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RESUMO

Vieira, I. R. S. Nanocompdsitos a base de poli(uretano-ureia)s dispersos em agua e
diferentes cargas inorganicas para liberacdo transdérmica de progesterona. 2021. 202f.
Tese (Doutorado em Quimica) — Instituto de Quimica, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

Dispersbes aquosas de poli(uretano-ureia)s (WPUU) e seus nanocompositos
(NWPUU) a base de argila montmorilonita (MMT-Na*) sédica, de natureza hidrofilica, 6xido
de grafeno reduzido (rGO) e hibridos MMT/rGO foram produzidos por rota de sintese verde,
visando a obtencao de filmes biocompativeis, aplicados como novos sistemas de liberacdo
transdérmica de farmacos (TDDS). Os mondmeros empregados foram: diisocianato de
isoforona (IPDI), acido dimetilolpropiénico (DMPA), poli(glicol propilénico) (homoPPG),
copolimeros em bloco a base de poli(glicol etilénico-b-glicol propilénico) (PEG-b-PPG), com
variagdo na proporcao de segmentos a base de PEG (7% e 38%, em relacao a massa molar
do copolimero), e hidrazina, como extensor de cadeia. A propor¢cdo entre 0s segmentos
flexiveis e rigidos foi mantida a mesma (NCO/OH=2,3) para todos os sistemas. O teor de
nanocarga utilizado na preparacdo dos nanocompdésitos foi de 0,5% para MMT ou rGO, e
0,25/0,25% para a mistura MMT/rGO, em relacdo a massa de prepolimero. A progesterona
(P4), um hormbnio da classe dos esteroides, foi escolhida como o farmaco modelo e
incorporada nas dispersdes aguosas para obtencéo de filmes. As dispersfes aquosas foram
caracterizadas quanto ao teor de solidos, pH, viscosidade aparente, e diametro
hidrodinamico médio (Dn) de particulas e indice de polidispersividade (PDI), por
espalhamento de luz dindmico (DLS). Os filmes produzidos a partir do vazamento das
dispersdes foram caracterizados por difracdo de raios-X (XRD), ressonancia magnética
nuclear (NMR) de baixo campo, utilizando o método de relaxometria nuclear, espectroscopia
de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), analise termogravimétrica (TGA) e
ensaios mecanicos. Os testes de liberagdo in vitro, usando membrana celulésica e o0s
ensaios de permeacdo ex vivo e retencao cutanea, usando membrana biolégica de pele de
orelha de porco, foram efetuados a 37+£0,5°C em um sistema de células de difusdo de Franz,
utilizando uma solucdo de tampéao fosfato-salino (PBS)/glicol propilénico (3:2, v/v) (pH 7,4)
como solucdo receptora. Nos testes in vitro, o farmaco foi quantificado por espectroscopia
na regido do ultravioleta visivel (UV-Vis) e, nos ensaios ex vivo, por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC). Os resultados mostraram que as dispersdées aquosas
pseudoplasticas com Dy<200 nm permaneceram estaveis por mais de doze meses. A
formacdo de estruturas esfoliadas sugeriu a nanodispersdo homogénea das camadas de
silicato de MMT e nanofolhas de rGO na matriz polimérica. O sinergismo MMT/rGO
sugeriram a segregacdo entre as fases. Ligacbes de hidrogénio formadas entre os
grupamentos polares das nanocargas e 0s segmentos rigidos das cadeias poliuretanicas,
influenciaram na estrutura e dinamica molecular das cadeias poliméricas, bem como
aumentaram a resisténcia térmica e mecénica dos materiais. Os filmes WPUU/P4
apresentaram maiores taxas e maiores velocidades de liberacdo in vitro e permeacdo ex
vivo do farmaco em relacdo as séries de nanocompositos. Os filmes NWPUU/MMT, rGO e
MMT/rGO, carregados com P4, demonstraram liberac@o sustentada do farmaco, a partir dos
testes de permeacdo ex vivo, e baixa retengcdo do farmaco nos extratos cutédneos. Os
resultados obtidos mostram que sistemas de NWPUU/MMT, rGO e MMT/rGO podem ser
potencialmente aplicados como novos sistemas de liberag¢éo transdérmica de farmacos.

Palavras-chave: Nanocompositos. Poli(uretano-ureia)s. Dispersdes aquosas. Argila
montmorilonita. Oxido de grafeno reduzido. Sistemas de liberagéo

transdérmica de farmacos. Progesterona.



ABSTRACT

Vieira, I. R. S. Waterborne poly(urethane-urea)s nanocomposites and different inorganic
loads for transdermal progesterone release. 2021. 202f. Tese (Doutorado em Quimica) —
Instituto de Quimica, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

In this work, waterborne poly(urethane-urea)s (WPUU) and respective
nanocomposites (NWPUU) based on hydrophilic montmorillonite (MMT-Na*) sodium clay,
reduced graphene oxide (rGO) or MMT/rGO hybrids were produced by a green synthesis
method, aiming at obtaining biocompatible films, applied as transdermal drug delivery
systems (TDDS). The monomers used were isophorone diisocyanate (IPDI),
dimethylolpropionic acid (DMPA), poly(propylene glycol) (homoPPG), copolymers based on
poly(ethylene glycol-block-propylene glycol) (PEG-b-PPG), with different PEG-segments
ratio (7% and 38%, in terms of copolymer molar mass), and hydrazine as a chain extender.
The ratio between soft and hard segments was kept the same (NCO/OH=2.3) to all systems.
The nanoload content for the preparation of nanocomposites was 0.5% for MMT or rGO, and
0.25/0.25% for the hybrid MMT/rGO, in relation to prepolymer mass. Progesterone (P4), a
steroidal hormone, was used as model drug and incorporated into the aqueous dispersions
to obtain cast films. Aqueous dispersions were characterized in terms of solids content, pH,
apparent viscosity, average hydrodynamic diameter (Du) particles and polydispersity index
(PDI) by dynamic light scattering (DLS) measurements. The cast films were characterized by
X-ray diffraction (XRD), low-field nuclear magnetic resonance (NMR) by nuclear relaxometry
method, Fourier-Transform infrared spectrometry (FTIR), thermogravimetric analysis (TGA)
and mechanical tests. In vitro release tests, using cellulosic membrane, and ex vivo
permeation and retention assays, using biological membrane of pig ear skin, were performed
at 37+0.5°C in a Franz diffusion cell system, employing phosphate-buffered saline
(PBS)/propylene glycol solution (3:2, viv) (pH 7.4) as the receiving solution. The content of
the released drug in vitro was determined by ultraviolet-visible (UV-Vis) spectroscopy, and, in
the ex vivo assays, the permeated drug content was quantified by high performance liquid
chromatography (HPLC). Pseudoplastic dispersions with D4<200 nm were stable for more
than twelve months. The formation of exfoliated structures suggested the homogeneous
nanodispersion of MMT silicate layers and rGO nanosheets. MMT/rGO synergism and layer-
to-layer interactions suggested segregation of phases. Hydrogen bonds between polar
groups of nanoloads and rigid segments of polymer chains influenced the structure and
molecular dynamics of the chains, as well as increasing the thermal and mechanical
properties of materials. WPUU/P4 films showed high amount and higher in vitro release rates
and ex vivo drug permeation in relation to the nanocomposite series. P4-loaded NWPUU
(MMT, rGO and MMT/rGO) films exhibited sustained release of the drug in the ex vivo
permeation tests, and low drug retention in skin extracts (epidermis and dermis). The results
obtained show that NWPUU systems based on MMT, rGO and MMT/rGO particles can
potentially be applied as new transdermal drug delivery systems.

Keywords: Nanocomposites. Poly(urethane-urea)s. Aqueous dispersions. Montmorillonite
clay. Reduced graphene oxide. Transdermal drug delivery systems.

Progesterone.
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INTRODUCAO

A sintese verde de poliuretanos (WPU) e poli(uretano-ureia)s (WPUU) obtidos
como dispersdes aquosas tem sido uma alternativa promissora para a producao de
materiais eco-eficientes, possibilitando uma diversificada gama de propriedades e
aplicacbes (FUENSANTA et al., 2020; HERRAN et al., 2021; VIEIRA et al., 2019).
Atualmente, esses materiais tém sido foco de grande interesse nas areas biomédica
e farmacéutica que, dependendo da escolha dos mondémeros, mostram-se
biocompativeis com sistemas biolégicos, como sangue, 6rgdos e tecidos do
organismo (FENG et al., 2020; SHOAIB et al., 2018).

A flexibilidade na escolha e disposicdo de mondmeros tornam esses materiais
muito versateis para aplicacdo como biomaterial (materiais naturais ou sintéticos que
interagem com o organismo) (HERRAN et al., 2021). Dentre as principais aplicacdes
atuais, destacam-se o0s implantes biodegradaveis (YIN et al., 2020), filmes
antibacterianos (HOU et al., 2020), e os sistemas aplicados na liberagdo controlada
de farmacos (drug delivery system) (DDS) (BAHADUR et al., 2018; VIEIRA et al.,
2019). Além disso, os materiais uretanicos podem ser aplicados em engenharia de
tecidos, bioimpresséo de tecidos artificiais em trés dimensdes (3D) e regeneracao
0ssea (CHOCARRO-WRONA et al., 2020; LI et al., 2020).

Avancgos recentes em WPU e WPUU s&o o desenvolvimento de sistemas
DDS, aplicados principalmente na forma de micro- e nanoparticulas (WEN et al.,
2019), hidrogéis (KAMACI; KAMACI, 2020) e filmes (VIEIRA et al., 2019; 2020a;
2020b). Ultimamente, os filmes de WPUU tém sido investigados para a liberacéo de
varios medicamentos, como farmacos anticancer (BAHADUR et al., 2018; SHOAIB
et al., 2018), anti-inflamatdrios (PINTO et al., 2011; SILVA et al., 2011), antibiético
(SHOAIB et al., 2018) e antifungico (VIEIRA et al., 2019).

Estudos tém relatado que algumas mudancas na formulagdo, como adi¢ao de
aditivos, composicdo de mondmeros, massa molar do polimero, razdo entre os
segmentos rigidos e flexiveis, ou a incorporacao de particulas organico-inorganicas,
podem modificar a cinética de liberacdo de farmacos (BAHADUR et al., 2018; SILVA
et al., 2011; VIEIRA et al., 2019). A disperséo e distribuicdo de nanomateriais em
matrizes poliméricas podem ser capazes de controlar a taxa de liberagdo de

farmacos, por meio de diferentes interagcbes farmaco-polimero, nanoparticula-
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polimero ou efeito barreira das particulas na matriz polimérica (PINTO et al., 2011,
SILVA et al., 2011; VIEIRA et al., 2020b).

A incorporagdo de materiais inorganicos nanoestruturados em sistemas WPU
e WPUU produz nanocompositos (NWPU e NWPUU, respectivamente) reforcados,
gue sdo amplamente utilizados como dispositivos biomédicos (HUANG et al., 2017;
SILVA et al., 2011; VIEIRA et al., 2020b). Atualmente, as nanocargas mais utilizadas
na preparagdo de NWPUU s&o materiais lamelares, como as argilas de
montmorilonita (MMT) (MIRANDA et al., 2015; VIEIRA et al., 2020a), e
nanomateriais a base de carbono, incluindo o 6xido de grafeno (GO) (LARRAZA et
al., 2020; WAN; CHEN, 2018), oxido de grafeno reduzido (rGO) (VIEIRA et al.,
2020a; ZHANG et al., 2018b) e nanotubos de carbono (CNT) (ZADEH et al., 2021).
Esses nanomateriais tém sido utilizados em aplicacdes biomédicas, pois a maioria
das nanocargas sdo bioinertes, apresentando-se quimicamente estaveis e pouco
suscetiveis a causar reacdes adversas no organismo; e biocompativeis, que néo
promovem efeito danoso sobre os tecidos biolégicos (JAVAID et al., 2018; SILVA et
al., 2009b; 2013; WANG et al., 2018a).

Sistemas DDS a base de nanocompdésitos de poliuretano/MMT mostram que
o farmaco pode ser encapsulado na camada intermediaria da argila através do
processo de intercalacdo por troca ibnica, formando materiais hibridos. Neste caso,
as nanoparticulas de argila funcionam como barreira fisica, controlando a taxa e a
velocidade de liberacdo do farmaco, em muitas vezes por periodos longos, podendo
ser potencialmente utilizada em sistemas de liberacdo prolongada (SILVA et al.,
2011). Além disso, o processo de difusdo do farmaco a partir da matriz polimérica
também pode ser influenciado pelas interacdes intermoleculares, como ligacdes de
hidrogénio, formadas entre grupamentos hidrofilicos presentes na estrutura da argila
com os diferentes segmentos das cadeias poliuretanicas (PINTO et al., 2011).

Uma alternativa para o desenvolvimento de sistemas de liberacdo prolongada
sédo os filmes aplicados como adesivos transdérmicos (transdermal drug delivery
systems) (TDDS) (AHMED; EL-SAY, 2016). Os sistemas terapéuticos transdérmicos
de acdo sistémica sdo formas farmacéuticas que possibilitam a liberacdo e
permeacdo de uma ou mais substancias ativas através da pele (AHMED; EL-SAY,
2016; JASSIM et al, 2018). Dessa forma, esses materiais devem ser
biocompativeis, ndo apresentar nenhum grau de toxicidade in vivo e serem eficientes
na liberacdo do farmaco (JASSIM et al., 2018).
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Adesivos transdérmicos contendo diferentes hormoénios esteroides, como
estradiol, progesterona e testosterona, sdo sistemas mundialmente aceitos e
largamente utilizados em terapias de reposi¢cao hormonal (HRT). Esses sistemas
possuem diversas vantagens em relacdo aos métodos de terapias convencionais,
como absorcéo adequada e niveis plasmaticos controlados do farmaco, e evitam o
efeito de primeira passagem hepatica e o ambiente hostil do trato gastrintestinal,
dentre outras vantagens (CHORILLI et al., 2007; KATHE; KATHPALIA, 2017,
JASSIM et al., 2018).

A maioria dos sistemas TDDS na literatura cientifica é sintetizada na presenca
de solventes organicos, o que representa alto custo com equipamentos e reagentes,
longo tempo de produgcdo e, possivelmente, podem ocasionar algum grau de
toxicidade in vivo. Dessa forma, a utilizacdo de dispersdes aquosas de WPUU e
NWPUU torna-se uma alternativa ambientalmente amigavel e em termos de
biocompatibilidade para a producdo de matrizes poliméricas aplicadas como
sistemas TDDS.

Com base em trabalhos anteriores, alguns sistemas ja utilizaram os WPU e
WPUU como material aplicado na liberacéo controlada de farmacos. Porém, nenhum
estudo atual relatou sistemas de NWPUU a base de argila hidrofilica de MMT, rGO e
hibridos MMT/rGO na area biomédica, utilizando: segmentos hidrofilicos a base de
copolimeros em bloco de poli(glicol etilénico-b-glicol propilénico) (PEG-b-PPG), com
diferentes variagcdes na proporcdo de PEG; aplicacdo de progesterona (P4) como
farmaco modelo em estudos de permeacdo cutanea ex vivo, utilizando membrana
bioldgica de pele de orelha de porco; e possibilidade de aplicacdo desses materiais

como novos sistemas TDDS.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

O objetivo geral desta Tese foi o de produzir filmes biocompativeis a partir de

nanocompositos de poli(uretano-ureia)s dispersos em agua (NWPUU) a base de

argila montmorilonita (MMT-Na*) sodica, de natureza hidrofilica, 6xido de grafeno

reduzido (rGO), e mistura dos hibridos MMT/rGO, para liberacdo transdérmica de

progesterona (P4).

1.2 Objetivos especificos

X/
L X4

X/
L X4

A seguir sdo citados o0s objetivos especificos apresentados nesta Tese.

Preparar nanocompdésitos de NWPUU a partir de dispersdes aquosas
contendo diferentes composicdes de segmentos a base de PEG e diferentes
nanocargas, como: MMT-Na*, rGO e hibridos MMT/rGO,

Avaliar a estalidade ao armazenamento, o diametro médio de particulas e o
comportamento reoldgico das dispersoes.

Estudar a influéncia das nanocargas na estrutura (morfologia e interagfes
intermoleculares) e propriedades (térmica e mecanica) dos filmes de
nanocompositos.

Avaliar o perfil de liberacdo in vitro de P4, em membrana celulésica, a partir
dos filmes.

Avaliar a taxa de permeacéo e retencao cutanea ex vivo de P4, em membrana
bioldgica de pele de orelha de porco, a partir dos filmes.

Estudar a influéncia dos diferentes percentuais de PEG presentes nos
segmentos flexiveis; e das nanocargas, nos perfis de liberacdo in vitro e

permeacao ex vivo do farmaco.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Dispersfes aquosas de poliuretanos (WPU) e poli(uretano-ureia)s (WPUU)

Os poliuretanos (PU) comp&em uma familia de polimeros muito verséteis, que
abrange uma infinidade de materiais e aplicagdes (COUTINHO et al., 2008; ENGELS
et al., 2013). A versatilidade dos materiais uretanicos € baseada, principalmente, na
composicao e estequiometria dos mondémeros, levando a diferencas expressivas nas
propriedades do produto (HERRAN et al., 2021). Assim, podem ser obtidos materiais
com diferentes caracteristicas, como termoplasticos, termorrigidos, fibras e
elastobmeros (ENGELS et al., 2013; VIEIRA, 2017). Dentre os principais setores de
aplicacdo dos PU, destacam-se as industrias de revestimentos, automobilistica,
téxtil, aeroespacial, biomédica e farmacéutica (GURUNATHAN et al., 2013; PATEL
et al., 2017; SPIRKOVA et al., 2020).

Com o advento da medicina moderna aliado ao desenvolvimento da ciéncia
de novos materiais, muitos dispositivos biomédicos tém sido criados a partir de
materiais poliméricos, visando oferecer um efeito terapéutico adequado. Os PU, em
especial, formam uma classe de polimeros muito versateis que tém encontrado
diversas aplicacfes, tanto nha medicina como na industria farmacéutica. A literatura
tem destacado sua utilizacdo como biomaterial (FENG et al., 2020; SOLANKI et al.,
2015; SOLANKI; THAKORE, 2017; YANG et al., 2014).

A Figura 1 apresenta as principais tendéncias de aplicacdo dos PU na area
biomédica. Os PU tém sido aplicados no campo de biossensores e diagndsticos
(SUN et al., 2013); para a producdo de implantes ortopédicos (ABDAL-HAY et al.,
2019); membranas antimicrobianas (ZHANG et al., 2018a); filmes transdérmicos
(GENCTURK et al., 2017); filmes para o recobrimento de stents esofagico (BARRON
et al., 2018) e nasal (FENG et al., 2020); engenharia de tecidos (JAGANATHAN et
al., 2018; LI et al., 2020), dentre outros. Além disso, a literatura cientifica tem dado
grande destaque para a producdo de filmes e/ou membranas aplicados como
sistemas de liberagdo controlada de farmacos (drug delivery system) (DDS) (BASAK;
ADHIKARI, 2012; MOURA et al., 2011; SILVA et al., 2009a; 2009b; 2011; VIEIRA et
al., 2019).
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Figura 1 — Principais tendéncias de aplicacdes biomédicas dos PU
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Fonte: Adaptado de SOLANKI; THAKORE, 2017.

As propriedades dos PU diferem muito dependendo da composicdo e
estequiometria dos monémeros, além do tipo de método de preparacéo (VIEIRA et
al., 2019). Usualmente, os compostos envolvidos na polimerizagdo sao di- ou
poliisocianato e um di- ou polidis, formando segmentos rigidos e flexiveis, dispostos
alternadamente (MIRANDA et al., 2015; VIEIRA et al., 2019). A adicdo de uma
molécula de baixa massa molar ao prepolimero promove a extensdo de cadeia e
aumento da massa molar do polimero. O tipo de extensor de cadeia utilizado na
sintese fornece diferentes estruturas: quando um diol ou macrodiol é usado, séo
formadas ligagfes uretanicas (O-CO-NH) altamente polares e um poliuretano (PU) é
produzido, enquanto as ligacbes ureicas (NH-CO-NH) sdo formadas a partir de
reacoes com diaminas, produzindo um poli(uretano-ureia) (PUU) (FUENSANTA et
al., 2017; MIRANDA et al., 2015; SANTAMARIA-ECHART et al., 2016). A Figura 2
apresenta as principais diferencas na formacao das ligacdes uretanicas e ureicas em

PU e PUU, respetivamente.
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Figura 2 — Representacdo esquematica das reacdes quimicas envolvidas na
formacao de ligagbes uretanicas e ureicas em PU e PUU
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A morfologia basica das cadeias de PU consiste em segmentos rigidos e
flexiveis, dispostos alternadamente. Os dominios de segmentos rigidos, que
proporcionam refor¢co e rigidez ao polimero, sdo constituidos principalmente pelo
diisocianato e pelo extensor de cadeia, enquanto a matriz de segmentos flexiveis, de
natureza elastomeérica, € composta basicamente por polidis (FUENSANTA et al.,
2020; VIEIRA et al., 2019).

As cadeias poliuretanicas apresentam diferentes graus de miscibilidade entre
fases (mistura entre os dominios de segmentos rigidos e flexiveis), de acordo com
fatores termodinamicos associados a cada formulagdo (CAUICH-RODRIGUEZ et al.,

2013). A natureza desses segmentos (cristalina, semi-cristalina, amorfa, hidrofilica
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ou hidrofobica) e suas interagBes intra- ou intermoleculares (como ligacbes de
hidrogénio) ditardo as propriedades mecanicas e fisico-quimicas do polimero
(MIRANDA et al., 2015; TRINH et al., 2020). A Figura 3 mostra a morfologia dos PU
e as possiveis interagBes intermoleculares entre os diferentes segmentos rigidos e

flexiveis.

Figura 3 — Possiveis interacdes entre os segmentos rigidos e flexiveis em PU

Regido cristalina

O

—N—C—0—
Ligagoes de hidrogénio H
P entre grupos uretanicos o
e segmentos rigidos
—Nr—C— 00—
Ligagoes de hidrogénio
entre segmentos rigidos e flexiveis H
—N—C—0— —T—C—o—
H | H |
ﬁ —C—0—C—
C—O0
Uretano - éster Uretano - éter

Dominio de L.
E segmento rigido === Segmento rigido Segmento flexivel

Fonte: Adaptado de TRINH et al., 2020.

Pensando em uma alternativa ambientalmente amigavel e de sintese verde, a
producéo de polimeros isentos de solventes organicos vem ganhando cada vez mais
destaque, principalmente no que diz respeito a diminuicdo da emissdo de compostos
organicos volateis (VOC) para a atmosfera (MIRANDA et al., 2015; SPIRKOVA et al.,
2020; VIEIRA et al., 2017). Em virtude disso, o desenvolvimento de dispersdes

aguosas de poliuretano (WPU) e poli(uretano-ureia)s (WPUU) tem atraido muita
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atencdo nos ultimos anos, com grande destaque para aplicacbes biomédicas
(MOURA et al., 2011; SILVA et al., 2009a; 2009b; 2011; VIEIRA et al., 2019).

Avancos recentes em ciéncia de polimeros tém proporcionado grandes
oportunidades para o desenvolvimento de novos WPU e WPUU, desenvolvidos para
liberacdo controlada de farmacos, especialmente na forma de nanoparticulas
(OMRANI et al., 2017a; 2017b), hidrogéis (BANKOTI et al., 2017), filmes e/ou
membranas (BAHADUR et al, 2018; VIEIRA et al, 2019) e implantes
biodegradaveis (HSU et al., 2018; SILVA et al., 2010).

Um dos processos de obtencdo de poliuretanos aquosos, que tem sido
utilizado no nosso Grupo de Pesquisa (BARBOZA et al., 2014; COUTINHO et al.,
2008; DELPECH et al., 2011; DELPECH; MIRANDA, 2012; MIRANDA et al., 2015;
VIEIRA et al., 2019), consiste basicamente, nas seguintes etapas abaixo e
presentadas no esquema da Figura 4:

1) sintese de um prepolimero em massa (auséncia de solvente organico)
contendo grupos pendentes passiveis de neutralizacao;

2) neutralizacdo desses ultimos formando ionémeros;

3) dispersdo em agua das cadeias ionoméricas e,

4) reacdo de extensdo de cadeia, entre 0s grupos terminais reativos e uma
molécula difuncional de baixa massa molar, para aumento da massa molar do
polimero.

Usualmente, os PU sao hidrofébicos (imisciveis em agua), e para que a
dispersdo aquosa possa ser formada € necesséria a incorporacdo de grupos
hidrofilicos i6nicos (catibnicos ou anidénicos) provenientes de um emulsificante
interno, passiveis de neutralizacdo (FUENSANTA et al., 2020). Pode-se também
incorporar um segmento hidrofilico ndo i6nico (COUTINHO et al, 2008;
MOHAGHEGH et al., 2005).
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Figura 4 — Representacdo esquematica do processo de sintese de WPU e WPUU
em massa
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Fonte: O autor, 2021.

A Tabela 1 retne alguns monémeros frequentemente utilizados na sintese de
WPU e WPUU. Os polidis mais empregados para a preparacdao de WPU sé&o
poliéteres e poliésteres (DELPECH; MIRANDA, 2012; MIRANDA et al., 2015; VIEIRA
et al., 2019).

De acordo com a Tabela 1, na classificacdo dos poliéteres, encontram-se o
poli(glicol etilénico) (PEG) ou poli(bxido de etileno) (PEO), poli(glicol propilénico)
(PEG) ou poli(6xido de propileno) (PPO), poli(glicol tetrametilénico) (PTMG), e
copolimeros em bloco a base de PEG-PPG e triblocos PEG-PPG-PEG (BAHADUR
et al., 2018; BARBOZA et al., 2014; DELPECH; MIRANDA, 2012; MIRANDA et al.,
2015; SHOAIB et al., 2017; 2018; VIEIRA et al., 2019). Enquanto os poliésteres mais
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utilizados sao: poli(e-caprolactona) (PCL), poli(adipato de etileno) (PEA) e poli(acido

lactico) (PLA) (PINTO et al., 2011; SILVA et al., 2010; 2011).

Tabela 1 - Mondbmeros mais usados na sintese de WPU e WPUU

Componente _ o o
. Tipo Componente quimico Referéncias
monomerico
Poli(glicol etilénico) (PEG) ou Bahadur et al. (2018)
poli(6xido de etileno) (PEO) Barboza et al. (2014)
Poli(glicol propilénico) (PEG) ou Delpech; Miranda
., o . (2012)
Poliéteres oli(6xido de propileno) (PPO
poli( prop ) ( ) Miranda et al. (2015)
poliol Copolimeros de PEG-PPG e PEG- Shoaib et al. (2017)
PPG-PEG Shoaib et al. (2018)
Poli(glicol tetrametilénico) (PTMG) Vieira et al. (2019)
Poli(e-caprolactona) (PCL) Pinto et al. (2011)
Poliésteres Poli(adipato de etileno) (PEA) Silva et al. (2010)
Poli(acido lactico) (PLA) Silva etal. (2011)
Diisocianato de isoforona (IPDI) Bahadur et al. (2018)
1,6- diisocianato de hexametileno Coutinho; Delpech
(HDY) (2000)
Miranda et al. (2015)
Alifaticos 44~ diisocianato de diciclo- Pinto et al. (2011)
hexilmetano (H12MDI) Shoaib et al. (2018)
Diisocianato Spirkova et al. (2020)
1,4 — diisocianato de butano (BDI) Silva et al. (2011)
Vieira et al. (2019)
Diisocianato de tolileno (TDI) Coutinho; Delpech
(2000)
Aromaticos o _ Mohaghegh et al.
Di(p-fenil-isocianato) de metileno (MDI)
(2005)
Shoaibet al. (2017)
Glicol etilénico (EG) Dai et al. (2015)
1,4 — butanodiol (BD) Delpech; Miranda
Diobis (2012)
Extensor de 1,6 — hexanodiol (HD) Shoaib et al. (2017)
_ Spirkova et al. (2020)
cadeia Hidrazina Delpech; Miranda
N 2012
Diaminas ( :

Etilenodiamina

Miranda et al. (2015)
Vieira et al. (2019)

Fonte: O autor, 2021.
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Ambos os grupos de mondmeros sao constituidos por componentes
biocompativeis com sistemas biolégicos, como sangue, 6rgaos e tecidos organicos.
Sendo que os primeiros sdo menos vulneraveis a hidrélise e possuem menor custo,
enquanto o0s poliésteres produzem materiais potencialmente biodegradaveis,
suscetiveis a degradacdo enzimatica das ligacbes ésteres (CAKIC et al.,, 2013;
CHATTOPADHYAY; WEBSTER, 2009; PINTO et al., 2011; SILVA et al., 2011).

De uma maneira geral, os diisocianatos alifaticos ddo origem a PU mais
flexiveis e resistentes as intempéries, enquanto os diisocianatos aromaticos
produzem materiais com menor resisténcia a oxidacdo, além de alta viscosidade. Os
mondmeros alifaticos mais usados sdo o diisocianato de isoforona (IPDI), 1,4—
diisocianato de butano (BDI), 1,6- diisocianato de hexametileno (HDI) e 4,4'—
diisocianato de diciclo-hexilmetano (Hi12MDI) (BAHADUR et al., 2018; MIRANDA et
al., 2015; SHOAIB et al., 2017; 2018; VIEIRA et al., 2019). Na classificacdo dos
aromaticos os mais usados sdo o diisocianato de tolileno (TDI) e o di(p-fenil-
isocianato) de metileno (MDI) (COUTINHO; DELPECH, 2000; MOHAGHEGH et al.,
2005; SHOAIB et al., 2017).

Em relacdo aos extensores de cadeia, os didis e as diaminas S0 0S grupos
de substancias mais utilizadas na preparacdo de PU e PUU. Como relatado
anteriormente, a sintese de PU utilizando um diol da origem as ligacfes uretanicas,
engquanto as diaminas originam as ligacdes ureicas, produzindo os PUU (BARBOZA
et al., 2014; COUTINHO et al., 2008; DELPECH; COUTINHO et al., 2000; DELPECH
et al., 2011). Os extensores de cadeia sdo moléculas difuncionais pequenas, que
tém a funcdo de aumentar a massa molar do polimero, pela reacdo com grupos
terminais do prepolimero, geralmente isocianato (—NCO). Os extensores didis mais
utilizados séo o glicol etilénico (EG), 1,4-butanodiol (BD) e 1,6-hexanodiol (HD) (DAI
et al., 2015; DELPECH; MIRANDA, 2012; SHOAIB et al., 2017; SPIRKOVA et al.,
2020). No grupo das diaminas, a hidrazina e a etilenodiamina séo as mais utilizadas
(DELPECH; MIRANDA, 2012; MIRANDA et al., 2015; VIEIRA et al., 2019).

Dispersdes aquosas de WPU e WPUU sé&o sistemas coloidais binarios,
geralmente formados por particulas em escala nanométrica (FUENSANTA et al.,
2020). De acordo com a literatura, tamanhos de particula menores que 200 nm
podem produzir sistemas estaveis, podendo ser armazenados por um longo periodo
de tempo (COUTINHO et al., 2008; VIERA et al., 2019). No entanto, muitos sistemas

podem apresentar tamanhos variados, que podem ser influenciados por fatores
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como hidrofilicidade, massa molar do polimero, condicbes de emulsificacdo, forca de
cisalhamento, temperatura e adicdo de nanoparticulas inorganicas (MIRANDA et al.,
2015; MOHAGHEGH et al., 2005; NANDA et al., 2006).

As particulas de WPU sédo formadas por uma dupla camada elétrica estavel,
eletrostaticamente estabilizada por grupos neutralizados, como, por exemplo
carboxilicos (COQO), contidos no monémero que atuara como emulsificante interno
(LEE et al., 2006; FUENSANTA et al., 2020). A camada interna é geralmente
constituida por segmentos hidrofébicos, enquanto a camada externa é composta por
segmentos hidrofilicos e/ou grupos idnicos, e ligacdes uretanicas e ureicas, quando
presentes (COUTINHO et al.,, 2001; 2008; FUENSANTA et al., 2020). A Figura 5
mostra uma representacdo esquematica da particula de WPU em meio aquoso.

Figura 5 — Representacdo esquematica de formacao de particulas coloidais
de PU
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Fonte: O autor, 2021.

Nos ultimos anos, alguns estudos tém demonstrado interesse em relacdo a
aplicacdo das WPU e WPUU nas areas meédica e farmacéutica, em especial para o
desenvolvimento e aplicacdo de sistemas DDS (BAHADUR et al.,, 2017; 2018;
SHOAIB et al., 2018; VIEIRA et al., 2019).
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Shoaib et al. (2018) avaliaram a biocompatibilidade in vivo e a capacidade de

degradacdo de matrizes de WPU, carregadas com o farmaco anticancer Imatinib. Os
sistemas foram produzidos a partir de PEG (M,= 2000 g.mol?), HDI e diferentes

aminoécidos (arginina, lisina e glutamina) com funcéo de extensores de cadeia. Os
filmes foram nomeados de acordo com o tipo de extensor, como PU1, PU2 e PU3,
respectivamente. Os autores comprovaram que todos 0s sistemas apresentaram
biocompatibilidade in vivo, avaliado através de ensaios de viabilidade celular em
linhagens de células de fibroblastos humanos (NHFB) e avaliacdo histopatologica
em tecidos de camundongos, ndo apresentando nenhum grau de citotoxicidade. As
matrizes poliméricas apresentaram alta capacidade de intumescimento e
degradacdo hidrolitica. Os resultados de liberacao in vitro, avaliados em diferentes
meios (pH = 4,4, 7,4 e 10,4), revelaram percentuais de liberacdo de 33%, 41% e
40%, em pH 7,4, para filmes PU1, PU2 e PU3, respectivamente. O menor percentual
de liberacéo para o filme PU1 foi relacionado com a estrutura quimica do material,
que obteve maior grau de reticulacéo fisica e menor capacidade de intumescimento.
No entanto, a amostra PU1, apresentou maior liberagdo em pH acido, com uma taxa
de 82% em relacdo as respectivas amostras PU2 (70%) e PU3 (67%). Nesse caso,
0S autores sugeriram que a amostra PULl era mais adequada para liberacdo do
farmaco em células cancerigenas usando baixos valores de pH, sendo que a
liberacé@o foi menor em pH fisiol6gico em raz&o da menor toxicidade.

Nos estudos de Bahadur et al. (2018), duas séries de filmes de WPU foram

preparadas: série 1, com variacdo da massa molar de PEG (M,= 650, 1250, 1500 e
2000 g.molt), HDI, L-lisina; série 2, composta de PEG (M,= 2000 g.mol%), HDI, L-
lisina e variagdo no comprimento da cadeia do extensor (1,2-diaminoetano, 1,4-
diaminobutano, 1,6-diaminohexano e 1,8-diaminooctano). As diferentes
composicdes foram avaliadas em relacdo a biodegradacgéo, biocompatibilidade, e
liberacdo do farmaco 5-fluorouracil, dentre outras propriedades. Os resultados de
viabilidade celular (NHFB), avaliados por ensaios de MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-
2,5-difenil brometo de tetrazolina], ndo confirmaram qualquer citotoxicidade
proveniente dos filmes de WPU. Os filmes de WPU produzidos apresentaram
estabilidade térmica na faixa de 240 a 310°C, resisténcia a tragédo entre 32,7 e 53,3
MPa e biodegradabilidade, de 31,1 a 44,6%. Essas propriedades melhoraram com o

aumento do comprimento da cadeia do extensor de cadeia, mas diminuiram com o
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aumento da massa molar de PEG. Para os resultados de liberacéo, relacionando os
filmes da série 2, observou-se um maior percentual para o filme contendo o extensor
1,2-diaminoetano (71,9%), enquanto um menor percentual foi obtido para o filme
contendo 1,8-diaminooctano (44,6%). Em relacdo a série 1, a menor liberacdo foi
observada para o filme contendo a menor massa molar de PEG (42,46%), enquanto
um percentual de liberacdo maximo foi observado para o filme contendo a maior
massa molar de PEG (71,9%). Assim, os filmes de WPU produzidos podem ser
aplicados como sistemas DDS, em que a taxa de liberagdo do farmaco pode ser
facilmente controlada em relacdo ao comprimento da cadeia do extensor e da massa
molar de poliol.

Em outro estudo, Bahadur et al. (2017) produziram WPUU biodegradaveis a
base de PEG (M,= 2000 g.mol?), HDI e L-lisina, com variacéo na razdo NCO/OH

(3,0; 3,5 e 4,0). L-lisina teve a funcdo dupla de emulsificante interno e extensor de
cadeia. Os filmes WPUU produzidos foram testados como matrizes estimulo-
responsivas para a liberagdo sustentada de cisplatina, um medicamento modelo
anticancer. Os ensaios de biodegradacao foram realizados por imersao dos filmes
em uma solucéo de H202/CoCl2 por um periodo de 30 dias. Imagens obtidas a partir
de microscopia eletrénica de varredura mostraram indicios de degradacdo da matriz
polimérica, como fragmentacdo e rachaduras na superficie dos materiais, até a
completa desintegracdo apos 30 dias. Ensaios de viabilidade celular (por MTT),
realizados com células de cancer do colon (SW-620), confirmaram que ambos os
filmes, WPUU e WPUU/cisplatina, ndo apresentaram toxicidade significativa (ICso de
755 ug e 12,19 ug, respectivamente). Os resultados sugeriram que os filmes
carregados com cisplatina possuiam maior efeito de proliferacdo de células
cancerigenas SW-620, enquanto o filme WPUU se manteve inerte. Os ensaios de
liberacao in vitro realizados em solu¢do de tampéao fosfato-salino (PBS), mostraram
liberacdo cumulativa de cisplatina de 71,9%, 44,5% e 34,3%, para as amostras
WPUU em pH 3,4; 54 e 7,4, respectivamente. Os autores relataram que a
solubilidade do polimero aumentou devido a formacdo do sal de carboxilato de
amonio. A medida que o pH diminuiu, o fon carboxilato foi protonado, e os grupos
ibnicos diminuiram no meio &cido. Dessa forma, ocorreu uma diminuicdo da
penetracdo do solvente na matriz polimérica, promovendo uma liberagcdo mais lenta

do farmaco.
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Nos estudos de Vieira et al. (2017 e 2019) filmes de WPUU foram produzidos

a partir de copolimeros PEG-b-PPG, contendo diferentes teores de segmentos a
base de PEG no copolimero (7, 17, 25 e 38%); PPG (M,= 1000 g.mol) e IPDI. O

cetoconazol (KTZ), farmaco lipofilico antifangico foi utilizado como medicamento
modelo para os estudos de liberac&o in vitro, a partir de diferentes meios simulados
(pH 1,2 e 7,4). Foi observado que os diferentes teores de segmentos PEG
influenciaram, nas primeiras 2 h (pH 1,2), a difusdo do farmaco através da matriz
polimérica. Sendo que maiores percentuais de PEG promoveram maiores taxas de
liberacdo do medicamento, devido a maior hidrofilicidade e intumescimento desses
segmentos em meio aquoso. A partir de 8 h de liberacdo, um percentual de mais de
80% do farmaco foi obtido em pH 7,4, através de mecanismos de difusdo do farmaco
a partir da matriz polimérica intumescida e erosdo do polimero. A Figura 6(a) mostra
os perfis de liberacdo in vitro do farmaco, enquanto a Figura 6(b) apresenta uma
representacdo esquematica dos processos de liberacdo do farmaco (VIEIRA et al.,
2019). Como conclusédo foi relatado que esses sistemas podem ser muito
promissores para o0 desenvolvimento de sistemas de liberagdo sustentada de

farmaco para uso oral.

Figura 6 — Liberac&o de cetoconazol a partir de filmes de WPUU (continua)
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Figura 6 — Liberac&o de cetoconazol a partir de filmes de WPUU (concluséo)

(b)

Intumescimento do polimero Erosao do polimero e

e difusao do farmaco liberagao do farmaco
PH12 pH 7,4 L
— — olle ; y \

Filmes WPUU
carregados com KTZ

Legenda: (a) — perfil de liberacdo cumulativa de cetoconazol a partir de filmes de WPUU
contendo diferentes teores de segmentos PEG no copolimero; (b) — possiveis
mecanismos de liberagédo de cetoconazol. WPUU = poli(uretano-ureia)s
dispersos em agua; KTZ = cetoconazol.

Fonte: Adaptado de VIEIRA et al., 2019.

2.2 Nanocompdésitos de poli(uretano-ureia)s dispersos em agua (NWPUU)

Na ultima década, a nanotecnologia tem proporcionado o desenvolvimento de
novos materiais, aplicados nos mais variados setores industriais. A possibilidade de
incorporacdo de particulas inorganicas a nivel nanométrico (10°° m) em matrizes
poliméricas tem despertado o interesse mundial para a producdo de novos
dispositivos para aplicacdes diversas (MIRANDA et al., 2015).

A producdo de nanocompositos de poliuretanos (NWPU) e poli(uretano-
ureia)s (NWPUU) aquosos, também tém recebido consideravel atencdo nos ultimos
anos, em razdo das propriedades fisico-quimicas Unicas, tais como
biodisponibilidade e estabilidade otimizada (BARBOZA et al., 2014; MIRANDA et al.,
2015; SONG et al., 2017; SPIRKOVA et al., 2020).

Atualmente, os principais grupos de nanocargas empregadas na preparacao
de NWPU e NWPUU incluem os silicatos em camadas, como as argilas de
montmorilonita (MMT) (BARICK; TRIPATHY, 2009; MIRANDA et al., 2015; PANDA
et al., 2017), seguido por nanomateriais a base de carbono, incluindo éxido de
grafeno (GO) (SONG, 2017; WAN; CHEN, 2018), 6xido de grafeno reduzido (rGO)
(ZHANG et al., 2018b) e nanotubos de carbono (CNT) (WANG et al., 2018a). A

estrutura das nanocargas é mostrada na Figura 7.
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As nanocargas utilizadas em dispositivos biomédicos sdo materiais bioinertes
e biocompativeis, apresentando baixa toxicidade in vivo (JAVAID et al., 2018; SILVA
et al., 2009b; 2013). Esses biossistemas tém sido utilizados em diferentes aplicacdes
biomédicas, especialmente em medicina regenerativa e liberacdo controlada de
farmacos (JAVAID et al., 2018; KIEW et al., 2016; PINTO et al., 2011; SILVA et al.,
2011; 2013; YANG et al., 2016). Nesse ultimo, o farmaco pode ser encapsulado na
camada intermediaria da argila através do processo de intercalagédo por troca idnica,
formando materiais hibridos (PINTO et al., 2011).

Figura 7 — Algumas nanocargas utilizadas em nanocompositos NWPU e NWPUU
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Fonte: Adaptado de ABBAS et al., 2016; CHEN et al., 2015; KIEW et al., 2016.

2.2.1 Nanocompositos de NWPUU/argila montmorilonita (MMT)

De um modo geral, as argilas estdo entre os materiais lamelares mais
utilizados para a preparacdo de nanocompoésitos, aplicadas nos mais variados
setores, especialmente nas industrias biomédica e farmacéutica (JAVAID et al.,
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2018; MOUSAVI et al., 2018). Isso se deve ao baixo custo, pequenas dimensdes
lamelares, facilidade de dispersédo, alto desempenho e ganho em diversas
propriedades (MIRANDA et al., 2015; RAFIEMANZELAT et al., 2015).

As argilas sdo materiais biocompativeis, possuem baixa toxicidade e alta
capacidade de troca ibnica, tornando-se ideais para diversas aplicacdes biologicas
(JAVAID et al., 2018; PINTO et al., 2011; SILVA et al., 2013; YANG et al., 2016).
Além disso, sdo largamente utilizadas em insumos de produtos farmacéuticos e
cosméticos (MOUSAVI et al.,, 2018). Atualmente, novas estratégias tém sido
investigas a fim de avaliar o potencial de hibridos de argila como transportadores de
farmacos, devido as suas propriedades Unicas, como a biocompatibilidade, altas
solubilidade e adsorcdo, mucoadesao, liberagcdo sustentada e direcionamento ao
alvo especifico (JAVAID et al., 2018; KIM et al., 2016; MOUSAVI et al., 2018).

A montmorilonita (MMT) € o argilomineral mais utilizado para a preparagéo de
nanocompaositos de poliuretano e poli(uretano-ureia)s (NWPU/MMT e NWPUU/MMT,
respectivamente), formando materiais de alto desempenho, com alta estabilidade
térmica e quimica, além de ganho em propriedades mecéanicas e de barreira
(BARBOZA et al, 2014, MIRANDA et al., 2015; PATEL et al, 2017
RAFIEMANZELAT et al., 2015). A estrutura da argila MMT € apresentada na Figura
8.

MMT é uma argila bentonitica do grupo das esmectitas, constituida por duas
camadas de silicato (Si**) tetraédricas e uma camada de aluminossilicato octaédrica
central (AIR*). Além disso, alguns grupos de MMT ainda podem conter camadas
octaédricas costituidas por Mg?* ou Fe?3*, As camadas s&o interligadas
eletrostaticamente por cations trocaveis, como por exemplo, Na*, Ca®* e Mg?,
contrabalanceados por cargas negativas na superficie da estrutura da argila (LEE et
al., 2006; SHENG et al., 2011; TIEN; WEI, 2001). O espaco entre as camadas é
denominado de espacamento interlamelar. Geralmente, as argilas hidrofilicas ou
modificadas com grupos ionizaveis, possuem boa interacdo com a agua, a qual
promove o0 inchamento da argila promovendo a separacdo (delaminacdo ou
esfoliacdo) das camadas de silicato (MIRANDA et al., 2015).
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Figura 8 — Representacdo esquematica da estrutura da argila montmorilonita (MMT)
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Fonte: Adaptado de NEHDI, 2014.

A dispersédo de particulas de argila em uma matriz polimérica organica pode
formar diferentes tipos de microestruturas, que dependem da natureza dos
componentes utilizados (camadas de silicato, cation organico e matriz polimérica) e
da intensidade das interacdes (geralmente ligacdes de hidrogénio) entre camadas
de silicato e matriz polimérica (LEE et al., 2006; MIRANDA et al., 2015).

A Figura 9 apresenta de forma esquematica os diferentes tipos de micro- e
nanocompodsitos formados a partir de matrizes poliméricas contendo argila. O
esquema também permite identificar e diferenciar, através de difratogramas de raios-
X, as diferentes microestruturas.

Com base na Figura 9, os microcompaositos (ou nanocompoésitos floculados)
sédo formados quando a matriz polimérica tem pouca ou nenhuma interagdo com a
argila, formando particulas agregadas, que aumentam suas dimensdes devido as

cadeias poliméricas em seu entorno (PATEL et al., 2017).
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Figura 9 - Representacdo esquematica dos tipos de micro- e nanocompadsitos
formados a partir de interacfes entre cadeias poliméricas e silicatos
em camadas
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Os nanocompésitos intercalados sdo formados quando cadeias poliméricas
sao inseridas de forma regular entre as galerias das camadas da argila. Os silicatos
estratificados mantém suas camadas empilhadas apds a intercalacdo. Esse tipo de
nanocompoésito é geralmente obtido através da dispersdo da argila na matriz
polimérica na ultima etapa do processo de polimerizagdo, especialmente em PU
(MIRANDA et al., 2015; PATEL et al., 2017).

Em um nanocompdsito esfoliado ou predominantemente esfoliado, as
camadas da argila sdo separadas individualmente na matriz polimérica,
proporcionando uma maior area de superficie para interacdo, resultando no
aprimoramento de varias propriedades. Esse tipo de nanocompdsito € formado por

polimerizacdo in situ ou dispersando a nanocarga na matriz polimérica nas etapas
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iniciais do processo de polimerizacdo, no caso do PU, ou na etapa de dispersao
aguosa, para WPU (MIRANDA et al., 2015; PATEL et al., 2017).

O desenvolvimento de nanocompoésitos a base de particulas de MMT
direcionados para aplicacdes biomédicas tem crescido muito nos ultimos anos. Os
principais sistemas produzidos tém sido aplicados como implantes subcutaneos para
liberacdo de farmacos, microparticulas poliméricas, filmes/membranas e em
engenharia de tecidos (SILVA et al., 2009b; 2010; 2011; 2013; PINTO et al., 2011).
No entanto, nenhum estudo recente tem aplicado esses sistemas como filmes
transdérmicos para liberacdo de farmacos.

Nos estudos de Silva et al. (2011), nanocompositos biodegradaveis de
WPU/MMT foram produzidos. Acetato de dexametasona, um importante tipo de

corticoide utilizado no tratamento de uveite foi incorporado como farmaco modelo.
Os WPU foram constituidos por poli(e-caprolactona) (PCL) (M,, = 1000 e 2000 g.mol

1) e diisocianato de isoforona (IPDI) (razdo NCO/OH de 2,3), além de &cido
dimetiolpropionico (DMPA), trietilamina (TEA) e hidrazina. Os estudos de liberagéo in
vitro foram realizados em solucdo de tampéao fosfato-salino (PBS), pH 7,4, a 37°C.
Os resultados demonstraram que a adicdo de particulas de MMT foi eficaz,
auxiliando as propriedades mecanicas dos materiais atingindo valores que podem
coincidir com as propriedades dos tecidos moles oculares. Nesse sistema, a
presenca de particulas de MMT promoveu um aumento da taxa de liberacdo do
farmaco in vitro. Pigmentos das células epiteliais da retina humana foram cultivadas
em contato com os WPU e seus nanocompésitos e a viabilidade (apds 7 dias)
mostrou que nenhum componente toxico foi liberado a partir de WPU sem a
presenca do farmaco, durante o teste.

Pinto et al. (2011) produziram filmes de WPU biodegradaveis aplicados como

implantes subcutaneos, a base de poli(glicol etilénico) (PEG) (M,, = 1500 g.mol?) e

PCL (M, = 1000 e 2000 g.moll), IPDI (razdo NCO/OH de 2,3), DMPA, TEA,

hidrazina e particulas de argila MMT hidrofilica para obtencdo de nanocompdsitos
(5%). O farmaco modelo utilizado no estudo foi a triancinolona acetonida, um
corticéide usado no tratamento de artrite ocular e desordens neuroinflamatorias.
Estudos de liberagéo in vitro foram realizados a partir da imersdo dos implantes em
solucéo PBS, pH 7,4, a 37°C. Estudos de liberacao in vivo também foram realizados,

através da implantacédo do filme no tecido subcutdneo de camundongos, avaliado
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durante um periodo de 30 dias. A quantidade de farmaco liberada foi quantificada
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Os resultados mostraram que a
incorporacao de particulas de MMT na matriz polimérica carregada com o farmaco
diminuiu a taxa de liberacdo do medicamento ao longo do tempo (30 dias). Isto pode
ter ocorrido devido a diferentes tipos de interacdes entre as particulas de argila
intercaladas na matriz polimérica em presenca do farmaco. Observou-se que,
aproximadamente 31% do farmaco foi liberado a partir dos implantes em ensaios in
vitro, e 73% liberado por implantes em ensaios in vivo, durante 30 dias, mostrando

ser promissores para o desenvolvimento de sistemas DDS.

2.2.2 Nanocompésitos de NWPUU/ 6xido de grafeno reduzido (rGO)

O grafeno € uma estrutura em forma de folha bidimensional (2D), constituida
por atomos de carbono com hibridizacdo sp? (contendo ligagdes o no plano e o
orbital m é perpendicular ao mesmo), dispostos em uma matriz com estrutura
hexagonal (AMIEVA et al., 2016; LARRAZA et al., 2020). O empilhamento das folhas
de grafeno por atracBes do tipo van der Waals (através dos elétrons nos orbitais p
puros de cada atomo de carbono), compdem a estrutura do grafite. O grafeno é
considerado também um dos materiais mais fortes do mundo, e a mais fina estrutura
de carbono em folhas ja conhecida (APPEL et al., 2012; YOUSEFI et al., 2013).

Atualmente, os nanomateriais produzidos a partir do grafeno, como 6xido de
grafeno (GO) e o6xido de grafeno reduzido (rGO), vém ganhando cada vez mais
interesse em pesquisas por causa das suas propriedades fisico-quimicas Unicas, tais
como: elevada area superficial especifica, leveza, excelentes propriedades elétricas
e de condutividade, e melhores propriedades térmicas, quimicas e mecanicas
(AMIEVA et al., 2016; LARRAZA et al., 2020; PRIYADARSINI et al., 2018).

Dentre os principais processos de producdo de GO e rGO, o método de
oxidacdo e esfoliagdo do grafite, com posterior reducdo de GO, ainda € o mais
utilizado (AMIEVA et al., 2016; SALEEM et al., 2018; ROWLEY-NEALE et al., 2018).
O método consiste na oxidagdo quimica do grafite a 6xido de grafite, na qual varios
atomos de carbono sp? sdo oxidados a sp3, com a formacédo de grupos funcionais

oxigenados, como hidroxilas (-OH), epoxi (-CH2-O-CH2-)n e carboxilas (-COOH)
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(AMMAR et al.,, 2016; LARRAZA et al.,, 2020; SANG et al., 2018), seguida da
esfoliacdo do oxido de grafite a 0xido de grafeno (GO). A forma reduzida do GO
pode ser obtida por processos quimicos (reagcdo com hidrazina, por exemplo),
térmicos (alta temperatura) ou mecéanicos (uso de ultrasson) (AMMAR et al., 2016;
LARRAZA et al., 2020; ROWLEY-NEALE et al., 2018). A Figura 10 apresenta uma

representacdo esquematica das principais estruturas formadas.

Figura 10 — Representacdo esquematica do processo de oxidacao do grafeno para
formacéo de GO, seguida da reducao para formacéo de rGO
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Fonte: Adaptado de AMIEVA et al., 2016.

A presenca de grupos oxigenados na estrutura do GO confere uma natureza
hidrofilica ao nanomaterial, possibilitando a sua dispersdo em agua (LARRAZA et al.,
2020). Enquanto, o processo de reducdo de GO em rGO promove a separacao das
folhas de grafeno e elimina a maioria dos grupamentos hidrofilicos, conferindo uma
natureza predominantemente hidrofébica ao rGO (SANG et al., 2018). Além disso,
muitos métodos de funcionalizacdo de GO para modificacdo da sua estrutura tém
sido largamente descritos na literatura, que dependem da aplicacdo do material
(AMIEVA et al., 2016; AMMAR et al., 2016; PRIYADARSINI et al., 2018; ROWLEY-
NEALE et al., 2018).
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Nanomateriais a base de grafeno, como GO e rGO, sdo muito promissores
para diversas aplicacbes bioldgicas, incluindo engenharia de tecidos,
biofuncionalizacdo de proteinas, terapia antineoplésica para tratamento do céancer,
bioimagem, liberacdo de farmacos, e como agente antimicrobiano para implantagcéo
de ossos e dentes (PRIYADARSINI et al., 2018).

Em geral, a incorporacdo de GO ou rGO em uma matriz de PU pode melhorar
significativamente as propriedades do polimero, incluindo propriedades oOpticas,
elétricas, magnéticas, térmicas e mecéanicas (ROMANI et al., 2018; SANG et al.,
2018; YOUSEFI et al., 2013; ZHANG et al., 2018b). Atualmente, alguns estudos tém
investigado o uso de PU para dispersdo de nanomateriais a base de grafeno, com
potencial uso em engenharia de tecidos (HUANG et al.,, 2017; JING et al., 2015;
PANT et al., 2015) e liberacdo de farmacos (PATEL et al., 2015; 2016). Esse ultimo
€ baseado, principalmente, em interacdes eletrostaticas desse material, que
responde a liberacdo de estimulos ao pH, temperatura ou radiacdo (PATEL et al.,
2015).

Jing et al. (2015) produziram nanocompdsitos de poliuretano termoplastico
(TPU)/GO através da técnica de electrospinning (eletrofiacdo), visando a obtencao
de membranas para aplicacdo em enxertos vasculares. Baixos teores de GO foram
utilizados (0,5%, 1% e 2%), obtendo-se materiais com boas propriedades mecanicas
e de superficie. Estudos de biocompatibilidade realizados em cultura de células de
fibroblastos 3T3 (linhagem de camundongos 3T3) e em células endoteliais de veia
umbilical humana (HUVEC) mostraram maior viabilidade celular para membranas
com baixo teor de GO (0,5%), sugerindo materiais com menor toxicidade. Assim,
esses materiais possuem grande potencial para aplicacbes em engenharia de
tecidos vasculares.

Pant et al. (2015) também produziram nanocompodsitos de PU/GO por
electrospinning na forma de nanofibras, visando aplicagdo como membranas para
revestimentos de stents vasculares. Os compoésitos produzidos apresentaram
nanofolhas de GO homogeneamente dispersas na matriz polimérica, avaliados por
SEM. A analise estrutural por FTIR indicou interagbes entre grupos funcionais
hidrofilicos presente na estrutura de GO com cadeias de segmentos rigidos de PU.
Um método de teste padrao de durabilidade pulsatil in vitro (ASTM F2477-07)
avaliou o desempenho dos stents, expondo-os a niveis de distensdo por meio de

carga pulsatil hidrodinamica. O teste mostrou que as membranas de PU/GO néao
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apresentaram ruptura ou delaminacdo apOs estresse mecanico. Na pratica, a
expansao e a contracao do stent podem causar problemas de aderéncia e ruptura
da membrana polimérica. Dessa forma, o material de revestimento proposto e a
tecnologia de processamento podem ser abordagens promissoras para o
desenvolvimento de stent vasculares.

Nanohibridos de PU/GO foram sintetizados por Patel et al. (2015), para
avaliacdo da influéncia do teor de GO na liberagcdo sustentada de cloridrato de
tetraciclina (farmaco modelo), um agente bacteriostatico de amplo espectro. Os

sistemas foram produzidos a partir de PTMG (M,= 2900 g.moll), HMDI, 1,4-

butanodiol (extensor de cadeia) e dibutildilaurato de estanho (DBTDL). Diferentes
teores de GO (2, 4, 6, e 8%) foram dispersos em PTMG por polimerizacao in situ
(etapa inicial de sintese do prepolimero). Os resultados de liberacdo in vitro,
realizados em solucao PBS (pH 7,4) a 37 °C, sugerem uma liberacédo sustentada do
farmaco para os filmes de nanocompédsitos PU/GO em relacdo aos fiimes de PU
puros (sem GO). Segundo os autores, as nanofolhas de GO estariam dificultando a
difusdo do farmaco a partir da matriz de PU, controlando assim a taxa e a velocidade
de liberacdo do farmaco, que melhorou com o aumento do contetdo de GO. Além
disso, resultados de viabilidade celular, realizados a partir de ensaios de MTT em
células tronco mesenquimais derivadas da medula 6ssea de camundongos
(BMMSCs), confirmaram a biocompatibilidade dos filmes, independentemente do
teor de GO disperso na matriz polimérica. Dessa forma, os nanohibridos de PU/GO
foram considerados fortes candidatos para aplicacdo como biomateriais.

Em um estudo recente, Huang et al. (2017) produziram hidrogéis a base de
nanocompositos de poliuretanos dispersos em agua e GO (PU/GO) para aplicacédo
em bioimpressdo 3D de células-tronco neurais (NSC), visando aplicacdo em

engenharia de tecidos. Os sistemas foram sintetizados a partir de PCL e PDLLA
(M= 2000 e 1500 Da, respectivamente) (unidade de massa molar de acordo com a

referéncia); IPDI, DMPA e TEA. As propriedades reoldgicas dos hidrogéis de
nanocompositos PU/GO foram adequadas para a impressdo e sobrevivéncia de
NSC. Os resultados de viabilidade celular indicaram que as células NSC poderiam
sobreviver e proliferar por mais de 7 dias em contato com os hidrogéis de PU/GO. A
adicdo de um baixo teor de GO (25 ppm) nos hidrogéis melhorou significativamente

as taxas de consumo de oxigénio nas ceélulas (aumento de 2 a 4 vezes), bem como
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diferenciacdo neural em NSC. Esse ultimo foi avaliado por ensaios de expressao de
proteinas neurais associadas a NSC impressas, determinada por técnica de
imunofluorescéncia. Portanto, os hidrogéis PU/GO produzidos foram considerados
como importante ferramenta para impressdo 3D de tecidos para reconstrugdo de
células neurais.

E importante notar que, apesar da relevancia dos estudos relatados
anteriormente, usando matrizes de PU/GO para algumas aplicacbes biomédicas,
ainda sdo escassos estudos utilizando dispersdes aquosas de WPU e WPUU (sem
solvente organico) para a preparacao de sistemas aplicados em liberacao controlada
e/ou sustentada de farmacos. Sendo, dessa forma, uma motivacdo para o

desenvolvimento deste estudo.

2.2.3 Nanocompésitos hibridos

Com o advento da nanotecnologia, muitos esforcos tém sido feitos para
melhorar ainda mais o desempenho e as propriedades de nanocompdsitos
poliméricos. Atualmente, diversos estudos tém investigado de forma inovadora, o
efeito sinérgico entre duas nanocargas inorganicas dispersas em uma mesma matriz
polimérica, visando a obtencdo de um novo material hibrido (CHEN et al., 2018;
SAHOO et al., 2018; VERMISOGLOU et al., 2018; WANG et al., 2018b).

Ultimamente, alguns estudos mostraram que o sinergismo entre particulas de
argila MMT e nanofolhas de rGO, dispersas em varias matrizes poliméricas,
produziram materiais ainda mais promissores em termos de propriedades. Sahoo et
al. (2018) investigaram o efeito de intercalacdo de camadas de argila organofilica e
nanofolhas de rGO nas propriedades dielétricas de filmes de nanocompdsitos de
poli(fluoreto de vinilideno) (PVDF). Enquanto, Wang et al. (2018b) investigaram a
dispersédo de nanofolhas de rGO e camadas de silicato de MMT, a partir de um
processo de sintese verde, visando a melhoria nas propriedades dielétricas e
estabilidade térmica de nanocompasitos de cianoetilcelulose.

Vermisoglou et al. (2018), utilizaram hibridos de argila/rGO, estruturas
bidimensionais (2D), como heteroestruturas dispersiveis em agua através de um

processo de rota hidrotermal. De forma semelhante, Chen et al. (2018) utilizaram o
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processo hidrotermal anterior para produzir nanocompdésitos hibridos de MMT/rGO e
MMT/GO a base de madeira auto-hidrolisada (WH), para aplicagdo como
retardadores de chama. Na maioria dos estudos, o sinergismo entre as camadas de
MMT e nanofolhas de rGO produziu materiais de alto desempenho, com boa
estabilidade térmica, elétrica e de condutividade, e melhores propriedades
mecanicas.

Portanto, o desenvolvimento de nanocompositos hibridos tem se tornado um
campo ainda mais promissor em termos de propriedades para diversas aplicagoes.
Esses nanocompadsitos apresentam também, a possibilidade de interacdo camada-a-
camada (LTL), ou seja, camadas de silicato MMT e nanofolhas de rGO podem
interagir eletrostaticamente através de interacdes entre cétions presentes nas
camadas de MMT e grupos polares presentes em estruturas de rGO (AN et al.,
2018; SAHOO et al., 2018; VERMISOGLOU et al., 2018). Além disso, a semelhanca
na morfologia entre as estruturas, assim como as propriedades de intercalacdo e
esfoliacdo, podem contribuir para a interacdo LTL (CHOUHAN et al., 2016). Assim,
esses materiais podem ser fortes candidatos para aplicacdes como revestimentos,
membranas de separacéo e aplicacfes biomédicas e farmacéuticas.

Até o presente momento, nenhum estudo na literatura cientifica investigou a
sintese, caracterizacdo e aplicacdo de nanocompasitos hibridos de WPU/MMT/rGO
ou WPUU/MMT/rGO como sistemas de liberagdo de farmacos, contribuindo para

mais um fator inédito nesta Tese.

2.3 Sistemas de liberacao transdérmica

2.3.1 Transporte de farmacos através da pele

A pele é o 6rgdo mais extenso do corpo humano, medindo aproximadamente
2 m? em um ser humano adulto. A pele é constituida por multiplas camadas e atua
como barreira natural contra micro- e macromoléculas do ambiente, devido a sua
baixa permeabilidade a essas substancias (ALEXANDER et al., 2012; KATHE;

KATHPALIA, 2017). As principais camadas da pele sado a epiderme, a derme e a
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hipoderme, que estdo intimamente ligadas entre si. A Figura 11 mostra uma

representacdo morfologica das principais estruturas e camadas da pele.

Figura 11 — Corte histolégico das camadas da pele

Epiderme

4 > Derme

~  Hipoderme

Fonte: Adaptado de BAUMANN et al., 2009.

A epiderme é a camada mais externa, composta por epitélio escamoso
estratificado queratinizado. E um tecido avascular (nd0 possui vasos sanguineos),
com espessura que varia entre 0,4 mm a 1,6 mm. A epiderme é ainda formada por
cinco subcamadas (ou estratos), que da sua por¢cdo mais interna até a mais
superficial, dividem-se em camada basal, camada espinhosa, camada granulosa,
camada lacida e camada cornea. Excluindo-se a camada cornea, mais externa, tem-
se a epiderme viavel (CEVC; VIERL, 2010; KULKARNI; VANDANA, 2018; PATEL et
al., 2012; SHENDE et al., 2018).

A derme é a camada intermediaria, contém vasos sanguineos e linfaticos,
nervos e outras estruturas, como foliculos pilosos e glandulas sudoriparas. Possui
espessura variavel entre 1 mm a 4 mm, sendo composta por duas camadas de
tecido conjuntivo que compdem uma malha interconectada de fibras de elastina e

colagena, produzidas por fibroblastos. Enquanto a hipoderme, a camada mais
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profunda da pele, consiste em tecido conjuntivo, bem vascularizado, e tecido
adiposo, que conecta a pele a fascia subjacente (tecido fibroso) dos ossos e
musculos (CEVC; VIERL, 2010; PATEL et al., 2012; SHENDE et al., 2018).

Em se tratando da passagem de substancias ativas atraves da pele, o estrato
corneo (SC) é a camada mais externa da epiderme que limita a penetracdo da maior
parte das moléculas ativas, devido as caracteristicas de barreira e impermeabilidade.
(CEVC; VIERL, 2010; PATEL et al., 2012). O SC tem espessura entre 10 a 20 um, e
é formado por um conjunto de células mortas, os cornedcitos, que sdo células
queratinizadas, embebidas por uma matriz lipidica. Dessa forma, a passagem de
substancias ativas, principalmente hidrofilicas e de elevada massa molar, é
dificultada pela natureza hidrofébica da bicamada lipidica (CEVC; VIERL, 2010).

A Figura 12 mostra uma representacdo esquematica dos principais processos
de permeacdo de substancias ativas, a partir das diferentes camadas da epiderme.
O SC tem uma morfologia semelhante a uma parede de “tijolos”, sendo estes
representados pelos cornedcitos mortos (compostos por queratina), e as camadas
de “cimento” representam os lipidios, que sido constituidos por colesterol, acidos
graxos livres e ceramidas, preenchendo os espacos intercelulares (ALEXANDER et
al.,, 2012). Os lipidios que preenchem o0s espacos entre 0s corneodcitos sao
organizados em uma estrutura de bicamada, com caudas lipidicas hidrofoébicas no
seu interior, e grupos com cabecas polares para o lado de fora (YANG et al., 2017).

A permeacdo de moléculas de farmacos pode ocorrer através das camadas
lipidicas (via intercelular), dos cornedcitos (intracelular) ou através de foliculos
pilosos, sebaceos e/ou glandulas sudoriparas (via transfolicular) (YANG et al., 2017).
As moléculas lipofilicas de baixa massa molar, geralmente atravessam o SC por via
intercelular, entre as bicamadas lipidicas, seguindo entre as demais camadas da
epiderme. Enquanto, o caminho intercelular é geralmente permeado por substancias
mais hidrofilicas, de baixa massa molar, interpenetrando através dos poros
existentes nos cornedcitos. Finalmente, a via transfolicular € o caminho de acesso

mais rapido a derme para ac¢ao sistémica (YANG et al., 2017).
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Figura 12 - Transporte de farmacos através da pele
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Legenda: (a) — principais processos de permeacado de farmacos através da pele; (b) — constituicéo
do estrato cérneo (SC) por bicamada lipidica, corneécitos e queratina; (c) — bicamada
lipidica organizada em uma estrutura constituida por caudas lipidicas hidrofébicas no
interior e grupos com cabecas polares para o lado de fora. Os lipidios séo,

principalmente, colesterol (amarelo), acidos graxos livres (azul) e ceramidas (verde).
Fonte: Adaptado de YANG et al., 2017.
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Os processos de penetracdo e transporte de farmacos através do SC podem
ser descritos por modelos matematicos, que dependem geralmente do tipo de
sistema transdérmico (COUTO et al., 2014). A permeacdo de farmacos a partir de
membranas e/ou filmes transdérmicos é baseada na lei de difusdo de Fick, onde a
substancia ativa geralmente se difunde de uma concentracdo mais alta para a mais
baixa (COUTO et al., 2014). A lei de difuséo de Fick é considerada um processo de
transferéncia de massas de solutos individuais, impulsionados por movimentos
moleculares aleatorios, sendo que a velocidade de transporte pode ser expressa
pela Equacédo 1 (GODIN; TOUITOU, 2007).

dc

dt-KxDx% 1)

Onde dC/dt é a taxa de transferéncia por unidade de area de superficie

(fluxo); K é o coeficiente de particdo; D é o coeficiente de difusdo; Co é a

concentracdo no compartimento doador, e h € a espessura da membrana (barreira).

2.3.2 Sistemas de liberacdo transdérmica de farmacos (TDDS)

Os sistemas de administracao transdérmica de farmacos (transdermal drug
delivery systems) (TDDS), ou sistemas terapéuticos transdérmicos, sdo formas
farmacéuticas que possibilitam a liberagdo e permeagcdo de uma ou mais
substancias ativas através da pele (AHMED; EL-SAY, 2016; JASSIM et al., 2018).
Existem indmeros sistemas e/ou formulacbes desenvolvidas para promover a
penetracdo de ativos através da pele, sendo os mais utilizados, usualmente, as
pomadas, os cremes, locbes e emulsdes. No entanto, novas tecnologias estao
sendo desenvolvidas, como o0s adesivos transdérmicos (patch), adesivos
transdérmicos com microagulhas, nanoemulsdes, nanoparticulas (lipidicas sélidas,
poliméricas, magnéticas e inorganicas), sistemas vesiculares, como 0s lipossomas e
niossomas, dentre outros (ALKILANI et al., 2015).

Os adesivos transdérmicos ou “patches” sdo sistemas TDDS com larga
aceitacdo mundial, pois sdo muito utilizados na medicina convencional para o

tratamento de hipertensdo, tabagismo, angina pectoris, sindrome do climatério,
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distirbios do movimento e dores crbnicas. Além disso, novas aplicacfes estdo
sendo desenvolvidas, como anticoncepcionais e tratamento para o diabetes
(PASTORE et al., 2015).

O principal mecanismo envolvido na liberagdo de farmacos, a partir de
sistemas TDDS, € a difusdo do agente ativo através das camadas da pele, como
representado na Figura 13. Nesses materiais podem ser usados farmacos de acgao
sistémica, para efeito na corrente sanguinea, como os patches, ou farmacos de acéo
local (diretamente na pele) (PARHI, 2016; ZHAO et al., 2016).

Figura 13 — Mecanismo liberacéo de farmacos a partir de adesivo transdérmico

Difusdo do farmaco
através da epiderme

Filme transdérmico

Epiderme

i

Estrato cérneo

Derme 2

Fonte: Adaptado de KULKARNI; VANDANA, 2018.

Os adesivos transdérmicos apresentam uma série de vantagens quando
comparados a outras formas farmacéuticas, como por exemplo: (1) evitam o efeito
de primeira passagem hepética; (2) permitem a aplicacdo em diferentes areas do
corpo; (3) aumentam a adesé@o do paciente ao tratamento, devido a facilidade e a
menor frequéncia de administracdo; (4) fornecem absorcdo adequada e niveis
plasmaticos controlados de farmacos potentes; (5) evitam 0s riscos e inconvenientes
da via parenteral e o ambiente hostil do trato gastrintestinal; e (6) evitam as
variacoes fisiologicas e podem ser facilmente removidos, caso seja necessaria a
suspensao do tratamento (CHORILLI et al.,, 2007; KATHE; KATHPALIA, 2017;
JASSIM et al., 2018). No entanto, podem também apresentar algumas limitagdes,

que estdo relacionadas ao tipo de farmaco e ao material polimérico, como: séo
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inadequados para farmacos irritantes e sensibilizantes para a pele; permitem
somente a veiculacdo de farmacos relativamente potentes; podem apresentar
dificuldade de aderéncia a qualquer tipo de pele e possibilidades de reacgbes
alérgicas cutaneas (CHORILLI et al., 2007; KATHE; KATHPALIA, 2017).

Os sistemas TDDS séo usualmente classificados em sistemas reservatorios e

sistemas matriciais. A Figura 14 mostra uma ilustracdo desses sistemas.

Figura 14 — Principais formas de sistemas TDDS

Reservatorio Membrana externa
do farmaco
') o
O
Membrana controladora da Adesivo de
liberagéo Pelicula destacavel pressio
(b) Membrana suporte impermeavel

O O O O O O O O —J» Membrana contendo o

@) O @) farmaco disperso
Membrana adesiva controladora

da velocidade de liberagiao

Legenda: (a) — sistema reservatoério e (b) — sistema matricial.
Fonte: Adaptado de CHORILLI et al., 2007.

Em geral, os sistemas reservatorios sdo formados por uma membrana
externa, um reservatério do farmaco, uma membrana porosa, uma camada adesiva
e uma pelicula descartavel (JASSIM et al.,, 2018). A liberacdo do farmaco nos
sistemas reservatérios € controlada por uma membrana microporosa ou
semipermeavel. O reservatorio pode ser composto pelo farmaco sdlido ou uma
suspensdao em meio liquido. As paredes do reservatdrio sdo impermeaveis de um
lado e ndo porosas ou microporosas do outro. O farmaco migra numa taxa
controlada para o sitio de absorcdo (CHORILLI et al., 2007; KULKARNI; VANDANA,

2018).
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Nos sistemas matriciais, o farmaco pode estar disperso em uma matriz

polimérica contendo ou ndo uma camada adesiva. Um lado da matriz permanece em

contato com a pele, enquanto o outro lado é protegido por uma membrana de

suporte impermeavel. Nesse caso, os farmacos se difundem através da matriz até o
sitio de absorcdo (CHORILLI et al.,, 2007; DHIMAN et al., 2011; KULKARNI;
VANDANA, 2018; JASSIM et al.,, 2018). A Tabela 2 apresenta alguns sistemas

TDDS ou adesivos transdérmicos (patches) comercialmente disponiveis. Os

analgésicos, os hormdnios, a nicotina e os farmacos para o tratamento de angina,

hipertensdo arterial e enjoos, estdo entre os grupos de medicamentos mais

utilizados em patches comerciais.

Tabela 2 - Alguns adesivos transdérmicos comerciais

Farmaco Especialidade Fabricante Puragao
(dias)

Escopolamina Transderm- Alza/Novartis 3
Scop®

Nitroglicerina Nitro-Disc® Searle 1
Minitran® 3M Pharm 1
Nitrodur® Key 1

Clonidina Catapress TTS®  AlzaCorp./Boehringer 7

Ingelhein

Estradiol Estraderm® AlzaCorp./Novartis 3
Alora® Alza/Procter&Gamble 3
Fematrix® Ethical Pharm./Solvay 3

Estradiol/Progesterona Estraderm® AlzaCorp./Novartis 3

Testosterona Testoderm® AlzaCorp./SmithKline 1
Androderm® Beecham 1

Fentanil Duragessic® JanseenPharm 3

Nicotina Nicoderm® Marion Merrel Dow 1
Nicotrol® Parke-Davis 1

Fonte: Adaptado de CHORILLI et al., 2007.
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A escopolamina, um farmaco anticolinérgico, foi o primeiro medicamento
utilizado em matrizes transdérmicas. Seu uso € indicado, principalmente, para o
controle de nauseas e vOmitos pos-operatorios e enjoo em alto mar (APFEL et al.,
2010).

Para a terapia de reposicdo hormonal (HRT), algumas associacbes de
estradiol e progesterona, e patches a base de testosterona sdo comercialmente
disponiveis (GORDON et al., 2018).

Os adesivos de nitroglicerina sé&o indicados para o tratamento da angina (dor
no peito causada por vasos sanguineos estreitos no coracado). A nitroglicerina relaxa
0S vasosS sanguineos para que o coracdo receba mais sangue e mais oxigénio,
amenizando os efeitos da dor (DIVAKARAN; LOSCALZO, 2017).

Os adesivos de fentanil contém um forte narcético usado para tratar dores
cronicas e severas (SCHUG; TING, 2017). Ja os adesivos contendo clonidina sao
utilizados no tratamento de hipertenséo arterial (EHRLIC et al., 2016)

Por fim, os adesivos contendo nicotina sao indicados para fumantes que
desejam parar de fumar, auxiliando na interrupcdo do tabagismo, e ajudam a

prevenir os sintomas de abstinéncia ao tabaco (SUKSAEREE et al., 2018).

2.3.3 Estudos de permeacdo e retencio cutanea ex vivo

Para avaliar o teor de medicamento liberado através de filmes transdérmicos
(ou patches) sdo necessarios que sejam realizados testes descritos nas
farmacopeias vigentes (UEDA et al. 2009). Entre os ensaios solicitados, destaca-se
o0 teste que avalia a permeacdo cutanea. Esta andlise permite avaliar se a
formulag&o, ou sistema transdérmico, de fato € capaz de conduzir o medicamento
através da epiderme até a derme de forma viavel (AHMED; EL-SAY, 2016;
ANIRUDHAN et al., 2016; DHIMAN et al., 2011; HECK et al., 2016).

Atualmente, a maioria dos testes de permeacdo e retengdo cutanea é
realizado em um sistema bicompartimental, como as células de difusdo vertical. A

Figura 15 mostra a representacao de uma célula de difusdo vertical do tipo Franz.



58

Figura 15 — Representacado de uma célula de difusao vertical do tipo Franz
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Fonte: Adaptado de SO et al., 2014.

Os ensaios de permeacdo sdo realizados com o objetivo de simular as
condicdes in vivo, utilizando membranas bioldgicas (ex vivo) provenientes de pele
animal ou pele humana. Por motivos éticos, frequentemente a pele animal é
preferida em relacdo a pele humana para pesquisa, proporcionando resultados
satisfatorios. A pele humana é de dificil obtencéo, pois geralmente é proveniente de
cadaveres ou cirurgia plastica, sendo necesséaria aprovacdo junto a um comité de
ética antes da sua utilizacdo. Por isso, é preferivel a utilizacdo de membrana
bioldgica, principalmente oriunda da pele de orelha de porco, pois a pele suina
apresenta anatomia vascular, arranjo de fibras colagenas e a constituicdo de
lipideos do estrato corneo (SC) semelhantes aos da pele humana (LIU et al., 2016;
PARHI, 2016; ZHAO et al., 2016).

Os materiais utilizados para producdo de adesivos transdérmicos devem ser
biocompativeis, ndo apresentar nenhum grau de toxicidade in vivo e ser eficientes
na liberacdo do farmaco. A Tabela 3 apresenta alguns exemplos de polimeros
utilizados na preparacdo de sistemas TDDS e os principais tipos de membranas

biolégicas aplicadas em estudos de permeagéo ex vivo.
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Tabela 3 — Exemplos de alguns polimeros utilizados atualmente na producdo de

sistemas transdérmicos (TDDS)

Farmaco modelo/

Polimero o o
Atividade bioldgica

Copolimero de poli(acido Rasagilina

latico-b-acido glicdlico)
(PLGA) e Pluronic® F-68
(copolimero PEG-PPG-PEG)

(farmaco utilizado para
o tratamento da doenca
de Parkinson)

Tipo de
membrana usada Referéncia
Nno ensaio ex vivo

Bali et al.
Pele de rato
(2021)

L-lisina (aminoéacido), e Naproxeno

Pele da mama
Marti-Centelles

humana, oriunda

acidos L-aspartico e L- (anti-inflamatério nao
) ) ) ) o et al. (2021)
fenilalanina esteroidal) de cirurgia plastica
Copolimero de poli(vinil
pirrolidona-b-anidrido
itacbnico), quitosana, 5-Fluorouracil Pele de frango Rata et al.
carboximetil quitosana, acido (farmaco anticancer) desengordurada (2021)
hialurénico e alginato de
sadio
Poli(alcool vinilico) (PVA), Rifampicina Sharma et al.
) o ) o Pele de rato
alginato de sédio e gelatina (antibiético) (2021)
Eudragit® RL PO (copolimero
a base de &cido acrilico e Quetiapina Agrawal; Patel
. ] . ) i . Pele de rato
metacrilico) e hidroxipropil (farmaco antipsicoético) (2020)
metilcelulose (HPMC)
Copolimeros & base de &cido )
. ] . Felbinac
acrilico-acrilato de octila, . Gato et al.
_ ) _ (agente analgésico e Pele de rato
acrilato de 2-etilhexil e o » (2020)
D anti-inflamatorio)
poli(vinil pirrolidona) (PVP)
Lidocaina (anestésico) e Maneewattana-
_ o Pele de porco _
PVA e gelatina aspirina (agente pinyo et al.
analgésico) (2020)
) ] Fumarato de cetotifeno
PVP, etilcelulose e glicol Pele de coelho Yousuf et al.
e sulfato de salbutamol
(2020)

propilénico

(agentes antiasmaticas)

Donepezil

Poliuretano e hidroxipropil

celulose (HPC) o tratamento do

Alzheimer)

(agente colinérgico para

Gencturk et al.

Pele de rato
(2016)

Fonte: O autor, 2021.



60

Atualmente, a maior parte dos materiais utilizados na preparacdo de sistemas
TDDS dispostos na literatura cientifica € sintetizada na presenca de solventes
organicos (AGRAWAL; PATEL, 2020; BALI et al., 2021; GATO et al.,, 2020;
MANEEWATTANAPINYO et al., 2020; MARTI-CENTELLES et al., 2021; RATA et al.,
2021; SHARMA et al., 2021; YOUSUF et al., 2020), o que representa alto custo com
equipamentos e reagentes, longo tempo de producdo e, possivelmente, pode
ocasionar algum processo alérgico a pele. Outra desvantagem é a necessidade de
remocado do solvente, pois requer a aplicacdo de temperaturas elevadas aos
materiais, podendo levar a degradacdo de componentes de baixa massa molecular,
incluindo o farmaco.

Um estudo publicado em 2016 (GENCTURK et al., 2016), chamou atencao ao
produzir nanofibras de poliuretano e hidroxipropil celulose (PU/HPC) para potencial
aplicacdo como sistemas de liberacdo transdérmica de farmacos (TDDS). Nesse
estudo, as membranas foram preparadas pelo método de eletrofiacdo
(electrospinning). Donepezil, um farmaco de acado colinérgica para o tratamento da
doenca de Alzheimer, foi utilizado como farmaco modelo. Estudos de permeagéo ex
vivo foram realizados utilizando membrana biologica proveniente da pele de ratos,
além de testes para avaliacdo da citotoxicidade das membranas. De acordo com 0s
resultados, o farmaco exibiu liberacédo controlada através do mecanismo de difuséo.
Os estudos de permeacao ex vivo através da pele, que se assemelham a membrana
sintética, demonstraram o perfil de fluxo do farmaco modelo. Além disso, ensaios de
citotoxicidade indicaram que as nanofibras de PU/HPC podem ser bem toleradas
pela pele e os componentes do filme ndo sao irritantes para a pele.

Devido a caréncia de estudos atuais na literatura aplicando os poliuretanos
para o desenvolvimento de sistemas TDDS, este estudo propfe uma nova
possibilidade de aplicacdo das dispersdes aquosas de poli(uretano-ureia)s (WPUU)
e seus nanocompoésitos (NWPU), visando a producdo de filmes e/ou membranas
aplicados como sistemas de liberagdo transdérmica de farmacos. Neste caso,

utilizando progesterona como farmaco modelo.
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2.4 Progesterona (P4) — farmaco modelo

A progesterona natural € um hormonio esteroide produzido pelas células do
corpo lateo (glandula enddcrina que se desenvolve no ovario apOs ovulacdo) e
placenta, e em menores quantidades pelas glandulas suprarrenais e testiculos. A
progesterona em conjunto com o estrogénio, atuam como hormaonios reguladores do
ciclo menstrual e fungéo reprodutiva feminina (L’'HERMITE, 2013; MARQUES et al.,
2015). Concentracdes sanguineas elevadas de progesterona podem ser alcancadas
na fase latea do ciclo menstrual e na gravidez (RUAN; MUECK, 2014). O horménio
apresenta também uma série de efeitos fisiol6gicos no organismo, atuando,
principalmente, no utero para implantacdo do Ovulo fertilizado, assim como nas
glandulas mamarias para a producdo de leite materno (RUAN; MUECK, 2014,
WISHART et al., 2006).

A progesterona (P4) ou pregn-4-eno-3,20-dione (designacéo quimica segundo
a IUPAC) & um composto lipossoluvel, produzido a partir da biossintese da
pregnenolona, um composto derivado do colesterol (WISHART et al., 2006). A
Figura 16 mostra a conversédo da estrutura da pregnenolona em progesterona. A
partir de reacdes enziméaticas, o grupo -OH na posi¢cdo C-3, é convertido em um
grupo C=0, e a ligacdo dupla do segundo anel € deslocada da posicdo C-5 para o
C-4 (Figura 16). Além disso, a P4 participa como um horménio intermediario na
biossintese de hormbnios esteroide gonadal e corticosterdides adrenais (AL-JASEM
et al., 2014).

A forma sintética da P4 utilizada como medicamento, apresenta-se sob a
forma de um pé branco cristalino, praticamente insolivel em agua, facilmente soltvel
em etanol e ligeiramente sollvel em acetona e 6leos minerais. A Tabela 4 reldne

algumas caracteristicas fisico-quimicas do farmaco.
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Figura 16 — Biossintese de progesterona a partir da pregnenolona
Colesterol

Pregnenolona Progesterona

Fonte: Adaptado de WISHART et al., 2006.

Tabela 4 — Propriedades fisico-quimicas da progesterona

Parametros Propriedades

Foérmula quimica C21H3002

Massa molar 314,46 g.mol?

Densidade 1,1+0,1g.cm?
Solubilidade em agua 0,00546 mg.mL™?

Ponto de ebuligdo 447,2 £ 45 °C a 760 mmHg
Ponto de fuséo 128-132 °C

pKa (acido mais forte) 18,47

pKa (base mais forte) -4.8

Fonte: WISHART et al., 2006.

A P4 tem sido utilizada em diversos tipos de terapias. Os principais usos sao
em casos de disfungbes uterinas, como hemorragias e amenorreia secundaria
(auséncia de menstruacéo); contracepc¢ao; para suporte da fase lutea durante as
técnicas de reproducdo assistida; e em terapias de reposicdo hormonal (HRT) para
mulheres na pés-menopausa (L'HERMITE, 2013; TAVANIOTOU et al., 2000). Além
disso, a P4 pode ser administrada de diversas formas, que depende de fatores

fisiopatoldgicos e farmacoterapéuticos. As principais vias de administracdo do
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horménio incluem as vias oral, intramuscular, nasal, vaginal e transdérmica (creme,
gel ou adesivo) (RUAN; MUECK, 2014; TAVANIOTOU et al., 2000; UNFER et al.,
2005).

Adesivos transdérmicos contendo baixas doses de hormonios estrogenos
isolados ou em associacdo com progestinas sintéticas sdo amplamente utilizados
em HRT (CASEY; MURRAY, 2008). Uma combinacdo de 0,620 mg de estradiol e
2,70 mg de acetato de noretisterona (NETA — um horménio progestogénico) esta
disponivel comercialmente como CombiPatch®. O sistema transdérmico, disperso
em 9 cm?, possui uma taxa de liberacdo nominal de estradiol/NETA de 0,05/0,14 mg
por dia, sendo indicado para o tratamento de sintomas vasomotores em mulheres na
pds-menopausa, reduzindo o risco de cancer de mama (CASEY; MURRAY, 2008).

Por outro lado, em terapias a base de progestinas naturais, como a P4, 0 uso
de altas doses (100-300 mg) por via oral ou vaginal € estritamente necessario para
atingir niveis séricos efetivos do farmaco (CASEY; MURRAY, 2008). A administracéo
vaginal de P4 é util, especialmente no tratamento da fase lUtea, para problemas em
mulheres inférteis e também para aliviar os sintomas da sindrome pré-menstrual
(CASEY; MURRAY, 2008). No entanto, P4 tem meia-vida curta e baixa solubilidade
em agua. Além disso, a administracdo de P4 por via oral pode levar a uma
biodisponibilidade inconsistente e alto metabolismo de primeira passagem hepatica
(CASEY; MURRAY, 2008; JAIN et al., 2008). Assim, a producdo de um sistema de
liberacdo modificada de P4 semelhante ao estrogénio transdérmico seria
interessante e conveniente para manter os niveis plasmaticos do farmaco
controlados, prolongando a agéo farmacolégica do medicamento.

Nos ultimos anos, alguns estudos foram desenvolvidos utilizando a P4 em
diversas matrizes poliméricas (JAIN et al., 2008; MASHAK et al., 2015; OLIVEIRA et
al., 2013; ROMERO et al., 2016; VALENTA et al.,, 2001a). No entanto, nenhum
estudo, que nédo seja do autor desta Tese, foi divulgado anteriormente empregando
sistemas NWPUU a base de MMT, rGO ou MMT/rGO para liberacdo transdérmica
de P4. Além disso, os filmes de NWPUU possuem varias propriedades interessantes
para aplicacdo como sistemas TDDS, como facilidade de dispersdo de farmacos,
boas propriedades mecéanicas, capacidade de permeacdo de farmacos através da

pele, bioadesao, além de ser produzido na total auséncia de solventes organicos.
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3 METODOLOGIA

3.1 Materiais

3.1.1 Reagentes

Seguem relacionados a seguir, 0s principais materiais utilizados na
elaboracdo desta Tese. Todos os reagentes empregados nos experimentos foram

utilizados como recebidos.

= Acido dimetilolpropiénico (DMPA) — Aldrich Chemical Company, Inc.; grau de
pureza: P.A.

* Argila Brasgel P.A.— argila montmorilonita sédica [(Mg, Ca)O.Al203Sis010.nH20],
de natureza hidrofilica. Aspecto: p6 creme claro. Procedéncia: recebido como
doacédo de Bentonita Unido Nordeste S.A.

= Copolimero de poli(glicol etilénico-b-glicol propilénico) (PEG-b-PPG) com 7% de
PEG (em relacdo a massa molar de copolimero) — Dow Quimica S.A, nUmero de

hidroxilas (n® OH) = 60,6 mg KOH/g, massa molar numérica média (M,)= 1850

g.mol* (Dados fornecidos pelo fabricante).
= Copolimero de poli(glicol etilénico-b-glicol propilénico) (PEG-b-PPG) com 38%
de PEG (em relacdo a massa molar de copolimero) — Dow Quimica S.A, nimero

de hidroxilas (n°® OH) = 38,7 mg KOH/g, massa molar numérica média (M,) =

2900 g.mol?! (Dados fornecidos pelo fabricante).

» Diisocianato de isoforona (IPDI) — Hulls AG; doagdo do Centro Técnico
Aeroespacial CTA; grau de pureza: P.A.

= Etanol P.A. — TecLab Ltda; 99,5% de pureza.

» Fosfato de potassio monobasico (KH2PO4) — Spectrum Chemical MFG. CORP.;
99% de pureza.

= Glicol propilénico — Dow Brasil Sudeste Industrial Ltda, Brasil; massa molar =

76,1 g.mol*(Dados fornecidos pelo fabricante).
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» Hidroxido de sédio P.A. (NaOH) — Vetec Quimica Fina Ltda P.A..

» Hidrato de hidrazina — Vetec Quimica Fina Ltda; 64% de pureza.

= Metanol P.A. — Tedia®; grau HPLC.

= Monolaurato de sorbitan etoxilado 20 EO (Tween® 20) - Sigma-Aldrich;
tensoativo n&o-iénico, CsgH114026, M, = 1227.54 g.mol™.

= Oxido de grafeno reduzido (rGO) — Procedéncia: sintetizado e doado pelo
Laboratorio de Fisica da Pontificia Universidade Catolica do Rio de Janeiro
(PUC/RIO).

= Poli(glicol propilénico) (PPG) — Dow Quimica S.A; PPG FLUENT CANE 612;
numero de hidroxilas (n® OH) = 108 mg KOH.g'; massa molar numérica média
(M,) = 1000 g.mol. Dados fornecidos pelo fabricante.

* Progesterona micronizada — Pharma Nostra; Teor: 100,91%; Fab.: 07/2017; Val.:
07/2018.

» Trietilamina (TEA) —Vetec Quimica Fina Ltda.

3.1.2 Equipamentos e acessorios

Os equipamentos utilizados na sintese das dispersées e sua posterior

caracterizagdo sao mostrados a seguir.

= Agitador de tubos Vortex - IKA® LabDancer.

» Agitador magnético com aquecimento — IKA HS 7.

= Agitador mecanico — IKA Labortechnik, Mod. RW-20M; munido de haste de
agitacao tipo cruz.

*» Analisador de tamanho de particula — Malvem Instruments, Zetasizer, Mod.
NANO-ZS.

= Analisador termogravimétrico (TGA) — TA Instruments, Mod. TGA Q.50.

» Aparelho de ultrassom — Unique Group, Mod. USC-1600.

» Balanca analitica — (Bel Engineering®; Mod. 214A).
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» Célula de difusdo de Franz, equipado com banho ultratermostatico (Quimis®,
Mod. Q214M2) e agitador magnético (Marte®, Mag - Multe).®

= Coluna cromatografica — Kromasil C18, 100A (250 mm x 4,6 mm, 5 um).

» Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (HPLC) — Agilent Technologies, modelo
1260 infinity; Detector DAD; Software OpenLab®.

= Difratdmetro de raios-X (XRD) — Rigaku, modelo Miniflex (Osaka, Japan).®

= Dispersor Ultra-Turrax — IKA®, Mod T25 Basic.

» Espectrofotdbmetro de varredura na regido do ultravioleta visivel (UV-Vis) —
Jascoltda — Mod. V-630; software Spectra Manager.®

= Espectrometro de absorcdo na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) — Perkin EImer, Mod. Spectrun One, com acessério de refletancia
total atenuada (ATR).

= Espectrometro de ressonancia magnética nuclear (NMR) de baixo campo -
Maran Ultra 23, operando a 23,4 MHz, equipado com uma sonda de temperatura
variavel de 18 mm.®

» Estufa — Icamo, Mod. 3.

= Microscopico eletrdnico de varredura - Jeol, Mod. 6510LV.

= Milli Q Gradiente — Millipore®.

» Paquimetro eletrénico digital — Starret, série 727.

= pHmetro digital — Bante instruments, Mod. 922; calibrado com solu¢des padrao
4,0 e 10.0 (Hanna instruments).®

= Viscosimetro rotacional — Brookfield LV DV II + Pro, spindles SCA-18 e SCA- 31,
com adaptador UL universal para volumes reduzidos de amostra, acoplado a
banho termostatizado (Tecnal, Mod. TE-2005).

@ Equipamentos localizados no Laboratério de Desenvolvimento Galénico (LADEG), Faculdade de
Farmaécia, Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

@ Equipamento localizado no Laboratério de Apoio Instrumental 2 (LAPIN 2), Instituto de
Macromoléculas Professora Eloisa Mano (IMA), Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

©) Equipamento localizado no Laboratério de RMN, Instituto de Macromoléculas Professora Eloisa
Mano (IMA), Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).
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3.2 Métodos

A seguir serdo descritos os métodos que foram utilizados nesta Tese, 0s

quais estéao detalhados no fluxograma da Figura 17.

Figura 17 - Fluxograma do procedimento experimental

Nanocargas:
v Argila montmorilonita s6dica (MMT-Na*)
v" Oxido de grafeno reduzido (rGO)

Polidis: homoPPG e copolimeros PEG-b-
PPG (7 e 38% PEG).
Diisocianato: IPDI.
DMPA, TEA, DYD e H20

Delaminag&o em agua
destilada (agitacdo magnética
por 24 h a 60 °C)

Sintese de dispersdes aquosas de
poli(uretano-ureia)s (WPUU)

v
. | Producédo de nanocompésitos de Dispersdo em mistura de
i poli(uretano-ureia)s (NWPUU) polidis (dispersor ultra-turrax
por 90 min. a 25 °C)

Incorporacgéo de

Determinacéo do teor de
progesterona (P4)

sélidos (%), viscosidade (e
parametros reolégicos),
didmetro hidrodindmico (Dy)
de particula e pH

Dispersdes aquosas de
WPUU e NWPUU >

=

/, \ Estudos de permeacéo e
\ retencdo cutanea ex vivo

4 Obtencéo de filmes a \\ de P4 em membrana de
4/\\ partir das WPUU e NWPUU "\  pele de orelha de porco

’
N ’
)

Analise estrutural: XRD,
NMR e FTIR

..\

Ens:al'os Estudos de liberagéo in
me?c?nlcps‘ vitro de P4 em
(resisténcia a o membrana sintética
tragéo) Andlise térmica: TGA

Fonte: O autor, 2021.
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3.2.1 Sintese das dispersdes aguosas de WPUU e NWPUU

A partir das contribuices do grupo de pesquisa do Laboratorio de Materiais
Poliméricos Sustentaveis, liderado por Marcia C. Delpech foram selecionados como
mondmeros para a sintese das dispersfes aquosas de poli(uretano-ureia)s (WPUU)
e seus nanocompdésitos (NWPUU) estudados nesta Tese: PPG, copolimeros em
bloco de PEG-b-PPG e IPDI; DMPA, como gerador de sitios idnicos; TEA, como
agente de neutralizacdo; agua deionizada como meio dispersante e HYD como
agente extensor de cadeia (COUTINHO et al.,, 2000; 2001; 2002a; 2002b; 2008;
DELPECH, 1996; DELPECH et al.,, 2011; DELPECH; MIRANDA, 2012; GARCIA,
2010; MIRANDA, 2015; MIRANDA et al., 2015; VIEIRA, 2017; VIEIRA et al., 2019;
2020a; 2020b).

Em relacdo aos copolimeros utilizados, foram empregados PEG-b-PPG com
diferentes proporcdes de segmentos a base de PEG no copolimero (7% e 38% em
relacdo a massa molar total). O poli(glicol etilénico) (PEG) é um material

biocompativel e ndo téxico ao organismo, sendo dessa forma escolhido juntamente

com o PPG (M,= 1000 g.moll) como mondmeros para formacdo dos segmentos
flexiveis dos sistemas WPUU.

Para a producdo dos nanocompdsitos (NWPUU) foram utilizadas duas
diferentes nanocargas inorganicas: uma argila montmorilonita sédica (MMT-Na™*), de
natureza hidrofilica, e o6xido de grafeno reduzido (rGO), de natureza
predominantemente hidrofébica. A mistura das nanocargas também foi testada,
visando a possibilidade de obtencdo de novos materiais hibridos (MMT/rGO)
estaveis. O objetivo foi avaliar os possiveis efeitos do sinergismo entre as particulas
inorganicas e as cadeias poliméricas.

A incorporacdo de MMT e/ou rGO em sistemas WPUU, visando a obtencao
de nanocompadsitos foi realizada a fim de verificar a influéncia das nanocargas nas
propriedades dos materiais e possivel aplicacdo em sistemas TDDS. Como
abordado na literatura, esses materiais sdo bioinertes, biocompativeis e possuem
baixa toxicidade com sistemas biolégicos, o que justifica a escolha desses

nanomateriais para utilizacdo neste trabalho.
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A producao de nanocompositos hibridos de NWPUU/MMT/rGO, por sua vez,
€ pela primeira vez investigada em matrizes de WPUU, contribuindo para o

ineditismo e relevancia desta Tese.

3.2.1.1 Formulacgdes estudadas

Inicialmente, foram sintetizados dois grupos de dispersdes aquosas WPUU,
denominadas S7 e S38, que foram relacionadas aos diferentes teores de segmentos
PEG no copolimero (7 e 38% de PEG, respectivamente). A adicdo de 0,5% de
particulas de MMT ou rGO, e a proporcao 0,25/0,25% de suas misturas (MMT/rGO)
nas dispersdes, produziram duas séries de nanocompdsitos. A sigla dos sistemas
sintetizados e o teor de nanocargas estdo descritos na Tabela 5.

Foram preparadas 16 formulacdes de dispersdes aguosas WPUU e NWPUU
(j& que todas foram produzidas em duplicata), e os resultados apresentados na
secdo de Resultados e Discussado sdo valores médios de determinacfes obtidas em

duas reacdes, realizadas com formulacdes e parametros reacionais idénticos.

Tabela 5 — Sigla das dispersfes aquosas e teor de nanocargas em nanocompositos

, Séries de nanocompdésitos (NWPUU)
Sistemas WPUU®
[teor de nanocarga]®

S7 S7/MMT [0,5%]
S7/rGO [0,5%]
S7/MMT/rGO [0,25/0,25%]
S38 S38/MMT [0,5%]
S38/rGO [0,5%]
S38/MMT/rGO [0,25/0,25%]

@PEG-b-PPG com diferentes teores de segmentos PEG: dispersdes contendo 7% de PEG e 38%
de PEG foram nomeadas como sistemas S7 e S38, respectivamente, em termos de massa molar de
copolimero (M,= 1850 e 2900 g.mol, respectivamente).

®Teor de nanocarga (%) calculado em relagdo ao % de prepolimero na reagéo.

MMT= argila montmorilonita; rGO= éxido de grafeno reduzido.

Fonte: O autor, 2021.
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3.2.1.2 Parametros reacionais avaliados

Os parametros reacionais avaliados para as formulacdes foram descritos de
acordo com a Figura 18. Como relatado anteriormente, o Unico fator de
diferenciacdo entre os sistemas S7 e S38, € o teor de segmentos PEG no
copolimero PEG-b-PPG, os demais parametros foram fixados. Os calculos das
formulagBes foram feitos de modo a serem obtidas dispers6es com teor de solidos
tedrico de até 30% e foi fixada razdo entre o numero de equivalentes-grama de
grupos isocianato e hidroxilas, razdo NCO/OH = 2,3, para todos os sistemas. O teor

de DMPA em relacdo ao numero de equivalentes-grama total de diéis foi de 50%.

Figura 18 — Parametros reacionais avaliados

Copolimeros PEG-b-PPG:
7% de PEG e 38% de PEG

Teor de soélidos
totais: 30%

Razado NCO/OH:

Teor de compostos hidroxilados: i
v' 50% de polidis (25% de PPG/ 75% de !
copolimeros) ]

]

]

1

v' 50% de DMPA

Fonte: O autor, 2021.

3.2.1.3 Relacao estequiométrica de monémeros e reagentes nas reacdes

A Tabela 6 apresenta os dados referentes aos mondémeros e suas propor¢coes
na sintese: os valores de massa molar (g.mol?) e dos equivalentes-grama dos
mondmeros e demais reagentes utilizados nas sinteses das dispersdes aguosas
WPUU e NWPUU desta Tese.

Vale ressaltar, que todos os célculos estequiométricos para a determinacdo
das massas dos mondémeros e reagentes empregados nas sinteses das dispersdes

WPUU foram baseados em trabalhos anteriores do grupo de pesquisa, que
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relacionam o numero de equivalentes-grama (n° Eqg) (GARCIA, 2010; MIRANDA,
2015). Os valores das massas (g) calculados com base no n° Eqg séo apresentados

na Tabela 7.

Tabela 6 - Dados utilizados na sintese referentes a massa molar e ao equivalente
grama de cada mondémero e reagente

Equivalentes-grama

Mondmeros e reagentes M, (g.mol?) (Eqg) (@)
PPG 1000 519,44@
PEG-b-PPG (7% de PEG) 1850 925,74®)
PEG-b-PPG (38% de PEG) 2900 1449,610

DMPA 134 67

IPDI 222 111

TEA 101 101

HYD 32 16

@Eqg do PPG (1000) = 56,1 x 1000 / 108 (n° de OH do poliol);
®Eqg do copolimero PEG-b-PPG (7% de PEG) = 56,1 x 1000 / 60,6 (n° de OH do poliol);
© Eqg do copolimero PEG-b-PPG (38% de PEG) = 56,1 x 1000 / 38,7 (n° de OH do poliol);

Dados fornecidos pelo fabricante.
Fonte: O autor, 2021.

Tabela 7 — Proporcdo em massa (g) dos mondmeros e reagentes utilizados na

sintese

Mondmeros e reagentes

Massa (g) em cada formulagéo

S7 S38

PPG 15,00 15,00
PEG-b-PPG (7% de PEG) 45,00 -

PEG-b-PPG (38% de PEG) - 45,00

DMPA 05,19 04,01

IPDI 39,57 30,58

TEA 03,91 03,02

HYD 05,04 03,89

Agua deionizada 211,17 188,50

Fonte: O autor, 2021.
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A sintese das dispersdes aquosas de WPUU foi conduzida em quatro etapas:

(1) sintese de um prepolimero em massa (auséncia de solvente organico) contendo

grupos pendentes passiveis de neutralizacdo; (2) neutralizagdo dos grupamentos

carboxilicos formando ionémeros; (3) dispersdo em agua das cadeias ionoméricas; e

(4) reacdo de extensdo de cadeia, entre 0S grupos terminais reativos e uma

molécula difuncional pequena, para aumento da massa molar do polimero. Uma

representacdo esquematica das etapas da sintese de WPUU é mostrada na Figura

19. As reacdes quimicas e rota utilizadas para produzir as WPUU s&o mostrados na

Figura 20.

Figura 19 — Representacado esquematica do procedimento de sintese de WPUU

(1) Sintese do prepolimero em massa:
PPG, PEG-b-PPG, IPDI e DMPA

(2) Neutralizagdo de grupos

carboxilicos com TEA

(3) Dispersédo agquosa com agua

deionizada

l

|
fig

T

95+5°C 30x5°C 25°C
— — .
40 min 40 min 60 min
Alta agitagio Agitagédo lenta Alta agitacdo
(4) Extensao de cadeia com HYD
. hmmm -
ll ) 20%5°C
Y - 40 min

Fonte: O autor, 2021.

Alta agitagao
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Figura 20 — Representacao esquematica das reacdes quimicas envolvidas no
processo de sintese das dispersfes aquosas de WPUU

A L e

COOH
Copolimero PEG-b-PPG IPDI DMPA

(1) Sintese do prepolimero

\/@J{\O)\J@J\ /Ejj o */@VY%}M&T@

COOH H

Prepolimero com grupos terminais NCO

(2) Neutralizagio ¢——— ( TEA
SN~

T J\N/Ej\/z o HNVQNCO
\/Ej\ JL{\ )\%OJL ﬁ ) ]’“{‘* ¥ &}T

coo HN*(Et)s
(3) Dispersdao em agua

(4) Extensdo de cadeia ¢— H\N_N/H HYD

Legenda: (1) — sintese do prepolimero em massa; (2) — neutralizacéo; (3) — dispersdo em agua e (4) —
extensdo de cadeia. *Na sigla PEG-b-PPG, y representa o percentual de segmentos PEG:
7% e 38%, em termos de massa molar de copolimero (M,= 1850 e 2900 g.mol?,

respectivamente).
Fonte: O autor, 2021.
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3.2.1.4.1 Sintese do prepolimero e neutralizagdo dos grupos carboxilicos

De acordo com a Figura 19, na primeira etapa (1), procedeu-se a sintese do
prepolimero em massa, na auséncia de solvente organico. Em um reator tipo kettle
(capacidade de 500 mL) acoplado a um agitador mecéanico e termdémetro digital,
foram adicionados os polidis (PPG/ PEG-b-PPG), o DMPA (gerador de sitios ibnicos)
e o IPDI, e a reagao foi conduzida na faixa de temperatura de 90-100°C, durante 40
minutos, sob alta velocidade de agitacdo. Em seguida, na segunda etapa (2), a
temperatura do sistema foi reduzida a 30 + 5 °C com banho de gelo, e os grupos
carboxilicos foram neutralizados com adi¢cdo de trietilamina (TEA) e a mistura foi
agitada durante mais 40 minutos (GARCIA, 2010; MIRANDA, 2015; MIRANDA et al.,
2015).

3.2.1.4.2 Dispersao aquosa e extensdo de cadeia

Na terceira etapa (3), foi realizada a dispersao da mistura reacional em agua
deionizada, sob forte agitacdo e temperatura controlada por 60 minutos. Em
seguida, na ultima etapa (4) foi realizada a reacdo de extensdo de cadeia com
hidrazina (HYD), resultando no aumento da massa molar do polimero por mais 40
minutos (Figura 18) (GARCIA, 2010; MIRANDA, 2015; MIRANDA et al., 2015).

No sistema contendo a maior quantidade de segmentos a base de PEG no
copolimero, foi necesséria a adicdo de mais 4gua na etapa de extensao de cadeia,
em funcdo do aumento da viscosidade do sistema, o que poderia acarretar
dispersbes com teores de solidos inferiores ao tedrico estipulado (30%) (DELPECH
et al., 2011).

Ao final das sinteses, as dispersdes aquosas WPUU foram filtradas em tela
de nylon para eliminacdo de particulas grosseiras, sendo envasadas em garrafas
plasticas, identificadas e armazenadas a temperatura ambiente para posterior

caracterizagao e aplicagao.
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3.2.2 Sintese dos nanocompdsitos de NWPUU

3.2.2.1 Teor de nanocargas

A proporcdo em massa de argila montmorilonita (MMT-Na*) e de 6xido de
grafeno reduzido (rGO) (Figura 21), empregados na producdo dos nanocompositos
NWPUU foi determinada pela Equacéo 2 (MIRANDA et al., 2015):

% X Mprepolimero) (2)
100

M(nanocarga) =

Onde:

M(nanocarga)y = Massa de MMT ou rGO.

% de nanocarga = 0,5% para MMT ou rGO, e 0,25/0,25% para a mistura MMT/rGO.
M(prepolimero) = SOMa de todas as massas dos reagentes empregados na sintese do
prepolimero (PEG-b-PPG + PPG + DMPA + IPDI + TEA + HYD), em grama.

Figura 21 — Imagem das nanocargas

(@) (b)

Legenda: (a) — argila montmorilonita (MMT-Na*) sédica; (b) — éxido de grafeno
reduzido (rGO).
Fonte: O autor, 2021.
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3.2.2.2 Obtencéo das amostras de 6xido de grafeno reduzido (rGO)

As amostras de rGO foram sintetizadas e gentilmente doadas pelo
Laboratério de Fisica da Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro (PUC-
RIO). Amostras de GO foram preparadas segundo o meétodo de Hummer’s
modificado (ROMANI et al.,, 2018). Resumidamente, 1 g de p6 de grafite bruto
(doado pela Grafite do Brasil), 1,2 g de NaNOs3 e 46 mL de H2SO4 foram adicionados
em um frasco sob agitacdo em banho de gelo. Em seguida, 6 g de KMnO4 foram
adicionados lentamente sob agitacdo. O sistema foi aquecido a 35°C durante 3
horas, em seguida foram adicionados lentamente 80 mL de agua e a solucdo foi
agitada durante mais 30 minutos. Posteriormente, 200 mL de 4gua com 6 mL de
solucdo aquosa de H202 foram adicionados para reduzir o KMnOa4 residual. No final
do processo, a solucéo foi centrifugada a 6000 rpm e o p6 obtido foi lavado primeiro
com HCIl a 4% e depois com agua ultrapura. Foi obtido GO em pé apés liofilizacdo
da suspensdo. Para obtencdo do rGO, amotras de GO foram submetidas a
expansao térmica a 200°C durante 30 minutos (MCALLISTER et al., 2007; ROMANI
et al., 2018).

O processo de reducdo térmica parcial promove uma mudanca na estrutura
do nanomaterial, que separa as folhas de grafeno e elimina parcialmente
grupamentos hidrofilicos (—-OH, C-O-C e —COOH) da estrutura. Além disso, o
processo de reducado térmica apresenta vantagens sobre a reducdo quimica. Além
de ndo usar solvente, se tem a possibilidade de manter uma pequena fragcdo dos
grupos funcionais, inseridos na etapa de oxidacdo, apdés o processo de reducao
térmica, facilitando a interacdo com a matriz polimérica (AMMAR et al., 2016;
ROWLEY-NEALE et al., 2018).

A eficiéncia do processo de redugcdo das amostras de rGO foi confirmada
através da quantificacdo da sua composicdo quimica das amostras utilizando
espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X (XPS), e pode ser consultado

no estudo de Romani et al. (2018).
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3.2.2.3 Delaminacéao e disperséo das nanocargas

3.2.2.3.1 Argila MMT-Na*

A massa de argila correspondente a 0,5% (do total de prepolimero) foi
dispersa em 150 mL de &gua deionizada por 24 horas em agitagdo magnética a
60°C, e homogeneizado por 1 hora em dispersor ultra-turrax a 3.500 rpm para a

delaminacéo das camadas de silicato (MIRANDA et al., 2015).

3.2.2.3.2 Oxido de grafeno reduzido (rGO)

A massa de rGO correspondente a 0,5% (do total de prepolimero) foi
adicionada a mistura de polidis (PPG + PEG-b-PPG), para polimerizacdo in situ
(antes da sintese). Devido o processo de reducdo térmica, o rGO passou a
apresentar natureza predominantemente hidrofébica, sendo sollvel na mistura de
polidis, que também possuem segmentos PPG de natureza hidrofébica (SANG et al.,
2018). Desse modo, a nanocarga foi dispersa por 15 minutos em banho de
ultrassom, e por mais 90 minutos em dispersor ultra-turrax, a 3.500 rpm (PATEL et
al., 2015). A Figura 22 mostra o0 aspecto fisico do rGO antes (Figura 22a) e apos

(Figura 22b) a homogeneizagédo nos polidis.
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Figura 22 — Disperséo de rGO na mistura de polidis antes da sintese

(@) (b)

Legenda: (a) — adi¢éo de rGO na mistrura de polidis (PPG + PEG-b-PPG); e (b) —
homogeneizacdo de rGO na mistura de polidis ap6s dispersdo em banho
de ultrasson e dispersor ultra-turrax.

Fonte: O autor, 2021.

3.2.2.4 Etapas da sintese dos nanocompaésitos de NWPUU

Como mostrado na Tabela 5 (item 3.2.1.1), foram produzidas duas séries de
nanocompaositos a partir dos sistemas S7 (S7/MMT, S7/rGO e S7/MMT/rGO) e S38
(S38/MMT, S38/rGO e S38/MMT/rGO), apos adicao de particulas de MMT ou rGO. A
Figura 23 mostra as diferentes etapas de incorporacao das particulas de MMT e/ou
rGO no processo de sintese das dispersdes de NWPUU.

A argila de MMT, de natureza hidrofilica, foi adicionada na terceira etapa da
sintese (3), apds delaminacdo em agua destilada. A solucdo aquosa contendo MMT
foi adicionada ao prepolimero no momento da dispersao aquosa (MIRANDA et al.,
2015). O teor de rGO, anteriormente disperso na mistura de poliéis (PPG/PEG-b-
PPG), foi adicionado na primeira etapa da sintese (1), para polimerizacao in situ. Os
nanocompositos hibridos NWPUU/MMT/rGO foram obtidos adicionando MMT (etapa
3) e rGO (etapa 1) simultaneamente, em cada etapa das etapas (1) e (3), assim

como descrito anteriormente.
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Figura 23 — Representacao esquematica do procedimento de sintese dos NWPUU

1
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Fonte: O autor, 2021.

3.2.3 Incorporacdo de progesterona (P4) nas dispersées aqguosas

P4 é um farmaco lipossolavel que apresenta baixa solubilidade aguosa
(0,00546 mg/mL), sendo facilmente solivel em etanol, e ligeiramente solivel em
acetona e o6leos minerais (WISHART et al., 2006). Entédo, a incorporacao direta de
P4 nas dispersdes aquosas (WPUU e NWPUU) foi impossibilitada pela baixa
solubilidade aquosa, formando um sistema insollvel, que seria inviavel para a
formacao de filmes homogéneos. Dessa forma, escolheu-se o etanol P.A. como um

co-solvente para a solubilizacao prévia do farmaco.
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Dissolveram-se, 25 mg de P4 em 5 mL de etanol P.A. usando um agitador de
tubos vortex, a 2.800 rpm por 5 minutos, e em banho de ultrassom, por 15 minutos.
Apés a solubilizacdo do farmaco, as solugdes (farmaco-solvente) foram vertidas nas
dispersdes aquosas (WPUU ou NWPUU) na propor¢cao 1:3, e homogeneizadas por
24 horas em agitador magnético, a 25°C (ISTANBULLU et al., 2013; NAGARAJAN et
al., 2011; ZHANG et al., 2014). Nao foram utilizados promotores de permeacao nos

filmes.

3.2.4 Preparacéo de filmes a partir das dispersdes aguosas

Filmes de WPUU e NWPUU foram obtidos a partir do vazamento de 15 mL
das dispersdes aquosas (contendo ou ndo P4), em suportes de madeira nivelados,
utilizando bastidores de madeira revestidos com teflon, que prendiam substratos
flexiveis de polietileno de modo a manté-los bem esticados e livres de quaisquer
rugosidades.

Os filmes foram obtidos apds evaporacado da dgua por sete dias, a 25°C, e por
24 horas em estufa, a 60°C, com o objetivo de eliminar toda agua presente no
sistema. Essas condicdes foram determinadas em trabalhos anteriores (MIRANDA et
al., 2015; VIEIRA et al., 2019). Os filmes tiveram suas dimensbes medidas com
paquimetro digital, escolhendo 5 pontos aleat6rios em torno dos filmes. Com o
volume de dispersao utilizado, puderam-se obter filmes com espessura média de

0,32 + 0,03 mm e 8,8 cm de diametro.

3.2.5 Caracterizacao

Os meétodos e/ou técnicas empregadas na caracterizacdo das dispersdes
aguosas de WPUU e NWPUU, farmaco (P4), particulas de MMT e rGO, e dos filmes

obtidos a partir das dispersfes estdo resumidos no esquema da Figura 24.
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Figura 24 — Métodos e técnicas de caracterizacdo das amostras

Teor de sélidos totais, pH, viscosidade
aparente, diametro hidrodinamico médio (D,,)
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Fonte: O autor, 2021.

3.2.5.1 Caracterizacéo das dispersdes aquosas

3.2.5.1.1 Teor de sodlidos totais

Nesta Tese, foi fixado o teor de sdlidos totais em 30%, esse limite tem obtido
boas dispersfes, sem perda consideravel de solidos, conforme observado em
trabalhos anteriores do grupo (COUTINHO; DELPECH, 2002a; DELPECH,;
MIRANDA, 2012; MIRANDA et al.,, 2015; VIEIRA et al., 2019). O procedimento
adotado para a determinacao dos solidos totais seguiu o0 método adaptado ASTM D
2834-72, adotado por Delpech et al. (2011), Miranda et al. (2015) e Vieira et al.
(2019).

Neste método, foram utilizadas 3 capsulas de aluminio (n=3), anteriormente
pesadas em balanca analitica com auséncia da amostra (mc). Em cada capsula foi
adicionada, aproximadamente, 1,0000 grama de dispersao aquosa (WPUUW ou
NWPUU), que em seguida foi pesada e deixada a temperatura ambiente (em torno

de 25°C) até completa evaporacdo da agua (mca). Ao término da evaporacdo da
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agua, as capsulas foram colocadas em estufa por 24 horas, a 60°C, para garantir
que toda agua fosse eliminada. Por ultimo, as capsulas foram pesadas (mcr) e 0

teor de sdlidos totais foi determinado pela aplicagéo da Equacéo 3.

S.T. = Mer-Mcr X 100 (3)

Mep - Mg

Onde:

S.T. (%) = percentual de sdlidos totais da dispersdo aquosa
mcr = massa da capsula de aluminio + residuo (g)

mca = massa da cépsula de aluminio + amostra (g)

mc = massa da capsula de aluminio vazia (g)

3.2.5.1.2 Determinacéo do pH

Os valores de pH das dispersdes aquosas foram determinadas inserindo o
eletrodo (Bantelnstruments — Mod. 922) diretamente nas dispersbdes. O pHmetro foi
calibrado com solucdes padrao 4,0 e 10,0 (Hanna Instruments). As medidas de pH
foram realizadas a 25°C e as leituras foram realizadas em triplicata (n=3) (VIEIRA et
al., 2019).

3.2.5.1.3 Diametro hidrodindmico médio (Dn) de particulas e indice de

polidispersividade (PDI)

As medidas de diametro hidrodinamico médio (D) de particulas e indice de
polidispersividade (PDI) foram realizadas pela técnica de espalhamento de luz
dindmico (DLS) com temperatura de analise de 25 + 0,1 °C, num comprimento de
onda de radiacédo laser de 633 nm e angulo de deteccdo de 90°. As dispersoes
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foram diluidas em agua destilada a 1% e colocadas em cubetas de poliestireno. As
leituras foram realizadas em triplicata (n=3) (MIRANDA et al., 2015; VIEIRA et al.,
2019).

O diametro das particulas coloidais foi relacionado a velocidade do
movimento browniano de particulas. O software Zetasizer usou uma combinacao de
algoritmos para correlacionar uma distribuicdo de diametros grandes e pequenos de
particulas. Os valores de Dnumédio e as distribuicbes de Dn foram calculados usando
a relacdo de Stokes-Einstein, conforme a Equagéo 4:

_ kgT
Dy= 2oL @

Onde: ks é a constante de Boltzmann, T é a temperatura absoluta, n é a viscosidade

do solvente e D é uma constante de difusao.

Este parametro também foi usado para avaliar a estabilidade das dispersdes
aguosas de WPUU e NWPUU frente ao periodo de armazenamento a temperatura
ambiente. O estudo de estabilidade compreendeu um periodo total de doze meses,
a fim de observar eventuais processos de instabilidade em funcdo do periodo de
armazenamento das dispersbes. Os diferentes tempos de armazenamento foram
designados da seguinte forma: TO (tempo inicial), T1 (um més), T2 (dois meses), T3

(trés meses), T6 (seis meses), T9 (nove meses) e T12 (doze meses).

3.2.5.1.4 Estudo reoldgico — viscosidade aparente

As medidas reoldgicas das dispersbes aquosas foram realizadas a
temperatura controlada de 25 + 0,1 °C. A faixa de torque utilizado como parametro
de leitura, foi de 10 a 90% para validar as velocidades e os spindles empregados em
cada medicdo. As velocidades de cisalhamento variaram entre 6,0 a 100 st
(MIRANDA et al., 2015).

Para caracterizacdo das propriedades reoldgicas dos sistemas aquosos, foi

aplicado o modelo Ostwald-Dewael (lei de poténcia), que representa com precisao
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as caracteristicas reoldgicas da maioria dos fluidos independentes do tempo, sem
tensdo critica de cisalhamento. As equacdes 5 e 6 representam o comportamento
desse tipo de fluido (ZHANG; WEI, 2018):

n,=k.y"" ou o=k.y" (5)

lgo=Ilgk+nlgy (6)

Onde, na € a viscosidade aparente, y € a taxa de cisalhamento, ¢ € a tenséo
de cisalhamento, n indica o indice de fluxo e k é o coeficiente de consisténcia. Um
fluido newtoniano é indicado quando n=1 e para um fluido nao-newtoniano
(comportamento pseudoplastico) n<1. O coeficiente de consisténcia (k) reflete na
viscosidade, quanto maior o valor de k, maior a viscosidade. Os valores de n e k
foram calculados pelo método de regresséo das curvas de viscosidade, ajustando 0s
valores de o e y em uma linha reta (Equacao 6).

3.2.5.2 Caracterizacao dos filmes, nanocargas e farmaco

3.2.5.2.1 Difracao de raios-X (XRD)

O fenbmeno de difracdo ocorre, geralmente, ao se incidir um feixe de raios-X
em uma substancia cristalina, o qual interage com 0s atomos presentes na estrutura
do material (em planos ordenados). A difracdo de raios-X ocorre segundo a Lei de
Bragg (Equacgdo 7), a qual estabelece a relagdo entre o angulo de difragéo e a

distancia entre os planos que a originaram (caracteristicos para cada fase cristalina):

Lei de Bragg

n\ = 2d.senf (7
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Onde:

Parametro experimental:

A = comprimento de onda da radiacdo (1.5418 A)

Parametros da amostra:

d = distancia entre planos atdmicos

¢ = orientacao desses planos em relacao ao feixe, angulo de Bragg

n = ordem de difracdo (nimero inteiro: 1, 2, 3).

As nanocargas (MMT e rGO) e P4 em p0, e os filmes de WPU e NWPUU
obtidos, foram analisados com emissao de radiacdo de CuKa filtrada com niquel a
um comprimento de onda de 1.5418 A a temperatura ambiente. Os difratogramas
foram obtidos sob velocidade de 1° (26)/min., com um passo de 0,05 e modo de
reflexdo na faixa angular de 2 a 60° (26), operando a 40 KV e 30 mA (MIRANDA et
al.,, 2015). O espagamento médio interlamelar das camadas de silicato de MMT e
das nanofolhas de rGO foram estimadas a partir da posi¢cado do pico no plano dooz)

usando a lei de Bragg (Equacéo 7).

3.2.5.2.2 Ressonancia magnética nuclear (NMR) de baixo campo

3.2.5.2.2.1 Método de relaxacao spin-rede (T1H)

As medidas do tempo de relaxacado spin-rede (TiH) dos ndcleos de hidrogénio
foram realizadas a 23 MHz. A sequéncia de pulsos utilizada para a determinacao do
parametro TiH foi inversdo-recuperacdo (tempo de aquisicdo do retardo de
recirculacdo 180°-1-90°). O pulso 90°, 7,5 us, foi calibrado automaticamente pelo
software do equipamento. A amplitude do FID selecionado foi de 40 pontos de
dados, variando de 0,1 a 5000 ms, com quatro varreduras cada e 1s de demora. Os
valores de relaxacdo foram obtidos ajustando os dados exponenciais com o auxilio
do programa WINFIT, e a distribuicdo dos dominios foi obtida pelo software

WINDXP. A precisdo do equipamento é de + 2%. A temperatura da analise foi de 30
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+ 2 °C. Os valores de relaxacdo foram calculados empregando a Equacao 8 (SILVA
et al., 2016; MONTEIRO et al., 2012):

Mo = Mz (1 - exp™T1H) (8)

Onde, Mo é o valor de equilibrio, Mz € um periodo de tempo durante o qual

ocorre a relaxacdo spin-rede fazendo com que Mz passe do valor de -Mo a zero
para seu valor de equilibrio de Mo, T € o retardo do periodo de tempo e TiH é o

tempo de relaxacao spin-rede.

3.2.5.2.4 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os filmes vazados, as nanocargas e o farmaco foram analisados por
refletAdncia total atenuada (ATR). O acessoOrio de ATR possui um cristal de
diamante/ZnSe, no qual foram realizadas as leituras. O aparelho de FTIR operou
com resolucdo de 4 cm, com acimulo de 4 varreduras na faixa de radiacdo
infravermelha entre 4000 e 650 cm™ e velocidade de 0,2 cm.s' (MIRANDA et al.,
2015).

Para avaliar a extenséo e forca das ligagbes de hidrogénio, foi aplicado um
procedimento matematico de deconvolucdo espectral para as bandas N-H (regido
entre 3800 cm™ a 3100 cm?) e C=0 (regido entre 1800 cm™? a 1600 cm™). As
bandas deconvoluidas foram obtidas aplicando uma funcdo gaussiana (usando o
software Origin® versao 9.0) a partir das bandas normalizadas, considerando uma
linha de base constante. Foram determinadas a razdo (R) entre a area da banda N-
H com ligacdo de hidrogénio (Annn)/ N-H livre de ligacdes de hidrogénio (Arnw).
Assim como, a razdo entre a banda C=0 com ligacdo de hidrogénio (Axco)/ C=0
livre de ligacdes de hidrogénio (Arco) também foram determinadas. Para os calculos
de &rea da carbonila foi considerada a soma das carbonilas uretanicas e ureicas
(AYRES; OREFICE, 2007; PANDA et al., 2017; PAVLICEVIC et al., 2013; REIS et
al., 2017; SHENG et al., 2011; SILVA et al., 2011).
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3.2.5.2.5 Analise termogravimétrica (TGA)

A caracterizacdo por andlise termogravimétrica (TGA) ou termogravimetria (TG)
identificou as temperaturas iniciais de decomposicdo (Tonset) € quantificou o
percentual de perda de massa (%) nas etapas de degradacdo dos materiais
(MIRANDA, 2015).

As condi¢cdes de andlise empregadas neste estudo foram as seguintes:

» velocidade ou taxa de agquecimento de 10°C/min.;

» aguecimento na faixa de temperatura de 50 a 600 °C;

» atmosfera inerte de nitrogénio (N2), com vazao constante de 60 mL/min da
amostra;

= padrdes de niquel (Ni), aluminio (Al) e perkalloy para a calibracao.

* massa das amostras analisadas sob a forma de filmes na faixa de 2 a 4

mg, analisadas em capsula de platina.

Foram obtidas curvas de perda de massa com a temperatura (curva TG) e sua
respectiva derivada (curva DTG). A partir da curva de TG foram obtidas as
temperaturas iniciais de degradacdo de cada estagio (Tonsett, Tonsetz e Tonset3 ) € 0OS
respectivos percentuais de perda de massa (%m1, %m2 € %ms). E a partir das curvas
de DTG, foi possivel mostrar estagios de degradacdo pouco acentuados e de dificil
visualizacdo. Os minimos de DTG correspondem as temperaturas nas quais a
velocidade de degradacédo dos respectivos estagios sdo maxima (VIEIRA, 2017).

Os valores de temperatura inicial de degradacao (Tonset) foram determinados
manualmente a partir das curvas de TG, pelo tracado de tangente e determinacgéo
do ponto de inflexdo da curva no respectivo estagio de degradagdo (MIRANDA,
2015; VIEIRA, 2017).
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3.2.5.2.6 Ensaios mecanicos - resisténcia a tracao

O ensaio de tragdo foi realizado em dinamdmetro com célula de carga de
100N, velocidade de separacdo das garras de 500 mm/min e distancia entre as
garras de 50 mm, segundo método adaptado ASTM D882-12. Os corpos de prova
foram cortados com tesoura (em duas direcbes), em forma de tiras, com
comprimento de 90 mm, largura de 5,0 mm e espessura da secc¢ao transversal de
0,3 £ 0,03 mm, medidos com paquimetro digital (DELPECH et al., 2011; MIRANDA
et al., 2015). As medidas de espessura foram expressas como a média das medidas
feitas em 3 pontos na secc¢do transversal. O numero de copos de prova variaram
entre 6 a 9.

Nesta Tese, os valores obtidos para os testes de tensdo e de alongamento
foram considerados como a média de no minimo 7 determinacdes, fornecidas
diretamente pelo dinamometro. A partir da curva tensédo versus deformacgao foram
determinadas as seguintes propriedades: resisténcia a tracdo, alongamento na
ruptura e modulo de Young (ou modulo de elasticidade). Esse ultimo foi determinado
pela inclinacdo da reta a partir das curvas de tensdo versus deformacéo, onde a

deformacéo é elastica (antes do ponto de escoamento).

3.2.6 Estudos de liberacdo in vitro

3.2.6.1 Testes de solubilidade da progesterona e condi¢des sink

Testes preliminares de solubilidade de P4 foram realizados afim de escolher o
meio receptor. Os meios selecionados foram utilizados nas etapas seguintes, para
os estudos liberacéo in vitro e permeacao ex vivo. A Tabela 8 apresenta as solugdes

utilizadas nos testes de solubilidade.
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Tabela 8 - Testes de solubilidade de P4 (40 mg/ 50 mL) em diferentes solucdes

Meio receptor (pH 7,4) Solubilidade
Solucéo PBS Insolavel
Solucédo PBS + 5% etanol P.A. Insolavel
Solucéo PBS + 10% etanol P.A. Insoltvel/precipitado®
Solucéo PBS + 20% etanol P.A. Insoltvel/precipitado®
Solucédo PBS + 40% etanol P.A. Solavel
Solugdo PBS + 2% Tween® 20 Insoltvel/precipitado®
Solucéo PBS + 5% Tween® 20 Insoltvel/precipitado®
Solucédo PBS + 40% glicol propilénico (3:2, v/v) Soltvel®

PBS = solugéo de tampéao fosfato-salino; Tween®20 = monolaurato de sorbitan etoxilado 20 EO.
@®Nestes casos o farmaco foi inicialmente sollvel no meio. No entanto, apés determinado periodo de
tempo houve a formacao de um precipitado insollvel, impossibilitando a escolha da solugao para os
estudos posteriores.

®Meio receptor escolhido para os ensaios de liberagéo in vitro e permeacgéo ex vivo (ELGINDY et al.
2016; QUINTAO et al., 2015).

Fonte: O autor, 2021.

De acordo com a Tabela 8, foi utilizada solucdo de tampéo fosfato-salino
(PBS), pH 7,4, a fim de simular o pH do sangue. A solucio PBS também foi
adicionado etanol P.A., monolaurato de sorbitan etoxilado 20 EO (Tween®20)
(tensoativo n&o-idnico) ou glicol propilénico, em proporc¢des variadas, para aumentar
a solubilidade do farmaco.

Para o preparo da solucdo PBS (pH 7,4), transferiu-se 6,805 g de fosfato de
potassio monobasico para um baldo volumétrico de 1000 mL. Adicionou-se 1,564 g
de NaOH e completou-se o volume com &agua destilada até homogeneizacao.
Quando necessario, pode-se acertar o pH para 7,4 usando solucdo de hidroxido de
sédio 0,1N.

Em relagdo as condi¢cdes sink, o volume do meio receptor do estudo de
liberacdo e a massa de farmaco devem ser ajustados para que ndo se atinja a
condicdo de solucdo saturada (BROWN et al.,, 2004). Portanto, considerando que
todo o farmaco ultrapasse a membrana de liberagdo ou permeacéo, o triplo dessa
concentracdo deve ser ainda solivel na solucdo receptora, para manter as
condi¢cbes sink ideias (KLOSE et al., 2011). No presente estudo, 0 meio receptor

escolhido para os estudos de liberagao in vitro e permeacdo ex vivo, foi o que
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apresentou melhor solubilidade do farmaco, levando em consideracao as condi¢cfes

sink.

3.2.6.3 ldentificacado espectral por UV-Vis

Solucdes padrdo de P4 com concentragdo de 250 pg.mL* foi lida em
espectrofotometro UV-Vis para varredura do espectro, para determinacdo do
comprimento de onda maximo. Foi utilizada a faixa de comprimento de onda entre

190 a 400 nm para varredura.

3.2.6.4 Curvas padrao

As curvas padrao foram preparadas utilizando como solvente o meio receptor
[PBS/glicol propilénico (3:2, v/v)] escolhido para o estudo de liberacdo in vitro. As
solucdes padréo foram preparadas na concentracéo final de 250 pg.mL™. As leituras
foram realizadas em cubeta de quartzo, com volume inicial de 2,5 mL do branco
(meio receptor sem farmaco). Posteriormente, foram adicionadas aliquotas de 20 pL
das solug¢des padrdo, totalizando 10 pontos na curva padrdo. As concentracoes
foram calculadas a partir da relacdo m/v (ug.mL™?). As leituras foram realizadas em
espectrobmetro UV-Vis a 254 nm, comprimento de onda maximo da P4 obtido a partir
da varredura espectral (ROMERO et al., 2016). O valor da correlagdo da curva de
calibracdo deve ser maior que 0,999 (BRASIL, 2003).

3.2.6.5 Uniformidade do contetido de P4

A uniformidade do conteudo de P4 nos filmes foi determinada por meio da
dissolucéo das amostras em 25 mL de metanol, sob agitacdo magnética durante 6 h

a temperatura ambiente. As amostras foram obtidas cortando-se o filme em quatro
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guadrados (n=4) de tamanho uniforme (3,5 cm?), pesando cada amostra
individualmente. Apoés dissolucdo das amostras, a solucéo final foi filtrada em filtros
de poli(tetrafluoretiieno) (PTFE) (porosidade 0,45 pum) e analisada por
espectroscopia UV-Vis a 254 nm. A concentracdo do farmaco foi calculada pela
curva padrao e o parametro foi determinado pela Equacéo 9 (SALEHI; BODDOHI,
2017; VIEIRA et al., 2019).

massa real de PGT no filme

Uniformidade do contetdo de PGT = x100% (9)

massa tedrica do PGT no filme

3.2.6.5 Ensaios de liberacéo in vitro

Os ensaios de liberacéo in vitro das amostras de filmes WPUU e NWPUU
carregados com P4 foram realizados em um sistema de células de difusdo do tipo
Franz, conforme apresentado na Figura 25(a). O sistema de difusdo de Franz é
constituido por dispositivos de vidro de difusdo vertical, usados para avaliar: (1) a
liberacdo in vitro utilizando membrana sintética, como a de acetato de celulose, e (2)
a permeacao ex vivo e retencao de farmacos utilizando membranas biolégicas como
pele de orelha suina ou pele humana. O sistema consiste em um compartimento
doador e um receptor, que sdo separados pela membrana (CERQUEIRA-
COUTINHO et al., 2016).

As células de difusdo foram colocadas sobre uma placa com agitacao
magnética (900 rpm) e sistema de circulacdo de agua a 37 + 0,5°C em um banho
ultratermostatico. Foram utilizados 8,0 mL de meio receptor de solucdo PBS/glicol
propilénico (3:2, v/v) (pH 7,4), para garantir as condi¢des sink. As amostras de filmes
com area de 9,5 cm? (forma circular), carregadas com 2,0 mg de P4,
aproximadamente, foram colocadas sobre uma membrana suporte de acetato de
celulose (porosidade 0,2 um) no compartimento superior da célula de difusédo. A area
de difusdo do compartimento superior da célula de difusédo era de 1,54 cm? (Figura
25b).
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Legenda: (a) — células de difusao vertical do tipo Franz posicionadas sobre uma placa de
agitagdo magnética e conectadas a entrada e saida de agua; (b) — detalhe da area
de difusédo (area 1,54 cm?) de uma das células, e (c) — amostra de filme S7/P4 (filme
contendo 7% de PEG no copolimero) apds 24 horas de liberagéo (recorte da area
de difusédo).

Fonte: O autor, 2021.

Em intervalos de tempo pré-determinados (1, 2, 3, 4, 6, 8 e 24 horas) 1,0 mL
do meio receptor foi coletado e, posteriormente, 0 mesmo volume de meio fresco foi
usado para reposi¢do. As amostras foram filtradas em filtros de PTFE (porosidade
de 0,45 um) e a quantificacdo de P4 foi efetuada por espectrofotometria UV-Vis a
254 nm (ROMERO et al., 2016). As solucbes foram diluidas até uma concentracdo
apropriada dentro das curvas de calibragdo. A quantidade cumulativa de P4 liberada
a partir dos filmes foi calculada utilizando a Equacédo 10. Uma amostra de filme, apés

liberacdo em 24 h, é apresentada na Figura 23(c).

My

total

Quantidade cumulativa de P4 =

x100% (10)

Onde, M; é a quantidade de P4 liberada a partir dos filmes no tempo t € Miotal

é a quantidade total de P4 carregada nos filmes.
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3.2.7 Estudos de permeacdo e retencdo cutinea ex vivo

3.2.7.1 Padronizacéo da metodologia analitica

O método de determinacdo e quantificacdo de P4 a partir da técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) seguiu alguns métodos ja validados
da literatura cientifica (ELGINDY et al., 2016; MALIWAL et al., 2009; PEREIRA et al.,
2000). A analise por HPLC foi realizada utilizando o comprimento de onda de
deteccdo de 254 nm (determinado a partir da varredura da P4 por UV-Vis). A fase
estacionaria consistiu em uma coluna de fase reversa C18 (Kromasil 100-5-C18, 250
x 4,6 mm i.d.), a fase mdvel isocratica foi constituida por uma mistura de metanol e
agua (Milli Q, Millipore®), numa proporg¢éo de 70:30, com taxa de fluxo de 1 mL.mint
e volume de injecdo de 20 uL. As solucdes foram preparadas em fase movel e a
curva de calibracdo da é&rea do pico versus concentracdo foi linearmente

correlacionada (R?=0,9998) ao longo das concentracdes de P4 (0,5-50 pg.mL1).

3.2.7.1.1 Preparo da solucao padrao

A solucdo estoque de P4 foi preparada em fase movel [MeOH/H20 (70:30)]
com concentracgao final de 500 pg.mL? (25 mg de P4/50 mL fase mével) (m/v). A
partir da solucéo estoque, foram preparadas diluicbes nas seguintes concentracoes:
0,5; 1,0; 3,0; 5,0; 10,0; 20,0; 30,0 e 50,0 pug.mL?; filtradas em filtros de PTFE
(porosidade de 0,45 pm). Tais solugdes foram utilizadas para construcéo das curvas
padrdo e obtencdo dos coeficientes de correlacdo (R?). As curvas foram sempre
preparadas no dia da analise.
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3.2.7.1.2 Especificidade e seletividade

Tal pardmetro € a capacidade de avaliar se as substancias em analise podem
ser detectadas em uma mistura complexa, tais como produtos de degradacédo e
impurezas (BRASIL, 2003).

A seletividade foi avaliada por meio de inje¢des de:
(1) metanaol,
(2) solucéao receptora [PBS/glicol propilénico (3:2, v/v)] em fase movel,
(3) solucéo de extratos de pele suina em fase movel,

(4) solucao dos filmes sem farmaco (branco) em fase movel.

As solucdes oriundas da pele suina (3) e dos filmes sem farmaco (4) foram
obtidas recortando as amostras em tamanhos de 1 cm?, e colocadas em frascos
contendo 2,0 mL de fase movel, sob agitacdo magnética durante 1 hora. Em
seguida, as solucdes foram filtradas e analisadas por HPLC. Com tal experimento,
foi possivel garantir que nenhum contaminante extraido iria interferir com o pico

cromatografico do farmaco.

3.2.7.1.3 Linearidade

Esse parametro avalia a capacidade dos resultados obtidos serem
diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra (BRASIL, 2003).
Foram construidas trés curvas padrdo com oito diferentes concentracdes.
Inicialmente, a solucdo estoque de P4 foi preparada em fase mével [MeOH/H20
(70:30)], utilizando um baldo volumétrico de 50 mL a 0,5 mg/mL. Os oito pontos
foram feitos a partir de diluicbes, utilizando um baldo volumétrico de 25 mL e
avolumados com o mesmo diluente, a fim de obter as seguintes concentragdes: 0,5;
1,0; 3,0; 5,0; 10,0; 20,0; 30,0 e 50,0 ug.mL1. Com auxilio do software Origin® Pro
versao 9.0 (OriginLab, USA), foram calculadas as equac¢des da reta para cada curva,

assim como os coeficientes de correlagdo (R?).
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3.2.7.1.4 Limite de deteccéao e limite de quantificacao

O limite de deteccdo (DL) é a menor quantidade de analito que pode ser
detectada na amostra. O limite de quantificacdo (QL) € a menor quantidade de
analito na amostra, que pode ser determinado com preciséo e exatidao, utilizando os
dados das trés curvas obtidas na andlise de linearidade (BRASIL, 2003). DL e QL
foram determinados de acordo com as equacdes 11 e 12, respectivamente:

DL = SDx3,3 (11)
S
QL = SDg 10 (12)

Onde, DL = limite de deteccdo; QL = limite de quantificacdo; SD = desvio
padrdo do intercepto com o eixo y, com minimo de trés curvas analiticas; S =

inclinacdo das trés curvas analiticas.

3.2.7.2 Obtencéao das orelhas de porco

Foram utilizadas orelhas de porco (animais com idade inferior a 6 meses)
obtidas de abatedouro do Rio de Janeiro (Brasil), devidamente fiscalizado pelo
Ministério da Agricultura. As orelhas dos animais foram obtidas logo ap6s o abate do
animal (antes do processo de escalda). A pele inteira foi removida da regido externa
da orelha com auxilio de bisturi, separada de sua camada adiposa adjacente com o
auxilio de tesoura e pinca (Figura 26). Em seguida, os cortes de pele foram lavados
com agua destilada, acondicionados em filmes de poli(cloreto de vinila) (PVC) e
papel aluminio, e armazenados a -2 + 0,5°C por, no maximo, 2 meses
(CERQUEIRA-COUTINHO et al., 2016; FERREIRA et al., 2020). Nao foi necessaria
nenhuma autorizacdo de conselhos de ética, por se tratar de material biologico

liberado para consumo.
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Figura 26 — Remocé&o de vasos sanguineos e tecido adiposo da pele de orelha de
POrco

Fonte: O autor, 2021.

3.2.7.3 Ensaios de permeacao e retengédo cutanea ex vivo

Os ensaios de permeacdo e retencdo cutéanea ex vivo a partir dos filmes
WPUU e NWPUU carregados com P4 foram realizados no mesmo sistema de
células de difusdo de Franz utilizado no estudo de liberacéo in vitro (Figura 23). No
entanto, para este ensaio, foram utilizadas membranas biologicas de pele de orelha
de porco, devido a sua similaridade com a pele humana (FERREIRA et al., 2020).

Foram utilizados os mesmos parametros descritos no item 4.2.6.5: agitacao
magnética a 900 rpm, temperatura de 37 = 0,5°C do banho ultratermostatico e
volume de meio receptor de 8,0 mL [PBS/glicol propilénico (3:2, v/v)]. As amostras
dos filmes com area de 9,5 cm? (contendo 2,0 mg de farmaco, aproximadamente)
foram colocadas sobre membrana biolégica de pele de orelha suina no
compartimento superior da célula de difusdo, com a derme voltada para a solucao
receptora. Em intervalos de tempo pré-determinados (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 horas) 1,0
mL do meio receptor foi coletado e, posteriormente, 0 mesmo volume de meio fresco
foi usado para reposicao. Nao foram utilizados promotores de permeacéo nos filmes.
As amostras foram coletadas e armazenadas em eppendorf ambar.

Para os testes de retencdo, as amostras de pele foram removidas no final do
experimento, separando-se os fragmentos de filme aderidos a pele e, em seguida,
lavadas com agua destilada e secas com algoddo. A Figura 27 mostra a regiao
central da pele que permaneceu em contato com a area de difusdo (1,54 cm?) da

célula de difuséo.
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Figura 27 — Amostras de pele suina apds ensaio de permeacao ex vivo. Detalhe
da area de difuséo (1,54 cm?) usada para extracédo do fArmaco no
ensaio de retencao
1 2 3 e

A = 1,54cm?

Fonte: O autor, 2021.

Essa regido foi recortada e realizou-se a separagdo das camadas da pele
(epiderme e derme). A primeira camada constituida pelo estrato cérneo (SC) e
epiderme foi cuidadosamente removida com auxilio de bisturi, e a derme foi
recortada em pequenos pedacos. Em seguida, 0s extratos cutaneos foram
transferidos para tubos falcon, e foram adicionados 2,0 mL de fase movel
(MeOH:H20) (70:30), agitados em vortex por 30 segundos e centrifugados. Este
procedimento foi repetido trés vezes intercaladas.

As amostras formadas por solucéo receptora (da célula de difusé@o) e solucéo
do farmaco extraido das camadas da pele (SC + epiderme e derme) foram filtradas e
submetidas a andlise por HPLC, utilizando detector UV-Vis, a 254 nm (ELGINDY et
al., 2016; MALIWAL et al., 2009; PEREIRA et al., 2000). Todos os ensaios foram
realizados em sextuplicata (n=6), e analisados utilizando analise de variancia
(ANOVA) através do software Origin® Pro versdo 9.0 (OriginLab, USA).

3.2.8 Aplicacdo de modelos cinéticos

Para avaliar o perfil cinético de liberacdo de farmacos, foram propostas
algumas teorias e utilizacdo de modelos matematicos, que visam avaliar de maneira
quantitativa o processo de liberacdo de farmacos. Os modelos de liberagdo mais
aplicados e que melhor descrevem os fenbmenos sao, em geral, os modelos de

ordem zero e primeira ordem, de Higuchi, de Weibull e de Korsmeyer-Peppas
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(COSTA; LOBO, 2001; MANADAS et al., 2002; SIEPMANN; GOPFERICH, 2001;
SIEPMANN; SIEPMANN, 2012; 2013).

3.2.8.1 Ordem zero

O modelo cinético de ordem zero é aplicado a formas farmacéuticas que nao
sofrem desagregacao e que liberam a mesma quantidade de farmaco por unidade
de tempo. Por se tratar de uma liberacéo lenta, constitui-se como um método ideal
de liberacdo para acdo prolongada. Deste modo, um gréafico da fracdo de farmaco
dissolvido versus tempo sera linear (COSTA; LOBO, 2001; MANADAS et al., 2002).

Este modelo pode ser representado pela Equacéo 13.

Qt = Qo + Kot (13)

Onde:
+ = quantidade de farmaco liberado no tempo t;
Qo = quantidade inicial do farmaco dissolvido na solugéo;

Ko = constante de liberacdo de ordem zero.

3.2.8.2 Primeira ordem

As formas farmacéuticas que seguem este perfil de dissolu¢cdo possuem
liberacdo proporcional a quantidade de farmaco que permanece no seu interior, de
modo que a quantidade de farmaco liberado por unidade de tempo diminui ao longo
do tempo. Desta forma, o perfil cinético representado pelo grafico do logaritmo
natural da quantidade de farmaco liberado versus o tempo sera linear (COSTA;
LOBO, 2001; MANADAS et al., 2002). O modelo é representado pela Equacéo 14.
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INQt = In Qo + Kit (14)

Onde:
Qt = quantidade de farmaco liberado no tempo t;
Qo = quantidade inicial do farmaco na solugéo;

K1 = constante de liberagéo de primeira ordem.

3.2.8.3 Higuchi

Baseado no processo de difusdo da Lei de Fick, o modelo cinético proposto
por Higuchi, descreve a liberacdo do farmaco como um processo dependente da raiz
quadrada do tempo. Higuchi desenvolveu ainda outros modelos tedricos para
estudar a liberacdo de farmacos hidrossollveis e pouco sollveis em matrizes semi-
sOlidas e sdlidas (COSTA; LOBO, 2001). O modelo de Higuchi € resumido pela
Equacéo 15.

Qi =Kut (15)

Onde:
Qt = quantidade de farmaco liberado no tempo t;

Kn = constante de liberacdo de Higuchi.

Os modelos cinéticos de ordem zero e de primeira ordem, e o de Higuchi
(pseudo-ordem zero), foram aplicados aos dados de permeacédo ex vivo desta Tese,
para melhor elucidagdo dos mecanismos de liberacdo do farmaco. A escolha do
modelo que melhor se ajusta a cinética de permeacao ex vivo foi escolhido a partir
do coeficiente de correlacéo linear (R?) obtido em cada andlise de regresséo linear.

ApoOs estabelecer o modelo matematico com maior ajuste, foram
determinados alguns parametros cinéticos relacionados a permeacao ex vivo de P4.
Os parametros de fluxo no estado estacionario (Jss) e o lag-time (ou tiag = tempo para
atingir o fluxo de farmaco constante) foram determinados a partir da extrapolagcéo da

curva na porcdo linear da quantidade permeada (ug.cm?) versus tempo (h). O Jss foi
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obtido a partir da inclinagéo da curva, enquanto 0 tiag foi determinado a partir da

extrapolacéo da reta até o eixo x (tempo).

3.2.9 Analise estatistica

Os resultados dos ensaios de liberacdo in vitro, permeacgdo e retencao
cutanea ex vivo foram analisados utilizando analise de variancia (ANOVA) através
do software Origin® Pro versdo 9.0 (OriginLab, USA). Os dados experimentais foram
apresentados como meédia + SD (desvio-padrdo) e p<0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese e caracterizacao das dispersdes aquosas de WPUU e NWPUU

Conforme descrito no subitem 3.2.1.1 desta Tese, foram desenvolvidas oito
formulacbes de dispersdes aquosas de poli(uretano-ureia)s (WPUU) e seus
nanocompositos (NWPUU) a base de argila montmorilonita (MMT-Na*) sodica, de
natureza hidrofilica, e/ou 6xido de grafeno reduzido (rGO). As dispersdes aquosas
foram divididas em dois grupos principais, sistemas S7 e S38, nomeadas,
respectivamente, com relacdo aos teores de 7% e 38% de segmentos a base de
PEG no copolimero de poli(glicol etilénico-b-glicol propilénico) (PEG-b-PPG). A partir
desses sistemas, foram produzidas duas séries de nanocompdsitos contendo
particulas de MMT ou rGO dispersas, e misturas das nanocargas MMT/rGO para
formacdo de novos hibridos. Esses sistemas foram avaliados em termos de
propriedades e a possibilidade de incorporar progesterona (P4) em matrizes de
WPUU e NWPUU, visando o desenvolvimento de novos materiais aplicados como

sistemas de liberacao transdérmica (TDDS).

4.1.1 Aspecto e estabilidade ao armazenamento

O aspecto visual das dispersbes aquosas é mostrado na Figura 28.
Observou-se, macroscopicamente, que todos os sistemas apresentaram diferencas
na cor, o que foi relacionado a variacdo no teor de segmentos a base de PEG no
copolimero, e adicdo de argila MMT (amarronzada) ou rGO (preto) para 0s
nanocompositos. Sistemas contendo 7% de PEG apresentaram coloracdo branca e
aspecto leitoso, enquanto os sistemas contendo 38% de PEG eram translucidos.

Quanto a estabilidade, ndo foram observadas presenca de sedimentacéo,
nem precipitacdo das nanocargas ao longo de todo periodo de armazenamento das
dispersdes a temperatura ambiente (doze meses, T12), sugerindo boa dispersédo dos

sistemas aquosos (Figura 28) (LEE et al., 2006). Assim, sugere-se que 0s métodos
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de dispersdo empregados foram simples e eficientes na preparacdo de
nanocompositos estaveis, obtidos a partir de argila MMT, rGO e mistura das

nanocargas MMT/rGO.

Figura 28 — Aspecto visual das dispersdes aquosas de WPUU e NWPUU
(a) (b)

(@) (a2 (@) (a) (b)) (b))  (bs)  (bs)

Legenda: (a) — formulacdes da série 7: (a1) S7, (a2) S7T/MMT, (as) S7/rGO e (as) ST/IMMT/IGO;
(b) — formulacdes da série 38: (b1) S38, (b2) S38/MMT, (bs) S38/rGO e (b4)
S38/MMT/rGO. Imagens obtidas 48h apds a sintese das dispersoes.

Fonte: O autor, 2021.

4.1.2 Caracterizacao

4.1.2.1 Caracterizacao das dispersdes aquosas

4.1.2.1.1 Teor de sélidos totais e determinacdo do pH

As dispersdes aquosas foram produzidas com teor de sélidos tedrico de até
30%, conforme subitem 3.2.1.2. O teor de sélidos ao final da reacdo para os
sistemas S7 e S8, e seus respectivos hanocompdésitos, foi de 29 + 2,0% e 27 +
2,0%, respectivamente. Em sistemas a base de PEG-b-PPG, quanto maior a massa
molar e o teor de segmentos PEG, como por exemplo, em sistemas S38 (e seus
nanocompadsitos), maior serd a viscosidade do prepolimero, o que torna mais dificil a
dispersédo da massa reacional em agua, bem como a reacdo de extensdo de cadeia,
que ainda provocara um aumento na viscosidade do sistema. Nesse caso, maiores

quantidades de agua precisam ser adicionadas, tornando o sistema mais diluido,
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com menor valor de solidos totais (COUTINHO et al.,2008; BARBOZA et al., 2014;
DELPECH et al., 2011). Essa tendéncia pode ser observada na Tabela 9.

Tabela 9 — Valores de sélidos totais e pH das dispersdes aquosas

Amostras ST (%) £ SD* pH + SD*

S7 301 7,41+ 0,02
S7/IMMT 28+1 7,43 £ 0,02
S7/rGO 28+1 7,41 +0,01
S7IMMT/rGO 28+ 2 7,52 +0,02
S38 28+1 7,32+0,03
S38/MMT 26+ 2 7,42 £ 0,05
S38/rGO 26+ 2 7,42 £ 0,05
S38/MMT/rGO 26 + 2 7,51+0,01

S7 = Série 7; S38 = Série 38; MMT = montmorilonita; rGO = éxido de grafeno reduzido.
*Valores médios de trés determinagfes (n=3) + desvio padréo (SD).
Fonte: O autor, 2021.

Os valores de pH obtidos para todos os sistemas permaneceram na faixa de
7,4 £ 1,0, estando dentro da faixa ideal para dispersdes estaveis, que varia entre 7 e
9 (BULLERMANN et al., 2013; SEBASTIAN et al., 2011).

4.1.2.1.2 Diametro hidrodindmico médio (Dn) de particulas e indice de
polidispersividade (PDI)

Dispersbes aquosas de poliuretano sao caracterizadas como sistemas
coloidais binarios, em que, particulas poliméricas em escala nanométrica ou
micrométrica, estdo dispersas na fase continua aquosa (COUTINHO et al., 2008;
MOHAGHEGH et al., 2006). De acordo com a literatura, diametros de particula
menores que 200 nm, geralmente produzem sistemas estaveis, podendo ser
armazenados por um longo periodo de tempo, além de apresentarem alta energia de

superficie, favorecendo assim a formacdo de filmes (COUTINHO et al., 2008;
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VIEIRA et al., 2020a). No entanto, muitos sistemas podem apresentar tamanhos
variados, que sao influenciados por fatores como hidrofilicidade, massa molar do
polimero, condicbes de emulsificacdo, for¢ca de cisalhamento, temperatura e adi¢éo
de particulas inorganicas (MIRANDA et al., 2015; MOHAGHEGH et al., 2005;
NANDA et al., 2006; VIEIRA et al., 2020a).

Em geral, particulas coloidais de poliuretano sdo formadas por uma camada
interna, constituida por segmentos hidrofébicos e uma camada externa composta
por segmentos hidrofilicos, contendo ou ndo, grupos iénicos e ligacdes uretanicas e
ureicas (COUTINHO et al., 2001; 2008; VIEIRA et al., 2020a). Neste trabalho, os
segmentos flexiveis da cadeia poliuretanica foram formados a partir da mistura de
polidis (PPG e PEG-b-PPG), enquanto os segmentos rigidos, advindos dos grupos
isocianato do IPDI, apos reacdo, formaram as ligacdes uretanicas, bem como pelo
emulsificante interno (DMPA) e extensor de cadeia (HYD). As ligacdes ureicas foram
formadas na etapa de extensdo de cadeia pela reacdo da HYD com os grupos
isocianato terminais presentes no prepolimero, produzindo WPUU (COUTINHO et
al., 2008). Além disso, a inser¢cdo de PEG-b-PPG contendo um bloco PEG, de
natureza hidrofilica, e um bloco de PPG hidrofébico, além dos grupos carboxilicos
(COO) do DMPA neutralizados com TEA, permitiram a formacdo de particulas
coloidais soltveis em meio aquoso (BARTHEL et al., 2014; COUTINHO et al., 2008;
LOIOLA et al., 2015).

Os valores médios de diametro hidrodinamico (Dn) e indice de
polidispersividade (PDI) das dispersdes aquosas, € Seus respectivos
nanocompoésitos a base de MMT, rGO e hibridos MMT/rGO, obtidos por
espelhamento de luz dindmico (DLS) 48 horas ap0s a sintese [T(0)] sdo mostrados
na Tabela 10. Neste estudo, os valores obtidos de Du para todas as formulacgoes,
estdo praticamente todos dentro da faixa em que as dispersdes sdo consideradas
estaveis, variando de 20 + 0 nm a 197 * 13 nm (COUTINHO et al., 2008;
MOHAGHEGH et al., 2005; SANTAMARIA-ECHART et al., 2016).

De acordo com a Tabela 10, os sistemas WPUU apresentaram valores
médios de Dn de 90 nm e 20 nm, para S7 e S38, respectivamente, e baixos valores
de PDI (0,11-0,06) que demonstram alta homogeneizacdo de particulas coloidais de
WPUU (OCEPEK et al., 2015). O baixo valor de Dy para as particulas do sistema
S38 pode estar relacionado ao aumento do teor de segmentos a base de PEG no

copolimero, sugerindo que a natureza cristalina do bloco de PEG (-CH2-CH2-O-)n,
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com auséncia de grupos pendentes, pode promover um melhor empacotamento dos
segmentos flexiveis, levando a uma diminuicdo no didmetro das particulas. Por outro
lado, um maior teor de segmentos PPG (-CH(CHs)-CH2-O-)» na amostra S7 poderia
impedir o empacotamento das cadeias devido a presenca de grupos metila
substituintes (-CHs), sugerindo o aumento no didmetro das particulas (COUTINHO et
al., 2008).

Tabela 10 — Valores médios de didmetro hidrodinamico (Dn) de particulas, obtidos
pela relacdo Stokes—Einstein e indice de polidispersividade (PDI),
obtidos 48 h ap6s a sintese [T(0)], para as dispersdes aquosas de
WPUU e NWPUU

Amostras Du (nm) + SD* PDI
S7 90+1 0,11
S7TIMMT 182+ 2 0,22
S7/rGO 137 +7 0,15
S7IMMT/rGO 197 + 13 0,41
S38 200 0,06
S38/MMT 124 + 2 0,18
S38/rGO 61+4 0,07
S38/MMT/rGO 188 +7 0,32

S7 = Série 7; S38 = Série 38; MMT = montmorilonita; rGO = éxido de grafeno reduzido.
*Valores médios de trés determinagfes (n=3) + desvio padrao (SD).
Fonte: O autor, 2021.

A incorporacdo de baixos teores de nanocargas inorganicas (0,5% de MMT
ou rGO, e 0,25/0,25% de MMT/rGO) nas dispersdes aquosas, promoveu um
aumento significativo nos valores médios de Dn das particulas, bem como alteracdes
no perfil de distribuicAo de tamanho. Nanocompoésitos contendo argila exibiram
valores meédios de Dx de 182 nm e 124 nm, para os sistemas S7/MMT e S38/MMT,
respectivamente. Esse aumento pode ter sido resultado das interacdes ibnicas entre
as cadeias poliuretanicas e grupos hidrofilicos presentes na estrutura da argila MMT.
Em geral, as particulas coloidais de poliuretano sdo formadas por uma dupla
camada elétrica estavel, eletrostaticamente estabilizada pelos grupos carboxilicos

(COO") do DMPA (emulsificante interno), neutralizados com TEA. Assim, 0s cations
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da argila esfoliada podem interagir com os grupos COO" na superficie das particulas,
levando ao aumento no diametro médio das particulas coloidais (LEE et al., 2006).
Além disso, a argila MMT foi deslaminada em &gua destilada por 24 h antes da
sintese, 0 que pode favorecer a separagdo das camadas de silicato da argila sédica
(MMT-Na*) através da absorcdo de agua, aumentando o espacamento interlamelar
e, consequentemente, levando ao aumento do didametro da particula (CHEN et al.,
2000). A homogeneidade das particulas coloidais dos nanocompdsitos
NWPUU/MMT foi confirmada a partir dos baixos valores de PDI (0,18-0,22),
indicando a formacao de sistemas monodispersos (OCEPEK et al., 2015).

Em relacdo aos nanocompositos contendo rGO, os sistemas S7/rGO e
S38/rGO apresentaram valores médios de Dn de 137 nm e 61 nm, respectivamente,
sendo menores do que os valores obtidos para os sistemas a base de MMT. Além
disso, os baixos valores de PDI (0,15-0,07) indicaram uma distribuicdo homogénea
das particulas coloidais de WPUU (OCEPEK et al., 2015).

Para obtencédo das amostras de rGO, o 0xido de grafeno (GO) (originalmente
hidrofilico) foi previamente expandido por reducéo térmica parcial a 200°C (ROMANI
et al., 2018). Esse procedimento promove a separacao das folhas de grafeno, além
de eliminar parcialmente o conteudo dos grupos —OH e epoxi (-CH2-O-CHz-)n,
modificando a estrutura do rGO para uma natureza predominantemente hidrofobica.
Em geral, amostras de rGO apresentam uma melhor compatibilizacdo com a matriz
polimérica do que o GO puro, que pode ser facilmente disperso em sistemas
poliméricos (STRANKOWSKI et al., 2016). Assim, sugere-se que as nanofolhas
(com uma ou mais camadas) de rGO podem se tornar mais disponiveis para
interagdo com os grupamentos hidrofoébicos de PPG (dominios flexiveis) dentro da
particula (SONG et al., 2017).

Para os nanocompoésitos hibridos, S7/MMT/fGO e S38/MMT/rGO, valores
mais elevados de Du e PDI médios foram obtidos em relacdo aos nanocompositos
contendo as nanocargas separadas. Os valores médios de Dy permaneceram em
uma faixa proxima, variando de 197 nm (S7/MMT/rGO) a 188 nm (S38/MMT/rGO),
bem como uma distribuicdo de tamanho bimodal e alta polidispersividade (0,41-
0,32). Os resultados sugerem que as possiveis interagfes entre MMT ou rGO com
cadeias poliméricas, e também entre ambas as nanocargas, podem ter ocorrido
simultaneamente, aumentando o volume hidrodindmico das particulas coloidais
(CHEN et al., 2000; STRANKOWSKI et al., 2016).
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Figura 29 — Curvas de distribuicdo de diametros das particulas de WPUU e NWPUU,
em diferentes tempos de armazenamento a temperatura ambiente
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A estabilidade das particulas coloidais também foi avaliada a partir dos perfis
de distribuicdo de diametros, obtidos por DLS, ao longo de um periodo de doze
meses (T12) a temperatura ambiente. A Figura 29 mostra as curvas de distribuicdo
das dispersdes aquosas de WPUU e NWPUU durante o estudo de estabilidade.

De acordo com a Figura 29, os sistemas S7 e S38, e as suas respectivas
séries de nanocompositos contendo MMT ou rGO, apresentaram uma distribuicdo
de diametros monomodal, com predominéncia de apenas um pico. Enquanto os
sistemas hibridos (S7/MMT/rGO e S38/MMT/rGO) apresentaram uma distribuicdo
bimodal, com aumento na largura da curva de distribuicdo. Com o passar do tempo
de armazenamento das dispersdes, foi possivel confirmar a alta estabilidade dos
sistemas aquosos, sem mudancas significativas no perfil e no didmetro médio das
particulas. Os resultados sugerem que todas os sistemas aquosos produzidos
podem ser altamente estaveis, podendo ser armazenadas por um longo periodo de

tempo antes da aplicacéo final do produto.

4.1.2.1.3 Estudo reoldgico das dispersbes aquosas

A Tabela 11 apresenta os valores de indice de fluxo (n) e coeficiente de
consisténcia (k), obtidos através do modelo de Ostwald-Dewael a partir dos dados
de viscosidade aparente das dispersdes. Todas as dispersdes aquosas (WPUU e
NWPUU) apresentaram valores de n<1, caracterizando os sistemas como fluidos
com comportamento pseudoplastico (regime ndo-newtoniano) (ZHANG; WEI, 2018).
Esse comportamento pode estar relacionado principalmente ao desemaranhamento
das cadeias macromoleculares sob o campo de cisalhamento (D'ALMEIDA, 1997).

Em relagdo ao parametro k, que esta relacionado diretamente com a
viscosidade das dispersbes, foram observadas diferencas significativas entre as
duas séries. Na pratica, quanto maior o valor de k, maior € a viscosidade do sistema
(ZHANG; WEI, 2018). As dispersdes (WPUU e NWPUU) com 38% de segmentos
PEG apresentaram valores mais elevados de k, portanto maior viscosidade. Por
outro lado, os sistemas com 7% de PEG apresentaram menor viscosidade,

consequentemente, eram fluidos com melhor mobilidade das cadeias.
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Tabela 11 - Valores de n e k das dispersdes aquosas, obtidos pela lei de poténcias
(modelo Ostwald-Dewael), 48h apoés a sintese [T(0)]

Amostras n k R?

S7 0,0107 4,1580 0,868
S7/IMMT 0,0428 9,5846 0,997
S7/rGO 0,0185 6,7485 0,996
S7/IMMT/rGO 0,0383 14,9880 0,989
S38 0,5105 251,23 0,898
S38/MMT 0,7475 399,58 0,987
S38/rGO 0,6524 320,99 0,985
S38/MMT/rGO 0,8163 525,32 0,986

S7 = Série 7; S38 = Série 38; MMT = montmorilonita; rGO = éxido de grafeno reduzido; n = indice
de fluxo; k = coeficiente de consisténcia; R? = coeficiente de correlagao.
Fonte: O autor, 2021.

Os graficos de viscosidade aparente (mPa.s) versus taxa de cisalhamento (s
1) sdo apresentados na Figura 30. Os resultados mostram que, independente do
sistema, os valores de viscosidade diminuem a medida que se aumentam as taxas
de cisalhamento, caracterizando um tipico comportamento de fluido pseudoplastico.
Esses perfis corroboram com os dados experimentais correlacionados ao modelo da
lei de poténcia de fluidos, apresentados anteriormente (BARBOZA et al., 2014;
RAHMAN et al., 2017).

As Figuras 30(a) e 30(b) mostram diferencas notaveis na viscosidade entre
0s sistemas S7 e S38, e suas respectivas séries de nanocompositos. Fixando um
valor de taxa de cisalhamento (100 s), foi observado um aumento de 3,4 mPa.s
para 191 mPa.s, para os sistemas S7 e S38, respectivamente. Como relatado
anteriormente, maiores quantidades de segmentos PEG podem promover
incrementos na hidrofilicidade das cadeias, resultando em um aumento no namero
médio de particulas e uma diminuicdo no seu tamanho (MUMTAZ et al., 2013).
Dessa forma, os maiores valores de viscosidade apresentado pelos sistemas da
série 38, podem ser resultado de uma redugdo na mobilidade das particulas, que
possuem maior area superficial e menores distancias médias entre si, aumentando
assim o grau de interacdo (ZHANG; WEI, 2018). Este resultado é confirmado pelo

aumento do indice de consisténcia, avaliado pelo parametro k (Tabela 11).



Figura 30 - Curvas de viscosidade aparente das dispersdes aquosas de
WPUU e NWPUU
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Para os nanocompositos NWPUU, a adicdo de pequenas quantidades de

particulas inorganicas foi suficiente para promover mudancas no perfil de

viscosidade das dispersdes, sendo proporcional ao conteddo de segmentos PEG,

como evidenciado na Figura 30. Foi

observado que todos os sistemas

apresentaram um aumento mais pronunciado da viscosidade na regido de baixa
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taxa de cisalhamento, enquanto os valores de viscosidade em altas taxas de
cisalhamento foram quase constantes (VIEIRA et al., 2020a).

Em geral, 0 aumento da viscosidade em baixas taxas de cisalhamento para
nanocompaositos poliméricos a base de argila pode estar relacionado principalmente
as interacdes fisico-quimicas entre as camadas da argila e a matriz polimérica, o
que reduz a mobilidade das cadeias (BARBOZA et al., 2014; LEE et al., 2006;
RAHMAN et al.,, 2017). No caso de nanocompoésitos a base de GO ou rGO,
possiveis interagdes entre as camadas lamelares de grafeno (interacdes particula-
particula) e a consequente formacao de uma estrutura de rede podem ocorrer (KIM
et al., 2010). Para os nanocompadsitos hibridos S7/MMT/rGO e S38/MMT/rGO foram
obtidas dispersbes com maiores valores de viscosidade, sugerindo maiores

interag@es entre particulas organico-inorganicas.

4.1.2.2 Caracterizacao dos filmes obtidos por vazamento das dispersdes aquosas de
WPUU e NWPUU

4.1.2.2.1 Aspecto visual dos filmes apds secagem

Em termos gerais, todos os filmes produzidos a partir das dispersdes aquosas
de WPUU e NWPUU a base de MMT, rGO e hibridos MMT/rGO apresentaram-se
integros, flexiveis, homogéneos, sem bolhas e sem pegajosidade (tack). Como nao
houve diferencas marcantes em termos de caracteristicas visuais para os filmes de
WPUU e NWPUU, entre as séries 7 e 38, somente os filmes da série 7 séo
apresentados na Figura 31. Além disso, todos os filmes apresentaram

homogeneidade em termos de espessura (média de 0,32 £ 0,03 mm).
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Figura 31 — Aspecto visual dos filmes apds secagem
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Visualmente, observa-se, além das caracteristicas jA& mencionadas, que 0s
filmes S7 (sem nanocarga) e S7/rGO apresentaram-se transparentes, homogéneos
e sem bolhas apés secagem. Ja os fiimes S7/MMT e hibrido S7/MMT/rGO,
apresentaram-se translicidos, homogéneos, sem a presenca de bolhas e com
coloracdo amarelada caracteristica da argila de MMT. Além disso, todos os filmes de
NWPUU mostram, macroscopicamente, a dispersdao homogénea das nanocargas na
matriz polimérica.

As superficies de polietileno e teflon, utilizadas nos moldes na etapa de
preparacdo dos filmes a partir das dispersdes aquosas, se adeguaram como
excelentes substratos para a secagem dos filmes, pois ndo houve interacdo em
termos de polaridade com o polimero e, consequentemente, ndo houve adesao, o
gue ja foi relatado em outros estudos (MIRANDA et al., 2015, VIEIRA et al., 2019).
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4.1.2.2.2 Difracdo de raios-X (XRD)

As caracteristicas estruturais das nanocargas (MMT e rGO), do farmaco (P4)
e dos filmes (WPUU e NWPUU) contendo ou ndo P4 foram investigadas através da
técnica de difracdo de raios-X (XRD) para detectar a presenca de microestruturas
intercaladas e/ou esfoliadas, bem como a dispersdo das nanocargas e do farmaco
na matriz polimérica. Os padrdes de XRD das nanocargas sdo apresentados na
Figura 32, enquanto os padrdes de XRD dos filmes WPUU e NWPUU sdo mostrados
na Figura 33. O padrdo de XRD da P4 é apresentado na Figura 34, e os padrdes de
XRD dos filmes carregados com P4 sdo mostrados na Figura 35.

A Figura 32 mostra os padrées de XRD das particulas de argila MMT e rGO.
Os valores para os picos maximos de difracdo (26) e espacamento basal [do1)] das
nanocargas foram, respectivamente, 26 = 6,95° (d = 1,27 nm) para MMT (MIRANDA
et al., 2015; SILVA et al., 2016) e 26 = 24,9° (d = 0,36 nm) para rGO (SAHOO et al.,
2018; STRANKOWSKI et al., 2016), obtidos pela lei de Bragg.

Figura 32 — Padrdes XRD das particulas de MMT e rGO
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Legenda: MMT= montmorilonita; rGO= 6xido de grafeno reduzido.
Fonte: O autor, 2021.
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A fim de avaliar a eficiéncia do processo de reducédo térmica, as amostras de
rGO utilizadas nesta Tese foram anteriormente caracterizadas por espectroscopia de
fotoelétrons excitados por raios-X (XPS), segundo o estudo de Romani et al. (2018).

A analise de XPS avalia, principalmente, a composi¢éo elementar, o estado
quimico e eletrbnico dos elementos presentes na superficie de materiais com
camadas muito finas (LEFEBVRE et al., 2019). Os resultados de composi¢cdo
quimica, obtidos a partir dos espectros de XPS em alta resolucdo, revelou um teor
de &tomos de carbono de 68% e 85%, para as amostras de GO e rGO,
respectivamente. Em relacdo a porcentagem de atomos de oxigénio, obteve-se um
teor de 32% para a amostra de GO e 15% para o rGO (ROMANI et al., 2018). Esses
resultados indicam que muitos grupos funcionais contendo atomos de oxigénio
foram removidos apos o processo de reducédo térmica (ROMANI et al., 2018).

Além disso, antes do processo de reducéo, o padrao de XRD do GO mostrava
um pico maximo de difracdo de 26 = 10.9° e espacamento basal de d = 0.83 nm
(VIEIRA et al.,, 2020a), devido a presenca de grupos funcionais oxigenados e
moléculas de agua intercaladas (ROMANI et al.,, 2018). Apdés a reducédo, grande
parte dos grupos oxigenados foram removidos, sendo confimado a partir do padréao
de XRD de rGO deste estudo (Figura 32), que apresentou um pico maximo de
difracdo em torno de 26 = 25° e espacamento basal (d = 0,36 nm) bastante
semelhante ao grafite.

Os padrbes de XRD dos filmes WPUU e seus nanocompdésitos sdo mostrados
na Figura 33. A maioria dos filmes mostrou grandes halos, especialmente os filmes
S7 e S38, com picos de difracdo entre 26 = 10° a 20°, que séo atribuidos a regides
amorfas em PU e PUU (LIU et al., 2015; REIS et al., 2017; SONG et al., 2017). No
entanto, observou-se que o aumento no contetdo de segmentos PEG (série 38)
facilitou a formacao de regifes cristalinas, identificadas a partir dos picos estreitos
em 260 = 24° para o filme S38, 26 = 12,7° e 18,5° para o filme S38/MMT, 26 = 14,8° e
20,3° para o filme S38/rGO e 26 = 16,27° e 20,26° para o filme S38/MMT/rGO
(Figura 33b). Este efeito € facilitado quando maiores quantidades de cadeias
lineares de PEG (-CH2-CH2-O-)n estdo presentes, com auséncia de
estereoimpedimento de grupos laterais, favorecendo 0 empacotamento dos
segmentos flexiveis (COUTINHO et al., 2008).

Por outro lado, ndo foram observados picos cristalinos nos filmes da série 7,

provavelmente devido ao baixo teor de segmentos PEG e alto teor de segmentos
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PPG (REIS et al., 2017). A estrutura irregular do segmento PPG (—CH(CH3)—-CHz—
O-)n, de natureza amorfa e que contém um grupo lateral metila, geralmente impede
o desenvolvimento de estruturas PEG cristalinas, devido ao movimento restrito dos
segmentos flexiveis de PEG durante o processo de fusdo e cristalizacdo (ISFAHANI
et al.,, 2017; REIS et al., 2017). Além disso, observou-se que a presenca das
nanocargas nos filmes da série 7 ocasionou o deslocamento do pico em 26 = 10° a
20° para maiores angulos, sugerindo uma maior desorganizacdo dos segmentos
flexiveis, o que pode contribuir para uma maior miscibilidade entre fases (BRITO et
al., 2015).

No estudo de Reis et al. (2017), filmes de WPUU foram produzidos utilizando
0s mesmos polidis usados nesta Tese (homoPPG e PEG-b-PPG contendo 7% de
PEG). Os resultados de XRD dos filmes ndo exibiram picos cristalinos tipicos da
estrutura de PEG. Além disso, nenhum pico estreito associado a estruturas
cristalinas de segmentos rigidos ou flexiveis foi evidenciado, corroborando com os
resultados deste trabalho.

Os filmes de NWPUU contendo MMT, rGO ou ambos MMT/rGO néo
mostraram picos de difracdo em 260 = 6° e 26 = 25° atribuidos as particulas de MMT
e rGO, respectivamente (MIRANDA et al., 2015; STRANKOWSKI et al., 2016). Para
nanocompositos de PU/argila, o desarranjo da estrutura da argila dentro da matriz
polimérica pode formar diferentes morfologias. Geralmente, uma morfologia
intercalada € identificada a partir do deslocamento do pico de difracdo da argila para
angulos menores, enquanto o desaparecimento do pico caracteriza uma morfologia
esfoliada (MIRANDA et al., 2015; PANDA et al., 2017; RODRIGUES et al., 2012;
TAHERI; SADEGHI, 2015). As Figuras 33(a) e 33(b) mostram a regido 26 = 3° a 10°
ampliada para os padrbes XRD dos nanocompdsitos, em que nao foi observado o
pico da argila sédica (26 = 6,95° de MMT-Na*), sendo uma provavel indicacdo da
formacdo de nanocompdsitos esfoliados.

A delaminacgéao prévia da argila em agua facilitou a dispersdo homogénea das
particulas de MMT nas dispersdes coloidais de WPUU, como discutido
anteriormente (MIRANDA et al., 2015; RODRIGUES et al., 2012). Um aumento no
espaco entre as lamelas, decorrente do processo de delaminacéo, pode ter facilitado
0 acesso das cadeias poliuretanicas entre as camadas de argila, reduzindo a
mobilidade das cadeias poliméricas (AYRES; OREFICE, 2007; MAJI et al., 2008;
MIRANDA et al., 2015; RODRIGUES et al., 2012). Os dados de XRD indicam que 0s
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filmes obtidos a partir dessas dispersées produziram nanocompositos esfoliados
com camadas de silicato homogeneamente dispersas na matriz polimérica. Além
disso, a presenca de grupos hidroxila (-OH) polares na estrutura de MMT pode ter
aumentado a sua compatibilidade e dispersibilidade com a matriz polimérica por
meio de interacBes intermoleculares por ligacbes de hidrogénio (PANDA et al.,
2017).

Figura 33 — Padrbes XRD dos filmes de WPUU e NWPUU
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Legenda: (a) — filmes contendo 7% de PEG em relagdo a massa molar de copolimero;
(b) — filmes contendo 38% de PEG em relacdo a massa molar de copolimero.
S7 = série 7; S38 = série 38; MMT = montmorilonita; rGO = 6xido de grafeno
reduzido.

Fonte: O autor, 2021.
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Os difratogramas das amostras S7/rGO e S38/rGO ndo mostraram nenhum
pico a 26 = 25°, como o padrao de rGO (Figura 32). Esse resultado pode indicar uma
forte interacdo entre os grupos funcionais presentes nas nanofolhas de rGO com a
matriz polimérica, promovendo uma diminuicdo na mobilidade das cadeias
poliméricas (GUSEVA; ZUEV, 2016). Esse efeito provavelmente foi causado pela
alta razao superficie-volume das particulas de rGO, uma vez que suas dimensdes
nanomeétricas facilitaram a dispersdo homogénea na matriz WPUU (ROMANI et al.,
2018; STRANKOWSKI et al., 2016).

Os filmes hibridos S7/MMT/rGO e S38/MMT/rGO também ndo apresentaram
picos de difracdo correspondentes as particulas de MMT ou rGO, sugerindo a
formacao de microestruturas esfoliadas com boa dispersao de particulas de MMT e
rGO na rede polimérica (AN et al., 2018).

Os padrdes de XRD do farmaco e dos filmes WPUU e NWPUU contendo ou
nao P4 sdo apresentados nas Figuras 34 e 35, respectivamente. A Figura 34 mostra
o difratograma tipico da estrutura cristalina ortorrdombica de P4, os varios picos
cristalinos sao apresentados em 26 = 16,5°, 18,6°, 19,8°, 20,3° e 21,4° (BRAKO et
al., 2018). Outros picos com maior intensidade foram observados em 26 = 25,4°,
30,8°, 43,2° e 44,9° (JAIN et al., 2008).

Figura 34 — Padréo XRD da P4
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Fonte: O autor, 2021.
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Figura 35 — Padrdes XRD dos filmes WPUU e NWPUU carregados com P4
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Legenda: (a) — filmes contendo 7% de PEG em relag&o & massa molar de copolimero;
(b) — filmes contendo 38% de PEG em relacdo a massa molar de copolimero.
S7 = série 7; S38 = série 38; MMT = montmorilonita; rGO = 6xido de grafeno
reduzido; P4 = progesterona.

Fonte: O autor, 2021.

A Figura 35 mostra os padroes de XRD dos filmes de WPUU e NWPUU
(séries 7 e 38) carregados com P4 em comparacao as respectivas amostras sem
farmaco. A maioria dos filmes carregados com P4 mostram uma diminuicdo dos
picos entre 26 = 10° a 20°, referente ao halo amorfo do polimero (LIU et al., 2015;
REIS et al., 2017; SONG et al., 2017). Esse efeito pode ser atribuido a dispersao de
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cristais de P4 na regido amorfa do polimero, o que tornou o sistema polimérico ainda
mais amorfo ou menos organizado (VIEIRA et al., 2020a). Esse efeito foi mais
pronunciado nos nanocompaositos contendo apenas uma nanocarga dispersa.

A dispersdo simultdnea das nanocargas MMT/rGO produziu hanocompdsitos
hibridos com particulas inorganicas homogeneamente dispersas na matriz
polimérica (VIEIRA et al., 2020a). A incorporacao de P4 promoveu uma reducdo da
regido amorfa do polimero, assim como foi observado para os sistemas contendo
apenas uma nanocarga. Porém, para os hibridos, foi observado um ligeiro
deslocamento do halo amorfo para menores angulos, sugerindo alguma organizagao
das cadeias poliméricas, em contraste com a desorganizacdo promovida pela

presenca de P4 em sistemas com uma nanocarga (SILVA et al., 2011).

4.1.2.2.3 Ressonancia magnética nuclear (NMR) de baixo campo

4.1.2.2.3.1 Método de relaxacdo spin-rede (T1H)

A influéncia das nanocargas (MMT e rGO) e a dispersao de P4 nas matrizes
poliméricas foi investigada pelo método de relaxometria nuclear, utilizando NMR de
baixo campo no estado solido. A técnica de NMR em baixo campo atua em uma
escala de tempo molecular bastante sensivel (escala MHz), que permite a deteccao
de microdominios na ordem de 15 a 50 nm (MONTEIRO et al., 2012; RODRIGUES
et al., 2011; SILVA et al., 2012). As medidas dos tempos de relaxacdo spin-rede
(T:H) dos nudcleos de hidrogénio foram utilizadas para avaliar a disperséo,
compatibilidade e homogeneidade das nanocargas e do farmaco nos filmes de
WPUU e NWPUU.

As curvas dos dominios TiH obtidas por NMR para os filmes de WPUU e
NWPUU puros sdo mostradas na Figura 36, enquanto as amostras apos dispersao
de P4 séo apresentadas na Figura 37. Todas as medidas de TiH, determinadas a

partir de um decaimento exponencial das curvas, sdo apresentadas na Tabela 12.
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Figura 36 - Curvas de distribuicdo dos dominios T1H para os filmes de WPUU
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Legenda: (a) — filmes contendo 7% de PEG em relag&o & massa molar de copolimero;
(b) — filmes contendo 38% de PEG em relacdo a massa molar de copolimero.
S7 = série 7; S38 = série 38; MMT = montmorilonita; rGO = 6xido de grafeno
reduzido.

Fonte: O autor, 2021.
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Tabela 12 - Valores de tempos de relaxacéo spin-rede (T1H) dos nucleos de
hidrogénio para os filmes WPUU e NWPUU carregados ou ndo com
P4, determinados por NMR de baixo campo

Amostras TiH (ms) £ 2% Amostras TiH (ms) = 2%
S7 65,4 S38 72,2
S7/P4 69,3 S38/P4 73,9
S7IMMT 54,3 S38/MMT 63,4
S7IMMT/P4 65,7 S38/MMT/P4 71,1
S7/rGO 56,3 S38/rGO 65,7
S7/rGO/P4 72,9 S38/rGO/P4 69,4
S7/IMMT/rGO 53,4 S38/MMT/rGO 62,4
S7/IMMT/rGO/P4 65,7 S38/MMT/rGO/P4 66,7
S7 = série 7; S38 = série 38; MMT = montmorilonita; rGO = 6xido de grafeno reduzido; P4 =
progesterona.

Fonte: O autor, 2021.

Todas as curvas de TiH (séries 7 e 38) apresentaram dois dominios, que
podem estar relacionados a diferentes populagées de relaxagdo (Figura 36). Na
Figura 36, o dominio de alta intensidade em 77 ms e 85 ms, para as amostras S7 e
S38, respectivamente, corresponde ao dominio rigido (formado a partir dos grupos
isocianato do IPDI e extensor de cadeia), e apresenta prétons com menor
mobilidade molecular, indicando uma regido mais restrita. Além disso, esses
dominios possuem maior intensidade e controlam o processo de relaxacéo, podendo
ser verificado pela maior area sob a curva de distribuicdo (SILVA et al., 2012). Os
picos de menor intensidade, em 3 ms e 2 ms para as amostras S7 e S38,
respectivamente, estéo relacionados aos dominios flexiveis com alta mobilidade de
prétons, correspondendo aos nucleos de hidrogénio da agua presentes na amostra
(SILVA et al., 2012).

A Tabela 12 mostra um aumento nos valores TiH para a amostra S38 (72,2
ms) em comparacao a amostra S7 (65,4 ms). Essa variacdo sugere que os prétons
presentes na amostra S38 estavam mais organizados e restritos, com menor
mobilidade, quando comparados a amostra S7. Os resultados estdo de acordo com
os dados de XRD, onde a série 38 apresentou picos estreitos, indicando a formagéo

de uma provavel estrutura cristalina. No sistema S38, o aumento no teor de
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segmentos PEG no copolimero, sem grupos ramificados, promoveu um melhor
empacotamento dos segmentos flexiveis e restringiu 0os movimentos dos proétons,
aumentando o valor TiH (ISFAHANI et al., 2017).

Em relacdo aos nanocompdésitos, os dados da Tabela 12 mostram uma ligeira
diminuicdo nos valores de Ti:H em comparacao aos filmes sem nanocarga (séries 7
e 38), indicando mudancas na estrutura e na dinamica molecular (MONTEIRO et al.,
2012). Provavelmente, as nanocargas estavam bem dispersas na matriz polimérica,
0 que pode ser confirmado a partir da diminuicdo dos valores de TiH apds a
introducéo das nanocargas. Entdo os prétons aumentaram a sua mobilidade, e todas
as curvas dos dominios permaneceram homogéneas sem alargamento da linha de
base (SILVA et al., 2012).

Nanocompdésitos a base de argila possuem o parametro TiH fortemente
influenciado pelos efeitos paramagnéticos dos metais presentes na estrutura da
argila (SILVA et al., 2016). A montmorilonita (MMT) é uma argila bentonitica
constituida por varios metais, dentre os quais o ferro (Fe®*) pode estar presente na
camada octaédrica central, com um teor de aproximadamente 14% (MONTEIRO et
al., 2012). Assim, uma diminuicdo nos valores de TiH para os filmes S7/MMT e
S38/MMT, em comparacdo aos respectivos filmes sem argila, pode ter ocorrido
devido ao efeito paramagnético do ferro nos prétons localizados proximos a
superficie de MMT, aumentando sua mobilidade nas cadeias poliméricas (SILVA et
al., 2012; 2016).

O grau de intercalacdo e/ou esfoliacdo da argila em nanocompdsitos pode ser
avaliado usando o parametro de relaxacdo TiH (SILVA et al.,, 2012). Quando o
tempo de relaxacdo TiH aumenta, um material intercalado é obtido e as cadeias sao
dispostas de forma regular (organizadas), pois as lamelas da argila ainda estéo
ordenadas. No entanto, seus espacos interlamelares aumentam pela presenca das
cadeias poliméricas. Por outro lado, uma diminuicdo no tempo de relaxacdo TiH
pode caracterizar um material mais esfoliado. Assim, ocorre um aumento do
espacamento interlamelar da argila para que as cadeias poliméricas mais
“‘desorganizadas” e mais livres se movam, pois estdo ao redor das lamelas de argila
(BRITO et al.,, 2015; MONTEIRO et al., 2016; SILVA et al., 2012; 2016). Dessa
forma, a diminuicédo dos valores de TiH para os nanocompositos S7/MMT e 38/MMT,
em comparacao aos respectivos filmes sem nanocarga, indicam que um alto grau de

esfoliacdo ou morfologia esfoliada foi obtido, confimando os resultados de XRD.
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Para os filmes S7/rGO e S38/rGO, menores valores de Ti:H também foram
obtidos em relacdo as amostras S7 e S38, respectivamente, sugerindo que as
nanofolhas de rGO estavam bem dispersas na matriz polimérica. Esses resultados
também concordam com os dados de XRD. Além disso, durante a preparacdo das
dispersdes in situ, foi aplicada alta forca de cisalhamento para melhor dispersar as
particulas de rGO nos polidis (homoPPG e PEG-b-PPG). Esse procedimento pode
ter facilitado a homogeneizacéo e interacdo entre 0s componentes, uma vez que as
nanofolhas de rGO possuem uma grande &rea superficial especifica (GUSEVA,
ZUEV, 2016).

Os filmes hibridos S7/MMT/rGO e S38/MMT/rGO também apresentaram
baixos valores do parametro TiH, em relacdo aos respectivos filmes S7 e S38,
indicando alteracdes na dindmica molecular e formagdo de novos dominios. Os
resultados sugerem o desenvolvimento de microestruturas esfoliadas e boa
dispersédo das particulas de MMT e rGO nos filmes, que também foram confirmados
por XRD. Além disso, a compatibilidade e homogeneidade das particulas de MMT e
rGO na matriz polimérica comprovam a eficiéncia dos métodos de dispersédo das
nanocargas.

A Figura 37 mostra as curvas TiH dos filmes de WPUU e NWPUU carregados
com P4, em comparacdo aos seus respectivos filmes sem farmaco. Os valores das
medidas de TiH das amostras foram apresentados anteriormente na Tabela 12. De
forma geral, a incorporacao de P4 promoveu aumento nos valores de relaxagéo T1H
para todas as amostras, independente da série. Considerando a amostra S7, o valor
de TiH aumentou de 65,4 ms para 69,3 ms (S7/P4) na presenga do farmaco,
sugerindo que essas pequenas moléculas podem ter restringido o movimento dos
nucleos de hidrogénio do polimero, gerando um material com menor mobilidade
molecular (MONTEIRO et al., 2016).

Por outro lado, a presengca de P4 nos nanocompdsitos aumentou
consideravelmente os valores de relaxacdo TiH, principalmente naqueles contendo
apenas uma nanocarga dispersa. Com a incorporacao do farmaco, o filme S7/MMT
(54,3 ms) apresentou aumento no valor de TiH de 65,7 ms (S7/MMT/P4), enquanto
o filme S7/rGO (56,3 ms) apresentou um aumento mais expressivo de 72,9 ms
(S7/rGO/P4) (Tabela 12). Portanto, a adicdo de P4 e MMT ou rGO nos sistemas
reduziu ainda mais a mobilidade molecular das cadeias poliméricas, quando
comparado ao filme puro (NANDA; WICKS, 2006).
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Figura 37 - Curvas de distribuicdo dos dominios T1H para os filmes de WPUU
e NWPUU contendo P4, e respectivos filmes sem farmaco
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Legenda: (a) — filmes contendo 7% de PEG em relagdo & massa molar de copolimero;
(b) — filmes contendo 38% de PEG em relacdo a massa molar de copolimero.
S7 = série 7; S38 = série 38; MMT = montmorilonita; rGO = 6xido de grafeno
reduzido; P4 = progesterona.

Fonte: O autor, 2021.

Os nanocompasitos hibridos também apresentaram aumento no valor de TiH.
O filme S7/MMT/rGO apresentou aumento no valor de Ti1H de 53,4 ms para 65,7 ms
(S7/IMMT/rGO/P4), ap6s a introdugcdo de P4, produzindo um novo material com
menor mobilidade molecular. Sugere-se que o rearranjo molecular das particulas de

MMT e rGO nas cadeias poliméricas pode ter promovido interacdes mais fortes.
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Assim, novas interacfes farmaco-particula-polimero podem ter afetado a rede

polimérica, modificando a estrutura do material (VIEIRA et al., 2020b).

4.1.2.2.4 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia na regiao do infravermelho (FTIR), assim como as demais
técnicas espectroscopicas, é usada para investigar a composicdo quimica de uma
amostra por meio do estado de vibracdo das moléculas, informando dessa forma, os
tipos de ligacdes quimicas presentes (EBRAHIMI et al., 2006).

Os espectros de FTIR das nanocargas MMT-Na* e rGO estdo representados
na Figura 38, enquanto os espectros dos filmes WPUU e seus nanocompdsitos
NWPUU contendo 0,5% de argila MMT ou rGO, e 0,25/0,25% de MMT/rGO, séo
apresentados na Figura 39. A Tabela 13 resume as principais bandas caracteristicas
dos filmes WPUU e NWPUU.

A Figura 38 mostra que a argila MMT-Na* hidrofilica apresentou bandas na
regido 3629-3410 cm?, relacionadas a vibracédo de estiramento axial do grupo —OH,
em relacdo a agua adsorvida entre as lamelas da argila. As bandas caracteristicas
das ligacBes Si-O-Si, correspondentes as camadas octaédricas de aluminossilicato
Si-O-Al, absorveram na regido de 1045-1004 cm™ e 915-523 cm-. A regido espectral
entre 1650 e 1630 cm foi relacionada a deformacéo angular da agua de hidratacéo,
e uma faixa caracteristica da argila sédica foi absorvida em 1450 cm (DELPECH et
al., 2011; MIRANDA et al., 2015).

Em relacdo ao espectro de rGO, uma banda intensa a 3514 cm™ esta
relacionada ao alongamento -OH da &gua absorvida nas nanofolhas de grafeno. A
vibragdo do alongamento dos grupos -CHz, C=0 e C=C foram absorvidas em 2975,
1645 e 1615 cm, respectivamente. A vibracdo da deformacédo C-O foi absorvida em
1416 cm* e o estiramento C-O-C dos grupos epoxi (-CH2-O-CH2-)n mostrou vibragdo
em 1312 cm™ (APPEL et al., 2012; STRANKOWSKI et al., 2016). Com excecdo do
alongamento OH, a maioria dos grupos oxigenados tornaram-se menos intensos
apos o processo de expansao térmica, confome discutido por XRD e XPS (ROMANI

et al., 2018). Além disso, a descarboxilacdo de grupos carboxilicos e a
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decomposicdo térmica de grupos epoxi podem ser consideradas apdés o

procedimento de expansao térmica a altas temperaturas (APPEL et al., 2012).

Figura 38 — Espectro de absor¢cao FTIR da argila MMT-Na* e rGO
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Legenda: MMT-Na* = argila montmorilonita sédica; rGO = 6xido de grafeno
reduzido.
Fonte: O autor, 2021.

A Figura 39 apresenta os espectros dos filmes WPUU e seus hanocompoésitos
contendo MMT, rGO ou MMT/rGO. De um modo geral, todos os filmes mostraram
perfis de absorcado infravermelha similares. Observa-se, a partir da Tebela 13, que
as bandas caracteristicas do desdobramento simétrico do grupo C-H (metilicos e
metilénicos) foram indicadas na faixa de 1378-1370 cm, que estdo presentes nos
componentes de homoPPG, IPDI e PEG-b-PPG (MIRANDA et al., 2015; VIEIRA et
al., 2019). Além disso, bandas de alongamento assimétrica do grupo éter (C-O-C)
(1247-1239 cm?) e as deformacdes angulares do grupo metileno C-H (1461-1454
cm?) foram relatadas, e ndo foram observadas variacdes significativas (DIMITRY et
al., 2010). A auséncia de grupos NCO néo reagidos, que geralmente absorvem por
volta de 2270-2265 cm, confirmam que toda a reacdo de prepolimero produziu

poli(uretano-ureia)s (WPUU) (COUTINHO et al.,, 2008; DELPECH et al.,, 2012;
SANTAMARIA-ECHART et al., 2016).
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Figura 39 — Espectros de absorcdo FTIR dos filmes de WPUU e NWPUU
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Legenda: (a) — filmes contendo 7% de PEG em relagdo a massa molar de copolimero;
(b) — filmes contendo 38% de PEG em relacdo a massa molar de copolimero.
S7 = série 7; S38 = série 38; MMT = montmorilonita; rGO = 6xido de grafeno
reduzido.

Fonte: O autor, 2021.
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Tabela 13 — Principais bandas de absorcao FTIR para os grupamentos identificados
nos filmes WPUU e NWPUU

Frequéncia (cm™)

Grupamento Modo vibracional
Série 7 Série 38
N-H livre de ligacdes de Deformacéo axial
_ _ 3525-3533 3536-3542
hidrogénio
N-H em ligagbes de Deformagéo axial
_ _ 3324-3332 3334-3343
hidrogénio
C-H (grupos metilicos e Deformacg0bes axiais,
o o S 2864-2975 2859-2973
metilénicos) simétricas e assimeétricas
C=0 ureténica livre de Deformagéo axial
ligagBes de hidrogénio 1724-1731 1729-1735
(amida 1)
C=0 uretéanica em ligacdes Deformagéo axial
_ _ _ 1704-1710 1711-1715
de hidrogénio (amida I)
C=0 ureica livre de ligactes Deformacéo axial
_ . _ 1658-1671 1663-1671
de hidrogénio (amida I)
C=0 ureica em ligacdes de Deformacgéo axial
_ _ _ 1634-1642 1638-1642
hidrogénio (amida I)
. _ Deformacédo axial (CN) e
C-N-H (uretanica; amida Il) . 1537-1542 1538-1542
simétrica (NH)
_ _ Deformagédo axial (CN) e
C-N-H (ureica; amida II) T 1457-1461  1454-1458
simétrica (NH)
C-H (grupos metilicos e o
. Deformacgéo simétrica 1373-1378 1370-1375
metilénicos)
] _ Deformagédo axial (CN) e
C-O-C (éter; amida III) 1239-1247 1240-1244
angular (NH)
C-O (uretanico e ureico) Deformacéo axial 1097 1094

Fonte: O autor, 2021.

A analise da formacéo de ligacGes de hidrogénio entre grupos aceptores de
elétrons e grupos doadores de elétrons é geralmente baseada na ligacdo entre os
grupos N-H e C=0 (-NH---O=C), devido as interacbes entre ligacbes uretanicas
(PAVLICEVIC et al., 2013; REIS et al., 2017; TAHERI; SADEGHI, 2015; VERMA et

al., 2013). As regifes referentes as bandas N-H e C=0 foram destacadas nos
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espectros da Figura 39. Além disso, esses grupamentos também podem formar
ligacdes de hidrogénio com o oxigénio do poliéter (—-NH---O-) presente nos dominios
flexiveis, dando uma ideia da extenséo da miscibilidade entre as fases. Por sua vez,
a separacdo dessas fases pode ser caracterizada pela associacdo de ligacdes de
hidrogénio entre dominios de segmentos rigido/rigido (COUTINHO et al., 2008;
MIRANDA et al., 2015).

Em razdo das ligacbes ureicas formadas em WPUU, a vibracdo do
alongamento C=0 (Amida I) é frequentemente dividido em duas regides: absor¢des
entre 1750 e 1696 cm™? sdo relacionadas a carbonila uretanica, enquanto as
absorcoes na faixa de 1684 a 1636 cm™ correspondem a carbonila ureica
(COUTINHO et al., 2008; JENA et al., 2007; MIRANDA et al., 2015). Essas ultimas
ainda podem conter grupos associados ou ligados por ligacbes de hidrogénio, que
absorvem em frequéncias mais baixas (absor¢cdo em 1640 a 1660 cmt), enquanto
grupos nao-associados ou livres de ligacdes de hidrogénio podem esta relacionados
a absorcdo em torno de 1695 cmt (COUTINHO et al., 2008; MIRANDA et al., 2015;
REIS et al., 2017).

Em se tratando das vibragbes do alongamento dos grupos amina N-H,
absorcdes em torno de 3200-3340 cm™ sdo relativas a grupos em ligagGes de
hidrogénio, e absor¢cdes em frequéncias mais altas (3400-3500 cm) referem-se a
grupos livres de ligacdes de hidrogénio (BARICK; TRIPATHY, 2009; REIS et al.,
2017). A Figura 40 mostra uma representacao esquematica das bandas N-H (Figura
40a) e C=0 (uretanica e ureica) (Figura 40b), e localizacdo dos grupos que

participam de ligacdes de hidrogénio e grupos livres.

Figura 40 — Representacéo das bandas N-H e C=0 (uretanica e ureica) em ligacdes
de hidrogénio e grupos livres

() (b)

C=0

N-H livre - uretanica livre

C=0 ureica
em ligacbes de H

N-H

em ligacBes de H _ - C=0
C‘_O ur?tanlca ureica livre
em ligacdes de H
3800 3600 3400 3200 3000 1800 1750 1700 1650 1600

Legenda: (a) — grupo N-H em liga¢cBes de hidrogénio e grupos livres; (b) — grupos C=0 (uretanico e
ureico) em ligacdes de hidrogénio e grupos livres.
Fonte: O autor, 2021.
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Para investigacdo da extensdo e forca das ligacbes de hidrogénio, que
possivelmente podem ser formadas entre segmentos rigido/rigido e rigido/flexivel, foi
realizada a deconvolucdo das bandas de estiramento N-H (regido entre 3800 cm™ a
3100 cm™) e C=0 (regido entre 1800 cm™ a 1600 cm™) a partir dos espectros de
FTIR dos sistemas WPUU e NWPUU. Os picos deconvoluidos foram obtidos através
da aplicacdo de uma funcdo Gaussiana, utilizando o software Origin® Pro 9.0
(OriginLab, USA), a partir das bandas normalizadas, aonde as areas dos picos foram
calculadas entre a linha de base e a respectiva banda, de acordo com o item
3.2.5.2.4 da metodologia (AYRES; OREFICE, 2007; PANDA et al., 2017;
PAVLICEVIC et al., 2013; REIS et al.,, 2017; SHENG et al., 2011; SILVA et al,
2011).

A Figura 41 mostra a deconvolucao espectral das bandas de absorcdo N-H
(Figura 41a) e C=0 (Figura 41b), respectivamente, para os filmes WPUU e os filmes
hibridos NWPUU/MMT/rGO (séries 7 e 38). A razao entre a area das bandas e seus
respectivos valores de correlacdo (R?) obtidos a partir da segunda derivada de
deconvolucdo sdo mostrados na Tabela 14.

A Figura 39 mostrou que todos os filmes WPUU e seus nanocompdsitos a
base de MMT, rGO ou MMT/rGO, apresentaram uma banda mais intensa
relacionada a grupos N-H em ligacGes de hidrogénio (regido entre 3343 e 3324 cm™)
e um ombro de menor intensidade em relagdo aos grupos N-H livres de ligacdes de
hidrogénio (regido entre 3542 e 3525 cm), indicando que a maioria dos grupos N-H
uretanico e ureico participam de ligacbes de hidrogénio (DELPECH et al., 2012;
REIS et al., 2017).

De acordo com a Tabela 14, a razdo entre a area das bandas N-H em
ligagOes de hidrogénio e N-H livres mostraram maiores valores de absorcdo para os
nanocompoésitos de NWPUU (MMT, rGO ou MMT/rGO), em comparacdo aos
respectivos filmes WPUU puros. Esses resultados podem ser uma indicagcado de
possiveis interacdes entre as particulas MMT ou rGO com 0S grupos uretanicos e
ureicos dos segmentos rigidos, uma vez que bandas mais intensas e com maiores
areas foram identificadas para todos os nanocompdsitos, assim como apresentado
em estudos anteriores (GURUNATHAN et al., 2015; PAVLICEVIC et al., 2013;
VERMA et al., 2013). Além disso, altos valores de R? indicam que o modelo ajusta
bem os dados.



Figura 41 — Deconvolucéo espectral das bandas de absor¢cédo N-H e C=0
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Legenda: Deconvolugéo espectral de algumas bandas de absorcéo para os filmes WPUU
e NWPUU/MMT/rGO, séries 7 e 38: (a) — grupos N-H (regiao entre 3800 e 3100
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cm™), e (b) — grupos C=0 (regido entre 1800 e 1600 cm™1).
Fonte: O autor, 2021.
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Tabela 14 — Razao entre a area da banda N-H em ligacdesde hidrogénio (AnxnH)/N-
H livre de ligaces de hidrogénio (Arnn) € razdo entre a area da banda
C=0 em ligac¢des de hidrogénio (Anco)/ C=0 livre de ligacdes de
hidrogénio (Arco)

Amostras AHNH/AFNH R? AncolAFco R?

S7 4,37 0,998 1,38 0,994
S7/IMMT 6,43 0,998 1,63 0,997
S7/rGO 6,08 0,997 1,51 0,998
S7/IMMT/rGO 6,04 0,997 1,82 0,998
S38 3,24 0,996 1,41 0,995
S38/MMT 3,57 0,998 1,56 0,998
S38/rGO 3,56 0,996 1,44 0,996
S38/MMT/rGO 3,58 0,996 1,77 0,997

S7 = série 7; S38 = série 38; MMT = montmorilonita; rGO = 6xido de grafeno reduzido.
Fonte: O autor, 2021.

A razdo Auco/Arco pode ser usada como uma medida da participacdo dos
grupos carbonila nas ligacbes de hidrogénio e, quando comparado com outros
sistemas da uma ideia do grau de separacdo de fases (AYRES; OREFICE, 2007).
Neste trabalho, a deconvolucédo da banda C=0 originou quatro curvas relacionadas
as bandas C=0 uretanicas e ureicas, contendo grupos que participam de ligacdes de
hidrogénio, assim como grupos livres, que ndo participam de interacdes por ligacdes
de hidrogénio. A razdo Anxco (carbonila uretanica e ureica) /Arco (carbonila uretanica
e ureica) foi calculada considerando a soma dos grupos que participam de ligacdes
de hidrogénio e os grupos livres.

De forma semelhante aos grupos N-H, independente da série, o valor entre a
razdo da area Axco/Arco aumentou para 0S nanocompositos em comparacao aos
filmes WPUU, como mostrado na Tabela 14. Estudos anteriores relatam que essa
medida pode estar relacionada a possiveis interacdes por ligacdes de hidrogénio
entre particulas inorganicas, como MMT, GO e rGO, e cadeias de poliuretano,
especialmente com grupos uretanicos ou ureicos dos segmentos rigidos (AYRES;
OREFICE, 2007; DAN et al., 2006; LEE et al., 2006; MAJI et al., 2008; PANDA et al.,
2017; PATTANAYAK; JANA, 2005; VERMA et al., 2013; YOUSEFI et al., 2013).
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No caso de nanocompaositos de PU/argila, interacdes intermoleculares podem
ocorrer devido a superficie polar de MMT, que € constituida por grupos estruturais,
geralmente grupos polares -OH presentes nas camadas de silicato (AYRES;
OREFICE, 2007; PATTANAYAK; JANA, 2005; SILVA et al., 2011; VERMA et al.,
2013). Similarmente, nanocompdésitos de PU/GO ou PU/rGO, consistindo em grupos
estruturais —OH, —-C—-O-C e —COOH presentes em nanofolhas de grafeno, podem
interagir por ligagdes de hidrogénio com grupos C=0O (uretanico e ureico) dos
segmentos rigidos de PU (APPEL et al., 2012; KIM et al., 2010; RUSSO et al., 2015;
YOUSEFI et al., 2013).

Os resultados obtidos para os filmes de nanocompédsitos hibridos
NWPUU/MMT/rGO sugerem que o efeito sinérgico das nanocargas podem promover
um maior numero de grupos capazes de interagir por ligacdes de hidrogénio. Esse
efeito pode ser evidenciado a partir da observacdo de bandas mais intensas com
maior largura e maiores valores de Auco/Arco, quando comparados aos
nanocompositos NWPUU/MMT e NWPUU/rGO. Além disso, uma maior mistura entre
as fases pode ser promovida pela intensidade das ligacdes de hidrogénio entre
nanocargas inorganicas e segmentos rigidos em WPUU.

Estudos anteriores utilizando nanocompdsitos hibridos de argila/GO ou
argila/rGO em diferentes matrizes poliméricas mostraram possiveis interacdes
camada a camada (LTL) entre grupos presentes nas estruturas da argila e GO (AN
et al., 2018) ou entre particulas de argila e rGO (SAHOO et al., 2018). Portanto, o
efeito sinérgico entre as nanocargas inorganicas também pode ocorrer em
consonancia com as interacdes entre as cadeias de PU, promovendo maior mistura
entre as fases (WANG et al., 2018b). As possiveis interacdes entre as nanocargas e
cadeias poliuretanicas foram esquematicamente representadas na Figura 42.

Em paralelo, o deslocamento das bandas N-H e C=0O também fornece
informacdes relacionadas a interacdes por ligacdes de hidrogénio entre os diferentes
dominios de segmentos rigidos e flexiveis. Considerando os filmes S7 e S38, foi
observado que o aumento no teor de segmentos hidrofilicos a base de PEG,
mostrou uma tendéncia para o deslocamento da banda N-H em ligacbes de
hidrogénio, de 3324 cm™ (S7) para 3334 cm™ (S38). Assim, pode-se inferir que a
presenca de menores teores de segmentos a base de PEG (como em S7) indicou

uma maior intensidade de ligacbes de hidrogénio, sugerindo maior interacdo entre
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segmentos rigidos e flexiveis, ou seja, uma maior miscibilidade entre fases
(DELPECH et al., 2012; VIEIRA et al., 2019).

Figura 42 — Representacdo esquematica das interacdes por ligacdes de hidrogénio
entre as cadeias de WPUU e particulas de MMT e/ou rGO
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Legenda: WPUU = cadeias de poli(uretano-ureia)s dispersas em agua; MMT-Na* = argila
montmorilonita sddica; rGO = 6xido de grafeno reduzido.
Fonte: Adaptado de VIEIRA et al., 2020a.

Em relacdo as carbonilas, as vibracdes C=0 uretanica que participam de
ligacdes de hidrogénio foram obtidas em 1704 e 1711 cm™, enquanto as vibragées
C=0 uretéanica livres de ligacdes de hidrogénio foram observadas em 1724 e 1729
cm?, para os filmes S7 e S38, respectivamente. Por outro lado, ndo foram
observadas variagbes significativas para a C=0O ureica em liga¢des de hidrogénio
(1634 e 1638 cm-1) e C=0 livres de ligacbes de hidrogénio (1658 e 1663 cm-1) para
os filmes S7 e S38, respectivamente. Portanto, os deslocamentos sugerem que o
aumento no teor de segmentos a base de PEG pode ter enfraquecido a associagao
das ligacbes de hidrogénio, preferencialmente entre os segmentos rigidos e
flexiveis, resultando em maior miscibilidade entre as fases (DELPECH et al., 2012;
VIEIRA et al., 2019).

A incorporacdo de baixos teores das nanocargas (0,5% de MMT ou rGO, e
0,25%/0,25% de MMT/rGO) nas dispersbes aquosas de WPUU, contendo diferentes

teores de PEG, também mostraram algumas tendéncias ao deslocamento das
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bandas N-H para maiores frequéncias. Para os nanocompositos, em geral, foram
observadas absorcdes para os grupos N-H em ligacdes de hidrogénio em torno de
3332-3330 cm para os nanocompésitos da série 7, e de 3343-3342 cm™ para os
nanocompositos da série 38 (Tabela 13). Esses resultados também reforcam a
hipétese de novas ligacbes formadas a partir de interacdes por ligacbes de
hidrogénio entre as nanocargas (MMT, rGO e MMT/rGO) com cadeias de WPUU
(GURUNATHAN et al., 2015; PAVLICEVIC et al., 2013). Além disso, todos 0s
nanocompositos da série 38 apresentaram maiores deslocamentos da banda N-H
em ligacBes de hidrogénio, provavelmente relacionado ao maior teor de segmentos
a base de PEG no copolimero.

As principais mudangas nas vibragdes do estiramento C=0O para os filmes
NWPUU, em comparacdo com os filmes WPUU, foram baseadas na absor¢do da
carbonila ureica (Figura 41 e Tabela 13). Considerando 0os nanocompositos da série
7, independentemente da nanocarga presente, as absor¢cdes C=0O ureica em
ligacdes de hidrogénio foram deslocadas de 1634 cm™ (S7) para 1642-1639 cm
(nanocompgsitos S7/MMT, S7/rGO e S7/IMMT/rGO); e as vibragbes C=0 ureica
livres de ligacdes de hidrogénio foram modificadas de 1658 cm™ (S7) para 1670-
1669 cm* (hanocompdsitos S7/MMT, S7/rGO e S7/MMT/rGO).

Para os nanocompaositos da série 38, apenas as vibracbes C=0 ureica livres
de ligacdes de hidrogénio foram discretamente deslocadas, variando de 1663 cm
(S38) para 1670-1669 cm™ (nanocompdsitos S38/MMT, S38/rGO e S38/MMT/rGO).
No entanto, para ambas as séries, as faixas de vibracdo entre os diferentes
nanocompoésitos (MMT, rGO e hibridos MMT/rGO) néo tiveram diferencas
significantes. Por outro lado, as vibragcdes: C=0 ureica em ligacdes de hidrogénio e
C=0 uretanica (em ligagcdes de hidrogénio e livres de liga¢cdes de hidrogénio) para
0S nanocompositos, ndo foram modificadas quando comparadas aos filmes de
WPUU puros.

Os resultados acima discutidos propdem um aumento na forca da ligacédo de
hidrogénio para os filmes de nanocompositos de NWPUU, uma vez que a dispersao
homogénea de particulas de MMT e rGO, ou o sinergismo entre MMT/rGO,
contribuiu para uma maior segregacdo de fases (AYRES; OREFICE, 2007;
MIRANDA et al.,, 2015; SILVA et al.,, 2011). Esses resultados corroboram a

investigacdo da possivel formacdo de ligacdes de hidrogénio entre as estruturas,
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avaliadas através da aplicacdo do procedimento matematico de deconvolugéo
espectral das bandas N-H e C=0.

A Figura 43 mostra uma ilustracdo das possiveis interacdes intermoleculares
entre 0s grupos estruturais -OH presentes nas camadas de argila e os segmentos
rigidos de cadeias poliuretanicas (GURUNATHAN et al., 2015). No estudo, filmes de
nanocompositos WPU contendo particulas de argila organofilica (Cloisite 30B
modificada com ions quaternario de amo6nio) mostraram alguns descolamentos nas
bandas N-H e C=0 para menores numeros de onda, analisadas por FTIR, que sédo
similares ao estudo desta Tese. Os autores sugeriram que os deslocamentos das
bandas podem ser uma indicacdo de possiveis interacfes entre os grupos -OH da

argila e grupos -NCO (segmentos rigidos) do WPU.

Figura 43 — Representacao esquematica das interacdes por ligacdes de hidrogénio
entre as particulas de argila e segmentos rigidos de WPU
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Legenda: N* = representa o grupo cloreto de amonio quaternario, N* (CH2-CH20H)2(CH3)T (methyl,
tallow, bis(2-hydroxyethyl)).
Fonte: Adaptado de GURUNATHAN et al., 2015.

Em sintese, os resultados de FTIR confirmam que: (1) maiores quantidades de
segmentos hidrofilicos a base de PEG (no copolimero) promoveram maior interacao
entre os segmentos flexiveis, o que favoreceu a formacéo de regides cristalinas; (2)
o0 menor teor de segmentos PEG aumentou a intensidade das ligagdes de hidrogénio
entre os segmentos rigidos e flexiveis, resultado em uma maior miscibilidade de
fases; (3) as particulas de MMT e rGO dispersas na matriz polimérica,
provavelmente modificaram a estrutura do polimero, por meio de interagbes
intermoleculares por ligagdes de hidrogénio entre os grupos estruturais hidrofilicos e
0s segmentos rigidos das cadeias poliméricas e; (4) o sinergismo das nanocargas

MMT/rGO contribuiu para uma maior segregacéao de fases.
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A Figura 44 mostra o espectro de FTIR do farmaco (P4). As vibracdes da
carbonila foram identificadas em 1657 cm?® [1(C=0)] e 1698 cm? [v(C=0)],
relacionadas respectivamente, a carbonila ligada ao carbono C3 e a carbonila ligada
ao carbono C20 (ligada ao radical metila). A banda 1611 cm™ corresponde a
vibracédo do alongamento C=C (ROMERO et al., 2016).

Figura 44 — Espectro de absorcao FTIR de P4
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Fonte: O autor, 2021.

Na Figura 45 sédo apresentados os espectros FTIR dos sistemas WPUU e
NWPUU contendo P4, em comparacdo aos espectros dos filmes puros (séries 7 e
38, respectivamente). As principais bandas caracteristicas dos filmes WPUU e
NWPUU foram apresentadas anteriormente na Tabela 13. Para uma avaliacdo mais
precisa da influéncia do farmaco nas interacdes entre segmentos de WPUU e
nanocargas, foi realizada a deconvolugdo das bandas do estiramento N-H e a
vibracdo da carbonila (C=0), que estdo associadas a formacgédo de ligacdes de
hidrogénio. Os valores de absor¢ao obtidos a partir das bandas deconvoluidas estao
representados nas Tabelas 15 e 16 (APENDICES A e B), para as séries 7 e 38,
respectivamente.



Figura 45 — Espectros de absorcdo FTIR dos filmes WPUU e NWPUU
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S7 = série 7; S38 = série 38; MMT = montmorilonita; rGO = 6xido de grafeno

reduzido; e P4 = progesterona.
Fonte: O autor, 2021.
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De um modo geral, os filmes WPUU sem nanocargas ndo apresentaram
deslocamentos significativos nas bandas N-H e C=0 apds a incorporacdo de P4,
para ambas as séries, sugerindo que o farmaco néo alterou a estrutura do polimero.
No entanto, os sistemas NWPUU (a base de MMT, rGO e MMT/rGO) contendo P4
apresentaram alguns deslocamentos, principalmente relacionadas as carbonilas
uretanica e ureica. Ambas as ligacoes C=0 uretanica e ureica dos sistemas NWPUU
foram enfraquecidas na presenca do farmaco, sendo observadas a partir de
deslocamentos para menores niumeros de onda (VIEIRA et al., 2019). Esse efeito
pode estar relacionado a presenca de duas carbonilas na estrutura da P4 (Figura
44), que pode afetar a forca das interacdes intermoleculares entre as cadeias
poliméricas e nanocargas de MMT e rGO, promovendo uma alteracdo na estrutura e
dindmica molecular das cadeias. Esses resultados estdo de acordo com os dados de
XRD e NMR, apresentados anteriormente, sugerindo uma mudanca na estrutura do
material com a incorporacdo das nanocargas e do farmaco.

No estudo de Vieira et al. (2019) foi realizada a caracterizagdo no
infravermelho de amostras de filmes WPUU a base de PEG-b-PPG (com diferentes
variacfes nos teores de segmentos PEG de 7, 17, 25 e 38%) carregados com
cetoconazol (KTZ). Os autores observaram algumas mudancas nos espectros dos
filmes contendo KTZ, relacionadas as carbonilas uretanicas e ureicas. A presenca
do farmaco promoveu o deslocamento da banda C=0O para menores frequéncias,
principalmente relacionadas a carbonila ureica, enfraquecendo as ligacdes de
hidrogénio entre os dominios de segmentos rigidos e flexiveis, sugerindo uma

provavel modificacdo na estrutura do polimero.

4.1.2.2.5 Analise termogravimétrica (TGA)

De forma geral, a estabilidade térmica de poliuretanos € baixa (na faixa de
140 a 250°C), e ocorre principalmente através de um processo de despolimerizacao,
que se inicia a partir da degradacao de ligacdes uretanicas e ureicas mais instaveis
(quando presentes), seguida da decomposicdo dos mondmeros com posterior
formacéo de residuo (CAKIC et al., 2009; COUTINHO et al., 2000; MIRANDA, 2009,
2015; PANDA et al., 2017; SANTOS et al., 2009a).
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A maioria dos poliuretanos revelam dois ou mais estagios de degradacao.
Usualmente, o primeiro estagio esta associado a quebra das ligacfes uretanicas e
ureicas dos segmentos rigidos, formados pelo diisocianato e extensor de cadeia. Um
mecanismo de reacao proposto por Hiltz (2015), apresentado na Figura 46, mostra
algumas possiveis etapas resultantes da degradacdo térmica ou pirolitica das
ligacdes uretanicas em poliuretanos.

De acordo com a Figura 46, na etapa 1, pode ocorrer a dissociagdao das
ligacdes uretanicas (O-CO-NH), formando moléculas de isocianato e 4&lcool.
Subsequentemente, na etapa 2, a formacdo de aminas primarias, olefinas e dioxido
de carbono pode ocorrer por um estado de transicdo de seis membros. Por outro

lado, a perda de CO:2 pode produzir aminas secundérias, como mostrado na etapa 3.

Figura 46 — Esquema dos mecanismos de reacdo de decomposicao térmica de PU
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Fonte: Adaptado de HILTZ, 2015.

No entanto, devido a variedade de produtos de degradacao, 0 mecanismo de
degradacgéo torna-se complexo, o que normalmente € mais bem verificado através
das curvas de derivadas DTG (CAKIC et al.,, 2009; COUTINHO, 2003; 2009;
COUTINHO et al.,, 2000; SANTOS et al.,, 2009a). No segundo estagio ha a
decomposicdo dos segmentos flexiveis, formados pelos polidis, e possivelmente,
ocorre também a degradacéo dos produtos residuais (COUTINHO; DELPECH, 2000;
MIRANDA, 2015; SOLANKI et al., 2015).

A Tabela 17 mostra as temperaturas de degradacdo em seus varios estagios
e suas respectivas derivadas, obtidas das curvas de TG e DTG do farmaco, e dos
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filmes de WPUU e NWPUU contendo ou ndo P4. As curvas de TG e DTG dos filmes
WPUU e NWPUU sem P4 sao representadas nas Figuras 47 e 48, enquanto as
curvas de TG e DTG do farmaco e dos filmes carregados com P4 sdo mostradas nas
Figuras 49-53 (APENDICE C).

Tabela 17 — Dados obtidos das curvas de TGA e DTG das amostras

1° estagio 2° estéagio 3° estagio
Amostras Tonset1  Tmaxt Tonsetz  Tmax2 Tonsets Tmax3 R

Q)@ (OB (O (O (O  (O)F ()"
P4 253 302 - - - - 1,61
S7 232 253 290 297 335 355/3820 1,25
S7/P4 220 252 274 297 312 354/3779 1,10
S7/MMT 248 254 306 315 363 362/3839 1,50
S7/MMT/P4 240 260 294 314 360 365/3869 4,50
S7/rGO 250 258 310 321 360 360/3859 2,00
S7/rGO/P4 234 252 290 315 350 350/3820 2,80
S7/MMT/rGO 263 258 320 310 378 362/3859 2,97
S7/IMMT/rGO/P4 240 258 295 310 355 362/3869 3,25
S38 228 256 287 295 336  354/3789 0,47
S38/P4 240 258 292 306 350 352/3849 1,20
S38/MMT 235 259 292 298 358 352/385@ 1,17
S38/MMT/P4 218 261 273 302 330 357/3879 1,30
S38/rGO 238 262 298 302 358 346/3839@ 1,52
S38/rGO/P4 240 261 295 309 350 343/3759@ 1,72
S38/MMT/rGO 240 261 297 306 364 351/3869@ 1,82
S38/MMT/rGO/P4 238 252 298 303 365 364/3909 2,00

@Tonsern = Temperatura inicial de degradacéo (1° estagio);
®Tmax1 = Temperatura na qual a velocidade de degradacéo é maxima (1° estagio);
©Tonsetz = Temperatura inicial de degradacéo (2° estagio);
@Tmaxz = Temperatura na qual a velocidade de degradagdo é maxima (2° estagio);
©Tonsets = Temperatura inicial de degradagao (3° estagio);
OTmaxs = Temperatura na qual a velocidade de degradacéo € méaxima (3° estagio);
@Tmaxa = Temperatura na qual a velocidade de degradagdo é maxima (4° estagio);
WR= residuo. S7 = série 7; S38 = série 38; MMT = montmorilonita; rGO = éxido de grafeno reduzido;
P4= progesterona.
Fonte: O autor, 2021.
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Na avaliacdo dos sistemas WPUU e NWPUU deste estudo, as curvas de TG
(Figuras 47a e 48a) mostram trés estagios discretos de degradacdo térmica. No
entanto, um quarto estdgio de degradacao pode ser melhor visualizado a partir das
curvas DTG (Figuras 47b e 48b). O primeiro estagio de degradacdo, o qual ocorre a
decomposicdo dos segmentos rigidos (composto pelo IPDI e extensor de cadeia)
nao foi influenciado pela variacado no teor de segmentos PEG, amostras S7 (232 °C)
e S38 (228 °C), uma vez que a diferenca entre os valores de degradacdo estédo
dentro da faixa de erro do equipamento. Por outro lado, a presenca das nanocargas
MMT e rGO, influenciou diretamente o perfil de degradacéo térmica das amostras de
ambas as séries, indicando que todos 0s nanocompoésitos possuem maior
estabilidade térmica.

Estudos anteriores mostram que a adigcdo de cargas inorganicas em WPU
pode aumentar a resisténcia térmica dos materiais. Liao et al. (2016) observaram
variacdo na estabilidade térmica em amostras de WPU contendo particulas de argila
MMT, associando o aumento da resisténcia térmica ao efeito barreira da argila na
matriz polimérica, que pode retardar a saida de produtos de degradacéo volateis e
impedir a expansdo de calor ou transferéncia de massa de produtos de pirdlise.
Além disso, a possivel formacao de ligacGes de hidrogénio entre 0s grupos ureicos
dos segmentos rigidos e grupos -OH presentes na estrutura da argila sugerem
aumento da estabilidade térmica dos segmentos rigidos, que sdo 0s primeiros a se
degradar.

No estudo de Panda et al. (2017) amostras de NWPU contendo diferentes
teores (1 a 3%) de argila organofilica (Cloisite 30B) também mostraram aumento na
resisténcia térmica dos nanocompdsitos, quando comparados ao sistema sem argila.
De acordo com os autores, esse efeito pode ter sido atribuido ao aumento da
reticulacdo devido a disponibilidade de um maior nimero de grupos funcionais -OH
na estrutura da argila capazes de formar ligacdes de hidrogénio com os segmentos
rigidos. Aléem disso, a presenca de camadas de silicato também pode atuar como
uma barreira protetora, refletindo no aumento da estabilidade térmica das amostras.
Os autores também observaram que amostras contendo maiores quantidades de
argila exibiram maiores temperaturas de degradacédo, além de maiores quantidades

de residuos de degradacéo.
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Figura 47 — Curvas de TG e de DTG dos filmes da série 7
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Figura 48 — Curvas de TG e de DTG dos filmes da série 38
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O efeito da adicdo de particulas de rGO em matrizes de WPU ¢é bastante
semelhante as particulas de argila. Lei et al. (2016) observaram aumento da
resisténcia térmica em amostras de WPU/rGO (particulas de rGO funcionalizadas
com silano contendo grupos aminas livres), provavelmente influenciado pelas folhas

de grafeno incorporadas na matriz polimérica, retardando a expansao do oxigénio e
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a volatilizacdo dos produtos de degradacdo. Além disso, a dispersdo homogénea
das nanofolhas de rGO e a sua forte interacdo com a matriz polimérica melhoram a
reticulacédo intermolecular das cadeias moleculares WPU, evitando a decomposicao
das cadeias WPU em altas temperaturas.

No estudo de Wu et al. (2016) também foi observado aumento na resisténcia
térmica de amostras de WPU/rGO com particulas de rGO funcionalizadas contendo
grupos amina. Os autores sugeriram que 0 aumento na estabilidade térmica dos
nanocompaositos pode ter sido influenciado por uma provavel separacao de fases de
WPU induzida pela incorporacéo de nanofolhas de rGO na matriz polimérica, além
da cristalizacdo dos segmentos flexiveis, levando ao aumento da estabilidade
térmica dos materiais compositos.

Dessa forma, pode-se sugerir que o aumento da resisténcia térmica dos
nanocompositos a base de MMT ou rGO, pode ter sido promovido pela combinacéo
do efeito barreira das nanocargas na matriz polimérica, que impediram a expansao
de calor, retardando a saida de produtos de degradacado; além da formacdo de
ligacGes de hidrogénio entre 0s grupos estruturais das nanocargas e 0s segmentos
rigidos, confirmadas a partir dos resultados de FTIR, aumentando a estabilidade
térmica dos segmentos rigidos.

Os valores de degradacdo para os nanocompdésitos hibridos, S7/MMT/rGO
(263°C) e S38/MMT/rGO (240°C) foram maiores em relacdo aos filmes sem
nanocarga. Por outro lado, a comparacao entre as amostras dentro da mesma série
mostrou que a dispersao simultanea das nanocargas MMT/rGO teve maior influéncia
na degradacdo térmica do filme S7/MMT/rGO, em relacdo aos respectivos filmes
S7/IMMT e S7/rGO. Os nanocompositos da série 38 ndo mostraram diferencas entre
os valores de degradacéo.

De forma geral, pode-se sugerir que o efeito sinérgico de MMT/rGO na matriz
hibrida promoveu maior estabilidade térmica as amostras, possivelmente devido ao
maior efeito barreira promovido pelas nanocargas. Além disso, 0s nanocompaositos
hibridos apresentaram maiores quantidades de grupos funcionais capazes que
formar ligagbes de hidrogénio com os segmentos rigidos, aumentando assim a
estabilidade térmica desses segmentos no primeiro estagio de degradacao.

O segundo e o terceiro estagio de degradacao, influenciado pela
decomposicdo dos segmentos flexiveis, neste caso, formados pelo PPG e PEG-b-
PPG (MIRANDA, 2015; SANTOS et al., 2009a; SOLANKI et al., 2015), também foi
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afetado pela dispersdo das nanocargas MMT e rGO, para ambas as séries, em
relacdo as amostras sem nanocarga, mostrando que esses materiais degradam em
temperaturas mais elevadas.

Em nenhuma das amostras foi observada degradacdo em temperaturas
inferiores a 200°C, que poderia estar associada a eliminacdo de moléculas de baixa
massa molar, como por exemplo a agua, retidas na estrutura do polimero
(MIRANDA, 2015; PRADHAN et al. 2008). Além disso, maiores quantidades de
matéria residual, proveniente das nanocargas inorganicas, foi observada em todas
as amostras de nanocompadsitos, principalmente para os nanocompadsitos hibridos,
conforme apresentado na Tabela 17.

A adicéo do farmaco P4 nos filmes de WPUU e NWPUU também promoveu
alteracbes na degradacao térmica das amostras. Conforme apresentado na Tabela
17 e visualizado nas curvas de TG e DTG (Figuras 49-53 — APENDICE C), a
incorporacdo de P4 promoveu uma discreta reducdo nas temperaturas iniciais de
degradacdo (de forma padronizada) nos filmes da série 7, o que pode ser uma
indicacao de interferéncia na interacdo entre os segmentos rigidos. Para a série 38,
apenas o filme S38/P4 mostrou aumento no valor de degradacdo em relacdo ao
filme S38, as demais amostras mantiveram-se dentro da faixa de erro do
equipamento. No segundo e terceiro estagio, novamente os filmes da série 7
mostraram um padrao de reducdo nas temperaturas de decomposicado dos filmes
apos incorporacdo do medicamento.

Em um estudo recente, Vieira (2017) mostrou a influéncia de diferentes
farmacos (cloridrato de hidroxizina e cetoconazol) no perfil de degradacdo térmica
em filmes de WPU a base de PEG-b-PPG (7, 17, 25 e 28% de segmentos a base de
PEG). Assim como a P4, o cetoconazol é um farmaco lipofilico, e influenciou na
decomposicdo das amostras promovendo uma reducdo na temperatura inicial de
degradacéo dos filmes. Por outro lado, a incorporagéo de cloridrato de hidroxizina,
farmaco de natureza hidrofilica, causou aumento significativo nas temperaturas
iniciais de degradacgédo dos filmes, o que foi mais bem observado por meio das
curvas de DTG.

De acordo com a curvas de degradacdo do farmaco (Figuras 49 — APENDICE
C), a P4 possui um unico estagio de degradacao (Tonset = 253°C), com percentual
residual de 1,61%. Embora n&o se tenha relatado na literatura sobre a influéncia de

farmacos na estabilidade térmica de nanocompdsitos de poliuretanos a base de
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MMT ou rGO, acredita-se que o farmaco deste estudo tenha influenciado
discretamente na resisténcia térmica das amostras da série 7. Os resultados de
FTIR, apresentados no item 4.1.2.2.4, sugerem enfraquecimento das ligagbes C=0
(uretanica e ureica) ap0Os incorporacdo de P4, afetando a forca das interacdes
intermoleculares entre as cadeias poliméricas e particulas de MMT e rGO,

promovendo uma possivel alteracdo na estrutura e dinamica molecular das cadeias.

4.1.2.2.6 Ensaios mecanicos - resisténcia a tracao

A resisténcia mecanica de PU e PUU é geralmente influenciada por um
conjunto de fatores, dentre os quais podem-se citar. razdo entre 0os segmentos
rigidos e flexiveis, miscibilidade entre fases, interacdes por ligacdes de hidrogénio,
variacdo da massa molar dos monomeros, entre outros (COUTINHO et al., 2004;
MIRANDA, 2015; PANDA et al., 2017). Enquanto os dominios de segmentos rigidos,
compostos principalmente pelo diisocianato e extensor de cadeia, conferem rigidez e
reforco mecéanico, os dominios de segmentos flexiveis, que conferem as
propriedades elastoméricas sdo compostos basicamente pelos polibis (VIEIRA et al.,
2019).

As propriedades mecénicas dos filmes de WPUU e NWPUU foram avaliadas
por meio de ensaios de resisténcia a tracdo, conforme descrito no subitem 3.2.5.2.6
desta Tese. A Figura 54 mostra as curvas de tensdo versus deformacao (corpo de
prova correspondente ao valor da mediana) dos filmes de WPUU e NWPUU, de
ambas as séries, e os dados obtidos das curvas sao apresentados na Tabela 18.

De acordo com a Tabela 18, a variacdo no teor de segmentos hidrofilicos a
base de PEG, nas amostras S7 e S38, promoveu uma modificacdo discreta do
alongamento na ruptura, e praticamente ndo alterou a resisténcia mecéanica (tenséo
na ruptura e modulo de Young). A presenca de segmentos PEG, que conferem
maior ordenacdo aos segmentos flexiveis, e a contribuicdo dos segmentos rigidos,
tendem a aumentar a resisténcia mecéanica de poliuretanos e reduzir o alongamento
(MIRANDA, 2015). Foi observado que o valor de alongamento na ruptura diminuiu
com o aumento do teor de segmentos PEG (amostra S38) em comparacdo a

amostra S7.
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Figura 54 — Curvas de tensao versus deformacao dos filmes obtidas por ensaios de

tracao
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Fonte: O autor, 2021.

Tabela 18 — Propriedades mecanicas dos filmes de WPUU e NWPUU

Médulo de Young Tenséo naruptura Alongamento na

Amostras
(MPa)* (MPa)* ruptura (%)*

S7 171 2+1 490+ 4
S7/IMMT 43 +£2 61 702 +5
S7/rGO 36+1 61 742 + 6
S7IMMT/rGO 35+1 7+2 650 + 5
S38 19+1 1+1 360 +2
S38/MMT 75+2 61 705+5
S38/rGO 60 + 2 61 725+ 6
S38/MMT/rGO 91+3 712 565 + 4

S7 = série 7; S38 = série 38; MMT = montmorilonita; rGO = 0xido de grafeno reduzido. *Valores
correspondentes & mediana * desvio-padréo.
Fonte: O autor, 2021.
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Em relacdo aos nanocompositos, de forma geral, a presenca das nanocargas
MMT, rGO ou MMT/rGO, promoveu forte impacto nas propriedades mecanicas dos
materiais, atuando como agentes promotores de reforco em nivel nanométrico, que
depende do estado de dispersdo de particulas e interacdo com a matriz polimérica
(LIAO et al., 2016; PANDA et al., 2017).

Os resultados obtidos para as amostras S7/MMT e S38/MMT, em
comparacao aos respectivos filmes sem nanocarga, mostram que a argila hidrofilica
promoveu aumentos da tensdo e do alongamento na ruptura, além de alto modulo
de Young (ou modulo de elasticidade) (Figura 54 e Tabela 18). Esse ultimo
corresponde a rigidez ou resisténcia do material a deformacédo elastica, e esta
diretamente ligado as forcas das ligacdes intermoleculares (GURUNATHAN et al.,
2015; MIRANDA, 2015).

O efeito da argila hidrofilica na matriz polimérica sugere uma associacao
preferencial aos segmentos rigidos, em razéo da presenca de ligacées de hidrogénio
entre a superficie polar da argila e os dominios de segmentos rigidos, reduzindo a
associacdo dos mesmos entre si e com os segmentos flexiveis (LIAO et al., 2016;
PANDA et al., 2017). Por outro lado, o aumento do alongamento é um
comportamento incomum para esses materiais, uma vez que a dispersao de
particulas de MMT tende a produzir materiais mais rigidos, com ganho de resisténcia
mecanica e geralmente diminuigdo do alongamento (MIRANDA, 2015).

O mesmo efeito pode ser observado a partir das amostras S7/rGO e
S38/rGO. A presenca de grupos funcionais oxigenados na estrutura de rGO pode
promover fortes interacdes com as cadeias poliméricas, resultando em aumento da
resisténcia mecéanica (tensdo na ruptura e alto modulo de Young) (Tabela 18)
(GUSEVA; ZUEV, 2016). No entanto, o aumento do alongamento na ruptura é
novamente um comportamento incomum observado para esses materiais. Além
disso, os nanocompdsitios da série 38 apresentaram os maiores valores de médulo
de Young, em comparacdo aos filmes da série 7, sugerindo que esses sistemas
apresentam maior organizacdo molecular, que costuma ser verificado em materiais
mais cristalinos ou com algum grau de organizagcdo (COUTINHO et al., 2008;
MIRANDA, 2015). Esse efeito foi confimado a partir dos resultados de XRD.

A incorporagdo simultdnea das nanocargas nos sistemas S7/MMT/rGO e
S38/MMT/rGO também promoveu aumento da resisténcia mecanica em relacado aos

filmes sem nanocarga. No entanto, apenas o sistema S38/MMT/rGO apresentou
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ganho de resisténcia mecanica (aumento do modulo de Young) em relacdo aos
filmes S38/MMT e S38/rGO (Tabela 18). Dessa forma, pode-se sugerir que, em
todos os filmes de nanocompdsitos (independente da série) as nanocargas atuaram
como agentes de reforco e afetaram a interacdo entre as cadeias poliméricas

(reduzindo a intensidade), aumentando o alongamento.

4.2. Estudos de liberagéo in vitro de progesterona a partir dos filmes

4.2.1 Solubilidade de progesterona e escolha do meio receptor

A partir dos estudos de solubilidade da progesterona (P4), descritos no
subitem 3.2.6.1 desta Tese, foi escolhido como meio receptor a solugcdo de tampéo
fosfato-salino (PBS), pH 7,4, com adicdo de 40% de glicol propilénico (3:2, v/v) para
garantir as condicfes sink. A adicdo de glicol propilénico a solucdo receptora foi
necessaria devido a baixa solubilidade aquosa da P4 (0,00546 mg.mL1) (WISHART
et al., 2006). Essa proporcao foi utilizada no estudo de Elgindy et al. (2016) para a
realizacdo de ensaios de liberacéo in vitro e permeacao ex vivo de P4 encapsulada
em particulas liquidas cristalinas. O meio receptor escolhido foi utilizado nos ensaios
de liberacéo in vitro e permeacao ex vivo para simular o ambiente fisiologico.

A aplicacdo de solucBes receptoras contendo surfactantes ou solventes
organicos pode ser necessaria para farmacos com baixa solubilidade em &agua
garantindo a solubilidade adequada do farmaco, para manutencéo da condicéo sink
nos estudos da avaliacdo da liberacdo in vitro (BROWN et al., 2004; KLOSE et al.,
2011).
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4.2.2 Curvas padrao e identificacdo por UV-Vis

A Figura 55 apresenta as curvas padrdo da P4 em solugcdo PBS/glicol
propilénico (3:2, viv), pH 7,4, utilizada nos testes de liberacdo in vitro. A faixa de
concentragdo variou de 1,49 pg.mL* a 13,92 pg.mL?, calculadas a partir da relagéo
m/v (ug de farmaco/ vol. de solvente em mL). A equacdo da reta e o coeficiente de
correlacdo (R?) foram: y= 0,0359 + 0,00074 e R?= 0,9997, respectivamente. A curva
apresentou linearidade sendo observado a partir do alto valor de R?. O detalhe na
Figura 55 mostra a varredura do espectro UV-Vis da P4, que apresenta absorcao
méaxima em 254 nm (ROMERO et al., 2016). Este valor foi utilizado para as leituras

das amostras nos ensaios de liberagao in vitro e permeacao ex vivo.

Figura 55 — Curvas padrdo da P4 e detalhe do espectro UV-Vis com o
méaximo de absorc¢do do farmaco
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4.2.3 Uniformidade do contelido de progesterona

A uniformidade do contetdo de farmacos em diferentes formas farmacéuticas
(comprimidos, filmes, etc.) esta relacionada a distribuicio e homogeneidade do
medicamento ao longo do sistema (SALEHI, BODDOHI, 2017). Os resultados da
uniformidade do contetudo de P4 incorporado nos filmes de WPUU e NWPUU sé&o
mostrados na Tabela 19. As concentracbes foram calculadas a partir da equagéo
obtida por meio de analise de regresséo linear (Figura 55).

O conteudo de P4 variou de 87,5 + 2,8% a 91,8 £ 1,1%, sem diferencas
significativas entre os filmes (p>0,05). Embora cerca de 10% do farmaco tenha sido
perdido durante o processo de dispersédo nos filmes, os resultados mostraram que
P4 foi homogeneamente dispersa por toda a matriz polimérica, uma vez que nao
houve grande variacdo nos valores médios de uniformidade de contetudo entre as

amostras.

Tabela 19 — Percentual médio do conteudo de P4 carregado nos filmes de
WPUU e NWPUU

Uniformidade do contetdo

Amostras
de P4 (%) + SD*

S7/P4 90,6 +1,4
S7/IMMT/P4 89,5+2,2
S7/rGO/P4 914+1,3
S7/IMMT/rGO/P4 90,3+1,2
S38/P4 87,5+2,8
S38/MMT/P4 918+1,1
S38/rGO/P4 89,6 +2,7
S38/MMT/rGO/P4 88,7+1,8

S7 = Série 7; S38 = Série 38; MMT = montmorilonita; rGO = oxido de grafeno reduzido; P4 =
progesterona. *Valores médios de quatro determinacfes (n=4) + desvio-padrao (SD).
Fonte: O autor, 2021.
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4.2.4 Ensaios de liberacao in vitro

Na Figura 56 estdo representados os perfis de liberacéo in vitro da P4 a partir
dos filmes, contendo diferentes teores de segmentos hidrofilicos a base de PEG
(séries 7 e 38). Os percentuais cumulativos de liberacdo in vitro de P4 sao
mostrados nas Tabelas 20 e 21 (APENDICE D), para as diferentes séries.

Com base na Figura 56, para os sistemas sem nanocargas, S7/P4 e S38/P4,
ndo foram observadas diferencas significativas (p>0,05) entre 0s percentuais
cumulativos ap6s 24 horas de liberacdo in vitro (99,66 + 0,61% e 98,58 + 1,09%,
respectivamente). Os resultados sugerem que a liberacdo do farmaco pode ter sido
influenciada pela alta hidrofilicidade dos segmentos a base de PEG (segmentos
flexiveis). Pois, o aumento da hidrofilicidade aumenta a interacdo das cadeias
poliméricas com o solvente, promovendo a hidratacdo (inchamento) do material e a
progressiva gelificagdo das cadeias poliméricas. O efeito de penetragdo do solvente
entre as cadeias poliméricas regula a dissolucdo do farmaco, influenciando
diretamente na velocidade e na taxa de liberagdo do medicamento (KOJIMA et al.,
2008; Ll et al., 2008; LI, GU, 2007; VIEIRA et al., 2019).

Em relacdo a liberacéo in vitro de P4 a partir dos nanocompésitos NWPUU
(séries 7 e 38), foi observada uma diminui¢cdo dos percentuais cumulativos quando
comparados aos filmes WPUU (Figura 56, e Tabelas 20 e 21). Os nanocompésitos a
base de argila, amostras S7/MMT/P4 e S38/MMT/P4, apresentaram liberacao
cumulativa média de 78,46 + 3,93% e 69,06 + 3,03%, respectivamente. Esses
resultados foram estatisticamente diferentes (p<0,05). Para as amostras S7/rGO/P4
e S38/rGO/P4, os valores de liberagao variaram, respectivamente, de 88,40 + 3,03%
e 84,68 + 4,46%, sem diferencas significativas entre as amostras (p>0,05). No
entanto, para os sistemas hibridos, S7/MMT/rGO/P4 e S38/MMT/rGO/P4, um maior
controle de liberacdo do farmaco foi observado, quando os percentuais de liberagcéao
sdo comparados aos sistemas WPUU e aos nanocompd@sitos com nanocargas
separadas. Os valores de liberagdo foram de 53,09 = 3,85% e 51,63 + 2,78%,

respectivamente, sem diferencgas estatisticas (p>0,05) entre as séries 7 e 38.
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Figura 56 — Perfis de liberacdo cumulativa de P4 a partir dos filmes de
WPUU e NWPUU
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Legenda: Percentual cumulativo de P4 liberada através de membrana sintética, a partir
de filmes WPUU e NWPUU contendo diferentes teores de segmentos a base
de PEG: (a) — filmes contendo 7% de PEG em relagdo a massa molar de
copolimero; (b) — filmes contendo 38% de PEG em relagdo a massa molar de
copolimero. S7 = série 7; S38 = série 38; MMT = montmorilonita; rGO = éxido
de grafeno reduzido; P4 = progesterona. Valores médios de trés determinacdes
(n=3). As barras de erros representam o erro padrao.

Fonte: O autor, 2021.

De um modo geral, a liberacdo in vitro de farmacos a partir de matrizes
poliméricas contendo nanomateriais dispersos (como argilas e oxidos), pode estar

relacionada a fatores quimicos e/ou fisicos, como interacdes intermoleculares e
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propriedades de barreira (MONTEIRO et al., 2016; PATEL et al., 2015; PINTO et al.,
2011;YANG et al., 2016). Estudos anteriores mostram que particulas de MMT
dispersas em matrizes de poliuretano promoveram uma diminuicdo na taxa e na
velocidade liberacdo in vitro do farmaco ao longo do tempo. Esse efeito foi
associado aos diferentes tipos de interagcdes na matriz polimérica (PINTO et al.,
2011; SILVA et al.,, 2011). Silva et al. (2011) relatou que as particulas de MMT
provavelmente atuaram como uma barreira fisica em relacdo a penetracdo do
solvente na matriz do sistema de liberacao, dificultando a dissolu¢cdo do farmaco e
sua saida do sistema por difusdo. Enquanto Pinto et al. (2011) associaram a
diminuicdo da taxa de liberacdo do farmaco com as possiveis interacdes entre
particulas de MMT intercaladas na matriz de poliuretano. Os autores relataram que
os sistemas produzidos podem ser potencialmente utilizados como sistemas de
liberacdo prolongada.

Patel et al. (2015) produziram matrizes a base de PU/GO contendo cloridrato
de tetraciclina como farmaco modelo. Os resultados de liberagéo in vitro, realizados
em solugédo PBS (pH 7,4), a 37 °C, sugeriram uma liberac@o sustentada do farmaco
para os filmes de nanocompdésitos PU/GO em relacdo aos filmes de PU puros (sem
GO). De acordo com os autores, as nanofolhas de GO estariam dificultando a
difusdo do farmaco a partir da matriz de PU, controlando assim a taxa e a velocidade
de liberagéo do farmaco, que melhorou com o aumento do contetido de GO.

Membranas biodegradaveis a base de poli(3-hidroxibutirato) (PHB) foram
produzidas nos estudos de Romero et al. (2016) para avaliacdo da liberagéo in vitro
de P4. Os experimentos de liberacdo in vitro foram conduzidos a 32°C utilizando
solucéao PBS (pH 6,8) como meio receptor. Os resultados de liberagéo indicaram que
as quantidades de farmaco liberado estavam associadas ao contetdo de P4 na
matriz. Membranas com altos conteddos de P4 apresentaram menor percentual de
liberacdo. O efeito da concentracdo do farmaco na matriz foi atribuido a formacéo de
um excesso de cristais de P4 na membrana e, particularmente, na superficie do
filme, que dificultou a dissolucéo do farmaco devido a sua baixa solubilidade aquosa.

De acordo com os resultados apresentados e com os trabalhos anteriores da
literatura, sugere-se que a liberacdo controlada de P4 a partir das matrizes de
nanocompositos NWPUU (MMT, rGO e hibridos MMT/rGO) pode estar associada a
combinacao dos efeitos de barreira e, possivelmente, as interacdes intermoleculares

entre as cadeias poliméricas e as nanocargas, evidenciadas a partir dos dados de
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FTIR. Ambos os efeitos podem promover uma diminui¢do na velocidade de liberacéo
e, consequentemente, uma menor difusdo do farmaco para a solucdo receptora.

A Figura 57 mostra uma representacdo esquematica do efeito barreira
promovido pela disperséo de particulas de MMT e/ou rGO em matrizes de WPUU na
liberacdo de P4. Sistemas a base de MMT ou rGO oferecem barreira fisica a
penetracdo do solvente (meio de liberacdo) na matriz polimérica, dificultando a
dissolucéo do farmaco e liberacdo do sistema por difusédo (SILVA et al., 2011). Esse
efeito € mais pronunciado nos sistemas hibridos, nos quais o fdrmaco apresenta

maior dificuldade de dissolucéo e liberacdo para o meio receptor.

Figura 57 — Representacdo esquematica do efeito barreira de particulas de MMT e
rGO na liberacéo de P4

@® Farmaco  ==== Argila MMT — rGO

Fonte: O autor, 2021.

E importante ressaltar que a membrana sintética de acetato de celulose néo
ofereceu resisténcia a passagem das moléculas do farmaco para a solugéo
receptora, devido ao seu elevado didametro de poro (aproximadamente 0,2 um),
permitindo facilmente o transporte do medicamento para a solucdo (NG et al., 2012).
Portanto, a matriz polimérica pode ser considerada como o unico fator de controle da

saida do medicamento para a solucao receptora.
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4.3. Estudos de permeacéo e retencdo cutanea ex vivo de progesterona a partir

dos filmes

4.3.1 Padronizacdo da metodologia analitica

4.3.1.1 Especificidade e seletividade

Os parametros de especificidade e seletividade foram avaliados por meio da
injecdo de uma solugcdo de fase moével (MeOH:H20) (70:30). Tal solucao
permaneceu em contato com as trés substancias que poderiam interferir na leitura
do pico do farmaco: solucao receptora [PBS/glicol propilénico (3:2, v/V)], solucéo de
extratos de pele suina e solucdo dos filmes sem farmaco (branco). Além disso,
também foi realizada a ambientacdo e condicionamento da coluna cromatografica
com metanol.

A Figura 58 mostra o pico cromatografico da solucdo padrdo de P4 a 10
ug.mL?. A Figura 59(a, b e c) apresenta os cromatogramas dos interferentes para
avaliacdo da seletividade e especificidade do método analitico. De acordo com 0s
resultados, o método pode ser considerado especifico e seletivo, uma vez que a
injecdo concomitante da solucdo do farmaco e dos possiveis agentes interferentes
nao alterou o tempo de retencdo da P4 (21,7 min). A Figura 60 mostra o
cromatograma do metanol.

No cromatograma da Figura 59(b), um pico em aproximadamente 18,2 min
representa uma sujidade do extrato de pele suina que, apesar de eluir préximo ao
pico do farmaco, ndo se sobrepds ao pico da P4 em nenhuma das amostras durante

a quantificacédo do farmaco.
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Figura 58 — Cromatograma da solucédo padrdo de P4 a 10,0 pg.mL*

201

Progesterona
10,0 ug/mL

15 21,696
)
<
E
3
S 101
@]
©
©
o
~< 5-

1 1

0 5 10 15 20 25 30

Tempo de retengéo (min)

Fonte: O autor, 2021.

Figura 59 — Cromatogramas das substancias interferentes para avaliagao
da seletividade e especificidade do método analitico (continua)
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Figura 59 — Cromatogramas das substancias interferentes para avaliacdo da
seletividade e especificidade do método analitico (conclusao)
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Fonte: O autor, 2021.
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Figura 60 — Pico cromatografico do metanol
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4.3.1.2 Linearidade, limite de deteccéo e limite de quantificacao
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A linearidade de um método analitico deve ser demonstrada por meio da sua

capacidade de obter respostas analiticas diretamente proporcionais a concentracao

de um analito em uma amostra (BRASIL, 2003). A linearidade foi avaliada por meio

de analise de regressao (usando o software Origin® Pro versdo 9.0) das curvas de

calibracdo da P4, na faixa de concentracdo de 0,5 a 50 yg.mL, obtidas em dias

diferentes. As curvas padrao estdo representadas na Figura 61, enquanto as

equacbes da reta e os respectivos valores de coeficiente de correlacdo (R?) sdo

mostrados na Tabela 22. A partir dos valores de correlagdo, o método mostrou-se

linear, com valores de R? préximos a 0,999, demonstrando baixa dispersdo dos

dados analisados.



Figura 61 — Curvas padrdo de P4 obtidas em diferentes dias
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A Tabela 22 também apresenta os valores para o limite de deteccédo (DL) e

limite de quantificacédo (QL), obtidos a partir dos dados de linearidade. DL é definido

como a menor concentracdo do analito que pode ser detectada, mas nao

necessariamente quantificada. QL é a menor concentracao do analito, que pode ser

guantificada na amostra, com exatiddo e precisdo aceitaveis, de acordo com as

condicbes estabelecidas pela metodologia empregada (BRASIL, 2003). Neste

trabalho, os valores de DL e QL obtidos para quantificacdo de P4 por HPLC foram

de 0,206 pg.mL! e 0,625 pg.mL?, respectivamente. Tendo em vista que a

concentragdo de trabalho estabelecida foi de 10 yg.mL, os valores obtidos foram

considerados satisfatérios uma vez que garantem que a metodologia possui

sensibilidade adequada paras as analises.
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Tabela 22 — Resultados dos parametros avaliados na padronizacdo da metodologia

analitica
Parametros
Curval
y =59,875x + 12,257 R? = 0,9998
Linearidade curva 2
y = 60,338x + 11,774 R? =0,9998
Curva 3
y = 60,745x - 4,0229 R? = 0,9997
DL (ug.mL™) 0,206
QL (ug.mL™) 0,625

R2 = coeficiente de correlacdo; DL = limite de deteccao; QL = limite de quantificacéo.
Fonte: O autor, 2021.

4.3.2 Ensaios de permeacao ex vivo

Para este estudo, conforme descrito no subitem 3.2.7.3, foi utilizado um
conjunto de células de difusdo de Franz e membrana bioldgica, composta por pele
de orelha de porco, a fim de avaliar a permeacdo do farmaco através da pele. O
ensaio é extensivamente empregado em estudos de permeacao e reten¢cao cutanea
ex vivo (FERREIRA et al., 2020; GANSEN; DITTGEN, 2012; CERQUEIRA-
COUTINHO et al., 2016). Os ensaios ex vivo foram realizados durante o periodo de
8 h devido a integridade da pele suina, além de ser considerado um tempo razoavel
para estudos de permeacédo cutanea (VIEIRA et al., 2020b).

Os dados relacionados as quantidades cumulativas de P4 permeada (ug.cm)
através da membrana biologica, plotados versus o tempo (h), estdo representados
na Figura 62. As quantidades cumulativas de P4 permeada nos diferentes tempos
de andlise estdo apresentadas nas Tabelas 23 e 24 (APENDICE E). Os valores de
correlacdo linear (R?) obtidos a partir da andlise de regressdo das curvas de
permeacdo, para escolha do modelo cinético, sdo mostrados na Tabela 25. As
guantidades cumulativas de P4 permeada apds 8 h, e 0os parametros cinéticos de

fluxo no estado estacionario (Jss) e lag-time (tiag ) S&0 apresentados na Tabela 26.



Figura 62 — Quantidade de P4 permeada através de membrana biologica de
pele de orelha suina
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a base de PEG: (a) — filmes contendo 7% de PEG em relacéo a massa molar de
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copolimero. S7 = série 7; S38 = série 38; MMT = montmorilonita; rGO = 6xido de

grafeno reduzido; P4 = progesterona. Valores médios de seis determinacdes (n=6).

As barras de erros representam o erro padréo.

Fonte: O autor, 2021.
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De acordo com os resultados de permeacao ex vivo (Figura 62 e Tabela 26),
avaliados durante 8 horas, os filmes sem nanocargas (S7/P4 e S38/P4)
apresentaram valores médios de permeacdo de P4 de 365,95 + 15,35 pug.cm? e
385,24 + 14,34 pg.cm, respectivamente, ndo havendo diferenca estatistica entre os
resultados (p>0,05).

Para os nanocompaositos a base de argila MMT, S7/MMT/P4 e S38/MMT/P4,
respectivamente, as quantidades de P4 permeada em 8 h foram de 232,78 + 15,21
Hg.cm? e 275,77 + 14,61 pg.cm?. Esses valores sdo estatisticamente diferentes
(p<0,05). As quantidades de P4 permeada a partir dos fiimes S7/rGO/P4 e
S38/rGO/P4, variaram entre 184,25 + 16,21 pg.cm? e 225,45 + 14,70 pg.cm,
respectivamente, sendo diferentes estatisticamente (p<0,05). Finalmente, para os
nanocompositos hibridos, as amostras S7/MMT/rGO/P4 e S38/MMT/rGO/P4
apresentaram, respectivamente, quantidades permeadas de P4 de 115,48 + 11,25
Hg.cm=? e 144,43 + 11,06 pug.cm2, com diferencas estatisticas entre as séries 7 e 38
(p<0,05).

De forma geral, as quantidades de P4 obtidas apdés 8 h nos ensaios de
permeacado ex vivo, utilizando membrana bioldgica (pele de orelha suina), seguiram
a mesma tendéncia dos resultados de liberacdo in vitro (neste caso utilizando
membrana sintética). Em ambos 0s casos, 0s maiores valores de permeacéo ex vivo
e liberag&o in vitro, respectivamente, foram obtidos para os filmes sem nanocargas
(WPUU), mostrando que os nanomateriais (argila MMT e rGO) dispersos nas
matrizes poliuretanicas, de fato podem influenciar na taxa e na velocidade de
permeacaol/liberacéo do farmaco.

A Figura 62 mostra que os filmes de nanocompdsitos (MMT, rGO e hibridos
MMT/rGO) funcionam como sistemas de liberacdo prolongada, diminuindo a
velocidade de permeacdo do farmaco ao longo do tempo. Conforme discutido
anteriormente, as propriedades de barreira e as interagdes intermoleculares entre
cadeias poliméricas e nanocargas inorganicas, evidenciadas atraves dos resultados
de FTIR, podem justificar a maior ou menor tendéncia das quantidades de P4
permeadas a partir dos sistemas poliméricos (MONTEIRO et al., 2016; YANG et al.,
2016). A interacéo dificultou o deslocamento de massa e, consequentemente, a
liberacdo de P4. Assim, os filmes de nanocompdsitos podem atuar como sistemas
de liberagéo prolongada, fornecendo diferentes conteudos de farmaco ao longo do
tempo (PATEL et al., 2015; PINTO et al., 2011).
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Estudos anteriores de permeacdo ex vivo de sistemas de liberacdo de P4
usando varios matrizes poliméricas também foram relatados na literatura. Valenta e
Dabic (2001b) investigaram a permeacgédo de P4 em matrizes de poli(vinil pirrolidona)
(PVP), poli(alcool vinilico) (PVA) e copolimero a base de poli(metacrilato de metila) e
poli(acrilato de etila), Eudragit® NE 30 D, com adicdo de ureia (5%) ou pantotenol
(6%). Filmes carregados com 2,5 mg.cm de P4 foram avaliados a partir de estudos
de permeacdo ex vivo, utilizando membrana biologica de pele de rato e meio
receptor constituido por uma solu¢do aquosa/glicol propilénico (3:2, v/v) (pH 7,2) a
32 °C, por 24 h. Os resultados indicaram taxas mais altas de permeacdo de P4 a
partir dos sistemas de PVA/5% ureia (860 ug cm?) e PVP/6% pantotenol (660 ug
cm?). Os autores concluiram que o tipo de polimero utilizado e o teor de aditivos
influenciaram significativamente a permeacéo de P4.

No estudo de Jain et al. (2008), foram produzidos filmes mucoadesivos
carregados com 9,2-9,6 mg.cm? de P4, a partir de diferentes variacbes de

PVP/quitosana. Os resultados de permeacdo ex vivo, realizados a partir de
experimentos com pele da bochecha de porco em meio PBS/PEG (M,,= 400 g.mol?)

(3:2, vIv) (pH 6,7), mostraram taxas de P4 permeado, apos 7 h, de 52,2% e 23,2%,
para PVP/quitosana (1%/2%) e filmes de PVP/quitosana (5%/1%), respectivamente.
Os autores relataram que a menor quantidade de P4 permeada pode ter sido
influenciada pela maior reticulacdo do polimero, e 0 aumento da taxa de permeacéao
foi relacionado & maior hidrofilicidade da matriz polimérica, que proporcionou maior
entrada de solvente e difuséo do farmaco.

Em outro estudo, Valenta et al. (2001a) avaliaram o possivel uso de
policarbofil-cisteina (PCP-Cys) como matriz polimérica para permeacao transdérmica
de P4. Outras matrizes a base de PVP/HPMC e PVP/PVA contendo P4, também
foram produzidas pelo método de evaporacdo de solvente, com o objetivo de
comparar a permeacédo ex vivo do farmaco. Os ensaios de permeacéo ex vivo foram
realizados através de membrana bioldgica composta por pele suina, em células de
difuséo de Franz, utilizando uma mistura de agua/glicol propilénico (3:2, v/v) como
meio receptor a 32°C. Os principais resultados de permeagdo mostraram que as
guantidades de P4 permeadas em 24 h, a partir dos filmes PVP/HPMC e PVP/PVA,
foram, respectivamente, cerca de 5,6 e 1,8 vezes menor do que para o filme de

PCP-Cys. Os autores sugeriram que esse efeito foi relacionado a maior
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hidrofilicidade dos filmes PCP-Cys, que permitiram maior fluxo de solvente para
dentro da matriz polimérica, resultando em uma maior quantidade de farmaco no
meio receptor.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 25, observa-se que a
permeacado ex vivo da P4 a partir dos filmes de WPUU e NWPUU apresentou melhor
ajuste segundo o modelo cinético de ordem zero (maior linearidade). Esse modelo é
aplicado, principalmente, a formas farmacéuticas que ndo sofrem desagregacao e
que liberam a mesma quantidade de farmaco por unidade de tempo. Por se tratar de
uma liberacdo lenta, constitui-se como um método ideal de liberacdo para acao
prolongada (COSTA; LOBO, 2001; MANADAS et al., 2002).

Tabela 25 — Valores de coeficiente de correlacéo (R?) para os diferentes modelos
cinéticos do estudo de permeacao ex vivo

R2
Amostras

Ordem zero Primeira ordem Higuchi
S7/P4 0,9782 0,7569 0,8255
S7IMMT/P4 0,9584 0,8579 0,7798
S7/rGO/P4 0,9501 0,8592 0,7715
S7/IMMT/rGO/P4 0,9230 0,9207 0,7294
S38/P4 0,9875 0,7313 0,8512
S38/MMT/P4 0,9497 0,8646 0,7635
S38/rGO/P4 0,9360 0,8887 0,7427
S38/MMT/rGO/P4 0,9206 0,9082 0,7264

S7 = Série 7; S38 = Série 38; MMT = montmorilonita; rGO = oxido de grafeno reduzido; P4 =
progesterona; R? = coeficiente de correlagéo.
Fonte: O autor, 2021.

A partir da escolha do modelo matematico de ordem zero, foram
determinados alguns parametros cinéticos relacionados a permeacao ex vivo da P4.
Os parametros de fluxo no estado estacionério (Jss) € o0 lag-time (ou tiag = tempo para
atingir o fluxo de farmaco constante) foram determinados a partir da extrapolagcéo da
curva na porcao linear da quantidade P4 (ug.cm) versus tempo (h). O Jss foi obtido
a partir da inclinacdo da curva, enquanto 0 tag foi determinado a partir da

extrapolacéo da reta até o eixo x (tempo). A regido linear foi definida por pelo menos
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cinco pontos, com valor de R? minimo de 0,995 para o ajuste linear. A Figura 63
mostra uma representacdo do método de determinacdo de Jss e tiag a partir da

amostra S7/P4. A Tabela 26 apresenta os valores dos parametros cinéticos.

Figura 63 — Extrapolacdo da curva de permeacao do filme S7/P4 para
determinacao do fluxo no estado estacionario (Jss) e lag-time (tiag)
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Fonte: O autor, 2021.

De acordo com a Tabela 26, os maiores valores de Jss foram obtidos para as
amostras sem nanocargas (S7/P4 e S38/P4), os quais corroboram as maiores
guantidades de farmaco permeado em 8 h. Os valores de Jss ndo diferem
estatisticamente (p>0,05) quando os filmes das séries 7 e 38, contendo ou nao
nanocargas, sao comparados. No entanto, os filmes dentro de uma mesma série
(sem e com nanocargas) sao estatisticamente diferentes (p<0,05). Os valores de Jss
séo diretamente proporcionais a permeac¢do do medicamento. Assim, um baixo fluxo
promove menor permeacdo do farmaco, como foi evidenciado para os filmes

compaésitos.
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Tabela 26 — Parametros cinéticos de permeacéo ex vivo de P4 através de membrana
biolégica de pele de orelha suina, seguindo o modelo de ordem zero

Parametros cinéticos de permeacao

Quantidade

Amostras Jss (Ug.cm2.h1)

permeada em 8 h tiag () £ SD

+SD
(ug.cm2) £ SD

S7/P4 365,95 + 15,35 57,99 + 5,231 1,53+0,12
S7/MMT/P4 232,78 £ 15,21 40,78 + 3,246 2,20+0,13
S7/rGO/P4 184,25 + 16,21 33,74 £ 4,621 2,50+0,16
S7/MMT/rGO/P4 115,48 + 11,25 22,24 £ 2,231 2,88 +0,21
S38/P4 385,24 + 14,34 56,85 + 6,456 1,05+ 0,08
S38/MMT/P4 275,77 £ 14,61 49,38 + 7,469 2,44 £ 0,14
S38/rGO/P4 225,45 + 14,70 42,64 + 6,528 2,70+0,15
S38/MMT/rGO/P4 144,43 + 11,06 27,04 £ 3,418 2,88+0,18

S7 = Série 7; S38 = Série 38; MMT = montmorilonita; rGO = 6xido de grafeno reduzido; P4 =
progesterona; Jss = fluxo no estado estacionario ou steady-state; tiag=lag-time; SD=desvio padrao;
Fonte: O autor, 2021.

Os valores de tiag, calculados para as diferentes amostras, variaram entre 1,05
+ 0,08 h e 2,88 + 0,21 h, com diferencas estatisticas entre todas as amostras
(p<0,05). Foi observado que, todos os filmes de nanocompdsitos (MMT, rGO, e
MMT/rGO), de ambas as séries, apresentaram 0s maiores valores de tag, 0O que
significa que nesses sistemas de liberacdo o farmaco exigiu maior tempo (superior a
2 h) para atingir um fluxo constante.

Os resultados de permeacdo ex vivo de P4 em matrizes poliuretanicas,
mostram que o0s sistemas avaliados funcionam como sistemas de liberacao
prolongada, em que a quantidade e a velocidade de permeacdo do farmaco foi
influenciada, principalmente, devido a presenca das nanocargas de MMT, rGO e
MMT/rGO nos NWPUU. Os parametros cinéticos de permeacdo confirmam essa
hipotese, visto que a velocidade de permeacdo do farmaco € diretamente
proporcional ao fluxo, com diferencas significativas entre os sistemas. Em todos os
casos, os filmes poliméricos foram considerados a principal barreira que controla o
transporte do farmaco para a solucéo receptora. Caso a pele fosse uma barreira
mais eficiente do que a matriz polimérica, os parametros cinéticos dos diferentes

sistemas seriam muito proximos, sem diferengas estatisticas entre si.
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4.3.3 Retencdo cutinea ex vivo

As quantidades de P4 retida nas camadas da pele, apés os ensaios de
permeacdo ex vivo, também foram avaliadas. A Figura 64 mostra que os filmes sem
nanocargas apresentaram as menores quantidades de retencédo, tanto na epiderme
qguanto na derme. As quantidades retidas de P4 para os filmes S7/P4 e S38/P4,
respectivamente, variam entre 1,94 + 0,69 pg.cm? e 1,65 + 0,32 pg.cm? na
epiderme, e de 4,24 + 0,79 pyg.cm? e 3,42 + 0,85 pg.cm? na derme. As amostras
nado apresentaram diferencas estatisticas entre as séries (p>0,05).

Os nanocompasitos a base de MMT, rGO e hibridos MMT/rGO, apresentaram
maiores valores de retencdo na epiderme e derme, em comparacao aos filmes sem
nanocargas. Para a série 7, as quantidades de retencdo variam entre 4,16 + 0,38
Hug.cm? e 4,75 + 0,23 pug.cm? na epiderme, e de 5,59 + 0,26 pg.cm? e 6,93 + 0,33
ug.cm? na derme, sem diferencas significativas entre os grupos (p>0,05). Para a
série 38, os resultados de retencdo na epiderme variam entre 3,52 + 0,36 pg.cm>2 e
4,46 + 0,26 pg.cm. Enquanto as quantidades retidas na derme, variam entre 4,24 +
0,39 pg.cm? e 3,42 + 0,25 pg.cm? Esses resultados ndo foram diferentes
estatisticamente (p>0,05).

Os resultados mostraram baixa retencdo do farmaco nos extratos cutaneos
(epiderme e derme). Normalmente, a retencdo de farmacos com alto potencial de
permeacdo, como a P4, pode estar associado ao poder de penetracdo e natureza
guimica do farmaco. Desse modo, apds algum tempo do ensaio de permeacéo, a
derme pode se tornar saturada devido a difusdo de moléculas do farmaco,
ocorrendo um equilibrio (lag-time) entre a quantidade de farmaco que entra na
epiderme e a quantidade que é liberada pela derme para a solucdo receptora.
Consequentemente, alguma quantidade de farmaco pode permanecer retida nos
extratos cutaneos. Além disso, a P4 é um farmaco lipofilico e possui grande
afinidade com substancias oleosas, como ceramidas, acidos graxos e colesterol, que
sao substancias presentes no SC (ELGINDY et al., 2016). A afinidade do farmaco
com tais constituintes lipofilicos pode facilitar a retencdo do medicamento na pele.
No entanto, maiores quantidades de farmaco foram permeados para a solucdo
receptora, sendo considerados resultados satisfatorios, pois a P4 possui agao

sistémica.
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Figura 64 — Quantidade de P4 retida nas camadas da pele
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Legenda: (a) — filmes contendo 7% de PEG em relagdo & massa molar de copolimero;
(b) — filmes contendo 38% de PEG em relacdo a massa molar de copolimero.
S7 = série 7; S38 = série 38; MMT = montmorilonita; rGO = 6xido de grafeno
reduzido; P4 = progesterona. Valores médios de seis determinag6es (n=6).
As barras de erros representam o erro padrdo. As letras iguais ndo mostram
diferenca estatistica entre os grupos (p>0,05).

Fonte: O autor, 2021.
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4.4 Resumo dos principais resultados

Com base nos resultados apresentados nesta Tese, novas combinagdes de
dispersbes aquosas de poli(uretano-ureia)s (WPUU) e seus nanocompositos
(NWPUU) a base de argila montmorilonita (MMT) ou 6xido de grafeno reduzido
(rGO), e mistura dos hibridos MMT/rGO, foram obtidas a partir da variacdo no teor
de segmentos a base de PEG de copolimero de poli(glicol etilénico-b-glicol
propilénico) (PEG-b-PPG). Todos os sistemas produzidos apresentaram-se estaveis
frente a sedimentacdo, sem qualquer aglomeracdo das particulas inorganicas. Os
filmes produzidos a partir das dispersbes aquosas mostraram-se altamente
homogéneos e flexiveis. Além disso, todos os filmes de nanocompdsitos
apresentaram propriedades superiores aos sistemas de WPUU, como aumento da
resisténcia térmica e mecanica. A Tabela 27 resume 0s principais resultados
apresentados nesta Tese.

Em relagdo a possivel aplicabilidade dos filmes na liberagdo de farmacos,
foco principal deste estudo, foi evidenciado por meio de ensaios de liberacao in vitro,
permeacado ex vivo e de retencao cutanea (utilizando membrana biolégica de pele de
orelha de porco), que todos os filmes de nanocompdsitos, formados a partir da
dispersdo de diferentes cargas inorganicas (MMT, rGO ou ambos MMT/rGO),
mostraram melhor controle na liberagéo de progesterona (P4) em relagdo aos filmes
de WPUU.

Dessa forma, todos os filmes de nanocompdsitos a base de MMT, rGO e
hibridos MMT/rGO mostram-se potenciais para a liberacdo sustentada de P4, com
potencial para aplicacdo como novos sistemas de liberacdo transdérmica de
farmacos (TDDS).
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Tabela 27 — Resumo dos principais resultados apresentados na Tese (continua)

Propriedades

Sistemas WPUU

Nanocompdsitos
de MMT ou rGO

Nanocompdsitos
hibridos MMT/rGO

Dispersbes aquosas

Diametro
hidrodinamico
(Dn) médio de
particula

Dn entre 20 a 90
nm.

Dy <200 nm.

Estabilidade ao
armazenamento

Apresentaram-se
macroscopicamente
estaveis.

Apresentaram-se

o Apresentaram-se
estaveis, com um

estaveis, com um perfil

perfil de A
distribuicdo de g?mc(i)lzt;:bwgao de
monomodal. '

Viscosidade

- Maiores teores de
segmentos PEG
promoveram
aumento da
viscosidade.

- Comportamento
de fluido
pseudoplastico.

- Presenca de MMT ou rGO aumentou ainda
mais a viscosidade.
- Comportamento de fluido pseudoplastico.

Filmes

Microestrutura e
morfologia (XRD)

Maiores teores de
segmentos PEG
favoreceu a
formacéo de
regides cristalinas.

- Obtencéo de materiais esfoliados, com boa
dispersédo das nanocargas.

- A disperséo de cristais de P4 na regido
amorfa do polimero modificou a estrutura do
material.

Disperséo,
homogeneidade e
morfologia (NMR)

Aumento no valor
de T1H para a
amostra S38
sugere que 0s
prétons estavam
mais organizados e
restritos, com
menor mobilidade,
quando
comparados a
amostra S7.

- Foram obtidos materiais esfoliados,
confirmando os resultados de XRD.

- NWPUU a base de MMT ou rGO possuem
cadeias poliméricas com maior mobilidade
molecular.

- Particulas de MMT e rGO estavam bem
dispersas na matriz polimérica.

- A presenca do farmaco aumentou os valores
de T:H modificando a estrutura e a dinamica
molecular das cadeias.

Interacdes
intermoleculares
(FTIR)

Maiores teores de
segmentos PEG
promoveram maior
interacdo entre os
segmentos
flexiveis,
favorecendo
formacéo de
regides cristalinas.

- Além das ligacoes
de H entre grupos
estruturais das
nanocargas e 0s
segmentos rigidos,
possiveis interacdes
camada-a-camada
(entre MMT e rGO)
podem ter contribuido
para uma maior
segregacao de fases.
- A presenca de P4
enfraqueceu as
ligacbes de H.

- Formacéo de
ligacdes de H entre
grupos estruturais
das nanocargas
(MMT e rGO) e os
segmentos rigidos
das cadeias
poliméricas.

- A presenca de P4
enfraqueceu as
ligagcbes de H.

Fonte: O autor, 2021.
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Tabela 27 - Resumo dos principais resultados apresentados na Tese (conclusdo)

Propriedades

Sistemas WPUU

Nanocompdsitos
de MMT ou rGO

Nanocompdsitos
hibridos MMT/rGO

Filmes

A variacao no teor
de segmentos

- Nanocompdsitos, em geral, apresentaram
aumento da resisténcia térmica, devido ao

Resisténcia PEG ndo efeito barreira das nanocargas, retardando a
térmica : ) saida de produtos de degradacéao volateis.
influenciou a T
(TGA) o - A presenca de P4 promoveu diminuicdo da
resisténcia térmica RGO LY
resisténcia térmica, sendo uma indicacao de
das amostras. . N P
interferéncia nos segmentos rigidos.
O valor de - As nanocargas atuaram como agentes de
alongamento na reforgco a nivel nanomeétrico, aumentando a
Resisténcia ruptura diminuiu resisténcia mecanica. No entanto, houve
mecanica com o aumento do também aumento do alongamento,

teor de segmentos
PEG

constituindo-se como um comportamento
incomum para esses materiais.

- Apresentaram
baixas taxas de
liberacdo de P4

- Apresentaram as
menores taxas de

Apresentaram durante 24h. liberacdo de P4 durante
maiores taxas e - Fatores 24h.

Liberagdo in vitro maiores associados a - Fatores associados a
velocidades de liberacao: efeito liberacao: efeito barreira
liberacao. barreira das das nanocargas e

nanocargas e ligacdes de hidrogénio.

ligagcbes de

hidrogénio.

- Demonstraram Além de liberacdo

liberacao sustentada de P4 por 8h,

sustentada de P4 esses sistemas

durante 8h. apresentaram maior

- Seguem um perfil  controle de liberacdo do
Apresentaram

Permeacao ex
Vivo

maiores taxas e
maiores
velocidades de
permeacao.

cinético de ordem
zero.

- Fatores
associados a
permeacao: efeito
barreira das
nanocargas e
ligacbes de
hidrogénio.

farmaco, provavelmente,
devido ao efeito
sinérgico de MMT/rGO.
- Seguem um perfil
cinético de ordem zero.
- Fatores associados a
liberacao: efeito barreira
das nanocargas e
ligacdes de hidrogénio.

Retencdo cutanea
ex vivo

Apresentaram baixas quantidades de P4 retido nas camadas da
pele (epiderme e derme).

Fonte: O autor, 2021.
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CONCLUSAO

Conforme os resultados apresentados, todos os filmes de nanocompdsitos,
preparados a partir da dispersao de diferentes nanocargas inorganicas, como argila
de montmorilonita (MMT-Na*) sddica, 6xido de grafeno reduzido (rGO) e mistura dos
hibridos MMT/fGO foram considerados promissores para a liberacdo de
progesterona (P4), podendo ser aplicados como novos sistemas de liberacdo

transdérmica de farmacos. Algumas conclusdes podem ser destacadas:

= Nanocompdsitos de poli(uretano-ureia)s dispersos em agua (NWPUU) com
comportamento de fluido pseudoplastico foram obtidos a partir de altos teores
de segmentos hidrofilicos a base de poli(glicol etilénico) (PEG) e baixos
percentuais de argila MMT e/ou rGO, apresentando-se estaveis frente a
sedimentacao durante todo o periodo do estudo;

* A incorporacdo de P4 nas dispersfes aquosas produziu sistemas também
estaveis e, a partir deles, filmes biocompativeis e macroscopicamente
homogéneos;

» Medidas de diametro hidrodindmico médio (Dw) de particulas e distribuicdo de
Du das dispersbes coloidais revelaram, em geral, a producdo de sistemas
monodispersos, com baixa polidispersividade e boa homogeneidade de
particulas coloidais;

= Nanocompositos predominantemente esfoliados e com boa dispersdo das
nanocargas (MMT e rGO) na matriz polimérica foram obtidos e avaliados a
partir das andlises de XRD e NMR em baixo campo. A formacdo de novos
dominios foi confirmada pelo método de relaxometria nuclear, a partir de
medidas dos tempos de relaxacao spin-rede (T1H) dos nucleos de hidrogénio;

» |InteragOes intermoleculares por ligacbes de hidrogénio podem ter sido
formadas entre grupamentos presentes na superficie polar de MMT e
nanofolhas de rGO, com grupos uretanicos e ureicos dos segmentos rigidos
das cadeias poliméricas, avaliados a partir da deconvolucdo dos espectros de
FTIR. O sinergismo das nanocargas MMT/rGO nos sistemas hibridos,

revelaram maior segregacao entre fases;
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» A presenca das nanocargas promoveu maior estabilidade térmica e maior
resisténcia a tracéo para os filmes de nanocompdsitos;

» Os filmes poliméricos sem nanocarga, de ambas as séries, apresentaram
maiores taxas e maiores velocidades de liberac&o in vitro e permeacdo ex
vivo de P4 em relacdo aos nanocompdsitos a base de MMT, rGO ou
MMT/rGO;

» Os filmes de nanocompdsitos contendo particulas de MMT, rGO ou hibridos
MMT/rGO demonstraram liberacdo sustentada de P4 durante o periodo de 8
h, avaliado a partir dos ensaios de permeacédo ex vivo utilizando membrana

biologica de pele de orelha de porco.
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SUGESTOES

» Realizar estudos de citotoxicidade in vitro e viabilidade celular para avaliar a
biocompatibilidade dos materiais;

» |ncorporar outros tipos de nanocargas visando aplicacbes futuras, como
nanoparticulas magnéticas, aplicadas em sistemas inteligentes de liberacdo

farmacos direcionados para terapia anticancer.
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APENDICE A — Principais bandas de absorcdo FTIR dos grupamentos N-H e C=0
(uretanica e ureica) para os filmes WPUU e NWPUU da série 7,

carregados ou nao com P4

Tabela 15 — Bandas de absorcdo FTIR obtidas apds deconvolucdo espectral dos
grupamentos N-H e C=0 (uretanica e ureica) para os filmes WPUU e
NWPUU da série 7, carregados ou ndo com P4

Bandas* (cm™) dos filmes da série 7

Amina _ )
. Amida | Amida |
(uretanica e . _
Amostras . (uretanica) (ureica)
ureica)
N-H N-H C=0 C=0 C=0 C=0
livre ligada livre ligada livre ligada
S7 3525 3324 1724 1704 1658 1634
S7/P4 3522 3321 1723 1703 1661 1634
S7IMMT 3527 3332 1730 1710 1669 1639
S7/IMMT/P4 3525 3319 1724 1701 1660 1632
S7/rGO 3529 3330 1729 1708 1667 1641
S7/rGO/P4 3528 3326 1725 1706 1661 1635
S7T/IMMT/rGO 3533 3332 1731 1710 1671 1642
S7/IMMT/rGO/P4 3529 3327 1723 1704 1659 1633

S7 = Série 7; S38 = Série 38; MMT = montmorilonita; rGO = 6xido de grafeno reduzido; P4 =
progesterona. *N-H livre de ligagBes de hidrogénio; N-H em ligagbes de hidrogénio; C=0 livre de
ligacBes de hidrogénio; C=0 em liga¢des de hidrogénio.

Fonte: O autor, 2021.
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APENDICE B — Principais bandas de absor¢do FTIR dos grupamentos N-H e C=0
(uretanica e ureica) para os filmes WPUU e NWPUU da série 38,

carregados ou nao com P4

Tabela 16 — Bandas de absorcdo FTIR obtidas apds deconvolucdo espectral dos
grupamentos N-H e C=0 (uretanica e ureica) para os filmes WPUU e
NWPUU da série 38, carregados ou ndo com P4

Bandas* (cm) dos filmes da série 38

Amina
_ Amida | Amida |
(ureténicae . .
Amostras _ (uretanica) (ureica)
ureica)
N-H N-H Cc=0 C=0 C=0 C=0
livre ligada livre ligada livre ligada
S38 3536 3334 1729 1711 1663 1638
S38/P4 3534 3332 1726 1708 1661 1636
S38/MMT 3538 3336 1734 1714 1669 1641
S38/MMT/P4 3513 3334 1724 1710 1662 1634
S38/rGO 3540 3342 1732 1714 1670 1641
S38/rGO/P4 3512 3330 1724 1709 1661 1633
S38/MMT/rGO 3542 3343 1735 1715 1671 1642
S38/MMT/rGO/P4 3513 3330 1723 1710 1661 1634

S7 = Série 7; S38 = Série 38; MMT = montmorilonita; rGO = éxido de grafeno reduzido; P4 =
progesterona. *N-H livre de ligagBes de hidrogénio; N-H em ligagbes de hidrogénio; C=0 livre de
ligacBes de hidrogénio; C=0 em liga¢des de hidrogénio.

Fonte: O autor, 2021.
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APENDICE C — Curvas de TG e DTG de P4 e filmes WPUU e NWPUU carregados
ou nao com P4

Figura 49 — Curvas de TG e de DTG de P4
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Legenda: (a) — curva de TG; (b) — curva de DTG. P4 = progesterona.
Fonte: O autor, 2021.
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APENDICE C — Curvas de TG e DTG de P4 e filmes WPUU e NWPUU carregados
ou ndo com P4 (continuagéo)

Figura 50 — Curvas de TG dos filmes da série 7 contendo ou ndo P4
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Legenda: Curvas de TG dos filmes de WPUU e NWPUU contendo ou ndo P4: (a) — S7 e S7/P4;
(b) — S7/IMMT e S7/MMT/P4; (c) — S7/rGO e S7/fGO/P4; (d) — S7/MMT/IrGO e
S7/MMT/rGO/P4. MMT= montmorilonita; rGO= o¢xido de grafeno reduzido; e P4=
progesterona.

Fonte: O autor, 2021.
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APENDICE C — Curvas de TG e DTG de P4 e filmes WPUU e NWPUU carregados
ou ndo com P4 (continuagao)

Figura 51 — Curvas de DTG dos filmes da série 7 contendo ou ndo P4
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Legenda: Curvas de DTG dos filmes de WPUU e NWPUU contendo ou ndo P4: (a) — S7 e S7/P4;
(b) — S7/IMMT e S7/MMT/P4; (c) — S7/rfGO e S7/rGO/P4; (d) — S7/MMT/FGO e
S7IMMT/rGO/P4. MMT= montmorilonita; rGO= 6éxido de grafeno reduzido; e P4=

progesterona.
Fonte: O autor, 2021.
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APENDICE C — Curvas de TG e DTG de P4 e filmes WPUU e NWPUU carregados
ou ndo com P4 (continuagéo)

Figura 52 — Curvas de TG dos filmes da série 38 contendo ou ndo P4
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Legenda: Curvas de TG dos filmes de WPUU e NWPUU contendo ou ndo P4: (a) — S38 e S38/P4;
(b) — S38/MMT e S38/MMT/P4; (c) — S38/rGO e S38/rGO/P4; (d) — S38/MMT/rGO e
S38/MMT/rGO/P4. MMT= montmorilonita; rGO= Oxido de grafeno reduzido; e P4=
progesterona.

Fonte: O autor, 2021.
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APENDICE C — Curvas de TG e DTG de P4 e filmes WPUU e NWPUU carregados
ou ndo com P4 (concluséo)

Figura 53 — Curvas de DTG dos filmes da série 38 contendo ou ndo P4
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Legenda: Curvas de DTG dos filmes de WPUU e NWPUU contendo ou ndo P4: (a) — S38 e
S38/P4; (b) — S38/MMT e S38/MMT/P4; (c) — S38/fGO e S38/rGO/P4; e (d) —
S38/MMT/rGO e S38/MMT/rGO/P4. MMT= montmorilonita; rGO= 6éxido de grafeno
reduzido; e P4= progesterona.

Fonte: O autor, 2021.
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APENDICE D — Percentual cumulativo de liberac&o in vitro de P4 através de
membrana sintética

Tabela 20 — Percentual cumulativo de P4 liberada a partir dos filmes de WPUU e
NWPUU (série 7) em membrana sintética

% liberacdo cumulativa £ SD

Tempo (h)
S7/P4 S7/IMMT/P4 S7/rGO/P4 S7/IMMT/rGO/P4

0 0 0 0 0

1 11,12 £ 0,10 8,72+0,91 7,98 £1,04 5,24 £ 0,92
2 28,54+059 20,70 £2,33 18,03 £ 2,31 13,12 + 2,59
3 49,08+ 155 34,12+2,35 30,50 + 4,89 22,72 £ 3,78
4 67,91+0,76 46,45+ 1,47 48,71 + 3,32 31,38+ 3,14
6 83,64+£249 61,05+2,14 64,33 £+ 3,98 39,01 £ 3,03
12 98,01+2,69 74,76 + 3,07 85,03 £ 2,79 46,13 + 3,51
24 99,66 £+ 0,61 78,46 + 3,93 88,40 £ 3,03 53,09 + 3,85

S7 = Série 7; S38 = Série 38; MMT = montmorilonita; rGO = 6xido de grafeno reduzido; P4 =

progesterona; SD = desvio padrao.
Fonte: O autor, 2021.

Tabela 21 — Percentual cumulativo de P4 liberada a partir dos filmes de WPUU e
NWPUU (série 38) em membrana sintética

% liberacdo cumulativa £ SD

Tempo (h)
S38/P4 S38/MMT/P4  S38/rGO/P4  S38/MMT/rGO/P4

0 0 0 0 0

1 10,39 £ 0,14 7,09 £ 1,05 8,75+1,02 6,53 + 1,46
2 24,79 £ 0,25 14,69+ 1,11 23,44 £ 2,73 12,55+ 1,80
3 41,71+0,63 24,44+1,24 40,83 £ 0,77 19,09 + 2,23
4 58,34 +3,76 34,67 +1,42 58,21 + 3,56 26,33 + 2,46
6 75,01 +3,28 45,96 £ 1,45 69,50 + 4,97 34,38 £ 2,61
12 88,23+3,21 57,94+2,15 78,45 £+ 4,07 42,88 +2,71
24 98,58+ 1,09 69,06 + 3,03 84,68 + 4,46 51,63 +2,78

S7 = Série 7; S38 = Série 38; MMT = montmorilonita; rGO = 6xido de grafeno reduzido; P4 =

progesterona; SD = desvio padrao.

Fonte: O autor, 2021.
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APENDICE E — Quantidade cumulativa de P4 permeada através de membrana

biolégica

Tabela 23 — Quantidade cumulativa de P4 permeada através de pele suina a partir
de filmes de WPUU e NWPUU (série 7)

Tempo Quantidade cumulativa de P4 (ug.cm) permeada + SD

(h) S7/P4 S7IMMT/P4 S7/rGO/P4 S7TIMMT/rGO/P4
0 0 0 0 0

1 24,85 + 8,45 9,55+4,25 6,99 + 3,04 4,38 + 0,92

2 5264 +1197 21,18+11,72 21,63+10,71 11,13 + 3,59
3 85,08 +10,21 43,76 £13,13 38,67 +11,13 18,48 £ 7,78
4 138,23 +12,07 71,91+x1125 54,46*12,25 28,87 £ 7,14
5 197,08 £+ 12,09 114,57 +13,85 79,79+12,85 44,85 + 8,03
6 265,81 +11,07 15499 +12,77 114,12 + 13,77 64,37 £ 9,51
7 321,59 +11,47 200,71 £15,85 157,66 + 15,84 94,03 £ 10,85
8 365,95+ 15,35 232,78 +14,21 184,25+16,21 115,48 + 11,25

S7 = Série 7; S38 = Série 38; MMT = montmorilonita; rGO = 6xido de grafeno reduzido; P4 =

progesterona; SD = desvio padréo.

Fonte: O autor, 2021.

Tabela 24 — Quantidade cumulativa de P4 permeada através da pele de orelha
suina a partir de filmes de WPUU e NWPUU

Quantidade cumulativa de P4 (ug.cm2) permeada + SD

Tempo

(h) S38/P4 S38/MMT/P4 S38/rGO/P4 SSS/MM:”GO/P
0 0 0 0 0

1 28,24 + 9,97 8,11+ 2,43 7,97 £4,51 5,43+ 2,29

2 61,12 +13,87 25,14 +11,73 17,04 + 8,98 13,25+ 3,41
3 105,31 £15,65 46,63 +13,14 34,64 +10,35 22,36 + 7,36
4 158,52 +18,41 78,08 +17,52 56,08 + 14,42 35,42 +£7,74
5 228,42 +18,32 125,82+ 13,84 98,35+ 13,08 54,35 + 8,25
6 290,35+15,64 170,41 +12,92 140,64 +12,93 78,16 + 9,64
7 341,65 +11,78 225,70 +15,20 187,98 +15,46 108,46 +10,41
8 385,24 £ 14,34 275,77 14,21 225,45+ 14,70 144,43 +11,06

S7 = Série 7; S38 = Série 38; MMT = montmorilonita; rGO = éxido de grafeno reduzido; P4 =

progesterona; SD = desvio padrdo. Fonte: O autor, 2021.



