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RESUMO

A solubilidade do farmaco em &gua é um fator importante para sua eficécia. Entretanto,
a maioria dos farmacos apresenta baixa solubilidade em &gua. Para resolver este
problema, copolimeros em bloco com propriedades surfactantes tém sido bastante
investigados. O objetivo deste trabalho € investigar os copolimeros F87 (Es:P39Es2),
E43B14E43 € suas misturas 50/50 a 90/10, com proporgdo crescente do copolimero mais
hidrofébico (E43B14E43), a série de diblocos EB, para carrear o farmaco modelo
griseofulvina através de diferentes métodos de solubilizacdao e estudar a sua liberagao,
bem como o estudo da solubilizagdo dos farmacos quercetina e mangiferina nos
copolimeros EgsGs e EgsG7Egs visando suas aplicagdes no carreamento e liberagdo
controlada de farmacos. Utilizou-se a técnica de inversdo de tubo para o estudo das
propriedades geleificantes dos copolimeros F87, E43Bi14E43 € suas misturas 50/50 a
90/10. Para a determinacdo da concentracdo micelar critica (CMC) utilizou-se o método
de solubilizacdo de corante medida por fluorescéncia. A solubilidade dos farmacos
griseofulvina, quercetina e mangiferina nos sistemas micelares foi medida por
espectrofotometria UV-Vis e para 0s sistemas dos copolimeros EgsGs € EgsG7Ess
utilizou-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Os copolimeros puros e 0s
sistemas contendo os farmacos foram caracterizados por técnicas de espectroscopia de
absorcdo na regido do infravermelho (FT-IR), espectroscopia RAMAN (FT-RAMAN),
raios-X, tamanho de particula por espalhamento de luz dindmico (Zetasizer), e
experimentos de liberacdo in vitro foram realizados para alguns dos sistemas. Os
copolimeros F87, E43B14E43, suas misturas, os diblocos da série EB, e 0s copolimeros
EesGs e EssG7Ess sd0 promissores para administracdo de farmacos hidrofébicos, pois
apresentaram bons valores de capacidade de solubilizacéo (Scp). Os copolimeros EgsGs e
EssG7Egs foram os que mais se destacaram na solubilizacdo da quercetina (HPLC): seu
sistema micelar aumentou a solubilidade aquosa da quercetina em 264 vezes a 25 °C em
ambos os copolimeros e 118 e 135 vezes a 37°C, no dibloco e tribloco, respectivamente,
e suas particulas apresentaram total eficiéncia de encapsulacdo da quercetina. Portanto,

o dibloco de glicidil (EssGs) é o melhor copolimero para encapsulamento de farmaco.

Palavras-chave: copolimeros em bloco, solubilizacdo de farmacos, griseofulvina,

quercetina, mangiferina.



ABSTRACT

The drug solubility in water is an important factor for its effectiveness. However, most
of the drugs have low solubility in water. To solve this problem, block copolymers with
surfactant properties have been investigated. The purpose of this work was to
investigate the copolymers F87 (Eg2P39Es2), Es3B14Ess and their mixtures 50/50 to
90/10, the E43B14E43 with composition higher than F87 and a series of diblock E,B, to
encapsulate a model drug griseofulvin through different solubilization methods; to study
their release and solubilization of quercetin and mangiferin in the copolymers EgsGs and
EesG7Egs in order to apply them as systems for solubilization and delivery of
hydrophobic drugs. We used the tube inverson technique for studying the gelling
properties of copolymers F87, and its mixtures with E43B14E43 50/50 to 90/10. To
determine the critical micelle concentration (CMC) it was used the dye solubilization
technique with fluorescence assay. The solubility of drugs griseofulvin, quercetin and
mangiferin in micellar systems was measured by UV-Vis spectrophotometry. For
systems of copolymers EgsGs and EgsG7Egs high performance liquid chromatography
(HPLC) was used. The pure copolymers and the systems containing the drugs were
characterized by infrared spectroscopy (FT-IR), Raman spectroscopy (FT-Raman), X-
ray diffraction patterns, particle size by dynamic light scattering (Zetasizer) and in vitro
drug release experiments were made for some systems. Copolymers F87, E43B14E43 and
their mixtures, the series of diblock copolymers EnB, and copolymers EgGs and
EssG7Egs are promising for administration of hydrophobic drugs, because they showed
good values of solubilization (S¢p). EesGs and EgsG7Egs were the copolymers that
showed the best quercetin solubilization results (HPLC): its micellar system raised the
aqueous solubility of quercetin in 264 times at 25 °C for both copolymers and 118 and
135 times at 37 °C for the diblock and triblock, respectively, and its microparticles
showed total encapsulation efficiency of quercetin. So the copolymer EgsGs is the best
copolymer to be used in the solubilisation for griseofulvin, quercetin and mangiferin.

Therefore, the block copolymer (EgsGs) is the best copolymer for drug encapsulation.

Keywords: block copolymers, drug solubilization, griseofulvin, quercetin, mangiferin.
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Copolimero tribloco contendo 65 unidades de E e 7 unidades de G
Mistura de E43B14E43/F87 na proporcgéo de 50/50

Mistura de E43B14E43/F87 na proporgédo de 60/40

Mistura de E43B14E43/F87 na proporgédo de 70/30

Mistura de E43B14E43/F87 na proporc¢édo de 80/20

Mistura de E43B14E43/F87 na proporc¢édo de 90/10

Polietileno glicol

Monometoxi polietileno glicol

Policaprolactona

Concentracdo micelar critica

1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno

Solubilidade do farmaco na solucéo do copolimero em g/dL
Capacidade de solubilizacdo em mg de farmaco por g de copolimero
Capacidade de solubilizacdo em mg de farmaco por g de bloco
hidrofébico

Fracdo em massa do bloco hidrofdbico

Fracdo em massa do bloco de polioxido de etileno

numero de agregacgao
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1 INTRODUCAO

O estudo sobre a utilizacdo de copolimeros na dissolucdo de farmacos pouco
soliveis em &gua vem sendo cada vez mais investigado, devido, principalmente, a baixa
toxicidade desses carreadores e da sua alta eficiéncia no processo de dissolu¢do. Com o
uso de uma solucao de copolimero é possivel controlar o tempo e/ou atuar na liberacédo
do farmaco no organismo (Oliveira e Lima, 2006). Em especial, os copolimeros
anfifilicos em bloco tém despertado um interesse maior por apresentarem caracteristicas
de formarem nanoparticulas tais como micelas (Letchford e Burt, 2007), o que viabiliza
o carreamento do farmaco. E com base na utilizacdo da formac&o dessas micelas que o
estudo de dissolucdo de farmacos pouco sollveis € investigado.

Micelas sdo particulas de tamanho coloidal (10-100 nm) formadas em funcdo da
diminuicdo da energia entropica do sistema dadas a natureza anfifilica do polimero
(Letchford e Burt, 2007). Assim a utilidade das micelas poliméricas no campo da
liberacdo de farmacos é baseada nas suas caracteristicas de auto-associa¢do que origina
um ndcleo nanoestruturado em meio aquoso para 0s copolimeros em bloco de
poli(oxialquileno)s (Booth e Attwood, 2000), por exemplo. Em geral, interagdes
hidrofobicas ou eletrostaticas sdo as forcas diretivas de separacdo entre o nucleo e o
meio aquoso circundante na formacdo das micelas (Gaucher e col., 2005). Os
copoli(oxialquileno)s em bloco, mais especificamente, tém sido bastante explorados
quanto a capacidade de solubilizacdo de farmacos pouco soltveis em agua como, por
exemplo, a griseofulvina (Crothers e col., 2005), dada a formacdo de micelas. As
propriedades fisico-quimicas dos copoli(oxialquileno)s comercialmente disponiveis,
preparados a partir do 6xido de etileno e do éxido de propileno (os copolimeros
Pluronic® ou Synperonic®), sdo muito estudadas (Sherlund, Brodin e Malmsten, 2000;
Dong, Chowdhry e Leharne, 2006). Estes copolimeros sdo denominados EnPhEn, onde
E representa 0 monémero oxido de etileno [-(OCH,CH,) —], P, 0 monémero 6xido de
propileno [-OCH,CH(CH3;) —], e os subscritos m e n denotam o comprimento do bloco.

A auto-associacdo de copolimeros em bloco de poli(oxialquileno)s contendo
blocos hidrofébicos distintos sdo estudados, particularmente, pelo grupo da
Universidade de Manchester (Yang e col., 2003; Booth e Attwood, 2000; Hamley e col.,

2001; Ricardo e col., 2006). Por exemplo, copolimeros diblocos e triblocos foram
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preparados com blocos E combinados com blocos B [B = mondmero oxibutileno, [
OCH,CH(C3Hs)-], ou blocos S [S = mondmero oxifeniletileno, preparado a partir do
oxido de estireno, -OCH,CH(C¢Hs)-] (Booth e Attwood, 2000; Hamley e col., 2001).
ou ainda bloco G [G = monoméro oOxido de (feniloximetileno)etileno,—
OCH,CH(CH,0CgHs)-] (Taboada e col., 2005).

Estudos fisico-quimicos de misturas binarias de copolimeros com diferentes
hidrofobicidades vém sendo relatados ha algum tempo (Ricardo e col., 2006; Harrison e
col. 2005; Liu, Nace e Chu, 1999). No entanto, a potencialidade dessas misturas quanto
a solubilizacdo de farmacos pouco sollveis em agua so foi investigada recentemente
(Pinho e col., 2007). Segundo Kyung, Bronich e Kabanov (2004) as misturas de
Pluronics® de hidrofobicidades semelhantes apresentaram capacidade de solubilizacio
maior do que os Pluronics isolados. Pinho e col. (2007) relataram que a solubilidade do
farmaco aumenta com mistura de copolimeros triblocos com diferentes
hidrofobicidades, principalmente com o aumento da propor¢do do copolimero mais
hidrofébico.

Em estudos realizados por Crothers e col. (2005) observou-se que a solubilizacéo
é afetada pela composi¢do do nucleo micelar, pela massa molecular e concentracdo do
copolimero, pela temperatura, bem como pelo método empregado. Nesse contexto,
estudos de misturas de copolimeros em bloco de diferentes hidrofobicidades e a sintese
de copolimeros em bloco de balanco hidrofilico/hidrofébico apropriado mostram-se
promissores na solubilizacdo de farmacos através de diferentes métodos de
encapsulacao, bem como seu estudo de liberagéo.

1.1 COPOLIMEROS EM BLOCO

Polimeros sdo substancias de alta massa molecular constituidas de unidades
repetitivas (substancias com moléculas de cadeia curta contendo relativamente poucos
mondmeros sdo chamadas oligbmeros). Eles devem suas propriedades peculiares ao seu
tamanho, sua forma tridimensional e, algumas vezes, a sua assimetria. A reatividade
quimica dos polimeros depende da quimica de suas unidades monoméricas, mas suas
propriedades dependem em grande parte da maneira como 0s mondmeros sao reunidos.
Este fato leva a versatilidade dos polimeros sintéticos. Uma macromolécula ndo é

necessariamente um polimero, como é o caso de alguns macrociclos e do carbono
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(grafite, diamante, fulereno). A palavra polimero é de origem grega, onde poli = muitos
e meros = partes. Eles sdo encontrados largamente na natureza, incluem uma série de
funcBes organicas, e desempenham importante papel bioldgico (carboidratos, proteinas,
lipidios, acidos nucléicos) e industrial (como a celulose das plantas, principal
constituinte do papel, e o poliisopreno, da borracha natural). No entanto, visando
propriedades que se apliquem aos interesses de varios ramos da industria (petrolifero,
farmacéutico, téxtil, de construcéo etc.), polimeros também tém sido sintetizados em
escala laboratorial e industrial. Alguns polimeros sintéticos do nosso cotidiano séo:
polietileno, polipropileno, poliéster, TEFLON® (politetrafluoretileno), EVA
(copolimero de etileno e acetato de vinila, Figura 1a) e PEG (polietileno glicol — Figura
1b).

)

c—Ct+—+c—c+

r S 7S HO OH

I N0 N
(a) n m (b)

Figura 1. Estrutura quimica do (a) EVA e do (b) PEG.

Polimeros que contém apenas uma unidade monomérica sdo chamados de
homopolimeros (por exemplo, o PEG), enquanto 0s que contém duas ou mais unidades
monoméricas diferentes sdo conhecidos como copolimeros. De acordo com a disposi¢do
de seus monbémeros, os copolimeros podem ser divididos em quatro classes: em bloco,
alternado, estatistico, e enxertado (Yokoyama, 1992). Os copolimeros em bloco sdo
formados por uma sequéncia de monémeros A ligados covalentemente a uma sequéncia
de monémeros B, como ¢é o caso do EVA (formado por um bloco de polietileno e um
bloco de poliacetato de vinila). Os copolimeros em bloco podem ser classificados em

grupos, de acordo com a disposi¢ao de seus blocos, como mostra a Figura 2:
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Figura 2. Diferentes tipos de copolimeros em bloco: (a) dibloco, (b) tribloco, (c) multibloco e (d) estrela
(Kumar, Ravikumar e Domb, 2001).

O mais simples copolimero em bloco é o tipo AyB,, onde o homopolimero An,
encontra-se ligado ao homopolimero B, sendo chamado de copolimero dibloco (Figura
2a). O segundo tipo de copolimero, chamado de tribloco, é constituido do
homopolimero B, com ambas as terminacdes ligadas a homopolimeros An, (Figura 2b).
No terceiro tipo, os segmentos An, € B, ligados séo repetidos muitas vezes e é chamado
de multibloco (Figura 2c¢). O quarto tipo de copolimero em bloco é chamado de estrela,
onde a unidade A, com muitos bracos funcionalizados copolimeriza em bloco com o0s
blocos B, e apresenta-se na forma de estrela. E evidente que o nimero de bracos no
copolimero em bloco estrela depende do numero de grupos funcionais no bloco A
(Figura 2d) (Kumar, Ravikumar e Domb, 2001).
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1.2 SINTESE DOS COPOLIMEROS

Os copolimeros em bloco séo sintetizados por reacéo de polimerizacao por adi¢éo,
que podem ser do tipo radicalar, anidnica, catidnica. Dentre elas, a polimerizacdo de
adicdo andnica é a mais utilizada na sintese de copolimeros (Matyjaszewski e Miiller,
2006). As principais etapas dessa reacdo sao:

- Iniciacao

- Propagacéo

- Terminacao

A Figura 3 ilustra as etapas de iniciacdo e propagacdo de um dibloco contendo
polioxido de estireno. Esse tipo de reacdo é classificada como polimerizacao viva: uma
polimerizacdo de cadeia onde a transferéncia de cadeias e a terminacdo da cadeia sao
ausentes (“Living polymerization”, 2009). A velocidade de terminacédo da cadeia é nula,
e a velocidade de iniciacdo € bem maior que a de propaga¢do. Reacdes desse tipo tém a
vantagem de conferir um indice de polidispersividade bem proximo a 1 (os
comprimentos das cadeias formadas sdo bem proximos entre si), de predefinir a massa
do polimero a ser formado a partir da massa de monémeros e iniciador colocados na
reacdo, além do controle sobre os grupos terminais. Esse tipo de reacdo foi primeiro
demonstrada por Michael Szwarcs em 1956 (Matyjaszewski e Miller, 2006;
Szwarcs, 1956).
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Iniciacdo
O®
CeHs
N
CeHs

Propagacéo

O®

HaC— CH— O—— CH,—— CH—OK Q
CeHs CeHs
CeHs
o®

HaC—— CH——0—— CH,—— CH——0——CH,—— CH—0K
CGHS CGHS C6H5

Figura 3. Mecanismo de polimerizagdo do precursor polioxido de estireno usando iniciador
monofuncional ativado por hidréxido de potassio para originar um copolimero com arquitetura do tipo

dibloco.

Quando os mondmeros da reacdo sdo ciclicos, a reacdo também ¢é classificada
como reacdo de polimerizacéo anidnica por abertura de anel. Esse é o caso da sintese de
copolimeros de 6xido de alquileno do tipo EnGn, EnBn, EmPrnEm, EmBnEm, que podem
ser produzidos pela adi¢do sequencial dos monémeros éxido de etileno — E , éxido de
propileno — P, 6xido de butileno — B, e 6xido de (feniloximetileno)etileno — G (Figura
4).
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O (@]
@ /\ (b) /\
H,C———CH,

H,C———CH(CH j3)

CH(C ,Hy) CH(CH ,OC gH5)

O o)
o, /N o/ \

Figura 4. Estrutura dos mondmeros (a) oxido de etileno, (b) 6xido de propileno, (c) 6xido de butileno e

(d) 6xido de (feniloximetileno)etileno.

A reacdo de sintese desses copolimeros com bloco hidrofilico de poli(6xido
etileno) também pode ser feita partindo-se do 6xido de etileno ja polimerizado, o
monometoxi polietileno glicol (MPEG).

Os copolimeros desse estudo foram preparados usando copolimerizacdo de
sequéncia anidnica, a qual promove melhor estabilidade do crescimento da cadeia
anionica final.

Na polimerizacdo anidnica dos copolimeros do tipo dibloco e tribloco, o tamanho
do copolimero depende da quantidade de mondmero iniciador. O monbmero €
primeiramente convertido em seu polimero, via um iniciador mono ou difuncional sob
condicBes reacionais controladas. A cadeia polimérica apresenta um ou ambos 0s
grupos terminais ativados. A reatividade da cadeia final serd entdo ativada com
iniciador para juncdo e polimerizacdo do segundo monémero, produzindo assim um
copolimero di- ou tribloco composto por unidades discretas de blocos. Além disso, a
auséncia de terminacGes laterais reacionais permite sinteses Gnicas de copolimeros com
estruturas predeterminadas e distribuicdo de massa molar limitada. O éxido de etileno e
0 Oxido de butileno (epoxidos) sdo exemplos de dois monémeros que podem sofrer
polimerizacdo de sequéncia aniénica para formar poliéteres.

Epdxidos sdo compostos éteres ciclicos com anéis de trés membros (Solomons,
2009). Oxido de etileno (Figura 4a) é o exemplo mais simples de epoxido. Neste, 0
ataque nucleofilico seletivo em um dos atomos de carbono promove uma série de
mondmeros disponiveis para sintese de copolimeros em bloco. O ataque nucleofilico na

molécula inicial resulta em heterdlise, gerando um alcoxido. Esse novo anion também
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age como excelente nucleofilo, reagindo com outra molécula de epdxido, propiciando o
crescimento da cadeia polimérica. Essa € uma reacdo de substituicdo nucleofilica de
segunda ordem (SN2) como relatou Santacesaria e col. (1990). Epdxidos substituidos,
tais como 6xido de propileno (Fig 4b), sdo atacados predominantemente no carbono
primario menos substituido, face aos impedimentos estéricos.

O uso de nucledfilos sem catéalise promove uma reacdo em cadeia de dificil
propagacdo e razdo reacional baixa, com pouca extensdo da cadeia, caso ocorra. A
presenca de ions alcoxido deve ser mantida durante todo o curso da reacdo para
producdo de cadeias mais longas e, portanto, de massa molares maiores. Isso é atingido
por adicdo de base forte ao sistema.

Quando a polimerizacdo do precursor esta completa, o polimero “suporte” estara
pronto para adicdo do segundo mondémero para completa sintese do copolimero em
bloco. Para alcancar blocos discretos com limitada distribuigdo de massa molar o
segundo mondmero é adicionado somente quando a concentracdo do primeiro estiver
reduzida a zero, isto é, quando todo o0 mondémero for convertido a polimero. A natureza
das cadeias do polimero precursor implica a ndo necessidade de iniciador quando o
segundo mondmero é adicionado.

A forca para quebra de anéis na polimerizacdo de mondmeros ciclicos tensiona a
estrutura do anel. A tensdo imposta ao anel € devido ao angulo de deformacéo entre as
ligacOes e a pequena tensdo no anel aumenta a sua estabilidade. Mondmeros ciclicos,
tais como 1,2-epoxido, tm uma alta tensdo no anel, no entanto sdo menos estaveis,
promovendo um processo de quebra termodinamicamente favoravel. Para grandes
moléculas ciclicas, por exemplo, e-caprolactona, a tensdo no anel é baixa; a repulsdo
entre 0s atomos vizinhos e a repulséo estérica entre heterodtomos e grupos funcionais
axiais favorecem o processo de polimerizacao.

Apds a sintese, o copolimero em bloco precisa ser caracterizado, visando
conhecer sua massa molar real, assim como sua distribuicdo e a sequéncia real dos
blocos no copolimero formado.

Uma extensa faixa de copolimeros di- e tribloco de éxido de etileno / 6xido de
butileno tem sido sintetizada utilizando a técnica de ampolas e alto vacuo (Attwood,
Zhou e Booth, 2007; Taboada e col., 2005 e 2006). Os copolimeros séo caracterizados
usando (RMN **C) para confirmacdo da arquitetura do bloco e obter comprimento

médio da cadeia e massa molar média.



27

Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC) é usada para obtencdo da
distribuicdo por tamanho das massas molares dos blocos individuais e do copolimero

como um todo.
1.3 MICELIZACAO

H& muitos copolimeros em bloco que apresentam caréter anfifilico, ou seja,
possuem um bloco de maior carater apolar (hidrofébico), e outro bloco de maior carater
polar (hidrofilico). Tais substancias, em solucdo aquosa (ou em um solvente seletivo
para apenas uma das por¢des), tendem a se concentrar nas interfaces do sistema por
adsorcdo, pois minimizam as interagcdes desfavoraveis e/ou maximizam as interacdes
favoraveis, visando reduzir a energia livre do sistema onde se encontram. Por esse
motivo elas sdo chamadas de surfactantes (surface active agents, que significa agentes
de superficie ativa) (Myers, 1992). Uma das conseqiiéncias desse fenbmeno de
interfaces é a reducdo da tensdo superficial da dgua, 0 que aumenta o seu poder de
“molhabilidade”. Esse é o principio do uso do detergente de cozinha, cujo principio
ativo é um sal de &cido sulfénico.

A medida que a concentracdo do surfactante em uma solucdo aumenta, as
interfaces do sistema comegam a se saturar, e a estabilizacdo do sistema pode continuar
por outros mecanismos, como a cristalizacdo, precipitacdo, ou a formacao de vesiculas
e/ou micelas do surfactante (Myers, 1992). De uma forma simples, a formacdo desses
agregados moleculares ou micelas (Figura 5) estdveis em solucdo aquosa €
impulsionada pela hidrofobicidade das porcdes apolares de suas moléculas, e pela
hidrofilicidade das porcGes polares. Dessa maneira, em solucdo aquosa, essas moléculas
se agregam de formas variadas (esféricas, cilindricas, lamelares e em disco; Myers,
1992) com sua porcdo hidrofobica constituindo a parte interna (nicleo) e a porcao

hidrofilica, a parte externa (corona).
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Figura 5. Estrutura simplificada de uma micela esférica em meio aquoso (Micelas y Liposomas, 2009).

Ha& dois modelos classicos que explicam o processo de micelizacdo: 0 modelo de
acao das massas, onde as micelas e suas espécies formadoras estdo em uma espécie de
equilibrio quimico, e 0 modelo de separacgdo de fases, onde as micelas sdo consideradas
uma nova fase formada no sistema a partir de uma dada concentracdo, a concentracao
micelar critica (CMC). A analise dos dois modelos produz praticamente 0s mesmos
resultados gerais em termos energéticos de formacdo de micelas, sendo a escolha do
modelo uma questdo de preferéncias e circunstancias. Ha evidéncias de que a atividade
em solucdo da molécula livre do surfactante cresce apds a CMC, o que apdia o0 modelo
de acdo das massas; contudo, este detalhe é de pouca relevancia para a maioria das
aplicacdes.

No modelo de acdo das massas, considera-se que existe um equilibrio entre as
moléculas livres do surfactante e as suas micelas. No caso de surfactantes ndo idnicos,

0 equilibrio pode ser:

nSs © s, (1)

Km= [Sn] eq/ [S]eqn (2)

onde n é chamado de nimero de agregacao da micela, Ky, é a constante de equilibrio, as
expressdes em colchetes sdo as concentragdes molares das espécies, e o subindice eq
denota o equilibrio.

Neste modelo, a concentracgdo a partir da qual o surfactante preferencialmente se
agrega em micelas ao invés de ficar livre em solugdo é chamada de concentragéo
micelar critica (CMC), onde o nimero de moléculas agregadas é aproximadamente o
namero de moléculas livres em solucdo. A energia livre padrdo para a micelizacdo por

mol de micelas é dada por:
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Substituindo em (3) o valor de K, dado em (2), pode-se obter a seguinte expressao:

AG°m = RT In [Sp)eq + NRT In [S]eq 4)

E a energia livre padréo por mol de moléculas livres é:

Na CMC tem-se que [Sp]eq< [S]eq =~ CMC, e considerando um n (nimero de agregacao)
suficientemente grande, de uma forma aproximada, a expressdo da energia livre padréo

de micelizacdo para 1 mol de surfactante pode ser simplificada da seguinte maneira:

(AG°m)/n = - AG° =RT In CMC (6)

Quanto a variacdo de entalpia, o processo de micelizacdo, em geral, é
exotérmico (AH < 0), mas também pode ser endotérmico (AH > 0), como é o caso de
varios copolimeros em bloco. Se o processo é endotérmico, a CMC do surfactante
diminui com o aumento da temperatura, e quando ¢é exotérmico, a CMC aumenta com o
aumento da temperatura. Quanto a variacdo de entropia, também contribui para a sua
espontaneidade. Quanto a variagdo de entropia (AS), observa-se que ela é sempre
positiva e suficiente para compensar qualquer entalpia positiva e tornar o processo

espontaneo (AG < 0), como mostra a equagédo a seguir:

AG = AH - TAS @)

Dessa forma, diz-se que micelizacdo € um processo dirigido pelo aumento de
entropia. A causa para a entropia positiva ndo € inteiramente clara, mas uma
contribuicdo muito provavel envolve a configuragcdo das cadeias hidrocarb6nicas do
nucleo da micela, que provavelmente tem maior liberdade de movimento no interior da

micela do que quando em contato com a agua (Shaw, 1992). Para a variacdo de entalpia
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do processo, tém-se as seguintes expressdes em fungdo da relacdo entre CMC e
temperatura (Myers, 1992; Kelarakis e col., 1998):

- AH®, = RT? (dIn CMC/dT) ou AH’n = R [dIn CMC/d(L/T)] @)

A equacdo (8) se aplica ao equilibrio apresentado em (1) apenas quando n (nimero de
agregacao) € independente da temperatura. O estado padrdo das espécies (moléculas
livres e micelas) € uma solucdo ideal diluida na concentragdo de 1 mol/L.

A CMC de um surfactante € um de seus parametros mais importantes, uma vez
que muitas aplicagdes dos surfactantes, como a solubilizagdo de compostos
hidrofobicos, dependem da existéncia de micelas no meio. A CMC depende da natureza
quimica do surfactante, do solvente, da temperatura e de aditivos (pH, eletrdlitos,
substancias organicas). Outro pardmetro importante é a temperatura micelar critica
(TMC) do surfactante, que € a temperatura a partir da qual, numa dada concentracéo, as
moléculas comecam a se agregar em micelas. Neste caso, sé ha sentido em falar em
TMC guando o processo é endotérmico.

Para se medir tais parametros, varias técnicas sdo utilizadas (ver Figura 6),
dentre elas:

a) Tensdo interfacial.

b) Espalhamento de luz.

c) Solubilizacéo de corante.

d) Condutividade molar.

e) Pressdo osmdtica.

f) Microcalorimetria exploratoria diferencial.
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Figura 6. Propriedades fisicas de uma solucéo de dodecil sulfato de sédio (SDS), um surfactante idnico, a
25 °C (adaptado de Shaw, 1992).

Dentre os copolimeros com propriedades surfactantes, 0s que sdo mais utilizados
sdo 0s que possuem bloco hidrofilico de polioxietileno (Myers, 1992). Um exemplo sdo
os poliéteres ou polioxialquilenos triblocos E,PnE, (Figura 7), onde E denota a unidade
monomérica Oxido de etileno e P a unidade de Oxido de propileno, de carater
hidrofobico. Eles sdo conhecidos como Poloxamers, Pluronics®, Lutrol® ou
Synperonics® e comecgaram a ser comercializados em 1951 pela BASF. Estudos quanto

a sua micelizacdo comecaram a ser publicados em 1965 (Schmolka e Raymond, 1965).

CH,
H ~[o 0 o/\+ OH
m n m

Figura 7. Estrutura geral dos Pluronics® ou Lutrol®.

Quando se fala em copolimeros em bloco, a arquitetura do copolimero, a natureza
quimica dos blocos e o comprimento dos blocos sdo parametros moleculares que
alteram a sua CMC. De um modo geral:

e Quanto a arquitetura, Booth e Attwood (2000) relatam que para diblocos

(AB) e triblocos (ABA e BAB) com a mesma composicao quimica global,
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onde A é o bloco hidrofilico e B o bloco hidrofébico, a relagdo entre as
suas CMC’s é AB<<ABA<BAB. A Figura 8 representa as possiveis
conformac0es das micelas de copolimeros diblocos e triblocos.

e Nucleos mais hidrofébicos conferem uma menor CMC.

e Quando se aumenta o comprimento do ndcleo hidrofébico, diminui-se a
CMC.

(a) @

Dibloco AB [ribloco ABA

(b) @/@

Tribloco BAB

Figura 8. Representacdo esquematica das possiveis conformacbes micelares de copolimeros (a) dibloco
AB e tribloco ABA e (b) tribloco BAB, onde A é o bloco hidrofilico e B o bloco hidrofobico (Figura
extraida de Pinho, 2006; adaptada de Booth e Attwood, 2000).

Vale ressaltar que, além da CMC, outras caracteristicas importantes da
micelizagdo dos copolimeros séo:

e O numero de agregacao da micela, representado por n nas equacdes (1), (2),
(4), (5) e (6). E 0 nimero de moléculas (unimeros) que formam a micela.
Ele depende das caracteristicas moleculares do copolimero, da temperatura e
da sua concentracdo. Em geral, um aumento de temperatura favorece um
aumento de n (numero de agregacéo).

e O raio hidrodindmico (r,) da micela, que corresponde ao tamanho das
micelas. Esse parametro € obtido atraves da técnica de espalhamento de luz
dindmico, que mede o movimento Browniano das particulas suspensas em
um liquido e o relaciona com o seu tamanho. O raio hidrodindmico (ou raio
de Stokes) € o raio da esfera rigida que promove a mesma difusdo de luz das
micelas. A equagdo usada para essas medidas € a equacdo de Stokes-
Einstein.  Estes pardmetros, em geral, também aumentam com a

temperatura.
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Um fendmeno interessante acontece com varios copolimeros com bloco
hidrofilico de polioxietileno. Eles apresentam o chamado “cloud point” ou “clouding
temperature” (“ponto de turvacio” ou “temperatura de nuvem”). A medida que a
temperatura do sistema aumenta, sua solubilidade em &gua diminui devido a quebra das
ligacGes de hidrogénio entre o polioxietileno e a agua, e ele comega a formar uma
segunda fase que confere turbidez ao sistema; a temperatura a partir da qual ele forma
essa nova fase é conhecida como “cloud point” ¢ suas propriedades surfactantes podem

ser perdidas a partir de entdo (Myers, 1992).

1.4 GELEIFICACAO E TERMORRESPONSIVIDADE DOS
COPOLIMEROS EM BLOCO

A medida que a concentracio desses copolimeros aumenta, suas solucdes
comegam a tornar-se mais viscosas até atingir um estado de gel imdvel. Wanka,
Hoffman e Ulbricht (1990) propuseram que a geleificagdo acontece pelo
empacotamento das micelas em mesofases cristalinas cubicas, hexagonais ou lamelares,
dependendo da forma das micelas. Micelas esféricas formam mesofases cubicas (Figura
9a), micelas cilindricas formam mesofases hexagonais (Figura 9b) e micelas na forma
de disco formam mesofases lamelares (Figura 9c).

Alguns copolimeros de polioxietileno apresentam uma caracteristica especial, a
termorresponsividade. A medida que a temperatura aumenta, suas solugdes tornam-se
mais viscosas podendo atingir o estado de gel imével. A menor concentracdo a partir da
qual se observa esse fenbmeno é a concentracdo critica de formacdo de gel. Essa
transicdo fluido-gel (sol-gel) pode ser revertida com abaixamento da temperatura ou, em
algumas concentrac@es, o estado de gel possui uma temperatura maxima, acima da qual
ele volta a ser fluido. Esse comportamento termorresponsivo € interessante para
aplicacbes farmacol6gicas, onde o copolimero € usado como matriz para a

administracdo subcutanea de farmacos por oferecer uma liberagéo prolongada.
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(b) ©

Figura 9. Representacdo esquematica das estruturas de mesofase: a) cubica, b) hexagonal e c) lamelar.
Adaptado de Pinho (2006).

Para o estudo do comportamento de formacéao de gel desses polimeros em funcao
da temperatura e da concentracdo, ha duas técnicas bastante utilizadas: o método de
inversdo de tubo e a reometria (Li e col., 1997, Hamley e col., 1998, Altinok e col.,
1999, Chaibundit e col., 2007). Nos dois métodos, solugbes dos copolimeros em
diferentes concentragdes sdo analisadas quanto a formacdo de gel numa faixa de
temperatura que normalmente varia de 10 a 90 °C. Os dados do estudo s&o apresentados
em um grafico de concentracdo versus temperatura, conhecido como diagrama de fases.
As fases essenciais desse diagrama sdo a de solu¢do ou fluido (“sol” ou “mobile”) e gel
duro ou imovel (“gel”, “hard gel” ou “imobile”) como apresentado nos trabalhos de
Hamley e col. (1998) e Ricardo e col. (2005) (Figura 10a). No entanto, podem-se
mostrar fases mais especificas, caracterizando a turbidez, refracdo e textura do gel,
dependendo do interesse do pesquisador, como fizeram Li e col. (1997) e Chaibundit e
col. (2007) (Figura 10b). Para caracterizar o gel quanto a refracdo, no entanto, deve-se
usar um microscopio de luz polarizada, e entdo o gel pode ser definido como isotrépico
ou birefringente. Wanka, Hoffman e Ulbricht (1994) mostraram que as propriedades
isotropicas de um gel duro de F127 sdo consistentes com uma estrutura de

empacotamento do tipo cubica.
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Figura 10. (a) Diagrama de fases de trés sistemas: Eg,P39Es> (Pluronic® F87), Eg,SoEs, € sua mistura na

proporcdo 1:1 (extraido de Ricardo e col., 2005); (b) Diagrama de fases do Pluronic® P123 (EPs7E;1)
(extraido de Chaibundit e col, 2007).

1.5 APLICACAO DE COPOLIMEROS NA ADMINISTRACAO DE
FARMACOS

1.5.1 Administracao de farmacos

Um desafio continuo das ciéncias da salde e da indUstria farmacéutica é

aperfeicoar o desempenho dos farmacos no organismo humano, reduzindo as doses de

administracdo, o nivel de toxicidade e os efeitos colaterais, melhorando a sua eficiéncia.

Entre alguns dos parametros farmacol6gicos investigados, estéo:

Solubilidade: esse é um fator essencial para a eficacia do farmaco,
independentemente de sua rota de administracdo. Relata-se que quase metade
dos farmacos em potencial falha no seu progresso para formulacGes
farmacéuticas devido a sua baixa solubilidade em agua (Patravale, Date e
Kullami, 2004). Um fator limitante para o desempenho in vivo de farmacos
pouco soltveis em agua cuja via de administracdo pretendida seja a oral é a
sua resisténcia em ser umedecido e dissolvido nos fluidos do trato
gastrointestinal. O aumento da solubilidade de farmacos pouco sollveis em
agua é, portanto, muito importante para incrementar sua taxa de absor¢ao no

organismo (biodisponibilidade).
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Liberacdo: existe um conceito farmacoldgico chamado de faixa terapéutica,
que é a faixa de concentracdo do fa&rmaco no organismo na qual ele exerce
sua atividade com eficiéncia e sem causar danos ao paciente. Muitas vezes,
ao se administrar um medicamento a um paciente, a sua concentracéo inicial
é alta, podendo até ultrapassar a concentracdo maxima da dose terapéutica, e
apo6s um curto tempo fica abaixo da concentra¢cdo minima, seguindo um ciclo
como mostra a Figura 11. Visando estabilizar a concentragdo do farmaco
dentro dessa faixa terapéutica ap6s sua administracdo e, assim, diminuir as
doses do medicamento e seus efeitos colaterais, tem-se desenvolvido
sistemas de encapsulagdo de farmacos para liberagcdo controlada. Tais
sistemas também possuem a vantagem de conferir uma maior estabilidade
quimica ao farmaco, ao protegé-lo de fatores externos tais como o pH

gastrico e o calor no ambiente de armazenagem do farmaco.

Téxica
B Faixa
terapéutica
o colin .
0
Q-
o
b=
@ Dose 3 L
g Dosez\u Dose 4
8 A Subterapéutica
Dose 1

Tempo
A- Terapia convencional
B- Liberagdo sustentada

Figura 11. Gréfico da concentracdo sanguinea do farmaco versus tempo de administragdo: curva A, uma

formulacéo convencional, e curva B, uma formulacéo ideal de liberagdo controlada. Adaptado de Peppas

(1997).

Distribuicdo biol6gica: quando um farmaco entra no organismo, ele é
distribuido pela corrente sanguinea e atingem tecidos e 6rgdos que ndo sdo o
alvo terapéutico, podendo causar varios efeitos colaterais e assim
comprometer a seguranga ou agregar desvantagem terapéutica. No caso de
formulagGes quimioterapicas, que tem, em geral, uma estreita relacdo
risco/beneficio, isso se torna ainda mais grave. Por isso, nos ultimos anos,
tem-se investigado sistemas “inteligentes” que direcionem o farmaco até o

alvo especifico (por exemplo, tecidos tumorais), onde séo liberados.
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1.5.2 Micelas de copolimeros como carreadores de farmacos

Como resposta a esses desafios, uma variedade de sistemas coloidais de

nanoparticulas tém sido investigados (lipossomos, dendrimeros, ciclodextrinas,

nanoesferas e micelas poliméricas). Dentre eles, micelas poliméricas formadas por

copolimeros em bloco tém atraido grande interesse (Aliabadi e Lavasanifar, 2006),

devido a caracteristicas gerais tais como:

Apresentam um didmetro menor que 100 nm. Os vasos sanguineos de
tumores e locais de inflamagdo sdo mais permeaveis, 0 que permite o
acumulo de micelas carreadoras de farmaco no seu interior, e dessa forma
elas sdo investigadas como sistemas passivos que direcionem o farmaco para
0 sitio de acdo, especialmente em quimioterapia (Aliabadi e Lavasanifar,
2006; Savic, Eisenberg e Maysinger, 2006a).

O nducleo hidrofébico age como hospedeiro de farmacos hidrofébicos,
proteinas, DNA, protegendo-os e controlando sua libera¢éo no organismo.
Possui uma versatilidade impar na estrutura nucleo-corona, 0 que permite
desenvolver sistemas projetados individualmente com respeito a
fisiopatologia da doencga, as propriedades fisico-quimicas do farmaco, seu
sitio de acdo e sua rota de administragao.

Baixa toxicidade (Schmolka, 1972, Kim e col. 2001, Kawaguchi e col.
2009). A maioria dos surfactantes usados como agentes de solubilizagdo em
formulacBGes comerciais sdo, em geral, pouco eficientes e causam efeitos
colaterais, como o etoxilato de 6leo de ricino (Cremophor® El, da BASF),
usado para a solubilizacdo de farmacos como o Paclitaxel (formulacéo
Taxol®, da BMS), que causa uma série de efeitos colaterais (Weiss e col.,
1990, Tije e col. 2003). Como Attwood, Zhou e Booth (2007) relataram em
uma revisdo, copolimeros com porcdo hidrofilica de polioxietileno e porcéo
hidrofébica de polioxialquilenos ou de poliésteres tém sido de consideravel
interesse nas ultimas décadas com respeito a solubilizacdo e liberacdo de
farmacos pouco sollveis em agua. Algumas vantagens especificas desses
copolimeros sdo:

As propriedades furtivas da corona de polioxietileno, isto é, as micelas

formadas por corona de polioxietileno ndo sdo capturadas pelos macrofagos
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do sistema reticular endotelial, aumentando seu tempo na circulagdo
sanguinea (Kataoka e col., 1993; Adams, Lavasanifar e Kwon, 2003).
Alguns deles, como os triblocos EPE conhecidos como Pluronics®, possuem
propriedades de geleificacdo termorresponsivas interessantes para aplicagdo
in situ (Ricardo e col., 2005).

Muitos apresentam baixos valores de CMC, o que confere estabilidade as
micelas mesmo apos sua diluicdo no sangue.

Sua massa molecular suficientemente baixa (M.M. < 15.000 g/mol) permite
filtracdo nos rins e excrecdo pela urina (Pec, Wout e Johnston, 1992).

Como surfactantes ndo idnicos, seu processo de micelizacdo e suas
propriedades como solubilizantes de farmacos sdo pouco influenciadas por
alterac6es no pH e pela adicdo de eletrélitos (Myers, 1992).

Existem varios métodos de solubilizacdo de farmacos hidrofébicos nas micelas

dos copolimeros. Aliabadi e Lavasanifar (2006) citam em uma revisdo sobre micelas

poliméricas para administragdo de farmacos pelo menos sete métodos:

Didlise

Emulsédo 6leo/agua

Evaporacdo do solvente (Filme)
Evaporagdo do co-solvente
Liofilizacao

Agitacdo em solucdo (“Shake Flask™)
Método fundido (“Melt loading”)

A escolha apropriada do método de solubilizacdo depende das propriedades do

farmaco e do polimero.

Nos estudos de solubilizacdo, o método convencional é o chamado método de

solucdo, no qual o excesso de farmaco € adicionado a uma solugdo micelar, previamente

preparada, cujo sistema é deixado em contato por tempo suficiente para formacdo de

uma solucdo saturada de farmaco carreado. O processo de solubiliza¢do do farmaco por

esse método pode ser considerado como um processo dinamico. As moléculas do

farmaco em &gua tendem a se mover em direcdo ao ndcleo da micela, direcionadas pelo

potencial quimico. O ndcleo da micela se expande com a incorporacdo da molécula do

farmaco, porém tende a se manter num estado de energia de Gibbs baixo, o qual inibe

um largo crescimento da micela. A solubilizacéo ir4 alcangar um nivel maximo quando
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o0 equilibrio for estabelecido. Nesse processo, a oportunidade para as moléculas de um
farmaco se difundir para o ndcleo micelar é baixo devido o pequeno tamanho da micela
e a baixa razdo de difusdo através da corona micelar.

A solubilizacdo usando o método fundido foi estudada por Crothers e col. (2005).
Nesse método, o farmaco é dissolvido apo6s fusdo do copolimero e assim interage
diretamente com os blocos hidrofébicos do copolimero fundido. Entdo, suficiente
quantidade de solvente é adicionada para misturar todas as cadeias do copolimero e as
moléculas do farmaco agregadas para formar as micelas, nas quais as moléculas do
farmaco estdo encapsuladas nos dominios hidrofébicos. Um aumento da capacidade de
solubilizacdo foi encontrado para 0 método do copolimero fundido, indicando que esse
método é mais eficiente que o método de solubilizacdo por dissolugdo (Crothers e col.,
2005). Muitos fatores podem afetar a eficiéncia do carreamento do farmaco durante o
experimento. O excesso de farmaco deve ser bem homogeneizado com o copolimero
fundido, pois, devido a lenta dissolu¢do do farmaco no copolimero fundido, um longo
tempo de homogeneizacdo € necessario para que as moléculas do farmaco interajam
efetivamente com as cadeias do copolimero. Além disso, a mistura do farmaco com o
copolimero fundido deve ser mantida sob a temperatura de fusdo durante o processo de
micelizagdo, pois qualquer resfriamento pode favorecer a cristalizagdo do farmaco ou
copolimero fundido, e desse modo, reduzir a capacidade de solubilizacao.

O método do filme, técnica de solubilizacdo por evaporagdo do solvente, € uma
alternativa rapida e eficiente de solubilizacdo de farmacos quando comparada ao
método de dissolucdo. O copolimero e o farmaco sdo dissolvidos num solvente organico
que é entdo evaporado formando um filme de copolimero e farmaco carreado, o qual é
redisperso em agua. O método da evaporacdo do solvente s6 deve ser usado para
copolimeros em bloco que formam micelas de alto balanco hidrofilico-lipofilico, no
qual o filme polimérico pode ser facilmente reconstituido em um meio aquoso (Aliabadi
e Lavasanifar, 2006).

O método de sonicacdo pode ser aplicado no processo de solubilidade, uma vez
que esse método baseia-se na formacdo de ondas no meio aquoso. As ondas geradas
promovem o processo de cavitagcdo que promove a solubilidade ou dispersdo do solido
na solugdo aquosa do copolimero. A frequéncia aplicada tem forte influéncia nesse
procedimento, uma vez que podem ocorrer processos de degradacdo do farmaco ou

despolimerizacdo do copolimero (Barboza e Serra, 1992). A tecnica de sonicagdo
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também tem sido utilizado na formagdo de microcapsulas a partir de proteinas de
albumina sérica bovina (Avivi e col. 2003).

1.5.3 Solubilizagdo de farmacos hidrofobicos em sistemas micelares

Dependendo da estrutura quimica do farmaco e do polimero, considera-se que o
farmaco pode se localizar na micela de quatro maneiras: no nicleo micelar, na interface
nucleo/corona, na corona, e na superficie (Myers, 1992). A corona é um ambiente mais
favoravel para a solubilizacdo de farmacos hidrofilicos, enquanto o nucleo é mais
favoravel para farmacos hidrofobicos, sendo estes farmacos o principal foco no
desenvolvimento de formulacGes micelares.

A solubilizacdo de farmacos hidrofébicos em micelas pode ser explicada como
uma particdo do farmaco entre duas fases: a agua e a micela. O coeficiente de particdo
micela-agua pode ser calculado para uma solucdo de concentracdo conhecida do

polimero pela seguinte equacdo (Kadam, Yerramilli e Bahadur, 2009):

P=(S-S0)/Se 0U P =SS, )

onde S ¢ a solubilidade do farmaco na solucdo micelar do copolimero a concentragédo
especifica e S, € a solubilidade do farmaco em agua.
A energia livre padrdo de solubilizacdo (AG®) do processo pode ser representada

pela seguinte equacdo:

AG® = -RT InP (10)

onde R € a constante universal dos gases, T € a temperatura absoluta e P é o coeficiente
de particdo entre a micela e a fase aquosa.

Um pardmetro importante nos estudos de solubilizacdo de farmacos é a
capacidade de solubilizagdo do polimero (Sc), que € a quantidade de farmaco
solubilizada por grama de polimero em uma dada solucdo, e a capacidade de
solubiliza¢do do ndcleo hidrofébico (Sy), que é a quantidade de farmaco solubilizada
por grama de bloco hidrofébico. Estudos mostram que esses parametros ndo séo fixos

para um dado polimero, dependendo principalmente da compatibilidade quimica entre o
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nacleo e o farmaco. Além disso, a capacidade de solubilizacdo do polimero pode
também depender da temperatura, do pH, da concentracdo da solucdo do polimero, de
aditivos na solucdo e do método de solubilizacdo do farmaco (Aliabadi e Lavasanifar,
2006, Ribeiro e col., 2009a).

Quando se comparam polimeros diferentes, fatores que alteram a S¢, sdo: o carater
hidrofébico do ndcleo, o comprimento do bloco hidrofébico, a arquitetura do
copolimero, a razdo em massa ndcleo/corona, sua concentracdo e temperatura micelar
critica e a forma das micelas. De uma forma geral, quanto mais hidrofébico o ndcleo
das micelas (cardter quimico das unidades monoméricas e maior comprimento da
cadeia) maior a capacidade de solubilizacdo. Attwood, Zhou e Booth (2007)
determinaram as hidrofobicidades relativas de unidades monomeéricas de poliéteres e
poliésteres em funcdo da CMC de copolimeros dibloco com bloco hidrofilico de

polioxietileno:

P:L:B:VL:S(~G):CL=1:4:6:10:12:12 (11)

As unidades monomeéricas representadas sdo: Oxido de propileno (P), D, L
lactideo (L), 6xido de butileno (B), y- valerolactona (VL), 6xido de estireno (S), 6xido
de (feniloximetileno)etileno (G) e e-caprolactona (CL).

Para copolimeros de composicdo e arquitetura similares, hd um aumento na
capacidade de solubilizacdo com um aumento na cadeia hidrofébica, e quanto a forma,
micelas de forma cilindrica possuem um nucleo solubilizador mais eficiente em

comparagdo com micelas esféricas (Allen e col., 1999; Crothers e col., 2005).

1.6. JUSTIFICATIVA DA PESQUISA

A importancia dos copolimeros em bloco pode ser visualizada pelos numeros de
publicacdes. Uma pesquisa no SciFinder® exibiu mais de 7 mil artigos com o termo
“block copolymer”, dos quais mais da metade (4 mil) estd relacionado com sua
aplicacdo no carreamento de farmaco (“drug”). Das 4 mil publicagdes envolvendo
farmacos e os copolimeros em bloco, metade esta relacionada a patentes, das quais 82
séo do ano de 2010. Os copolimeros em bloco contendo o polidxido de etileno como um
dos blocos é muito comum (33 das 82 patentes publicadas no ano de 2010).
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Os copolimeros tribloco E,PmE, sdo utilizados em formulacdes para solubilizacdo
de farmacos hidrofébicos, mas ndo apresentam valores de capacidade de solubilizacéo
tdo satisfatdrios, devido a baixa hidrofobicidade do bloco de polioxipropileno (Pn), 0
que lhes confere altos valores de concentragdo micelar critica (CMC) e temperatura
micelar critica (TMC). No entanto, suas propriedades geleificantes termorresponsivas
sd0 interessantes para sistemas de administracdo subcutdnea de farmacos, pois a
temperatura ambiente, é possivel ter solu¢es concentradas que sdo fluidas, mas que, a
temperatura do corpo, geleificam rapidamente. Além disso, sua producdo ja é bem
estabelecida em escala industrial, 0 que torna seu uso economicamente viavel.

A preparacdo dos copolimeros em bloco de 6xido de etileno e dxido de butileno
(Figura 12) foi divulgada pelo The Wyandotte Chemicals Corporation, em 1955
(atualmente conhecida por BASF-Wyandotte). Posteriormente, seguido de patentes da
The Dow Chemical Company. Copolimeros diblocos e triblocos do tipo EnB, € EnBrEn
foram introduzidos como produtos comerciais pela The Dow Chemical Company, em
1993, com uma descricdo de suas propriedades (espumante, turvacdo, etc),
e extensas revisbes no ano de 1996. A preparacdo desses copolimeros em bloco e
estudos sistematicos da sua micelizacdo em solucdo aquosa diluida foi estudada pelo
grupo de Manchester no inicio da década de 1990. Um ponto de interesse nesses
copolimeros € o tipo de arquitetura (dibloco, tribloco e ciclico) em associagdo as

propriedades em solucdes aquosas diluidas (Ryan e col., 2001).

H,
O/C\CH
\
CH,
|
CH,

Figura 12. Estrutura do bloco polioxibutileno (B,).

Copolimeros com bloco hidrofébico de polioxi(feniloximetileno)etileno, (G,),
(Figura 13a) possuem um elevado potencial de solubilizacdo para farmacos hidrofobicos
e aromaticos (como a griseofulvina, usada como farmaco-modelo) devido a
hidrofobicidade de seus aneis aromaticos. Sua hidrofobicidade é similar ao

polioxiestireno, (Sy), (Figura 13b). Varios trabalhos com copolimeros em bloco do tipo
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EmSn, EmSnEm, SnEm, ShEmSn, tém sido publicados visando o seu uso em formulagdes
farmacéuticas (Crothers e col., 2002; Ricardo e col., 2004, Barbosa e col., 2007,
Elsabahy e col., 2007, Ribeiro e col., 2009b). Dentre esses copolimeros, os diblocos e
triblocos do tipo EnS;, e EnSnEnm tém-se mostrado mais eficientes, pois possuem baixos
valores de concentragdo micelar critica (CMC) e temperatura micelar critica (TMC). O
mesmo comportamento é esperado também para os copolimeros diblocos e triblocos do

tipo EmGy € EmGrEm. No entanto, a alta temperatura de transigio vitrea do poliestireno de cadeis
longa, 100 °C significa que os nlcleos das micelas formadas contendo cadeias relativamente curtas desse
copolimero como bloco hidrofébico sdo imoveis (“micelas congeladas”) na faixa de temperatura de
interesse para a solubilizacdo e liberacdo de farmacos, 10-40 °C (Jada e col., 1996; Hurtrez, Dumas e
Riess, 1998). As temperaturas de transigéo vitrea do polioxi(feniloximetileno)etileno sio menores,
18 °C para Mn = 6.000 g mol™, com 40 unidade de G (Sunder e col., 2000), fazendo do estudo de

solugdes micelares dos copolimeros em bloco e E,,G, e E..GEr, uma proposta atraente.

(3 (3

Figura 13. Estrutura do bloco: (a) polioxi(feniloximetileno)etileno (G,) e (b) polioxiestireno (S,).

O—O—

A griseofulvina (Figura 14) é um farmaco aromaético antifingico de baixa
solubilidade em &agua (3,6 mg/dL a 25 °C), usado em Vvarios trabalhos para se comparar
a capacidade de solubilizacdo de copolimeros para farmacos hidrofébicos (Rekatas e
col., 2001; Chaibundit e col., 2002). A griseofulvina possui atividade antifungica, sendo
indicada nas infecgbes da pele, do couro cabeludo e das unhas causadas por
Dermatophites ou Sporptrychum resistentes a terapéutica convencional. Pode ser
isolada do Penicillium griseofulvum dierckx ou obtida por sintese (Finkelstein, Amichai
e Grunwald, 1996).
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Figura 14. Estrutura quimica da griseofulvina.

A quercetina (Figura 15a) é um flavondide obtido a partir da hidrélise da rutina. A
rutina pode ser extraida de uma planta abundante no Nordeste brasileiro, a Fava D’anta
(Dimorphandra gardineriana Tul.). A quercetina, como qualquer flavonoide, possui acéo
antioxidante e outras atividades bioldgicas relacionadas, como vasoconstritora,
antiinflamatéria e antitumoral. Nos anos de 2007 e 2008 ela esteve entre os 10
principais produtos farmacéuticos exportados pelo Brasil (ABIQUIF, 2009). Ela é um
farmaco em fase experimental, com varios estudos clinicos em andamento, como mostra

um sitio eletrénico do governo norte-americano (ClinicalTrials.gov, 2009).
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Figura 15. Estrutura quimica da (a) quercetina e (b) mangiferina.

A mangiferina (Figura 15b) é um composto derivado da xantona, distribuido em
plantas superiores das familias Anacardiaceae e Gentianaceae. A mangiferina apresenta
diversas atividades farmacoldgicas incluindo propriedades antidiabéticas, anti-HIV,
anticancerigeno, imunomodulatorio, antiinflamatorio, e sua propriedade antioxidante,
amplamente estudada.

Resolver o problema de baixa solubilidade em &gua destes farmacos (0,05 mg/dL
e 9,92 mg/dL a 25 °C para quercetina e mangiferina, respectivamente) tem sido alvo de
varios trabalhos, seja atraves de agentes solubilizantes (Ribeiro e col., 2009b; Gao e
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col., 2009), ou do desenvolvimento de pré-farmacos (Mulholand e col. 2001, Kim e col.
2001). Esses fatores estimularam o uso da quercetina e mangiferina nesta pesquisa.
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2 OBJETIVOS

Obijetivo Geral

e Desenvolver sistemas poliméricos micelares para carrear o farmaco modelo
griseofulvina através de diferentes métodos de solubilizagdo e investigar a sua liberacao,
bem como o estudo da solubilizacdo dos farmacos quercetina e mangiferina para

carreamento e liberacdo controlada por via intravenosa, subcutanea e oral.

Objetivos Especificos

e Determinar as concentracdes e temperaturas criticas de gel para o copolimero tribloco
F87 (EsoP39Esg) € suas misturas com copolimero tribloco E43B14E43 através de diagrama
de fase;

e Determinar a concentracdo micelar critica (CMC) dos copolimeros triblocos F87
(EeoP39Es9), E43B14E43, € suas misturas; e dos diblocos da série E,B,, por fluorescéncia;

e Testar as solugdes dos copolimeros triblocos F87 (EsoP39Eese), E43Bi14Es3 € suas
misturas; e dos copolimeros diblocos da série E,B, como solubilizadores do farmaco
griseofulvina através de diferentes métodos, quantificando-os através de Espectroscopia
Ultravioleta/Visivel (UV/Vis). Testar as solugdes dos copolimeros dibloco EgsGs e
tribloco EgsG7Egs como solubilizadores da quercetina e mangiferina através do método
de dissolucdo, quantificando-os através de Espectroscopia Ultravioleta/Visivel
(UV/Vis) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC);

e Caracterizar os copolimeros triblocos F87 (EggP39Ess), E43B14E43 € suas misturas; e 0s
copolimeros dibloco EgsGs e tribloco EgsG7Ess com e sem farmaco por infravermelho
(FT-IR), FT-Raman, difracdo de raio-X e microscopia eletronica de varredura (MEV);

e Determinacdo de tamanho de particula das amostras dos copolimeros triblocos F87
(Es9P39Es9), E43B14E43 € suas misturas; e dos copolimeros dibloco EsGs e EgsG7Egs com
e sem farmaco por Espalhamento de Luz;

e Estudar a liberacdo do farmaco griseofulvina nos sistemas poliméricos aplicados na

encapsulacao.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 MATERIAIS

O copolimero Eg,P30Es, comercialmente conhecido de Pluronic® F87 foi obtido da
Uniquema (ICI Surfactants) e o copolimero tribloco E43B14E43 denominado B20-5000
foi obtido da Dow Chemical Company. Os copolimeros diblocos da série EnB,
[E100Bs1, E110B30, E114Bss, Ei1s55B76, E200Bas (E = Oxido de etileno e B = oOxido de
butileno)] e os copolimeros dibloco EgGs e tribloco EgsGrEgs [G = Oxido de
(feniloximetileno)etileno] foram gentilmente cedidos pelo Laboratério de Polimeros da
Universidade de Manchester. Agua Milli-Q e metanol (SYNTH) foram utilizados como
solventes. O farmaco griseofulvina foi obtido da Aldrich. Utilizou-se o corante 1,6-
difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) da Biochemika, membrana Millipore 0,45 pm e
membrana de dialise de MWCO 2000 g/mol da Sigma.

Para melhor exposi¢cdo dos resultados e discussdo relativos aos farmacos
griseofulvina encapsulada no copolimero tribloco E43Bi14E43, quercetina e mangiferina
encapsuladas nos copolimeros dibloco EgsGs e tribloco EesGrEgs utilizaram-se as
seguintes nomenclaturas:

GE43B14E43: griseofulvina encapsulada no copolimero tribloco E43B14E4s3;

QE4sGs: quercetina encapsulada no copolimero dibloco EgsGs;

QEgsG+Esgs: quercetina encapsulada no copolimero tribloco EgsG7Egs;

MEsGs: mangiferina encapsulada no copolimero dibloco EgsGs;

MEsG;Egs: mangiferina encapsulada no copolimero tribloco EgsG7Egs.

3.2 MISTURAS DOS COPOLIMEROS

As misturas foram preparadas com os copolimeros triblocos F87 (Es:P39Es2) €
E43B14E43, com maior quantidade dos copolimeros mais hidrofobico (E43B14E43) nas
propor¢oes 50/50, 60/40, 70/30, 80/20 e 90/10.

Por exemplo, para obtencdo de 0,5 g de uma mistura de E43B14E43/F87 60/40 a
30% m/m foi necessario o seguinte calculo:

30g—->100g¢g
x =0,15¢g (150 mg)
x€<05¢
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0,15 g x 0,6 E43B14E43 (60% E43B14E43) = 0,09 g (90 mg de E43B14E43)

0,159« 0,4 F87 (40% F87) = 0,06 g (60 mg) de F87

mH,0 = 0,5-0,15=0,35 g (350 mg de agua Milli-Q)

Como mostrado no calculo, primeiramente se encontra a massa que corresponde a
30% na massa total (0,5 g). Em seguida, multiplica-se a massa total de amostra
encontrada pela proporcdo de cada copolimero na mistura e assim obtém-se a massa a
ser pesada de cada um. A massa de agua é a diferenca entre a massa total (0,5 g) e a

massa de amostra pesada (0,15 g no exemplo).
3.3 INVERSAO DE TUBO

O diagrama de fase foi obtido pelo método de inversao de tubo, o qual serve para
caracterizar se a solugdo ¢ fluida ou ndo. Nesse estudo foram obtidos diagramas de fase
para os copolimeros triblocos: F87, E43B14E43 € as misturas E43B14E43/F87 50/50, 60/40,
70/30, 80/20 e 90/10, respectivamente.

As solucbes dos copolimeros e das misturas foram preparadas em tubos de
diametro interno de 10 mm contendo massa total de 0,5 g em diferentes concentragdes
(1 a 50 %m/m), deixando-os em repouso sob refrigeracdo por varios dias (~5 a 10 dias)
até atingir o equilibrio. A possivel modificacdo foi observada enquanto os frascos foram

lentamente aquecidos (5-90 °C) num banho de agua termostatizado (+1 °C). A

velocidade de aquecimento foi de +1° min-1.
3.4 CONCENTRACAO MICELAR CRITICA (CMC)

A determinacdo da concentracdo micelar critica (CMC) dos copolimeros triblocos
F87, E43B14E43 € suas misturas E4sB14E43/F87 50/50, 60/40, 70/30, 80/20, 90/10 e dos
diblocos com longos blocos B (E100Bs1, E110B30, E114Bss, E155B76 € E209B4s) foi realizada
usando um espectrofotémetro de fluorescéncia Hitachi F-4500. O corante 1,6-difenil-
1,3,5-hexatrieno (DPH) da Biochemika foi utilizado como recebido na determinagéo.
Solugdes estoque dos copolimeros foram preparadas por dissolu¢do em agua milli-Q,
por 24 horas para completa solubilizac&o antes das diluicdes necessarias (0,01 mg dm™-
1 g dm™). O DPH foi dissolvido em metanol (0,4 mM) e adicionado a solucdo do

copolimero na razdo de 1:100 (40uL DPH: 4mL solugéo). Dessa forma foram obtidas
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solugdes dos copolimeros com 1% (v/v) de metanol e 0,004 mM de DPH. Os estudos
foram realizados a 25, 30, 35, 40, 45e 50 + 0,2 °C.

O método da solubilizacdo do DPH foi utilizado para determinar o inicio da
micelizacdo, como o estudo dos copoliésteres triblocos realizado por Alexandridis,
Holzwarth e Hatton (1994) e anteriormente, no estudo de surfactantes ibnicos, por
Chattopadhyay e London (1984).

35 SOLUBILIZAQAO
3.5.1 ESPECTROSCOPIA DE UV/VIS

A curva de calibracdo da griseofulvina, quercetina e mangiferina foi preparada a
partir dos dados de concentracdo (mg/L) versus absorbancia (A) com leitura no
comprimento de onda de 292, 375 e 257 nm, respectivamente. Espectrofotdmetro U-
2000 da Hitachi foi utilizado no experimento. Os encapsulados de griseofulvina com os
copolimeros triblocos F87, E43B14E43 € as misturas E43B14E43/F87 50/50, 60/40, 70/30,
80/20, 90/10 foram obtidas atraves de 4 métodos. Os encapsulados de griseofulvina com
os copolimeros diblocos da série EnBn (E100Bs1, E110B30, E114Bss, E155B76, E209Bas)
foram obtidos pelos métodos 1 (dissolucédo), 2 (fundido) e 3 (filme). Os encapsulados
de quercetina e mangiferina nos copolimeros dibloco EgsGs e tribloco EgsG7Egs foram
obtidos apenas pelo método 1 (dissolucdo).

As solugdes do copolimero E43B14E43 submetidas aos métodos 1 (dissolucgdo) e 2
(fundido) foram divididas em dois grupos, onde um dos grupos passou pela etapa de
centrifugacdo visando avaliar o efeito desta na solubilidade obtida por estes métodos.

Todas as medidas foram realizadas em triplicata.

3.5.1.1 Método 1 (Dissolucéo)

De acordo com metodologia de Crothers e col. (2005), em aliquotas de 10 mL de
cada solucdo estoque a 1% m/v dos copolimeros e misturas foram adicionados 10 mg de
griseofulvina. As solugdes foram lentamente agitadas a 25 °C por 4 dias e
posteriormente a 37 °C (+ 0,1 °C) pelo mesmo periodo em um banho termostatizado
QUIMIS. Retiraram-se aliquotas de 3 mL do sobrenadante, sendo posteriormente

filtradas em membrana Millipore (0,45 um) para remocéo de alguma porcao de farmaco
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ndo solubilizado. Aliquotas das amostras filtradas foram diluidas com metanol em
concentragdes conhecidas e a absorbancia das solugdes resultantes determinadas em
comprimento de onda especifico. Os valores das absorbancias das solucdes aquosas do
farmaco e dos copolimeros foram obtidos e subtraidos dos valores obtidos para as

solucBes aquosas dos copolimeros com farmaco.

3.5.1.2 Método 2 (Fundido)

Em 100 mg do copolimero fundido a 65 °C foram adicionados 10 mg do farmaco
griseofulvina e a mistura permaneceu sob agitacdo por 3 horas para dissolugdo. Apos
este periodo foram acrescentado 10 mL de agua a 65 °C, necessarios para compor a
concentracdo de 1% m/v. Esta temperatura foi mantida por mais 1 hora e em seguida
resfriada a 25 °C, temperatura na qual permaneceu por 4 dias (Crothers e col., 2005). A
solucdo foi filtrada em membrana Millipore 0,45 pum para remover 0 excesso do
farmaco e procedimento de quantificacdo foi igual ao empregado no método 1

(dissolucdo).

3.5.1.3 Método 3 (Filme)

Utilizou-se a metodologia descrita por Elsabahy e col. (2007) com algumas
modificacdes. O copolimero (100 mg) e o farmaco (10 mg) foram dissolvidos em etanol
(10 mL). O solvente foi rotaevaporado a temperatura ambiente de 30 °C formando um
filme do farmaco com o copolimero e o volume final reconstituido com agua milli-Q
(10 mL). As solucdes obtidas ficaram sob agitacdo por 24 horas, sendo em seguida
centrifugadas (6000 rpm, 30 minutos), o sobrenadante coletado e filtrado através de
membrana Millipore 0,45 um e procedimento de quantificacdo foi igual ao empregado

no método 1 (dissolucéo).
3.5.1.4 Método 4 (Sonicacéo)
Em aliquotas de 5 mL de solu¢Ges dos copolimeros e misturas a 1% m/v

utilizaram-se 5 mg de griseofulvina. Um sonicador Sonifier®/Branson W-450D de alta

frequiéncia foi usado na amplitude de 20% (16 Watts) num intervalo de 1 minuto com
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pulsos alternados de 1s em banho de gelo, mantendo a temperatura em torno de 25 °C.
As solugdes obtidas foram centrifugadas (6000 rpm, 30 minutos), o sobrenadante
coletado e filtrado através de membrana Millipore 0,45 pum e procedimento de

quantificacdo foi igual ao empregado no método 1 (dissolucao).
3.5.2 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

A quantificacdo da quercetina e mangiferina encapsulada nos copolimeros dibloco
EesGs e tribloco EgsG7Egs por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foi obtida
na EMBRAPA. Utilizou-se um sistema de HPLC-Analitico Auto Sampler Varian 410,
coluna de Zorbax SB-C18 da Agilent 4,6x150mm e uma pré-coluna Metaguard Pursuit
5u C18 da Agilent 4,6 mm, com fluxo de 1,0 mL/min e 20 uL de volume injetado.

A mangiferina foi analisada a 40 °C e fase mdvel de 82,5% de fosfato monobasico
e 0,05 M, pH 2,1 e 17,5% de acetonitrila da Vetec e leitura no detector de UV/Vis em
317 nm.

A quercetina foi analisada a 30 °C e com fase movel de dgua/acido férmico (99,7-
0,3 v/v) na Bomba A e metanol/acido férmico (99,7-0,3 v/v) na Bomba B com as
bombas programadas da seguinte forma: 0-10min a 30-50% B — 10-30min a 50-70% B
— 30-40min a 70%B — 40-41min a 70-30% B e leitura no detector de UV/Vis em 370

nm.

3.6 CARACTERIZACAO

3.6.1 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO (FT-IR)

Os copolimeros triblocos F87, E43Bi14E43 € as misturas E43B14E43/F87 50/50,
60/40, 70/30, 80/20, 90/10 e encapsulados com griseofulvina; o dibloco EgGs e 0
tribloco EgsG7Egs € seus encapsulados com quercetina e mangiferina liofilizados foram
preparados em pastilha de KBr (brometo de potassio para espectroscopia) e analisadas

em equipamento FT-IR 8300 (Shimadzu) com resolucéo de 4 cm™ e 10 varreduras.
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3.6.2 EsPECTROSCOPIA RAMAN (FT-RAMAN)

As andlises de FT-Raman, dos copolimeros triblocos F87 e E43Bi14E4s, as
misturas E43B14E43/F87 50/50, 60/40, 70/30, 80/20, 90/10 e encapsulados com
griseofulvina, o dibloco EgGs e o tribloco EgsGs e seus encapsulados com quercetina e
mangiferina liofilizados foram obtidas em um RAMII (Bruker), com tempo de
aquisicdo do sinal de 10 min e poténcia do laser de 50 mW. A linha de laser tem

comprimento de onda de 1064 nm e cerca de 1.16 eV.

3.6.3 DIFRAGAO DE RAIO-X

As analises por difracdo de raios-X dos copolimeros triblocos F87, E43B14E43, as
misturas E43B14E43/F87 50/50, 60/40, 70/30, 80/20, 90/10 e encapsulados com
griseofulvina; o dibloco EgsGs e o tribloco EgsG7Egs e seus encapsulados com
quercetina e mangiferina liofilizados foram realizadas em um difratbmetro Rigaku,
modelo DMAXB, com angulo 26 de 5-45° e uma velocidade de 0,5%min.

3.6.4 TAMANHO DE PARTICULA DAS MICELAS

O diametro hidrodindmico médio e o raio hidrodindmico médio dos copolimeros
triblocos F87 e E43B14E.3, as misturas E43B14E43/F87 50/50, 60/40, 70/30, 80/20, 90/10 e
encapsulados com griseofulvina; o dibloco EgGs e o tribloco EgsGrEes e seus
encapsulados com quercetina e mangiferina foram determinados a 25 °C utilizando o
equipamento Nano Zetasizer da Malvern modelo ZEN 3500. As medidas foram feitas
para os sistemas obtidos ap06s redispersdo do material liofilizado em agua Milli-Q. As
medidas foram feitas em triplicata.

3.6.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As andlises para avaliar a morfologia e superficie dos copolimeros dibloco EgsGs
e o tribloco EgGrEgs e seus encapsulados com quercetina e mangiferina liofilizados
foram realizadas em microscopio eletrénico de varredura PHILIPS XL-30. Pequenas

quantidades dos pos foram depositadas sobre fita adesiva dupla face, fixada em suporte
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metélico. A placa metalica foi recoberta com ouro em sputter coater Emitech K500,

operando a 5 mA e 50 kV, fornecendo uma cobertura de aproximadamente 50 mm.

3.7 LIBERACAO IN VITRO

O estudo de liberagéo in vitro da griseofulvina dos sistemas encapsulados pelos
métodos 3 (filme) e 4 (sonicacdo) no copolimero E43B14E43 foi realizado através da
técnica de difusdo usando uma membrana de didlise de MWCO 2000 g/mol da Sigma.
A massa de 1,32 mg de griseofulvina encapsulada no copolimero E43Bi14E43 (amostra
liofilizada) foi dissolvida em 1 mL de tampdo fostato pH 7,4 (+ 1) inserido na
membrana de dialise e imerso em 75 mL de tampdo fosfato a 37 °C (+ 0,2 °C). Em
intervalos de 1 em 1 h no primeiro dia e a cada 24 h por 10 dias, aliquotas de 3 mL
foram retiradas e o volume final reconstituido com a solu¢do tamponada (3 mL). As
solucBes foram diluidas em metanol (2x) e a quantidade de griseofulvina liberada foi

determinada por UV/Vis no comprimento de onda de 292 nm.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 INVERSAO DE TUBO

O estado gel é denominado como gel rigido em fungédo da imobilidade no teste de
inversdo de tubo, o qual pode ser confirmado por reologia, conforme estudos realizados
por Ricardo e col. (2005) e Harrison e col. (2005).

4.1.1 Triblocos F87, E43B14E43 € suas misturas

A Figura 16 mostra os diagramas de fases de formacdo de gel dos copolimeros
F87, E43Bi14E43 puros e suas misturas obtidos pelo teste de inversdo de tubo. As
propriedades termorresponsivas do F87 sdo similares ao copolimero comercial F127
(EgsPs7Egs) € sdo explicadas pela instabilidade de suas micelas em meio aquoso a baixas
temperaturas, efeito que € explicado por sua entalpia de micelizacdo positiva
(Chaibundit e col., 2007).
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Figura 16. Diagrama de fase dos copolimeros F87 (-), E43B14Ess (1)) € das misturas E43B14E43/F87: 50/50
(A), 60/40 (), 70/30 (e), 80/20 (V) ¢ 90/10 (x).

O limite inferior das misturas E43B14E43/F87 coincide com o limite do tribloco
F87 (as curvas estdo deslocadas mais para direita). Supbe-se que o limite inferior de gel
da mistura possui o tribloco Es3Bi14Es3 totalmente incorporado dentro da micela,

enquanto que o tribloco F87 esta parcialmente incorporado. Tal fato evidencia que o
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limite inferior da mistura depende criticamente da extensdo de micelizacdo do F87. A
formacdo de géis desses sistemas com uma temperatura de transi¢do na faixa entre a
temperatura ambiente e a temperatura corpdrea (25-37 °C) (Figura 16) torna essas
misturas interessantes para a administracdo de medicamentos.

O limite superior de gel da mistura é intermediario aos copolimeros sozinhos
(Figura 16). Isto é esperado, pois a altas temperaturas, os dois copolimeros estdo
totalmente micelizados e o limite resulta da reducdo da corona composta pelo bloco E,
sendo este processo fungédo da proporcéo de cada copolimero.

A concentracdo minima (ou critica) para formacgéo de gel dos copolimeros F87 e
E43B14E43 € suas misturas estdo na Tabela 1. Observa-se que o aumento da proporc¢do do
copolimero tribloco E43B14E43 promove uma diminuigdo da T* (Tabela 1) sem variagédo

significativa da c*.

Tabela 1. Concentracdo (c*) e temperatura critica (T*) de formacdo de gel dos copolimeros F87,
E43B14E43 € suas misturas 50/50 a 90/10.

Sistema c* (% m/m) T* (°C)

EgoP39Egs (F87) 25 59
50/50 27 48

60/40 28 55,5
70/30 28 44
80/20 30 30
90/10 27 32
E43B14E43 26 22

Yu e col. (1992) e Nixon, Hvidt e Booth (2004) relataram que o efeito de
geleificacdo no limite inferior aumenta com a extensdo de micelizacdo do copolimero.
A micelizacdo pode ser essencialmente completa em solucGes aquosas a temperaturas
td0 baixas quanto 20 °C e concentragdes tdo0 baixas quanto 10 g dm™ (1% m/m). Em
solucBes mais concentradas, as ligaces de hidrogénio agua—agua, que Sao responsaveis
pela origem do efeito hidrofobico associado aos blocos B e P em solugdes diluidas dos
copolimeros, sdo parcialmente substituidas por ligac6es hidrogénio agua—polioxietileno,
com uma conseqiiente reducdo na entalpia de van’t Hoff mudando o processo de

micelizacdo, e entdo a temperatura de inicio da micelizagdo. Existe também uma
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contribuicdo entélpica da solugdo micelar para a geleificagdo, mas € muito pequena
quando comparada com a da auto-micelizacdo (Hvidt e col., 1994; Yu e col., 1992;
Nixon, Hvidt e Booth, 2004).

4.2 CONCENTRACAO MICELAR CRITICA (CMC)

Os estudos realizados por Alexandridis, Holzwarth e Hatton (1994) indicaram a
vantagem de usar a intensidade de fluorescéncia do DPH a 428 nm do que a intensidade
de absorbancia a 356 nm.

A partir dos espectros de emissdo de fluorescéncia do DPH nos sistemas
poliméricos diluidos (ver ilustracdo do sistema Es3Bi14E43, Figura 17), fizeram-se
gréficos da intensidade de emissdo do DPH no comprimento de onda de 428 nm versus
o logaritmo da concentragdo (g dm™) dos sistemas poliméricos (ver Figura 18). A CMC
dos sistemas poliméricos foi calculada a partir do vértice da curva de intensidade de
emissdo versus log C (ver Figura 18), onde comeca a haver um aumento brusco da
intensidade de emissdo do DPH, devido a sua solubilizacdo pelas micelas do sistema
apos a CMC (Alexandridis, Holzwarth e Hatton, 1994). Estima-se um erro de até +25%

nas medidas.
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43 14 43
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Figura 17. Espectro de emissdo de fluorescéncia em funcdo do comprimento de onda para o 1,6-difenil-
1,3,5-hexatrieno (DPH) em agua e em solugdes do copolimero tribloco E43B14E43 em concentragBes de 10°
*al10?gdm?
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4.2.1 Triblocos F87, E43B14E43 € suas misturas

Os valores de concentracdo micelar critica (CMC) obtidos para os copolimeros
triblocos F87 e E43B14E43 em diferentes temperaturas estdo na Tabela 2.

A concentracdo micelar critica (CMC) para o copolimero sofre reducdo com o
aumento de temperatura como observado para muitos copolimeros nao-iénicos
(Alexandridis, Holzwarth e Hatton, 1994).

Os valores de CMC em g/dm™ do E.3B14Ess S80 bem menores que os valores do
F87. O comprimento do bloco de Ey, ndo interfere na CMC, mas o carater hidrofobico
do seu bloco hidrofébico, sim (Yang. e col. 1995, Kelarakis e col. 1998, Attwood, Zhou
e Booth, 2007). Quanto mais hidrofébico, menor a CMC do copolimero, uma vez que a
micelizacdo reduz as interacdes desfavoraveis da cadeia hidrofébica com a agua. Por
isso, tem-se que a CMC do F87 (Es2P39Es,) € maior, mesmo com um bloco hidrofébico
mais longo que o do copolimero E43B14E43, pois a hidrofobicidade relativa entre uma

unidade de P e uma unidade de B é de 1:6.

Tabela 2. Concentracdo micelar critica (CMC) dos copolimeros F87 e E4BisEss em fungdo da

temperatura.
Temperatura (°C) F87* E43B14E43
CMC (g dm?) CMC (g dm™)

25 - 0,50
30 5,0 0,20
35 1,0 0,081
40 0,5 -

45 - 0,058
50 - 0,047

* Harrison e col. (2005)

Dados da dependéncia da intensidade de fluorescéncia e da concentracdo do

copolimero E43B14E43 (escala logaritmica) a 45 °C estdo na Figura 18.
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Figura 18. Dependéncia da intensidade de fluorescéncia em funcdo do logaritmo da concentracdo aquosa

do copolimero E43B14E43a 45 °C.

Numa série de copolimeros, valores de CMC sdo afetados pela variacdo do
comprimento do bloco hidrofilico E. Booth, Attwood e Price (2006) relataram que a
dependéncia do CMC em func¢éo do nimero de unidades E no copolimero é pequena, a
menos que, o comprimento do bloco hidrofdbico seja pequeno, isto €, menor que 10. Na
verdade, quando dois copolimeros sdo nominalmente de mesmo comprimento de bloco
hidrofobico, o efeito do comprimento do bloco E é menor que a variacdo causada pela
incerteza do comprimento do bloco hidrofébico (Booth, Attwood e Price, 2006). Assim,

apenas o comprimento do bloco hidrofébico € analisado.

Tabela 3. Valores de concentragdo micelar critica (CMC) da literatura (30 °C) e massas molares (M,) de

copolimeros E,B,E,.

Copolimero Mn (gmol™) CMC (gdm™) Referéncia
E21BsE2 2.390 7,0 Yang e col. (1994)
E13B1oE13 1.800 0,37 Yu e col. (1996)
E33B1oEss3 3.660 3,4 Yu e col. (1996)
E3sB1oEss 3.800 1,0 Yu e col. (2002)
EsoB10Eso 6.480 10,0 Yu e col. (2002)
E21B11Ex 2.640 0,2 Yang e col. (1995)
E43B14E43 4.790 0,2 Crothers e col. (2005)
E4sB1sEss 4.700 0,16 Luo e col. (1993)

E103B15E103 10.100 0,37 Kelarakis e col. (1998)

EssB17Ess 6.400 0,047 Luo e col. (1992)
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Combinando o valor CMC a 30 °C do copolimero E43B14E43 (Tabela 2) com os
valores de CMC ja publicados (resumidos na Tabela 3) construiu-se um gréfico de
log (CMC / mol dm™) versus comprimento do bloco (Figura 19).

Analisando a Figura 19, observamos que os dados podem ser representados
satisfatoriamente por linhas mostrando duas transi¢cdes, uma consistente com o inicio da
formacdo de unimeros-micelas com n ~ 8 e outra referente ao processo completo com
n~15.
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Figura 19. Dependéncia do log;cCMC(mol dm™) versus o comprimento do bloco hidrofébico B (n) para

copolimeros E,B,E., (30 °C): (e) dados da literatura, (™) este trabalho.

A dependéncia da temperatura do log (CMC) fornece o valor da entalpia de

micelizacdo de van't Hoff dado pela equacéo 8:

AmicHvi = R [dIN(CMC) / d (L/T)] 8)

A relacdo dos valores entre AmicHyu/n, onde n é o comprimento do bloco
hidrofébico versus o comprimento do bloco hidrofébico estdo plotados na Figura 20. Os
valores de AmicH/n < 3 kJ mol™ sdo encontrados quando o comprimento do bloco
hidrofobico excede 15. Conforme descrito por Booth, Attwood e Price (2006), este
efeito do comprimento do bloco no CMC (Figuras 19 e 20), é atribuido ao colapso do
bloco hidrofébico do unimero no ambiente aquoso. Um unimero com bloco hidrofébico

numa conformacdo compacta tem sido chamado de micela unimolecular (Yuan, Masters
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e Price, 1992). Uma consequéncia do colapso do grupo hidroféfico é a reducdo do

contato com a agua e por isso reducgdo do efeito hidrofébico (Kelarakis e col. 1998).
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Figura 20. Valores da entalpia de van’t Hoff por unidade de B (AnicHvn/n) versus o comprimento do

bloco. (e) dados da literatura (ver Tabela 4), (®) este trabalho.

Os valores de concentracdo micelar critica (CMC) obtidos para as misturas do

copolimero E43B14E43/F87 50/50 a 90/10 em diferentes temperaturas estdo apresentados

na Tabela 4.

Tabela 4. Concentragdo micelar critica (CMC) da misturas dos copolimeros E43B14E43/F87 nas proporcdes
50/50, 60/40, 70/30, 80/20 e 90/10 em funcdo da temperatura.

Temperatura Misturas [CMC (g dm™)]
(°C) 50/50 60/40 70/30 80/20 90/10
30 0,157 0,141 0,165 0,127 0,127
35 0,118 0,131 0,157 0,112 0,110
40 0,114 0,102 0,085 0,102 0,078
45 0,096 0,059 0,062 0,079 0,050
50 0,050 0,050 0,060 0,056 0,040

A concentragdo micelar critica (CMC) das misturas dos copolimeros sofre

reducdo com o aumento de temperatura como observado para muitos copolimeros ndo-

idnicos isolados (Alexandridis, Holzwarth e Hatton, 1994). As misturas conservam o

perfil de dependéncia da temperatura como seus copolimeros isolados.
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As CMC’s (g dm™) das misturas sdo intermediérias as dos polimeros puros a
partir da temperatura de 35° C. Abaixo desta temperatura, os valores sdéo menores que 0
copolimero mais hidrofobico (E43B14E43). Por isso, devido aos baixos valores de CMC
na temperatura de administracdo, essas misturas sd@o promissoras para aplicacfes
farmacoldgicas devido a potencial estabilidade de suas micelas ap6s a diluicdo

sanguinea.
4.2.2 Série de diblocos E,B,,

Resultados da relagdo da intensidade de emissdo obtidos por fluorescéncia
versus a concentracao do copolimero (escala logaritmica) estdo na Figura 21. Os valores
de CMC a 25 °C estdo na Tabela 5, juntamante com os valores de massa molar e fragcdo

molar do grupo hidrofébico (W) fornecidos por Ryan e col. (2001).

Tabela 5. Massa molar média (Mp,), fragdo molar do grupo hidrofébico (W) e concentracdo micelar

critica (CMC) dos copolimeros E,,B, a 25 °C.

Copolimero M, (g mol™) Wh CMC (mg dm™)
E110B30 12.400 0,261 1,70
E209Bas 12.300 0,445 0,40
E100Bs1 7.000 0,309 0,50
E114Bse 8.070 0,455 0,30

E1s55B76 9.050 0,446 0,37
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Figura 21. Dependéncia da intensidade de fluorescéncia em funcdo do logaritmo da concentragdo aquosa

dos COp0|imerOS: (.) E155876 (5] (I) EzogB45.

Combinando os valores da Tabela 5 com os valores de CMC ja publicados
(resumidos na Tabela 6) construiu-se um gréafico de log(CMC/mol dm™) versus

comprimento do bloco na Figura 22.

Tabela 6. Valores de concentragdo micelar critica (CMC) da literatura de copolimeros E.,B, a 30 °C.

Copolimero  Mn(gmol™') CMC (mgdm ) Referéncia
E,7/By 1.690 5,8 Tanodekaew e col. (1993)
E11Bs 1.130 0,63 Chaibundit e col. (2002)
E41Bs 2.380 0,35 Yu e col. (1997)
E1sB1o 1.510 0,063 Kelarakis e col. (2002)
E24B1o 1.780 0,3 Bedells e col. (1993)
EsoBi13 3.140 0,02 Bedells e col. (1993)
E4sBi1s 3.080 0,0095 Elsabahy e col. (2007)
E106B16 5.820 0,035 Rippner e col. (2002)
EgsBis 5.500 0,008 Mingvanish e col. (1999)
Ei5Bo4 3.730 0,004 Elsabahy e col. (2007)

T=30 °C: excecdo Elsabahy e col. 2007, 20 °C.

A variacdo da temperatura na determinacdo do CMC néo é problema, pois valores

de CMC de copolimeros E,B,, séo insensiveis a temperatura quando n > 15 unidades.
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Entretanto, a variagdo no comprimento do bloco E tem efeito significativo, portanto, na
construcdo do gréfico da Figura 22 usou-se logi;o(CMC)/dm= 0,004 para ajustar 0s
valores de CMC (unidade molar) para um comprimento de bloco E comum e igual ou
superior a m = 100, um procedimento baseado nos resultados publicados por
Alexandridis, Holzwarth e Hatton (1994) e Booth, Attwood e Price (2006).

Os dados da Figura 22 podem ser representados satisfatoriamente por linhas
mostrando duas transi¢cdes, uma consistente com o inicio da formacdo de unimeros-

micelas com n ~ 12 e outra referente ao processo completo com n ~ 30.
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Figura 22. Dependéncia do log;cCMC(mol dm™) versus o comprimento do bloco hidrofébico B (n) para

copolimeros E,B,: (o) dados da literatura, (®) este trabalho.

Segundo Hall (1987), para altos valores de nimero de associacdo de micelas (n >
50) AmicHvy € um valor verdadeiro para a entalpia padrdo de micelizagdo, uma situagdo
normal quando n é grande. Para valores de n menores, a entalpia padrdo é aparente, a
qual, no entanto, descreve corretamente a dependéncia da CMC em relacdo a
temperatura.

A relagdo entre os valores da entalpia de van’t Hoff por unidade de B (AnicHvir/N)
versus o comprimento do bloco mostra que os resultados para os copolimeros E,B,

estdo dentro de uma correspondéncia aceitavel (Figura 23).
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Valores muito baixos, especialmente AmicHyn = 0, sdo caracteristicos de
copolimeros E,B, com n > 15, atribuido a transferéncia de uma molécula de copolimero
como um novelo colapsado para um ndcleo micelar. Um unimero com um bloco
hidrofébico numa conformacdo compacta tem sido chamado de micela unimolecular
desde 1992 em estudos realizados por Yuan, Masters and Price.

Portanto, os valores de CMC descritos, os quais sdo independentes da
temperatura, isto é, consistente com a entalpia de micelizagdo de van’t Hoff igual a
zero, sdo encontrados para outros copolimeros em bloco com longos blocos

hidrofobicos (Yamamoto e col., 2002).
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Figura 23. Valores da entalpia de van’t Hoff por unidade de B (AnicHyn/n) versus o comprimento do

bloco. (e) dados da literatura (ver Tabela 4), (®) este trabalho.
4.2.3 Dibloco EgsGs e tribloco EgsG7E6s

Os valores de concentracdo micelar critica (CMC) obtidos para os copolimeros
dibloco EgsGs e tribloco EgsG7Egs em diferentes temperaturas, em g/L e mmol/L estéo
na Tabela 7.

E possivel observar que o CMC do copolimero dibloco EgsGs varia fracamente
com a variacdo de temperatura, principalmente pela analise dos dados em mmol/L,
enquanto para o tribloco EgsGsEgs ocorre uma reducdo a metade, quando a temperatura
aumenta de 30 para 50 °C. Os valores de CMC encontrados para estes copolimeros pelo

método da solubilizacdo do corante foram cerca de 4 a 10x menores que o CMC
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estudados por tenséo superficial para copolimeros EnG,, € EnGrErm similares (Taboada e
col. 2005 e 2006). Os valores de CMC para o dibloco sdo menores que o tribloco,
expectativa esperada pela arquitetura mais compacta do dibloco, ou seja, maior nimero

de moléculas na micela acarretando uma menor CMC.

Tabela 7. Concentracdo micelar critica (CMC) dos copolimeros dibloco EgsGs, € tribloco EgsG/Egs na
faixa de 30-50 °C.

) E65Gs EesG7Ess

Sistemas - - - -
CMC (mg dm™) CMC (mmoldm™) CMC (mgdm™) CMC (mmol dm™)

30°C 7,0 0,0023 32,0 0,0048

35°C 6,7 0,0022 23,0 0,0034

40 °C 6,4 0,0021 21,0 0,0031

45 °C 6,3 0,0020 18,0 0,0027

50°C 5,6 0,0018 16,0 0,0024

Taboada e col. 2005 e 2006 relatam que a proximidade dos valores de
concentracdo micelar critica entre os diblocos ES, e EnG, e os triblocos EnS,Enm €
EnGhEm deve-se ao fato de terem cadeias hidrofobicas quimicamente semelhantes [S —
OCH,CH(C4Hs) e G — OCH,CH(CH,0C4Hs)].

Dados da dependéncia da intensidade de fluorescéncia e da concentragdo do

copolimero EgsGs (escala logaritmica) a 45 °C estdo na Figura 24.
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Figura 24. Gréfico de emissio de fluorescéncia versus log C (g dm™) dos sistemas EgsGs a 45 °C.



66

4.3 SOLUBILIZACAO
4.3.1 ESPECTROSCOPIA NO UV/VIS

A solubilizacdo de farmacos em copoli(oxialquileno)s tem se desenvolvido nos
ultimos anos devido as propriedades destes copolimeros, tais como: capacidade de
formagdo de geéis termorreversiveis, de formar micelas estiveis, de promover maior
tempo de circulacdo do farmaco no corpo, entre outros. O uso de copolimeros nao-
ibnicos € vantajoso porque apresenta reduzida sensibilidade a variacdo do pH, ou seja,
ndo é afetado pela presenca de eletrdlitos no sistema. Outra vantagem de uso desses
copolimeros é a flexibilidade na sua sintese, ou seja, é possivel sintetizar a molécula
com o grau de solubilidade requerido em funcdo do tamanho do grupo hidrofilico.

A curva de calibracdo para os farmacos griseofulvina, quercetina e mangiferina
em metanol é mostrada na Figura 25. A partir da curva de calibracdo foi obtida a
equacdo que relaciona absorcdo e concentracdo (mg/dm®). As equaces 13, 14 e 15
foram obtidas para griseofulvina, quercetina e mangiferina nos comprimentos de onda

de 292, 375 e 257 nm, respectivamente.

Abs = 0,06173.[S] + 0,02734 (mg/L) (13)

Abs = 0,07200.[S] — 0,00810 (mg/L) (14)

Abs = 0,06173.[S] + 0,03120 (mg/L) (15)
1,4

1,24
1,04
0,84

0,61

Absorbancia

0,4

0,24

0,0¢

T T LI B |
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Figura 25. Curva de calibragdo da griseofulvina (X), quercetina (m) e mangiferina (o) obtida por UV/Vis.
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A solubilidade é estudada através da massa do farmaco solubilizada (mg) por
massa de copolimero (g), chamada de capacidade de solubilizagdo (Scp). A Sep €
calculada a partir da solubilidade total do farmaco na solucdo do copolimero (Sior)
subtraida a solubilidade do farmaco em agua (S,) dividido pela massa do copolimero
(Mcop):

Sep = Stot = So/Meop (16)

Visando verificar a contribuicdo da corona de polidxido de etileno na solulizacdo
promovida pelo copolimero, Chaibundit e col. (2002) estudaram a solubilidade da
griseofulvina numa solucéo de polietileno glicol a 5% m/m (M, = 6000 g mol™) e
verificaram que a solubilidade apresentou-se pouco diferente das medidas de
solubilidade desse farmaco em agua. Portanto, a solubilizacdo na corona formada pelos
blocos E ndo é uma consideragdo relevante. A Figura 26 mostra os valores de
solubilidade da griseofulvina em funcéo da concentragéo de polietileno glicol 6000 a 25

e 37 °C.
0,12

0,10 -

@

0,08 |

HEll - @

0,06 |

L

0,04 -

Solubilidade (mg/mL)

0,02 |

0 5 10 15 20 25 30 35
Concentragéo (%m/m)

Figura 26. Solubilidade da griseofulvina em funcéo da concentragdo do polietilenoglicol 6000 a (m) 25 €
(e) 37 °C.

Crothers e col. (2005) tambem estimaram a capacidade de solubiliza¢éo (S¢p) da
corona composta por blocos E usando o farmaco griseofulvina e concluiram que esta
ndo influencia no valor de S¢, do copolimero como um todo. Assim, apenas a porgéo
hidrofobica e levada em consideracéo e a capacidade de solubilizacdo em mg/g de bloco
hidrofdbico (Sp) € analisada. A solubilidade e calculada a partir dos valores de Scp, com:
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onde W, € a fracdo em massa do bloco hidrofébico (Wg —1, onde We € a fracdo em
massa do bloco hidrofilico e os valores de W, calculados para as misturas sao
encontrados usando-se 0s valores separados dos copolimeros em funcdo de sua
propor¢do). A quantidade de S, fornece uma medida direta da eficiéncia da

solubilizacdo em nucleos micelares, sendo independente da composi¢éo do copolimero.

4.3.1.1. Triblocos F87, E43B14E43 € suas misturas

A Tabela 8 mostra as caracteristicas moleculares dos copolimeros F87 (Eg2P39Es)
e E43B14E43, tais como massa molar numérica média (M,), fracdo em massa do bloco
hidrofébico (W) obtido por espectroscopia de RMN **C e a razdo M,/M, obtida por
cromatografia de permeacéo em gel.

Tabela 8. Caracteristicas moleculares dos copolimeros triblocos.

Copolimero M, (g/mol) Wh Mu/M, Referéncia
F87 (Es2P39Es2) 7720 0,290 1,09 Ricardo e col. (2005)
E43B14E43 4790 0,307 1,08 Crothers e col. (2005)

Valores da absorbancia total, que corresponde a absorbancia da solucéo aquosa do
copolimero com o farmaco, da absorbancia do copolimero correspondente ao valor
obtido para sua solucdo aquosa sem o farmaco no comprimento de onda de 292 nm e a

absorbancia da solucdo aquosa do farmaco encontram-se na Tabela 9.
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Tabela 9. Solubiliza¢do da griseofulvina em solucéo aquosa de F87 a 1% m/v, 25 °C.

F87 Leitura 1 Leitura 2 Leitura 3
Absorbancia Total 0,277 0,299 0,309
Diluicéao (Dy) 10 x 10 x 10 x
Absorbéancia do copolimero 0,036 0,037 0,036
(D) 10 x 10 x 10 x
Absorbancia do farmaco em agua (Ay) 0,217 0,232 0,226
Diluig&o (D) 10 x 10 x 10 x
mg/L 50
mg/g F87 (Scp) 0,5
mg/g bloco hidrofébico (sp) 1,72

A aplicacdo dos dados da Tabela 11 na curva de calibragéo para a griseofulvina

fornece a concentracdo do farmaco na solucdo micelar:

A =0,02734 + 0,06173.[S] (mg/L) (13)
(Ac- Ac- Ar) =0,02734 + 0,06173.[S]
S = 0,5 mg/L (x Diluicéo)
S=5,0mg/L

As concentracfes das solucdes dos copolimeros (S¢) é 1% m/v, ou seja, 1 g/100
mL. Portanto, a capacidade de solubilizag&o S¢, € 0,5 mg/g copolimero. A capacidade de
solubilizacdo S, € calculada levando-se em conta a fragdo em massa do bloco
hidrofébico (W):
Sh = Secp (marg) / Wh ()
Sh=0,5/0,29

Sh = 1,72 mg/Q vioco hidrofebico

A analise dos valores de S, do copolimero E43B14E43 obtidos pelos métodos 1 e 2
demonstrou que tais valores estdo abaixo dos dados encontrados na literatura, como
mostra a Tabela 10. Entretanto, pode-se observar que o método 3 e 4 fornecem valores
de Scp intermediarios entre os métodos 1 e 2 utilizando os dados da literatura para

analise (Tabela 11). O mesmo foi observado para a serie de diblocos EnB, estudada.
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A etapa de centrifugacdo ndo afeta a solubilizagdo, uma vez que o sistema
encontra-se saturado e apenas a filtragcdo podera remover qualquer por¢do insoltvel

existente.

Tabela 10. Valores de S, para o copolimero E43B14E43 obtidos nesse trabalho e os citados na literatura.

Copolimero Dissolucao* Dissolucao Fundido* Fundido
25°C 25°C 37 °C 25°C 25°C

E43B14 Ea3 3,3 2,0 2,5 6,1 2,9

E43Bi14 Esz** - 2,3 2,6 - 3,0

*Crothers e col. (2005)

**Solugdes centrifugadas a 6000 rpm por 30 minutos.

Observou-se que para esse sistema, os méetodos de solubilizacdo por dissolugéo e
fundido ndo promovem boa solubilidade do farmaco (Tabela 10), sendo compativel com
a idéia de que cada sistema polimero/farmaco exerce uma interagdo que sera dependente
do método de solubilizacéo utilizado (Attwood, Zhou e Booth, 2007).

Tabela 11. Valores de capacidade de solubilizagéo, S¢,, (mg/g copolimero) e capacidade de solubilizagdo
por bloco hidrofobico (Sy) obtidos pelos métodos 3 (filme) e 4 (sonicagdo) para os copolimeros F87

(E6oP29Ee), E43B14E43 € Suas misturas. So = 3,6 mg/dL

Sistema Filme Sonicacao
Sep (MY/) Sh(mg/g) Sep (MY/) Sh(mg/g)

F87 (Es2P39Es2) 1,3 4,6 1,9 6,6
50/50 3,5 11,8 3,0 10,2
60/40 4,1 13,7 4,3 14,3
70/30 4,6 15,2 5,2 17,2
80/20 5,0 16,5 5,2 17,1
90/10 5,0 16,4 54 17,7
E43B14E43 4,2 13,7 3,6 11,7

Analisando os valores de S¢, para os copolimeros E43B14Ea3, F87 e suas misturas
(Tabela 11) observou-se um aumento significativo da capacidade de solubilizac&o para
a mistura com 70% do bloco mais hidrofobico (E43B14E43) pelo método 3 e 60% pelo

método 4. Tal fendmeno foi também observado em estudos de solubilizacdo para
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misturas do copolimero Ei3;S:sE137 € F87 contendo a partir de 70% do copolimero
E137S18E137 (Pinho, 2006), destacando que diferentes métodos foram utilizados (Figura
16).

A capacidade de solubilizacao por bloco hidrofébico obtido pelo método 3 (filme)
mantém a razdo 1:3 da solubilizacdo do farmaco em sistemas com bloco hidrofébico P:
B (13,7 mg/g E43B14E43/4,6 mg/g F87 = 2,98), que foi igualmente encontrado no estudo
realizado por Rekatas e col. (2001), a qual é uma aproximacao grosseira das raz0es de
hidrofobicidade baseada nos valores de CMC (P: B: S = 1: 6:12) calculados por Booth e
Attwood (2000).

A Figura 27 mostra a variacdo da capacidade de solubilizacdo por grama de
copolimero (S¢p) e a capacidade de solubilizagdo por grama de bloco hidrofobico (Sh)

para a solubilidade da griseofulvina obtida pelos métodos 3 e 4.
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Figura 27. Solubilidade da griseofulvina em funcéo da propor¢do do copolimero E43B14E,3 obtidos pelos

métodos: 3 (filme) (m) S, € (@) Sy, e 4 (sonicacéo) (7)) Sep € (0) Sh.

A Tabela 12 mostra em quantas vezes a solubilidade em é&gua da griseofulvina
aumentou nas solucdes aquosas a 1% dos copolimeros em fungdo do método de
solubilizacdo aplicado (método 3 — filme e método 4 — sonicacdo). Esses valores de
S/S, expressam os resultados de solubilizagcdo para aplicacdo direta das formulagoes
aquosas dos copolimeros a 1% (m/v).

A solubilidade da griseofulvina aumenta de 1,4 a 2,5 vezes em solugdes micelares
dos copolimeros a 1% m/v. O maior aumento de solubilidade da griseofulvina é

observado para as proporcoes 80/20 e 90/10 preparadas pelo método filme (método 3) e



72

90/10 preparada pelo método de sonicacdo (método 4). Sendo 0 aumento superior ao
copolimero E43B14E43 promovido pelas misturas de E43B14E43/F87 a 70/30 obtida pelo
método 3 (filme) e E43B14E43/F87 a 60/40 obtida pelo método 4 (sonicacao).

Tabela 12. Aumento (S/S,) das solubilidades da griseofulvina nas solugdes a 1 % m/v dos sistemas

poliméricos submetidos aos métodos 3 (Filme) e 4 (Sonicagao).

Sistema Filme Sonicacéo
S (mg/dL) S/So S (mg/dL) S/So
F87 (Ee2Ps9Es2) 4,9+0,76 14 55+0,51 15
50/50 7,1+0,11 2,0 6,6 £ 0,32 1,8
60/40 7,7+0,71 2,1 7,9+0,17 2,2
70/30 8,2+0,39 2,3 8,8 £0,27 2,4
80/20 8,6 £0,31 2,4 8,8+0,18 2,4
90/10 8,6 £0,11 2,4 9,0+£0,28 2,5
E43B14E43 7,8 £0,09 2,2 7,2+0,15 2,0

Os dados de raio hidrodinamico aparente (rn, app) para 0s copolimeros E43B14Euas,
F87 e sua mistura 50/50 publicados por Harrison e col. (2005) dao suporte ao perfil de

solubilizacdo observado. Harrison e col. (2005) relatam que o copolimero F87
(E62P39Es2) em solugéo a 20 °C apresenta um pico Unico com rhapp = 2 NM sendo

caracteristico da presenca de unimeros em solucdo ndo associados. A 30 °C, picos

dominantes de unimeros foram observados. A distribuicdo para solucdes a 40 °C
apresenta dois picos COm Iy app = 2 NM (UNIMEros) e rpapp = 10 Nm (micelas). Excegdo
ocorre na solugdo de ¢ = 50 g dm™ na qual a distribuicdo mostrou um dnico pico com
rhapp = 10 nm (micelas), isto €, a distribuicdo evidencia um aumento da extenséo de

micelizacdo com o aumento da concentracdo a essa temperatura. A 50 °C, as

distribuicGes obtidas para as solu¢des mostraram picos Unicos dentro da faixa de

concentragdo estudada, com valor de rpaep =~ 8-10 nm indicativo de formagdo de

micelas. Yang e col. (1997) também relataram picos com ry app < 4 NM que sdo tratados
como picos referentes a moléculas ndo associadas, ou seja, unimeros para copolimeros
triblocos do tipo EnBEm. O copolimero E43B14E43 apresentou picos Gnicos de rh zpp COM

valores de 6 — 6,6 nm na faixa de temperatura de 20 a 50°C, ou seja, hd uma
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homogeneidade de micelas na faixa de temperatura estudada para este copolimero. A
mistura E43B14E43/F87 50/50 apresentou perfil similar ao F87 as temperaturas de 20 —
40 °C, com valores de ryapp menor que o observado para o copolimero E43Bi4Ess a
temperatura de 30 °C. Tal evidéncia justifica menores valores de Sc, e S, para esta
mistura em todos os metodos estudados (25 e 30 °C). Os valores de numero de
associacdo (n) exibem melhor o perfil. A mistura E43B14E43/F87 50/50 exibe menores
valores de n que o copolimero E43B14E43, 0u seja, menor nimero de moléculas participa
da mistura, justificando um menor efeito de solubilizagdo. A Tabela 13 traz um resumo
das propriedades micelares (n — nimero de associagdo e rhapp — raio hidrodinamico

aparente) dos copolimeros E43B14E43, F87 € sua mistura 50/50 publicados por Harrison e
col. (2005).

Tabela 13. Propriedades micelares (n — nimero de associacéo e ry .y, — raio hidrodindmico aparente) dos

copolimeros triblocos F87, E43B14E 43 € sua mistura 50/50 publicados por Harrison e col. (2005).

Temperatura E43B14E43 F87 (EggP39Es9) Mistura 50/50
(°C) n I, app n Th, app n Fh, app
20 6 6,0 - - - -
30 11 6,3 - - 6 59
40 14 6,1 - - 9 7,1
50 16 6,6 11 9,8 14 7,7

Na Tabela 14 encontram-se os valores de coeficiente de particdo (P) e energia
livre padrdo de solubilizacdo (AG®) obtidos pelos métodos 3 (filme) e 4 (sonicacdo). Os
resultados de solubilizacdo obtidos pelos métodos 3 e 4 mostram que ha um aumento
significativo no coeficiente de particdo do copolimero tribloco F87 (Ee.P39Es2) para o
copolimero tribloco E43B14E43. Em estudos realizados com uma série de copolimeros do
tipo EnP,En foi observado um aumento no coeficiente de particdo em funcdo da
concentracdo e temperatura, mostrando que o copolimero torna-se mais hidrofobico
com o aumento da temperatura e de sua concentracdo no estudo de solubilizagéo
(Kadam, Yerramilli e Bahadur, 2009). Ao comparar copolimeros diferentes pode se
observar que quanto maior o coeficiente de particdo mais hidrofébico sera o
copolimero. No caso, o copolimero E43B14E43 € mais hidrofobico do que o copolimero

Es2P39Es2. Nas misturas observa-se um aumento do coeficiente de particdo com o
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aumento da propor¢cdo do copolimero mais hidrofébico condizente com o discutido
anteriormente, o qual se torna maior que o copolimero E43B14E43 a partir de 70% na

mistura para 0 método 3 e 60% para o0 método 4.

Tabela 14. Valores de coeficiente de particdo (P) e energia livre padrdo de solubilizacdo da griseofulvina
(AG®, kJ) obtidos pelos métodos 3 (Filme) e 4 (Sonicacéo) para os copolimeros triblocos F87 (Ee,PagEs»),

E43B14E 43 € suas misturas.

Sistema Filme (3) Sonicacao (4)
P AG® (kJ/mol) P AG® (kJ/mol)

F87 0,36 +2,6 1,06 -0,1
50/50 0,96 +0,1 1,36 -0,8
60/40 1,12 -0,3 1,72 -1,3
70/30 1,26 -0,6 1,97 -1,7
80/20 1,37 -0,8 1,97 -1,7
90/10 1,37 -0,8 2,03 -1,8
E43B14E43 1,15 -0,4 1,53 -1,0

A solubilizacdo espontanea do farmaco griseofulvina nas solucdes aquosas dos
copolimeros e misturas € manisfetada por valores negativos de energia livre padrdo
(AG®), o qual sugere apreciavel aumento do numero de agregacdo de micela (Kadam,
Yerramilli e Bahadur, 2009).

A Figura 28 apresenta o gréfico do valor da energia livre padrdo de micelizagdo
em funcdo da porcentagem de copolimero tribloco E43B14E43 na mistura obtida pelos

métodos 3 (filme) e 4 (sonicacéo).



75

3,0

20r
15}
10F
05F

AG (KJ/mol)

05+ . u
10t °

15t oo,
_2’0 1 L 1 L 1 L 1 L 1 . 1

0 20 40 60 80 100
% E43B14E43

Figura 28. Variacdo da energia livre padrdo de solubilizagdo em fungdo da porcentagem de copolimero

tribloco E43B14E43 na mistura obtida pelos métodos: (m) 3 (filme) e () 4 (sonicagdo).

Os sistemas apresentam o perfil de espontaneidade pelo método 3, com excecao
para o copolimero tribloco F87 (EgPssEs2) € a mistura 50/50 que séo pouco
hidrofébicos. O método 4 (sonicacdo) favoreceu a espontaneidade da solubilizacdo. A
espontaneidade de solubilizacdo € obtida quando a solubilidade na solugdo micelar é
igual ou maior ao dobro da solubilidade em agua (P > 1). As misturas favoreceram uma
maior solubilidade, o que indica a existéncia de maior agregado micelar em relacdo aos

copolimeros separados.

4.3.1.2 Série de diblocos E,B,

A Tabela 15 mostra os resultados dos experimentos de solubilizagdo da
griseofulvina em solugdes aquosas dos diblocos EnB, a 1% m/m obtidos pelos métodos
de dissolucdo (1), fundido (2) e filme (3).

Os diblocos usados no estudo de solubilizacdo eram turvos a temperatura
ambiente. Chaibundit e col. (2005) e Zhou e col. (2008) relataram 0 mesmo fenémeno
para o dibloco E;7B1,. Os autores justificaram que esse fendmeno € atribuido a presenca
de longas micelas em uma forma semelhante a uma minhoca (“worm”). Assim, como
para o estudo de solubilizagdo do dibloco E;7Bi2, 0 efeito da turbidez néo foi
considerado na resposta da analise por UV, pois as solu¢@es dos diblocos se mostraram

limpidas dadas a diluicdo para leitura no comprimento de onda.
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Tabela 15. Valores de capacidade de solubiliza¢do da griseofulvina, S, (Mmg/g copolimero) e capacidade
de solubilizagdo por bloco hidrofébico (Sy) dos copolimeros diblocos a 25 °C submetidos aos métodos de
dissolucdo (1), fundido (2) e filme (3).

Copolimero Dissolucéo (1) Fundido (2) Filme (3)
Sep Sh Sep Sh Sep Sh
E110B30 3,9 13 8,7 28 5,0 16
E2090Bas 2,9 11 7,1 27 4,5 17
E100Bs1 4,9 10 9,4 21 7,8 17
E114Bss 4,7 11 9,2 21 6,4 14

E155B76 51 11 - - - -

Os sistemas de copolimeros em bloco consistem em micelas poliméricas nano-
reservatorias. Nesses sistemas, ha formacédo de interacdes hidrofobicas ou ligacdes de
hidrogénio entre a micela e o farmaco, 0 que representa a base para a solubilizacdo e
estabilizacdo de farmacos em micelas poliméricas (Aliabadi e Lavasanifar, 2006).

A eficiéncia de solubilizacdo foi a seguinte: método 2 (fundido) > método 3
(filme) > método 1 (dissolucao).

O procedimento relacionado ao método 1 envolve a adicdo direta e incubacgéo do
farmaco com copolimero em bloco no meio aquoso por um tempo pré-estabelecido para
promover o equilibrio. Este método ndo é muito eficiente em termos de niveis de
farmaco carreado e ndo é viavel para a maioria das estruturas copolimero/farmaco.

O método 3 (filme), que se da pela evaporacdo do solvente, promove maior
encapsulamento quando comparado ao método 1 (dissolu¢édo), pois ha o favorecimento
da difusdo do farmaco no ndcleo micelar (Elsabahy e col., 2007).

O método 2 (fundido) favoreceu o maior encapsulamento do farmaco, uma vez
que favoreceu a uma rapida e irreversivel transferéncia deste para o nucleo micelar
guando o farmaco encapsulado por fusdo do copolimero € transferido para fase aquosa a
65 °C (Crothers e col., 2005).

Analisando a Tabela 15, observa-se que a variagdo da composic¢ao do copolimero
acarreta variacdo na capacidade de solubilizagéo (Scp), 0 que desaparece se a capacidade
de solubilizagdo por grama de bloco hidrofébico, Sy, for considerado. A Figura 29
mostra a relacdo entre a quantidade de S, e o0 comprimento do bloco B. A evidéncia é

que a solubilizacdo da griseofulvina em nucleos de micelas de copolimeros En,B,, como
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medido por Sy, € essencialmente independente do comprimento do bloco B na faixa de
concentracdo estudada. Como o comprimento do bloco B é o maior determinante do
tamanho do nucleo para micelas compactas, pode ser concluido que o tamanho do
nucleo da micela ndo é uma consideracdo muito importante, contanto que n exceda 15
unidades de B. Tal fato deve-se a reducdo do contato com a dgua e entdo ha reducdo do
efeito hidrofébico como consequencia do colapso hidrofobico que ocorre com n > 15
(Booth, Attwood e Price, 2006; Kelarakis e col., 1998).
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Figura 29. O efeito do comprimento do bloco B na solubilizagéo da griseofulvina em solu¢bes micelares

de copolimeros E,B, a 25 °C: (m) dissolugdo, (e) fundido e (A) filme.

Sabe-se que, na pratica farmacologica, Sc, € uma medida importante, e o valor de
Sep sera alto se a fragcdo de B no copolimero for alta. Os copolimeros estudados
apresentaram valores de wg na faixa de 0,26-0,45.

Copolimeros EnB,, com blocos E curtos (por exemplo E;7B12, wg ~ 0,54) podem
formar micelas em solugdo na forma de minhoca (“worm”), um efeito que aumenta a
solubilizacdo (Booth, Attwood e Price, 2006). Copolimeros com blocos B curtos podem
ter significante aumento no valor da CMC e podem ser micelizados incompletamente
em solucdo a 1% a 25 °C. Um exemplo desse comportamento foi relatado para o
copolimero E41Bg, com valores de wg ~ 0,24 e CMC ~0,1%, cujo efeito diminui a
extensdo da solubilizagédo (Yu e col., 1997).

Uma vez que copolimeros com blocos curtos sdo mais facilmente preparados, o
estudo sugere um dibloco E3oB1s (wg = 0,45) como uma composicao satisfatoria para

um copolimero para solubilizacdo de drogas aromaticas em micelas compactas e em
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soluc@es diluidas. Luo e col. (1993) relataram que o pequeno tamanho de moléculas ndo
associadas de E,B, facilitam sua eventual saida do corpo, enquanto que a formacéo de
géis de suas solucbes micelares concentradas tornam-se potenciais no uso de
mecanismos de liberacdo controlada. As consideracGes gerais levantadas podem ser
estendidas a outros copolimeros baseados em poli(oxietileno)s, incluindo aqueles com
bloco hidrofébico de poliéster.

A Tabela 16 mostra em quantas vezes a solubilidade em agua da griseofulvina
aumentou nas solucBes aquosas a 1% dos copolimeros em funcdo do método de
solubilizacdo aplicado (método 1 — dissolucéo, 2 —fundido e 3 — filme). Esses valores
de S/S, expressam os resultados de solubilizagdo para aplicacéo direta das formulagoes

aquosas dos copolimeros a 1% (m/v).

Tabela 16. Aumento (S/S,) das solubilidades da griseofulvina nas solucbes a 1 % m/v da série de diblocos

submetidos aos métodos de dissolugéo (1), fundido (2) e filme (3).

Copolimeros Dissolucao (1) Fundido (2) Filme (3)
S(mg/dL) SISy S(mg/dL) SISy S(mg/dL) SISy
EunoBs 752057 21 12,3+0,26 34 86+033 24
ExoBss 6,5%£025 18 10,7+0,65 3,0 8,1+048 23
Ei0Bss 85%+0,18 24 13,0£0,87 3,6 114+059 3.2
Ei4Bss 83+054 23 12,8+0,77 3,6 10,0£0,13 28

EissBe 8,7+£0,41 2,4 - - - ;

A solubilidade da griseofulvina aumenta de 1,8 a 3,6 vezes em solugdes micelares
dos copolimeros a 1% m/v, sendo 0 maior aumento promovido pela amostras obtidas
pelo método 2 (fundido), conforme discutido.

Na Tabela 17 encontram-se os valores de coeficiente de particdo (P) e energia
livre padrdo de solubilizacdo (-G°) obtidos pelos métodos de dissolu¢édo (1), fundido (2)
e filme (3).

Através dos valores de entalpia padrdo de solubilizagdo € possivel verificar a
pequena influéncia do comprimento do bloco B no aumento da espontaneidade da
solubilizacdo, fato verificado pela analise dos valores de capacidade de solubilizagéo
por bloco hidrofdbico. Os resultados estdo em concordancia com o fato de acima de 15

unidades de bloco B ndo haver forte variagdes na solubilidade do farmaco, dado a
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reducdo do contato com a agua e entdo reducdo do efeito hidrofébico como

consequéncia do colapso hidrofébico que ocorre.

Tabela 17. Valores de coeficiente de particdo (P) e energia livre padrdo de solubilizacdo da griseofulvina

(AG®, kJ) obtidos pelos métodos de dissolugdo (1), fundido (2) e filme (3) para os copolimeros diblocos

da série E,B,.

Copolimero Dissolucao Fundido Filme
AG® AG® AG®
P (KJ/mol) P (KJ/mol) P (KJ/mol)
E110B30 1,08 -0,2 2,42 -2,2 1,37 -0,8
E209Bas 0,80 +0,6 1,97 -1,7 1,23 -0,5
E100Bs1 1,36 -0,8 2,61 -2,4 2,14 -1,9
E114Bs6 1,30 -0,7 2,56 -2,3 1,75 -1,4
E155B76 1,42 -0,9 - - - .

A Figura 30 mostra a variacdo da energia livre padrdo de solubilizacdo (AG®) e 0

comprimento do bloco B para os trés métodos de solubilizacdo empregados (dissolucéo,

fundido e filme).
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Figura 30. Variagdo da energia livre padrdo de solubilizacdo em fungdo do comprimento do bloco B
obtido pelos métodos: (m) 1 (dissolucdo), (e) 2 (fundido) e (A) 3 (filme).

4.3.1.3. Dibloco EgGs e tribloco EgsG7Egs

A Tabela 18 mostra as caracteristicas moleculares dos copolimeros dibloco EgsGs

e tribloco EgsG7Egs, tais como massa molar numérica média (M,), fragdo em massa do
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bloco hidrofébico (W) obtido por espectroscopia de RMN *3C e a razdo M,/M, obtida
por cromatografia de permeacéo em gel.

Tabela 18. Caracteristicas moleculares dos copolimeros dibloco E¢sGs e tribloco EgsG7Egs.

Copolimero M, (g/mol) Wh Mw/M, Referéncia
EesGs 3100 0,210 1,03 Taboada e col., 2006
EesG7Ess 6700 0,180 1,05 Taboada e col., 2005

A Tabela 19 mostra os resultados de solubiliza¢do dos copolimeros dibloco EgsGs
e tribloco EgsGsEgs a 25 °C e 37 °C obtidos pela espectroscopia no UV/Vis.

Podemos observar que a solubilizacdo dos farmacos € significativa,
principalmente para a quercetina que € bastante insoluvél em agua (Sp = 0,05 e 0,10
mg/dL a 25 e 37 °C, respectivamente), ocorrendo aumento de solubilidade de 85 a 260
vezes. Ja a mangiferina tem uma solubilidade em agua mais elevada (So = 9,92 e 15,6
mg/dL a 25 e 37 °C, respectivamente), o que favoreceu pouco a sua solubilidade
(aumentos de 2,6 a 3,1). Resultados similares foram encontrados por Zhou e col., 2008
no estudo da solubilizacdo da carbomazepina, griseofulvina e espironolactona. Como a
carbomazepina é moderadamente solivel em solucdo tampéo e, como conseqiiéncia de
sua afinidade para a fase aquosa, o reforco de solubilidade através do uso de uma
solucdo micelar é baixa, S/Sy < 2 para as solugdes a 25 °C, logo sua penetracdo no
nacleo hidrofébico é baixa. Ja os farmacos griseofulvina e espironolactona sdo pouco
soluvéis em &gua e forneceram maiores valores de S/Sy, na faixa de 3-7 vezes para
solucdes a 25 °C. Entdo, o que se observa que o a solubilidade do farmaco em agua
interfere ou afeta o perfil de solubilidade do copolimero, confirmando, portanto sua
eficiéncia para farmacos mais hidrofébicos.

Observa-se uma solubilidade ligeiramente superior promovida pelo copolimero
dibloco EgsGs, diferente do encontrado por Taboada e col., 2005 e 2006 no estudo da
griseofulvina, no qual o dibloco (Es;Gs, 12,4 mg/g a 25 °C) solubilizou muito mais que
o0 tribloco (Es.GsEs2, 8,0 mg/g a 25 °C). A menor capacidade de solubilizacdo do
tribloco é uma conseqiiéncia da sua arquitetura, pois o diametro maximo possivel de
micelas esféricas formadas a partir de um copolimero dibloco linear sera
aproximadamente o dobro de uma micela formada a partir do copolimero tribloco

correspondente devido ao enlagamento do bloco central no ndcleo micelar.
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Tabela 19. Parametros de solubilizagdo dos copolimeros dibloco EgsGs e tribloco EgsGsEes a 25 °C e 37

°C obtidos pela espectroscopia ho UV/Vis. Sy = 0,05 e 0,10 mg/dL para quercetina e So = 9,92 e 15,6

mg/dL para a mangiferina a 25 e 37 °C, respectivamente.

EesGs EesG7Ees
Sistemas T (°C)
S s/s Sep Sh S s/s Sep Sh
(mg/dL) ° (mg/dL) (mg/g)  (mg/dL) ° (mg/dL) (mg/g)
25 1328+141 266 @ 13,23 63 12,66 +£1,85 253 12,61 70
Quercetina
37 8,84 £ 0,29 88 8,73 41,6 9,94 + 1,56 99 9,84 54,7
25 30,63+343 31 20,71 986 2839+343 29 18,47 102,6
Mangiferina
37 4492+347 29 29,33 139,7 40,14+7,19 26 24,55 136,4
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Observa-se um comportamento diferenciado entre os farmacos com o aumento da
temperatura. A quercetina sofre diminuicéo da solubilidade em ambos os copolimeros,
enquanto a mangiferina aumenta sua solubilidade em &gua com o aumento da
temperatura.

Taboada e col. 2005 estudaram a solubilizagdo da grisolfulvina em copolimeros
com bloco hidrofébico G. Um estudo comparativo foi realizado com copolimeros de
bloco hidrofébico S e observaram que, em média, a capacidade de solubilizacdo de um
nucleo esférico G é mais que o dobro de um nucleo esferico S, atribuindo esse
comportamento, em parte, a hidrofobicidade ligeiramente maior de unidades G, mas,
principalmente, a alta mobilidade dos blocos G em um nucleo micelar comparados aos
blocos de S. Mobilidade dos blocos no ndcleo micelar facilita o processo de
solubilizacdo em temperatura ambiente, o que justifica os altos valores de solubilidade

encontrados para os sistemas deste trabalho.

4.3.2 CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)
4.3.2.1 Dibloco EgsGs € tribloco EgsG7E6s

A curva de calibracdo dos farmacos quercetina e mangiferina obtidas por HPLC
nos comprimentos de onda 317 e 370 nm, respectivamente encontram-se na Figura 31.
As EquacOes 18 e 19 foram obtidas a partir da curva de calibracdo para quercetina e

mangiferina nos comprimentos de onda de 317 e 370 nm, respectivamente.

Area = 78,52.10%[S] (mg/L) (18)
Area = 38,21.10%.[S] (mg/L) (19)
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Figura 31. Curva de calibracdo obtida por HPLC dos farmacos quercetina (m) e mangiferina (O).
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A Figura 32 exibe os cromatogramas dos farmacos quercetina e mangiferina em
agua e nas solugdes aquosas dos copolimeros dibloco EgsGs e tribloco EgsG7Ess. A

quercetina apresenta tempo de retencao de 16,5 min e a mangiferina de 2,8 min.
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Figura 32. Cromatogramas das solu¢fes de farmacos a 25 °C: (a) solucdo aquosa QEgGs, (b) solugdo
aquosa QEgsG7Egs, (€) solucdo aquosa de quercetina, (d) solucdo aquosa MEgGs, (e) solucdo aquosa

MEgsG7Egs, (f) solugdo aquosa de mangiferina.

A Tabela 20 mostra os resultados de solubilizacdo dos farmacos quercetina e
mangiferina nos copolimeros dibloco EgsGs e tribloco EgsG7Egs obtidos por HPLC.

Os resultados obtidos por HPLC mantém o mesmo perfil descrito para o0s
resultados obtidos pelo método de espectroscopia no UV/Vis. Podemos observar que 0s

resultados obtidos por espectroscopia no UV/Vis apresentam valores bem proximos ao
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obtidos por HPLC (técnica mais eficiente), sendo, portanto, uma técnica de
quantificacdo viavel para o estudo de solubilizacéo.
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Tabela 20. Parametros de solubilizagdo dos copolimeros dibloco EgsGs e tribloco EgsGsEes a 25 °C e 37
°C obtidos por HPLC. S, = 0,05 e 0,07 mg/dL para quercetina e Sp = 10,69 e 14,76 mg/dL para a
mangiferina a 25 e 37 °C, respectivamente.

EesGs Ee5G7Ess
Sistemas T (°C)
y SIS Scp Sh y SIS Scp Sh
(mg/dL) O (mg/dL) (mg/g)  (mg/dL) O (mg/dL) (mgl/g)
25 13,20+0,29 264 13,15 62,3 13,22+0,56 264 13,17 73,2
Quercetina
37 8,27 +051 118 8,21 39,1 9,47+0,96 135 9,40 52,2
25 30,64+346 29 19,95 95 29,44 +320 28 18,75 104,2
Mangiferina

37 38,23+1,03 26 23,47 111,8 40,49+1,04 27 25,73 1429
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4.4 CARACTERIZACAO

A caracterizacdo dos copolimeros, misturas de copolimeros e encapsulados foi
realizada por espectroscopia no infravermelho (FT-IR), espectroscopia RAMAN (FT-
RAMAN), Raio-X, tamanho de particula e microscopia eletrénica de varredura (MEV)

visando obter informaces a respeito dos copolimeros e seus encapsulados.

4.4.1 ESPECTROSCOPIA DE ABSORGAO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO (FT-IR)

4.4.1.1 Triblocos F87, E43B14E43 suas misturas e seus encapsulados

Os espectros de infravermelho dos copolimeros puros e das misturas com
griseofulvina encapsulada foram obtidos apenas para confirmar os principais grupos
funcionais dos copolimeros e para verificar se houve interacdo quimica entre eles.
Todas as amostras dos polimeros apresentaram espectros, praticamente, com as mesmas
bandas de absorcdo, e nenhuma nova banda apareceu nos espectros das misturas. Por
isso, apenas o espectro da griseofulvina, do copolimero tribloco Es3Bi4Ess € da
griseofulvina encapsulada no copolimero tribloco Es3Bi14E43 foram apresentados na
Figura 33.

A Tabela 21 mostra as principais bandas do farmaco griseofulvina.

Tabela 21. AtribuicGes das freqiiéncias das principais bandas do farmaco griseofulvina.

N° de onda (cm™) Atribuicdes
1708 >C=0
1660 >C=0
1618 d (C-C) anel aromatico
1587 d (C-C) anel aromatico
1470 3 (CHy)
1428 das(CHs3)
1355 85 (CHs)
1219 8as(0—-C=C)
1059 8(0-C=C)

A diferenca observada no espectro é relativo a banda em 2967 cm™, que é

associada a freqliéncia assimétrica do grupamento metila (CHj3), bastante discreta no
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copolimero tribloco E43B14E43, mas melhor visualizada no copolimero tribloco F87,

mistura E43B14E43/F87 50/50 e seus encapsulados.

A Tabela 22 mostra as principais bandas com suas atribui¢des dos copolimeros e

seus encapsulados.

Tabela 22. AtribuicGes das freqiiéncias das principais bandas dos copolimeros F87, E43Bi4E4s, suas

misturas e encapsulados.

N° de onda (cm™) Atribuicdes
2967 Vas (CH;)
2914 Vas (CH2)
2883 vs (CHs)
1644 5(0-C)

1467 85(CHy)

1355 8 (CHy), v (C-C)
1300,7 d (CHy)

1254 8 (CH,), v (C-O)
1104 v (C-0-C)

951 8 (CH-0), v (C-0-C)
841,5 8 (CH-0), v (C-O)




89

g'eqet
L'00€T

TY5eT
T'00€T

GySeT
6'99vT

SYSET
L'2ovT

6'€v9T T'L91

62882
[A114

(a)

S'€0TT

9'850T

6'69vT

BIQUBHWSUBL] Yp

2500 2000 1500 1000 500

3000

Ndmero de onda (cm_l)

(@)

Figura 33. Espectros de absorcdo na regido do Infravermelho (FT-IR) em pastilha de KBr:

griseofulvina, (b) E43B14E43 € (C) GE43B14E43,
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4.4.1.2 Dibloco EgsGs e tribloco EgsG7Egs € seus encapsulados

As amostras dos copolimeros dibloco EgGs e o tribloco EgsG7Egs apresentaram
espectros com as mesmas bandas de absor¢do, e nenhuma nova banda apareceu nos
espectros dos copolimeros contendo os farmacos quercetina e mangiferina. Por esta
razdo, apenas o espectro da quercetina, do copolimero dibloco EgsGs e 0 encapsulado de

quercetina no copolimero dibloco EgsGs (QEesGs) foram apresentados na Figura 34.
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Figura 34. Espectros de absorcdo na regido do Infravermelho (FT-IR) em pastilha de KBr: (a) quercetina,

(b) EgsGs € (c) QEegsGs.
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A Tabela 23 mostra as principais bandas dos farmacos quercetina e mangiferina.

Tabela 23. Atribuices das freqliéncias das principais bandas dos farmacos quercetina e mangiferina.

N° de onda (cm™)

AtribuicGes quercetina

N° de onda (cm™)

AtribuicGes mangiferina

3363 ligacdo OH 3285,4 ligacdo OH
1668,7 C=0 conjugada 2931,4 v(CH>)
1613,4 d (C-C) aromatico 2882,9 v(CHy)

1520 C=C aromatico 1647,7 C=0
1374,4 -C-0O-C- 1487,9 alcool primério
1316,2 -C-0-C- 1092,2 alcool primério

1009 -C-O-C- 842,7 -D-glicopiranosideo
818,9 substituintes aromaticos 821,8 Estrutura da xantona
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A Tabela 24 mostra as principais bandas com suas atribui¢des dos copolimeros
dibloco EgsGs, o tribloco EgsG7Ess e seus encapsulados de quercetina e mangiferina.

Tabela 24. AtribuicBes das freqiiéncias das principais bandas dos copolimeros dibloco EgsGs, tribloco

EesGsEgs € seus encapsulados.

N° de onda (cm™) AtribuicBes
2891 vs (CH; e CHa)
1599 d (C-C) aromatico
1467 ds (CHy) e v (C-C) aromatico.
1349 § (CHy), v (C-C)
1279,6 3 (CHy)
1238,5 § (CHy), v (C-0)
1113,1 v (C-0-C)
960,7 § (CH»-0), v (C-O-C)
842 § (CH2-0), v (C-O)
752,4 d (C-H) arom monossubstituido
689,7 & (C-H) arom monossubstituido

4.4.2 ESPECTROSCOPIA RAMAN (FT-RAMAN)

4.4.2.1 Triblocos F87, E43B14E43 suas misturas e seus encapsulados

A espectroscopia FT-Raman foi utilizada neste trabalho para verificar a
ocorréncia de interacdo da griseofulvina com os copolimeros, uma vez que a
espectroscopia de infravermelho ndo foi sensivel. A Figura 35 mostra os espectros (na

mesma escala) da griseofulvina, do copolimero e do encapsulado obtido pelo método 3.
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Figura 35. Espectro FT-Raman: (a) griseofulvina, (b) E43B14E43 € (€) G E43B14E43 (Método 3).

A regido de 800-1600 cm™ contém informacdes das ligagdes do copolimero,
enquanto a regido de 2700-3000 cm™ reflete a presenca dos grupos laterais e cadeias
terminais (Nace, 1996).

A griseofulvina apresenta em 3000 cm™ alongamento C-H. Tal regi&o apresenta-
se intensificada no espectro do encapsulado. As duas bandas presentes na regido de 633-
657 cm™ sdo referentes & cristalinidade do farmaco, que no espectro do encapsulado
apresenta-se como uma banda discreta em 609 cm™, o qual pode ser atribuido a

presenca e consequente interacdo do farmaco com o copolimero. A banda em 821 cm™
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também é relativa ao farmaco em sua forma cristalina, que se desloca para 793 cm™ no

encapsulado (Feng, Pinal e Carvajal, 2008).
4.4.2.2 Dibloco EgsGs e tribloco EgsG7Egs € seus encapsulados

A espectroscopia FT-Raman mostrou informacdes importantes a respeito das
interacdes dos farmacos quercetina e mangiferina e os copolimeros dibloco EgsGs e
tribloco EssGsEgs, uma vez que a espectroscopia de infravermelho néo foi sensivel. Os
espectros dos copolimeros dibloco e tribloco sdo iguais, assim como 0s espectros de
ambos contendo os farmacos, por isso apenas o espectro dos farmacos, do copolimero
dibloco EgsGs e seus encapsulados sdo exibidos. A Figura 36 mostra 0s espectros (na
mesma escala) da quercetina, do copolimero dibloco E¢sGs e da quercetina encapsulada
no copolimero dibloco EgGs (QEssGs) e a Figura 37 mostra os espectros (na mesma
escala) da mangiferina, do copolimero dibloco EgGs e da mangiferina encapsulada no
copolimero dibloco EgsGs (MEgsGs)

Na regido de 3000 a 1700 cm™ ndo ha bandas caracteristicas do farmaco
quercetina, por esta razéo, a regido do espectro analisada limitou-se a faixa de 1700 a
500 cm™ (Figura 36).

A espectroscopia Raman é muito utilizada para validar propostas de mecanismos
de complexos. Cornard e Merlin 2002 estudaram por FT-Raman a formacdo de
complexos com quercetina, propondo pontos de interagdo em funcdo do
aparecimento/desaparecimento de bandas. Assim, é possivel, portanto supor a existéncia
de interacdo dos farmacos com os sistemas encapsulantes por mudancas no perfil dos

espectros.
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Figura 36. Espectro FT-Raman: (a) quercetina (b) EgGs e (€) QEgsGs.

As duas bandas em 1612 e 1584 cm™ presentes na quercetina aparecem no
espectro da quercetina encapsulada no copolimero dibloco E¢sGs, com a banda em 1600
cm™ mais pronunciada no espectro do encapsulado, indicando uma interacdo do
farmaco e o copolimero carreador. Cornard e Merlin 2002 sugerem que a modificacéo
no perfil destas bandas estd associada a mudancgas no modo de vibracdo nos dois anéis
aromaticos A e B (Figura 15a, pagina 27), mostrando que a estrutura dos dois aneis €

modificada com a interagdo. Observa-se ainda uma nova banda no espectro do
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encapsulado na regido de 1324 cm™, confirmando que a quercetina esta interagindo com
0s copolimeros estudados.

Os espectros da mangiferina encapsulada nos copolimeros dibloco EgsGs e
tribloco EgsG7Egs ndo apresentaram indicios de interacdes, pois ndo foram visualizadas

mudancas nos espectros. Sabe-se que o firmaco encontra-se presente nos sistemas
poliméricos, mas sua interacéo é fraca.
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Figura 37. Espectro FT-Raman: (a) mangiferina, (b) EgsGs e (€) MEgsGs.
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4.4.3 DIFRAGAO DE RAIO-X

4.4.3.1 Triblocos F87, E43B14E43, suas misturas e seus encapsulados

A Figura 38 mostra os difratogramas (na mesma escala) da griseofulvina, do
copolimero tribloco E43B14E43 € do encapsulado de griseofilvina no copolimero tribloco
E43B14E43 obtido pelo método 3. Todos os copolimeros e misturas apresentaram
difratogramas similares. A difracdo de raios-X foi utilizada neste trabalho para verificar
a eficiéncia da encapsulacdo da griseofulvina nos copolimeros. Varios trabalhos
mostram a utilizacdo dessa técnica para verificar a eficiéncia de encapsulagdo de
farmacos em microparticulas: o desaparecimento dos picos de difracdo do farmaco
cristalino nas microparticulas indica total eficiéncia de encapsulacdo devido a dispersédo
formada com a matriz polimérica (Asada e col., 2004, Cavalcante e col., 2007).

Todas as amostras sdo consideradas cristalinas devido a presenca de picos bem
definidos (Figura 38). O difratograma da griseofulvina neste trabalho (ver Figura 38a)
apresenta diversos picos; dentre eles, os principais sdo: 12,6°, 15,4°, 16,9°, 19,2°, 27,8°,
31,2° e 33,2° similares ao relatado na literatura (Feng, Bates e Carvajal, 2009). A
amostra do copolimero tribloco E43B14E43 sem griseofulvina (Figura 38b) apresentou
dois picos que se destacam: 22,3° e 27,3°. O padrdo de cristalinidade dos copolimeros é
semelhante, variando apenas o valor do pico de difracdo (Wei e col. 2009a). O método
de preparo ndo modificou os seus padrdes cristalinos.

A auséncia dos picos da griseofulvina cristalina no difratograma do encapsulado
(Figura 38c) indica que a griseofulvina foi encapsulada na estrutrura nuclear da micela.
Observa-se uma pequena diminuicdo na intensidade de cristalinidade no encapsulado.
Relatos de encapsulados que ndo apresentam os picos de cristalinidade do farmaco
revelam que ele se encontra encapsulado em sua forma amorfa (Wei e col. 2009).
Sugere-se que a griseofulvina foi encapsulada em sua forma amorfa. Tais micelas
podem ser ressuspensas em agua para formar micelas poliméricas contendo o farmaco

amorfo no nucleo micelar a assim permanecer encapsulado.
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Figura 38. Difratogramas: (2) griseofulvina, (b) E43B14E43 € (¢) GE43B14E43 (método 3).

4.4.3.2 Dibloco EgsGs e tribloco EgsG7Egs € seus encapsulados

A Figura 39 mostra os difratogramas (na mesma escala) dos farmacos quercetina e
mangiferina, do copolimero dibloco EgsGs e tribloco EgsG7Egs € dos encapsulados de
quercetina no copolimero dibloco EgGs (QEesGs) e da mangiferina no copolimero
tribloco EgsG7Ees (MEgsG7Ess).
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Figura 39. Difratogramas: (a) quercetina, (b) EgGs, (€) QEgsGs, (d) mangiferina, () EgsGsEgs € (f)
MEgsGsEgs.

Todas as amostras sdo consideradas cristalinas devido a presenca de picos bem
definidos (Figura 39). O difratograma da quercetina utilizada neste trabalho (ver Figura
39a) apresenta diversos picos; dentre eles, os principais sdo: 12,3° 15,6°, 16,4°, 20,8°,
30,9° e 33,0°. O difratograma da mangiferina (Figura 39d) apresenta como principais
picos: 12,3°, 14,1°, 16,0° 20,0°, 24,8°, 28,7° e 31,9°. Os copolimeros dibloco EgGs €
tribloco EesGsEgs apresentam os mesmo picos presentes no copolimero tribloco
E43B14E43, que sdo 22,3° e 27,3° e de igual modo o método empregado nao provocou
mudancas no padréo de cristalinidade.

40
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Os difratogramas das amostras de quercetina e mangiferina encapsuladas pelos
copolimeros dibloco EgsGs e tribloco EgsG7Egs apresentaram 0s mesmo picos dos
copolimeros puros indicando que os farmacos se encontram nos sistemas na forma
amorfa conforme verificado em varios estudos de encapsulados de farmacos (ver
Pralhad e Rajendrakumar, 2004; Asada e col., 2004, Cavalcante e col., 2007).

4.4.4 TAMANHO DE PARTICULA DAS MICELAS

4.4.4.1 Triblocos F87, E43B14E43, suas misturas e seus encapsulados

Os gréficos de distribuicdo de tamanho por volume das nanoparticulas (micelas)
dos sistemas poliméricos a 1% m/v em agua estao apresentados na Figura 40. Pode-se
observar que as distribuicdes sdo todas unimodais, com apenas um pico para 0S
copolimeros F87 e E43B14E43 puros e para as misturas E43B14E43/F87 50/50 a 90/10. Os
valores de didmetro hidrodindmico médio de pico (Dy) e raio hidrodindmico médio (ry)

sdo apresentados na Tabela 25.

Tabela 25. Didmetro hidrodindmico médio de pico (Dy) e raio hidrodindmico médio de pico (r,) dos
sistemas poliméricos a 1% m/v.

_ 1% (m/v)
Sistemas

Dy pico (nm) ry pico (nm)
F87 4,22 +0,46 2,11 +0,23
50/50 6,36 + 0,11 3,18 + 0,06
60/40 8,28 + 0,29 4,14 + 0,15
70/30 8,36 + 0,36 4,18 +0,18
80/20 8,30+ 0,22 4,15+0,11
90/10 8,10 +0,18 4,05 + 0,09
E43B14Ea3 8,14+ 0,24 4,07 +0,12

Todos esses sistemas estdo em concentragdes acima de sua CMC a 25 °C, entdo
suas micelas apresentam um tamanho médio menor que 200 nm, que é uma grande
vantagem para seu uso em aplicacdes farmacologicas intravenosas ou subcutaneas. A
distribuicdo unimodal das micelas e nos sistemas sugere que 0s copolimeros se
comicelizaram, ou seja, formaram micelas com unimeros dos dois copolimeros, como ja

foi observado para outras misturas de copolimeros (Ricardo e col. 2006). O diametro
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médio das misturas a partir da propor¢do de 60% do copolimero mais hidrofobico é
ligeiramente maior que os copolimeros isolados. Tal resultado justifica 0 aumento de
solubilidade da griseofulvina obtido a partir de 60% do copolimero mais hidrofobico na
mistura (método 3). A Unica excecdo é a mistura E43B14E43/F87 90/10 que apresenta
diamétro hidrodindmico médio ligeiramente menor que o copolimero tribloco E43B14E4s

puro.
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Figura 40. Curvas de distribuicdo de tamanho por volume para as micelas dos sistemas a 1% m/v: (a) F87,
(b) 50/50, (c) 60/40, (d) 70/30, (e) 80/20, (f) 90/10 e (g) E43B14Es.
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4.4.4.2 Dibloco EgsGs e tribloco EgsG7Ess € seus encapsulados

Os graficos de distribuicdo de tamanho por volume das nanoparticulas (micelas)
dos sitemas poliméricos a 1% m/v em agua com e sem farmaco estdo apresentados na
Figura 41. Pode-se observar que as distribui¢cGes sdo todas unimodais, com apenas um
pico. Dessa forma, os valores de didmetro hidrodindmico médio (Dy) e de raio
hidrodinamico médio (ry) estdo na Tabela 26.

O raio hidrodinamico do copolimero dibloco EgsGs € maior que o do copolimero
tribloco EgsG7Egs, uma vez que a arquitetura do dibloco promove um arranjo com maior
namero de moléculas e, por conseguinte maior raio. Observa-se que a presenca do
farmaco néo afeta o r, da micela. Os dados de raio hidrodinamico (r,) encontrados neste
trabalho sdo um pouco menores do que os encontrados por Taboada e col. 2005 e 2006

para copolimeros similares (7,9 nm para EgsGs € 6,4 nm para EgsG7Egs a 20 e 30 °C).

Tabela 26. Didmetro hidrodindmico médio de pico (Dy) eraio hidrodindmico médio de solugfes aquosas a

1% m/v dos copolimeros dibloco EgGs e tribloco EgsG,Egs puros e com os farmacos quercetina e

mangiferina.
1% (m/v)
Sistemas

Dy pico (nm) r, pico (nm)

EesCs 13,47 + 0,46 6,73+ 0,23

EesG7Ess 9,48 + 0,11 4,74+ 0,06

QEssGs 12,70 + 1,12 6,35 + 0,56

QEesGrEss 9,51 + 0,29 4,75 +0,15

MEesGs 12,15+ 0,36 6,08+ 0,18

MEgsG-Egs 9,49 + 0,29 4,75+ 0,15
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Figura 41. Curvas de distribuicdo de tamanho por volume para as micelas dos sistemas a 1% m/v: (a)
EesGs, (0) EgsGrEss, (¢) QEesGs, (d) QEssGrEes, (€) MEgsGs € (f) MEgsGrEss.
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4.4.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

4.4.5.1 Dibloco EgsGs e tribloco EgsG7Egs € seus encapsulados

A Figura 42 mostra as micrografias (todas na mesma escala — ampliacdo de 200
vezes) obtidas para fA&rmacos quercetina e mangiferina, os copolimeros dibloco EgsGs e
tribloco EesG7Ees € dos encapsulados de quercetina no copolimero dibloco EgsGs
(QEgsGs) e tribloco EgsG7Ees (QEesG7Ess) € da mangiferina no copolimero dibloco
E6sGs (MEgsGs) e tribloco EgsG7Ess (MEgsG7Egs).

A andlise de formulacBes farmacéuticas baseadas em micelas por microscopia
eletronica de varredura tem sido foco de muitos estudos (Tommaso e col., 2010).
Algumas informacg6es podem ser obtidas pelas observacdes dos materiais liofilizados
com e sem farmaco (Pralhad e Rajendrakumar, 2004).

As micrografias dos copolimeros de dibloco EgGs e tribloco EgsGrEgs sdo
semelhantes. Ambos apresentam-se como particulas de formato irregular, entretanto as
particulas do dibloco (Figura 42a) apresentam-se um pouco mais aglomeradas que as do
tribloco (Figura 42b).

Na micrografia da quercetina (Figura 42c) observamos a presenca de seus cristais
de forma alongada, os quais ndo sdo visualizados nas micrografias dos seus
encapsulados (mesmo com ampliaces de 2000 vezes — ndo apresentado) nos
copolimeros dibloco EgsGs (Figura 42d) e tribloco EgsG7Ees (Figura 42e), o que €
consistente com seu encapsulamento no ndcleo micelar.

Na micrografia da mangiferina (Figura 42f) é possivel observar a presenca de seus
cristais de forma aglomerada, ndo alongada. Nas micrografias de seus encapsulados ndo
é possivel visualizar presenca de seus cristais (mesmo com ampliac@es de 2000 vezes —
ndo apresentado), mas observa-se um aspecto diferenciado entre o dibloco e o tribloco
(Figuras 429 e 42h).
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Figura 42. Micrografias com ampliacdo de 200 vezes: (a) E¢Gs, (b) EgsG7Egs, (C) quercetina, (d) QEgsGs,
(e) QEgsG7Egs, (f) mangiferina, (g) MEgsGs e (h) MEgsG7Egs.
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4.5 LIBERAQAO IN VITRO
4.5.1 Tribloco E43B14E43 € seus encapsulados

A liberacdo de farmacos lipofilicos de nanoparticulas estruturadas na forma de
nlcleo-corona € largamente dependente das propriedades hidrofobicas do nucleo (Allen,
Maysinger e Eisenberg, 1999). Os encapsulados de griseofulvina exibem taxas de
liberacdo que diferem em funcdo do método de encapsulacdo empregado, 0s quais
encontram-se na Figura 43. Os encapsulados pelo método 4 (sonicagdo) exibem uma
répida liberagcdo da griseofulvina no estagio inicial. Aproximadamente 7% de massa
total de farmaco foi liberado nas duas horas iniciais. Enquanto que para o método 3
(filme) a liberacdo inicial foi lenta, apenas 3% do farmaco liberado nas duas horas
iniciais.

Trés mecanismos tém sido considerados como padrfes de liberagdo em
encapsulados de nanoparticulas baseados em micelas: (i) difusdo, (ii) degradacdo do
copolimero e (iii) estabilidade da micela (Allen e col., 2000). Nesse experimento, é
coerente pensar que o mecanismo de liberagdo predominante foi o de difusdo, uma vez
que a concentracdo do polimero no interior do compartimento de didlise ndo variou
durante o experimento, pois a massa molecular de corte da membrana (MWCO=2000
g/mol) é menor que a massa dos copolimeros (ver Tabela 1).

No caso de copolimeros com baixa taxa de degradacdo, a taxa de liberacdo € mais
fortemente influenciada por fatores como: a forga de interacéo entre o f&rmaco e o bloco
formador do nucleo (principal fator), o estado fisico do ndcleo micelar, a quantidade de
farmaco encapsulado, a massa molecular do farmaco, o comprimento do bloco formador
do nucleo e a localizagcdo do farmaco dentro da micela (Allen e col., 2000).

A forte interacdo entre o farmaco e o ndcleo micelar acarreta baixa taxa de
liberacdo do farmaco pela micela (Allen e col., 2000). Pode-se observar que o0 método
de encapsulacdo por sonicacdo (método 4) promoveu maior interacdo do farmaco com o
nacleo micelar como pode ser observado pelo coeficiente de particdo e energia livre

padrdo de solubilizacéo.
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Figura 43. Perfil de liberagdo da griseofulvina em tampao fosfato (pH 7,4) a 37 °C: (m) encapsulado pelo
método 3 (filme) e (o) encapsulado pelo método 4 (sonicagdo) para o encapsulado no copolimero
E43814E43-

Uma liberacdo sustentada para a griseofulvina de 50% (método 3) e 20% (método
4) ocorreu em 160 h. Devido a alta interacdo entre o farmaco e o copolimero, no
encapsulamento pelo método 4 (sonicacdo), a taxa de liberacdo € menor. O tipo de
método empregado na encapsulacdo, bem como a hidrofobicidade do copolimero
promovem diferentes perfis de liberacdo. O sistema que possui maior quantidade de
farmaco encapsulado possui menor taxa de liberacdo conforme observado no estudo de
liberacdo realizado por Soo e col. (2005) do estradiol em micelas do copolimero em
bloco de policaprolactona-polidxido de etileno.

A liberacdo ocorre através do mecanismo de difusdo durante as 160 h,
correspondente a 7 dias, periodo de importancia clinica — que pode ser observado pela
linearidade do grafico de % de farmaco liberado versus a raiz quadrada do tempo em
horas, conforme o modelo de Higuchi (Siepmann e Peppas, 2001; Soo e col., 2002). Isto
excluindo os tempos iniciais, nos quais ocorre rapido processo de liberacdo (t < 24h). O
que é condizente com o tipo de interacdo ndo-covalente entre a griseofulvina e nano-
micela (Missirlis e col. 2006). A Figura 44 mostra a variacdo da % de griseofulvina
liberada em funcdo da raiz quadrada do tempo em horas.

A liberagdo da griseofulvina por difusdo permite controle sobre a liberacdo. Além

disso, o carater micelar acarrreta maior tempo de circulagdo sanguinea (Letchford e
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Burt, 2007), acrescido da minimizagdo dos efeitos colaterais causados pelo fa&rmaco em

sua forma livre.
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Figura 44. Liberagdo difusional da griseofulvina em tampao fosfato (pH 7,4) a 37 °C: (m) encapsulado
pelo método 3 (filme) e (o) encapsulado pelo método 4 (sonicacdo) para o encapsulado no copolimero
E43814E43-
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5 CONSIDERACOES FINAILS

As misturas dos copolimeros triblocos F87 e E43B14E43, em todas as proporcdes
estudadas, guardam as caracteristicas de seus constituintes isolados, o que as tornam
interessantes para aplicagdo farmacoldgica.

A concentracdo micelar critica (CMC) do copolimero F87 é maior que a CMC do
copolimero tribloco E43B14E4s, resultado condizente com a menor hidrofobicidade do
seu bloco central. As CMC’s dos copolimeros F87, E43B14E43 € suas misturas sofrem
influéncia da temperatura, o que promove aumento do numero de moléculas na micela.
As CMC’s das misturas dos copolimeros triblocos F87 e E43B14E43 s@0 inferiores as
CMC’s dos copolimeros separados, tornado as misturas Vviavéis para aplicacdes
farmacologicas, devido a potencial estabilidade de suas micelas apds a diluicdo
sanguinea. As CMC'’s da série de diblocos E,B, ndo variam com a temperatura, o que é
condizente com diblocos do tipo E,B, com n >15, mostrando que diblocos contendo 15
unidades de bloco hidrofébico sdo estaveis. Os valores de CMC encontrados para o
copolimero dibloco E¢Gs sdo menores que os CMC’s do copolimero tribloco EgsG7Egs.
Apenas a CMC do copolimero tribloco EgsG7Egs varia com 0 aumento da temperatura.

As misturas E43B14E43/F87 séo alternativas promissoras, as quais combinam as
caracteristicas de geleificacdo tdo boas quanto seus constituintes separadamente e
melhor capacidade de solubilizacdo. Destaca-se que a capacidade de solubilizacdo
apresenta a maior vantagem do uso de mistura de copolimeros contendo o copolimero
mais hidrofobico a partir de 70% na mistura obtida pelo método 3 (filme) e 60% na
mistura obtida pelo método 4 (sonicacdo). O método de sonicacdo do copolimero se
mostrou mais eficiente para carrear o farmaco griseofulvina na série de misturas de
copolimeros triblocos F87 e E43B14E43 estudados. O método de fusdo do copolimero se
mostrou mais eficiente para carrear o farmaco griseofulvina na série de diblocos
estudados e assim como na CMC, bloco a partir de 15 unidades de B ndo promovem um
aumento significativo na solubilizacdo. O farmaco quercetina, sofreu um aumento da
solubilidade de até 264 vezes (temperatura ambiente — 25 °C) e de 118 e 135 vezes
(temperatura corpérea — 37 °C) com o uso das soluc¢des poliméricas do dibloco EgsGs e
tribloco EgsG7Ess, respectivamente. Tal fato incentiva em muito a aplicabilidade desses
copolimeros. A mangiferina ndo obteve numeros tdo expressivos de aumento de

solubilidade até mesmo porque sua solubilizagcdo em agua ja é bem significativa. Porém,
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um aumento da ordem de 3 vezes também € valido até mesmo que esses valores sdo
bem estaveis as mudancas de temperatura.

Os resultados de FT-IR ndo apresentam mudancas significativas para 0s
copolimeros e encapsulados estudados. O FT-Raman confirmou a presenca dos
farmacos griseofulvina e quercetina nos seus encapsulados, mas ndo foi possivel
verificar a interacdo da mangiferina nos encapsulados dos copolimeros dibloco EgsGs e
tribloco EgsG7Egs.

Os resultados de Raios-X confirmaram que os farmacos griseofulvina,
quercetina e mangiferina encontram-se encapsulados nos sistemas poliméricos nas
formas amorfas, como indica a auséncia dos picos cristalinos dos farmacos.

O resultado de tamanho de particula das micelas encontra-se na escala nano, o
que favorece a administracdo desses sistemas no fluido corpéreo. O tamanho das
particulas das misturas dos copolimeros triblocos F87, E43B14E43 S80 maiores que 0s
copolimeros isolados, o que justifica a maior solubilidade do farmaco quando
solubilizados nas misturas. O tamanho de particula do copolimero dibloco EgsGs,
fornecido pelo raio hidrodinamico (ry), € maior que o do tribloco EgsG7Egs, uma vez que
a arquitetura do dibloco promove um arranjo com maior nimeros de moléculas e por
conseguinte maior raio. Os farmacos quercetina e mangiferina ndo afetam o tamanho de
particula dos copolimeros dibloco EgsGs e tribloco EgsG7Egs estudados.

Através da microscopia eletrénica de varredura (MEV) pode-se observar que
estruturalmente tém-se diferencas significativas entre a quercetina e a mangiferina, fato
que pode explicar valores e comportamentos diferentes de CMC e solubilidade desses
farmacos nas solucgdes poliméricas.

Os encapsulados do copolimero E43B14E43 apresentam liberacdo sustentada por
uma semana, periodo de importancia clinica, bem como sofrem influéncia do método de

encapsulacdo empregado.
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6 CONCLUSAO

Os copolimeros EgGs e EgsG7Egs foram os que mais se destacaram na
solubilizacdo da quercetina. Os resultados obtidos por HPLC mostram que estes
sistemas micelares aumentaram a solubilidade aquosa da quercetina em 264 vezes a 25
°C em ambos os copolimeros e 118 e 135 vezes a 37 °C, no dibloco e tribloco,
respectivamente, e suas particulas apresentaram total eficiéncia de encapsulacdo da
quercetina. Portanto, o dibloco de glicidila (E¢sGs) € o melhor copolimero para

encapsulamento de farmaco.
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The dependence of log(cmc) on hydrophobic block length n was examined for E;B, copolymers
(E =oxyethylene, B = oxybutylene, subscripts denote number-average block lengths in repeat units) with n
in the range 30-76. Combination with published data for E,;B, diblock copolymers with shorter E-blocks
shows two changes of slope in the log(cmc)-n plot corresponding to the onset of unimolecular micelle
formation at n~ 12 and completion of this process at n~ 30. The results are discussed with reference to
published data for E;L, and E;;;CL, (L from b,L-lactide; CL from e-caprolactone) copolymers, which show
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1. Introduction

Aqueous micellar solutions of block copolymers based on
poly(ethylene oxide) as the hydrophilic component combined with
a number of hydrophobic polymers have potential as vehicles for
drug solubilisation, see, for example, reviews by Attwood and Booth
(2007), Chiappetta and Sosnik (2007), Savic et al. (2006), Gaucher
et al. (2005) and Adams et al. (2003). A particular advantage of
this family of copolymers is the so-called ‘stealth’ property of the
poly(ethylene oxide) corona of their micelles which allows the
drug-loaded micelles to evade scavenging by the mononuclear
phagocyte system, so resulting in increased circulation times in the
blood. In this note we focus attention on diblock copolymers pre-
pared by sequential oxyanionic polymerisation of ethylene oxide
followed by 1,2-butylene oxide. To describe the repeat units of the
blocks we use the notation: E=0CH,CH, (from ethylene oxide)
and B=0CH;,CH(C;H5s) (from 1,2-butylene oxide), while subscripts
m and n are used to denote number-average lengths in repeat
units of the hydrophilic and hydrophobic blocks. For example, a
diblock copolymer formed by sequential copolymerisation of ethy-
lene oxide followed by 1,2-butylene oxide is denoted E;;,B,.

* Corresponding author. Tel.: +55 85 40089977; fax: +55 85 40089978.
E-mail addresses: naricard@ufc.br (N.M.P.S. Ricardo),
david.attwood@manchester.ac.uk (D. Attwood).

0378-5173/$ - see front matter © 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.ijpharm.2008.06.001

As discussed previously (see, e.g., Attwood et al., 2007; Booth et
al., 2006), and for micelle association number N > 50 (Hall, 1987),
the standard Gibbs energy of micellisation is obtained without sig-
nificant error from the critical micelle concentration (cmc) through

AicG® = —RT In K¢ = RT In(cmc)

where the cmc is expressed in moldm=3, K, is the unimer-micelle
equilibrium constant, and the standard state is ideally dilute solu-
tion in which both unimers and micelles are of unit molarity. That
is, log(cmc) is directly related to the standard Gibbs energy of
micellisation at a given temperature, and can be used as a con-
venient indicator of the position of equilibrium in the system. If
log(cmc/moldm—3) is known for series of copolymers with the
same hydrophilic component, then the relative hydrophobicity per
chain unit can be readily extracted: see, for example, Booth et al.
(2006) and Attwood et al. (2007).

A change in the dependence of log(cmc) on hydrophobic block
length indicates a change in the micellisation equilibrium. Such a
change will occur if the dispersed copolymer molecules (unimers)
start to form unimolecular micelles, i.e., when the longest coiled
hydrophobic blocks in the distribution collapse to a globule,
much as pictured by Brown et al. (1989), Tuzar and Kratochvil
(1993), Chu (1995) and Cooke and Williams (2003). The conse-
quence of collapse of the hydrophobic block is reduced contact
of the chain units of the core-forming block with water and so
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a reduction in the hydrophobic effect which drives micellisation,
as discussed in detail elsewhere (Kelarakis et al., 2001). Because
of the block-length distribution, the conversion of unimer to uni-
molecular micelle changes gradually as the average value of n is
increased, and another change in the dependence of log(cmc) on
hydrophobic block length is expected at higher values of n when
effectively all dispersed molecules are in the form of unimolecular
micelles. As reviewed recently (Attwood et al., 2007), pub-
lished values of the cmc for poly(ethylene oxide)/poly(D,L-lactide)
and poly(ethylene oxide)/poly(e-caprolactone) diblock copolymers
(denoted E;; L, and E;CL,, respectively, where L= COOCH(CH3) and
CL=COO(CH3)s) cover a wide range of hydrophobic block length
(n=12-108 for E;;L, copolymers and n=2-74 for E;CL, copoly-
mers), and plots of log(cmc) against n for these two copolymers do
indeed show two changes in slope.

Our interest in the formation of unimolecular micelles is not pri-
marily in their solubilisation potential, although their hydrophobic
interior may provide a site for the limited incorporation of water-
insoluble drugs, but in their effect on the dependence of the value
of the cmc on hydrophobic-block length for all types of micellisable
block copolymers. The first change in slope has been reported for
certain poly(ethylene oxide)/polyether diblock copolymers (Booth
et al.,, 2006) but, because the ranges of block lengths available
were narrow, the second transition was not seen. For example,
apart from a recently published result for E45B,¢ (Elsabahy et al.,
2007), values of the cmc for E;, B, copolymers have been restricted
to relatively short block lengths, n=7-18. In this note we report
new determinations for EyB, copolymers with n in the range
30-76.

2. Experimental

Five E;B;, copolymers with narrow chain-length distributions
(Mw/Mp ~ 1.05) and long B-block lengths (E119B30, E209B4s, E100Bs1,
E114Bsg, and Eq55B7g) were available from a previous study: see
Ryan et al. (2001) for details. 1,6-Diphenyl-1,3,5-hexatriene (DPH)
was obtained from BioChemika (Fluka) and used as received. Stock
copolymer solutions were prepared by dissolving the copolymers in
Milli-Q water, allowing 24 h for complete dissolution before dilut-
ing to required concentrations within the range 0.01-14mgdm3.
Solubilisation of DPH was used to determine the onset of micellisa-
tion, as in an investigation of triblock copolyethers by Alexandridis
et al. (1994), and before that an investigation of ionic surfac-
tants by Chattopadhyay and London (1984). DPH was dissolved in
methanol and added to the copolymer solution, so that the final
copolymer solution contained 1% (v/v) methanol and 0.004 mM
DPH, a mixture shown to provide the same values of the cmc as
those obtained by other methods for copolymers in water alone.
An F-4500 Hitachi fluorescence spectrophotometer was used in
the experiments, with solution temperatures maintained at 25 or
30+0.2°C.

3. Results

Preliminary investigations indicated advantage in using the
intensity of fluorescence of DPH at 430 nm rather than the intensity
of absorption at 356 nm. Examples of the dependence of fluores-
cence intensity on copolymer concentration (logarithmic scale) are
illustrated in Fig. 1. The value of the cmc was obtained from the
intersection of the straight line through the data points with the
baseline. Values of the cmc at 25 °C obtained for the five copoly-
mers are listed in Table 1, together with the molar masses of the
copolymers taken from Ryan et al. (2001). Solutions of two of the
copolymers, E119B3g and ExggB4s, were also studied at 30 °C: values
of the cmc were unchanged.
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Fig. 1. Dependence of the intensity of fluorescence on the logarithm of copolymer
concentration in aqueous solutions of copolymers Ezo9B4s and E1s5B7g, as indicated.

Table 1
Number-average molar masses and critical micelle concentrations (T=25 °C) of E;; B,
copolymers

Copolymer M, (gmol-1) cmce (mgdm—3)
E110B30 7,000 0.50
E209Bas 12,400 1.70
E100Bs1 8,070 0.30
E114Bse 9,050 0.37
E155B76 12,300 0.40

In passing we note that poly(ethylene oxide)-based copolymers
with long hydrophobic blocks and high hydrophobic/hydrophilic
ratios are known to form vesicles in aqueous solution. This includes
EmBn copolymers of the type under discussion (see, e.g., Harris et
al,, 2002; Kelarakis et al., 2008). However, vesicles do not form at
the low concentrations typical at the cmc, e.g. >0.002gdm3, see
Table 1.

4. Discussion

Combining the values of the cmc in Table 1 with previ-
ously published values (summarised in Table 2) gives the plot
of log(cmc/moldm~3) against B-block length shown in Fig. 2.
Variation in the temperature of determination of the cmc (see
Table 1) is not a problem since, as discussed below, values of

Table 2

Published values of critical micelle concentration for Ep,B, copolymers
Copolymer M, (gmol~!) cme (mgdm—3) Reference

E27B7 1690 5.8 Tanodekaew et al. (1993)
E11Bg 1130 0.63 Chaibundit et al. (2002)
E41Bg 2380 0.35 Yu et al. (1997)

E1sB1o 1510 0.063 Kelarakis et al. (2002)
E24B10 1780 0.3 Bedells et al. (1993)
EsoBi3 3140 0.02 Bedells et al. (1993)
E106B16 5820 0.035 Rippner et al. (2002)
EgsBis 5500 0.008 Mingvanish et al. (1999)
E45B15 3080 0.0095 Elsabahy et al. (2007)
E4s5B24 3730 0.004 Elsabahy et al. (2007)

T=30°C: exception Elsabahy et al., 20°C.



M.E.N.P. Ribeiro et al. / International Journal of Pharmaceutics 362 (2008) 193-196 195

-2.0

'

=

=
T

logm(cmc."mol dm's)

&
=
T

100

Fig. 2. Dependence of log(cmc) on the length of the B block (n) for block copoly-
mers of poly(ethylene oxide) and poly(1,2-butylene oxide): (®) published values
(see Table 2), (W) this work.

the cmc of E;;B, copolymers are insensitive to temperature when
n> 15 units. Variation in the E-block length has a significant effect,
and in constructing Fig. 2 we used d logyo(cmc)/dm = 0.004 to adjust
the values of the cmc (molar units) to a common number E-
block length m=100, a procedure based on results published by
Alexandridis et al. (1994) and discussed previously (Booth et al.,
2006). As anticipated, the data points can be satisfactorily repre-
sented by lines showing two transitions, consistent with formation
of unimolecular-micelles starting at n~ 12 and completion of the
process at n~30.

The temperature dependence of log(cmc) gives a value of the
van't Hoff enthalpy of micellisation from

RdIn(cmc)
AmicHvh = —aaT)

For large values of the micelle association number (N > 50, Hall,
1987) AnicHyy is a true value of the standard enthalpy of micel-
lisation, the usual situation when n is large. For smaller values it
is to be regarded as an apparent value of the standard enthalpy
which, nevertheless, correctly describes the temperature depen-
dence of the cmc. Plotting values of the van’t Hoff enthalpy per
B unit (ApicHyy/n) against block length brings the data for E;;By
copolymers into acceptable correspondence; see Fig. 3. Very low
values, essentially A,jcHyy =0, are characteristic of E;;B;, copoly-
mers with n > 15, as might be expected for transfer of a copolymer
molecule with a collapsed coil to a micelle core. As noted above,
values of the cmc which are independent of temperature, i.e., con-
sistent with a van’t Hoff enthalpy of micellisation of zero, have been
found for other block copolymers with long hydrophobic blocks
(e.g. Yamamoto et al., 2002).

Present results for E;,B, copolymers are compared with the
results for E;L; and E;,CL; copolymers in Fig. 4 where, for clarity,
they are represented by the lines drawn through the data points.
The results for Ej; L, and Ep, CL, copolymers are taken directly from
the review by Attwood et al. (2007), where they are corrected to a
common E-block length, m=100. As described previously (Attwood
et al., 2007), for values of n below that required for formation
of unimolecular micelles, effectively for log(cmc/moldm—3)> -5,
superposition of results by scaling n leads to the following ranking

Wr——T—— T 71T T T T T T T
@
15+ =
‘E L 4
] Eﬂi'BH,
2 10 ) -
=
C 1
g
<
- sk &l
0 i "
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block length (#)

Fig. 3. Dependence of the van’t Hoff enthalpy of micellisation per hydrophobic unit
on block length for E;; B, copolymers. The curve is intended to lead the eye through
the data. (@) results from Bedells et al. (1993), Tanodekaew et al. (1993), Yu et al.
(1997), Kelarakis et al. (1998, 2002) and Chaibundit et al. (2002), (W) present work.

of hydrophobicities per chain unit:
L:B:CL=1:15:2

If the effect of unimolecular-micelle formation on cmc
depended only on hydrophobicity (defined in this way) then
the level of the lines at high values of n should fall in order
EmLn > EnBn > EnCL,. While the results for the two copolymers with
polyester blocks fit this pattern, that for E;; B, copolymers does not.

Accordingly, we seek an explanation which takes account of the
chemical difference between the polyether and polyester blocks.
Small-angle neutron scattering (SANS) has been used to show that
the micelle cores of E;B, copolymers contain water, an effect
ascribed to association with the ether oxygens of the B-block and
also to its terminal hydroxyl group (Derici et al., 1999; Castelletto et
al., 2002, 2004). The hydrophobic blocks of E;; L, and E, CL;, copoly-

-2.0

-4.0

Iogw(cmc/mol dm"")

&
=Y

8.0 . 1 s L . 1 . I .

Fig.4. Dependence oflog(cmc) on hydrophobic-block length for the length for E, Ly,
EmCL, and E,, B, copolymers, as indicated. The lines summarise the results displayed
in Fig. 1 and in Attwood et al. (2007).
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mers have ester oxygens, and terminal hydroxyl groups, and SANS
has been used to study micellar solutions (Vangete et al., 2004;
Riley et al., 2003), but not with a view to detection of water in the
micelle core. As it happens, methylation of the hydroxy-end group
of EnB,, copolymers is known to make little or no difference to
values of the cmc of copolymers with short block lengths (E1gB1g
and Eq;Bg) forming large micelles (N> 60 at 25 °C) (Kelarakis et al.,
2002; Chaibunditetal.,2002). However, the formation of unimolec-
ular micelles (N=1) is likely to be particularly affected by inclusion
of water molecules in the collapsed coil, including water binding
to the oxygens of the ether or ester linkages, and the seemingly
anomalous result for the E;B,; copolymers may well be a conse-
quence of a differences in this interaction.
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The influence of hydrophobic-block length on solubilisation capacity was examined for micelles of E;,B,
copolymers (E = oxyethylene, B =oxybutylene, subscripts denote number-average block lengths in repeat
units) with B-block lengths in the range of 30-76 and with E-blocks of sufficient length to ensure the
formation of spherical micelles. Griseofulvin was used as a model poorly-water-soluble drug known to
be almost exclusively solubilised in the micellar core. Combination of solubilisation data with those of
a previous study has shown that the amount of drug solubilised per gram of hydrophobe is essentially
independent of B-block length when this exceeds about 15 B units, suggesting that core size is not a major
influence on solubilisation.

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

As described in recent reviews (Attwood and Booth, 2007,
Chiappetta and Sosnik, 2007; Savic etal.,2006; Gaucher et al.,2005;
Adams et al., 2003), aqueous micellar solutions of block copoly-
mers based on poly(ethylene oxide) as the hydrophilic component
combined with a wide range of hydrophobic blocks have been
investigated as vehicles for drug solubilisation. A particular advan-
tage of this family of copolymers is the so-called ‘stealth’ property
of the poly(oxyethylene) corona of their micelles which allows
the drug-loaded micelles to evade scavenging by the mononu-
clear phagocyte system, so resulting in increased circulation times
in the blood. This note concerns diblock copolymers of ethylene
oxide and 1,2-butylene oxide. To describe the repeat units of the
blocks we use the notation: E=0CH,;CH, (from ethylene oxide)
and B=0CH,CH(C,Hs) (from 1,2-butylene oxide), while subscripts
are used to denote number-average block lengths in repeat units.
Thus a diblock copolymer formed by sequential copolymerisa-
tion of ethylene oxide followed by 1,2-butylene oxide is denoted
EmBn.

* Corresponding author. Tel.: +55 85 40089977; fax: +55 85 40089978.
E-mail addresses: naricard@ufc.br (N.M.P.S. Ricardo),
david.attwood@manchester.ac.uk (D. Attwood).

0378-5173/$ - see front matter © 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.ijpharm.2008.10.030

Drug solubilisation in aqueous micellar solutions of E;B,
copolymers has been investigated previously (Rekatas et al., 2001;
Chaibundit et al., 2002; Crothers et al., 2005; Elsabahy et al., 2007;
Zhou et al., 2008). One of these investigations (Zhou et al., 2008)
focused on the extent to which drug solubilisation in the E;B,
system could be enhanced by using copolymers tailored to form
worm-like micelles, i.e. by preparing copolymers with short E-
block lengths relative to their B-block lengths (m=11-17, n=8-12).
The solubilisation capacity for solutions at 25 °C increased linearly
as the B-block length was increased, an effect attributed to an
increase in the proportion of worm-like micelles. However, it is
well established for poly(oxyethylene)-based copolymers that, at
a given temperature, the micelle association number (and so the
micelle-core volume) is increased as the hydrophobic-block length
is increased or as the hydrophilic-block length is decreased (see,
e.g., Booth et al., 2006), and it might be argued that an increase in
core volume of spherical micelles might lead to a similar enhance-
ment of solubilisation capacity. In the work described in this note
we have investigated this possibility. Specifically, we have taken
advantage of the availability of a series of E,B, copolymers pre-
pared for study of microphase separation in block-copolymer melts
(Ryan et al., 2001) to investigate the solubilisation of griseofulvin
in micellar solutions at 25 °C of block copolymers with lengthy B-
blocks and with E-blocks sufficiently long to ensure formation of
compact (spherical) micelles.
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Table 1
Number-average molar mass, weight fraction poly(oxybutylene), and critical micelle
concentration.

Table 2
Solubilisation capacities at 25°C for 1wt% copolymer solutions with griseofulvin
incorporated by solution, melt and film methods.

Copolymer M, /kg mol~! Wg cme/mgdm—3
E110B30 7.00 0.309 0.50
E209Bas 124 0.261 1.70
Ei100Bs1 8.07 0.455 0.30
E114Bs6 9.05 0.446 0.37
Ei55B76 12.3 0.445 0.40

2. Experimental

Five E;B;, copolymers with narrow chain-length distributions
(MW/MH ~ 105) and IOHg B-block lengths (E]]()Bg(), E209B45, E]()()BSl ,
E114Bs6, E155B76) were available from a previous study: see Ryan
et al. (2001) for details. Values of the number-average molar
masses (Mp) of the copolymers, and of the weight fractions of
poly(oxybutylene) (wg) in the copolymers, are listed in Table 1,
together with values of the critical micelle concentration (cmc)
in aqueous solution at 25°C taken from Ribeiro et al. (2008). It is
seen that the values of cmc are very low, <0.0002 wt%, ensuring
effectively complete micellisation in 1 wt% solution.

Griseofulvin (Sigma-Aldrich, Poole, Dorset, UK) was loaded
into solutions (1wt% copolymer) in three ways, as described
below. Excess drug was removed by filtration using 0.45 pm Mil-
lipore filters and/or by centrifugation (Hettich Zentrifugem EBA
12, 6000 rpm, 30 min). In each case the extent of drug solubilisa-
tion was determined by UV spectroscopy using a U-2000 Hitachi
Spectrophotometer. As described by Crothers et al. (2005), a drug-
loaded solution was diluted quantitatively with sufficient methanol
to enable determination of its absorbance at the optimum wave-
length of 292 nm, which was then compared with a Beers Law plot
for griseofulvin in methanol. The water content after dilution was
low enough to allow the calibration for methanol solutions to be
used without correction. Blank experiments (no copolymer) gave
the solubility of the drug in water.

Method 1, Solution. 10 g of stock copolymer solution (1 wt%) pre-
pared with Milli-Q water was added to finely ground (1 mm?2 mesh)
griseofulvin powder (0.1 g). The mixture was stirred at 25°C for
4 days before being filtered to remove unsolubilised drug. This
method is equivalent to the so-called Shake-Flask method (Crothers
et al., 2005).

Method 2, Melt. Griseofulvin powder (0.1 g) was added to copoly-
mer melt (1 wt%) at 65 °C, allowing 3 h for dissolution, followed by
addition of the required amount of Milli-Q water at 65 °C. This tem-
perature was maintained for 1 h before cooling to 25 °C, and stirring
for 4 days before filtering to remove unsolubilised drug.

Method 3, Film. Copolymer (0.1 g) and griseofulvin powder (0.1 g)
were dissolved in ethanol (10 ml). The solvent was evaporated
under vacuum at room temperature to form a thin film. Sufficient
Milli-Q water was added (10 ml) to form a 1 wt% copolymer solution
which was stirred at 25 °C for 24 h before centrifuging and filtering
to remove unsolubilised drug.

3. Results and discussion

Solubilisation capacities (Scp), defined as milligram drug sol-
ubilised per gram of copolymer in given volume of solution in
excess of that dissolved in an equivalent volume of water, are
listed in Table 2. Solubilisation of griseofulvin is known to be
almost exclusively in the hydrophobic micelle core (Crothers et
al., 2005) so we also list values of the solubilisation capacity per
gram of hydrophobe, defined as S, = Scp/wp, where wg is the
weight fraction of poly(oxybutylene) in the copolymer, as listed

Copolymer Solution Melt Film

Scp Sh Scp sh Scp Sh
E110B30 3.9 13 8.7 28 5.0 16
E209Bas 29 1 7.1 27 4.5 17
E100Bs1 4.9 10 9.4 21 7.8 17
E114Bs6 4.7 11 9.2 21 6.4 14
E155B76 5.1 1 = - - _

Scp in mg drug per gram of copolymer; S, in mg drug per gram of hydrophobe.

in Table 1. Shortage of material meant that solubilisation in solu-
tions of copolymer Eq55B7 was investigated only by the solution
method.

As seen in Table 2, variation of copolymer composition leads
to variation in S¢p which largely disappears if the solubilisation
capacity per gram of hydrophobe, Sy, is considered. This quantity
is plotted against B-block length in Fig. 1, where we include sol-
ubilisation capacities for copolymer EggB1g obtained by identical
solution and melt methods (Crothers et al., 2005). In the figure, the
dotted lines indicate average values for the three methods, i.e. 12, 16
and 25 mg/g for the solution, film and melt methods, respectively,
with a standard error less that 2 mg/g.

The evidence is that the solubilisation of griseofulvin in the
cores of E;B;, copolymer micelles, as measured by Sy, is essentially
independent of B-block length in the range of concentrations inves-
tigated. As B-block length is the major determinant of core size for
compact micelles (see, e.g., Booth et al., 2006) it can be concluded
that core size is not a major consideration when n exceeds about 15
B units. Of course, in pharmaceutical practice S¢p is the important
quantity, and the value of Scp will be high if the weight fraction B
in the copolymer is high. The copolymers featuring in Fig. 1 have
values of wg in the range of 0.26-0.45.

As noted in the introduction, E;B, copolymers with rela-
tively short E-blocks (e.g., E17B12, wg ~ 0.54) may form worm-like
micelles in solution, an effect which enhances solubilisation.
Copolymers with relatively short B-blocks may have significantly
higher values of the cmc and may be incompletely micellised in
1 wt% solution at 25°C (e.g., E41Bg, wg ~ 0.24, cmc~ 0.1 wt%, Yu et
al., 1997), an effect which reduces the extent of solubilisation. Given
that copolymers with short blocks are more easily prepared, our
study suggests E3gB15 (wg = 0.45) as a satisfactory target composi-
tion for a copolymer for solubilisation of aromatic drugs in compact
micelles in dilute solution. The general considerations arising from
this study should extend to other poly(oxyethylene)-based copoly-
mers, including those with polyester hydrophobic blocks.
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Fig. 1. The effect of B-block length on the solubilisation of griseofulvin in micellar
solutions of E;,B, copolymers at 25 °C.
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