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RESUMO

O desenvolvimento de aplicacdes e sistemas de libertacdo controlada emerge como uma area
bastante promissora, surgindo nesse ambito a aposta na utilizacdo de polimeros responsivos
capazes de responder as necessidades especificas de cada pessoa e de cada situacao.

A presente dissertacao foi desenvolvida no ambito do estagio realizado no CeNTI - Centro de
Nanotecnologia e Materiais Técnicos, Funcionais e Inteligentes. Dentro da area de investigacao
dos materiais funcionais da empresa, surgiu a oportunidade de desenvolver um estudo sobre
sistemas de libertacdo controlada baseados em polimeros pH-responsivos. Para tal, foi
inicialmente estudado um procedimento de sintese para obter nanoparticulas a partir de polimeros
pH-responsivos disponiveis comercialmente (com e sem incorporacao de farmaco), em seguida
essas particulas foram sujeitas a técnicas de caracterizacao, e por fim, realizaram-se estudos de
libertacao do farmaco incorporado com as nanoparticulas sintetizadas.

Na otimizacao do processo de sintese destacou-se uma melhoria no tamanho e estabilidade das
nanoparticulas sintetizadas recorrendo a utilizacao de Span® 85 em vez de alcool polivinilico e de
velocidades de agitacao mais elevadas durante a sintese.

Na caracterizacao das nanoparticulas sintetizadas foi possivel constatar que as mesmas possuiam
tamanhos dentro dos limites aceitaveis para sistemas de libertacdo controlada e valores de
potencial zeta indicadores da sua elevada estabilidade. No caso particular das nanoparticulas com
incorporacao de ibuprofeno, demonstrou-se, através das analises de caracterizacao, que
efetivamente o ibuprofeno havia sido incorporado, com excecéo das nanoparticulas de Eudragit®
L100-55, nas quais nao foi possivel a incorporacao do farmaco.

Através dos estudos de libertacdo com as nanoparticulas de Eudragit® L100-55 obtidas pré- e
pos-liofilizacdo, demonstrou-se que nao ocorreu libertacdo ja que nao existia ibuprofeno
incorporado. Nos estudos com Eudragit® E PO demonstrou-se que, para as nanoparticulas obtidas
pré-liofilizacdo, com o aumento de ibuprofeno nas particulas ocorreu um aumento da velocidade
de libertacdo, sendo que a velocidade foi sempre maior para o estudo a pH 5,5. No caso das
nanoparticulas obtidas pos-liofilizacdo, com o aumento de ibuprofeno nas particulas ocorreu a

diminuicdo da velocidade da libertacédo, sendo que a velocidade foi maior para pH 6,8.

PALAVRAS-CHAVE

Nanoparticulas, Eudragit®, ibuprofeno, sintese, estudos de libertacédo
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ABSTRACT

The development of applications and drug delivery systems emerge as a quite promising area,
arising within this context the potential use of responsive polymers capable of addressing the
specific needs of each person and situation.

The present dissertation was developed under the scope of the internship performed at CeNTI -
Centre for Nanotechnology and Smart Materials. Within the functional materials research area of
the company, there was an opportunity to conduct a study about drug delivery systems based on
pH-responsive polymers. Therefore, it was initially studied a synthesis procedure to obtain
nanoparticles from pH responsive polymers commercially available (with or without drugs
incorporated), then those particles were characterized using a number of techniques, and, at last
drug release studies with the synthesized nanoparticles were developed.

In the optimization of the synthesis process, the synthesized nanoparticles size and stability was
improved through the use of Span® 85 instead of poly(vinyl alcohol) and higher agitation velocities
during the synthesis.

Throughout the characterization of the synthesized nanoparticles it was found that they possess
sizes within the acceptable limits for drug delivery systems and exhibited zeta potential values that
indicate their high stability. Regarding the nanoparticles loaded with ibuprofen it was shown,
through characterization techniques, that the ibuprofen was indeed incorporated in the
nanoparticles, with the exception of the Eudragit® L100-55 nanoparticles, in which the
incorporation has not been possible.

From the release studies conducted with the Eudragit® L100-55 nanoparticles obtained before
and after the freeze-drying procedure, it was shown that the release does not occur since there
was no ibuprofen incorporated. In the studies with Eudragit® E PO, it was found that, regarding
the nanoparticles obtained before freeze-drying, with the increase of ibuprofen in the particles there
was an increase in the release velocity, wherein the velocity was always higher for the study at pH
5,5. On the other hand, when it comes to the case of the nanoparticles obtained after freeze-drying,
with the increase of ibuprofen in the particles, it occurred the decrease of the release velocity,

wherein the velocity was higher for the study at the pH 6,8.
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Capitulo 1 - Enquadramento

1. ENQUADRAMENTO

Atualmente, o crescente desenvolvimento tecnolégico possibilita a industria e investigadores
encontrar solugcdes para 0s problemas mais simples e corrigueiros do dia-a-dia do ser humano,
nomeadamente, procurar o conforto da pessoa aquando da necessidade de tratamentos e
cuidados de saude. Nesse ambito, os efeitos secundarios, as flutuacdes da concentracao de um
determinado farmaco dentro do seu intervalo terapéutico e a toma de medicamentos de acordo
com padrdes estabelecidos e desenquadrados das necessidades individuais de cada pessoa
correspondem aos maiores problemas com que estas tm de se confrontar regularmente. O
desenvolvimento de aplicacbes e sistemas de libertacdo, que permitam solucionar estas
problematicas, apresenta-se como uma area de enorme interesse e alvo de pesquisa da
comunidade cientifica atual.

A libertacao controlada e eficaz de um farmaco permite eliminar todas as desvantagens associadas
a toma de medicamentos da forma convencional, bem como adaptar a terapéutica as reais
necessidades de cada individuo. O estudo de polimeros que, de acordo com as suas
caracteristicas, conseguem responder a estimulos externos através da modificacdo das suas
propriedades, e assim libertar compostos adsorvidos na sua estrutura, apresenta-se como uma
ideia aliciante, uma vez que o corpo humano de cada individuo é unico, emitindo sinais especificos
que funcionam como estimulos para esse tipo de polimeros. Assim, é possivel através de um
polimero-responsivo responder a necessidades especificas do organismo de cada individuo, sem
gue seja necessaria uma monitorizacao constante.

No grupo de estimulos mais faciimente monitorizados e representativos no corpo humano
encontra-se o pH, uma vez que as variacdes deste parametro sdo muitas vezes sintoma de
doencas especificas, para além deste parametro variar significativamente no nosso organismo.
Apesar dos inumeros estudos publicados e aplicacdes destes sistemas de polimeros pH-
responsivos, o enorme interesse no desenvolvimento de sistemas de libertacao constituidos por
polimeros deste tipo ndo desvaneceu, dado que ainda existe uma industria interessada em apostar
no desenvolvimento de novos polimeros, surgindo por isso a necessidade de aprofundar o

desenvolvimento e a formulacao destes materiais.
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1.1 O CeNTI

0 Centro de Nanotecnologia e Materiais Técnicos, Funcionais e Inteligentes (CeNTI) foi a empresa
onde o estagio, no ambito da presente dissertacao de mestrado, foi desenvolvido. Esta empresa
encontra-se sediada em Vila Nova de Famalicao e a sua principal funcao é o desenvolvimento de
novos materiais funcionais e inteligentes destinados a trés grandes areas, nomeadamente
automovel e aeronautica, saude, protecao e bem-estar, e arquitetura e construcéo.

O CeNTI foi fundado em 2006 pelo Centro Tecnoldgico das Industrias Téxtil e do Vestuario de
Portugal (CITEVE), pelas Universidades do Minho, Porto e Aveiro e pelo Centro Tecnoldgico da
Industria do Couro, tendo, mais recentemente, também o Centro para a Exceléncia e Inovacao da
Industria Automovel (CEIIA) como associado (CeNTI, n.d.).

O CeNTI providencia investigacdo e desenvolvimento (I&D) nas mais variadas areas de
conhecimento, das engenharias (materiais, quimica, eletronica e biolégica) as ciéncias (quimica e
fisica), sendo por isso composto por uma equipa multidisciplinar. Algumas competéncias do CeNTI
baseiam-se no desenvolvimento de fibras multicomponentes, revestimentos multifuncionais,

materiais e dispositivos inteligentes e sistemas eletronicos organicos e incorporados (CeNTI, n.d.).

1.2 Objetivos

O principal objetivo da presente dissertacdo foi o desenvolvimento de um sistema de libertacao
controlada capaz de responder a variacées de pH no corpo humano. Para tal, foi realizada uma
pesquisa bibliografica aprofundada sobre o tema; foi desenvolvido um sistema de libertacao
controlada na forma de nanoparticulas; apds a obtencdo das nanoparticulas, essas foram
caracterizadas nos aspetos mais relevantes para utilizacdo como sistema libertacao; e por fim foi
monitorizada e estudada a libertacdo de um farmaco modelo, previamente adsorvido nas

nanoparticulas, de acordo com o pH do meio.

1.3 Organizacao da Dissertacao

A presente dissertacao encontra-se organizada em 5 capitulos principais, sendo que cada um
deles se encontra organizado em subcapitulos.
Neste primeiro capitulo, denominado de “Enquadramento”, encontra-se o enquadramento de todo

o trabalho desenvolvido, incluindo uma descricao do CeNTl e principais areas de atuacédo da
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empresa, 0s objetivos principais do trabalho desenvolvido e a organizacao da dissertacao com os
objetivos e enquadramento de cada capitulo.

No segundo capitulo, com o0 nome de “Introducéo Tedrica”, apresenta-se todo o enquadramento
tedrico subjacente ao tema da presente dissertacao, permitindo assim compreender e
contextualizar todo o trabalho desenvolvido, assim como, demonstrar a pertinéncia do presente
estudo. Nesse sentido, este capitulo inclui os conceitos e definicdes subjacentes a tematica dos
sistemas de libertacdo controlada e métodos e/ou técnicas de caracterizacdo de polimeros
responsivos.

No capitulo trés, designado de “Metodologia”, surgem os materiais, metodologias e técnicas
aplicadas ao longo do trabalho experimental, incluindo a denominacao e especificacdes de todos
0s equipamentos utilizados.

No quarto capitulo, denominado “Resultados e Discussao” sdo apresentados, como o préprio
nome indica, os resultados e a discussao dos mesmos. Neste capitulo encontram-se os resultados
da otimizacdo do processo sintese de nanoparticulas, da caracterizacdo dos polimeros e
ibuprofeno puros utilizados e das nanoparticulas sintetizadas, e ainda os resultados dos estudos
de libertacao do ibuprofeno em meios com diferentes valores de pH.

No quinto capitulo, “Conclusdes e Recomendacdes”, surgem as principais conclusdes do trabalho
desenvolvido, bem como recomendacdes para futuros trabalhos a desenvolver nesta area,
nomeadamente explorar a possibilidade de incorporar outros compostos e desenvolver a aplicacao

real do sistema de libertacdo controlada desenvolvido.
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2. INTRODUCAO TEORICA

O crescente desenvolvimento de novas terapias e farmacos tem levado a uma consequente
procura por novas técnicas e métodos de libertacao dos mesmos no corpo humano (Bawa et al.,
2009). Os mecanismos convencionais de administracdo de farmacos tém como principal
desvantagem o facto da sua administracao promover a flutuacdo da concentracéo do farmaco no
organismo, o que se traduz em picos de concentracao, que em determinadas condicdes podem
exceder a dose terapéutica aconselhada.

Idealmente, a concentracdo do farmaco no corpo humano deve manter-se constante (e na gama
definida para se observar um efeito terapéutico) pelo periodo de tempo em que a sua acédo é

requerida, por forma a majorar o seu efeito, como se pode constatar pela Figura 1 (Coelho et al.,
2010).

A
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Figura 1 — Concentragédo de farmaco ao longo do tempo de acordo com os diferentes métodos de administracao
usados. Retirado de Fitzpatrick et al., 2012.

No caso particular da toma de uma unica dose do farmaco atinge-se um pico de concentracéo
superior a dose terapéutica, a qual decresce ao longo do tempo até valores abaixo do limite inferior
da dose terapéutica recomendada antes do periodo de tempo em que a sua acao € pretendida. A
toma de doses repetidas constitui um método de administracdo que garante a manutencao da
concentracdo do farmaco na gama terapéutica, ainda que implique a sua flutuacao.

Com o intuito de ultrapassar as limitacdes dos mecanismos convencionais de administracdo de
farmacos, tém vindo a ser desenvolvidos sistemas de libertacdo de farmacos que permitem
controlar parametros essenciais para a eficacia do tratamento em causa, nomeadamente, a

cinética e o alvo de libertacdo do farmaco (Cabane et al., 2012; Wilczewska et al., 2012).
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Na Tabela 1 encontram-se sumariadas as vantagens e desvantagens dos sistemas de libertacao

controlada.

Tabela 1 - Vantagens e desvantagens dos sistemas de libertacdo controlada. Adaptado de Bawa et al., 2009;
Cabane et al., 2012; Coelho et al., 2010; Duarte et al., 2007; Fitzpatrick et al., 2012; Torchilin, 2010; Wilczewska
etal., 2012

Vantagens Desvantagens
Manutencao da dosagem terapéutica adequada
Possivel toxicidade dos materiais
dentro do corpo humano com apenas uma toma
utilizados
do farmaco
Libertacao especifica e localizada Degradacao perigosa dos produtos
Possivel necessidade de intervencao
Aumento da aceitacao por parte dos pacientes
cirurgica na aplicacao ou remocao do
tendo em conta a reducao de efeitos secundarios
sistema de libertacao
Prolongamento da duracao do efeito ativo e da
Desconforto dos pacientes
biodisponibilidade
Melhor utilizacao do farmaco e promocao da
diminuicao das flutuacoes de concentracao do Elevados custos do produto final
farmaco no plasma
Preservacao de farmacos que facil e rapidamente
sao destruidos pelo organismo quando -

administrados por outras vias

A libertacao controlada de farmacos e a manutencdo de uma concentracdo constante dentro do
intervalo terapéutico desejado pode ser conseguida, de entre outras formas, utilizando polimeros

responsivos (Bawa et al., 2009).

2.1 Polimeros Responsivos

Os polimeros responsivos ou polimeros “inteligentes” sao materiais capazes de sofrer alteracdes
significativas nas suas propriedades como resposta a um estimulo, representado por uma pequena
variacao nas condicoes do meio envolvente (Cabane et al., 2012). Assim, o0 modo de atuacao dos
polimeros responsivos como sistema de libertacao controlada assemelha-se, em grande parte, ao
processo natural fisioldgico perante um estado de doenca, no qual o farmaco é libertado quando

exposto a uma necessidade ou alteracao fisioldgica (Bawa et al., 2009). O objetivo principal destes
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materiais € a libertacao adequada de compostos ativos num alvo desejado sem que 0s mesmos
se degradem no processo de libertacao (Coelho et al., 2010).

Os estimulos que podem originar alteracdes no polimero podem ser classificados de acordo com
a sua natureza, em estimulos de origem fisica, quimica ou bioldgica. Os estimulos de origem fisica
incluem a temperatura, a forca ioénica, radiacéo eletromagnética (luz UV e visivel), ultrassons,
campo elétrico, campo magnético, tensao (Kuckling et al., 2012) e solventes (Hoffman, 2013). Os
estimulos de origem quimica compreendem o pH, ides especificos e agentes quimicos e estimulos
de origem bioldgica relacionam-se com substratos enzimaticos, recetores de reconhecimento de
moléculas e outros agentes biomédicos (Kuckling et al., 2012).

As respostas do polimero responsivo que podem advir de um estimulo do meio envolvente podem
envolver modificacdes quimicas, na hidrofobicidade superficial, na permeabilidade (Fitzpatrick et
al., 2012), nas propriedades ¢éticas, mecanicas e elétricas (Coelho et al., 2010), alteracao da
forma ou cor do polimero (Hoogenboom, 2014) e separacao de fases (Coelho et al., 2010). Um
polimero responsivo pode responder a mais de que um estimulo, muitas vezes simultaneamente
(Kuckling et al., 2012).

Pode produzir-se um sistema de libertacao controlada utilizando polimeros naturais ou sintéticos,
sendo que estes devem apresentar propriedades especificas de forma a poderem ser aplicados
como sistema de libertacdo controlada, de entre as quais se destaca a sua biodegradabilidade. A
biodegradabilidade permite eliminar a necessidade de efetuar a sua remocao ou manipulacéo
posterior, além de assegurar que os produtos da degradacao do material ndo sao toxicos e podem
facilmente ser metabolizados e excretados pelo corpo humano (Coelho et al., 2010).

Dentro dos polimeros naturais podem destacar-se as proteinas, como o colagénio, a gelatina e a
albumina, e os polissacarideos como o quitosano (sob a forma de micro e nanoparticulas), o acido
alginico e o dextrano (Coelho et al., 2010). Efetivamente, apesar das vantagens dos polimeros
naturais no que respeita a sua elevada biodegradabilidade e biocompatibilidade (Reyes-Ortega,
2008), estes apresentam limitacdes como a antigenicidade, o risco de infecdo viral e a
variabilidade das suas propriedades em lotes de producdo distintos. Os polimeros sintéticos
surgem como uma forma de reduzir essas limitacdes, sendo obtidos através da modificacdo de
propriedades especificas a nivel quimico, interfacial, mecanico e biolégico das moléculas (Coelho
etal., 2010).

Quando sao utilizados polimeros responsivos, estes podem ser divididos em 3 categorias distintas

de acordo com as suas propriedades fisicas, estes podem encontrar-se em cadeias lineares livres
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em solucao (Figura 2.a), na forma de géis reversiveis reticulados (por exemplo os hidrogéis) (Figura
2.b) e na forma de cadeias adsorvidas ou enxertadas numa superficie (superficies e membranas

inteligentes) (Figura 2.c) (Panambur et al., n.d.).

Figura 2 — Categorias dos polimeros responsivos de acordo com as propriedades fisicas dos mesmos. Retirado de
Panambur et al., n.d.

Dentro da primeira categoria encontram-se os polimeros que respondem colapsando
reversivelmente. Com o aumento da hidrofobicidade, o polimero soltvel precipita na solucao e
forma uma fase insoltvel devido a uma reducéo das ligacdes de hidrogénio formadas entre o
polimero e a agua, ou devido a neutralizacdo das cargas elétricas presentes na rede polimérica.
(Bawa et al., 2009).

Na segunda categoria compreendem-se os hidrogéis que intumescem reversivelmente em meio
aquoso e respondem rapidamente a pequenas alteracdes no meio (Bawa et al., 2009). Pela
exposicdo a um estimulo, a modificacdo conformacional da cadeia ira resultar numa alteracao das
propriedades macroscopicas da rede polimérica (elasticidade, comportamento no intumescimento
e turbidez) (Kuckling et al., 2012).

Nas superficies e membranas inteligentes, a separacdo de fases ocorre apenas quando a
macromolécula sofre uma modificacdo conformacional precisa, acompanhada de um aumento
significativo da hidrofobicidade. As cadeias adsorvidas ou enxertadas intumescem ou colapsam
reversivelmente na superficie quando parametros externos especificos sdo alterados, tais como
pH, temperatura, etc. (Bawa et al., 2009).

Os polimeros maioritariamente utilizados para sistemas de libertacdo controlada sdo os hidrogéis,
gue se enquadram na segunda categoria enunciada anteriormente, uma vez que estes exibem
uma resposta particularmente interessante a estimulos intrinsecamente relacionados com a

fisiologia humana, nomeadamente a temperatura corporal e o pH (Bajpai et al., 2008).
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Na Tabela 2 encontram-se descritas as modificacdes ocorridas nos diferentes tipos de polimeros,

como resultado de uma alteracao no meio envolvente (estimulo), que estao na base dos respetivos

mecanismos de libertacdo. Tais modificacdes podem ser graduais e continuas, ou repentinas e

descontinuas, e de acordo com a natureza do sistema (Bawa et al., 2009).

Tabela 2 - Efeitos dos varios estimulos externos na libertacdo de um farmaco a partir de um hidrogel. Retirado de

Estimulo

pH

Forca lonica

Espécies

Quimicas

Substrato

Enzimatico

Magnético

Temperatura

Elétrico

Ultrassom

Tipo de Hidrogel

Acido ou basico

[6nico

Grupos aceitadores

de eletroes

Enzimas imobilizadas
Particulas
magnéticas em

microesferas

Termo-responsivo

Polieletrolito

Etileno — Alcool

vinilico

Bawa et al., 2009

Mecanismo de Libertacao
A alteracao do pH causa o intumescimento do
hidrogel.

A alteracao da forca idnica causa uma alteracao na
concentracao de ides dentro do gel provocando o
intumescimento do mesmao.
Compostos dadores de eletroes provocam a
transferéncia de carga provocando o
intumescimento do hidrogel.

Enzimas atuam na conversao enzimatica do
substrato e o produto resultante provoca o
intumescimento do hidrogel.

A aplicacao de um campo magnético causa uma
alteracao nos poros do gel provocando o
intumescimento do hidrogel.

A alteracao da temperatura causa uma modificacao
nas interacdes polimero-polimero e agua-polimero
provocando o intumescimento do hidrogel.

A aplicacao de um campo elétrico provoca um
aumento de cargas na membrana provocando o
intumescimento do hidrogel.

A irradiacao de ultrassom causa o0 aumento da

temperatura.

Entre todos os estimulos apresentados destacam-se o pH e a temperatura como sendo os mais

importantes (Schmaljohann, 2006), por serem aqueles sobre os quais existem mais trabalhos e

estudos elaborados. O principal motivo para tal, é o facto da temperatura e o pH no corpo humano
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serem 0S parametros mais suscetiveis a alteracdes em caso de doenca. A alteracdo destes
parametros desencadeia rapidamente uma resposta dos polimeros, que se traduz na libertacédo

do farmaco (Schmaljohann, 2006).

2.1.1 Polimeros pH-responsivos

No corpo humano ocorrem variacoes de pH evidentes, desde o pH do sangue que ronda os 7,5,
ao pH do estdbmago que varia entre 1,0 e 3,0 (Almeida et al., 2012), enquanto o pH do duodeno
apresenta valores mais alcalinos (pH 6,6 - 7,5) (Gao et al. , 2010), passando pelo pH da pele que
ronda o valor de 5,4 e 5,6 (Gethin, 2007) e o pH do suor com valores entre 4,5 e 7,5, variando
de individuo para individuo (Mohan, 2006).

Diferentes orgaos, tecidos e compartimentos celulares em estados patolégicos distintos séo
caracterizados pelo seu pH ou gradiente do mesmo (Gao et al., 2010). Estas condi¢des realcam
a manifesta importancia de utilizacao dos polimeros pH-responsivos como sistemas de libertacao
controlada na area farmacéutica (Almeida et al., 2012).

No que diz respeito aos polimeros pH-responsivos, estes podem ser identificados como
polieletrolitos, uma macromolécula que se pode dissociar doando ides quando dissolvido em agua
ou outros solventes, constituidos por grupos acidos ou basicos que aceitam ou libertam protdes
como resposta a uma alteracao de pH no meio envolvente (Reyes-Ortega, 2008). Os grupos acidos
ou basicos dos polieletrolitos sédo passiveis de ser ionizaveis aquando da variacao de pH,
promovendo uma modificacdo conformacional do polimero e uma alteracdo no comportamento
do intumescimento dos polimeros quando os grupos ionizaveis estao ligados a estrutura polimérica
(Schmaljohann, 2006).

O intumescimento dos polimeros pH-responsivos depende do grau de ionizacao dos mesmos como
se pode constatar pela Figura 3, a exposicao a um meio aquoso com pH e forca idnica adequada
provoca a ionizacao de determinados grupos e o desenvolvimento de cargas na rede polimérica,
originando forcas repulsivas eletrostaticas entre as cargas da cadeia polimérica responsaveis pelo

intumescimento ou nao do polimero, que controla a libertacdo do farmaco (Bawa et al., 2009).

10
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Figura 3 — O intumescimento de (a) polimeros pH-responsivos anionicos e (b) polimeros pH-responsivos catidnicos.
Retirado de Bawa et al., 2009.

A repulsdo entre as cargas na cadeia polimérica causa a expansao do sistema quando o mesmo
é ionizado num solvente adequado. Caso o solvente previna a ionizacao do polieletrolito, a cadeia
dissolvida permanece compacta (Reyes-Ortega, 2008).

0 ponto de transicao no equilibro de protonacao/desprotonacao é o valor pKa do polimero, caso
0 pH se aproxime deste valor, o grau de ionizacao ira modificar-se drasticamente (Kuckling et al.,
2012). O valor de pKa do polimero depende diretamente da composicao do mesmo e do seu peso
molecular (Almeida et al., 2012).

Os polimeros poliacidos ndo intumescem a pH baixos, uma vez que 0s grupos acidos vao ser
protonados e nao ionizados, com o aumento do pH o polimero negativamente carregado vai
intumescer. O comportamento oposto é verificado em polimeros polibasicos, uma vez que a
ionizacao dos grupos aumenta com a diminuicdo do pH. Alguns exemplos de polimeros pH-
responsivos com grupos anidnicos sdo os poli(acidos carboxilicos) e polisulfonamidas, estes
apresentam um pKa que varia entre 3,0 e 11,0, e por isso a pH inferiores os grupos sdo
protonados e as interacdes hidrofobicas sdo dominantes, conduzindo & diminuicdo do volume do
polimero. Para valores superiores de pH, os grupos carboxilicos dissociam-se em ides carboxilato,
resultando numa elevada densidade de cargas no polimero, provocando o intumescimento do
mesmo (Reyes-Ortega, 2008).

Por outro lado, os polimeros pH-responsivos com grupos cationicos podem ser por exemplo 0s
poli(N,N-dialquilaminoetil metacrilatos), a poli(L-lisina) (PLL), a poli(etilenimina) (PEl) e o

quitosano. Quando na presenca de um meio com pH baixo, os grupos polibasicos sdo protonados,

11
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aumentando as repulsdes internas entre as cargas dos grupos, o que origina uma expansao das
dimensdes globais do polimero contendo esses mesmos grupos. Para valores de pH mais
elevados, os grupos polibasicos tornam-se menos ionizaveis, ocorre uma diminuicao das repulsées
entre cargas e as interacdes polimero-polimero aumentam, conduzindo a diminuicao global das
dimensdes do polimero (Reyes-Ortega, 2008).

Os polimeros que possuem grupos carboxilicos sdo os polimeros pH-responsivos mais utilizados,
o pKa desses grupos encontra-se entre 5,0 e 6,0, sendo que para valores superiores de pH, esses
grupos sao desprotonados formando polieletrolitos, enquanto para valores de pH inferiores os
grupos carboxilicos, aceitam protdes resultando numa molécula descarregada e hidrofébica
(Kuckling et al., 2012). O poli(acido acrilico) (PAA) possui uma constante de dissociacao de 4,25.
Acima deste pH os grupos carboxilicos tornam-se ionizados (Figura 4.a), originando a repulsao
eletrostatica entre as cadeias que podem associar-se com a agua e causar o intumescimento. Por
outro lado, tem-se o polieletrélito cationico poli(N,N-dimetilaminoetil metacrilato) (PDMAEMA) que
sofre ionizacao a valores de pH inferiores (Figura 4.b) (Reyes-Ortega, 2008).
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Figura 4 - Estruturas dos polieletrdlitos (a) poli(acido acrilico) e (b) poli(N,N-dimetilaminoetil metacrilato). Retirado
de Reyes-Ortega, 2008.
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Os polimeros pH-responsivos podem ser modificados pela manipulacdo de propriedades fisicas
tais como a conformacao, configuracao, solubilidade e volume da cadeia, por forma a ajustar a
gama de valores de pH.

Pode ainda referir-se a existéncia de polimeros naturais que apresentam sensibilidade ao pH,
sendo eles a albumina, a gelatina e o quitosano. O quitosano & um polissacarideo catiénico

derivado da quitina, biocompativel e reabsorvivel (Almeida et al., 2012).
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Os polimeros pH-responsivos mais utilizados sao o poli(acrilamida) (PAAm), o poli(acido acrilico)
(PAA), o poli(acido metacrilico) (PMAA), o poli(dietilaminoetil metacrilato) (PDEAEMA) e o
poli(dimetilaminoetil metacrilato) (PDMAEMA) (Bawa et al., 2009).

a. FEudragit® L100-55

O polimero Eudragit® L100-55 é o nome comercial do copolimero anionico de acido metacrilico-
etil acrilato (1:1) cuja massa molecular relativa ronda os 320 000 g/mol e cuja estrutura quimica
é apresentada na Figura 5 (Evonik Industries, 2012; Parikh, Gupta, Meena, & Serajuddin, 2014).
Este polimero apresenta-se sob a forma de um pod branco com um odor caracteristico e ¢
praticamente insoluvel em agua, assim como, em acetato de etilo, diclorometano e éter de
petréleo, sendo apenas soltvel em metanol, etanol, alcool isopropilico, acetona e 1N hidroxido de
sddio (Evonik Industries, 2012; Pecosky & Robinson, 1991; Thakral, Thakral, & Majumdar, 2013).
O Eudragit® L100-55 em p¢ é dissolvido em solventes organicos recorrendo a agitacao e a adicao
de um plastificante apropriado, originando uma solucao limpa a opaca (Pecosky & Robinson,
1991). A sua densidade varia entre 0,821 g/cm: e 0,841 g/cm: enquanto a sua temperatura

vitrea & de aproximadamente 110 °C (Thakral et al., 2013).

CHa

HO 0

|
L CoHy

n
Figura 5 - Estrutura quimica do Eudragit® L100-55. Retirado de Evonik Industries, 2012.

O Eudragit® L100-55 caracteriza-se por ter uma solubilidade dependente do pH e por isso, o
polimero é soluvel em meio aquoso a partir de pH 5,5 devido a ionizacdo dos grupos carboxilicos
(Sauer & McGinity, 2009). A dissolucdo do polimero depende diretamente do teor em grupos
carboxilicos (Kilicarslan & Baykara, 2004) mas também depende do pKa do componente acido do
polimero e da forca idnica do meio de dissolucdo, podendo-se acelerar a dissolucao com a
presenca de ides divalentes e trivalentes de fosfato e de citrato no meio (Sauer, 2008).

Trata-se de um polimero vastamente reconhecido na area farmacéutica, tendo sido aplicado
extensivamente em formulacdes para dosagem e libertacdo controlada de farmacos,

nomeadamente, como revestimentos de capsulas, matrizes de capsulas, microesferas e

13



Capitulo 2 - Introducgéo Tedrica

nanoparticulas (Shen et al., 2011). A erosao é o mecanismo principal da libertacao do farmaco

disperso no polimero (Al-Taani & Tashtoush, 2003).

b. Eudragit® E PO

O polimero Eudragit® E PO é a designacao comercial atribuida ao copolimero cationico composto
por dimetilaminoetil metacrilato e ésteres metacrilicos neutros num racio de 1:1 (Sauer &
McGinity, 2009; Sauer, 2008). A massa molecular relativa deste polimero é de 47 000 g/mol e
trata-se da substancia solida obtida a partir do Eudragit® E 100, possuindo um odor caracteristico
da presenca de aminas (Evonik Industries, 2014; Parikh et al., 2014). Na Figura 6 é possivel

observar a estrutura quimica deste polimero.
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Figura 6 - Estrutura quimica do polimero de Eudragit® E PO. Retirado de Evonik Industries, 2014,

Em termos de solubilidade, € um polimero praticamente insoluvel em éter de petroleo e agua,
originando desde solucdes limpidas a solucdes ligeiramente opacas, quando dissolvido em
metanol, etanol, alcool isopropilico, acetona, acetato de etilo, cloreto de metileno e 1N de acido
cloridrico (Evonik Industries, 2014). Tratando-se de um polimero pH-dependente, sofre
modificacdes estruturais de acordo com o pH do meio. Assim, apresenta-se soluvel até pH 5,0 e
acima deste valor de pH absorve agua e intumesce devido a presenca de grupos amino hidrofilicos
que causam a desintegracdo da estrutura (Sauer & McGinity, 2009).

O polimero Eudragit® E PO possui uma densidade que varia entre 0s 0,811 e 0,821 g/cm: e uma
temperatura vitrea de aproximadamente 48 °C (Thakral et al., 2013), tendo sido vastamente
aplicado em revestimento de farmacos em estado sélido para mascarar sabores e odores
desagradaveis e proteger o farmaco da humidade (Liu et al., 2012; Quinteros et al., 2012), uma
vez que nao é toxico e é facilmente absorvido oralmente. Para além destas aplicacdes, tem sido
utilizado com grande frequéncia na melhoria da solubilidade de farmacos pouco sollveis em agua

(Tang et al., 2011).
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2.1.2  Nanotransportadores como Sistemas de Libertacao Controlada

Nas ultimas décadas tém sido exercidos varios esforcos no sentido de desenvolver e sintetizar
sistemas de libertacdo controlada a escala micro e nanométrica (Santos et al., 2013). Sao
sistemas preparados para aumentar a biodisponibilidade ou estabilidade do composto ativo e para
libertar o farmaco em locais especificos. Adicionalmente, sdo ainda atribuidas, a estes sistemas
de particulas, todas as vantagens associadas a um sistema de libertacao controlada (Kalimuthu &
Yadav, 2009), sendo que essas vantagens advém essencialmente do tamanho associado as
particulas e da utilizacdo de materiais biodegradaveis na sua sintese (Singh & Lillard, 2009).

Os nanotransportadores (tamanho <1 um) possuem vantagens sobre os microtransportadores
(tamanho > 1 um) como sistema de libertacdo controlada, uma vez que os capilares mais
pequenos do corpo humano possuem um diametro entre 5 - 6 um, e por isso para facilitar a
penetracao das particulas é preferivel utilizar nanoparticulas. Para além disso, os materiais
utilizados na sintese deste tipo de particulas permitem que a libertacdo seja mais controlada e
prolongada em alvos intracelulares (Singh & Lillard, 2009).

Os nanotransportadores s@o materiais e dispositivos de escala nanométrica sintetizados a partir
de materiais biodegradaveis, como polimeros naturais ou sintéticos (Rawat et al., 2006). As
propriedades fisico-quimicas, como o tamanho, o elevado racio entre area superficial e a massa
ou o volume e a elevada reatividade, associadas aos nanotransportadores, torna-os ideais como
veiculo de libertacao controlada de farmacos (Tkacheva et al., 2014). Na Tabela 3 apresentam-se

as vantagens, assim como limitacdes associadas a este tipo de sistemas de libertacao.

Tabela 3 - Vantagens e limitacdes dos nanotransportadores como sistema de libertacdo controlada. Retirado de
Danhier et al., 2010; National Cancer Institute, 2015; Peer et al., 2007; Rawat et al., 2006; Sagnella & Drummond,
2012

Vantagens Limitacdes
Suscetiveis a agregacao contribuindo para
Proteger o farmaco da degradacao precoce dificuldades no manuseamento,
armazenamento e administracao
Prevenir a interacao prematura do farmaco
Inadequado para farmacos pouco potentes
com 0 meio
Melhorar a penetracao intracelular -

Controlo da cinética e do perfil de

distribuicao do farmaco nos tecidos
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Tabela 3 - Vantagens e limitagdes dos nanotransportadores como sistema de libertacdo controlada. Retirado de
Danhier et al., 2010; National Cancer Institute, 2015; Peer et al., 2007; Rawat et al., 2006; Sagnella & Drummond,
2012 (continuac&o)

Vantagens Limitacdes
Tendo em conta o seu tamanho, o
Aumentar a absorcao de farmacos em .
nanotransportador pode penetrar meios
tecidos especificos (por exemplo em tecidos . . .
indesejados e provocar consequéncias
tumorais), prevenindo assim a interacdo . .
nocivas (por exemplo, causar danos genéticos
com células saudaveis e reduzindo os .
e mutacoes se penetrar o invélucro nuclear
efeitos secundarios
das células)
Com a modificacdo das propriedades
superficiais dos nanotransportadores €
possivel aumentar a especificidade de
libertacao do farmaco
Melhorar a solubilidade do farmaco

permitindo a administracao intravenosa

Os nanotransportadores permitem direcionar o farmaco para um alvo especifico (Wilczewska et
al.,, 2012). O principio subjacente ao mecanismo de direcionamento do farmaco dos
nanotransportadores assenta no facto dos tecidos que apresentam éareas patoldgicas, como
tumores, enfartes e inflamacdes, possuirem uma vascularizacdo mais permeavel, ou seja, um
maior espacamento entre as células endoteliais que constituem a parede dos vasos sanguineos
(Bamrungsap et al., 2012; Torchilin, 2010). Assim, os nanotransportadores sdo incapazes de
atravessar o endotélio normal, mas conseguem atravessar tecidos doentes.

Dentro dos nanotransportadores incluem-se varios sistemas de libertacéo, desde nanoparticulas,
gue incluem as nanocapsulas e as nanoesferas, de diferentes origens (poliméricas, sélido-lipidicas,
metdlicas, de silica ou magnéticas), complexos lipidicos (lipossomas e micelas), micelas
poliméricas, dendrimeros, nanotubos de carbono, polimeros conjugados, entre outros (Danhier et
al., 2010; Peer et al., 2007; Rawat et al., 2006; Sagnella & Drummond, 2012).

As nanoparticulas possuem dimensdes entre 10 e 1000 nm (Quintanar-Guerrero et al., 1998;
Santos et al., 2013) e incluem as nanoesferas e as nanocapsulas, sendo que a distincdo entre
ambas assenta na morfologia e arquitetura da particula (Quintanar-Guerrero et al., 1998; Saha et

al., 2013).
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As esferas consistem em matrizes poliméricas, enquanto as capsulas caracterizam-se por
possuirem um nucleo liquido lipofilico ou hidrofilico, rodeado por uma parede polimérica
estabilizado por surfactantes na interface particula/agua (Santos et al., 2013; Schaffazick et al.,
2006). As nanocapsulas destacam-se na aplicacdo como veiculo na libertacao de farmacos uma
vez que 0 seu nucleo permite uma maior eficiéncia na incorporacao dos farmacos hidrofébicos e
permitem uma libertacdo prolongada e adequada (Fiel et al., 2014). Na Figura 7 encontram-se

representadas duas formas diferentes de incorporar o farmaco em nanoesferas e nanocapsulas.

P . :
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*! , &
.\. o
.

Figura 7 — Diferentes formas de incorporar o farmaco nas (a) nanoesferas e (b) nanocapsulas. Retirado de Nagarwal
et al., 2009.

As nanoparticulas poliméricas podem ser obtidas a partir de polimeros sintéticos, como poli-&-
caprolactona, poliacrilamida e poliacrilato ou entdo, a partir de polimeros naturais como a
albumina, quitosano e gelatina (Wilczewska et al., 2012).

Os métodos de sintese de nanoparticulas com farmaco incorporado s@o variados e incluem
evaporacao do solvente, emulsificacdo espontdnea ou difusdo do solvente, salfing-out ou
emulsificacao-difusao, gelificacao ionica e dessolvatacao, entre outros (Muhaimin, 2013; Nagarwal
et al., 2009).

A técnica mais aplicada é a evaporacao do solvente que pode distinguir-se em dois métodos, a
emulsao simples (6leo em agua — o/w) e a emulsao dupla (agua em 6leo em agua - ((o/w)/w)
(Rao & Geckeler, 2011). O processo de evaporacao do solvente consiste, essencialmente, na
adicdo de uma fase organica, contendo o polimero e o farmaco dissolvido, a uma fase aquosa
com ou sem surfactantes (sobre agitacao bastante intensa), apds a qual se recorre a extracao do
solvente por evaporacdo sob agitacdo continua ou sob pressdo reduzida, sendo por fim
recuperadas as nanoparticulas por liofilizacao (Muhaimin, 2013; Rao & Geckeler, 2011).

A eficiéncia desta técnica passa por um conjunto de variaveis como a solubilidade do farmaco, a

morfologia interna das nanoparticulas, o tipo de solvente, a taxa de difusdo, a temperatura, a
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composicao e viscosidade do polimero e a incorporacdo do farmaco, sendo que o sucesso da
sintese depende diretamente da incorporacao bem-sucedida do farmaco, que é melhor caso este
seja insoluvel ou fracamente soltivel no meio aquoso (Muhaimin, 2013). Alguns farmacos que
cumprem esta especificacdo incluem anticancerigenos, agentes narcéticos, anestésicos locais e
agentes de controlo de fertilidade (Muhaimin, 2013).

As terapias com utilizacdo de nanoparticulas podem ser melhoradas com o emprego de
nanoparticulas responsivas capazes de produzir modificacdes fisico-quimicas, quando expostos a
estimulos externos, que resultam na libertacao do farmaco. Como foi referido, os estimulos podem

ser varios, sendo um dos principais o pH (Gao et al., 2010).

2.2 Caracterizacao Fisica e Quimica de Polimeros Responsivos

As técnicas analiticas, como microscopia, espetroscopia, métodos quimicos e métodos fisicos, sao
essenciais para obter diferentes tipos de informacdes sobre a amostra em andlise, desde a
composicao quimica e nivel de impurezas, a estrutura fisica. Tal informacdo ¢ importante tanto
para investigadores como para industriais, pois possibilita compreender de forma mais intrinseca
a natureza dos materiais, permitindo verificar teorias e produzir melhores produtos (Ebnesajjad,

2014).

2.2.1 Analise Termogravimétrica — TGA

A analise termogravimeétrica € uma técnica analitica que permite monitorizar a alteracao da massa
de uma amostra, que é aquecida, arrefecida ou mantida a temperatura constante, a uma
velocidade constante, sob uma atmosfera reativa (ar, oxigénio, hidrogénio ou dioxido de carbono)
ou inerte (azoto, hélio ou argon), em funcdo do tempo ou temperatura (Kim, 2006; Vyazovkin,
2002).

Com esta técnica é possivel determinar a estabilidade térmica de materiais e analisar a humidade
e componentes volateis da amostra (Ebnesajjad, 2014). Representa uma ferramenta muito util na
avaliacdo do comportamento de combustao ou pirolise da amostra, sendo que através do grafico
de perda de massa ou perda de massa relativa em funcao do tempo ou temperatura é possivel
identificar o numero e sequéncia de reacdes que ocorrem durante o processo de pirdlise, e ainda
determinar parametros cinéticos como a ordem e energia de ativacdo dessas mesmas reacoes

(Broido, 1969; Kim, 2006).
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O TGA é uma técnica quantitativa bastante precisa, mas em termos qualitativos fornece
informacdes muito limitadas, contudo, conhecendo o mecanismo de decomposicdo do material
em analise ou a composicao desse material, é possivel associar as perdas de massa observadas
com os produtos especificos da decomposicdo, por exemplo, a perdas de massa em torno do
ponto de ebulicao é possivel associar a presenca de solvente residual ou humidade (Vyazovkin,
2002).

As perdas de massa estao associadas a degradacao e/ou decomposicado, vaporizacao de liquidos,
sublimacao, reducao de dxidos metalicos a metais e dessorcao de gases, enquanto o ganho de
massa pode ocorrer devido a adsorcao, absorcao, reacoes solido-gas e oxidacao (Foldvari, 2011;
Vyazovkin, 2002).

O resultado de um ensaio de TGA é uma curva termogravimétrica da massa relativa ao longo do
ensaio em funcao da temperatura, similar a representada na Figura 8 (PerkinElmer, 2010). Para
analisar com maior detalhe as perdas de massa observadas, constroi-se a forma diferencial da
curva de TGA (DTGA), obtendo-se uma curva que representa a velocidade de perda de massa e
cujos picos correspondem aos degraus de perda ou ganho de massa da primeira curva (pontos
de inflexao) e indicam a temperatura especifica de cada uma dessas perdas ou ganhos (Foldvari,

2011; Vyazovkin, 2002).
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Figura 8 — Exemplo de uma curva termogravimétrica (a preto) e respetiva curva da derivada da perda de massa (a
verde), com a perda de massa (p) e a derivada da perda de massa (dp/dt) em funcao da temperatura (T). Adaptado
de PerkinElmer, 2010.
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Na maioria dos ensaios de TGA ¢ utilizada uma atmosfera inerte para que a amostra apenas reaja
com a temperatura durante a decomposicao, ou seja, ocorre pirélise, uma vez que a decomposicao
quimica durante o aguecimento € realizada na auséncia de oxigénio ou outro composto reativo
(PerkinElmer, 2010). Na decomposicao, a massa de reagentes desaparece originando produtos
na forma gasosa e possivelmente residuos de cinzas (Kim, 2006).

A forma da curva obtida experimentalmente depende de dois fatores, as propriedades da amostra

e as condicoes experimentais, que podem afetar a cinética (Kim, 2006).

2.2.2 Espetroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier — FTIR

A espetroscopia de infravermelho por transformada de Fourier ¢ a técnica de espetroscopia de
infravermelho mais utilizada (Rakesh & Rajesh, 2014; Thermo Nicolet Corporation, 2001).

O principio da espetroscopia assenta na absorcao de radiacao infravermelha (IR) quando a
frequéncia desta é igual a frequéncia especifica das vibracdes entre as ligacdes dos atomos que
constituem a molécula (Rakesh & Rajesh, 2014). O espetro de infravermelho resulta da passagem
de radiacao infravermelha através da amostra e determinando a fracdo da radiacao incidente que
¢ absorvida a determinada energia (Evora et al., 2002). Assim, a energia a qual surge um pico no
espetro de absorcao corresponde a frequéncia de vibracdo de uma parte ou grupo da molécula
em analise e a quantidade de radiacao absorvida vem em unidades de absorvancia como funcao
da frequéncia (Siebert & Hildebrandt, 2007; Stuart, 2004).

No caso particular do FTIR, é possivel medir todas as frequéncias infravermelhas simultaneamente
através da utilizacdo de um interferometro que produz um sinal unico que contém todas as
frequéncias, sendo possivel assim ler uma amostra em apenas alguns segundos (Thermo Nicolet
Corporation, 2001).

O espetro de FTIR representa, em forma de analogia, uma impressao digital molecular da amostra,
uma vez que cada molécula é resultado de uma combinacao Unica de atomos, logo nao existem
estruturas moleculares que produzam o mesmo espetro de infravermelho (Thermo Nicolet
Corporation, 2001).

O FTIR é uma ferramenta muito util na identificacdo de materiais de origem desconhecida, na
determinacao da qualidade ou consisténcia de uma amostra e na determinacéo da quantidade de
componentes numa mistura, sendo estas informacdes obtidas dependendo do comprimento de

onda percorrido na analise (Rakesh & Rajesh, 2014; Thermo Nicolet Corporation, 2001). Na
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Tabela 4 encontram-se as aplicacdes do FTIR de acordo com as diferentes regides do espetro de

infravermelhos.

Tabela 4 - Aplicacdes do FTIR de acordo com a regido do espetro de infravermelhos. Retirado de Rakesh & Rajesh,
2014

Proxima 0,78-2,5 12800-4000 3,8x10%-1,2x10 Analise quantitativa
Identificacdo de grupos

funcionais, analise

Média 2,5-50 4000-200 1,2x10w-6x10
quantitativa e detecao
de impurezas
Analise estrutural da
Afastada 50-100 200-10 6x102-3x10u
molécula
Maioritariamente
Mais usada 2,5-15 4000-67 1,2x104-2x10t

analise quantitativa

De acordo com a literatura, existe uma convencao sobre a localizacdo das bandas de absorczo
para cada tipo de ligacdo. Na Figura 9 encontram-se as diferentes localizacdes de um grupo

alargado de ligacoes.
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Figura 9 - Localizacdo aproximada de algumas bandas correspondentes a absorcao por parte de diferentes tipos de
ligacdes. Adaptado de Pavia et al., 2013.
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2.2.3 Dispersao Dinamica de Luz — DLS

0 tamanho das particulas e correspondente distribuicdo de tamanhos sdo algumas das
caracteristicas mais importantes na caracterizacdo de nanoparticulas, uma vez que estes
parametros permitem definir a distribuicao /7 vivo, a toxicidade e a especificidade de libertacédo
(Mohanraj & Chen, 2006).

A dispersao dinamica de luz trata-se de um termo genérico para todos os métodos que permitam
obter informacao sobre a dindmica molecular (Schmitz, 1990). A técnica de DLS permite
determinar o tamanho de particulas com dimensdes compreendidas entre 5 nm e varios
micrometros, relacionando o movimento aleatério e constante das particulas (movimentos
Brownianos) com o seu tamanho (Arzensek, 2010; Particle Sizing Systems, n.d.).

Para além disso, permite ainda determinar a distribuicdo de tamanhos de particulas (Malvern
Instruments, 2015a). Os movimentos Brownianos devem-se exclusivamente a difusdo das
particulas suspensas no liquido, e por isso, quanto maiores as particulas, menor o movimento
Browniano, e quanto menores as particulas, maiores e mais rapidas sdo as deslocacdes por
colisao com as moléculas de solvente (Arzensek, 2010; Delgado, 2013; Malvern Instruments,
2015a), como se pode constatar na representacao esquematica da Figura 10.

Num determinado volume de solugdo o movimento molecular das particulas provoca flutuacoes
na concentracao ao longo do tempo. O principio desta técnica consiste em relacionar essas
flutuacdes com flutuacdes na intensidade de dispersdo da luz (Lucas et al., 2001; Malvern

Instruments, 2015a).

Intensidad
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Figura 10 - Relac&o entre 0 movimento das particulas e o tamanho das mesmas. Particulas mais pequenas
deslocam-se mais rapidamente (a) e particulas maiores movem-se mais lentamente (b). Adaptado de Arzensek,
2010.
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E de realcar que a temperatura é um fator muito importante nesta analise e, por isso, deve ser
determinada com exatiddo assim como mantida estavel, uma vez que ela esta intrinsecamente
relacionada com a viscosidade do solvente. A instabilidade na temperatura pode provocar
movimentos nao-aleatodrios que levam a uma interpretacao errada do tamanho das particulas

(Arzensek, 2010).

2.2.4 Dispersao Eletroforética de Luz — ELS

A dispersao eletroforética de luz é utilizada para caracterizar a carga superficial das particulas em
solucao (McNeil-Watson, 2013; Xu, 2000), nomeadamente, determinar a mobilidade eletroforética
e 0 potencial zeta das particulas em dispersao (Malvern Instruments, 2015b).

No caso individual de particulas com tamanhos a rondar os nanémetros e micrémetros existe uma
area superficial elevada e, por isso, a interface particula-liquido influencia as propriedades fisicas,
como a dispersao e estabilidade das solucdes contendo as tais particulas. E por isso importante,
em termos de caracterizacdo deste tipo de solucdes, determinar parametros intrinsecos da
particula, como a carga e morfologia da superficie (Xu, 2000).

0 potencial zeta é uma funcao da carga superficial da particula quando esta é exposta a um meio
liquido, servindo de indicador da magnitude das interacdes repulsivas entre particulas e, por isso,
da estabilidade da dispersao (Weiner, Tscharnuter, & Fairhurst, 1993). Quanto maior for o
potencial, mais estavel é a dispersao e quanto menor o potencial, mais instavel é a dispersao (Pan
et al., 2012; Weiner et al., 1993).

0O método mais comum para determinar este parametro é através da aplicacdo de um campo
elétrico a suspensdo de particulas, forcando as particulas com carga a movimentarem-se em
direcao ao elétrodo de carga oposta (eletroforese) (Xu, 2000).

A mobilidade das particulas suspensas depende diretamente da carga que possuem e do liquido
no qual se encontram dispersas (McNeil-Watson, 2013). Com o equipamento de ELS mede-se a
velocidade eletroforética das particulas, de forma analoga a medicdo que ocorre na técnica de

DLS, esta velocidade relaciona-se com a mobilidade eletroforética (up) e o potencial zeta através

de uma série de equacdes teoricas, permitindo, através do software do equipamento, determinar

esses parametros (Hanus & Ploehn, 1999; Malvern Instruments, 2015b).
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2.2.5 Microscopia Eletronica de Varrimento - SEM

O SEM ¢ uma técnica de microscopia que permite utilizar uma gama de ampliacdo bastante
superior (até 1 000 000 vezes) a microscopia ¢tica, assim como uma profundidade de campo
com uma magnitude mais elevada (Vernon-Parry, 2000).

O principio da microscopia eletronica de varrimento é realizar o varrimento e recolher os sinais
eletronicos emitidos pela amostra em analise, recorrendo a utilizacdo de um feixe de eletrdes
focado com precisdo num determinado ponto da amostra (Ebnesajjad, 2014; Wells, 2001).

A imagem da superficie da amostra, obtida por microscopia eletrénica de varrimento, é formada
pela analise de todos os pontos da mesma, através da recolha e amplificacdo da corrente de
eletrdes que resulta da interacao do feixe de eletrdes com a amostra, apresentando as variacdes
na eficiéncia da geracao e recolha do sinal em diferentes pontos da amostra (Ebnesajjad, 2014;
Smith & Oatley, 1955; Wells, 2001).

A energia do feixe de luz aplicado varia entre 0,1 e 50 keV, dependendo da analise (Reimer, 1998).
A resolucao deste tipo de equipamentos pode ir desde 1 nm a 1 um, dependendo do microscopio
e do sinal usado para formar a imagem (Vernon-Parry, 2000).

Com este tipo de microscopia € possivel reunir uma série de informacdes sobre a amostra em
analise, como a topografia da superficie, a estrutura cristalina, a composicdo quimica e o

comportamento elétrico na superficie da amostra (Vernon-Parry, 2000).

2.3 Ibuprofeno

O ibuprofeno é denominado de acido 2-(4-isobutilfenil) propionico pela nomenclatura IUPAC, sendo
o primeiro anti-inflamatério ndo esteroide (NSAID), antipirético e analgésico comercializado com
sucesso (Higton, 1999).

Este farmaco existe na forma de dois enantiomeros, o R-(-)-ibuprofeno e o S-(+)-ibuprofeno, uma
vez que a molécula possui um centro quiral no carbono 2 do grupo do acido propionico (Rainsford,
2012), sendo no entanto comercializado como mistura racémica (Ramukutty & Ramachandran,
2012). Na Figura 11 pode-se observar as estruturas quimicas dos enantiomeros e da mistura
racémica.

0O mecanismo de acdo deste farmaco consiste no bloqueio das enzimas ciclo-oxigenases
responsaveis pela sintese das prostaglandinas, reduzindo assim a dor e a inflamacao (Weller,
2013), sendo que a forma (S)-ibuprofeno possui maior capacidade de inibicdo desse quimico

(Higton, 1999).
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Figura 11 - Estrutura quimica do (a) S-(+)-enantidmero de ibuprofeno, (b) R-(-)}-enantiémero de ibuprofeno e (c) do
ibuprofeno (C13H1802). Adaptado de (Patel et al., 2013; Rainsford, 2012).

Trata-se de um composto branco cristalino com um odor e sabor caracteristico (Higton, 1999),
relativamente lipofilico e insoluvel, ionizando a valores de pH fisioldgicos (Patel et al., 2013). As
principais caracteristicas do ibuprofeno séo uma massa molecular de 206,30 g/mol, um pKa em
torno do 4,4 e 5,2 (Patel et al., 2013; Weller, 2013), um ponto de ebulicdo de entre 212 °C e 251
°C e um ponto de fusdo em torno do 75 °C e 77 °C (Lerdkanchanaporn & Dollimore, 1997).

A permeabilidade do ibuprofeno através da pele humana encontra-se muito bem documentada,
assim como a sua solubilidade de acordo com o pH do meio (Hadgraft & Valenta, 2000). Na
Tabela 5, encontram-se os valores destas duas propriedades em funcao do pH, e constata-se que
a solubilidade do ibuprofeno aumenta com o pH, devido a ionizacdo da molécula (molécula
altamente carregada a valores de pH mais elevados e descarregada a valores de pH mais baixos),

ao contrario do que acontece com a permeabilidade (Hadgraft & Valenta, 2000; Jiang et al., 2005).

Tabela 5 — Solubilidade e permeabilidade do ibuprofeno em funcao do pH em agua. Adaptado de (Hadgraft &
Valenta, 2000)

pH 2,2 2,3 4,0 5,0 6,0 7,0 9,0 9,2
Solubilidade /
27 29 96 520 3700 7830 14800
(mg/L)

Coeficiente de
permeabilidade / 0,01 0,0088 0,0075 0,006 0,0032 0,0011 0,0004 0,0002

(mm/min)

Em relacdo a solventes organicos, o ibuprofeno apresenta-se ligeiramente soluvel em hexano e
bastante soltivel em etanol, octanol, dimetilsulféxido, cloroférmio e acetona, entre outros (Higton,
1999).

A eficacia terapéutica da administracao tdpica de ibuprofeno é dependente da penetracdo do

farmaco através da pele, assim como da sua poténcia (Patel et al., 2013). Segundo varios estudos
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reportados na literatura, o fluxo maximo de ibuprofeno através da pele é conseguido a valores de
pH elevados, uma vez que a baixa permeabilidade identificada ¢ compensada pelo aumento
significativo da solubilidade (Hadgraft & Valenta, 2000). A importancia do pH nas propriedades do
ibuprofeno deve-se exclusivamente ao facto deste farmaco ser um acido carboxilico e por esse
motivo o pKa influenciar diretamente a ionizacao e, por conseguinte a permeabilidade (Patel et al.,
2013).

As propriedades farmacologicas do farmaco, nomeadamente o tempo de meia-vida de 2 horas,
tornam-no ideal para farmaco modelo no desenvolvimento de diferentes tecnologias de libertacao.
As técnicas de libertacao que se encontram descritas na literatura envolvem processos de difusao
ou de erosao e os métodos de incorporacdo sdo o revestimento do farmaco ou a incorporacao do

farmaco numa matriz, como se pode observar na Figura 12 (Higton, 1999).

Difusao do farmaco

Figura 12 — Mecanismos de libertacdo de acordo com as diferentes formas de incorporagédo do farmaco, (a) difusao
devido ao intumescimento da matriz, (b) difusdo devido a erosdo da matriz e (c) difusdo por erosdo ou dissolucao do
revestimento. Retirado de Higton, 1999.

A dose diaria maxima de ibuprofeno para um adulto ronda as 1200 mg, sendo que se recomenda
a toma de doses unitarias de 400 mg. No entanto, o periodo de toma nao deve ultrapassar os 10
dias (Rainsford et al., 1999).

As principais aplicacdes médicas do ibuprofeno sao no alivio da dor associada a osteoartrite, artrite
reumatoide, espondilite anquilosante, dores lombares e articulares, enxaquecas, dores

menstruais, dores musculares e dores de pds-operatorio, entre outras. Recomenda-se que este
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farmaco seja tomado como analgésico de primeira instancia para gestdo da dor a curto prazo
(Oberoi, 2004; Sanchez-Borges et al., 2005).

No caso particular das formulacdes topicas de ibuprofeno, é descrita a existéncia de uma difusao
inicial, seguida de uma redistribuicao através dos vasos sanguineos, tendo em conta, como ja foi
referido, que os tecidos danificados ou inflamados possuem vasos sanguineos com maior
permeabilidade, existindo, por isso, uma maior concentracao de farmaco nestas regides apos a
redistribuicao (Patel et al., 2013). Este tipo de libertacao de ibuprofeno tem ganho importancia
nos ultimos anos devido a capacidade de libertar e aliviar a dor localmente, sem os riscos
secundarios associados a outras formas de administracdo (Dhar & Rajagopalan, 2011).

A principal dificuldade da aplicacao topica de ibuprofeno ¢ a manutencdo da concentracao do
farmaco devido a sua reduzida permeabilidade através da pele, como ja foi mencionado
anteriormente. Assim, o objetivo no desenvolvimento de sistemas de libertacdo controlada topicos
e transdérmicos com ibuprofeno incorporado passa pelo estudo e utilizacdo de solucao
supersaturadas, adesivos muco-aderentes e veiculos contendo surfactantes nao-ionicos ou acidos

gordos (Makhmalzadeh et al., 2012).

2.4 Aplicacdes de Nanoparticulas como Sistemas de Libertacao Controlada

0 facto de serem particulas que podem incorporar ou conter qualquer tipo de substancia torna as
nanoparticulas um veiculo bastante versatil, e por isso podem ser utilizadas em diversos tipos de
tecnologias e areas de estudo, desde a eletrénica a medicina. As nanoparticulas tém diversas
aplicacdes em diversas areas, tais como aplicacbes térmicas, dticas, magnéticas, mecanicas,
energéticas, biomédicas e eletrdnicas (Introduction to Nanotechnology, 2009).

As aplicacdes na area da medicina incluem a libertacdo controlada e dirigida de farmacos,
diagndsticos in vivo e in vitro e producdo de materiais biocompativeis melhorados (De Jong &

Borm, 2008).

2.4.1 Aplicacao topica e transdérmica de nanoparticulas com Ibuprofeno

A pele surge como uma via promissora de libertacdo controlada de ingredientes ativos, uma vez
que permite evitar a absorcao irregular associada a tratamentos convencionais. Para além disso,
como o farmaco é aplicado diretamente na regido afetada, ndo & necessaria a administracao de

concentracdes tao elevadas (Samah, 2011).
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Existem trés formas de atuacdo do composto quando aplicado na pele, pela via tdpica, pela via
transdérmica ou pela via transcutanea. O primeiro caso refere-se a terapias nas camadas mais
externas e menos permeaveis da pele, a via transdérmica assenta na passagem dos farmacos
através das multicamadas da pele até a circulacao sistémica e por fim a via transcutanea que
corresponde a situacdo em que os farmacos atingem os tecidos mais profundos, como musculos
e articulacdes (Samah, 2011).

No caso dos anti-inflamatorios, como o ibuprofeno, a via principal de atuacado é pela via tépica e
transcutanea, sendo que o alvo do farmaco é o local de aplicacdo (camadas mais externas da
pele) e os tecidos profundos, respetivamente (Samah, 2011).

Assim como para outros sistemas de libertacdo controlada, no caso da administracdo tdpica e
transdérmica, os nanotransportadores podem ser idealizados especificamente para responder a
um parametro ou estimulo, de modo a se adequarem a via de libertacao pretendida. Isto é possivel
através da modificacao das propriedades fisico-quimicas das formulacdes de nanotransportadores,
como o ajuste da viscosidade da formulacao, a incorporacao de agentes especificos, entre outros
(Lee et al., 2010).

A importancia do desenvolvimento de formulacdes topicas (cremes e géis) e transdérmicas
(adesivos dérmicos) de ibuprofeno prende-se essencialmente com a minimizacdo dos efeitos
secundarios causados no trato gastrointestinal pelos métodos de administracdo oral e com a
manutencao de niveis constantes de farmaco no local de aplicacdo (Lakshmi et al., 2011; Lee et
al., 2010).

0Os medicamentos anti-inflamatorios nao esteroides sao reconhecidos por terem uma capacidade
de penetrarem nas camadas mais profundas dos tecidos. No entanto, é evidente que a capacidade
de permeabilidade através da pele e, por consequéncia, o potencial terapéutico depende
diretamente do veiculo no qual o composto se encontra incorporado e através do qual se pretende
fazer a libertacdo (Hadgraft et al., 2003). A utilizacdo de nanotransportadores, nomeadamente
nanoparticulas com ibuprofeno incorporado, permite colmatar a baixa permeabilidade destes
compostos através da pele, sendo assim possivel desenvolver formulacdes tdpicas e
transdérmicas eficazes de ibuprofeno (Lakshmi et al., 2011)

Atualmente, ja existem algumas formulacdes de ibuprofeno no mercado, nomeadamente no que
diz respeito a géis (Boots Ibuprofen Gel; lbugel® e Deep Relief®), mousses (Ibumousse®),

adesivos de espuma (Biatain Ibu®) e sprays (Ibuspray®) (Patel et al., 2013).
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a. O pH da pele como estimulo

O tratamento de feridas é bastante complexo, sendo influenciado por fatores intrinsecos e
extrinsecos, sendo um deles o pH, que afeta a libertacao de oxigénio, a atividade proteolitica e a
toxicidade bacteriana, ou seja, todo o processo bioquimico envolvido na tratamento de feridas. No
entanto, o pH das feridas nao esta relacionado com o grau da ferida, mas com o tipo de tecido
afetado (Gethin, 2007). O pH das feridas cronicas ronda os 7,2 - 8,9, sendo que, aquelas cujo pH
se afasta mais do valor do pH neutro apresentam maior dificuldade no tratamento.

De acordo com estudos publicados, aquando do processo de cura, o pH da ferida tende para
valores mais neutros, diminuindo em seguida para valores acidos (Gethin, 2007). As diferentes
etapas de cicatrizacao/tratamento das feridas (homeostasia, inflamacdo, proliferacdo e
remodelacao) sdo caracterizadas por diferentes gamas de pH, por isso este & um fator essencial
e importante a ter em conta no desenvolvimento de novas técnicas de tratamentos topicos e
transdérmicos (Percival et al., 2014).

Atualmente, ja existem produtos no mercado que respondem diretamente a desvios ao pH normal,
nomeadamente téxteis que monitorizam o tratamento da ferida. Por alteracbes das suas

caracteristicas fisicas é possivel determinar o progresso de cura/cicatrizacao (Hu et al., 2012).
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3.  METODOLOGIA

3.1 Materiais

Neste trabalho foram utilizados dois polimeros pH-responsivos diferentes, um copolimero aniénico
de acido metacrilico-etil acrilato e um copolimero cationico composto por dimetilaminoetil
metacrilato e ésteres metacrilicos, respetivamente, denominados comercialmente por Eudragit®
L100-55 e Eudragit® E PO, adquiridos a Evonik Industries.

0 ibuprofeno foi o farmaco escolhido para incorporar nas nanoparticulas sintetizadas a partir dos
polimeros referidos. Foram ainda utilizados dois estabilizantes durante a sintese das
nanoparticulas por forma a garantir a estabilidade do sistema, o PVA (alcool polivinilico) com 87-
90 % de grau de hidrélise e massa molecular relativa de 30 000 — 70 000 g/ mol e o Span® 85,
sendo que ambos foram adquiridos & Sigma Aldrich.

O solvente organico para dissolucdo dos polimeros e ibuprofeno foi o metanol com massa
molecular relativa de 32,04 g/mol e grau de pureza superior a 99,8 %.

Foi necessario em diversas situacdes ajustar o pH das solucdes, pelo que, para tal, foram
preparadas duas solucdes a partir de uma base forte e um acido forte, designadamente, o
hidroxido de sédio (NaOH) com massa molecular relativa de 40 g/mol da VWR Chemicals Prolabo
e 0 acido cloridrico (HCI) com composicao massica de 0,37 e massa molecular relativa de 36,46
g/mol da Riedel-de Haén.

Foram preparados 3 tampoes distintos para utilizar como meio para os ensaios de libertacao,
nomeadamente o tampao HCI/KCI (pH=1,2), tampao citrato (pH=5,5) e o tampao fosfato
(pH=6,8).

No tampao HCI/KCI foi utilizada a solucdo de HCI, mencionada anteriormente, e cloreto de
potassio (KCI) com massa molecular de 74,56 g/mol da Panreac.

Para o tampao citrato, utilizaram-se o citrato trissédico dihidratado (CsHsNasO;-2H.0) com massa
molecular relativa de 294,10 g/mol e o acido citrico monohidratado (CsH:0:--H.0) com massa
molecular de 210,14 g/mol, ambos adquiridos a Panreac.

Para a preparacao do tampao fosfato recorreu-se ao fosfato dipotassico (K:HPO.) com massa
molecular relativa de 174,18 g/mol e ao dihidrogenofosfato de potassio (KH.PO.) com massa

molecular relativa de 136,09 g/mol, ambos adquiridos a Panreac.
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Toda a agua utilizada nas mais diversas analises e técnicas foi agua pura (Millipore®) com excecao

da preparacao das solucdes tampao, nas quais foi utilizada agua desionizada.

3.2 Sintese de nanoparticulas de Eudragit® L100-55 e Eudragit® E PO

Para o primeiro conjunto de sinteses (do ensaio 1 ao ensaio 4) foi preparada uma solucéo tampao
citrato (pH=6) com PVA (concentracdo de 0,01 g/mL) e uma solucdo de Eudragit® em metanol
(concentracao de 0,025 g/mL).

Uma vez preparadas, a solucdo de Eudragit® foi adicionada a solucédo de PVA recorrendo a uma
bureta automatica (Bioblock Scientific da Razel Scientific Instruments Inc), a uma velocidade de
aproximadamente 0,65 mL/min.

Durante a adicao, a solucdo de PVA encontrava-se num banho de o6leo a 25 °C, de modo a manter
a temperatura constante, sob agitacdo magnética de 600 min-.

Apos a adicao completa, reduziu-se imediatamente a agitacdo magnética para 100 min' e a
solucdo permaneceu durante 24 h no banho a 25 °C de modo a evaporar o solvente organico.
Seguiu-se uma série de 3 centrifugacdes recorrendo a centrifuga Universal 320 R da Hettich
Zentrifugen, a primeira a 1500 mint durante 10 minutos para remover agregados poliméricos, o
sobrenadante foi recolhido e centrifugado novamente a 9000 min durante 30 minutos e, por fim,
realizou-se uma ultima centrifugacdo a 15 000 mint durante 20 minutos. No ensaio 3 e 4 esta
etapa nao foi realizada uma vez que a centrifugacdo se demonstrou insignificante nos ensaios com
Eudragit® E PO.

Uma parte da solucdo final obtida foi congelada e liofilizada (Freezone 6 da Labconco) de modo a
obter-se nanoparticulas na forma de um pd. Outra parte foi analisada (analise do tamanho e o
potencial zeta das nanoparticulas) conforme obtida, com as nanoparticulas dispersas. Colocaram-
se as amostras no liofilizador apds a temperatura ter estabilizado em torno dos -43 °C e esperou-
se que a pressao de vacuo descesse abaixo dos 20 kPa para entao retirar as amostras liofilizadas.
0 mesmo procedimento foi adotado nos ensaios em que se recorreu a incorporacao de ibuprofeno,
sendo que o mesmo foi adicionado a fase organica antes da adicao desta a fase aquosa.

Na Tabela 6 encontram-se as condicdes das sinteses realizadas de acordo com este primeiro

protocolo.
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Tabela 6 - Condicdes e polimeros utilizados em cada ensaio realizado de acordo com o primeiro procedimento
experimental, assim como a massa pesada de cada polimero em cada sintese

Ensaio Polimero Massa de polimero / (g) Condicoes
1 Eudragit® L100-55 0,2507+0,00005 Sem ibuprofeno incorporado.
2 Eudragit® E PO 0,2516+0,00005 Realizaram-se as 3 centrifugacoes.

Sem ibuprofeno incorporado.
3 Eudragit® E PO 0,2506+0,00005 N&o se realizaram centrifugacoes.
Realizou-se liofilizacao.
Massa de Ibuprofeno: 2,40+0,05
mg.
4 Eudragit® E PO 0,2509+0,00005

Nao se realizaram centrifugacoes.

Realizou-se liofilizacao.

Apos uma primeira analise das solucdes e nanoparticulas sintetizadas, decidiu-se proceder a
algumas  alteracbes no  protocolo inicialmente  definido, nomeadamente  no
estabilizante/surfactante a utilizar e na agitacao durante a adicao da fase orgénica a fase aquosa.
Os ensaios preparados de acordo com o protocolo otimizado incluem desde o ensaio 5 até ao
ensaio 18.

Neste sentido, foi preparada uma solucao aquosa de Span® 85 (composicao voliimica de 0,4 %)
e uma solucao de Eudragit® em metanol (concentracdo de 0,025 g/mL).

Uma vez preparadas, a solucdo de Eudragit® foi adicionada & solucdo de Span utilizando uma
bureta automatica, a uma velocidade de 0,65 mL/min. Durante a adicdo, a solucdo de Span® 85
permaneceu num banho de éleo a 25 °C sob agitacdo magnética a 900 mint. Apds a adicédo
completa, manteve-se a agitacado vigorosa por 30 minutos, apds os quais, a solucdo foi deixada
durante 24 h no banho a 25 °C sob agitacdo magnética a 100 mint de modo a evaporar o solvente
organico.

Uma parte da solucdo final obtida foi congelada e liofilizada de modo a obterem-se as
nanoparticulas na forma de pd. Colocaram-se as amostras no liofilizador apds a temperatura ter
estabilizado em torno dos -43 °C e esperou-se que 0 a pressao de vacuo descesse abaixo dos 20
kPa, e so entdo se retiraram as amostras.

0 mesmo procedimento foi usado para as sinteses nas quais se recorreu a incorporacdo de

ibuprofeno, sendo que o composto ativo foi adicionado a fase organica antes da adicdo desta a
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fase aquosa. Na Figura 13 encontra-se representado o esquema elucidativo da etapa de adicao
da fase orgénica a fase aquosa.

Fase orginica

\ - Fase aguosa Bureta automatica

Figura 13 — Representacao esquematica do sistema de injecao da fase organica (polimero ou polimero + farmaco
em metanol) na fase aquosa (PVA ou Span 85 em dagua).

Na Tabela 7 encontram-se as condicfes dos ensaios realizados de acordo com o protocolo

otimizado.

Tabela 7 — Condicdes e polimeros utilizados em cada ensaio realizado de acordo com o procedimento experimental
final e ainda as massas pesadas de polimero e ibuprofeno

Eudragit® Estabilizante: Span® 85.
5 0,25160+0,00005  0,25360+0,00005
E PO Realizou-se liofilizacao.
Eudragit® Estabilizante: PVA.
6 0,25180+0,00005 -
E PO Realizou-se liofilizacao.
Eudragit®
7 0,25050+0,00005
L100-55
Eudragit®
8 0,25270+0,00005
E PO
Eudragit®
9 0,24950+0,00005  0,25210+0,00005 Estabilizante: Span® 85.
E PO
Realizou-se liofilizacao.
Eudragit®
10 0,25000+0,00005
E PO
Eudragit®
11 0,25140+0,00005  0,24990+0,00005
L100-55
Eudragit®
12 0,24980+0,00005
L100-55
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Tabela 7 - Condicdes e polimeros utilizados em cada ensaio realizado de acordo com o procedimento experimental
final e ainda as massas pesadas de polimero e ibuprofeno (continuacao)

Massa de polimero / Massa de
Ensaio  Polimero Condicdes
(g) Ibuprofeno / (g)
Eudragit®
13 0,25120+0,00005
E PO
Eudragit®
14 0,25130+0,00005  0,12560+0,00005
E PO
Eudragit®
15 0,24990+0,00005  0,25030+0,00005
E PO Estabilizante: Span® 85.
Eudragit® Realizou-se liofilizacao.
16 0,25050+0,00005  0,50130+0,00005
E PO
Eudragit®
17 0,25080+0,00005
L100-55
Eudragit®
18 0,25160+0,00005  1,00060+0,00005
L100-55

3.3 Caracterizacao das nanoparticulas de Eudragit® L100-55 e Eudragit® E PO

As nanoparticulas de Eudragit® L100-55 e Eudragit® E PO obtidas, bem como as formulacdes
de nanoparticulas, os polimeros Eudragit® e o farmaco, foram analisados por uma série de

técnicas de caraterizacao descritas de seguida.

3.3.1 Analise Termogravimétrica

Aproximadamente 2 — 10 mg de polimero, farmaco e formulacdes de nanoparticulas foram
analisadas num analisador termogravimétrico (TGA Perkin Pyris 1 da Perkin Elmer).

As amostras foram colocadas no cadinho e expostas a um intervalo de temperatura entre a
temperatura ambiente e 900 ° C, com uma velocidade de aquecimento de 20 °C/min sob

atmosfera reativa (ar).

3.3.2 Analise de Espetroscopia de Infravermelho com transformada de Fourier

As andlises de espetroscopia de infravermelhos foram realizadas no espectrémetro de

infravermelhos com transformada de Fourier Spectrum 100, com um acessoério de amostragem
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com reflexdo total atenuada, da Perkin Elmer. Todos os espetros foram recolhidos apoés 16
varrimentos ao longo da gama de 4000 cm* - 650 cm*. Um varrimento do background foi

adquirido antes da analise das amostras.

3.3.3 Medicdo do tamanho das nanoparticulas e potencial zeta

0 tamanho e o potencial zeta das nanoparticulas sintetizadas foram determinados por dispersao
dindmica de luz e dispersao eletroforética de luz, respetivamente, utilizando o Zetasizer (Nano
7590, Malvern).

Esta medicdo ocorreu em dois momentos distintos, para efeitos de comparacao, tendo sido feita
uma medicao imediatamente apos o término do periodo de 24 h de evaporacdo do solvente
organico e uma medicao apos a liofilizacao.

Na primeira medicao referida retiraram-se amostras da solucao de nanoparticulas para analisar o
tamanho e potencial zeta das particulas sintetizadas.

Na segunda medicdo, cerca de 1 mg de nanoparticulas liofilizadas foi suspensa em 20 mL de
agua. Procedeu-se a agitacdo no vortex (Vortex 200 - Mixer 230 V da Labnet International, Inc) e
no banho de ultrassons (Ultrasons H-D da P-Selecta) (30 minutos a 10 °C) por forma dispersar as
nanoparticulas.

Os dados foram obtidos a 25 °C, sendo a agua o dispersante utilizado. A viscosidade para a agua
nestas condicoes é de 8,872x10+ Pa-s (0,8872 cP) e a constante dielétrica é de 78,5. Recorreu-
se a utilizacdo do atenuador automatico, sendo que, para as medicoes de ELS, a voltagem aplicada
variou entre os 147 V e 150V, dependendo das medicdes.

Todas as amostras foram analisadas trés vezes com medicOes sucessivas efetuadas pelo
equipamento e por isso todos os resultados de DLS e ELS surgem sob a forma de média das 3

medicdes realizadas.

3.3.4 Analise de microscopia eletronica de varrimento

A analise estrutural das nanoparticulas foi efetuada por microscopia eletronica de varrimento no
microscopio eletrénico de varrimento do Centro de Materiais da Universidade do Porto (CEMUP).
As amostras analisadas foram previamente revestidas com ouro, para aumentar a sua
condutividade e assim permitir uma melhoria na qualidade das imagens obtidas. As imagens

foram adquiridas com varias ampliacdes: 2000x, 10000x, 20000x e 50000x.
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3.4 Libertacao de Ibuprofeno

3.4.1 Retas de Calibracao

Por forma a poder quantificar-se a libertacao de ibuprofeno a partir das nanoparticulas sintetizadas
construiram-se trés retas de calibracao para o ibuprofeno a pH distintos utilizando o UV/vis.

Os pHs estudados foram pH 1,2, pH 5,5 e pH 6,8. A escolha do pH 1,2 e 6,8 deveu-se ao fato de
estes valores de pH serem os mais utilizados, de acordo com a literatura, para estudos de
libertacao com polimero analogos e o pH 5,5 foi selecionado porque & o pH mais usual da pele,
sendo que as principais aplicacdes previstas das nanoparticulas sintetizadas sao a administracao
topica.

Foram preparadas trés solucoes de ibuprofeno, de acordo com as condicdes presentes na Tabela

8, cujas absorvancias foram lidas no espectrofotometro Lambda 35 UV/VIS da Perkin Elmer.

Tabela 8 — Massa de ibuprofeno pesada e respetiva concentracao da solugdo-mae resultante, utilizada para
preparar as sucessivas diluicdes necessarias para construir a curva de calibracao a diferentes valores de pH

pH Massa de Ibuprofeno/ (mg) [Ibu] / (mg/L)
1,20 6,40+0,05 22,5
5,55 6,60+0,05 26,4
6,74 8,50+0,05 17,0

Em seguida, foram preparadas solucdes com diferentes concentracdes a partir da solucdo-mae
correspondente. Subsequentemente procedeu-se a leitura de absorvancia dessas solucoes
colocando uma amostra de cada uma delas nas cuvetes de quartzo.

E de salientar que o pH de todas as solucdes, incluindo as resultantes da diluicdo da solucdo-mae,
foi verificado e ajustado recorrendo a um medidor de pH (Orign 3 Star pH Benchup da Qlabo). As
retas de calibracdo encontram-se no Anexo | — Curvas de Calibracdo do Ibuprofeno por

Espetroscopia de Absorcao Ultravioleta/visivel.

3.4.2 Preparacao da solucdo tampao HCI/KCI (pH 1,2)

A solucao tampao HCI/KCI foi preparada misturando uma solucao de 0,1 mol/L de KCl e uma
solucao de 0,1 mol/L de HCI.
Recorrendo ao medidor de pH, verificou-se o pH da solucéo e ajustou-se com solucao de HCl ou

NaOH, quando necessario.
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3.4.3 Preparacao da solucdo tampéo citrato (pH 5,5)

A solucao tampéo citrato foi preparada misturando uma solucéao de 0,1 mol/L de CsH:0:-H.O e
uma solucao de 0,1 mol/L de CsHsNa:0,-2H:0.
Recorrendo ao medidor de pH verificou-se o pH da solucéo e ajustou-se com solucéao de HCl ou

NaOH, quando necessario.

3.4.4 Preparacao da solucdo tampéo fosfato (pH 6,8)

A solucao tampao fosfato foi preparada misturando uma solucéo de 0,2 mol/L de K:HPO. e uma
solucao de 0,2 mol/L de KH:PO..
Recorrendo ao medidor de pH verificou-se o pH da solucéo e ajustou-se com solucao de HCl ou

NaOH, quando necessario.

3.4.5 Monitorizacado da libertacdo de ibuprofeno a partir da solucéo de nanoparticulas em

solucao

Para a monitorizacao da libertacdo de ibuprofeno a partir das nanoparticulas em solucao (nzo
liofilizadas) recorreu-se a adicdo de um determinado volume de solucéo de nanoparticulas com
ibuprofeno (de acordo com a diluicdo necessaria para uma leitura de absorvancias com
significado) num balao de 50 mL.

Procedeu-se entdo a um ajuste do pH por adicao de solucdo de HCI ou NaOH por forma a obter-
se solucdes com os 3 valores de pH em estudo (pH 1,2, pH 5,5 e pH 6,8) e iniciou-se,
imediatamente, a monitorizacao retirando uma amostra e colocando a solucdo sob agitacao
magnética a 150 min. Em seguida foram retiradas amostras ao longo do tempo, até um periodo
de tempo total variavel de acordo com os diferentes estudos.

0 mesmo procedimento foi realizado para a solucéo de nanoparticulas sem ibuprofeno, de modo
a determinar se a solucao de nanoparticulas sem ibuprofeno incorporado poderia servir de
controlo.

Cada amostra retirada foi colocada na cuvete de quartzo e lida a sua absorvancia no espectrometro
de Uv/vis (Lambda 35 UV/VIS spectrometer da Perkin Elmer).

O branco de cada ensaio de monitorizacdo foi agua ultrapura cujo pH foi ajustado para o pH

correspondente ao ensaio em analise (pH 1,2, pH 5,5 e pH 6,8).
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3.4.6  Monitorizacado da libertacdo de ibuprofeno a partir das nanoparticulas liofilizadas

Enquanto a monitorizacao da libertacao a partir da solucdo com nanoparticulas foi realizada
recorrendo a agua, nos ensaios com as nanoparticulas liofilizadas utilizaram-se as diferentes
solucdes tampdes correspondentes aos 3 valores de pH distintos em estudo.

Pesou-se uma determinada massa de nanoparticulas liofilizadas com ibuprofeno incorporado,
suspendeu-se em 50 mL do tampZo correspondente ao ensaio em causa, e iniciou-se
imediatamente a monitorizacao retirando uma amostra e colocando sob agitacdo magnética a
solucao a 150 mint. Em seguida foram retiradas amostras ao longo do tempo, até um periodo de
tempo total variavel de acordo com os diferentes estudos.

Cada amostra retirada foi colocada na cuvete de quartzo e lida a sua absorvancia no espectrometro
de Uv/vis (Lambda 35 UV/VIS spectrometer da Perkin Elmer).

0 branco de cada ensaio de monitorizacao foi o tampao correspondente ao ensaio em causa.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Otimizacao do Processo de Sintese de Nanoparticulas

Como ja foi referido, os primeiros ensaios realizados no ambito deste trabalho de dissertacdo
foram elaborados de acordo com um protocolo experimental que se revelou inadequado e por
isso, posteriormente, foi ajustado de acordo com as necessidades em termos de tamanho,

uniformidade e estabilidade das nanoparticulas.

4.1.1 Ensaios de acordo com o procedimento experimental inicial

Nestes primeiros ensaios, recorreu-se a um procedimento reportado na literatura (Yoo et al., 2011)
para sintese das nanoparticulas a partir de um polimero analogo aos polimeros utilizados no
presente trabalho. Apenas ligeiras modificacdes foram efetuadas no protocolo original
(estabilizante utilizado, velocidade de agitacdo e omissao das centrifugacdes), tendo em conta a
disponibilidade de material e equipamentos.

Nesta seccado da dissertacdo encontram-se os resultados dos ensaios mais pertinentes sobre as
dificuldades encontradas no processo de sintese estabelecido e na consequente obtencdo de
nanoparticulas.

Os resultados da analise de DLS das solucdes de nanoparticulas resultantes dos ensaios 1 (com
Eudragit® L100-55) e 2 (com Eudragit® E PO) sdo representativos das dificuldades nas etapas

de centrifugacao do procedimento implementado (Figura 14).
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Figura 14 — Tamanho médio das nanoparticulas (nm) em funcéo das sucessivas centrifugacdes efetuadas a solucao
de nanoparticulas dos ensaios 1 e 2. Os resultados correspondem a média de trés ensaios independentes + desvio
padrao.

Na Tabela 9 encontram-se os respetivos indices de polidispersao (PDI), determinados pela analise
de DLS, indicativos da amplitude da distribuicdo de tamanho das particulas e da real aproximacao
dos dados obtidos pelo modelo Gaussiano e calculos subjacentes a analise (Arzensek, 2010). Os
valores de PDI variam de O a 1, considerando-se que as particulas sao monodispersas para valores
entre 0,01 e 0,5 e possuem alguma dispersdo para valores entre 0,5 e 0,7 (Kharia et al., 2012).
Valores superiores a 0,7 indicam que amostra ndo ¢ passivel de ser analisada por DLS uma vez
que possui uma distribuicdo de tamanhos bastante heterogénea (Instruments, 2011; Kharia et al.,

2012).

Tabela 9 — Média dos valores de PDI associados a cada analise de DLS das nanoparticulas resultantes das
sucessivas centrifugacdes dos ensaios 1 e 2 e desvio padrdo associado ao calculo da média do PDI

Ensaio Centrifugacéo Média do PDI
1° 0,424+0,065

1 2° 0,133+0,022
3 0,190+0,009

1° 0,771+0,011

2 2° 0,735+0,031
3 0,505+0,015

Avaliando os tamanhos das particulas obtidos com as sucessivas centrifugacdes das solucdes
resultantes dos ensaios 1 e 2 (Figura 14) foi possivel constatar que, no ensaio 1, no qual o polimero

utilizado foi o Eudragit® L100-55, a centrifugacdo se demonstrou eficiente, ocorrendo a
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diminuicdo do tamanho das particulas de 724,80+3,16 nm para 242,7+4,45 nm apds as trés
centrifugacdes. No entanto, no caso do ensaio 2, com Eudragit® E PO, as sucessivas
centrifugacdes nao se traduziram uma diminuicdo significativa do tamanho das particulas,
passando apenas de 31,99+1,39 nm para 29,41+0,72 nm apds a terceira centrifugacao.

Para além disso, verificou-se que com as sucessivas centrifugacdes no ensaio 1, o valor de PDI
diminuiu (de 0,424+0,065 para 0,190+0,009) apos as trés centrifugacdes, obtendo-se uma
solucao com uma distribuicao de tamanhos de particulas mais homogénea, ou seja obteve-se uma
solucao de particulas ainda mais monodispersa (Tang et al., 2009) compreendendo apenas uma
populacao de nanoparticulas na solucao.

Da mesma forma, para o ensaio 2 verificou-se também essa reducao de valor, contudo, neste
caso 0s valores mantiveram-se demasiado elevados, passando de 0,771+0,011 para
0,505+0,015 apos as trés centrifugacoes, revelando que apesar de ter ocorrido uma diminuicao
na polidispersao das particulas ela ainda é elevada, ou seja existem populacdes de particulas com
tamanhos distintos sem que haja uma populacéo que se sobreponha as restantes. Por este motivo,
nos ensaios seguintes, nos quais se utilizou Eudragit® E PO, optou-se por nao recorrer as etapas
de centrifugacao.

A par dos ensaios 1 e 2 foram ainda efetuados os ensaios 3 e 4 segundo este procedimento, nas
mesmas condicdes de sintese com a excecdo de que nanoparticulas produzidas no ensaio 4
possuiam ibuprofeno incorporado.

Os primeiros resultados obtidos apontaram para uma elevada heterogeneidade das nanoparticulas
sintetizadas usando este procedimento, assim, importa apresentar os valores das analises de DLS
e ELS das nanoparticulas produzidas pelos ensaios 3 (Eudragit® E PO) e 4 (Eudragit® E PO) para
determinar a estabilidade das nanoparticulas e avaliar preliminarmente o efeito da incorporacao
de ibuprofeno nas nanoparticulas.

Na Figura 15 ilustram-se os resultados das analises de DLS das nanoparticulas resultantes dos

ensaios 3 e 4.
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Figura 15 — Tamanho médio das nanoparticulas (nm) em solucao dos ensaios 3 e 4. Os resultados correspondem a
meédia de trés ensaios independentes + desvio padrao.

Em concordancia, a média dos valores de PDI da analise de DLS foi de 0,915+0,017 e
0,543+0,243 para os ensaios 3 e 4, respetivamente.

Analisando a Figura 15 constata-se que as nanoparticulas obtidas nos ensaios 3 e 4 possuiam um
tamanho bastante diminuto, 47,93+0,88 nm e 36,17+14,58 nm, respetivamente, e um elevado
valor de PDI, que serve como indicacdo para a existéncia de mais de duas populacdes de
nanoparticulas, tornando a solucao polidispersa. Para além disso, os tamanhos das particulas s@o
demasiado pequenos tendo em conta que o objetivo seria obter nanoparticulas com tamanhos
compreendidos entre 50 nm e 500 nm, tamanho descrito como ideal para nanoparticulas para a
libertacao controlada de farmacos (Uchechi et al., 2014).

Nao foi possivel retirar quaisquer conclusdes da comparacao dos resultados da analise de DLS ao
ensaio 3 e 4, uma vez que os valores sao bastante semelhantes, apesar das nanoparticulas do
ensaio 4 possuirem ibuprofeno incorporado.

Seria expectavel que as particulas do ensaio 4 fossem maiores que as obtidas no ensaio 3, uma
vez que possuem um composto incorporado, mas tal nao aconteceu. Este resultado pode sugerir
que a quantidade de ibuprofeno incorporada foi insuficiente para se evidenciar no tamanho das
particulas, ou entdo que a estrutura catiénica do polimero e a estrutura aniénica do farmaco
interagem de alguma forma, originando particulas de um tamanho inferior ao esperado devido as
forcas de atracdo entre compostos de carga contraria. No entanto, como nao foram efetuadas

analises complementares para averiguar possiveis justificacdes para esta situacao,
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nomeadamente, analise de FTIR e TGA para verificar a incorporacao do ibuprofeno, optou-se por
aprofundar o estudo deste parametro em ensaios posteriores.

Na Figura 16 encontram-se os resultados da analise de ELS das nanoparticulas em solucao
resultantes dos ensaios 3 e 4. E de salientar que o potencial zeta ndo é uma propriedade da
particula, este parametro existe para uma particula num determinado dispersante a uma
determinada temperatura e viscosidade, sendo calculado pelo equipamento de acordo com a

mobilidade eletroforética da particula presente num dado sistema.
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Figura 16 - Potencial zeta das nanoparticulas (mV) em solucao, com a concentracdo de 0,025 g/mL, dos ensaios 3
e 4. Os resultados correspondem a média de trés ensaios independentes + desvio padrao.

Avaliando a Figura 16 constata-se que as nanoparticulas sintetizadas através deste procedimento
sd0 bastante instaveis, tanto para o ensaio 3 como para o ensaio 4 (valor de potencial zeta
2,16+0,12 mV e 0,93+0,45 mV, respetivamente), uma vez que de acordo com a fundamentacéo
tedrica, quando os valores de potencial zeta sdo muito baixos, significa que a suspensao ¢ instavel
pois as particulas carregadas nao sao capazes de se repelir e por isso tém maior tendéncia a
agregar (Mohanraj & Chen, 2006; Mu & Feng, 2014).

No caso de nanoparticulas com valores de potencial zeta compreendidos entre -10 mV e 10 mV,
pode assumir-se que se trata de particulas com carga neutra e por isso a probabilidade de
flocularem ou agregarem é muito maior (Clogston & Patri, 2011).

E de referir, que em termos de comparacéo entre os valores da analise de ELS para os ensaios 3

e 4 se verificou um valor inferior para as particulas com ibuprofeno incorporado (ensaio 4), facto
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que pode ser justificado com a carga oposta que o polimero e farmaco possuem, formando por
isso nanoparticulas com carga mais proxima do valor nulo.

De acordo com os resultados das analises de DLS e ELS das solucdes resultantes dos ensaios 3
e 4 ficou estabelecido que seria necessario alterar o procedimento de modo a se sintetizar
nanoparticulas com tamanhos superiores e maior estabilidade.

Adicionalmente, & importante considerar o aspeto visual das nanoparticulas liofilizadas obtidas no

ensaio 3 (Figura 17).

Figura 17 - Nanoparticulas sintetizadas no ensaio 3 apos liofilizacao.

A estrutura do produto obtido foi muito distinta da que se pretendia, uma vez que o objetivo era
obter um pé fino, & semelhanca do que se encontra reportado na literatura para polimeros
analogos (Yoo et al., 2011). A principal justificacao para tal ter acontecido estara relacionada com
a utilizacdo do PVA como estabilizante, que tera estabelecido ligacbes que se sobrepuseram ao
polimero principal e constituinte das nanoparticulas, o Eudragit®. Encontra-se descrito na
literatura que o PVA pode-se manter associado a estrutura superficial das nanoparticulas,
justificando-se 0 aspeto obtido para o produto (Abdelwahed et al., 2006).

Esta hipotese foi testada posteriormente, trocando de estabilizante, de modo a perceber se o
produto obtido era resultado da utilizacao do PVA no procedimento, ou se era o produto que se
iria obter, tendo em conta os polimeros utilizados.

Para além dessa alteracdo, conclui-se que seria necessario aumentar a concentracdo de

ibuprofeno a incorporar, ja que a quantidade utilizada no ensaio 4 (racio entre polimero e farmaco,
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100:1) é muito distinta da que se encontra reportada na literatura (Bucolo et al., 2002; Kislalioglu
et al., 1991; Pignatello, Bucolo, Spedalieri et al., 2002; Pignatello, Bucolo, Ferrara, et al., 2002).
A esta situacao acresce o facto da dose diaria maxima de ibuprofeno ser de 1200 mg em tomas
unitarias de 400 mg (Rainsford et al., 1999), por isso o objetivo, tendo em conta as potenciais
aplicacdes das nanoparticulas, sera sempre incorporar 0 maximo possivel, sem nunca exceder
essa quantidade, para que a libertacao seja gradual ao longo do dia, e dentro dos limites

estabelecidos. Estes resultados evidenciaram a necessidade de alterar o procedimento de sintese.

4.1.2 Ensaios realizados usando o procedimento de sintese modificado

Os ensaios numerados de 5 a 18 foram realizados introduzindo ligeiras modificacbes nos
parametros operacionais do processo de sintese abaixo descritas (Bucolo et al., 2002; Pignatello,
Bucolo, Spedalieri, et al., 2002; Pignatello, Bucolo, Ferrara, et al., 2002; Yoo et al., 2011).

Na preparacao de emulsdes, existem fatores que influenciam diretamente o tamanho das
particulas formadas e a estabilidade da emulsao, sendo eles as propriedades dos liquidos, a
presenca de um estabilizante e as condicoes de preparacao da emulsao (Liyana, Nour, Rizauddin,
Gimbun, & Nurdin, 2014).

A primeira alteracdo processual aplicada foi 0 aumento da agitacao aquando da adicao da fase
organica a fase aquosa, uma vez que de acordo com a literatura essa agitacao ¢ responsavel pela
maior ou menor eficacia na sintese de nanoparticulas estaveis e de tamanhos adequados
(Kawashima et al., 1989; Pandya, Patel, & Patel, 2011).

Na maioria dos casos de sintese de nanoparticulas de polimeros analogos aos utilizados no
presente trabalho, e em condicdes semelhantes, sao utilizadas velocidades de agitacdo superiores
a 600 min* (velocidade fixada no primeiro procedimento) (Bucolo et al., 2002; Nepolean et al.,
2012; Quintanar-Guerrero et al., 1998). Assim, tendo em conta o equipamento disponivel,
procedeu-se ao aumento da agitacdo para as 900 min-.

A segunda modificacao introduzida foi estabelecer um periodo de 30 minutos, apos a total adicao
da fase organica, durante o qual a solucdo ficaria sob a agitacdo magnética estabelecida
anteriormente, em oposicao a imediata reducédo da agitacao estabelecida no procedimento inicial.
Com esta etapa, pretendia-se essencialmente garantir a maxima dispersdo no meio das
nanoparticulas sintetizadas, uma vez que a agitacdo permite “quebrar” o liquido disperso em

muitas e pequenas “goticulas”, i.e. as nanoparticulas (Liyana et al., 2014).
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A terceira alteracdo consistiu na substituicdo do PVA por Span® 85 como estabilizante. Os
estabilizantes podem ser surfactantes, polimeros ou uma mistura de ambos, sendo adicionados
com o principal propdsito de reduzir a energia livre do sistema, reduzindo a tensao interfacial e,
por consequéncia, prevenindo a agregacao de nanoparticulas (Verma et al., 2011). Assim, optou-
se por testar um novo estabilizante, tendo-se escolhido o Span® 85, dado que o mesmo ¢
apresentado na literatura como uma boa alternativa, e se encontrava disponivel no laboratério.

A ultima alteracéo consistiu na eliminacao das etapas de centrifugacao, uma vez que tal como ja
havia sido referido, essas etapas revelaram-se ineficazes nos primeiros ensaios com Eudragit® E
PO. Posteriormente, revelou-se que, também para os ensaios com Eudragit® L100-55, as
centrifugacdes seriam desnecessarias pois o tamanho das particulas era o adequado.

Na Figura 18 encontram-se os valores dos tamanhos das particulas obtidos por DLS das solucoes
de nanoparticulas dos ensaios 6, 7 e 8, sendo que os resultados do ensaio 6 foram utilizados
posteriormente para avaliar a eficiéncia do novo estabilizante. O ensaio 5 foi considerado na
analise do aspeto visual das nanoparticulas.

No ensaio 6 manteve-se o PVA como estabilizante e alteraram-se os restantes parametros (utilizou-
se o0 Eudragit ® E PO) e no ensaio 7 e 8 foi utilizado o procedimento modificado, sendo o polimero

utilizado o Eudragit® L100-55 e o Eudragit ® E PO, respetivamente.
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Figura 18 — Tamanho médio das nanoparticulas (nm) em solucéo dos ensaios 6, 7 e 8. Os resultados
correspondem a média de trés ensaios independentes + desvio padrao.

Os valores de PDI das particulas dos ensaios 6, 7 e 8, foram de 0,457+0,158, 0,291+0,009 e
0,212+0,005, respetivamente.
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Comparando os ensaios 3 e 6, foi possivel constatar a eficacia da maioria das alteracdes ao
procedimento, com excecao da alteracao do estabilizante, uma vez que em ambos 0s ensaios o
estabilizante utilizado foi o PVA.

Assim, verificou-se que modificando apenas a agitacao, foi possivel obter nanoparticulas de um
tamanho mais adequado, ou seja passou-se de particulas com tamanho de 47,93+0,88 nm para
particulas com tamanho de 95,51+30,85 nm.

Adicionalmente, obteve-se um PDI aceitavel, tendo-se para o ensaio 3 um valor de 0,915+0,017,
enquanto para o ensaio 6 foi de 0,457+0,158. Apesar desta melhoria nos resultados, as alteracdes
na agitacao nao foram suficientes, uma vez que as particulas obtidas no ensaio 6 apresentavam
um PDI préximo do limite superior estabelecido e um elevado desvio padrao associado aos valores
obtidos para o tamanho e o PDI.

Comparando os ensaios 6 e 8 pretendeu-se analisar a eficacia do novo estabilizante, Span® 85
face ao PVA. Assim, no ensaio 6 foi utilizado PVA e no ensaio 8 foi utilizado Span® 85.
Analisando o tamanho das particulas de ambos ensaios é evidente que as particulas do ensaio 8
se encontram mais préximas dos objetivos estabelecidos.

Apesar das particulas do ensaio 6 terem aumentado de tamanho com a modificacdo processual,
95,51+30,85 nm, o desvio padrao foi muito elevado e o valor de PDI foi muito elevado indiciando
que a solucao de nanoparticulas nao era monodispersa, existindo populacdes de nanoparticulas
de tamanhos distintos.

As particulas do ensaio 8 apresentaram um tamanho de 208,20+4,42 nm para um PDI de
0,212+0,005. Por isso, face aos resultados do ensaio 6, a utilizacdo de Span® 85 como
estabilizante apresentou-se como uma melhor solucao.

Comparando os ensaios 1 e 7, foi possivel avaliar, de uma forma global, o efeito das modificacdes
nos ensaios cujo polimero usado foi o Eudragit® L100-55.

Os resultados das analises de DLS obtidos no ensaio 1, apos a 3? centrifugacao, encontravam-se
dentro dos valores pretendidos, 242,7+4,45 nm para um PDI de 0,190+0,009. Contudo, com os
resultados do ensaio 7, foi possivel comprovar que, para além do novo procedimento ter sido
bastante eficaz, é desnecessario recorrer a qualquer centrifugacdo para obter um resultado
aceitavel, sendo o tamanho das particulas obtidas no ensaio 7 de 159,43+2,52 nm com um PDI
de 0,291+0,009.

Globalmente, procedeu-se a comparacdo dos ensaios 3 e 8, para avaliar a influéncia da alteracao

de todos os parametros simultaneamente, nos ensaios envolvendo o polimero Eudragit® E PO.
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Analisando os valores obtidos para o ensaio 3, 47,93+0,88 nm com PDI de 0,915+0,017, e para
0 ensaio 8, 208,20+4,42 nm com PDI de 0,212+0,005, facilmente se constatou que o novo
procedimento permitiu obter nanoparticulas com um tamanho e uniformidade superiores.

A estabilidade das nanoparticulas foi avaliada por ELS, apresentando-se os valores para 0s ensaios

6, 7 e 8 na Figura 19.
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Figura 19 - Potencial zeta das nanoparticulas (mV) em solugéo, com a concentracao de 0,025 g/mL, dos ensaios
6, 7 e 8. Os resultados correspondem a média de trés ensaios independentes + desvio padrao.

A comparacao dos resultados de ELS dos ensaios 3 (2,16+0,12 mV) e 6 permitiram aferir do efeito
do novo procedimento (com a excecdo do uso de um estabilizante alternativo).

Este novo procedimento permitiu obter nanoparticulas com um potencial zeta superior ao do
ensaio 3 (potencial zeta das nanoparticulas do ensaio 6 ¢ de 6,94+1,11 mV), no entanto foi ainda
demasiado baixo. Neste sentido, apenas as alteracdées na agitacdo ndo foram suficientes para
melhorar a estabilidade da solucao.

Comparando os valores do potencial zeta obtidos para os ensaios 6 e 8, foi possivel concluir qual
o efeito do estabilizante na estabilidade da solucao.

0 valor de potencial zeta para a solucdo obtida no ensaio 8 foi 43,23+0,21 mV, ou seja muito
superior ao valor do ensaio 6, indicando que as nanoparticulas sdo estaveis e fortemente
catiénicas, correspondente a carga do polimero (Eudragit® E PO) (Sauer & McGinity, 2009), e por
isso nao tendem a agregar (Clogston & Patri, 2011). Verificou-se ainda que, por si s6, a introducéo
de um novo estabilizante originou resultados muito melhores em termos de estabilidade das

particulas sintetizadas.
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Analisando o valor de potencial zeta para o ensaio 7, verificou-se que o valor obtido (-69,93+1,50
mV) se traduziu na obtencdo de nanoparticulas bastante estaveis e sem tendéncia a agregar. No
entanto, neste caso como estamos perante um polimero anionico (Eudragit® L100-55), (Evonik
Industries, 2012), obtiveram-se nanoparticulas fortemente aniénicas (Clogston & Patri, 2011).
Comparando os resultados dos ensaios 6 (novo procedimento mas com PVA) e 8 (novo
procedimento com Span® 85), foi possivel verificar que a modificacdo de estabilizante contribuiu,
em grande parte, para a obtencdo de nanoparticulas com tamanhos mais aceitaveis e mais
estaveis.

Comparando ainda os ensaios 3 e 8 foi possivel avaliar todos os parametros simultaneamente.
Verificou-se que o novo procedimento foi bastante mais eficiente, dado que para o ensaio 3 se
obteve um potencial zeta bastante mais baixo do que o valor registado para o ensaio 8,
constatando-se que o novo procedimento permitiu sintetizar nanoparticulas muito mais estaveis.
Como ja foi referido, as nanoparticulas sintetizadas e depois liofilizadas no ensaio recorrendo a
PVA (ensaio 3) demonstraram que estruturalmente o PVA se sobrepunha ao polimero em estudo
e por isso a liofilizacdo das nanoparticulas nao resultava no produto pretendido.

Nesse sentido, este foi outro aspeto a considerar aquando da substituicdo do PVA. Na Figura 20,
encontra-se uma ilustracdo do produto de liofilizacdo do ensaio 6, constatando-se que o aspeto do
produto ndo advinha do processo de sintese em termos globais, mas especificamente da utilizaczo

do PVA como estabilizante.

Figura 20 — Nanoparticulas sintetizadas no ensaio 6 apos liofilizagao.
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As nanoparticulas do ensaio 6 apresentaram o mesmo aspeto das nanoparticulas do ensaio 3,
indicando que apesar das modificacdes na agitacao, o facto do estabilizante ser o PVA resultou
num produto final ainda distante do pretendido.

Apesar de nao existirem imagens do ensaio 7 (Eudragit® L100-55) e 8 (Eudragit® E PO), foi
possivel registar que o aspeto das nanoparticulas era distinto (p6 fino) do apresentado na Figura
20, corroborando as conclusdes anteriormente avancadas relativamente ao sucesso da obtencao
e nanoparticulas com o novo procedimento, e em particular com a modificacdo do estabilizante.
Em ensaios posteriores, nomeadamente os ensaios 9, 10, 11 e 12 (Figura 21), nos quais se usou
o Span® 85, foi possivel observar imagens do produto final totalmente distintas das ilustradas nas
Figura 17 e Figura 20.

Observando a Figura 21, verificou-se que, ao contrario dos ensaios 10, 11 e 12, nos quais foi
possivel obter um produto liofilizado de acordo com o pretendido (p6 fino), no ensaio 9, a
liofilizacdo das nanoparticulas de Eudragit® E PO com ibuprofeno incorporado resultou num
produto na forma de gel. Este resultado podera ser indicativo de uma reestruturacdo do polimero
aquando da liofilizacao devido a presenca do ibuprofeno, mais especificamente durante a etapa
de congelamento, uma vez que para as nanoparticulas de Eudragit® E PO sem ibuprofeno
incorporado (ensaio 10) e para as nanoparticulas de Eudragit® L100-55 com e sem ibuprofeno
incorporado (ensaio 11 e 12, respetivamente) a liofilizacdo ocorreu como o esperado.

E de salientar que este fenomeno, i.e. formacdo de gel aquando da liofilizacdo, ja havia sido
observado no ensaio 5 (realizado nas condicoes do procedimento modificado com incorporacao
de ibuprofeno), do qual nao existiu registo fotografico. No entanto, como este ensaio foi o primeiro
em que se introduziu o processo de liofilizacdo e 0 mesmo nao ocorreu de acordo com o desejado

por falhas de corrente, esse resultado foi desvalorizado.
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Figura 21 - Nanoparticulas sintetizadas nos ensaios 9, 10, 11 e 12 ap6s liofilizacdo (ensaios numerados da
esquerda para a direita).

No caso de nanoparticulas contendo um farmaco incorporado, o processo de liofilizacao pode ser
ligeiramente comprometido, uma vez que este processo pode induzir a deslocacao do farmaco do
interior das nanoparticulas (Abdelwahed et al., 2006).

Durante o congelamento das nanoparticulas, a agua cristaliza ao mesmo tempo que a
concentracdo do farmaco dissolvido na agua aumenta até ao ponto em que apresenta as
propriedades de um sélido (eutéctico). Com o aumento da concentracdo do farmaco na agua
ocorre a reducao do potencial zeta da solucdo e por consequéncia ocorre um aumento na
tendéncia de agregacao das particulas (Abdelwahed et al., 2006). Esta agregacao de particulas
pode ser o fator que levou aos rearranjos da estrutura das nanoparticulas aquando do
congelamento, originando um gel em vez de um po.

Na figura apresentam-se as fotografias correspondentes aos ensaios 13, 14, 15, 16, 17 e 18.
Uma vez que foram realizados uma série de novos ensaios (Figura 22), apresentam-se as suas

fotografias por forma a sustentar os resultados obtidos no ensaio 9.
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Figura 22 — Nanoparticulas sintetizadas nos ensaios 13, 14, 15, 16, 17 e 18 apés liofilizacao.

Os ensaios com Eudragit® E PO sem ibuprofeno incorporado (ensaio 13) e com Eudragit® L100-
55 sem e com ibuprofeno incorporado (ensaio 17 e ensaio 18) resultaram em nanoparticulas
corretamente liofilizadas. Enquanto os ensaios 14, 15 e 16, com Eudragit® E PO e ibuprofeno
incorporado, formaram gel na liofilizacao.

Uma solucao para ultrapassar este problema na liofilizacao seria recorrer a um congelamento
mais rapido do que aquele efetuado, uma vez que um congelamento rapido sem adicdo de um
crioprotetor em nanoparticulas catiénicas, como ¢ caso do Eudragit® E PO, resultaria na menor

agregacao das particulas e por isso poderia resultar na formacao de po (Abdelwahed et al., 2006).

4.2 Caracterizacao Fisica e Quimica das Nanoparticulas

Ap6s a otimizacao do processo de sintese, foram efetuados 10 ensaios que foram utilizados para
caracterizacao das nanoparticulas sintetizadas neste trabalho.

Nesta secao encontram-se compilados os resultados das analises de caracterizacdo das
nanoparticulas, nomeadamente, analise termogravimétrica, espetroscopia de infravermelho com

transformada de Fourier, tamanho e potencial zeta, analise estrutural e morfologica.
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4.2.1 Analise Termogravimétrica

Numa primeira etapa, realizou-se a analise TGA dos polimeros puros e farmaco, para avaliar a
estabilidade dos materiais de acordo com as perdas de massa que ocorrem quando esses
materiais sao expostos a temperaturas elevadas.

Os graficos com a curva de perda de massa e a primeira derivada associada permitiram identificar
as perdas de massa e avaliar com clareza os intervalos de temperaturas correspondentes a essas
perdas, sendo ainda possivel inferir, para determinadas perdas ou ganhos, qual o evento térmico
associado, de acordo com as temperaturas de ocorréncia do mesmo.

Posteriormente, compararam-se as curvas termogravimétricas dos compostos no estado puro com
as curvas obtidas para as nanoparticulas sem e com ibuprofeno, permitindo inferir quaisquer

alteracoes resultantes da presenca do ibuprofeno.

a. Caracterizacao dos polimeros e farmaco puro

Na Figura 23 apresenta-se a curva do TGA para o polimero Eudragit® L100-55, assim como a
primeira derivada da curva de perda de massa de modo a identificar a perda maxima.

A curva da analise termogravimétrica do Eudragit® L100-55 apresentou uma massa residual para
0s 900 °C, temperatura final do ensaio, de 0,35 %.

A primeira perda foi de 3,48 % entre 0s 19 °C e 0s 85 °C e resultou da perda de humidade presente
no polimero (Parikh et al., 2014).

A partir dos 185 °C verificou-se que o polimero deixa de ser estavel (Aguilar et al., 2015),
evidenciando-se uma perda inicial de massa de 8,21 % em torno dos 200 °C, associada a
decomposicao da cadeia lateral do polimero (Hughey et al., 2010; Petereit & Weisbrod, 1999) e a
conversao dos acidos metacrilatos em anidros por rearranjos estruturais e perda de agua (Lin,
Liao, & Hsiue, 1995).

Seguiu-se uma perda mais significativa e acentuada no intervalo dos 328 °C e 434 °C de 79,11
%, associada a reacdes de despolimerizacao ou ligacdes cruzadas da cadeia principal (Petereit &
Weisbrod, 1999; Sauer, 2008). Por fim, surgiu uma perda de massa de aproximadamente 8 % na

gama dos 500 °C a 589 °C.
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Figura 23 - Curva termogravimétrica (a preto) e respetiva curva da derivada da perda de massa (a azul) do
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Eudragit® L100-55, com a perda de massa (p) e a derivada da perda de massa (dp/dt) em funcdo da temperatura

(7).

Na Figura 24 apresenta-se a curva do TGA para o polimero Eudragit® E PO, assim como a primeira

derivada da curva de perda de massa.

A curva da analise termogravimétrica do Eudragit® E PO apresentou uma massa residual de 0,65

% para 0s 900 °C, temperatura final do ensaio.

O polimero em analise sofreu uma perda de massa em forma de multiplos eventos de

decomposicao (Dantu, Devi, Hari, & Mill, 2012), sendo que num primeiro instante apresentou uma

perda de 26,5 % a partir dos 277 °C e até aos 336 °C, uma segunda perda de 50,35 % a partir

dos 388 °C e até aos 454 °C, e por fim um ultimo evento de perda de massa relacionada com a

decomposicao do polimero de 9,46 % entre os 454 °C e os 613 °C.
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Figura 24 - Curva termogravimétrica (a preto) e respetiva curva da derivada da perda de massa (a azul) do
Eudragit® E PO, com a perda de massa (p) e a derivada da perda de massa (dp/dt) em funcao da temperatura (T).

Na Figura 25 apresenta-se a curva do TGA para o ibuprofeno, bem como a primeira derivada da
curva de perda de massa.

A curva da analise termogravimétrica do ibuprofeno apresentou apenas uma perda de peso, sendo
a massa residual de 0,11 % para a temperatura final de ensaio de 900 °C.

0 farmaco apresentou uma estabilidade térmica até aos 194 °C, sendo que a Unica perda de
massa foi de 99,79 % a partir dos 194 °C e até 312 °C, resultante da decomposicdo do farmaco
por combustdo (Ramukutty & Ramachandran, 2012). Nesse intervalo encontra-se o ponto de

ebulicdo do ibuprofeno (Ramukutty & Ramachandran, 2012), que é 228 °C.
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Figura 25 - Curva termogravimétrica (a preto) e respetiva curva da derivada da perda de massa (a azul) do
Ibuprofeno, com a perda de massa (p) e a derivada da perda de massa (dp/dt) em funcdo da temperatura (T).

b. Caracterizacao das nanoparticulas Eudragit® E PO

Nesta seccao foram analisados todos os ensaios nos quais o polimero utilizado foi o Eudragit® E
PO.

Na Figura 26 encontra-se a curva termogravimétrica do polimero Eudragit® E PO, do ibuprofeno

e das nanoparticulas resultantes dos ensaios 9 e 10, tratando-se de nanoparticulas com ibuprofeno

incorporado e nanoparticulas sem ibuprofeno incorporado, respetivamente.
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Figura 26 — Curva termogravimétrica dos compostos puros, Eudragit® E PO e ibuprofeno, e das nanoparticulas
liofilizadas do ensaio 9 e 10, com a perda de massa (p) em funcao da temperatura (T).

No primeiro instante, analisando a curva do polimero puro em comparacdo com as nanoparticulas
sem ibuprofeno (ensaio 10), foi possivel constatar que nao existiram quaisquer alteracoes
estruturais e quimicas no polimero durante o processo de sintese, sendo a estabilidade térmica
(276 °C) e decomposicao térmica das nanoparticulas idéntica a estabilidade (277 °C) e
decomposicao do polimero puro, ocorrendo uma perda de massa na forma de multiplos eventos
de decomposicao tal como o polimero puro, verificando-se uma massa residual aos 900 °C de
0,78 %.

No que diz respeito ao ensaio 9, no qual foi utilizado ibuprofeno, foi evidente que o perfil da curva
nao era semelhante a curva do polimero puro, possuindo um formato revelador da presenca do
ibuprofeno, i.e. como as nanoparticulas contém ibuprofeno, e este composto possui uma
estabilidade térmica inferior (194 °C) a estabilidade térmica do polimero (277 °C), a curva das
nanoparticulas apresentou um patamar inicial correspondente a degradacao do ibuprofeno. No
entanto, como o farmaco se encontrava no interior das nanoparticulas, o polimero atuou como
protetor térmico e, assim, a degradacdo do ibuprofeno surgiu apenas a temperatura de 230 °C
em vez de 194 °C, temperatura de degradacao caracteristica do composto puro.

0 segundo patamar evidenciado na Figura 26 para o ensaio 9, correspondeu a degradacao do
polimero. O aumento da estabilidade do ibuprofeno ja foi referido na literatura para outros

materiais contendo o ibuprofeno incorporado (Zhang et al., 2014).
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Através da analise da curva termogravimétrica do ensaio 9 foi possivel ainda determinar a
quantidade ibuprofeno presente nas nanoparticulas, tendo em conta a percentagem de massa
degradada e a quantidade que foi utilizada na sintese.

Sabe-se que as quantidades de polimero e ibuprofeno utilizadas seguiram uma estequiometria
1:1, logo, teoricamente, no grafico ter-se-ia uma perda de massa inicial, associada ao ibuprofeno,
de aproximadamente 50 %, sendo a restante relativa ao polimero.

Pela analise do grafico, verificou-se que a quantidade incorporada nas nanoparticulas teria sido de
aproximadamente 54 %. No entanto, este valor foi superior aquele que incorporamos e por isso foi
possivel inferir que esta percentagem determinada nao correspondeu exclusivamente a
degradacao do ibuprofeno, existindo também degradacao do polimero.

O Eudragit® E PO puro possuiu uma decomposicao em multiplos eventos (Figura 24), sendo que
a primeira etapa de perda de massa se iniciou em torno dos 277 °C, valor muito préximo do inicio
da perda de massa das nanoparticulas do ensaio 9 (230 °C). Este facto foi comprovado através
da comparacao da derivada da curva perda de massa dos ensaios 9 e 10 providenciada no Anexo
Il — Curvas Termogravimétricas e Derivadas Associadas para os Ensaios Realizados, Figura All.1
e Figura All.2, respetivamente; e da curva da derivada da perda de massa do polimero puro (Figura
24).

Dessa comparacao constatou-se a auséncia na curva do ensaio 9 do primeiro pico de derivada da
degradacdao do polimero puro, presente no ensaio 10 (nanoparticulas sem ibuprofeno
incorporado), o que permite denotar que essa degradacao inicial ocorreu simultaneamente com a
degradacao do ibuprofeno. Assim, nao foi possivel afirmar perentoriamente qual a quantidade de
ibuprofeno incorporada, inferindo-se apenas, em termos relativos, que o farmaco foi incorporado
nas nanoparticulas.

Com base nestes resultados, procurou estudar-se a incorporacado de diferentes quantidades de
ibuprofeno nas nanoparticulas de Eudragit® E PO. Para tal, realizaram-se os ensaios 13, 14, 15
e 16.

0 ensaio 13 corresponde a nanoparticulas sem ibuprofeno incorporado enquanto os restantes
ensaios correspondem a nanoparticulas com ibuprofeno com razées de polimero:farmaco
diferentes, sendo elas 1:0,5, 1:1 e 1:2, respetivamente, para os ensaios 14, 15 e 16.

Na Figura 27 encontra-se a curva termogravimétrica do polimero Eudragit® E PO, do ibuprofeno

e das nanoparticulas resultantes dos ensaios 13, 14, 15 e 16.
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Figura 27 — Curva termogravimétrica dos compostos puros, Eudragit® E PO e ibuprofeno, e das nanoparticulas
liofilizadas do ensaio 13, 14, 15 e 16, com a perda de massa (p) em funcao da temperatura (T).

Mais uma vez foi possivel constatar, pela analise da curva do polimero puro em comparacao com
as nanoparticulas sem ibuprofeno (ensaio 13), que a decomposicao térmica das nanoparticulas
ocorreu exatamente da mesma forma que a decomposicao do polimero puro.

Foi possivel observar uma perda de massa na forma de multiplos eventos de decomposicao tal
como para o polimero puro, verificando-se uma massa residual aos 900 °C de 0,89 %. Para além
disso, a estabilidade térmica das nanoparticulas do ensaio 13 e polimero puro foi idéntica uma
vez que as nanoparticulas se mantiveram estaveis até aos 277 °C.

0 segundo aspeto que foi possivel ser observar-se na Figura 27 foi que, com o aumento da
concentracdo de ibuprofeno, o primeiro patamar de perda de massa, associado a degradacao do
ibuprofeno, aproximou-se da curva termogravimétrica do farmaco.

A temperatura de estabilidade térmica diminuiu com o aumento da concentracao de ibuprofeno
incorporado, sendo a temperatura para o ensaio 14, 15 e 16 de 246 °C, 222 °C e 215 °C,
respetivamente, facto explicado pela maior quantidade de ibuprofeno face a quantidade de
polimero. Neste sentido, foi possivel concluir que as concentracdes mais elevadas de ibuprofeno
tiveram impacto na estabilidade das nanoparticulas sintetizadas.

Assim, teoricamente, para o ensaio 14, a massa de farmaco incorporado foi de cerca de 33 % face
a 67 % de polimero. No entanto, graficamente verificou-se uma perda inicial de massa associada

a degradacdo do ibuprofeno de 36 %, mais uma vez este valor excedeu a quantidade de ibuprofeno
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que teoricamente havia sido incorporada, indiciando a interferéncia de uma degradacao inicial do
polimero no resultado observado.

Assim como para o ensaio 9, foi também possivel verificar esse facto pela andlise da curva da
derivada da perda de massa para o ensaio 14 presente no Anexo Il - Curvas Termogravimétricas
e Derivadas Associadas para os Ensaios Realizados, Figura All.6, comparativamente, com o ensaio
13, as nanoparticulas sem ibuprofeno (Anexo Il - Curvas Termogravimétricas e Derivadas
Associadas para os Ensaios Realizados, Figura All.5), e com o polimero puro (Figura 24).

No caso do ensaio 15, o racio de polimero e farmaco foi de 1:1, logo graficamente seria de esperar
observar-se uma perda inicial de cerca de 50 %, correspondente a degradacao do ibuprofeno. No
entanto, verificou-se que a perda inicial foi de 54 %, valor que excedeu a quantidade teorica de
ibuprofeno incorporada. Este facto pode estar associado a uma degradacao inicial do polimero,
como foi anteriormente explicado.

Também neste caso, a comparacado da derivada da perda de massa do ensaio 15 (Anexo Il -
Curvas Termogravimétricas e Derivadas Associadas para os Ensaios Realizados, Figura All.7) com
a derivada das nanoparticulas sem ibuprofeno e do polimero puro permitiu constatar que o pico
associado a primeira etapa de degradacdo do polimero puro ocorreu simultaneamente com a
degradacao do ibuprofeno presente nas nanoparticulas.

No ultimo ensaio realizado com Eudragit® E PO (ensaio 16) utilizou-se duas vezes mais
quantidade de ibuprofeno (67 %) do que quantidade de polimero (33 %).

A perda de massa inicial, associada a degradacao de ibuprofeno, foi de 64 %, contrariamente aos
ensaios 14 e 15, este valor encontrava-se dentro do limite maximo de ibuprofeno incorporado (67
%). Esta situacao pode ser justificada pelo facto de, com o aumento da quantidade de ibuprofeno,
face a quantidade de polimero, o efeito da degradacao do polimero apresentar menor influéncia
em termos quantitativos. Em concomitancia com esta suposicdo obteve-se uma temperatura de
estabilidade para o ensaio 16 (215 °C) mais afastada da temperatura de estabilidade do polimero
puro (277 °C).

A par disto, a sucessiva diminuicdo da temperatura de estabilidade das nanoparticulas com o
aumento da quantidade de ibuprofeno incorporada também indiciou uma menor influéncia do

polimero sob o comportamento de decomposicao das nanoparticulas.
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c. Caracterizacdo das nanoparticulas Eudragit® L100-55

Neste ponto foram caracterizados os ensaios realizados com o Eudragit® L100-55. Inicialmente
realizou-se a analise dos ensaios 11 e 12 e posteriormente, face aos resultados obtidos nesses
dois ensaios, procedeu-se a realizacao de um novo ensaio, com a incorporacao de uma maior
quantidade de ibuprofeno.

A titulo de curiosidade poderdo ser consultadas as curvas termogravimétricas constituidas pela
curva da perda de massa e derivada da curva de perda de massa de todos ensaios com Eudragit®
L100-55 no Anexo Il — Curvas Termogravimétricas e Derivadas Associadas para os Ensaios
Realizados.

Na Figura 28 encontra-se a curva termogravimétrica do polimero Eudragit® L100-55, do
ibuprofeno e das nanoparticulas resultantes dos ensaios 11 e 12, tratando-se de nanoparticulas

com ibuprofeno incorporado e nanoparticulas sem ibuprofeno incorporado, respetivamente.
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Figura 28 - Curva termogravimétrica dos compostos puros, Eudragit® L100-55 e ibuprofeno, e das nanoparticulas
liofilizadas do ensaio 11 e 12, com a perda de massa (p) e a derivada da perda de massa (dp/dt) em funcéo da
temperatura (T).

A primeira avaliacao a fazer diz respeito a comparacao das nanoparticulas sem ibuprofeno (ensaio
12) com a curva termogravimétrica do polimero puro. Como foi possivel constatar, a curva de
perda de massa do ensaio 12 foi praticamente idéntica a curva de perda de massa do polimero
puro, sendo a estabilidade térmica das nanoparticulas de 206 °C enquanto a do polimero puro foi

de 185 °C.
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Apesar do valor de estabilidade ter sido ligeiramente dispar, o0 comportamento de degradacdo das
nanoparticulas foi bastante semelhante ao comportamento de degradacao do polimero puro. No
caso das nanoparticulas existiu uma perda inicial devido a humidade presente, a maior perda de
massa registada ocorreu entre as temperaturas de 364 °C e 444 °C, seguida de uma perda final
em torno dos 550 °C e 592 °C e a massa residual aos 900 °C foi de 0,61 %. Todos estes eventos
podem ser observados na curva termogravimétrica do polimero puro com pequenas variacdes nas
temperaturas de ocorréncia das mesmas.

Em relacdo ao ensaio 11, no qual foi incorporado ibuprofeno, o objetivo seria verificar a formacao
de dois eventos de degradacdo distintos, associados a degradacdo de ibuprofeno e polimero.
Contudo, nao foi possivel distinguir e determinar a quantidade de ibuprofeno, pois as estabilidades
térmicas do ibuprofeno e polimero puro revelaram-se bastante préximas, 194 °C e 185 °C,
respetivamente (Forrest, 2008). Existindo apenas, um proeminente patamar entre os 179 °C e os
356 °C (com perda de massa associada de 18 %) que nao é possivel ser atribuido a degradacao
de nenhum dos compostos concisamente.

Apesar de se verificar um ligeiro patamar na curva do ensaio 11, nao foi possivel fazer a
quantificacdo do ibuprofeno incorporado uma vez que nao foi possivel afirmar que esse patamar
corresponde efetivamente a degradacao do farmaco. Este resultado podera ser explicado pela
incapacidade de quantificacdo devido a proximidade das estabilidades térmicas.

Outra hipdtese a considerar podera ser a incapacidade de incorporar o ibuprofeno em
nanoparticulas de Eudragit® L100-55, uma vez que se tratam de particulas com mesma carga
elétrica (Evonik Industries, 2012; Patel et al., 2013; Weller, 2013). As forcas de repulsado entre
farmaco e polimero podem ter sido superiores aquelas intrinsecas a sintese, existindo assim a
possibilidade de nao ter sido exequivel sintetizar nanoparticulas com ibuprofeno através deste
procedimento.

Com base nesta discussao, realizou-se um ensaio em que a quantidade de ibuprofeno foi bastante
superior & incorporada no ensaio 11, por forma a esclarecer a incapacidade de quantificacdo do
ibuprofeno ou a incapacidade em sintetizar nanoparticulas de Eudragit® L100-55 contendo
ibuprofeno.

Na Figura 29 encontram-se as curvas termogravimétrica dos ensaios realizados assim como do
polimero puro e ibuprofeno puro, sendo que o ensaio 17 corresponde as nanoparticulas sem

ibuprofeno e o ensaio 18 corresponde as nanoparticulas com ibuprofeno.
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Figura 29 - Curva termogravimétrica dos compostos puros, Eudragit® L100-55 e ibuprofeno, e das nanoparticulas
liofilizadas do ensaio 17 e 18, com a perda de massa (p) em funcao da temperatura (T).

Pela analise da curva termogravimétrica do ensaio 17, tal como foi verificado para o ensaio 12, o
comportamento de degradacao das nanoparticulas sem ibuprofeno foi idéntico ao do composto
puro.

A estabilidade térmica das nanoparticulas do ensaio 17 foi de 199 °C, bastante proximo do valor
da temperatura da estabilidade térmica do composto puro (185 °C). Quanto a restante curva,
existiu inicialmente uma perda da massa associada a perda de agua, seguindo-se 0 momento em
que as nanoparticulas deixaram de ser estaveis. A maior perda de massa foi registada entre os
307 °C e 0s 419 °C e por fim teve-se uma perda de massa inferior em torno dos 513 °C até aos
546 °C. A massa residual deste ensaio foi de 0,89 % para os 900 °C. O comportamento de
degradacao do polimero puro apresentou 0s mesmos eventos referidos mas com ligeiras variacoes
na temperatura.

Para o ensaio 18, no qual foi incorporado ibuprofeno numa quantidade quatro vezes superior a
quantidade de polimero, nao foi possivel observar a presenca do mesmo, eliminando-se portanto
a hipotese de que a quantidade de ibuprofeno tinha sido insuficiente para se verificar resultados
na curva termogravimétrica.

A impossibilidade de determinar quantitativamente o ibuprofeno persistiu devido a proximidade da
estabilidade térmica do ibuprofeno e polimero. Contudo, nao foi possivel excluir a existéncia de

uma incompabilidade entre ibuprofeno e polimero que limitou a sintese das nanoparticulas, uma
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vez que, apesar de nao ser possivel quantificar o ibuprofeno, observou-se um patamar de
degradacao inicial entre os 231 °C e os 342 °C para o ensaio o 18 no valor de 20 %.
Esta hipotese foi posteriormente aprofundada com uma analise de FTIR para estes ensaios e ainda

recorrendo aos ensaios de libertacao efetuados a partir das nanoparticulas deste polimero.

4.2.2 Analise de Espetroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

A analise de FTIR aos polimeros e farmaco utilizados no presente trabalho permitiu caracterizar e
analisar possiveis interacbes, por comparacao, apos a sintese das nanoparticulas e incorporacao
do ibuprofeno. Assim, as nanoparticulas sintetizadas em 10 ensaios distintos (com Eudragit® E
PO ou Eudragit® L100-55; com ou sem ibuprofeno) foram analisadas por FTIR.

O espetro obtido na analise de FTIR para cada composto puro permitiu identificar as suas bandas
caracteristicas. Neste sentido, foi possivel por comparacao com os espetros obtidos para as
nanoparticulas contendo ibuprofeno inferir o sucesso da incorporacao, i.e. pela presenca de
bandas caracteristicas do farmaco.

Adicionalmente, no caso de nanoparticulas sem ibuprofeno, a comparacdo dos espetros das
nanoparticulas obtidas em condicdes distintas permitiu perceber que alteracdes podem ter

ocorrido nas particulas.

a. Caracterizacao dos polimeros e farmaco puro

Na Figura 30 apresenta-se o espetro do FTIR para o polimero Eudragit® L100-55. Observaram-se
a 1697 cm as bandas correspondentes as vibracdes da ligacao C=0 dos grupos acido carboxilico.
Verificaram-se ainda bandas correspondentes a vibracdes caracteristicas das ligacdes CH a 2983
cm (Aguilar et al., 2015).

A 1383 cm* observaram-se bandas correspondentes a vibracdes caracteristicas da ligacao
simétrica N-O do grupo nitroso e a 1447 cm observaram-se bandas correspondentes a vibracoes
caracteristicas da ligacdo C-C do grupo alcano (Aguilar et al., 2015).

Verificaram-se ainda bandas correspondentes a vibracdes caracteristicas das ligacdes éster a 1256
cmt e 1156 cm* e bandas associadas a vibracdes das ligacdes OH na gama de 2500 cm a 3500

cm (Evonik Industries, 2012).
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Figura 30 - Espetro de FTIR do Eudragit® L100-55 ap6s 16 varrimentos. Encontram-se assinaladas algumas
bandas caracteristicas.

Na Figura 31 apresenta-se o espetro do FTIR para o polimero Eudragit® E PO. A 2769 cm+ e 2821
cm-' observaram-se bandas caracteristicas correspondentes aos grupos dimetilamino.

Verificaram-se ainda bandas correspondentes a grupos ésteres a 1144 cmt, 1239 cm e 1267
cm* e uma banda a 1723 cm correspondente a vibracao da ligacdo C=0 do grupo éster. Para
além das bandas enunciadas, verificaram-se ainda bandas relacionadas com as vibracdées do

grupo CHx a 1388 cm+, 1452 cm* e 2949 cm (Evonik Industries, 2014).
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Figura 31 - Espetro de FTIR do Eudragit® E PO apés 16 varrimentos. Encontram-se assinaladas algumas bandas
caracteristicas.

As bandas caracteristicas do espetro de transmitancia do ibuprofeno encontram-se representadas
no espetro de FTIR da Figura 32.

A 2954 cm surgiu uma banda intensa correspondente ao alongamento assimétrico do grupo CH:
e a 2870 cm* surgiu uma banda correspondente ao alongamento assimétrico do grupo CH.. A
1705 cm?, a 1507 cm*,a 1419 cm?, a 1321 cm* e a 1231 cm surgiram bandas correspondentes
a vibracoes de alongamento da ligacdo C=0 do grupo carbonilo, a vibracdes de alongamento da
ligacao C=C dos grupos aromaticos, a deformacao da ligacao CH-CO, a deformacao no plano do
grupo OH e a vibracoes de alongamento da ligacao C-C, respetivamente (Gaikwad et al., 2013;
Oberoi, 2004; Ramukutty & Ramachandran, 2012).

Para além destas bandas existiu ainda uma banda a 1073 cm-, correspondente a deformacao no
plano da ligacdo =C-H, uma banda a 866 cm-, correspondente a deformacao fora do plano da
ligacao C-H e uma banda a 779 cm?, correspondente a vibracao do grupo CH.(Gaikwad et al.,

2013; Oberoi, 2004; Ramukutty & Ramachandran, 2012).
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Figura 32 - Espetro de FTIR do Ibuprofeno apos 16 varrimentos. Encontram-se assinaladas algumas bandas
caracteristicas.

b. Caracterizacao das nanoparticulas Eudragit® E PO

Como foi referido, através dos espetros de FTIR das nanoparticulas sintetizadas foi possivel avaliar
a presenca de ibuprofeno nas nanoparticulas e determinar se as bandas caracteristicas do
polimero puro se modificaram, sugerindo um rearranjo das ligacdes aquando da sintese.

Na Figura 33 encontra-se o espetro de FTIR do polimero Eudragit® E PO e das nanoparticulas
resultantes dos ensaios 9 e 10, tratando-se de nanoparticulas com ibuprofeno incorporado e

nanoparticulas sem ibuprofeno incorporado, respetivamente.
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Figura 33 - Espetros de FTIR do Eudragit® E PO e das nanoparticulas sintetizadas nos ensaios 9 e 10, apds 16
varrimentos. Encontram-se assinaladas algumas bandas caracteristicas.

Avaliando primeiro o ensaio sem ibuprofeno (ensaio 10), constatou-se que as bandas
caracteristicas verificadas para o polimero puro coincidiram com as bandas das nanoparticulas,
nao sendo formada nenhuma nova banda. Tendo sido possivel inferir que durante o processo de
sintese nao existiram interacdes entre os reagentes, nem ocorreram, ou foram minimas, as
modificacoes nas ligacdes do polimero.

No que diz respeito ao ensaio 9, no qual foi incorporado ibuprofeno nas nanoparticulas, verificou-
se que a maioria das bandas caracteristicas do ibuprofeno se encontrava sobreposta pelas bandas
do polimero, e por isso nao foi possivel afirmar, a partir da analise dessas bandas, que o ibuprofeno
havia sido incorporado. No entanto, existiram duas bandas que se destacaram, que nao existiam
no espetro do polimero puro e no espetro das nanoparticulas sem ibuprofeno, sendo elas a 1579
cmtea 1512 cm-.

Avaliando estas bandas em comparacao com as bandas caracteristicas do ibuprofeno puro (Figura
32), foi possivel avancar que, com ligeiras variacdes no numero de onda, as bandas descobertas
eram efetivamente devidas a presenca de ibuprofeno. Adicionalmente, foi possivel ainda supor
gue nao existiu qualquer interacdo entre farmaco e polimero, tendo o farmaco sido incorporado

como esperado.
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Com base nestes resultados, foram realizadas analises posteriores de FTIR a nanoparticulas de
outros ensaios, tendo sido possivel verificar a permanéncia ou nao dessas bandas no espetro.
Com essas novas analises, foi ainda possivel avaliar se essas bandas teriam maior intensidade
com o aumento da quantidade de ibuprofeno incorporado.

Nesse sentido, as Figura 34, Figura 35 e Figura 36 permitem comparar o espetro do polimero
puro, nanoparticulas sem ibuprofeno incorporado (ensaio 13) e nanoparticulas com ibuprofeno
incorporado do ensaio 14, 15 e 16. Na Figura 34 ilustra-se o espetro de FTIR do polimero

Eudragit® E PO e das nanoparticulas resultantes do ensaio 13 e 14.
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Figura 34 - Espetros de FTIR do Eudragit® E PO e das nanoparticulas sintetizadas nos ensaios 13 e 14, apos 16
varrimentos. Encontram-se assinaladas algumas bandas caracteristicas.

Mais uma vez, pela avaliacdo do ensaio correspondente as nanoparticulas sem ibuprofeno
incorporado (ensaio 13), constatou-se que as nanoparticulas sintetizadas possuiam um espetro
de FTIR praticamente idéntico ao espetro do polimero puro, tal como tinha sido verificado na
analise do ensaio 10.

Avaliando o espetro do ensaio 14 na Figura 34, verificou-se, como foi referido para o ensaio 9,
que, com excecao de duas novas bandas a 1592 cm* e a 1512 cm?, no restante espetro as bandas
do polimero e farmaco se sobrepuseram.

De acordo com a literatura, as bandas caracteristicas na zona dos 1600 cm+-1500 cm*sao as

mais importantes para identificacao das vibracdes associadas aos anéis aromaticos. Para além
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disso, usualmente, as bandas nesta zona surgem aos pares, por vezes com alguma distancia entre
elas (Coates, 2000). Tendo isto em conta, e avaliando as bandas caracteristicas do ibuprofeno e
a estrutura quimica do ibuprofeno (Patel et al., 2013; Rainsford, 2012), foi possivel afirmar que
as bandas a 1592 cm e 1512 cm* correspondem as vibracoes de alongamento da ligacao C=C
do anel aromatico do farmaco, uma vez que o polimero nao possui na sua constituicao qualquer
grupo aromatico (Evonik Industries, 2014).

As proximas duas figuras serviram exclusivamente para analisar o espetro dos ensaios com
ibuprofeno incorporado (ensaio 15 e 16), sendo que o espetro do ensaio 13 (nanoparticulas sem
ibuprofeno) foi incluido para efeitos de comparacao. Assim, na Figura 35, encontra-se o espetro

de FTIR do polimero puro, do ensaio 13 e do ensaio 15, cujas nanoparticulas possuem ibuprofeno.
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Figura 35 - Espetros de FTIR do Eudragit® E PO e das nanoparticulas sintetizadas nos ensaios 13 e 15, apos 16
varrimentos. Encontram-se assinaladas algumas bandas caracteristicas.

Analisando o espetro do ensaio 15 na Figura 35, comprovou-se a hipétese avancada nos ensaios
9 e 14. As bandas reveladoras da presenca de ibuprofeno nas nanoparticulas sintetizadas
surgiram a 1579 cm* e 1512 cm. Este resultado foi igual ao obtido para o ensaio 9, o que podera
ser explicado pelo facto da quantidade de ibuprofeno incorporada em ambos os ensaios ter sido
exatamente a mesma, enquanto para o ensaio 14, a quantidade de ibuprofeno incorporada foi

metade da quantidade dos ensaios 9 e 15.
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Supde-se que a quantidade de ibuprofeno nas nanoparticulas podera ter influéncia na localizacado
das bandas assim como na intensidade das mesmas, esta hipotese foi explorada posteriormente
a apresentacao dos resultados do ensaio 16.

Na Figura 36 encontra-se o espetro de FTIR do polimero puro, do ensaio 13 e do ensaio 16, cujas

nanoparticulas possuem ibuprofeno.
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Figura 36 — Espetros de FTIR do Eudragit® E PO e das nanoparticulas sintetizadas nos ensaios 13 e 16, apos 16
varrimentos. Encontram-se assinaladas algumas bandas caracteristicas.

Pela observacao do grafico da Figura 36, foi possivel denotar-se as bandas relativas a presenca
do ibuprofeno, a 1568 cm e 1512 cm-.

Observando globalmente os 3 ensaios com ibuprofeno (ensaios 14, 15 e 16) foi possivel avaliar
que as diferentes quantidades de ibuprofeno incorporadas reproduziram efeitos visiveis nas
bandas de ibuprofeno identificadas.

Num primeiro instante, avaliando a posicao das bandas identificadas, foi possivel constatar que a
quantidade nao tera tido influéncia na posicao da banda a 1512 cm?, uma vez que esta se manteve
inalterada para o ensaio 14, 15 e 16 e ainda para o ensaio 9, mas podera ter tido influéncia na
posicdo da segunda banda, tendo em conta que esta se aproximou da banda a 1512 cm?. Para
os ensaios 14, 15 e 16 a banda posicionou-se a 1592 cm+, 1579 cm* e 1568 cm-, respetivamente.
Em relacdo a intensidade das bandas, salientou-se o facto do aumento da quantidade de

ibuprofeno incorporada se ter traduzido no aumento da intensidade das bandas, tornando-se mais
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definidas. Este resultado verificou-se para ambas as bandas identificadas como se pode constatar
pela Figura Alll.1 do Anexo Il - Espetros de FTIR. E de notar que os resultados obtidos para analise
de espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier foram de encontro aos resultados

da analise termogravimétrica.

c. Caracterizacdo das nanoparticulas Eudragit® L100-55

Neste segmento foram caracterizados os ensaios em que se usou o polimero Eudragit® L100-55,
procedendo-se a analise dos ensaios 11 e 12.

Na Figura 37 encontra-se o espetro de FTIR do polimero Eudragit® L100-55 e das nanoparticulas
resultantes dos ensaios 11 e 12, tratando-se de nanoparticulas com ibuprofeno incorporado e

nanoparticulas sem ibuprofeno incorporado, respetivamente.
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Figura 37 - Espetros de FTIR do Eudragit® L100-55 e das nanoparticulas sintetizadas nos ensaios 11 e 12, apds
16 varrimentos.

Observando-se atentamente o espetro do ensaio 11 e 12 da Figura 37, comparativamente com o
espetro do polimero puro, verificou-se que, excetuando a maior definicao das bandas no caso dos
ensaios 11 e 12, as bandas presentes em todos os espetros foram iguais, por isso, contrariamente
aos ensaios com Eudragit® E PO, néo foi possivel confirmar a presenca de ibuprofeno nas

nanoparticulas obtidas no ensaio 11.
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Contudo, o espetro das nanoparticulas do ensaio 12 permitiu inferir que ndo ocorreram interacdes
entre os reagentes, e verificou-se que as bandas caracteristicas do polimero permaneceram
intactas nas nanoparticulas do ensaio 12.

Tendo em vista os resultados da analise termogravimétrica do ensaio 11 (Figura 28), foi possivel
comprovar-se a hipotese de que foi impossivel incorporar o ibuprofeno nestas nanoparticulas (tal
como foi avancado no seguimento da analise de TGA do ensaio 11). A quantidade de farmaco
poderia ser a causa desses resultados e como tal realizaram-se novos ensaios com quantidades
superiores de ibuprofeno (ensaios 17 e 18).

Na Figura 38 encontra-se o espetro de FTIR do polimero Eudragit® L100-55 e das nanoparticulas
resultantes dos ensaios 17 e 18, tratando-se de nanoparticulas sem ibuprofeno incorporado e
nanoparticulas com ibuprofeno incorporado, respetivamente.

No caso do ensaio 18, como ja foi referido, a quantidade de ibuprofeno incorporada foi quatro
vezes superior a quantidade do ensaio 11, por isso, se a quantidade fosse a razao pela qual nao
teria sido possivel observar-se bandas do ibuprofeno no ensaio 11, seria de esperar observar-se

essas bandas no ensaio 18.
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Figura 38 - Espetros de FTIR do Eudragit® L100-55 e das nanoparticulas sintetizadas nos ensaios 17 e 18, apds
16 varrimentos.

Constatou-se que, mais uma vez ndo existiram bandas indicativas da presenca de ibuprofeno

(ensaio 18), obtendo-se espetros para ambos os ensaios idénticos ao espetro do polimero puro.
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Assim, foi possivel afirmar que, para as nanoparticulas sem ibuprofeno, nao existiram alteracoes
nas ligacdes e bandas caracteristicas apos a sintese.

Em relacdo as nanoparticulas com ibuprofeno foi possivel confirmar a auséncia deste nas
mesmas, tal como havia sido avancado através da analise termogravimétrica do ensaio 18 (Figura
29), uma vez que mesmo apds o aumento da quantidade de ibuprofeno, ndo se observaram

quaisquer bandas associadas ao farmaco.

4.2.3 Analise do tamanho das nanoparticulas

Um dos aspetos mais importantes na caracterizacao das nanoparticulas é a analise do seu
tamanho, bem como a determinacao da uniformidade no tamanho das nanoparticulas obtidas
(Mohanraj & Chen, 2006).

Assim, analisaram-se os tamanhos e indice de polidispersao (PDI) das nanoparticulas obtidas em
7 ensaios por dispersao dinamica de luz. As nanoparticulas obtidas nos ensaios 9, 10 e 12 néo
foram analisadas ja que estes ensaios nao acrescentavam informacao em termos do tamanho das
particulas face aos restantes.

Com os ensaios realizados foi possivel avaliar a influéncia do aumento da quantidade de
ibuprofeno incorporado e a da etapa de liofilizacao no tamanho das nanoparticulas obtidas.

Esta seccao encontra-se organizada da seguinte forma, primeiro sdo analisados os resultados da
analise de DLS para as nanoparticulas de Eudragit® E PO antes e depois delas serem liofilizadas,
em seguida surgem os resultados da analise de DLS para as nanoparticulas de Eudragit ® L100-

55 antes e depois delas serem liofilizadas.

a. Caracterizacao das nanoparticulas Eudragit® E PO

A caracterizacao recorrendo a técnica de DLS permite obter resultados concisos sobre o tamanho
das nanoparticulas sintetizadas, desde que o valor de polidispersao nao seja demasiado elevado
(>0,5) e por isso foi esta a técnica escolhida. No entanto, para confirmar os resultados de DLS,
especialmente nas nanoparticulas obtidas apos a liofilizacdo recorreu-se a microscopia eletrénica
de varrimento.

Na Figura 39 encontram-se os valores dos tamanhos das particulas obtidos para as nanoparticulas
dos ensaios 13, 14, 15 e 16, que correspondem a ensaios de nanoparticulas sem ibuprofeno
incorporado, de nanoparticulas com ibuprofeno incorporado (racio 1:0,5), de nanoparticulas com
ibuprofeno incorporado (racio 1:1) e de nanoparticulas com ibuprofeno incorporado (racio 1:2),

respetivamente.
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Figura 39 — Tamanho médio das nanoparticulas (nm) em solucao dos ensaios 13, 14, 15 e 16. Os resultados
correspondem a média de trés ensaios independentes + desvio padrao.

Relativamente aos valores de PDI associados a analise de DLS das particulas dos ensaios 13, 14,
15 e 16, verificou-se que para o ensaio 13 foi de 0,225+0,010, para o ensaio 14 foi de
0,367+0,045, para o ensaio 15 foi de 0,544+0,085 e para o ensaio 16 foi de 0,302+0,007.
Analisando a Figura 39 verificou-se que as nanoparticulas sintetizadas possuiam um tamanho que
permitia a sua utilizacdo como sistema de libertacdo controlada. Adicionalmente, verificou-se que
estas particulas possuiam indices de polidispersdo que sugeriam a uniformidade de tamanho.
Avaliando os ensaios sucessivos, seria de esperar que com a incorporacdo de ibuprofeno, as
nanoparticulas aumentassem o seu tamanho como foi observado em estudos anteriores
(Chidambaram & Krishnasamy, 2013; Kalimuthu & Yadav, 2009; Mainardes & Evangelista, 2005;
Yoo et al., 2011). No entanto, este resultado sé se verificou para as nanoparticulas com menor
quantidade de ibuprofeno incorporado do ensaio 14, no qual o tamanho obtido foi de 349,17+8,26
nm, face aos 225,63+0,71 nm das nanoparticulas sem ibuprofeno (ensaio 13).

A explicacao para as nanoparticulas terem diminuido de tamanho quando a concentracao de
ibuprofeno foi maior podera estar associada ao facto de moléculas de farmaco e moléculas de
polimero terem interagido mais fortemente devido a carga contraria de ambas, originando
nanoparticulas mais compactas, observacdo que se encontra em conformidade com alguns

estudos reportados na literatura para polimeros analogos (Mandal et al., 2010).
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No caso do ensaio 14, a quantidade de ibuprofeno pode nao ter sido suficiente para que esta
interacao tivesse ocorrido, e assim as nanoparticulas aumentaram de tamanho por incorporacao
do ibuprofeno.

A possivel interacdo entre o Eudragit® E 100, a partir do qual é obtido o Eudragit ® E PO, e
farmacos anionicos ja foi reportada. No entanto néo existiu nenhuma indicacéo da influéncia dessa
interacao no tamanho das particulas obtidas utilizando Eudragit® E PO (Quinteros et al., 2008).
A hipotese do ibuprofeno nao ter sido incorporado podera ser descartada uma vez que pela analise
termogravimétrica e pela analise de FTIR comprovou-se a sua presenca nas nanoparticulas.

Sé sao apresentados os resultados do ensaio 13, no caso das nanoparticulas apés liofilizacao para
0s ensaios com Eudragit® E PO, uma vez que foi o Unico ensaio onde as nanoparticulas foram
corretamente liofilizadas. Nos restantes ensaios (14, 15 e 16) nao foi possivel obter-se um pd
capaz de se dispersar em agua.

Assim, no caso do ensaio 13, o tamanho das particulas apés liofilizacao foi de 177,33+83,51 nm
com um indice de polidispersao associado de 0,567+0,078. Como foi possivel verificar-se, apds
a liofilizacdo, as nanoparticulas possuiam praticamente o mesmo tamanho tendo em conta o
elevado valor de desvio padrao.

Adicionalmente, o indice de polidispersdo aumentou, por isso ndo foi possivel comparar o tamanho
das nanoparticulas antes e apds a liofilizacao, sendo necessario, para posteriores conclusoes
recorrer a analise das imagens de microscopia eletronica de varrimento.

A parte isso, o PDI elevado pode ter sido resultado da dificil dispersao destas nanoparticulas em
agua, por modificacOes estruturais das mesmas apos liofilizacao (Dillen et al., 2006). A reducao

do tamanho das particulas apos a liofilizacao ja foi referida na literatura (Dillen et al., 2006).

b. Caracterizacao das nanoparticulas Eudragit® L100-55

Como ja foi referido, neste ponto foram analisados todos os ensaios cujo polimero utilizado foi o
Eudragit® L100-55.

Na Figura 40 encontram-se os valores dos tamanhos das nanoparticulas obtidos por DLS para
solucdes dos ensaios 11, 17 e 18 antes destas serem liofilizadas, correspondendo ao ensaio de
nanoparticulas com ibuprofeno incorporado (1:1), ao ensaio de nanoparticulas sem ibuprofeno
incorporado e ao ensaio de nanoparticulas com ibuprofeno incorporado (racio 1:4),

respetivamente.
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Recorreu-se apresentacdo dos resultados do ensaio 11, uma vez que este ensaio difere dos
restantes realizados as nanoparticulas com Eudragit® L100-55 em termos de quantidade de

ibuprofeno incorporada.
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Figura 40 — Tamanho médio das nanoparticulas (nm) em solucéo dos ensaios 11, 17 e 18. Os resultados
correspondem a média de trés ensaios independentes + desvio padrao.

No que diz respeito aos valores de PDI associados a analise de DLS das particulas dos ensaios
11, 17 e 18, verificou-se para o ensaio 11 que o PDI foi de 0,272+0,015, para o ensaio 17 foi de
0,220+0,014 e para o ensaio 18 foi de 0,230+0,030.

Verificou-se mais uma vez que as nanoparticulas sintetizadas eram viaveis para serem utilizadas
como sistema de libertacdo controlada.

Observando os tamanhos de particulas dos ensaios 11 (201,70+1,97 nm), 17 (123,00+1,83 nm)
e 18 (211,43+2,81 nm) verificou-se que as nanoparticulas onde havia sido incorporado ibuprofeno
possuiam um maior tamanho. No entanto, como havia ja sido concluido através de analises
anteriores, nao foi possivel incorporar ibuprofeno nas nanoparticulas de Eudragit® L100-55.
Assim, a principal justificacao para estes resultados relaciona-se com a formacao de aglomerados
durante a etapa de sintese.

No caso das sinteses com incorporacdo de ibuprofeno, verificou-se que, no momento do
gotejamento da solucdo polimérica na solucao aquosa, ocorreu imediatamente a formacao de
aglomerados, sendo que estes poderao ter interferido diretamente no tamanho das nanoparticulas
sintetizadas. Nomeadamente, ocorreu uma maior formacdo de aglomerados na sintese das

nanoparticulas do ensaio 18.
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No caso do ensaio 17, ndo se verificou a formacao de quaisquer aglomerados. Assim, a formacao
destes aglomerados podera estar diretamente relacionada com o facto do polimero e farmaco
possuirem carga contraria e por isso no momento de formacdo das nanoparticulas, o farmaco
precipitou, resultando em nanoparticulas sem ibuprofeno no seu interior.

Na Figura 41 encontram-se representados os valores dos tamanhos das particulas obtidos por

DLS para as nanoparticulas liofilizadas dos ensaios 11, 17 e 18.
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Figura 41 — Tamanho médio das nanoparticulas liofilizadas (nm) dispersas em agua a 25 °C dos ensaios 11, 17 e
18. Os resultados correspondem a média de trés ensaios independentes * desvio padrao.

Relativamente aos valores de PDI associados a analise de DLS para as nanoparticulas liofilizadas
dos ensaios 11, 17 e 18, tem-se que para o ensaio 11 foi de 0,848+0,144, para o ensaio 17 foi
de 0,832+0,163 e para o ensaio 18 foi de 0,720+0,209.

Avaliando os tamanhos das particulas depois da liofilizacdo constatou-se que ocorre um aumento
relativo do tamanho das mesmas, uma vez que o desvio padrao associado foi bastante elevado.
Para além disso, a comparacdo das nanoparticulas antes e depois da liofilizacdo nao foi possivel
pois, associado a esse elevado valor de desvio padrao, obteve-se um indice de polidispersao
também demasiado elevado, revelando que as nanoparticulas sintetizadas possuiam uma
distribuicao de tamanhos muito heterogénea.

Uma hipétese para este aumento significativo do tamanho das particulas apds liofilizacao prender-
se-a com o facto de este processo levar a alteracdes na estrutura interna das nanoparticulas, pela

formacao de cristais de gelo na fase aquosa interna e pela agregacao das particulas durante o
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processo de liofilizacao, resultando numa maior dificuldade em dispersar estas nanoparticulas em

agua (Dillen et al., 2006).

4.2.4 Analise do potencial zeta das nanoparticulas

Para além da analise do tamanho das nanoparticulas, outro parametro bastante importante € a
analise da estabilidade das nanoparticulas sintetizadas. Esta analise foi efetuada por determinacao
da dispersao eletroforética de luz, a partir da qual foi possivel obter o potencial zeta que permitiu
determinar a estabilidade das nanoparticulas.

Outro aspeto que pode ser avaliado através da analise do valor de potencial zeta é a localizacao
do farmaco nas nanoparticulas, i.e. se o farmaco se encontra encapsulado no centro da
nanoparticula ou se foi absorvido na sua superficie (Mohanraj & Chen, 2006).

A partir dos valores de potencial zeta obtidos pela analise de ELS foi possivel avaliar a influéncia
do aumento da concentracao do farmaco, no caso das nanoparticulas sintetizadas com Eudragit®
E PO e ainda avaliar a influéncia da etapa de liofilizacao na estabilidade das nanoparticulas.

Tal como ja referido anteriormente, apenas se analisaram por ELS as nanoparticulas obtidas em
7 ensaios, uma vez que os ensaios 9, 10 e 12, ndo apresentavam nenhuma novidade para o
estudo em causa.

E de salientar que esta secco se encontra organizada de forma similar & anterior, surgindo em
primeiro lugar os resultados de ELS para as nanoparticulas de Eudragit® E PO, antes e depois de
liofilizadas, e em seguida apresentam-se os resultados de ELS para as nanoparticulas de

Eudragit® L100-55, antes e depois de liofilizadas.

a. Caracterizacao das nanoparticulas Eudragit® E PO

Na Figura 42 encontram-se os valores de potencial zeta obtidos por ELS das nanoparticulas dos

ensaios 13, 14, 15 e 16.

81



Capitulo 4 - Resultados e Discussao

90

78,87
80

70,00
707 65,00

60

507 4577
7P / (mV)

40
30
20

10

13 14 15 16
Ensaio

Figura 42 - Potencial zeta das nanoparticulas (mV) em solucao, com a concentracdo de 0,025 g/mL, dos ensaios
13, 14, 15 e 16. Os resultados correspondem a média de trés ensaios independentes + desvio padréo.

Analisando a Figura 42 constata-se que as nanoparticulas sintetizadas eram bastante estaveis,
sendo os valores de potencial zeta de 45,77+0,21 mV, 70,00+1,04 mV, 78,87+1,99 mV e
65,00+1,47 mV para os ensaios 13, 14, 15 e 16, respetivamente.

Uma vez que os valores de potencial zeta foram todos superiores a 30 mV foi possivel assumir
que a suspensdo era estavel, uma vez que a carga superficial das nanoparticulas impediu a
agregacao das particulas (Mohanraj & Chen, 2006).

Para além disso, através dos valores obtidos foi possivel inferir que as nanoparticulas possuiam o
ibuprofeno encapsulado no centro da nanoparticula pois os valores de potencial zeta foram
positivos, carga correspondente ao polimero uma vez que o farmaco ¢ anionico (Mohanraj & Chen,
2006).

Em relacdo a comparacdo entre os resultados dos diferentes ensaios, teve-se que com a
incorporacao de ibuprofeno nas nanoparticulas a estabilidade destas aumentou, como ja foi
relatado em estudos com polimeros analogos (Pignatello, Bucolo, Spedalieri, et al., 2002). No
entanto, nao se constatou uma relacédo direta entre o aumento da quantidade de ibuprofeno e a
variacao do potencial zeta.

Tal como para a analise de DLS, nao foi possivel realizar a analise de ELS as nanoparticulas
liofilizadas dos ensaios 14, 15 e 16 por nao ter sido possivel dispersa-las em agua. Neste sentido,

o valor de potencial zeta obtido para o ensaio 13 foi de 26,93+2,40 mV.
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A primeira observacao efetuada foi o facto do valor do potencial zeta das nanoparticulas apos
liofilizacao ter sido inferior ao valor obtido para as nanoparticulas antes da liofilizacao (45,77+0,21
mV). No entanto, o valor indiciou que as nanoparticulas permaneceram estaveis.

De acordo com os resultados da analise de ELS das nanoparticulas de Eudragit® E PO constatou-

se que foi possivel obter-se particulas estaveis em todos os ensaios realizados.

b. Caracterizacao das nanoparticulas Eudragit® L100-55

Como ja foi referido, optou-se pela apresentacao dos resultados do ensaio 11 uma vez que este
ensaio diferiu dos restantes realizados as nanoparticulas com Eudragit® L100-55, em termos de
quantidade de ibuprofeno incorporada.

Na Figura 43 encontram-se representados os valores de potencial zeta das particulas obtidas nos

ensaios 11, 17 e 18.
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Figura 43 - Potencial zeta das nanoparticulas (mV) em solucao, com a concentracdo de 0,025 g/mL, dos ensaios
11, 17 e 18. Os resultados correspondem a média de trés ensaios independentes + desvio padrao.

Analisando a Figura 43 verificou-se que as nanoparticulas sintetizadas eram todas estaveis uma
vez que todos os valores de potencial zeta foram superiores a 30 mV, em valor absoluto, sendo
eles -48,63+0,15 mV, -51,27+0,90 mV e -49,67+1,02 mV para os ensaios 11, 17 e 18,
respetivamente.

Mais uma vez, o valor negativo do potencial zeta encontrava-se associado a carga anionica do

polimero Eudragit® L100-55, uma vez que, como ja foi discutido, nao foi possivel incorporar o
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ibuprofeno nas nanoparticulas deste polimero. Por essa razdo, ndo foi possivel tirar quaisquer
conclusdes em termos de comparacao dos resultados dos diferentes ensaios.
Na Figura 44 encontram-se os valores de potencial zeta das nanoparticulas liofilizadas dos ensaios

11, 17 e 18 obtidos por analise de ELS.
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Figura 44 - Potencial zeta das nanoparticulas liofilizadas (mV) dispersas em agua a 25 °C (concentracao inferior a
0,05 g/mL) dos ensaios 11, 17 e 18. Os resultados correspondem a média de trés ensaios independentes + desvio
padrao.

Avaliando o potencial zeta das particulas depois da liofilizacao constatou-se que para os ensaios
11 e 17 ocorreu uma ligeira diminuicdo dos valores (em valor absoluto). No entanto,
permaneceram dentro dos limites caracteristicos de particulas estaveis, no caso do ensaio 18
ocorreu uma diminuicao mais drastica dos valores, o que podera estar associado a um rearranjo
estrutural das nanoparticulas durante o processo de liofilizacao tendo em conta a formacao de

aglomerados no processo de sintese por precipitacao do ibuprofeno.

4.2.5 Analise estrutural e morfolégica por microscopia eletronica de varrimento (SEM)

Foram realizadas analises de SEM a amostras representativas dos trés tipos de nanoparticulas
sintetizadas, ou seja, nanoparticulas de Eudragit® E PO sem e com ibuprofeno (ensaio 13 e 15,
respetivamente) e nanoparticulas de Eudragit® L100-55 sem e com ibuprofeno (ensaio 17 e 18,
respetivamente).

Os resultados de DLS sao geralmente confirmados por SEM, no entanto para as nanoparticulas

sintetizadas nao foi possivel correlacionar os resultados de DLS das nanoparticulas liofilizadas com
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os resultados de SEM das mesmas nanoparticulas uma vez que, no caso do ensaio 15 que se
encontrava na forma de gel, este reagiu durante a analise, ocorrendo alteracdes no tamanho. Nos
restantes ensaios nao foi possivel efetuar grandes ampliacdes uma vez que as amostras se

degradaram facilmente com o aumento de temperatura durante o varrimento do feixe de eletrdes.

Na Figura 45 ilustram-se duas imagens de SEM correspondentes a nanoparticulas do ensaio 13.

Figura 45 - Imagens de microscopia eletronica de varrimento (SEM) das nanoparticulas liofilizadas do ensaio 13.

Como se pode observar na Figura 45, ndo foi possivel distinguir quaisquer nanoparticulas,
observando-se grandes aglomerados sem nenhuma estrutura individualizada.
Na Figura 46 apresentam-se duas imagens de SEM relativas a nanoparticulas do ensaio 15, ensaio

em forma de gel por complicacdes na liofilizacdo tal como mencionado anteriormente.

Figura 46 - Imagens de microscopia eletronica de varrimento (SEM) das nanoparticulas liofilizadas do ensaio 15.

Apesar do gel ter reagido, neste caso ja foi possivel observar estruturas esféricas individualizadas.
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Na Figura 47 apresentam-se duas imagens de SEM das nanoparticulas obtidas no ensaio 17,

ensaio de Eudragit® L100-55.

Figura 47 — Imagens de microscopia eletrdnica de varrimento (SEM) das nanoparticulas liofilizadas do ensaio 17.

No caso das nanoparticulas do ensaio 17 foi possivel observar-se particulas nao esféricas na forma
de aglomerados.

Na Figura 48 apresentam-se duas imagens de SEM correspondentes a particulas obtidas no ensaio

18, ensaio em forma de gel por complicacdes na liofilizacao tal como mencionado anteriormente.
\ — - - v A V —

Figura 48 — Imagens de microscopia eletrénica de varrimento (SEM) das nanoparticulas liofilizadas do ensaio 18.

Assim como no caso das nanoparticulas do ensaio 17 foi possivel observar particulas, no entanto
neste ensaio foi possivel constatar que essas particulas eram ligeiramente esféricas.

Para além da morfologia foi possivel concluir quanto a composicdo molecular das estruturas
avaliadas que todas as nanoparticulas eram constituidas essencialmente por oxigénio e carbono,

no Anexo IV — Analise de Espetroscopia de Energia Dispersiva de Raios-X seguem as analises
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detalhadas de espetrometria de energia dispersiva de raios-x (EDS) das amostras, que permitiram
determinar a composicao estrutural das mesmas.
Nao foi possivel tirar mais conclusdes das analises de SEM para além das enunciadas tendo em

conta as limitacdes das amostras em estudo.

4.3 Estudos de Libertacao

Nesta seccao sao apresentados alguns dos resultados mais importantes de todo o trabalho
desenvolvido, uma vez que um dos objetivos principais deste trabalho era o estudo da libertacao
do farmaco adsorvido nas nanoparticulas.

Tendo em conta a abrangéncia de possiveis aplicacdes desta tecnologia, optou-se por estudar
solucdes com vista duas formas de aplicacao distintas, isto &, para além dos estudos de libertacao
a partir das nanoparticulas liofilizadas, realizaram-se também estudos com a solucdo de
nanoparticulas antes destas serem liofilizadas, uma vez que podera apresentar-se como promissor
incorporar ou impregnar essa solucado num tecido a partir do qual o composto ativo se ira libertar.
A monitorizacdo da libertacdo do ibuprofeno em ambos casos de estudo foi efetuada recorrendo
a espetroscopia de UV/vis, uma vez que o farmaco utilizado é bastante conhecido e por isso o seu
espetro de UV/vis encontra-se bem definido.

0 espetro UV/vis caracteristico do ibuprofeno possui 3 picos caracteristicos passiveis de serem
utilizados para quantificacdo do mesmo, sendo eles a 221 nm, 265 nm e 272 nm (Kislalioglu et
al., 1991), como se se pode observar no Anexo V - Espetro de UV/vis do Ibuprofeno, Figura AV.1.
No caso deste trabalho, logo nos testes preliminares de libertacdo que nao foram apresentados,
verificou-se que seria impossivel utilizar o pico a 221 nm (mais comum para quantificacdo), uma
vez que, tendo em conta as elevadas concentracdes de farmaco utilizadas, a partir dos 240 nm
observaram-se perturbacdes no espetro e absorvancias demasiado elevadas (saturacdo do
espetro). No Anexo V — Espetro de UV/vis do lbuprofeno, Figura AV.2 encontra-se um desses
espetros a titulo de exemplo.

Foi ainda nesses estudos preliminares que se decidiu optar pela quantificacao a 265 nm, como ja
havia sido feito em outros estudos, de acordo com a literatura, para concentracdes mais elevadas
de farmaco (Kislalioglu et al., 1991).

A apresentacao dos perfis de libertacao sob a forma de concentracdo, recorrendo as curvas de

calibracao, nao foi efetuada, pois as concentracdes obtidas excediam os limites de quantificacao
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e, no caso dos ensaios com a solucdo de nanoparticulas antes da liofilizacao, o controlo/branco
nao pode ser feito corretamente.

Como ja foi mencionado, de ensaio para ensaio as nanoparticulas sintetizadas foram diferentes,
essas diferencas intensificam-se entre os ensaios com e sem ibuprofeno incorporado, pois a
presenca de ibuprofeno levou a formacao de nanoparticulas distintas, nomeadamente em termos
de tamanho.

Assim sendo, o controlo/branco a utilizar na analise de UV/vis nos ensaios com as nanoparticulas
antes da liofilizacdo deveria ser uma solucdo de nanoparticulas idéntica a solucdo de
nanoparticulas com ibuprofeno. No entanto, ndo foi possivel fazer esse controlo e por isso todas
as medicoes de absorvancia correspondente ao ibuprofeno libertado das nanoparticulas com
ibuprofeno apresentaram uma parcial interferéncia que se deveu as nanoparticulas presentes no
meio, ndo existindo forma de retirar esta interferéncia das leituras.

O estudo de libertacao do farmaco foi efetuado para trés valores de pH distintos. Optou-se por
estudar o pH 1,2 e 6,8, uma vez que, de acordo com a literatura, séo os pHs mais utilizados no
estudo da libertacdo de compostos ativos a partir de nanoparticulas de polimeros analogos
(Barreto, 2009; Hao et al., 2013; Kislalioglu et al., 1991). Para além disso, estes dois pHs
permitiram observar os comportamentos distintos dos dois polimeros, uma vez que o Eudragit®
L100-55 é soluvel em meio aquoso a partir do pH 5,5 e o Eudragit ® E PO é soluvel em meio
aquoso abaixo de pH 5,0 (Sauer & McGinity, 2009).

A escolha do pH 5,5 assenta no facto desse ser o pH usual da pele (Gethin, 2007), e as principais
aplicacoes previstas para a tecnologia desenvolvida incluem a administracao tépica.
Tipicamente, em estudos de libertacdo como os efetuados neste trabalho, realiza-se um estudo
comparativo entre diferentes modelos cinéticos caracteristicos dos estudos de libertacao
controlada de compostos ativos, para determinar qual o modelo que melhor se ajusta ao conjunto
de dados obtidos.

Assim, os modelos estudados foram o0 modelo de ordem zero e 0 modelo de primeira ordem. O
modelo de ordem zero (Equacao 1) é caracteristico de sistemas de libertacao lenta e continuada

e é geralmente utilizado para descrever sistemas transdérmicos (Barreto, 2009; Salgueiro, 2011).

f()=kot+b Equacso 1
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onde f(t) é a quantidade de farmaco libertada até ao momento t, b é a quantidade de farmaco no
instante t=0 e k. € a constante cinética de ordem zero (Barreto, 2009; Das, Suresh, & Desmukh,
2010; Salgueiro, 2011).

No caso do mecanismo de primeira ordem (Equacdo 2), a velocidade de libertacdo depende
diretamente da concentracao do farmaco, por isso € muitas vezes aplicado a matrizes contendo

farmacos solluveis em agua e matrizes porosas (Salgueiro, 2011).

In(f(t))=kt-+In(b) Equacao 2

onde k é a constante cinética de primeira ordem (Barreto, 2009; Das et al., 2010; Salgueiro,
2011).

Esta seccdo encontra-se organizada em dois subcapitulos, sendo o primeiro sobre o estudo da
libertacao a partir da solucao de nanoparticulas antes da liofilizacdo e o segundo sobre o estudo
da libertacéo de ibuprofeno a partir da solucao de nanoparticulas liofilizadas.

Dentro de cada subcapitulo, apresentam-se os resultados organizados por ensaios (ensaios 14,
15, 16 e 18), com o estudo pormenorizado da libertacdo em meios com diferentes pHs, seguindo-

se o0 estudo dos mecanismos cinéticos dos ensaios.

4.3.1 Monitorizacao da libertacdo de ibuprofeno a partir das nanoparticulas pré-liofilizacao

Os estudos de libertacdo foram apresentados sob a forma de percentagem cumulativa da
quantidade de ibuprofeno libertado ao longo do tempo, com excecao do ensaio 18, uma vez que
neste ensaio, como nao foi possivel incorporar de ibuprofeno e por consequéncia nao ocorreu a
sua libertacao, apresenta-se a absorvancia em funcao do tempo.

No Anexo VI — Exemplo de Calculo da Quantidade de Ibuprofeno Libertada para o Estudo Pré-
liofilizacdo encontra-se a explicacdo da determinacao da quantidade cumulativa, sendo que a
quantidade cumulativa nao representa que foi libertada a totalidade do ibuprofeno incorporado,
mas sim que foi libertado 0 maximo que foi possivel determinar no instrumento de analise usado
neste estudo.

Esse calculo foi possivel uma vez que, de acordo com os resultados da analise termogravimétrica,
para todos os ensaios com Eudragit® E PO, o ibuprofeno foi incorporado nas nanoparticulas, por
isso foi possivel concluir que, na solucao antes da liofilizacdo, a concentracdo maxima lida apos

decorrido todo o ensaio corresponde a libertacdo completa do ibuprofeno.
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No caso do Eudragit® L100-55, nao foi possivel assumir isso, uma vez que nas analises de
caracterizacao nao foi possivel provar a presenca de ibuprofeno.

Apos estudos preliminares para melhor compreensao e planeamento dos estudos de libertacao
de ibuprofeno, os quatro ensaios utilizados para o estudo pormenorizado da libertacdo de
ibuprofeno foram os ensaios 14, 15, 16 e 18.

0 estudo da libertacao a partir da solucéo de nanoparticulas pré-liofilizacao foi efetuado a partir
de uma solucao, logo o ajuste de pH teve de ser realizado diretamente pela adicao de HCI ou
NaOH e nao foi possivel recorrer a utilizacao de solugao tampao.

Na Figura 49 apresenta-se o perfil de libertacdo de ibuprofeno em funcédo do tempo para o ensaio
14. 15, 16 e 18, em trés meios com valores de pH distintos. No caso do ensaio 14, 15e 16, a
quantidade de ibuprofeno incorporado foi distinta, sendo o racio polimero:farmaco de 1:0,5, 1:1

e 1:2, respetivamente.
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Figura 49 - Perfis de libertacao do ibuprofeno a pH 1,2, pH 5,5 e pH 6,8 para as nanoparticulas obtidas nos
ensaios 14, 15, 16 e 18.

Para o estudo a pH 1,2 (ensaio 14) verificou-se o decréscimo da quantidade ibuprofeno libertada
ao longo do tempo. Essa diminuicdo podera dever-se a instabilidade termodinamica do sistema
por precipitacdo do ibuprofeno (Van Driessche, 2013), ja que este é pouco soluvel a pH acido. A
par disto, ocorreu a dissolucdo de Eudragit® E PO, que de alguma forma contribuiu para

instabilidade do sistema contribuindo por consequéncia para esse decréscimo.
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Nos ensaios posteriores, com maior concentracao de ibuprofeno, ndo se verificou esse decréscimo
a pH 1,2. Foi possivel inferir que a menor quantidade de ibuprofeno incorporada resultou numa
maior instabilidade, aquando da libertacdo do farmaco para o meio.

Essa maior instabilidade podera estar relacionada com interacdes entre o ibuprofeno e o polimero
e/ou os sais dos acidos ou bases adicionados para acerto do pH, durante a libertacao do farmaco.
Nomeadamente, poderdo ter ocorrido interacdes por formacao de ligacdes de hidrogénio e
interacdes idnicas, de acordo com o reportado na literatura (Moustafine et al., 2006).

No caso do estudo a pH 6,8 (ensaio 14), verificou-se 0 mesmo decréscimo, mas apenas apos um
aumento inicial, indicando que o aumento de ibuprofeno podera ter sido rapido, até um ponto,
seguindo depois um comportamento similar ao observado para pH 1,2.

No caso do pH 5,5 (ensaio 14), ocorreu o aumento esperado da quantidade de ibuprofeno
libertada, tendo em conta que em torno do pH 5,0 o polimero Eudragit® E PO intumesce. Este
resultado permitiu afirmar com maior certeza que para o pH 6,8 0 aumento inicial se deveu ao
ibuprofeno e assim, concluiu-se que ocorreu um aumento mais rapido para esse pH do que para
o pH 5,5.

Este resultado esta em concordancia com as caracteristicas do polimero em causa, uma vez que
para valores de pH mais baixos a libertacao se deve a dissolucdo das nanoparticulas, que podera
interferir com a libertacdo do farmaco. Para valores de pH mais elevados, tal como ja referido, o
polimero intumesce, permitindo que o farmaco seja libertado por difusdo, nao existindo
interferéncia na velocidade de libertacdo do mesmo.

Ao contrario do que acontecia para o ensaio 14, no ensaio 15 ocorreu a libertacao de ibuprofeno
para todos os valores de pH estudados.

Pela analise da Figura 49, constatou-se que para o pH 6,8 (ensaio 15) existiu um aumento
consideravel logo nas primeiras horas, diminuindo em seguida a velocidade de libertacdo. No caso
do ensaio 15 a pH 1,2 e 5,5, a cinética foi bastante similar em todo o estudo de libertacdo, nao
tendo sido possivel constatar qualquer comportamento quanto a dependéncia do pH.

Para o pH 6,8 (ensaio 15) apesar do aumento significativo nas primeiras horas, a quantidade
cumulativa maxima s foi atingida mais tarde ndo ocorrendo nenhum decréscimo.

Os primeiros pontos do estudo de libertacdo poderao ser incoerentes, tendo-se maior fiabilidade
nos restantes pontos lidos, uma vez que, segundo a literatura, os primeiros pontos dos estudos

de libertacdo poderdo possuir muitas vezes interferéncias relacionadas com a separacao efetiva
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do nanotransportador e farmaco (Dai et al., 2004). Assim, ndo é desejavel assumir o
comportamento de libertacao apenas baseado na analise dos primeiros pontos.

No ensaio 16 verificou-se maiores diferencas entre os trés perfis tracados. Ocorreu a libertacao de
ibuprofeno para todos os pHs estudados, sendo que o aumento foi mais rapido para o pH 5,5,
seguindo-se o pH 1,2. No caso do pH 6,8, mais uma vez se verificou um aumento significativo nas
primeiras horas, seguindo-se um aumento mais lento no restante estudo.

Neste ensaio, a libertacdo foi mais rapida para o pH 5,5, sugerindo que este pH, o valor mais
proximo do pH considerado de viragem para o polimero, permitiu uma libertacao continuada mais
constante.

Observando de forma global os trés ensaios com Eudragit® E PO foi possivel concluir que com o
aumento da quantidade de ibuprofeno incorporada, mais rapida foi a libertacao de farmaco para
0 meio.

Constatou-se este facto facilmente observando a quantidade cumulativa libertada passadas 100 h
de estudo, tendo-se tido para o ensaio 14 a pH 5,5 uma percentagem em torno dos 40 %, para o
ensaio 15 a percentagem variou entre os 40 % e os 60 % para todos os valores de pH, e por fim
para o ensaio 16 a percentagem variou entre 65 % e 100 % para todos os valores de pH.

Como ja foi referido, o polimero Eudragit® L100-55 caracteriza-se por nao intumescer e por se
dissolver a valores de pH superiores a 5,5. Assim, e de acordo com a literatura, quanto maior o
pH, mais depressa ocorre a libertacao de ibuprofeno (Hao et al., 2013).

Os dados do ensaio 18 foram apresentados na forma da absorvancia em funcao do tempo pois,
como foi possivel observar-se pela Figura 49, nao existiram variacdes na absorvancia que
indiciassem a presenca de ibuprofeno.

Esse resultado foi de encontro as conclusdes tiradas na caracterizacdo das nanoparticulas de
ibuprofeno, uma vez que nessa seccdo todos os resultados indicaram que ndo foi possivel

incorporar o ibuprofeno, tendo o0 mesmo precipitado no momento da sintese das nanoparticulas.

a. Modelacao cinética da libertacéo de ibuprofeno

De forma a avaliar qual modelo cinético que melhor se ajustava aos dados recolhidos nos estudos
de libertacao, recorreu-se a analise do modelo cinético de ordem zero e do modelo cinético de

primeira ordem.
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Em relacdo ao modelo de ordem zero, construiu-se o grafico da quantidade cumulativa em
percentagem em funcao do tempo e aplicou-se o ajuste linear a esses dados. No entanto, para
alguns casos, o ajuste linear nao foi 0 mais adequado.

Para o modelo de primeira ordem construiu-se o grafico do logaritmo natural da quantidade
cumulativa em percentagem em funcao do tempo e aplicou-se o ajuste linear a esse conjunto de
dados. Também para o modelo de primeira ordem, se aplicou o ajuste que melhor se adequava
ao conjunto de dados obtidos.

Nao foi efetuada modelacado cinética ao ensaio 18, uma vez que ndo ocorreu libertacdo de
ibuprofeno.

Nos Anexo VII - Graficos da Modelacdo Cinética de Ordem Zero dos Estudo de Libertacao das
Nanoparticulas Pré-liofilizacao e Anexo VIl — Graficos da Modelacao Cinética de Primeira Ordem
dos Estudos de Libertacdo das Nanoparticulas Préiofilizacdo encontram-se os graficos
pormenorizados da modelacao cinética de ordem zero e de primeira ordem, respetivamente, de
todos os ensaios para todos os pHs.

Na Tabela 10 resumem-se os valores da constante cinética de ordem zero e de primeira ordem e
o0 respetivo R quadrado para ambos os modelos, para todos os ensaios realizados em todos os
valores de pH. A partir desses valores foi possivel avaliar qual o melhor modelo para ajustar os

dados experimentais.

Tabela 10 - Valores das variaveis do modelo cinético de ordem zero e de primeira ordem para os ensaios 14, 15,
16, para os trés valores de pH estudados

Modelo cinético de ordem zero Modelo cinético de primeira ordem
Ensaio pH

Tipo de ajuste ko R: |Tipo de ajuste k Re
1,2 Linear  -0,322+0,090 0,796 Linear -0,009+0,0014 0,942
14 5,5 Linear 0,556+0,070 0,954 | Logaritmico - 0,890
6,8 Polinomial - 0,810 | Polinomial - 0,941
1,2 Linear 0,365+0,021 0,986 | Logaritmico - 0,990
15 5,5 Linear 0,359+0,024 0,978 | Logaritmico - 0,988
6,8 Linear  0,192+0,069 0,686 Linear 0,002+0,0003 0,948
1,2 Linear 0,575+0,089 0,960 | Logaritmico - 0,977
16 5,5 | Logaritmico - 0,913 | Logaritmico - 0,933
6,8 Linear 0,491+0,065 0,953 | Logaritmico - 0,970
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No caso do ensaio 14, no qual a libertacdo ocorreu apenas para pH 5,5 e 6,8, observou-se que
para o primeiro pH o modelo que melhor se ajustou foi o de ordem zero recorrendo a um ajuste
linear enquanto para pH 6,8, o melhor modelo foi o da primeira ordem, sendo necessario um
ajuste polinomial. Esta diferenca baseou-se essencialmente no facto do estudo a pH 6,8 apresentar
um aumento inicial seguido de um decréscimo continuo.

Para o ensaio 15, ocorreu libertacao em todos os estudos de pH e o0 modelo que melhor se ajustou
foi a cinética de primeira ordem, para todos os valores de pH estudados. No entanto para o pH
1,2 e 5,5 foi necessario recorrer a um ajuste logaritmico enquanto para o pH 6,8 foi aplicado um
ajuste linear.

Em relacao ao ensaio 16, para todos os pHs estudados o modelo que melhor se ajustou foi o de
primeira ordem.

E de salientar que o ajuste linear nao foi aquele que melhor se adequou ao conjunto de dados
obtidos e, por isso nao foi possivel determinar se estas nanoparticulas funcionariam como um

bom sistema de libertacao lenta e continuada.

4.3.2 Monitorizacao da libertacao de ibuprofeno a partir das nanoparticulas pos-liofilizacéo

Também para os estudos da libertacdo de ibuprofeno a partir das nanoparticulas liofilizadas nao
foi possivel apresentar a quantidade de ibuprofeno libertada na forma de concentracao, uma vez
que as concentracoes foram superiores aos limites de quantificacao.

Assim, em todos os graficos de monitorizacao da libertacao de ibuprofeno, com excecao do grafico
do ensaio 18, encontra-se a quantidade cumulativa em funcao do tempo. No Anexo IX - Exemplo
de Calculo da Quantidade de Ibuprofeno Libertada para o Estudo Pos liofilizacao encontra-se a
explicacao da determinacdo da quantidade cumulativa, sendo que a quantidade cumulativa de
100 % corresponde a libertacao da quantidade total de ibuprofeno incorporado.

O calculo da quantidade cumulativa foi possivel uma vez que, de acordo com os resultados da
analise termogravimétrica, para todos os ensaios com Eudragit® E PO, o ibuprofeno foi
incorporado nas nanoparticulas. No entanto, nao foi possivel determinar a quantidade exata de
ibuprofeno incorporada, por isso assumiu-se a incorporacao completa do farmaco.

No caso do Eudragit® L100-55 as analises de caracterizacdo ndo permitiram confirmar a presenca
de ibuprofeno e os estudos de libertacdo das nanoparticulas pré-liofilizacdo sustentaram esses

resultados. Assim, optou-se por apresentar os resultados da absorvancia em funcdo do tempo.
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Os ensaios de libertacdo com as nanoparticulas liofilizadas foram efetuados em trés solucdes
tampdes distintas, tampao HCI/KCI para o meio de pH 1,2, tampZo citrato para o meio de pH 5,5
e tampao fosfato para o meio de pH 6,8.

Na Figura 50 ilustra-se o perfil de libertacao de ibuprofeno em funcéo do tempo para o ensaio 14,
15, 16 e 18, em trés meios com valores de pH distinto. No caso dos ensaios 14, 15 e 16, a

quantidade de ibuprofeno incorporado foi distinta, sendo o racio polimero:farmaco de 1:0,5, 1:1

e 1:2, respetivamente.
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Figura 50 - Perfis de libertacao do ibuprofeno a pH 1,2, pH 5,5 e pH 6,8 para as nanoparticulas liofilizadas obtidas
nos ensaios 14, 15, 16 e 18.

Para o ensaio 14 a pH 1,2 ocorreu um aumento muito elevado antes da 1 h de monitorizacao,
estabilizando em seguida a quantidade de ibuprofeno libertada. Para além disso, foi possivel
constatar que alguns dos pontos nas primeiras horas de estudo (1 h e 2,5 h) se encontraram
acima dos 100 %, revelando que essas medicdes estavam afetadas de erros experimentais.

Esta situacao podera estar relacionada com a hipotese anteriormente enunciada. Uma menor
quantidade de ibuprofeno incorporada nas nanoparticulas resultou em maiores interacdes (por

formacdo de ligacdes de hidrogénio e interacdes idnicas) entre o polimero e o0s restantes reagentes

no meio.
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0 aumento inicial para pH 1,2 podera indiciar que, como as nanoparticulas se dissolvem a pH
acido, a libertacao foi praticamente imediata. Relativamente aos restantes pHs, a libertacdo foi
mais prolongada e lenta devido ao intumescimento das nanoparticulas.

No caso do pH 5,5 e do pH 6,8 (ensaio 14), a libertacao foi mais rapida para o pH 6,8, consistente
com as caracteristicas do polimero em causa, uma vez que quanto maior o pH, mais o polimero
intumesce, logo maior a difusao do ibuprofeno (Kultima, 2010).

Observando-se o perfil de libertacao a pH 1,2 do ensaio 15 verificou-se mais uma vez um aumento
significativo na primeira hora de estudo, seguindo-se um patamar constante, tal como havia sido
observado no ensaio 14.

Para o estudo a pH 1,2 (ensaio 14), a libertacao ficou apenas nos 60 %, uma vez que os dois
pontos acima dos 60 % foram os primeiros pontos lidos e por isso poderao estar mais sujeitos a
interferéncias, como ja foi referido.

A razao pela qual a libertacdo nao tera sido superior a 60 % pode estar relacionada com o facto
da massa de nanoparticulas suspensas na solucao tampao (40,4+0,05 mg) ter sido bastante
superior comparativamente com os restantes estudos, como se pode constatar pelo Anexo IX -
Exemplo de Calculo da Quantidade de Ibuprofeno Libertada para o Estudo Pés liofilizacao. Assim,
tera sido possivel que a solucéo tenha ficado saturada e por isso nao foi possivel libertar uma
maior quantidade de ibuprofeno.

Quanto aos perfis a pH 5,5 e 6,8 (ensaio 15) observou-se que a libertacao foi mais rapida para o
ensaio a pH 6,8, como seria de esperar. E de salientar que o estudo a pH 5,5 nao libertou na
totalidade o ibuprofeno no tempo de estudo estabelecido.

No ensaio 16 a pH 1,2, mais uma vez verificou-se um aumento significativo na primeira hora de
estudo, estabilizando em seguida, sendo que estabilizou em torno do 80 %, revelando uma maior
libertacdo do que no ensaio 15, podendo afirmar-se que a massa de nanoparticulas colocada no
ensaio 15 podera ter influenciado a libertacao.

A quantidade de 100 % para pH 1,2 sé foi atingida para o ensaio 14 uma vez que a quantidade
de ibuprofeno incorporado foi muito inferior.

No caso do pH 6,8 e 5,5 (ensaio 16) a libertacao ocorreu a maior velocidade para o primeiro pH.
E de salientar que este ensaio nao libertou na totalidade o ibuprofeno incorporado uma vez que o

estudo foi terminado ao fim das 16 h.
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Observando de forma global os trés ensaios com Eudragit® E PO foi possivel concluir que com o
aumento da quantidade de ibuprofeno incorporada, a velocidade de libertacao se tornou mais
lenta, uma vez que mais depressa tera ocorrido a saturacéao da solucao.

Foi possivel observar esta libertacdo mais lenta analisando a quantidade cumulativa libertada
passadas 4 h de monitorizacao, tendo-se para o ensaio 14 a pH 5,5 uma percentagem em torno
dos 59 %, e a pH 6,8 uma percentagem em torno dos 100%. Para o ensaio 15 a pH 5,5 teve-se
uma percentagem em torno dos 41 % e a pH 6,8 teve-se uma percentagem em torno dos 61 %.
Por fim, para o ensaio 16 a pH 5,5 teve-se uma percentagem em torno dos 24 % e a pH 6,8 teve-
se uma percentagem em torno dos 38 %.

Como foi referido, os dados do ensaio 18 foram representados na forma da absorvancia em funcao
do tempo uma vez que, como foi possivel constatar pela Figura 50, ndo existiram variacdes na
absorvancia que pudessem surgir a presenca de ibuprofeno.

Ao longo do estudo, para os diferentes valores de pH estudados, as variacoes de absorvancia
foram insignificantes, o que foi de encontro a todas as analises previamente efetuadas, tanto na
caracterizacao das nanoparticulas de ibuprofeno, como no estudo da libertacdo de ibuprofeno a

partir das nanoparticulas antes da liofilizacao.

a. Modelacao cinética da libertacao de ibuprofeno

Mais uma vez, o estudo cinético foi apenas efetuado aos ensaios com Eudragit® E PO ja que no
ensaio 18 nao existiu libertacao de ibuprofeno. A modelacao cinética efetuada para o estudo das
nanoparticulas liofilizadas foi igual a efetuada para as nanoparticulas antes da liofilizacao.

Nos Anexo X — Graficos da Modelacdo Cinética de Ordem Zero dos Estudos de Libertacdo das
Nanoparticulas Liofilizadas e Anexo XI - Graficos da Modelaczo Cinética de Primeira Ordem dos
Estudos de Libertacdo das Nanoparticulas Liofilizadas encontram-se os graficos pormenorizados
da modelacao cinética de ordem zero e de primeira ordem, respetivamente, para 0os ensaios
realizados a todos os valores de pH.

Na Tabela 11 apresentam-se apenas os valores da constante cinética de ordem zero e de primeira
ordem e o respetivo R quadrado para ambos os modelos. A partir desses valores é possivel avaliar

qual o melhor modelo para ajustar os dados experimentais.
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Tabela 11 - Valores das variaveis do modelo cinético de ordem zero e de primeira ordem para os ensaios 14, 15,
16 para os trés valores de pH estudados

Modelo cinético de ordem zero Modelo cinético de primeira ordem
Ensaio pH
Tipo de ajuste R Tipo de ajuste R
1,2 Potencial 0,205 Potencial 0,211
14 55 Polinomial 0,977 Logaritmico 0,988
6,8 Polinomial 0,987 Polinomial 0,981
1,2 Potencial 0,241 Potencial 0,235
15 55 Polinomial 0,984 Logaritmico 0,988
6,8 Polinomial 0,990 Logaritmico 0,974
1,2 Potencial 0,551 Potencial 0,552
5,5 Polinomial 0,970 Logaritmico 0,987
6,8 Polinomial 0,988 Logaritmico 0,993

Em relacdo a todos os ensaios para pH 1,2, nao foi possivel escolher um modelo que se ajustasse
corretamente aos dados, devido ao aumento repentino que se verificou no inicio do ensaio. Todos
os valores de R quadrado se encontravam bastante afastados do valor unitario.

No caso do ensaio 15 a pH 5,5 e 6,8 foi possivel afirmar que o modelo cinético que melhor se
ajustou foi a cinética de primeira ordem e a cinética de ordem zero, respetivamente. Sendo que,
para o estudo a pH 5,5 foi necessario recorrer a uma ajuste logaritmico enquanto para o estudo
a pH 6,8 recorreu-se a um ajuste polinomial.

Para o ensaio 16 a pH 5,5 e 6,8, 0 modelo de primeira ordem com ajuste logaritmico foi o que
melhor se ajustou para ambos os estudos.

Avaliando os estudos com as nanoparticulas pré-liofilizacdo e liofilizadas constatou-se que
possuiam comportamentos ligeiramente  distintos, nomeadamente em relacdo a
resposta/libertacdo perante diferentes valores de pH. No caso dos estudos com a solucao de
nanoparticulas antes da liofilizacdo, o comportamento perante as diferentes quantidades de
ibuprofeno incorporadas foi distinto, possivelmente pelo facto de nao ter sido possivel controlar e

monitorar tao bem o pH.
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5. CONCLUSAO E RECOMENDACOES

Com a elaboracao desta dissertacao pretendeu-se delinear um processo de sintese de
nanotransportadores, nomeadamente nanoparticulas, capazes de assumir a funcdo de sistema de
libertacdo controlada. A par desse objetivo apresentou-se essencial a caracterizacdo das
nanoparticulas sintetizadas, assim como o estudo da libertacdo do farmaco incorporado nas
mesmas.

Foi possivel concluir que o procedimento estabelecido para a sintese, apos a alteracdo de
estabilizante e modificacdo da velocidade de agitaco, permitiu a obtencdo de nanoparticulas de
acordo com os parametros pretendidos, concluindo-se que a escolha acertada desses parametros
influenciou diretamente as nanoparticulas obtidas.

Assim, a utilizacao de Span® 85 em vez de PVA, o aumento das rotacdes durante a adicao da
fase organica a fase aquosa, a inclusao de um periodo de 30 minutos de agitacao elevada e a
eliminacao das etapas de centrifugacao reproduziram melhorias substanciais nas nanoparticulas
sintetizadas, designadamente ao nivel do tamanho pretendido (entre 50 nm e 500 nm), da
uniformidade e estabilidade. Concluiu-se ainda que o processo de liofilizacdo para as
nanoparticulas contendo ibuprofeno nao foi eficiente, resultando em nanoparticulas na forma de
gel, em vez de se formar um po fino.

Em relacdo as nanoparticulas sem ibuprofeno incorporado, concluiu-se que foram sintetizadas
nanoparticulas cujas propriedades térmicas e quimicas eram idénticas as do polimero base. As
nanoparticulas pré-liofilizacado apresentaram-se estaveis e com tamanhos compreendidos entre
225,63+0,71 nm e 123,00+1,83 nm, para as nanoparticulas de Eudragit® E PO e Eudragit®
L100-55, respetivamente.

Apds a liofilizacao, as nanoparticulas mantiveram-se estaveis mas os tamanhos aumentaram,
tendo em conta a dificil dispersdo das mesmas em agua, com excecdo das nanoparticulas de
Eudragit® E PO.

No que diz respeito as nanoparticulas com incorporacao de ibuprofeno, a primeira conclusao que
se tirou foi a impossibilidade de sintetizar nanoparticulas de Eudragit ® L100-55 com ibuprofeno,
uma vez que em todos os ensaios de caracterizacdo dessas nanoparticulas, se obtiveram
resultados que corroboraram a inexisténcia de ibuprofeno nas mesmas.

Quanto as nanoparticulas de Eudragit® E PO, de acordo com os ensaios de caracterizacdo, foi

possivel observar-se a presenca de ibuprofeno. Observou-se que a curva termogravimétrica
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possuia um perfil correspondente a degradacao de dois compostos distintos (farmaco e polimero)
e na analise de FTIR observou-se o aparecimento de bandas caracteristicas dos grupos aromaticos
do ibuprofeno (entre os 1568 cm* e 1592 cm-!, dependendo das nanoparticulas analisadas, € a
1512 cm?).

0 tamanho das nanoparticulas com ibuprofeno foi menor do que aquelas sem ibuprofeno devido
as forcas de atracdo entre o farmaco e o polimero, apresentando no entanto uma elevada
estabilidade.

A analise por microscopia eletronica de varrimento das nanoparticulas com e sem ibuprofeno nao
permitiu tirar grandes conclusdes sobre os tamanhos das particulas nem sobre a sua morfologia.
Relativamente aos ensaios de libertacao, as primeiras conclusoes foram que, tal como tinha sido
corroborado pelas analises de caracterizacdo, ndo foi possivel incorporar ibuprofeno nas
nanoparticulas de Eudragit® L100-55.

Em relacdo aos estudos com Eudragit® E PO com a solucdo de nanoparticulas antes da
liofilizacao, concluiu-se que no caso do ensaio com uma menor quantidade de ibuprofeno (ensaio
14) a libertacao para pH 1,2 nao ocorreu devido a instabilidade da solucao, enquanto para pH 6,8
a libertacao foi muito rapida nas primeiras horas.

Para os ensaios 15 e 16 concluiu-se que a libertacdo a pH 6,8 foi muito elevada nas primeiras
horas, tendo-se reduzido a velocidade de libertacao no restante periodo de monitorizacao. Para o
ensaio 15 a pH 1,2 e pH 5,5 a libertacao foi praticamente igual, enquanto no ensaio 16, a
libertacao foi mais rapida para pH 5,5.

Globalmente, o aumento de ibuprofeno incorporado resultou numa libertacéo mais rapida.

0O modelo cinético que melhor se ajustou a maioria dos estudos de libertacao foi o modelo de
primeira ordem, com excecao dos estudos a pH 5,5 para o ensaio 14. Do mesmo modo, o tipo de
ajuste que melhor se adequou aos perfis de libertacao obtidos foi 0 ajuste logaritmico, com excecao
dos estudos a pH 1,2 e 5,5 para o ensaio 14, e do estudo a pH 6,8 para o ensaio 15.

Para os estudos com as nanoparticulas de Eudragit® E PO liofilizadas concluiu-se, que para todos
os estudos (ensaio 14, 15 e 16) a pH 1,2 a libertacao foi muito rapida na primeira hora de ensaio,
sendo que em seguida a libertacao se manteve contante.

Para os valores de pH de 5,5 e 6,8 chegou-se praticamente a libertacao de todo o ibuprofeno em
todos os ensaios, com excecao do ensaio 15 (pH 5,5) e para o ensaio 16 (pH 5,5 e 6,8), sendo

que a libertacao foi sempre mais rapida a pH 6,8.
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Globalmente, o aumento de ibuprofeno incorporado resultou na libertacdo mais lenta do farmaco
ao longo do tempo.

0 modelo cinético que melhor se ajustou a maioria dos estudos de libertacéo foi 0 modelo de
primeira ordem, com excecao dos estudos a pH 6,8 para os ensaios 14 e 15. Para os estudos
cujo melhor ajuste foi 0 modelo de primeira ordem o melhor tipo de ajuste foi o logaritmico,
enquanto para os restantes o melhor tipo de ajuste foi o polinomial.

Para os estudos a pH 1,2 nao foi efetuada analise da modelacdo cinética porque o valor do R
quadrado se encontrava bastante afastado do valor unitario.

Concluiu-se portanto que os resultados para as nanoparticulas néo liofilizadas sao ligeiramente
distintos dos resultados para as nanoparticulas sujeitas a liofilizacdo, em termos do perfil de
libertacao perante diferentes pH, e por isso, a aplicacdo de cada conjunto de nanoparticulas tera
de ter isso em conta.

Em termos de recomendacdes ou melhorias para futuros trabalhos no ambito deste tema, salienta-
se a necessidade de uma caracterizacdo mais detalhada dos polimeros estudados ja que a
informacao disponivel é escassa, sendo este um fator essencial para se obterem melhores
resultados na sintese de nanoparticulas. Outro aspeto a considerar na sintese de nanoparticulas
seria testar a possivel influéncia da velocidade de congelacao na obtencao de nanoparticulas na
forma de po.

Uma vez que nao foi possivel incorporar o ibuprofeno nas nanoparticulas de Eudragit® L100-55
através do procedimento estabelecido, seria conveniente estudar um procedimento alternativo
para que esta incorporacao fosse possivel.

Nos estudos de libertacao seria interessante estudar pormenorizadamente uma forma de se poder
fazer o controlo/branco corretamente nos estudos com nanoparticulas pré-liofilizacao, uma vez
que este fator se apresentou como uma grande limitacdo em termos da interpretacdo dos
resultados. Seria ainda interessante estudar a libertacao de ibuprofeno a outros valores de pH.
Por fim, apresenta-se como bastante interessante utilizar estes polimeros e explorar as suas
aplicacdes nas mais diversas formas de sistemas de libertacao controlada e ainda recorrer a outras
técnicas de caracterizacdo para estudar o efeito das variacées de pH no comportamento de
intumescimento do polimero Eudragit® E PO.

Com tudo isto, concluiu-se que o trabalho desenvolvido no ambito da dissertacdo permitiu abrir

horizontes para uma imensidao de possibilidades, uma vez que estes polimeros sao bastantes

101



Capitulo 5 — Conclusédo e Recomendacdes

versateis e desconhecidos ao mesmo tempo, apresentando-se como promissora a aplicacao dos

mesmos como sistemas de libertacao controlada.
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ANEXO | — CURVAS DE CALIBRACAO DO IBUPROFENO POR ESPETROSCOPIA DE ABSORCAO

ULTRAVIOLETA/ VISIVEL

Na Figura Al.1 encontra-se a curva de calibracdo do ibuprofeno em agua a pH 1,2, determinada

por espetroscopia de absorcao Uv/vis.

0O limite de quantificacéo para esta curva de calibracao foi de 32,17 mg/L e o limite de detecao

foi de 9,65 mg/L.

0,08 1
0,07
0,06 A=(0,0044:0,0021)[Ibu]-(0,032+0,022)
0.054 R2=0,895
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Figura Al.1 - Curva de calibracao do ibuprofeno em agua a pH 1,2 por espetroscopia de UV/vis.

Na Figura Al.2 encontra-se a curva de calibracao do ibuprofeno em agua a pH 5,5 determinada

por espetroscopia de absorcao Uv/vis.

0 limite de quantificacao para esta curva de calibracao foi de 7,05 mg/L e o limite de detecao foi

de 2,11 mg/L.
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Figura Al.2 - Curva de calibracdo do ibuprofeno em agua a pH 5,5 por espetroscopia de UV/vis.

Na Figura Al.3 encontra-se a curva de calibracao do ibuprofeno em agua a pH 6,8 determinada
por espetroscopia de absorcao Uv/vis.
O limite de quantificacdo para esta curva de calibracao foi de 12,84 mg/L e o limite de detecao

foi de 3,85 mg/L.
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Figura Al.3 — Curva de calibracao do ibuprofeno em agua a pH 6,8 por espetroscopia de UV/vis.
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ANEXO Il = CURVAS TERMOGRAVIMETRICAS E DERIVADAS ASSOCIADAS PARA 0S ENSAIOS

REALIZADOS

Na Figura All.1 apresenta-se a curva termogravimétrica para o ensaio 9.
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40 --0,20
0,25

20 r
--0,30
04 T T T T T T T T —-0,35
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Figura All.1 - Curva termogravimétrica (a preto) e respetiva curva da derivada da perda de massa (a azul) das
nanoparticulas do ensaio 9, com a perda de massa (p) e a derivada da perda de massa (dp/dt) em funcéo da
temperatura (T).

Na Figura All.2 apresenta-se a curva termogravimétrica para o ensaio 10.
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40
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Figura All.2 - Curva termogravimétrica (a preto) e respetiva curva da derivada da perda de massa (a azul) das
nanoparticulas do ensaio 10, com a perda de massa (p) e a derivada da perda de massa (dp/dt) em funcéo da

temperatura (T).

Na Figura All.3 apresenta-se a curva termogravimétrica para o ensaio 11.
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Figura All.3 - Curva termogravimétrica (a preto) e respetiva curva da derivada da perda de massa (a azul) das
nanoparticulas do ensaio 11, com a perda de massa (p) e a derivada da perda de massa (dp/dt) em funcéo da

temperatura (T).

Na Figura All.4 apresenta-se a curva termogravimétrica para o ensaio 12.
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Figura All.4 - Curva termogravimétrica (a preto) e respetiva curva da derivada da perda de massa (a azul) das
nanoparticulas do ensaio 12, com a perda de massa (p) e a derivada da perda de massa (dp/dt) em funcéo da
temperatura (T).

Na Figura All.5 apresenta-se a curva termogravimétrica para o ensaio 13.
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Figura All.5 — Curva termogravimétrica (a preto) e respetiva curva da derivada da perda de massa (a azul) das
nanoparticulas do ensaio 13, com a perda de massa (p) e a derivada da perda de massa (dp/dt) em funcéo da
temperatura (T).

Na Figura All.6 apresenta-se a curva termogravimétrica para o ensaio 14.
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Figura All.6 - Curva termogravimétrica (a preto) e respetiva curva da derivada da perda de massa (a azul) das
nanoparticulas do ensaio 14, com a perda de massa (p) e a derivada da perda de massa (dp/dt) em funcéo da

temperatura (T).

Na Figura All.7 apresenta-se a curva termogravimétrica para o ensaio 15.
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Figura All.7 — Curva termogravimétrica (a preto) e respetiva curva da derivada da perda de massa (a azul) das
nanoparticulas do ensaio 15, com a perda de massa (p) e a derivada da perda de massa (dp/dt) em funcéo da
temperatura (T).

Na Figura All.8 apresenta-se a curva termogravimétrica para o ensaio 16.
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Figura All.8 — Curva termogravimétrica (a preto) e respetiva curva da derivada da perda de massa (a azul) das
nanoparticulas do ensaio 16, com a perda de massa (p) e a derivada da perda de massa (dp/dt) em funcéo da
temperatura (T).

Na Figura All.9 apresenta-se a curva termogravimétrica para o ensaio 17.
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Figura All.9 - Curva termogravimétrica (a preto) e respetiva curva da derivada da perda de massa (a azul) das
nanoparticulas do ensaio 17, com a perda de massa (p) e a derivada da perda de massa (dp/dt) em funcéo da
temperatura (T).

Na Figura All.10 apresenta-se a curva termogravimétrica para o ensaio 18.
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Figura All.10 - Curva termogravimétrica (a preto) e respetiva curva da derivada da perda de massa (a azul) das
nanoparticulas do ensaio 18, com a perda de massa (p) e a derivada da perda de massa (dp/dt) em funcéo da
temperatura (T).
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ANEXO Il - ESPETROS DE FTIR

Na Figura Alll.1 apresentam-se os espetros de FTIR para os ensaios 14, 15 e 16. Foi possivel
constatar que as bandas espetrais referentes ao ibuprofeno aumentam de intensidade com o
aumento da quantidade de ibuprofeno incorporada (sendo o ensaio 14 aquele em que se usou
uma menor quantidade de ibuprofeno, o ensaio 15 aquele em que se usou uma quantidade

intermédia, e 0 ensaio 16 aquele em que se usou a maior quantidade de ibuprofeno).
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Ensaio 15
Ensaio 16

100
90
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70 .
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40
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4000 3000 2000 1000
= -1
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Figura Alll.1 — Espetros de FTIR das nanoparticulas sintetizadas nos ensaios 14, 15 e 16 apos 16 varrimentos.
Encontram-se assinaladas algumas bandas caracteristicas.
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ANEXO IV — ANALISE DE ESPETROSCOPIA DE ENERGIA DISPERSIVA DE RAIOS-X

Através da espetroscopia de energia dispersiva de Raios-X realizada no CEMUP, foi possivel

determinar a analise elementar ou caracterizacao quimica das amostras.

Na Figura AIV 1 encontra-se o espetro EDS de uma amostra do ensaio 13.
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Figura AIV 1 - Espetro EDS de uma amostra do ensaio 13.
Na Figura AIV.2 encontra-se o espetro EDS de uma amostra do ensaio 15.
t-d8425'SharedData'20150814, Eva CorreiaEDS'np_cat_c_far_Z1.spc
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Figura AIV.2 - Espetro EDS de uma amostra do ensaio 15.

Na Figura AIV.3 encontra-se o espetro EDS de uma amostra do ensaio 17.
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Figura AIV.3 - Espetro EDS de uma amostra do ensaio 17.

Na Figura AIV.4 encontra-se o espetro EDS de uma amostra do ensaio 18.

t-d8425'SharedData'20150814, Eva Correia'EDS'np_ani_c_far_Z1.spc
CEMUP 15keV npanic/far Z1 LSecs: 30

C
10.5

KCnt

42 —

21

0.0 -~ T T T T T
0.70 1.40 2.10 2.80 3.50 4.20 4.90 5.60 6.30 7.00 7.70 8.40
Energy - ke\V/

Figura AIV.4 - Espetro EDS de uma amostra do ensaio 18.
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ANEXO V — ESPETRO DE UV/VIS DO IBUPROFENO

Na Figura AV.1 encontra-se o espetro de UV/vis caracteristico do ibuprofeno.
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Figura AV.1 - Espetro caracteristico de UV/vis para o ibuprofeno.

Na Figura AV.2 encontra-se o espetro de UV/vis para o ibuprofeno que se liberta nos estudos com

as nanoparticulas antes da liofilizacao.
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2,5
2,0
1,5
1,0

0,51

0,0

T T T T T T T T T T T
200 220 240 260 280 300
A/ (nm)

Figura AV.2 - Espetro de UV/vis para o ibuprofeno libertado das nanoparticulas.
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ANEXO VI — EXEMPLO DE CALCULO DA QUANTIDADE DE |BUPROFENO LIBERTADA PARA O ESTUDO

PRE-LIOFILIZACAO

Uma vez que os valores de absorvancia para os ensaios com ibuprofeno nao se devem apenas ao
farmaco, mas também as interferéncias do meio (nanoparticulas e reagentes) e como nao foi
possivel usar esse meio como controlo/branco, foi necessario definir outra forma para representar
os dados obtidos.

Analisando todos os valores de absorvancia obtidos no estudo ao longo do tempo, selecionou-se o
valor mais baixo como sendo o valor zero, subtraindo aos restantes valores de absorvancia a esse

valor (Equacao 3).

A=A ca-Po Equacao 3

onde A é a absorvancia no instante t, A..& a absorvancia lida pelo equipamento e A, & a absorvancia
minima lida.

Em seguida calculou-se a quantidade cumulativa na forma de percentagem, ou seja, de todos os
valores de absorvancia obtidos apos a subtracdo, admitiu-se que o valor maximo lido seria a
absorvancia maxima e, por consequéncia, a quantidade cumulativa maxima, e a partir desse

pressuposto calculou-se a quantidade cumulativa dos restantes dados pela Equacao 4.

A
v x100 Equacgo 4

onde g é a quantidade cumulativa na forma de percentagem, A é a absorvancia no instante t e Ana

¢ a absorvancia maxima.
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ANEXO0 VIl — GRAFICOS DA MODELACAO CINETICA DE ORDEM ZERO DOS ESTUDO DE LIBERTACAO

DAS NANOPARTICULAS PRE-LIOFILIZACAO

Na Figura AVII.1 encontra-se o grafico da libertacao de ibuprofeno em funcao do tempo com a reta

do ajuste linear aos dados obtidos para o ensaio 14 a pH 1,2.

120
100 ®
80 o
/00 €0 | e q = (0,322+0,090)t + (68,303+11,046)
o Rz = 0,8099
40 o o ...
® e
20 ..
T .
0 50 100 150 200 250
t/ (h)

Figura AVII.1 - Grafico da libertacdo em funcao do tempo com a reta do ajuste linear para o ensaio 14 a pH 1,2.

Na Figura AVII.2 encontra-se o grafico da libertacao de ibuprofeno em funcdo do tempo com a reta

do ajuste linear aos dados obtidos para o ensaio 14 a pH 5,5.

120

100 °

80 | q=(0,556£0,070)t-(9,368+7,173) Rca

R? = 0,9691 o®

a/ (%) 60

40 .

20 oo o®

ce
0 50 100 150 200
t/ ()

Figura AVIL.2 - Gréfico da libertacdo em funcéo do tempo com a reta do ajuste linear para o ensaio 14 a pH 5,5.

Na Figura AVII.3 encontra-se o grafico da libertacao de ibuprofeno em funcao do tempo com a reta

do ajuste linear aos dados obtidos para o ensaio 14 a pH 6,8.

127



120
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) T R2 = 0,4307
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Figura AVIL.3 - Grafico da libertagdo em funcao do tempo com a reta do ajuste polinomial para o ensaio 14 a pH
6,8.

Na Figura AVII.4 encontra-se o grafico da libertacao de ibuprofeno em funcdo do tempo com a reta

do ajuste linear aos dados obtidos para o ensaio 15 a pH 1,2.

120

100 =

q=(0,365:0,0207)t + (0,421:3,20) @@ .-

80 R? = 0,9855 »”

a/ (%) 60 . ®
X 4
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R
0@
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Figura AVIL.4 - Gréfico da libertacdo em funcéo do tempo com a reta do ajuste linear para o ensaio 15 a pH 1,2.

Na Figura AVII.5 encontra-se o grafico da libertacao de ibuprofeno em funcao do tempo com a reta
do ajuste linear aos dados obtidos para o ensaio 15 a pH 5,5.
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Figura AVIL5 - Gréfico da libertacdo em funcao do tempo com a reta do ajuste linear para o ensaio 15 a pH 5,5.
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Na Figura AVII.6 encontra-se o grafico da libertacao de ibuprofeno em funcao do tempo com a reta

do ajuste linear aos dados obtidos para o ensaio 15 a pH 6,8.

120
100 q=(0,192+0,069)t + (41,87+10,61) . _._.
R2=0,6856 et
50 e
PO
0/ 60y
0
20
0@
0 50 100 150 200 950 300
t/ (h)

Figura AVIL.6 - Grafico da libertacdo em funcao do tempo com a reta do ajuste linear para o ensaio 15 a pH 6,8.

Na Figura AVII.7 encontra-se o grafico da libertacao de ibuprofeno em funcdo do tempo com a reta

do ajuste linear aos dados obtidos para o ensaio 16 a pH 1,2.
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100 .__.-.-"o
q = (0,575+0,089)t + (4,65+10,22) .
80 R? = 0,9599 0. ®
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40
20 =
e
0 ‘e
0 50 100 150 200
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Figura AVIL.7 - Gréfico da libertacdo em funcéo do tempo com a reta do ajuste linear para o ensaio 16 a pH 1,2.

Na Figura AVII.8 encontra-se o grafico da libertacao de ibuprofeno em funcao do tempo com a reta

do ajuste linear aos dados obtidos para o ensaio 16 a pH 5,5.
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e q = 28,869In(t) - 46,813
q/ (%) 60 R2=10,9125
40
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20
0 e@
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Figura AVIL.8 - Grafico da libertacdo em funcao do tempo com a reta do ajuste logaritmico para o ensaio 16 a pH
5,5.

Na Figura AVII.9 encontra-se o grafico da libertacao de ibuprofeno em funcdo do tempo com a reta
do ajuste linear aos dados obtidos para o ensaio 16 a pH 6,8.
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Figura AVIL9 - Gréfico da libertacdo em funcéo do tempo com a reta do ajuste linear para o ensaio 16 a pH 6,8.
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ANEXO VIII — GRAFICOS DA MODELACAO CINETICA DE PRIMEIRA ORDEM DOS ESTUDOS DE

LIBERTACAO DAS NANOPARTICULAS PRE-LIOFILIZAGAO

Na Figura AVIIl.1 encontra-se o grafico do logaritmo natural da libertacdo de ibuprofeno em funcéo

do tempo com a reta do ajuste linear aos dados obtidos para o ensaio 14 a pH 1,2.

5,0
[ ]
®..on
4,0 e
LR W
30 | T oo,
0, Y Cee, [ ]
In(a)/ (%) & g0
2,0 In(q) = (-0,0094+0,0014)t + (4,286+0,1605)
R2=0,9416
1,0
0,0
0 50 100 150 200 250
t/ )

Figura AVIII.1 - Grafico do logaritmo natural da libertacédo em funcao do tempo com a reta do ajuste linear para o
ensaio 14 apH 1,2.

Na Figura AVIIl.2 encontra-se o grafico do logaritmo natural da libertacdo de ibuprofeno em funcéo

do tempo com a reta do ajuste linear aos dados obtidos para o ensaio 14 a pH 5,5.

5,0
e ° °
. AR
JIRETE R
3,0 b @® In(a)=0,7998In(t) - 0,0374
0 o .“ [ RZ _ OY8901
In(q) / (%)
2,0 .
1,0 |
o
0,0 :
0 50 100 150 -

t/ (h)
Figura AVIII.2 - Grafico do logaritmo natural da libertacdo em funcdo do tempo com a reta do ajuste logaritmico
para o ensaio 14 a pH 5,5.

Na Figura AVIIl.3 encontra-se o grafico do logaritmo natural da libertacao de ibuprofeno em funcéo

do tempo com a reta do ajuste linear aos dados obtidos para o ensaio 14 a pH 6,8.
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In(g) = -4E-05t2 + 0,0031t + 4,4431
3,0 R? =0,9405
In(a) / (%)
2,0
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00
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Figura AVIII.3 - Grafico do logaritmo natural da libertacdo em funcéo do tempo com a reta do ajuste polinomial para
o0 ensaio 14 a pH 6,8.

Na Figura AVIII.4 encontra-se o grafico do logaritmo natural da libertacao de ibuprofeno em funcao

do tempo com a reta do ajuste linear aos dados obtidos para o ensaio 15 a pH 1,2.

50
..'.--' ------------- ’
N ’..’ L
L In(g) = 1,0152In(t) - 1,0766
3,0 , ots2nt
Infa)/ (%)
2,0 ,’.
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0,0
0 50 100 150 200 ve -
t/ (h)

Figura AVIIl.4 - Grafico do logaritmo natural da libertacdo em funcdo do tempo com a reta do ajuste logaritmico
para o ensaio 15 a pH 1,2.

Na Figura AVIII.5 encontra-se o grafico do logaritmo natural da libertacao de ibuprofeno em funcao

do tempo com a reta do ajuste linear aos dados obtidos para o ensaio 15 a pH 5,5.
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' R? = 0,9882
Infa) / (%) ’
20 &
®
10 |}
0,0
0 50 100 150 200 250 300
t/ (h)

Figura AVIIL.5 - Grafico do logaritmo natural da libertagdo em funcéo do tempo com a reta do ajuste logaritmico
para o ensaio 15 a pH 5,5.

Na Figura AVIII.6 encontra-se o grafico do logaritmo natural da libertacao de ibuprofeno em funcao

do tempo com a reta do ajuste linear aos dados obtidos para o ensaio 15 a pH 6,8.
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q= (0,00Zi0,000?;)t + (3’97i010406)
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Figura AVIIL.6 - Grafico do logaritmo natural da libertacdo em funcao do tempo com a reta do ajuste linear para o
ensaio 15 a pH 6,8.

Na Figura AVIIl.7 encontra-se o grafico do logaritmo natural da libertacao de ibuprofeno em funcéo

do tempo com a reta do ajuste linear aos dados obtidos para o ensaio 16 a pH 1,2.
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L q=0,9454In(t) - 0,202
3,0 . s
In(a)/ (%) :'"

2,0

1,0

0,0

0 50 100 L -

t/ (h

Figura AVIII.7 - Grafico do logaritmo natural da libertagdo em funcéo do tempo com a reta do ajuste logaritmico
para o ensaio 16 a pH 1,2.

Na Figura AVIII.8 encontra-se o grafico do logaritmo natural da libertacao de ibuprofeno em funcao

do tempo com a reta do ajuste linear aos dados obtidos para o ensaio 16 a pH 5,5.
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Figura AVIIL.8 - Grafico do logaritmo natural da libertacdo em funcdo do tempo com a reta do ajuste logaritmico
para o ensaio 16 a pH 5,5.

Na Figura AVIII.9 encontra-se o grafico do logaritmo natural da libertacdo de ibuprofeno em funcao

do tempo com a reta do ajuste linear aos dados obtidos para o ensaio 16 a pH 6,8.
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Figura AVIIL.9 - Grafico do logaritmo natural da libertacdo em funcéo do tempo com a reta do ajuste logaritmico
para o ensaio 16 a pH 5,5.
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ANEXO0 IX — EXEMPLO DE CALCULO DA QUANTIDADE DE IBUPROFENO LIBERTADA PARA O ESTUDO

P&S LIOFILIZACAO

Uma vez que as concentracdes de ibuprofeno foram superiores aos limites de quantificacao das
retas de calibracdo, nao foi possivel representar os estudos de libertacdo das nanoparticulas
liofilizadas em termos de concentracao de ibuprofeno libertado em funcao do tempo, sendo usada
outra forma para representar os dados obtidos.

Analisando todos os valores de concentracao obtidos no estudo ao longo do tempo, selecionou-se
o valor inicial como sendo o valor zero, subtraindo aos restantes valores de concentracao esse

valor (Equacao 5).

[Ibu]=[lbu] ., {Ibul, Equacao 5
onde [lbu] é a concentracdo de ibuprofeno no instante t, [Ibu]..€ a concentracao calculada pela
reta de calibracdo utilizando a absorvancia lida pelo equipamento e [lbu]. € a concentracdo no
instante 0.

Em seguida, calculou-se a quantidade cumulativa na forma de percentagem, ou seja, a fracéo
entre a concentracdo de ibuprofeno obtida apdés a subtracdo da concentracdo inicial e a
concentracdo incorporada, uma vez que segundo as curvas termogravimétricas aos ensaios com
Eudragit ® E PO, foi possivel supor que o ibuprofeno foi incorporado totalmente.

Na Equacdo 6 apresenta-se a expressao matematica utilizada para calcular a quantidade

cumulativa.
q [lbu]
—= 100 3
% [lbu] * Equacao 6

max

onde g é a quantidade cumulativa, [Ibu] concentracdo de ibuprofeno no instante t e [Ibu].« € a
concentracdo maxima, a incorporada nas nanoparticulas.

A concentracdo incorporada foi calculada sabendo-se a massa de nanoparticulas utilizadas nos
estudos de libertacdo, o volume de tampao, que foi igual em todos os estudos (50 mL), e a
percentagem de ibuprofeno incorporada. Os dados utilizados para calcular a concentracdo de

ibuprofeno incorporada nas nanoparticulas encontram-se na Tabela AIX.1.
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Tabela AIX.1 - Dados utilizados para o calculo da concentracao de ibuprofeno incorporada nas nanoparticulas

1,2 20,2+0,05
14 0,333 55 14,9+0,05
6,8 19,8+0,05
1,2 40,4+0,05
15 0,50 55 19,8+0,05
6,8 26,3+0,05
1,2 18,4+0,05
16 0,64 55 19,0+0,05
6,8 21,3+0,05
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ANEXO X — GRAFICOS DA MODELACAO CINETICA DE ORDEM ZERO DOS ESTUDOS DE LIBERTACAO

DAS NANOPARTICULAS LIOFILIZADAS

Na Figura AX.1 encontra-se o grafico da libertacao de ibuprofeno em funcao do tempo com a reta
do ajuste linear aos dados obtidos para o ensaio 14 a pH 1,2.
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Figura AX.1 - Grafico da libertacdo em fungédo do tempo com a reta do ajuste potencial para o ensaio 14 a pH 1,2.

Na Figura AX.2 encontra-se o grafico da libertacao de ibuprofeno em funcéo do tempo com a reta
do ajuste linear aos dados obtidos para o ensaio 14 a pH 5,5.
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Figura AX.2 - Grafico da libertacdo em funcédo do tempo com a reta do ajuste polinomial para o ensaio 14 a pH 5,5.

Na Figura AX.3 encontra-se o grafico da libertacao de ibuprofeno em funcao do tempo com a reta

do ajuste linear aos dados obtidos para o ensaio 14 a pH 6,8.
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Figura AX.3 - Grafico da libertacdo em fungado do tempo com a reta do ajuste polinomial para o ensaio 14 a pH 6,8.

Na Figura AX.4 encontra-se o grafico da libertacdo de ibuprofeno em funcao do tempo com a reta
do ajuste linear aos dados obtidos para o ensaio 15 a pH 1,2.
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Figura AX.4 - Grafico da libertacdo em funcédo do tempo com a reta do ajuste potencial para o ensaio 15 a pH 1,2.

Na Figura AX.5 encontra-se o grafico da libertacao de ibuprofeno em funcao do tempo com a reta
do ajuste linear aos dados obtidos para o ensaio 15 a pH 5,5.
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Figura AX.5 — Grafico da libertacdo em funcédo do tempo com a reta do ajuste polinomial para o ensaio 15 a pH 5,5.
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Na Figura AX.6 encontra-se o grafico da libertacao de ibuprofeno em funcao do tempo com a reta

do ajuste linear aos dados obtidos para o ensaio 15 a pH 6,8.
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Figura AX.6 — Grafico da libertacdo em fungao do tempo com a reta do ajuste polinomial para o ensaio 15 a pH 6,8.

Na Figura AX.7 encontra-se o grafico da libertacao de ibuprofeno em funcéo do tempo com a reta
do ajuste linear aos dados obtidos para o ensaio 16 a pH 1,2.
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Figura AX.7 - Grafico da libertacdo em funcédo do tempo com a reta do ajuste potencial para o ensaio 16 a pH 1,2.

Na Figura AX.8 encontra-se o grafico da libertacao de ibuprofeno em funcao do tempo com a reta

do ajuste linear aos dados obtidos para o ensaio 16 a pH 5,5.
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Figura AX.8 - Grafico da libertacdo em fungado do tempo com a reta do ajuste polinomial para o ensaio 16 a pH 5,5.

Na Figura AX.9 encontra-se o grafico da libertacao de ibuprofeno em funcao do tempo com a reta

do ajuste linear aos dados obtidos para o ensaio 16 a pH 6,8.
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Figura AX.9 - Gréfico da libertacdo em fungdo do tempo com a reta do ajuste polinomial para o ensaio 16 a pH 6,8.
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ANEXO XI — GRAFICOS DA MODELACAO CINETICA DE PRIMEIRA ORDEM DOS ESTUDOS DE

LIBERTACAO DAS NANOPARTICULAS LIOFILIZADAS

Na Figura AXI.1 encontra-se o grafico do logaritmo natural da libertacao de ibuprofeno em funcao

do tempo com a reta do ajuste linear aos dados obtidos para o ensaio 14 a pH 1,2.
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Figura AXI.1 - Grafico do logaritmo natural da libertacdo em fungdo do tempo com a reta do ajuste potencial para o
ensaio 14 apH 1,2.

Na Figura AXI.2 encontra-se o grafico do logaritmo natural da libertacao de ibuprofeno em funcéo

do tempo com a reta do ajuste linear aos dados obtidos para o ensaio 14 a pH 5,5.
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Figura AXI.2 - Grafico do logaritmo natural da libertacdo em fungédo do tempo com a reta do ajuste logaritmico para
o0 ensaio 14 a pH 5,5.

Na Figura AXI.3 encontra-se o grafico do logaritmo natural da libertacao de ibuprofeno em funcéo

do tempo com a reta do ajuste linear aos dados obtidos para o ensaio 14 a pH 6,8.
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Figura AXI.3 - Grafico do logaritmo natural da libertacdo em fungdo do tempo com a reta do ajuste polinomial para
o0 ensaio 14 a pH 6,8.

Na Figura AXI.4 encontra-se o grafico do logaritmo natural da libertacao de ibuprofeno em funcéo

do tempo com a reta do ajuste linear aos dados obtidos para o ensaio 15 a pH 1,2.
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Figura AXI.4 - Gréafico do logaritmo natural da libertacdo em funcdo do tempo com a reta do ajuste potencial para o
ensaio 15apH 1,2.

Na Figura AXI.5 encontra-se o grafico do logaritmo natural da libertacao de ibuprofeno em funcéo

do tempo com a reta do ajuste linear aos dados obtidos para o ensaio 15 a pH 5,5.
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Figura AXI.5 - Grafico do logaritmo natural da libertagdo em fungdo do tempo com a reta do ajuste logaritmico para
o0 ensaio 15 a pH 5,5.

Na Figura AXI.6 encontra-se o grafico do logaritmo natural da libertacao de ibuprofeno em funcéo

do tempo com a reta do ajuste linear aos dados obtidos para o ensaio 15 a pH 6,8.
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Figura AXI.6 - Grafico do logaritmo natural da libertacdo em fungédo do tempo com a reta do ajuste logaritmico para
o0 ensaio 15 a pH 6,8.

Na Figura AXI.7 encontra-se o grafico do logaritmo natural da libertacao de ibuprofeno em funcéo

do tempo com a reta do ajuste linear aos dados obtidos para o ensaio 16 a pH 1,2.
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Figura AXI.7 - Grafico do logaritmo natural da libertacdo em fungdo do tempo com a reta do ajuste potencial para o
ensaio 16 a pH 1,2.

Na Figura AXI.8 encontra-se o grafico do logaritmo natural da libertacao de ibuprofeno em funcéo

do tempo com a reta do ajuste linear aos dados obtidos para o ensaio 16 a pH 5,5.
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Figura AXI.8 - Grafico do logaritmo natural da libertacdo em fungédo do tempo com a reta do ajuste logaritmico para
0 ensaio 16 a pH 5,5.

Na Figura AXI.9 encontra-se o grafico do logaritmo natural da libertacao de ibuprofeno em funcéo

do tempo com a reta do ajuste linear aos dados obtidos para o ensaio 16 a pH 6,8.
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Figura AXI.9 - Grafico do logaritmo natural da libertagdo em fungdo do tempo com a reta do ajuste logaritmico para
0 ensaio 16 a pH 6,8.
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