um microscopico automatizado AMVn (Anton Paar). As dispersdes
poliméricas com concentragdo de 10 mg/mL foram aquecidas de 33,0 a 36,0 °C e as
viscosidades foram medidas a cada 0,5 °C nos angulos 70° e -70°.

4.2.9 - Liberagao de doxorrubicina (DOX) e naringina in vitro

As solugbes de DOX e naringina com concentragcdo de 100 ppm
utilizada nos testes foram preparadas, respectivamente, pela diluicdo de cloridrato
de doxorrubicina de concentragdo inicial de 2 mg/mL em agua e pela diluigéo inicial
de naringina em DMSO e posteriormente em agua. Foi utilizada a temperatura de 37
°C e dois diferentes tampdes preparados com concentragao 1X para controlar o pH

da liberagao: tampéo fosfato salino (pH 7,4) e tampao acetato (pH 4,0). As amostras



24

foram preparadas pela adicdo de 200 mg de polimero em 1 mL de solugdo de
farmaco, depois essa mistura foi deixada na geladeira a 5 °C por 24 h. Para a
realizacao do teste, 300 yL de amostra foram adicionados a um frasco e incubados
por 5 min no banho termostatico a 37 °C para a formag&o do hidrogel, seguido pela
adicéo de 1,8 mL de tampao (Figura 4.3). Em tempos predeterminados, 1 mL de
sobrenadante foi retirado e substituido por tampao fresco. Os testes foram
realizados por um periodo total de sete dias dentro de um banho termostatico a 37
°C e a temperatura dentro do banho foi checada em todas as retiradas das aliquotas
para garantir que a temperatura estava correta. As aliquotas de DOX foram
analisadas em um espectrometro UV-vis no comprimento de onda de 480 nm e de
naringina no comprimento de onda de 282 nm. Foi empregado o procedimento
relatado por LI (2018) ' para calcular a liberagdo cumulativa, o qual esta

representado das Equagdes 1 e 2:
M, =V-C,+V;- Zg;%cn—l (1)
W= =% -100% (2)

Mn e Cn sdo a massa cumulativa liberada e a concentracdo em cada
aliquota, V e V1 sdo o volume do meio de liberagdo e o volume das aliquotas, M é a
massa inicial de farmaco adicionada no frasco e W a porcentagem de liberagao
cumulativa. Todos os testes foram realizados em triplicata para melhor avaliagao

estatistica e os resultados estio na forma de média + DP.

+«——— Sobrenadante (tamp3ao)

+«—— Hidrogel + farmaco

FIGURA 4.3 - Representacdo esquematica do frasco utilizado para o teste de

liberagao controlada de farmacos a partir de matrizes de hidrogel.
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4.2.10 -Teste de erosao dos hidrogéis

Com o intuito de determinar se durante o teste de liberacdo controlada
0 polimero estava sofrendo um processo de dissolugdo e/ou de degradacgao foi
realizado um teste de erosdo. 300 yL de uma solugcido polimérica de PNVCL com
contragdo 20% m/v foi adicionado em um frasco e deixado em um banho
termostatico a 37 °C por 5 min para a formagédo do gel. Em seguida, foi adicionado
1,8 mL de tampao fosfato salino para o teste em pH neutro e 1,8 mL de tampéao
acetato para o teste em pH acido. Assim como no teste de liberacdo, em tempos
pré-determinados 1 mL de sobrenadante foi retirado e substituido por tampéo fresco

durante um periodo de sete dias. Todos os testes foram realizados em triplicata.

4.2.11 -Cromatografia por exclusdao de tamanho (SEC)

Para avaliar a variagdo de massa molar do polimero antes e apds os
testes de eroséo, foi utilizada a técnica de cromatografia por exclusdo de tamanho
(SEC). A analise de 200 pL de solugao PNVCL (0,05 g / mL) foi realizada utilizando
tetraidrofurano (THF) como eluente a 50 °C, taxa de fluxo de 1 mL/min, em um
Viscotek HT-GPC (Malvern) com trés colunas H-806 M (mistas) e detector de indice
de refragcdo. A calibragado foi feita usando padrdes de poliestireno estreitamente
distribuidos (500 a 2500000 g/mol). Os valores encontrados de Mn € Mw para o
PNVCL antes e apds os testes foram 25451 g/mol e 153671 g/mol, respectivamente
e um PDI de 6,04.

4.2.12 -Viabilidade celular

Células tumorais de carcinoma de bexiga (MB49) e fibroblastos (L929)
de camundongos foram mantidos em incubadora a 37 °C, 5% de CO2, 95% de
umidade e em Meio Eagle modificado por Dulbecco - DMEM (Gibco, Life
Technologies, EUA) com altos niveis de glicose, suplementado com soro bovino fetal
a 10% (Gibco, Life Technologies, EUA), glicose 4,5 g/L, L-glutamina 2 mM, NaHCOs
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1,5 g/L, antibiético penicilina 1% (100 U/L ml) e estreptomicina (100 pg /ml) (meio de
cultura completo). As passagens celulares foram realizadas por tripsinizagdo a cada

dois dias. As células foram mantidas em cultura até atingir 90% de confluéncia.

A viabilidade celular foi avaliada por método indireto baseado no
trabalho de PEREIRA (2018) "7, que também testaram um hidrogel compdsito. As
linhagens celulares MB49 e L929 foram semeadas em placas de cultura de 96 pogos
(Corning Incorporated, NY, EUA) na concentragdo de 1x10° células/pogo em Meio
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) completo e mantidas pelo periodo de 24 h
para adesao celular em uma incubadora a 37 °C, 5% de CO2 e 95% de humidade.
Para avaliar o efeito da liberagcdo de DOX pelos polimeros, 300 yL de amostras de
hidrogéis a 20% em peso (em PBS) contendo 0,345 yM de DOX foram incubados
em banho-maria a 37 °C por 15 min com subsequente adicao de 1,8 mL de meio de
cultura DMEM. Apds 24 h, 100 uL do sobrenadante foram adicionados as células em
pocos de 350 uL. Diferentemente do teste anterior em que o meio de liberacéo era o
PBS, neste caso o teste foi realizado em meio de cultura para permitir a adigdo da
aliquota do farmaco liberado nas células. Nao realizamos um teste utilizando apenas
DOX livre, pois esta metodologia ndao mimetizaria as condi¢des de liberagao
controlada e toda a dosagem da droga seria aplicada de uma sé vez nas células.
Apoés 24 h, as células foram lavadas cuidadosamente com tampédo PBS (1X) e o
teste de viabilidade celular foi realizado adicionando 200 uL/pog¢o de uma solucéo de
Resazurina 70 mM (Sigma-Aldrich, EUA). As células foram mantidas por 4 horas
nesta solugdo e as leituras de absorbéancia foram feitas em um espectrofotdmetro

entre os comprimentos de onda de 570 a 600 nm.

4.2.13 - Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com GraphPad Prism 9
(GraphPad Software, Califérnia, EUA). Os dados foram expressos como média *
desvio padrao de experimentos com pelo menos trés ensaios independentes. As
diferengas entre os grupos foram analisadas analise de variancia (ANOVA) de uma
via, usando o teste de Tukey para avaliagbes post hoc das diferengas entre as

amostras. A significancia estatistica foi definida como p < 0,05.



27

5 - RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 - Nanoparticulas de SiO:

O método Stdber é conhecido por permitir a obtengdo em larga escala
de nanoparticulas de silica monodispersas 2. Nesta reag&o, o alcoxido de silicio
solubilizado em etanol é hidrolisado pela agua, sendo um processo catalisado pela
amoénia (Equacéo. 3). Como resultado, o tetraedro de silica formado na reagéo
anterior se condensa em uma rede tridimensional de liga¢gdes Si-O-Si, gerando a

estrutura SiO2 (Equacao 4).
Si(OC2Hs)4 + 4 H20 — Si(OH)4 + 4 C2Hs0H (3)
Si(OH)s — SiO2 + 2 H20 4)

ARANTES (2012) """ mostrou que é possivel controlar o tamanho das
nanoparticulas de SiO2, modificando a quantidade de cada reagente adicionado na
mistura reacional. Em todos os experimentos em que a quantidade de amdnia em
solucao foi reduzida de 0,06 para 0,03 mol, houve uma diminuigdo no diametro das
esferas de silica. Uma possivel explicacdo para esse efeito € que a amoénia favorece
a formagdo de mais grupos silanodis, sendo que a formagdo desses grupos pela
reacdo de hidrdlise é a etapa determinante ''8. No presente estudo, foram utilizadas

essas mesmas quantidades de hidroxido de amdnio para controlar o tamanho das

O$ O$ O$
o

o}
OCH3\8>
o/ h

nanoparticulas.

OCHz—_ |
OCH; /Sl\o c)/ \O

T

FIGURA 5.1 - Esquema do ancoramento do agente organosilano MPS na superficie

das esferas de silica de forma monodentada, bidentada e tridentada.
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Apés 4 h de reacédo, o MPS foi adicionado a solugao para funcionalizar
a superficie das nanoparticulas visando a formacgéao de ligagbes covalentes entre as
nanoparticulas de SiO2 e a matriz polimérica. As moléculas de MPS se ligam a
superficie das esferas de silica através de uma reagcdo de condensacédo entre o
grupo -OCHsz do MPS e o grupo silanol da silica 19129, BORSACCHI (2006) '?!
mostrou que esse ancoramento pode ocorrer de trés formas: monodentada,
bidentada e tridentada, como mostrado na Figura 5.1. A funcionalizagdo dessas
nanoparticulas garante um sistema disperso, visto que o organosilano cria um
impedimento estérico, assim como a polimerizagao radicalar das nanoparticulas com
o PNVCL através da ligagado covalente dos grupos metacrilato do MPS com os

grupos vinil do monédmero NVCL.

(b)

314 + 16 nm

Contagem

250 300 350
Tamanho de particula / nm

FIGURA 5.2 - Imagem de MEV (a) e distribuicdo de tamanho (b) de nanoparticulas

de SiO2 sintetizadas com 2 mL de NH3 nao funcionalizadas.
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Neste estudo foi variada a quantidade de aménia adicionada no inicio
da reacdo (1 e 2 mL) para obter nanoparticulas de silica de dois tamanhos
diferentes. E possivel ver nas Figuras 5.2 e 5.3, respectivamente, as imagens de
microscopia eletrénica de varredura (MEV) das nanoparticulas sintetizadas com
2 mL de ambnia sem MPS (denominada SiO2-Sem MPS) e com MPS (denominada
SiO02-330 nm). As nanoparticulas sem MPS apresentaram didmetro médio de
314 £ 16 nm, enquanto as nanoparticulas funcionalizadas apresentaram diametro
médio de 330 + 21 nm.

330 +21 nm

Contagem

200 300 400
Tamanho de particula / nm

FIGURA 5.3 - Imagem de MEV (a) e distribuicdo de tamanho (b) de nanoparticulas

de SiO2 sintetizadas com 2 mL de NH3 funcionalizadas.

A Figura 5.4 mostra as nanoparticulas funcionalizadas sintetizadas com
1 mL de aménia (denominadas SiO2-80 nm). E possivel ver que as nanoparticulas
mantiveram a morfologia esférica e o didmetro médio encontrado foi de 80 £ 13 nm.

Este resultado estd em acordo com o observado por ARANTES (2012) "' que
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também obteve nanoparticulas menores quando usaram menores quantidades de

NHs.

Contagem

50 100 150
Tamanho de particula / nm

FIGURA 5.4 - Imagem de MEV (a) e distribuicdo de tamanho (b) de nanoparticulas

de SiO2 sintetizadas com 1 mL de NH3 funcionalizadas.

A técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS) foi utilizada para
estimar o didmetro hidrodinadmico (Dn) das nanoparticulas de silica funcionalizadas.
Na Figura 5.5 estédo representadas as distribuicdes dos didmetros hidrodindmicos
em fungdo da porcentagem numérica. Assim como na medida de MEV, as
nanoparticulas sintetizadas com 2 mL de amoénia (Figura 5.5a) apresentaram um
maior diametro médio de 375 + 66 nm, em comparacdo com as nanoparticulas

sintetizadas com 1 mL de amoénia que apresentaram 98 + 15 nm (Figura 5.5b).
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(a) Si0,-330 nm (b) Si0,-80 nm
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FIGURA 5.5 - Distribuigdes de diametro hidrodindmico das nanoparticulas SiO2-330
nm (a) e SiO2-80 nm (b).

Apesar de os dados das medidas de MEV e DLS serem coerentes, é
possivel notar que os valores de diametro obtidos pela técnica de DLS foram
maiores para ambas as nanoparticulas. Isso ocorre porque a técnica de MEV avalia
o diametro das nanoparticulas secas, enquanto que a técnica de DLS avalia o
diametro hidrodinamico '22. A importancia de medir o didmetro das nanoparticulas
utilizando estas duas técnicas é pelo fato de elas se complementarem. Apesar de o
DLS avaliar um outro tipo de diametro, o numero de nanoparticulas analisadas é

maior do que na medida de MEV, gerando um dado estatistico mais representativo.

Para avaliar se o processo de modificacdo das nanoparticulas de silica
com MPS foi bem-sucedido, utilizou-se a técnica de FTIR. Na Figura 5.6 é possivel
ver os espectros das trés nanoparticulas sintetizadas: SiO2-Sem MPS, SiO2-80 nm e
Si02-330 nm. O espectro do material ndo modificado apresenta apenas bandas
relacionadas a silica, sendo as principais as vibragdes do grupo —OH na regido de
3700-3200 cm™' e do grupo Si-O na regido de 1320-1000 cm™" 123,
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FIGURA 5.6 - Espectros de FTIR das nanoparticulas de SiO2 sintetizadas pelo
meétodo de Stober.

Nos espectros dos materiais funcionalizados € possivel ver as bandas
relacionadas aos estiramentos assimétrico e simétrico e a deformacgao no plano de H
ligado a carbono com hibridizagdo sp® (H-C sp®) do grupo CH2 em 2930, 2845 e
1452 cm', respectivamente '?4. Além disso, é possivel ver o estiramento do grupo
C=0 em 1713 cm'. Uma outra diferenga em relacdo ao espectro do material ndo
funcionalizado, € a mudanga da banda relacionada ao grupo —OH. Nos espectros
dos materiais com MPS, essa banda é menos intensa na regido de 3700-3200 cm-",
mostrando que parte desses grupos reagiu com o agente organosilano por
condensacgao. Estes resultados mostram que o MPS foi capaz de ser ancorado na
superficie das nanoparticulas com a metodologia utilizada. Na Tabela 5.1 estédo

resumidos os modos vibracionais.
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TABELA 5.1 - Modos vibracionais identificados nos espectros de FTIR das

nanoparticulas de SiO2.

Numero de onda / cm™

Modos vibracionais

3260

1111

957

806

473

2930

2845

1709

1458

Estiramento -OH
Estiramento assimétrico Si-O-Si
Estiramento Si-OH
Deformacéao no plano -OH
Deformacéo no plano Si-O
Estiramento assimétrico —CH.-
Estiramento simétrico —CH,-
Estiramento C=0

Deformagéao no plano —CH.-

Para quantificar a quantidade de MPS nas nanoparticulas esféricas de

silica, foi utilizada a técnica de analise termogravimétrica. Na Figura 5.7 € possivel

ver que todas as nanoparticulas apresentaram uma perda inicial de massa até a

temperatura de 190 °C relacionada com a eliminagdo de agua adsorvida. Para os

materiais SiO2-330 nm e SiO2-80 nm a massa de agua evaporada foi de 8,4 e 8,0 %,

respectivamente. Para o material ndo funcionalizado, a perda foi de 10,3 %.



34
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FIGURA 5.7 - Curvas de analises termogravimétricas das nanoparticulas de SiO2.

Para calcular a quantidade de MPS nas nanoparticulas, foi feita uma
normalizagdo das curvas, representada na Figura 5.8a, a partir de 190 °C para
excluir a massa de agua evaporada. Ambos os materiais apresentaram uma perda
de massa intensa entre 250 e 450 °C e uma menos intensa entre 450 e 650 °C,
representadas pela primeira derivada na Figura 5.8b. Elas est&o relacionadas com a
degradagdo e a evaporagao das moléculas de MPS ligadas a superficie das
nanoparticulas '?°. A nanoparticula de 80 nm apresentou ainda um evento a mais
em relagdo a nanoparticula de 330 nm proximo de 270 °C, podendo ser moléculas
de MPS que estavam ligadas mais fracamente com a superficie, o que permitiu sua

saida em menores temperaturas.

Vale ressaltar que a degradagéo ocorre em uma faixa de temperatura e
ndo em um valor especifico porque a matéria organica se degrada lentamente,
resultando em uma faixa de perda de massa. Em relacdo a determinacao de fracao
massica de organosilano, a amostra SiO2-330 nm apresentou uma perda de massa
total de 5,7 %, enquanto as nanoparticulas SiO2-80 nm uma perda de 6,0 %. Estes
resultados também confirmam que o MPS esta ligado covalentemente as
nanoparticulas, visto que sua temperatura de ebulicdo € de 190 °C e ndo ha nenhum

evento de perda de massa nessa temperatura.
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FIGURA 5.8 - Curvas termogravimétricas normalizadas em

nanoparticulas funcionalizadas (a) e sua primeira derivada (dTG) (b).
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5.2 - Poli(N-vinilcaprolactama) (PNVCL)

A metodologia utilizada para a sintese dos polimeros foi baseada no
procedimento utilizado anteriormente pelo grupo '35, O iniciador AIBN é um
iniciador térmico e libera radicais no meio reacional ao ser aquecido a 70 °C, os
quais quebram as ligagdes duplas do grupo vinilico do monémero NVCL dando inicio
a polimerizagédo. No caso dos nanocompadsitos, além da dupla ligagdo do monémero,
ha também a dupla ligagdo do grupo metacrilato do MPS. Com isso, as
nanoparticulas se ligam covalentemente a cadeia polimérica, como mostrado na
Figura 5.9. Para garantir a purificacdo do material sintetizado, ao final da reagéo foi
adicionado agua destilada no reator e a solugdo foi transferida para uma membrana

de dialise para permitir saida do solvente DMSO.

m n

S §<j

+ Si—O Sl—O
AN I
\ 12
NVCL |
\ \
SiO, - MPS

FIGURA 5.9 - Esquema representando a polimerizacao entre o monémero NVCL e
as nanoparticulas de silica funcionalizadas para formar os nanocompdsitos com 1 e
5% de SiOo.

Para determinar se o PNVCL e os nanocompdsitos foram formados ou
se ainda havia a presenga de monémeros que nao reagiram, foi utilizada a técnica
de RMN de nucleo 'H em solugéo. Na Figura 5.10 € possivel ver os espectros de

PNVCL e dos nanocompdsitos na presenca de 1 e 5% de SiO2-80 nm (NC-1%-80,
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NC-5%-80) e SiO2-330 nm (NC-1%-330, NC-5%-330) dispersos em agua deuterada
(D20). Pela elucidacdo dos espectros, observa-se que nado ha a presenca de
mondémero residual, visto que o espectro do monémero de NVCL apresenta um pico
com deslocamento perto de 7 ppm %8, Isso indica que o processo de purificagdo foi
eficaz na retirada de possiveis mondmeros residuais. Todos o0s picos foram
identificados como sendo de poli(N-vinilcaprolactama) >’ e sua correlagdo com a
estrutura do polimero pode ser vista na Figura 5.10. Além disso, os espectros dos
nanocompdsitos sdo idénticos ao do polimero puro, indicando que a adi¢cdo de

nanoparticulas nao afetou o processo de polimerizacao.

—— PNVCL
1,4,5,6
2 3 7
J — NC-5%-330
l ——— NC-5%-80
—— NC-1%-330
——NC-1%-80
8 7 & 5 4 3 2 1
&/ ppm

FIGURA 5.10 - Espectro de RMN em nucleo de 'H do polimero PNVCL.

A espectroscopia vibracional na regido do infravermelho foi utilizada
como técnica complementar para determinar a formagao dos polimeros. A Figura
5.11 mostra os espectros do polimero puro e dos nanocompdsitos, sendo possivel
ver que todos os espectros sdo semelhantes ao do PNVCL. Esse resultado
corrobora com o de RMN indicando que a insergao de nanoparticulas ndo afetou a

formacdo das cadeias poliméricas. As bandas principais s&do: o estiramento das
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ligagbes C=0 e C-N em, respectivamente, 1649 e 1460 cm™, vibragbes do grupo
CH2 fora do plano em 1350-1150 cm™' e estiramentos simétrico e assimétrico do
grupo CH2 em 2856 e 2924 cm', respectivamente '?®. Na Tabela 5.2 estdo
resumidos os modos vibracionais identificados nos espectros.

——PNVCL
——NC-1%-80

——NC-5%-80
——NC-1%-330

-
w

4000 3000 2000 1000

Numero de onda / cm”

Transitancia / %

FIGURA 5.11 - Espectros de infravermelho do polimero puro e dos nanocompdsitos
obtidos em KBr.

TABELA 5.2 - Modos vibracionais identificados nos espectros do polimero puro e
dos nanocompositos.

Numero de onda / cm""’ Modos vibracionais
2924 Estiramento assimétrico —CH2-
2856 Estiramento simétrico —CHa-
1649 Estiramento C=0
1460 Estiramento C-N
1350 — 1150 Deformacao fora do plano —CHaz-

721 Deformacao C-N
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A analise termogravimétrica foi utilizada para determinar a quantidade
de silica ancorada em cada nanocompdésito apds a polimerizagdo. Na Figura 5.12
estdo representadas as curvas de perda de massa dos polimeros sintetizados.
Assim como nas nanoparticulas funcionalizadas, € possivel ver uma perda de massa
inicial até a temperatura de 200 °C relacionada a eliminagdo de agua adsorvida,

sendo neste caso préoxima a 11% para todos os materiais.

——PNVCL
—— NC-1%-80
—— NC-1%-330
80 —— NC-5%-80
——NC-5%-330
§° 60 -
(0]
w0
@ 40-
S
20
0 -

1('30 ' 2(')0 ' 360 ' 460 ' 5(')0 ' 660
Temperatura / °C
FIGURA 5.12 - Curvas termogravimétricas dos polimeros aquecidos até 600 °C em

atmosfera de gas oxigénio.

Para o calculo do teor real de nanoparticula, foi feita a normalizagao
das curvas termogravimétricas em 200 °C (Figura 5.13a) e a massa residual de
PNVCL em 600 °C foi subtraida da massa residual de cada material. Os valores
encontrados podem ser vistos na Tabela 5.3 e apresentam desvio padrao ja que os
testes foram feitos em duplicatas. Os valores sdo diferentes do esperado, sendo
acima e abaixo dos valores tedricos de 1 % 5 %, respectivamente. Os valores mais
altos podem ser explicados pela determinacgao indireta da quantidade de silica nos
nanocompasitos, que traz um erro maior para a medida de uma pequena quantidade
de massa. Ja os valores menores podem ser explicados pela saida de
nanoparticulas de silica ndo ligadas covalentemente as cadeias poliméricas pelos

poros da membrana de celulose durante o processo de purificagao por dialise.
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Analisando o perfil de degradacdo, PNVCL e seus nanocompdsitos
atingiram 5% de perda de massa quase na mesma temperatura (Ti), conforme
mostrado na Tabela 5.3. Por outro lado, a Tmax (temperatura de perda de massa
maxima determinada pelo valor maximo da primeira derivada) aumentou 4-5 °C para
0s nanocompositos, indicando uma melhora na estabilidade térmica. A perda de
massa com um maximo em 427,5 °C observada para o PNVCL puro, identificada
pela primeira derivada da curva TG na Figura 5.13b, foi semelhante ao valor relatado
por REJINOLD (2011) . Além disso, a diferenca entre Tmax € Ti (AT) fornece
informacdes sobre a cinética de perda de massa e as interagdes entre o polimero e
a nanoparticula %%, Um aumento nos valores de AT de 4-7 °C para os
nanocompositos sugere que a cinética de decomposi¢cdo passou a ser mais lenta
quando as nanoparticulas de silica foram adicionadas. Isso pode indicar fortes

interacdes entre as cadeias poliméricas e as nanoparticulas.

a —— PNVCL
( )100 ——NC-1%-80
—— NC-1%-330
80+ —— NC-5%-80
° —— NC-5%-330
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@
s 404
20+
0-
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——— NC-5%-80
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FIGURA 5.13 - Curvas termogravimétricas dos polimeros normalizadas em 200 °C

(a) e a primeira derivada de todas as curvas (b).



41

TABELA 5.3 - Porcentagem real de nanoparticula de silica ancorada em cada

nanocompasito calculada por medidas de TG.

Material Massa de SiO2/ % Ti (°C) Tmax (°C) AT (°C)

PNVCL 0.0 389,0+0,0 427,5+0,5 38,5+0,5
NC-1%-80 1,8+0,2 388,7£0,3 432,0+ 3,5 43,3+29
NC-1%-330 1,5+0,1 387,0+2,0 432,5+25 455+ 0,5
NC-5%-80 45+0,2 389,0+0,0 432,0+0,0 43,0+ 0,0
NC-5%-330 46 +0,1 389,0+1,0 431,0+2,0 42,0+ 3,0

As temperaturas de transicdo vitrea (Tg) do polimero puro e dos
nanocompositos foram obtidas por analise de DSC. Essa temperatura pode ser
definida como a temperatura média da faixa na qual ocorre uma transicdo do estado
vitreo da fase amorfa do polimero para o estado couraceo. Foram feitas duas
rampas de aquecimento sendo a primeira para a eliminagdo de agua adsorvida e a
segunda para o célculo de Tg. E importante eliminar as moléculas de agua antes da
analise pois elas atuam como plastificantes das cadeias de PNVCL. E possivel ver
na Figura 5.14 que as curvas dos nanocompdsitos sdo bem parecidas com a curva
apresentada pelo polimero puro. Os valores de T4 foram obtidos utilizando o
software do proprio equipamento através da fungdo que calcula o ponto de inflexdo
na mudanca de linha de base utilizando a primeira derivada dessas curvas. Os
valores encontrados estdo na Tabela 5.4 e é possivel ver que todos estdo proximos
de 197 °C. Esse resultado indica que a inser¢ao das nanoparticulas ndo afetou a
mobilidade das cadeias poliméricas, o que € evidenciado pelos valores préximos de
Tg.
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FIGURA 5.14 — Curvas de DSC do polimero puro e dos nanocompdsitos utilizadas

para calcular o valor da temperatura de transicao vitrea.

TABELA 5.4 - Valores de temperatura de transicdo vitrea encontrados para os

polimeros sintetizados calculados pelo ponto de inflex&o.

Material Temperatura de transig¢ao vitrea (Tg) / °C
PNVCL 197

NC-1%-80 198

NC-1%-330 198

NC-5%-80 196

NC-5%-330 197
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5.3 - Transigcao sol-gel

Como mencionado anteriormente, polimeros termossensiveis quando
solubilizados em agua a temperatura ambiente estdo em um estado de cadeias
solvatadas. O sistema neste caso € transparente e as interagdes entre o polimero e
as moléculas de agua ocorrem através de ligacbes de hidrogénio. Com o
aquecimento acima da temperatura critica inferior de solubilizagado (LCST), ocorre a
separagao de fases e o polimero aglomera-se através de interagbes dipolo-dipolo
entre os grupos amida e forgas de van der Waals entre as cadeias poliméricas
(Figura 5.15). Nesse caso, o sistema perde sua transparéncia, tornando-se opaco e
mais viscoso devido a formagéo do estado globular. Como consequéncia, ocorre a
expulsdo das moléculas de agua e uma separagao de fases formando o hidrogel. A

LCST reportada do PNVCL ¢é abaixo da temperatura fisioldégica, o que permite sua

aplicagao como hidrogel injetavel para sistemas de liberagéo controlada.

FIGURA 5.15 - Esquema representando uma solugdo de PNVCL em uma
temperatura abaixo da LCST e apds ser aquecida a uma temperatura acima da
LCST, ocorrendo a transigado sol-gel com formagdo de globulos e separagéo de

fases.

Em um trabalho anterior do nosso grupo ''4, nanocompésitos de
PNVCL com 1 e 5 % m/m de nanofibras de silica mesoporosa foram estudados. A
presenca de silica alterou o padrao de transicéo sol-gel, que ocorreu de forma difusa

devido a formacgao de estados intermediarios entre os sistemas silica e PNVCL. Isso
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foi confirmado pela investigagdo dos movimentos da molécula de agua e do
segmento de polimero com RMN de relaxamento. Ele mostrou que a presencga de
nanofibras alterou as interagdes inter e intramoleculares e limitou o processo de

hidratacdo/desidratagcado durante a transicao.

O comportamento do polimero e de seus nanocompdsitos em solugao
foi caracterizado pela medig&o da transmiténcia da solugéo polimérica em diferentes
temperaturas em um espectrofotobmetro UV-vis. A Figura 5.16 mostra os espectros
de UV-vis de uma solucdo de PNVCL em fungao da temperatura. Até a temperatura
de 33,5 °C, é possivel ver que a solugao é transparente, ja que as transmitancias
estdo préoximas a 100%. A 34,0 °C, a transmiténcia decaiu devido ao inicio da
transicdo do estado soluvel para o estado aglomerado, que se completa a 34,5 °C.
Apods a transigdo, a solugdo bloqueia a passagem da luz e sua transmitancia é

proxima de zero.

1004PNVCL _ -
25.0°C < T < 335 °C
= 754
o
(&)
b
€ 504
£
[72]
C
S
= 1
e T-34,0°C
T> 3450
0

200 300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda / nm

FIGURA 5.16 - Espectros de UV-vis do polimero PNVCL em diferentes

temperaturas.
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O mesmo procedimento foi aplicado as solugdes dos nanocompdésitos
de PNVCL com esferas de silica de 80 nm (Figura 5.17) e de 330 nm (Figura 5.18).
E possivel observar que todos os materiais apresentaram um decaimento difuso da
transmitancia com o aumento da temperatura, diferentemente do polimero puro, que
apresentou curvas semelhantes antes da transicdo. A transmitdncia dos
nanocompdsitos diminuiu lentamente antes da Tcp, temperatura na qual ocorre uma
queda brusca, confirmando a formacéo da fase aglomerada. O valor de Tcp de todos
os polimeros foi considerado como a temperatura na qual ocorreu uma grande

queda no valor de transmitancia e os valores encontrados estdo na Tabela 5.5.

E possivel ver que a insercdo de nanoparticulas de silica ndo alterou o
valor de Tcp para a maioria dos nanocompositos em relagdo ao polimero puro. Em
um outro estudo sobre nanocompdsitos de PNVCL com tetrametoxisilano, também
baseado em silica, LOOS (2003) "' reportou que ndo houve mudanca da
temperatura de transi¢gdo, mostrando que o resultado da Tabela 5.5 esta de acordo.
Porém, dentre os nanocompdsitos, o material NC-1%-330 apresentou uma
temperatura de transicdo 0,5 °C maior do que a dos outros. Isso pode indicar que
esse polimero apresenta massa molar menor, ja que MEDEIROS (2010) 8 observou
que a LCST do PNVCL aumenta com a diminuicdo da massa molar. Cadeias
menores exigem mais energia para serem separadas das moléculas de agua, o que

dificulta a aglomeracéo e, por fim, a separagao de fases.

Outra diferengca em relacdo ao polimero puro, € a menor transmitancia
desde a temperatura inicial encontrada nos nanocompdsitos. Nos espectros apenas
das nanoparticulas nas concentracdes tedricas utilizadas nos nanocompdsitos e no
fator de diluicdo utilizado para as andlises (0,01 e 0,05 %) as transmiténcias
encontradas foram maiores do que as dos nanocompdésitos (resultado n&o
mostrado), porém menores do que do polimero puro. Esse resultado mostra que a
reducdo da transmitancia com a temperatura ndo é causada apenas pela presenca
das nanoparticulas, mas sim pela interagdo das mesmas com as cadeias

poliméricas, a qual cria uma nova estrutura.

A analise destes espectros mostra também que na temperatura
fisiolégica (37,0 °C), todos os polimeros sintetizados ja ndo estdo mais soluveis, o
que permite sua utilizacdo em sistemas de liberacdo controlada. Uma rapida
liberacdo da dose do medicamento pode ocorrer caso uma fracdo do polimero
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permaneca soluvel apds a aplicagao. Para evitar este problema, é recomendado que
a temperatura de transi¢gao seja menor do que 37,0 °C, sendo neste caso proximo a
34,0 °C. Além disso, como o intuito deste estudo é utilizar o nanocompdsito em
sistemas de liberacdo controlada, é importante que a adicdo de nanoparticulas na

matriz polimérica nao altere o valor da Tcp.
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FIGURA 5.17 - Espectros de UV-vis dos nanocompdsitos com esferas de 80 nm em
diferentes temperaturas.
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FIGURA 5.18 - Espectros de UV-vis dos nanocompdsitos com esferas de 330 nm em
diferentes temperaturas.



48

TABELA 5.5 - Valores de T¢p encontrados avaliando a variagao da transmitancia das

solucdes poliméricas com o aumento de temperatura.

Temperatura de ponto de

Material turvacéo (Tep) / °C

PNVCL 34,0
NC-1%-80 34,0
NC-1%-330 34,5
NC-5%-80 34,0
NC-5%-330 34,0

Uma possivel explicagdo para o diferente comportamento em solugéo
dos nanocompdsitos em comparacdo ao polimero puro € que as nanoparticulas
estao alterando a solvatagdao das cadeias do polimero e, como consequéncia, as
interagdes hidrofilicas/hidrofébicas durante a transi¢cao sol-gel. A entropia de mistura
da solugcdo de PNVCL em agua diminui com o aumento da temperatura, o que faz
com que as cadeias poliméricas comecem a se aglomerar, levando a separagéo de
fases e a formagao de hidrogel. A presenga de nanoparticulas na matriz polimérica
pode estar interferindo na interagdo das moléculas de agua com as cadeias
poliméricas, fazendo com que os glébulos comecem a se aglomerar em

temperaturas abaixo da Tcp, diminuindo a transmiténcia de forma difusa.

Esse perfil de transigédo difusa também foi relatado por LIN (2006) 132
para microgéis de PNIPAAm-co-AA sintetizados por diferentes métodos. Esses
materiais mostraram uma transicdo de volume em uma ampla faixa de temperatura,
semelhante aos nanocompdsitos no presente estudo. Os autores explicaram a
transicao difusa pela presenca de transicobes de volume microscopicas e
macroscopicas 33134 A medida que a temperatura aumentou, os segmentos de
NIPAM comegaram a expulsar as moléculas de agua da rede polimérica devido ao
aumento de hidrofobicidade, iniciando as transi¢ées microscopicas. Em seguida, a
transicdo macroscoépica ocorreu com a formacao de ligagdes de hidrogénio intra e

intermoleculares entre as cadeias poliméricas.



49

Desta forma, a queda inicial na transmitadncia dos nanocompdsitos de
PNVCL com silica é devido as transicbes microscopicas que ocorrem através do
auto-enovelamento de cadeias poliméricas na superficie das nanoparticulas. Isso
indica que além das nanoparticulas afetarem a solvatacdo das cadeias, elas
aumentam também a area superficial para a aglomeragao dessas cadeias. Depois, a
transicao macroscoépica ocorre na temperatura de transicdo e leva a formacgao do

hidrogel através de grandes aglomeragdes de cadeias.

A técnica de DLS foi usada para entender melhor a formacéo do estado
globular desses materiais. As solugées de PNVCL, NC-5%-80 e NC-5%-330 da
medida anterior foram diluidas (0,01% m/v) e aquecidas de 33,0 a 34,6 °C com
1 minuto de intervalo para o sistema estabilizar a cada 0,2 °C. Essa faixa de
temperatura foi escolhida porque esta localizada abaixo da T, onde os

nanocompdsitos agiram de maneira diferente do polimero puro.

A Figura 5.19 mostra a aglomeracéo inicial de cadeias poliméricas e a
formacao de glébulos com aquecimento pela técnica de DLS. Como as solugdes
para essa medida foram diluidas, houve um deslocamento da T¢p para uma
temperatura mais alta, explicando porque o didmetro hidrodinamico do polimero puro
permaneceu constante durante todo o intervalo. O polimero PNVCL possui uma
LCST do tipo I, com comportamento classico de Flory-Huggins, no qual tanto o
aumento da massa molar quanto o aumento na concentragao da solugao polimérica
levam a um valor menor de LCST. Vale ressaltar também que foram analisadas as
distribuicbes numeéricas de tamanho, ja que as distribuigdes de volume e intensidade

d&o um peso maior ao diametro.

O nanocompdsito NC-5%-80 apresentou nanoestruturas com tamanho
meédio inicial de 95 nm devido a presenca de nanoparticulas de silica com diametro
de 80 nm. A medida que a temperatura aumentou, os glébulos atingiram um
tamanho médio de 263 nm. NC-5%-330 também apresentou estruturas maiores
devido a presenca de nanoparticulas de silica (330 nm), além de um aumento no
tamanho de seus globulos de 350 nm para 588 nm. Este resultado esta de acordo
com o obtido nas Figuras 5.16, 5.17 e 5.18, confirmando que os glébulos nos
nanocompodsitos comegam a crescer em temperaturas mais baixas que a T¢p, sendo

responsavel pela queda na transmitancia.
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FIGURA 5.19 - Analise da distribuicdo numérica do didmetro hidrodindmico dos
glébulos poliméricos com temperatura para PNVCL, NC-5%-80 e NC-5%-330
medidos no DLS.

A variagdo na viscosidade com a temperatura também fornece
informacdes importantes sobre o comportamento desses materiais em solucao.
Quando o PNVCL transita da fase solvatada para a aglomerada, ha um aumento na
viscosidade da solugdo. Isso é explicado pela aglomeragdo de cadeias poliméricas
em solugdo e a formacdo do hidrogel por interagbes fisicas, que neste caso
ocorreram a 36,0 °C para todos os materiais (Figura 5.20). Com a adi¢cdo de
nanoparticulas de SiO2 na matriz polimérica, ndo houve alteragdo no valor da
viscosidade a 33,0 °C. No entanto, os materiais NC-5%-80 e NC-5%-330 mostraram
um aumento na viscosidade a 35,5 °C, o qual nédo esta presente no PNVCL. Esse
aumento pode estar relacionado ao crescimento dos glébulos antes da temperatura

de transicdo, como mostrado anteriormente.
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FIGURA 5.20 - Viscosidade dindmica das solug¢des aquosas de PNVCL, NC-5%-80

e NC-5%-330 com concentragcédo de 1% m/v em diferentes temperaturas.

A insergdo de nanoparticulas no PNVCL pode afetar ndo apenas o
perfil da transicdo sol-gel, mas também a sua termodinamica. Para calcular as
variagdes na entalpia e na entropia, pode-se usar uma analogia do trabalho de van’t
Hoff 135136 sobre o desdobramento de proteinas globulares. Isso é possivel devido a
simplicidade da transi¢cado e sua reversibilidade. No caso de proteinas, é utilizado um
modelo que consiste em dois estados: nativo (N) e desdobrado (D), os quais estao
em equilibrio. E possivel usar essa metodologia mesmo para os casos em que a
proteina apresenta uma transicdo por multiplos passos com intermediarios estaveis,
porém os valores obtidos s&o subestimados, sendo necessario o uso de calculos
mais avancados. Esse mesmo modelo ja foi utilizado com sucesso por ALF (2011)
137 e FUCINOS (2014) '8 para calcular, respectivamente, os parametros
termodinamicos da transicdo de homopolimeros e copolimeros reticulados de

PNIPAAmM e de nanohidrogéis com diferentes graus de reticulagéo.
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FIGURA 5.21 - Variacdo da transmitadncia a 500 nm das solugbes dos polimeros
PNVCL, NC-1%-80, NC-1%-330, NC-5%-80 e NC-5%-330 com o aumento da

temperatura.

No caso dos polimeros termossensiveis, considera-se que o sistema é
formado por um equilibrio simples entre dois estados (Equag&o 5): uma fase
solvatada (FS) e uma fase colapsada (FC) e que, em qualquer temperatura entre
esses estados, o polimero estaria parcialmente colapsado (Equagdo 6). Para
determinar as fragdes de polimero soluvel (f;) e polimero colapsado (f;), um
parametro espectroscopico pode ser usado. Um exemplo é a densidade ética (OD)
que pode ser calculada a partir da transmitdancia em um comprimento de onda
especifico (Equacdo 7). Neste trabalho, os comprimentos de onda escolhidos para
converter as transmitancias das Figuras 5.16, 5.17 e 5.18 foram de 400-600 nm e a
média deles pode ser vista na Figura 5.21. Esses valores de transmitancia foram
convertidos em densidade otica e o resultado pode ser visto nas Figuras 5.22, 5.23 e
5.24.

FSZFC (5)

fstfe=1 (6)

0D =2 —1log(T%) (7)
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FUCINOS (2014) 138 estudou a transicdo do polimero termossensivel
PNIPAAmM avaliando a variacdo de OD da solucédo de polimero com a temperatura.
Os valores de OD do platd inferior foram definidos como caracteristicos da fase
solvatada (ODs) e os valores de platd superior como sendo da fase colapsada
(ODc). Considerando que o sistema é formado apenas pelas fragbes f; e f., a

qualquer momento da transigao:
OD = 0D - f; + 0D, - f, (8)

A partir da Equacgéo 8, € possivel calcular a constante de equilibrio
aparente de aglomeracéao (Ka) (Equacao 9). Considerando que a variagdo da energia
de Gibbs (AG) é zero no equilibrio, sabe-se que a relagao entre a energia de Gibbs
padrao de transicdo em uma temperatura T e a constante Ka é dada pela Equacéao
10, na qual R é a constante dos gases ideais (8,314 J mol' K").

K, = 9)

AG°; = —R-T - InkK, (10)

Quando ocorre a transicdo do estado soluvel para o colapsado,
observa-se uma variagdo da capacidade calorifica molar (ACp) do hidrogel.
Considerando que essa variacao € independente da temperatura, a dependéncia de
AS°t e AH°T em fungéo da temperatura pode ser estimada pelas Equagdes 11 e 12:

AS°r = AS°cy + ACp - In (Ti) (11)

cp
AH°r = AH°., + ACp - (T —Ty,) (12)

Nestas equacées, T,,, AS°., € AH°., representam, respectivamente, a
temperatura e as variacbes padrdes de entropia e entalpia no ponto médio de
transicdo. Quando T = T¢p, as concentragdes da fase soluvel e da fase aglomerada
sdo iguais, e, portanto, Ka = 1. Ao substituir essas relagbes na Equagédo 13,

encontra-se a Equacao 14.

AG°; = AH®; — (T - AS°;) (13)

AG®; = AHC, (1 - TT_,,> + ACp [(T ~T,)—T-In (Tl)] (14)

cp
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Reordenando essas equacdes, FUCINOS (2014) 138 obteve a Equacgao
15, a qual pode ser ajustada em uma curva de OD em funcéo da temperatura para

determinar os parametros Tm, AH®,, € ACp.

0D.—0Dg
OD =0D, — _<(T_Tcp)(TCp-ACP.AH°Cp)> ACp (15)
Lre RTTcp TR

()

As Figuras 5.22, 5.23 e 5.24 e a Tabela 5.6 mostram, respectivamente,
o ajuste da Equacgao 15 aos dados experimentais e os parametros termodindmicos
calculados. Como relatado por FUCINOS (2014) 38 os valores de variagdo da
capacidade calorifica obtidos ndo s&o significativos devido aos valores negativos e

ao alto desvio padrdo, provavelmente devido a aproximagdo de que AC, €

independente da temperatura, e por isso ndo estao representados na Tabela 5.6.
Como o sistema esta em equilibrio na temperatura de transicéo, € possivel calcular

AS°., usando a Equagéo 16:

AH°cp,

AS°, = (16)

Tep

{PNVCL

208 300 302 304 306 308
Temperatura / K

FIGURA 5.22 - Valores de OD a 500 nm para solugdo (1% m/v) de PNVCL em

diferentes temperaturas e ajuste da Equacgao 15 aos dados experimentais.
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Como ¢é possivel ver na Figura 5.22, a curva de variagdo de OD do
PNVCL possui apenas um ponto na inflexdo. Isso indica que a transi¢cao entre as
fases solvatada e aglomerada do PNVCL ocorre em uma faixa estreita de
temperatura, menor do que 1 °C. Ja nos estudos mencionados sobre PNIPAAm, foi
possivel obter até 6 pontos na inflexdo, indicando que a transicdo desse outro

polimero termossensivel ocorre em uma faixa bem maior de temperatura.

A Equacdo 15 considera que os valores de densidade otica séo
constantes antes (ODs) e apds (ODc) a transigao, assim como é possivel ver na
Figura 5.22 para o polimero puro. Entretanto, como os nanocompdsitos apresentam
uma transicao difusa, os valores de OD nas temperaturas inferiores a transicao
comegam a aumentar gradualmente, desviando-se do ajuste. Desta forma, a
insercdo das nanoparticulas pode ter acarretado na criacdo de um terceiro estado,
além dos estados solvatado e aglomerado, previstos na equagcdo. Como
consequéncia, os nanocompositos apresentaram erros maiores quando comparados
com o polimero puro. Os valores de energia obtidos s&o referentes ao numero de
mols de unidades cooperativas, consideradas dominios da cadeia polimérica
envolvidos na transigdo sol-gel. A Figura 5.23 mostra o ajuste para os
nanocompositos sintetizados com as nanoparticulas de 80 nm e a Figura 5.24 para

0s materiais sintetizados com as de 330 nm.
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FIGURA 5.23 - Valores de OD a 500 nm para solugdes (1% m/v) de NC-1%-80 (a) e
NC-5%-80 (b) em diferentes temperaturas e ajuste da Equacdo 15 aos dados

experimentais.
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FIGURA 5.24 - Valores de OD a 500 nm para solu¢des (1% m/v) de NC-1%-330 (a)
e NC-5%-330 (b) em diferentes temperaturas e ajuste da Equacéo 15 aos dados

experimentais.
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TABELA 5.6 - Parametros termodindmicos obtidos da montagem da Equacgao 15 a
dados experimentais de variagdo da densidade ética (OD) com a temperatura das

solugdes PNVCL e nanocompdsitos.

Material T/ °C AH°¢, | kJ.mol! AS°cp ! kJ.K'.mol!

PNVCL 34,10 £ 0,01 9752 + 78?2 31,7+0,32
NC-1%-330 34,50 + 0,02° 6412 + 306° 20,8 +1,0°
NC-5%-330 33,60 £ 0,102 6312 + 640° 20,6 £ 2,1°
NC-1%-80 34,00 £ 0,01 5944 + 187° 19,4 £ 0,6°
NC-5%-80 34,00 £ 0,07 5774 + 636° 18,8 £ 2,1°

Os valores relatados sdo as médias + desvio padrao (n = 2).

a, b Diferengas estatisticamente significativas (p <0,05) entre os hidrogéis com diferentes quantidades
de nanoparticulas de silica.

Analisando a Tabela 5.6, é possivel ver que todos 0os nanocompdsitos
possuem entalpias de transicdo mais baixas que o polimero puro. Essa mesma
redugdo foi observada por ALF (2011) '87 para a transigdo de polimeros de
PNIPAAm reticulados com éter dietinilenoglicol-divinilico (DE). Isso pode indicar que
as nanoparticulas esféricas estao dificultando a solvatagao de cadeias poliméricas e
atuando como agentes de reticulagdo, criando um sistema interligado com unidades
cooperativas menores e com menor mobilidade, o que reduziu a contribuigao
entalpica por unidade monomérica. Na Figura 5.25 €& possivel ver uma

representacao do modelo descrito acima.

SALA (2021) "4 também relatou uma diminuicdo na entalpia de
transicdo com a insercdo de nanofibras de silica. Além disso, o aumento da
quantidade de silica na matriz polimérica levou a uma diminuicdo da entalpia.
Porém, é possivel observar na Tabela 5.6 que ndo ha diferenga estatistica entre os
nanocompositos sintetizados com nanoesferas, indicando que o aumento da silica
nao resultou em alteracdo dos parametros termodindmicos. A variagao no didmetro
das esferas também ndo apresentou efeito ja que os nanocompdsitos com esferas
de 80 nm apresentaram a mesma energia de transicdo que os nanocompositos com

esferas de 330 nm. Isso indica que a reducdo do raio das esferas e,
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consequentemente, o aumento da area de superficie ndo altera a entalpia e a

entropia de transicio.

FIGURA 5.25 - Representacdo da estrutura dos nanocompodsitos na qual as
nanoparticulas de silica interligam cadeias poliméricas agindo como agentes

reticulantes.

A analise reologica foi utilizada para avaliar as propriedades
viscoelasticas dos polimeros antes e apds a transi¢ao sol-gel. A vantagem de se
utilizar a reologia no caso dos polimeros termossensiveis € que esses materiais em
temperatura ambiente estdo no estado liquido e ndo possuem resisténcia mecanica
suficiente para serem testados pelas técnicas tradicionais de analise mecanica 3.
Neste estudo, foi utilizado o cisalhamento oscilatério de pequena amplitude,
empregando-se taxas de deformacdo e frequéncia de baixa intensidade como
recomendado para amostras de hidrogel.
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FIGURA 5.26 - Teste de varredura dos modulos de armazenamento e perda em
funcdo da deformacgédo de uma solugéo 20 % m/v de PNVCL a 1 Hz e 37 °C para

determinar o regime linear viscoelastico (RLV).

Para avaliar o efeito nas propriedades reolégicas do PNVCL e sua
injetabilidade ap6s a adicdo de nanoesferas de silica, os mddulos de
armazenamento (G') e perda (G”) e a viscosidade complexa (n*) foram analisados
nas temperaturas de 25 °C e 37 °C. Todos os testes foram realizados na regiao
viscoelastica linear (LVR) determinada por um teste de varredura de amplitude
(Figura 5.26). Uma concentracao de 20 % m/v foi escolhida para os testes reologicos
com base no trabalho de SALA (2017) sobre a aplicagdo de PNVCL para a
recuperacdo de tecidos de cartilagem 5. Essa concentragdo permitiu a
administragao in vivo do polimero por meio de uma seringa, além de permitir que o

material permanecesse estavel no local da aplicagado apés a transicao.
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FIGURA 5.27 — Mdédulos de armazenamento (G') e perda (G") de solu¢des 20% m/v
de PNVCL, NC-5%-80 e NC-5%-330 a 25 °C e 37 °C.



62

A Figura 5.27 mostra que apdés o aumento da temperatura de 25 °C
para 37 °C, a solucdo de PNVCL apresentou um aumento nos moédulos de perda e
armazenamento. Este aumento esta relacionado com a transicdo do material de um
estado solvatado para um estado aglomerado quando aquecido acima de seu LCST.
A transicdo do polimero termossensivel pode ser acompanhada pela formacao de
um hidrogel e cruzamento dos mdédulos (G’ > G”), uma vez que as cadeias PNVCL
sao capazes de formar uma estrutura com reticulacéo reversivel. No entanto, mesmo
apos o aquecimento na temperatura fisioldgica, os valores de G" permaneceram
superiores aos valores de G', indicando um aumento nas propriedades reoldgicas do
material sem a formag¢ao de um hidrogel. HALLIGAN (2017) também relatou G" > G'
para solugcdes de PNVCL a 37 °C com o médulo de armazenamento superando o
modulo de perda apenas a 47 °C, mostrando que nosso sistema pode resultar em

um hidrogel se aquecido a temperaturas mais altas "%,

Os mesmos resultados foram observados para os nanocompdsitos em
ambas as temperaturas, conforme mostrado na Figura 5.27. Mesmo n&o tendo sido
obtido um hidrogel, a presenga de nanoparticulas de silica na matriz polimérica
resultou em maiores valores de G’ e G” ap6s a transicdo a 37 °C. A Figura 5.28
mostra os valores dos médulos de armazenamento e perda de todos os polimeros
antes e depois da transi¢gdo. A adicdo das nanoesferas na porcentagem de 5%
aumentou G’ e G” em 35% e 50%, respectivamente, em comparagao ao polimero
puro. Essa melhora pode ser explicada pela criagdo de uma rede interligada de
cadeias poliméricas e silica, o que contribuiu para o aumento da porg¢ao elastica do

nanocompaosito.
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FIGURA 5.28 — Comparacao de G' e G" obtidos em testes em funcdo do tempo
usando uma frequéncia de 1 Hz, 5% de deformacao e em diferentes temperaturas. A
analise estatistica foi realizada usando o software Graph Pad Prism 9 e o teste
ANOVA de uma via. A significancia estatistica foi assumida para valores de p < 0,05:
*P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001.

Analisando a Figura 5.29, é possivel perceber que nédo ha diferenca
nos valores de viscosidade complexa apds a adicdo das nanoparticulas a
temperatura ambiente. Os baixos valores de viscosidade indicam que essas
solugcbes na concentragdo de 20 % m/v podem ser utilizadas como sistemas
injetaveis, ja que os materiais utilizados para aplicagdes injetaveis precisam

apresentar baixa viscosidade para permitir sua administragdo por uma seringa.

Quando a temperatura das solugdes poliméricas é aumentada para 37
°C, a transicdo de fase induzida pela temperatura é confirmada por um aumento
pronunciado em n*. Na temperatura fisiolégica, os nanocompdsitos apresentaram
maiores valores de viscosidade complexa do que o polimero puro, indicando que a
silica foi capaz de aumentar as propriedades viscoelasticas do PNVCL. Esse
aumento pode ser vantajoso, pois materiais de baixa viscosidade podem resultar na
dissolucédo prematura do sistema, levando a rapida liberacdo do farmaco e eventual
deslocamento do material do local alvo '*°. Como demonstrado anteriormente, as
nanoparticulas de silica funcionalizadas atuam como um agente de reticulagdo no
estado de gel, o que também poderia explicar o aumento de n* acima da transigéao

de fase.
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FIGURA 5.29 - A viscosidade complexa do PNVCL e seus nanocompodsitos em

funcao do tempo medida na temperatura ambiente e na temperatura fisiolégica.

5.4 - Liberagao controlada de medicamentos

As propriedades fisicas dos hidrogéis despertaram interesse particular
em seu uso em aplicacbes de administracdo de medicamentos. Parte disso € por
causa da sua porosidade que permite o carregamento de farmacos na matriz
polimérica e sua subsequente liberagdo a uma taxa que depende do coeficiente de
difusdo da molécula através da rede do gel. Os beneficios que os hidrogéis trazem
para os sistemas de drug delivery estao relacionados com a cinética de saida do
farmaco. Busca-se que os medicamentos sejam eluidos lentamente, mantendo uma
alta concentragcédo local nos tecidos proximos por um periodo prolongado. Os
hidrogéis termossensiveis, em especifico, também apresentam a vantagem de
serem deformaveis e poderem se adaptar ao volume disponivel no organismo
quando injetados. Diferente de alguns hidrogéis que precisam ser inseridos como

pegas por cirurgia 38.

Os hidrogéis também oferecem uma importante caracteristica "furtiva"
em aplicagdes in vivo devido a sua hidrofilicidade, a qual aumenta o tempo de

administracdo e evita a resposta imune do hospedeiro, diminuindo as atividades
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fagociticas. Além disso, a biodegradabilidade ou dissolugao dos hidrogéis no corpo
pode ser projetada por meio de vias enzimaticas, hidroliticas ou ambientais (por
exemplo, pH, temperatura ou campo elétrico). No entanto, a degradagdo nem
sempre é desejavel, dependendo da escala de tempo e da localizagdo da

administracdo do medicamento 41142,

A doxorrubicina (DOX) é um farmaco anticancer utilizado em
tratamentos quimioterapicos para o tratamento de canceres em diferentes regides do
corpo, como: ovario, mama, pulmao e bexiga. A molécula de DOX possui uma
regido hidrofilica devido aos grupos hidroxila e uma regiao hidrofébica devido aos
seus anéis aromaticos, indicando que ela pode interagir com o hidrogel 3. O
problema de seu uso € que sua aplicagdo prolongada causa problemas sistémicos
em alguns oOrgaos, como a cardiomiopatia irreversivel. Além destes efeitos
colaterais, a aplicagédo de DOX sozinha no organismo possui uma eficiéncia reduzida
devido sua baixa absorgdo celular e resisténcia do organismo ao farmaco. Por este
motivo, buscam-se formas alternativas de aplicagdo no organismo que possam
reduzir seus efeitos colaterais '#4. Os hidrogéis termossensiveis injetaveis permitem
uma liberacdo controlada localizada de farmacos e, portanto, podem ser usados
como uma formulagdo alternativa para a liberagdo de DOX, diminuindo sua

toxicidade sistémica 14°.

Além do pH fisiologico, foi escolhido também o pH acido por ser
encontrado em regides proximas a tumores, o que permite uma avaliagao preliminar
de como seria a liberagdo de um farmaco para esse tipo de tratamento. A
vasculatura funcional dos tumores costuma ser inadequada para suprir as
necessidades nutricionais da populacdo de células tumorais em crescimento,
resultando em deficiéncia de oxigénio e de outros nutrientes. A producdo de acido
latico em condigbes anaerobias e a hidrolise de ATP em um ambiente com falta de

energia contribuem para a formag&o de um microambiente acido 146,

ZHANG (2018) %" também estudou a liberagdo controlada de DOX
utilizando um hidrogel termossensivel para o tratamento de células de cancer
cervical humano (Hela). Nesse estudo, os materiais eram baseados em quitosana e
acido hialurénico (HA) e além de apresentarem sensibilidade a temperatura, eram
também responsivos a pH devido a presenga da quitosana. Esses hidrogéis se

mostraram capazes de serem utilizados como um sistema injetavel, ja que a solugao
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polimérica gelificou apdés sua aplicagao na temperatura fisiolégica. Os testes de
liberacdo foram realizados tanto em pH neutro como acido. A liberagao de DOX foi
maior em pH 4,0 para todos os materiais sintetizados. O mecanismo de saida do
farmaco da matriz polimérica foi determinado como de difusdo pelo modelo de
Korsmeyer-Peppas. A quantidade de acido hialurbnico também interferiu na
liberacao, ja que seu aumento de 0 para 3% acarretou em uma diminuicao de 43%

de liberagéo.
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FIGURA 5.30 - Curvas de liberagdo de doxorrubicina (DOX) em pH 4 a partir de

diferentes hidrogéis.
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FIGURA 5.31 - Curvas de liberagdo de doxorrubicina (DOX) em pH 7 a partir de
diferentes hidrogéis.

Os testes de liberacado controlada utilizando matrizes de PNVCL foram
realizados em temperatura fisiolégica de 37 °C e em pH acido e pH neutro. As
Figuras 5.30 e 5.31 mostram a liberacdo cumulativa de DOX usando os hidrogéis
PNVCL, NC-5%-80 e NC-5%-330. Nessas figuras € possivel ver que todos os
materiais, durante os primeiros 15 min apds a adicado do sobrenadante, liberaram
uma grande quantidade inicial de farmaco antes de estabilizar. Este fenbmeno é
chamado de burst release e leva a uma maior liberagao inicial do medicamento.
Além disso, uma maior quantidade de DOX foi liberada quando utilizado o tampao
de acetato como sobrenadante. Apds 7 dias, a quantidade liberada pelos trés
hidrogéis foi aproximadamente 20% em pH 7,4, enquanto em pH 4,0 foi
aproximadamente 45%.

Uma possivel explicagdo é a combinagao do aumento da solubilidade
da DOX com diminui¢do do pH, aliado ao fato de que o tamp&o de pH acido pode
estar facilitando a diluicdo do gel para o sobrenadante, o que acarretaria na saida de
uma maior quantidade de farmaco. Para confirmar essa hipotese, foi feito um teste
de erosao com o polimero puro PNVCL nas mesmas condigdes utilizadas para o
teste de liberagdo, porém sem farmaco. Para confirmar essa diferenga de

comportamento, foi determinada a massa final de polimero apods o teste. A Tabela
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5.7 mostra os valores de perda de massa para cada polimero. Analisando os
valores, percebe-se que uma maior erosao ocorreu em pH acido, tanto para o
polimero puro quanto para os nanocompdsitos, o que explica uma maior liberagao
de DOX em condi¢cbes acidas. Esse resultado mostra também que em caso de
aplicacao do polimero em regides acidas, como nos tratamentos de tumor e cancer,
a liberacao do farmaco seria mais rapida, enquanto em regidées de pH neutro, como

em aplicagdes dentarias, a liberacdo seria mantida por mais tempo.

TABELA 5.7 — Valores de perda de massa dos polimeros em pH acido e neutro sob

as mesmas condi¢oes do teste de liberagao.

Perda de massa / %

Material oH4 oH7

PNVCL 17,8 £ 3,0 47+04
NC-5%-80 12,0+ 2,0 7,2+0,2
NC-5%-330 12,8+ 1,9 6,0+ 0,0

Porém, apesar de saber que o polimero esta sendo erodido, ainda ndo
€ possivel determinar se o0 mecanismo € de simples dissolugdo do hidrogel para o
sobrenadante ou se as cadeias do polimero estdo sendo quebradas. A dissolugao
pode estar ocorrendo devido a diminuigdo da interagao entre as cadeias poliméricas
causada pelos ions presentes no tampao, a qual ocorre de forma mais intensa no
tampao acido. No caso da quebra das cadeias, a degradagao estaria ocorrendo por
mecanismo de hidrdlise das cadeias poliméricas catalisada pelo ion hidrénio (HsO™),

mais presente no tampao acetato.

ZHANG (2011) '8 também estudou a degradacgao in vitro de hidrogéis
termossensiveis. No estudo, foi avaliada a degradacdo do polimero PCLA-PEG-
PCLA por um periodo de 12 semanas. Para determinar se o polimero estava sendo
degradado foi feita uma analise da massa molar por SEC em periodos
determinados. No estudo foi confirmado a degradacdo com o deslocamento do pico

para maiores tempos de retencdo e a diminuicido do valor de massa molar no pico



69

da distribuicdo. Além disso, com o passar do tempo de degradagao, apareceu um

segundo pico de distribuicdo, confirmando a hidrdlise das cadeias poliméricas.

—pH7
——pH 4
——PNVCL

7 T T T T T T T T T T
20 22 24 26 28 30 32

Tempo de retengdo / min

FIGURA 5.32 - Grafico do indice de retengao em funcédo do tempo de retencédo dos

polimeros utilizados no teste de erosao e do polimero sem sofrer tratamento.

Baseado nesse estudo, foi feita a mesma analise nas amostras
utilizadas no ultimo teste e no polimero puro sem tratamento. Como € possivel ver
na Figura 5.32 e na Tabela 5.8, o PNVCL apresentou o0 mesmo valor de tempo de
retencao das amostras apods o teste. O mesmo foi visto para a massa molar no pico.
Analisando esses fatos, pode-se considerar que ndo ha diferenga entre as amostras
antes e apos o teste de erosédo e, como o tamanho médio da cadeia polimérica n&o
foi alterado apos sete dias em contato com os diferentes tampdes, as cadeias néo
estdo sofrendo processo de hidrolise. Dessa forma, a erosdo do hidrogel durante a

liberacdo controlada ocorre por dissolugao do polimero para o sobrenadante.
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Tabela 5.8 — Valores de tempo de retengcdo e massa molar no pico da distribuicao de

indice de retencao obtidos na analise de SEC.

Material Tempo de retengcao / min M., pico / kDa
PNVCL 27,5+0,0 63,1+0,0

7 dias—pH7 27,6 £ 0,1 63,1+0,0
7 dias — pH 4 27,7+ 0,1 63,1+0,0

Foi realizada também a analise de '"H RMN do polimero restante apds
o teste de erosdao em pH acido, assim como do sobrenadante que continha as
cadeias que se soltaram do hidrogel. Uma outra possibilidade para estar havendo
erosao sem alteracdo na massa molar seria a abertura do anel de caprolactama por
hidrélise, a qual levaria a perda da termossensibilidade do polimero. Como é
possivel ver na Figura 5.33, o primeiro pico com deslocamento quimico entre 1 e 2
ppm, referente aos trés grupos -CH2 do anel que ndo estdo em posicéo a em relagao
aos atomos de N e O, se manteve junto tanto na amostra retirada do sobrenadante
quanto na amostra retirada do hidrogel. Quando ocorre a abertura do anel de
caprolactama, esse pico se divide em trés, sendo o grupo -CHz do meio com menor
O e os outros dois com valores bem proximos. Esse evento ocorre, por exemplo, na
abertura do mondmero e-Caprolactama utilizado na produgdo de Nylon 6 149150,
Considerando que o pico nesse estudo se manteve, pode-se concluir que nao houve
abertura de anel e que as cadeias poliméricas estdo sofrendo um processo de

dissolugao.
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FIGURA 5.33 — Espectros '"H RMN do hidrogel apés o teste de erosdo e do

sobrenadante contendo as cadeias liberadas.

Diferente da agua destilada, as solugbes tampao possuem uma grande
quantidade de ions que resultam em uma maior forga iénica. SHTANKO (2003) '
mostrou que ao adicionar o PNVCL em uma solugdo tampao, sua LCST passava a
variar com o pH. Em agua pura a transi¢ao ocorreu em 35 °C, porém em solugoes
tampéao, independente do pH, a transicdo passou a ocorrer em temperaturas mais
baixas. Isso acontece porque a forga i6nica do tampao diminui a LCST 78. Além
disso, a temperatura de transicdo diminuiu com o aumento do pH, variando de 31 °C
em pH5 até 26 °C em pH 12. Isso indica que o pH acido de fato atrapalha a
interacdo entre as cadeias poliméricas, dificultando a formacdo e manutencdo do

hidrogel.

Apesar de o hidrogel de PNVCL ter mostrado capacidade para
aprisionar a DOX e libera-la de forma controlada, a inser¢do de nanoparticulas nao
afetou a liberagéo. A quantidade liberada em 7 dias foi igual para os trés materiais,
tanto em pH neutro quanto em pH acido. Além disso, os materiais NC-5%-80 e NC-
5%-330 apresentaram o mesmo perfil. Esse fato indica que a presengca de
nanoparticulas de silica com tamanhos e areas de superficie distintos ndo afeta a
liberagdo de DOX a partir dos nanocompdésitos. O mesmo resultado foi encontrado



72

para o calculo dos pardmetros termodindmicos de transicdo, no qual os
nanocompdsitos apresentaram o mesmo valor de AH®;,. A Tabela 5.9 mostra de
forma resumida os valores de DOX liberado apds 7 dias para todos os testes
realizados. Os valores apresentam desvio padrdo ja que os experimentos foram

realizados em triplicata.

TABELA 5.9 - Valores cumulativos de DOX liberado pelo polimero e nanocompasitos

apos 168 h de teste.

Condicodes
Materiais
pH 4,0 pH 7,4
PNVCL 432 % 29+1%
NC-5%-330 45+ 3 % 30£1%
NC-5%-80 47 +1 % 29+1%

Os modelos matematicos sdo uma ferramenta importante para a
avaliacdo de processos de liberacao de medicamentos in vitro e in vivo, por permitir
a interpretacdo quantitativa dos valores obtidos em um ensaio de liberacdo de
farmaco. Desta forma, os modelos sdo utilizados principalmente para prever a
liberacdo da molécula encapsulada em funcdo do tempo e a avaliagdo matematica
da cinética permite a compreensdo do mecanismo de liberagdo '92. Além disso,
ajuda a prever a quantidade e o tipo de agente ativo e de polimero, bem como o
tamanho e a forma que o sistema precisa ser projetado, para atingir um determinado

perfil de liberagcdo do medicamento 109153,

Para entender melhor a saida do farmaco da matriz polimérica, aplicou-
se diferentes modelos cinéticos nas curvas de liberacdo obtidas. Os modelos
utilizados foram: ordem zero, primeira ordem, Higuchi e Korsmeyer-Peppas. Eles
apresentam fungdes matematicas diferentes que tentam descrever a liberacido do
farmaco. O modelo de Korsmeyer-Peppas apesar de ser o mais utilizado para
liberagbes a partir de hidrogéis, ele foi adaptado para esses sistemas, sendo
inicialmente utilizado para sistemas polimeros com diferentes morfologias (placas,

esferas, cilindros e discos). Para determinar o modelo cinético de liberagéo
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adequado que descreve o perfil de liberacdo para cada hidrogel, nas diferentes

condigdes, utilizou-se o0 método de regressao linear no OriginLab 9.2.

Os modelos foram aplicados as curvas mostradas nas Figuras 5.30 e

5.31, sendo que o modelo de Korsmeyer-Peppas foi aplicado até o ponto em que

M R . . .
M—t < 0,6. Os parametros calculados sdo mostrados na Tabela 5.10. E possivel ver

o0

que os melhores modelos foram de Higuchi e de Korsmeyer-Peppas, apresentando
valores de R? proximos a um. Uma possivel explicagédo é o fato de ambos modelos
serem exponenciais, sendo o modelo de Higuchi com um expoente fixo em 0,5 e 0
modelo de Korsmeyer-Peppas com um expoente variavel. Os valores de n
encontrados no segundo modelo estdo proximos de 0,5, entre 0,437 e 0,614, o que
explicaria esse resultado. ZHANG (2018) e KHAN (2013) também aplicaram os
modelos de Higuchi e Korsmeyer-Peppas em suas curvas de liberagdo e obtiveram
altos valores de R? para ambos modelos nos casos em que o valor de n ficou entre

0,466 e 0,582, valores bem proximos aos valores encontrados na Tabela 5.10 147.154,

O modelo de Korsmeyer-Peppas consegue relacionar a superposi¢cao
de dois mecanismos de transporte: relaxagcado das cadeias poliméricas e difusdo da
molécula de farmaco. Dependendo do valor de n que melhor se ajusta ao perfil de
liberacdo, € possivel estabelecer uma classificagdo, de acordo com o tipo de
comportamento observado. Quando n < 0,50, a difusdo da molécula de farmaco € o
principal fator que controla a liberagado; no intervalo 0,50 < n < 1,00, o transporte
andmalo se torna dominante, uma vez que difusao do farmaco e erosao das cadeias
poliméricas sdo os principais fatores que controlam a liberagédo; quando n = 1,00, o
modelo € chamado de Caso |, no qual o mecanismo que controla a saida do
medicamento da matriz é o relaxamento das cadeias poliméricas 199195, QOs testes
em pH 4,0 apresentaram valores de n < 0,50, indicando que a liberagdo de DOX
depende apenas de sua difusdo para fora da matriz de PNVCL. Porém, para os
testes em pH 7,4, todos os valores de n encontrados ficaram na faixa de 0,50 < n <
1,00, indicando que a liberacdo de DOX depende ndo apenas da difusdo da

molécula do farmaco, mas também da eros&o do hidrogel.

Esse resultado se difere do reportado por ZHANG (2018) %7, que
obtiveram valores de n abaixo de 0,5, tanto para condigdes com pH acido, quanto
pH neutro. Isso indica que a saida de DOX a partir de uma matriz de quitosana com
acido hialurénico (HA) depende apenas da difusdo da molécula para fora da matriz,
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independente do pH, diferente da matriz de PNVCL que altera o mecanismo

dependendo do pH.

TABELA 5.10 - Parametros obtidos apdés a aplicagcdo dos modelos cinéticos em
todas as curvas de liberacdo de DOX.

H4 H7
Materiais Modelo P P
K n R? K n R?
Ordem Zero 0,0034 - 0,824 0,0022 - 0,753
PNVCL Primeira Ordem 0,0042 - 0,870 0,0026 - 0,786
Higuchi 0,0871 - 0,987 0,0886 - 0,954
Korsmeyer-Peppas 0,119 0,444 0,987 0,111 0,703 0,998
Ordem Zero 0,0037 - 0,820 0,0023 - 0,739
NC-5%-330 Primeira Ordem 0,0048 - 0,871 0,0026 - 0,773
Higuchi 0,0882 - 0,986 0,0898 - 0,947
Korsmeyer-Peppas 0,116 0,462 0,99 0,122 0,669 0,996
Ordem Zero 0,0035 - 0,816 0,0022 - 0,766
NC-5%-80 Primeira Ordem 0,0046 - 0,866 0,0026 - 0,799
Higuchi 0,0880 - 0,985 10,0888 - 0,962

Korsmeyer-Peppas 0,125 0,437 0,990 0,114 0,650 0,993

Um problema comum na area de liberagdo controlada € a liberagao de
farmacos hidrofébicos devido a sua baixa solubilidade, o que resulta em baixa
biodisponibilidade quando aplicados por via oral.’® A utilizagdo de um polimero
termossensivel como sistema de liberacdo pode evitar a necessidade de
modificagdo do farmaco para sua aplicagdo. Muitas drogas sdo descartadas mesmo
sendo altamente eficazes no tratamento de doencas por nao serem bem absorvidas
pelos tecidos humanos.'” Assim, apds a aplicagdo no corpo via inje¢do no local
desejado, o PNVCL seria capaz de encapsular o farmaco hidrofébico devido a sua
transicao de fase induzida pela temperatura e controlar sua liberagdo. Desta forma,
foi feita a liberacdo de um farmaco hidrofébico para comprovar que o PNVCL
consegue controlar a liberagdo de farmacos de diferentes hidrofilicidades e para
comparar com a liberacdo de DOX, um farmaco hidrofilico na sua forma
hidroclorada. A naringina (flavanona-7-O-glicésido) é um flavonoide que se destaca
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entre as moléculas usadas para o tratamento de doencas 6sseas.'® Esse flavonoide
natural pode ser encontrado em frutas do género Citrus. Sucos comerciais de toranja
(Citrus paradisi) e de tangerina (Citrus bergamia) sao fontes ricas em naringina.’®® A
naringina tem sido estudada devido ao seu efeito pro-osteogénico na terapia 6ssea
no tratamento da osteoporose, ou como mediador na diferenciagdo osteogénica de

células-tronco mesenquimais. 60161
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FIGURA 5.34 - Curvas de liberagao de naringina em pH 7,4 durante sete dias a

partir de diferentes polimeros.

Diferente da liberagao de DOX, o ensaio com naringina foi feito apenas
em condicdes fisioldgicas, uma vez que sua principal aplicagao é na recuperagao de
tecidos Osseos. A Figura 5.34 apresenta as curvas de liberagdo cumulativa do
flavonoide utilizando PNVCL, NC-5%-80 e NC-5%-330. Assim como na liberagcédo do
anticancerigeno, os trés materiais apresentaram valores muito proximos durante
todo o periodo, atingindo um valor final de 17 % apds sete dias (Tabela 5.11). Essa
diferencga de liberacdo em relacao a liberacdo de DOX nas mesmas condi¢gdes pode
ser explicada pela melhor interagdo entre a matriz de PNVCL e a naringina. As
cadeias poliméricas comegam a se aglomerar quando aquecidas a temperatura
fisiolégica e formam predominantemente interagbes hidrofébicas. Desta forma, o
farmaco experimenta um ambiente hidrofébico dentro do polimero, o que permite um

melhor controle sobre a liberagdo de naringina. Por outro lado, como a interagao



76

molécula-polimero € mais forte, pode ser que esteja acontecendo também uma

menor dissolugdo da matriz, contribuindo para uma menor liberagao.

Comparando com a naringina, o cloridrato de doxorrubicina, o qual &
uma molécula hidrofilica, resultou em uma liberagdo cumulativa maior no mesmo
intervalo de tempo, sendo quase duas vezes maior. Além disso, a inser¢cao de
nanoparticulas ndo afetou a liberagdo de ambas as drogas. Este resultado mostra
que apesar do aumento da viscosidade e mudangas gerais na estrutura do polimero
e perfil termorresponsivo pela insercdo de nanoparticulas de silica, a liberacéo foi a

mesma usando PNVCL e seus nanocompdésitos.

TABELA 5.11 - Valores cumulativos de naringina liberada pelo polimero e

nanocompasitos apos 168 h de teste.

Materiais pH7,4
PNVCL 15+1%

NC-5%-330 18+1%

NC-5%-80 16+1%

CHANG (2017) '62 também estudaram a liberagdo de naringina usando
um polimero termossensivel, sendo neste caso feito de carboximetil-hexanoil
quitosana (CHC), fosfato de B-glicerol (B-GP) e glicerol. Em pH fisiolégico, a
liberacdo foi acima de 40% apds as primeiras 24 horas e quase 100% apods 5 dias
de teste. Quando comparado ao nosso estudo, fica claro que o uso de PNVCL
promove maior controle sobre a liberagdo de naringina, chegando a 17% apés uma
semana, e assim permite a criacdo de um sistema para tratamentos que requerem

maior duracao.

A cinética e 0 mecanismo de liberagao foram estudados pela aplicagéo
de modelos matematicos nas curvas de liberagdo cumulativa de naringina
(Tabela 5.12). Os modelos utilizados foram os mesmos utilizados para a
doxorrubicina. Novamente, o melhor modelo com valores maiores de R? foi o modelo
de Korsmeyer-Peppas. Porém, diferente do farmaco hidrofilico, os valores de n

calculados para a naringina ficaram abaixo de 0,5, indicando que o mecanismo que
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controla a liberagcdo do flavonoide é sua difusdo para o sobrenadante,

provavelmente devido a sua maior interagdo com a matriz polimérica.

Estes ensaios de liberagdo mostraram que de fato o PNVCL consegue
controlar a liberagcao de farmacos hidrofilicos e hidrofébicos. Além disso, devido a
maior interacdo do farmaco hidrofébico com a matriz polimérica, uma vez que o
PNVCL apos a transigdo sol-gel apresenta um interior hidrofébico e um exterior
hidrofilico, sua saida para o sobrenadante € mais controlada. Por fim, a presenca
das nanoparticulas de silica ndo afetou a liberacdo de nenhum dos farmacos

testados 149,

TABELA 5.12 — Parametros obtidos apds a aplicacdo dos modelos cinéticos em
todas as curvas de liberagdo de naringina.

H7
Materiais Modelo P
K n R?
Ordem Zero 0.0018 - 0,778
PNVCL Primeira Ordem 0,0021 - 0,804
Higuchi 0,888 - 0,952
Korsmeyer-Peppas 0,228 0,333 0,969
Ordem Zero 0,0017 - 0,766
NC-5%-330 Primeira Ordem 0,0020 - 0,791
Higuchi 0,087 - 0,944
Korsmeyer-Peppas 0,232 0,376 0,992
Ordem Zero 0,0017 - 0,905
NC-5%-80 Primeira Ordem 0,0019 - 0,913
Higuchi 0,908 - 0,918

Korsmeyer-Peppas 0,279 0,335 0,968
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5.5 - Estudo da atividade biolégica dos polimeros

A fim de avaliar a liberagédo do farmaco anticancerigeno DOX, um teste
preliminar foi realizado em dois tipos diferentes de linhas celulares: células tumorais
de bexiga (MB49) e fibroblastos (L929), ambos de camundongos. A viabilidade
dessas células foi avaliada por testes indiretos, onde o sobrenadante contendo o
conteudo liberado dos polimeros apds 24 horas foi adicionado as células, que foram

entdo cultivadas nesta solucao por mais 24 horas.
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FIGURA 5.35 - Determinacao da viabilidade celular realizada de forma indireta em
células L929 (1x10° células/pogo) tratadas com aliquotas de 24 h do teste de
liberacdo de DOX. A analise estatistica foi realizada usando o software Graph Pad
Prism 9 e o teste ANOVA de uma via. A significancia estatistica foi assumida para
valores de p < 0,05: *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001.

A Figura 5.35 ilustra a viabilidade das células L929 apés 24 horas de
cultura na solugéo liberada dos polimeros. Conforme observado anteriormente, os
polimeros sofrem um processo de erosao em condigoes fisioldgicas, resultando na
liberacdo de cadeias poliméricas para PNVCL puro e cadeias com nanoparticulas de

silica para nanocompositos. Isso foi confirmado pela analise de espalhamento de luz
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dindamico (DLS), que mostrou uma unica curva de distribuicdo de tamanho para
PNVCL e duas curvas de distribuicdo para o nanocompdsito, correspondendo as
cadeias poliméricas e as nanoparticulas de silica (Figura 5.36). Quando esses
materiais sdo carregados com DOX, as moléculas de farmaco também séo liberadas
da matriz de PNVCL. Assim, a composi¢cao das aliquotas adicionadas as células
variou dependendo da formulagdo utilizada. Quando os polimeros sem o farmaco
foram testados, a viabilidade ficou em torno de 90% em relagdo ao grupo controle.
Este resultado confirma que tanto o PNVCL puro quanto seus nanocompositos com
nanoesferas de silica sao biocompativeis com células fibroblasticas saudaveis.
Resultados semelhantes foram obtidos para sistemas poliméricos carregados com
DOX, indicando que a dose do anticancerigeno liberada em 24 horas nao foi
suficiente para causar toxicidade as células L929. Esta observacdo & consistente
com um estudo anterior de Lanks e Lehman, que mostrou que as concentragdes

terapéuticas de DOX nao induzem a morte em células L929 163,
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FIGURA 5.36 — Analise do didametro hidrodinamico dos polimeros PNVCL e NC-5%-

330 medido por DLS apés os testes de erosao.

A mesma metodologia foi aplicada as células cancerigenas MB49, e os
resultados apos 24 horas estdo apresentados na Figura 5.37. Da mesma forma, os
materiais PNVCL e NC-5%-80 exibiram uma viabilidade préxima a 90% em células

MB49, indicando auséncia de toxicidade para esta linha celular. No entanto, o
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conteudo liberado do nanocompdésito NC-5%-330 resultou em viabilidade reduzida
(70%). Em contraste com as células L929, a adicdo do farmaco aos sistemas
poliméricos diminuiu a viabilidade das células tumorais para 70% utilizando PNVCL
e NC-5%-80 e 50% utilizando NC-5%-330 apdés 24 horas. Esta diminuigao
significativa sugere um efeito sinérgico entre NC-5%-330 e doxorrubicina, com o
nanocompdsito aumentando a eficacia do farmaco anticancerigeno. Considerando
que a unica diferenca entre os nanocompositos € o tamanho das nanoesferas de
silica, é possivel que a maior toxicidade seja atribuida ao maior tamanho das
nanoparticulas. Observacdes semelhantes foram reportadas para THP-1 e células
endoteliais (EC) usando nanoparticulas de silica amorfa de diferentes tamanhos
164,185 Quando essas células foram tratadas com nanoparticulas com didmetros
entre 16 e 1000 nm, as particulas de silica menores que 80 nm nao apresentaram
citotoxicidade e resultaram em viabilidades semelhantes ao grupo controle. No
entanto, ao usar nanoparticulas de 300 nm, ambas as linhagens celulares exibiram
uma diminuicdo de 40% na atividade metabdlica e um aumento na liberagdo de
lactato desidrogenase (LDH), indicando morte celular e dano a membrana. Outros
experimentos foram conduzidos para elucidar o mecanismo de morte celular
causado por essas nanoparticulas maiores. Apds 24 horas, nenhum aumento na
atividade da caspase foi observado em células THP-1 ou EC, sugerindo o
envolvimento de mecanismos necréticos no efeito téxico de nanoparticulas de silica
maiores. Esses resultados justificam a evidéncia de maior toxicidade no
nanocompodsito NC-5%-330. Além disso, estudos anteriores sobre a liberagao
controlada de DOX em ceélulas MB49 usando sistemas de liberagdo também
relataram a alta toxicidade dessa droga nesse tipo especifico de célula 166168, QOs
resultados apresentados na Figura 5.37 confirmam a toxicidade da DOX em células
de carcinoma, pois sua presenca resultou em menor viabilidade em comparacao

com formulagdes contendo apenas polimeros termossensiveis.
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FIGURA 5.37 - Determinacao da viabilidade celular realizada de forma indireta em
células MB49 (1x10° células/pogo) tratadas com aliquotas de 24 h do teste de
liberacdo de DOX. A analise estatistica foi realizada usando o software Graph Pad
Prism 9 e o teste ANOVA de uma via. A significancia estatistica foi assumida para
valores de p < 0,05: *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001.
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6 - CONCLUSOES

A introdugédo de nanoparticulas de silica de tamanhos diferentes (80 e
330 nm) e em quantidades variadas (1 e 5% em massa) na matriz de PNVCL
resultou em uma alteragcdo no perfil de transicdo sol-gel do polimero. Os
nanocompositos apresentaram a formagéo de glébulos em temperaturas abaixo da
temperatura de transicdo, ao contrario do polimero puro, provavelmente devido a
menor solvatacado das cadeias poliméricas. Como consequéncia, as cadeias se auto-
enovelaram na superficie das nanoparticulas, conforme mostrado pela técnica DLS,

reduzindo difusamente a transmitancia.

Além disso, os valores das variagdes de entalpia da transigdo sol-gel
dos nanocompdsitos foram menores do que os do polimero puro. Esse
comportamento indica que as nanoparticulas estdo atuando como agentes
reticulantes, criando um sistema interligado. No entanto, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os valores dos diferentes nanocompdsitos,
indicando que a variacado da area superficial usando nanoparticulas de 80 e 330 nm
pode n&o ter sido suficiente para visualizar esse fator. Uma possivel solugdo poderia
envolver o uso de nanoparticulas muito menores, em torno de 5 nm, resultando em
uma area superficial significativamente maior em comparagdo com as particulas de
330 nm.

A rede interconectada criada pela insergdo de nanoparticulas também
resultou em um aumento nos modulos de armazenamento e perda (G' e G",
respectivamente) nos nanocompadsitos. Esse aumento é crucial, pois permite que o
polimero injetavel apresente uma maior resisténcia a deformagédo e limite a
expansao ou ruptura do sistema, o que poderia afetar o controle sobre a liberagao

do medicamento.

No entanto, a criagdo de um sistema interconectado ndo afetou a
liberagcdo dos medicamentos DOX e naringina, pois a liberacdo cumulativa dos
nanocompaositos foi a mesma do polimero puro apds sete dias. Os testes mostraram
que, em condicdes acidas, houve uma maior dissolucdo da matriz polimérica no
sobrenadante, resultando em maior liberacdo. Além disso, a liberacdo de naringina

foi menor devido as interagdes entre a molécula e as cadeias poliméricas.
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Por fim, o teste preliminar de determinacgao indireta de citotoxicidade
usando células ndo tumorais (L929) e células tumorais de carcinoma de bexiga
(MB49) mostrou que o PNVCL puro e os nanocompdésitos sem DOX né&o reduziram a
viabilidade das duas linhas celulares apoés 24 horas, confiimando a
biocompatibilidade dos materiais. Por outro lado, a aplicacdo dos materiais
carregados com o0 agente anticancerigeno resultou em uma diminuicdo na
viabilidade apenas nas células MB49, sendo esse efeito mais pronunciado no
nanocompdsito NC-5%-330 devido ao maior tamanho das nanoparticulas, que

exibiram um efeito sinérgico com o agente anticancerigeno.

Esses resultados sugerem que nanocompdsitos termossensiveis
injetaveis a base de PNVCL com nanoesferas de silica tém potencial para serem
utilizados no tratamento de doencas por meio de insercdo minimamente invasiva,
como na superficie de tumores. Testes preliminares indicaram que um possivel
tratamento para o cancer de bexiga utilizando PNVCL modificado com nanoesferas
de silica poderia controlar a liberacdo de DOX, minimizando potencialmente os
efeitos colaterais ao exercer um impacto reduzido nas células saudaveis e
aumentando a eficacia do medicamento. No entanto, sdo necessarios mais testes
para avaliar o efeito prolongado desses materiais sobre a viabilidade das células
saudaveis e compreender verdadeiramente como as nanoesferas de 330 nm

aumentam a toxicidade da doxorrubicina nas células tumorais.
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ABSTRACT: The systemic delivery of drugs employed by w—afa~as) PNVCL

conventional methods has shown to be less effective than a ="~ T

localized delivery system. Many drugs have the effectiveness PNVI‘C.L In situ gelling at

reduced by fast clearance, increasing the amount required for an 35 oc N Controlled and
J localized release

efficient treatment. One way to overcome this drawback is through )

B
the use of thermoresponsive polymers that undergo a sol—gel oY ¢ BAU—HNEringm
transition at physiological temperature, allowing their injection  sio, Esu*DOX "
directly in the desired site. In this work, thermosensitive ® Say .
nanocomposites based on poly(N-vinylcaprolactam) and silica °® ¢ -.%w [
particles with 80 and 330 nm were synthesized to be employed as o Injectable z , !//'
delivery systems for hydrophobic (naringin) and hydrophilic =~ POX or polymer S T m v

(doxorubicin hydrochloride) drugs. The insertion of SiO, Naringin_J Time / h
increased the rheological properties of the nanocomposite at 37

°C, which helps to prevent its diffusion away from the site of injection. The synthesized materials were also able to control the drug
release for a period of 7 days under physiological conditions. Due to its higher hydrophobicity and better interaction with the
PNVCL matrix, naringin presented a more controlled release. The Korsmeyer—Peppas model indicated different release mechanisms
for each drug. At last, a preliminary in vitro study of DOX-loaded nanocomposites cultured with L929 and MB49 cells showed
negligible toxic effects on healthy cells and better efficient inhibition of carcinoma cells.
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ABSTRACT: The insertion of nanoparticles into smart hydrogels PNVCL + 5i0, NPs

can diversify their functionalities by a synergistic combination of the
components properties within the hydrogels. While these hybrid
systems are attractive to the biomaterials field, careful design and
control of their properties are required since the new interactions
between the polymer and the nanoparticles can result in changes or
the loss of hydrogels stimuli response. In order to understand the
physicochemical aspects of the thermoresponsive systems, nano-
composites of poly(N-vinylcaprolactam) (PNVCL) and silica
nanoparticles with different sizes and concentrations were synthe-
sized. The UV—vis and DLS techniques showed that the PNVCL has
a sharp phase transition at 34 °C, while the nanocomposites have a diffuse transition. The nanocomposites showed an initial coil—
globule transition before the phase transition takes place. This was identified by the evolution of the hydrodynamic diameter of the
nanocomposite globules before the cloud point temperature (T,,), which remained constant for PNVCL. This new transition profile
can be described by two stages in which microscopic volume transitions occur first, followed by the macroscopic transition that
forms the hydrogel. These results show that the proposed nanocomposites can be designed to have tunable stimuli response to
smaller temperature variations with the formation of intermediate globule states.
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