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Resumo

O farmaco propofol € um importante anestésico de rapida e curta acéo utilizado na
indugdo e na manutencdo de anestesia geral sem a necessidade da administragao
conjunta de outros farmacos. Atualmente sua administragao clinica é realizada através
do medicamento Diprivan® na forma de uma emulsdo. A administracao do propofol
através das emulsdes lipidicas possui limitagdes e adversidades, gerando incentivo
na busca por formulagdes aquosas para suas aplicagdes na area clinica, entretanto,
a baixa solubilidade em agua do propofol € o principal obstaculo para o

desenvolvimento desses novos tipos de formulagao.

A utilizacdo de surfactantes para aumentar a solubilidade de compostos
hidrofébicos em meio aquoso € vastamente reportada na literatura, dessa forma, a
utilizagdo de veiculos micelares pode ser uma alternativa aos obstaculos no
desenvolvimento de formulagdes aquosas de propofol. A literatura também mostra
que a associagcdo de compostos aromaticos, como os fendis, com surfactantes
catidnicos é capaz de promover a formacao de micelas gigantes. A estrutura molecular
do propofol o torna um bom candidato para promover a formacgao desses agregados

alongados.

Neste trabalho, investigou-se o impacto da morfologia dos agregados micelares,
esférico ou alongado, no aumento de solubilidade do propofol em sistemas onde o
farmaco foi combinado com surfactantes catidnicos, anibnicos, ndo — idnicos e
zwitteridnicos. Também se averiguou a formagao de agregados micelares alongados
em sistemas contendo fospropofol, um pré — farmaco do propofol. Os sistemas
estudados foram caracterizados por reologia, calorimetria, condutimetria e

fluorescéncia.

Foi possivel constatar que a morfologia micelar alongada é responsavel por
promover um maior aumento na solubilidade do propofol em meio aquoso em
comparagdao com a morfologia esférica. O maior aumento provavelmente esta
associado a diferente distribuicdo das moléculas do farmaco na estrutura micelar,
onde nas micelas alongadas as moléculas de propofol estdo orientadas na interface
do agregado enquanto que em sistemas de micelas esféricas, as moléculas de

propofol concentram-se no core hidrofébico micelar.



Abstract

The drug propofol is an important anesthetic of rapid and short action, used in both
induction and maintenance of general anesthesia without the need of joint
administration of other drugs. Currently, its clinical administration is made through the
medicin Diprivan® in the form of an emulsion. The administration of propofol through
lipidic emulsions has limitations and drawbacks, generating incentive to the search of
aqueous formulations for its clinical applications, however, propofol's low water

solubility is the main obstacle for the development of these new types of formulations.

The utilization of surfactants to enhance the solubility in water of hydrophobic
compounds is vastly reported in the literature, in that way, the utilization of micellar
vehicles could be an alternative to the obstacles at the development of aqueous
formulations of propofol. Literature also shows that the association of aromatic
compounds, like phenols, with cationic surfactants is able to promote the formation of
wormlike micelles. Propofol's molecular structure makes it a good candidate to

promote the formation of these elongated aggregates.

In this work, the impact of the micellar morphology, spherical or elongated, in
propofol’s solubility enhancement was investigated in systems where the drug was
combined with cationic, anionic, non — ionic and zwitterionic surfactants. The formation
of elongated micellar aggregates with fospropofol, a propofol prodrug, was also
verified. Systems were characterized through rheology, calorimetry, conductimetry and

fluorescence.

It was found that the elongated micellar morphology is responsible to promote a
higher enhancement in propofol’s aqueous solubility in comparison with the spherical
micellar morphology. The higher enhancement is probably related to the distinct
distribution of the drug molecules in the micellar structure, where in elongated micelles
the molecules of propofol are oriented at the interface of the aggregate, while in
spherical micelles’ systems, the molecules of propofol concentrate in the hydrophobic

micellar core.
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1. Introducgao

1.1 O anestésico Propofol e seus desafios.

A palavra “Anestesia” possui origem grega com significado “auséncia de
sensacgao”. A auséncia de sensacgoes, entre elas a dor, possibilitou grandes avangos
na medicina como o advento das intervencgdes cirurgicas. Esses avancgos instigaram
o desenvolvimento da anestesiologia na busca pela compreensao dos mecanismos
de acio dos anestésicos no corpo humano, possibilitando a evolugcédo dos anestésicos,
que partiu dos rudimentares anestésicos inalaveis, como éter e cloroférmio, até
resultar nos anestésicos intravenosos de maior eficacia.

O farmaco 2,6 — diisopropilfenol ou Propofol, cuja estrutura molecular esta
representada na Figura 1a, é um importante anestésico de rapida acdo de
administracdo intravenosa, incluido na lista de medicamentos essenciais da OMS."
Sua importancia decorre de caracteristicas como: boa performance na indugéo € na
manutencdo de anestesia geral adulta e pediatrica, sem a necessidade da
administragdo conjunta de outros farmacos para seu funcionamento, e a rapida
recuperacgao dos pacientes apds sua administragdo mesmo apos longos periodos de
anestesia.? O propofol ficou mundialmente conhecido apds seu uso abusivo indevido

causar a parada cardiaca que levou a ébito o cantor Michael Jackson.3

a) oH b) O@OM/\A/
o
o{v OWMV
OH
0@02\{)(\/\/\/\/\/\/\/\/

Figura 1. a) Molécula de propofol. b) Molécula de Cremophor® EL, x,y e z

representam o numero de segmentos etoxilados, sendo x +y + z = 35.



15

A Tabela 1 traz alguns parametros fisico — quimicos do propofol.

Tabela 1: Parametros fisico — quimicos do propofol.

Parametro Valor
Massa molar 178,27 g.mol"
Solubilidade 124 mg.L"

log P 3,79
Ponto de fuséo 18 °C

A primeira formulagdo contendo propofol foi reportada na década de 70 pela ICI
(Imperial Chemical Industries, hoje AstraZeneca), essa formulagdo utilizava o
surfactante Cremophor® EL, representado na Figura 1b, como veiculo para solubilizar
as moléculas de propofol em meio aquoso, entretanto, a alta incidéncia de choques
anafilaticos em sua administragdo descontinuou sua producédo. Na década de 80, a
AstraZeneca relanga o propofol agora na formulacdo do medicamento Diprivan®,
onde o propofol & solubilizado em 6leo de soja nas concentragdées 1% ou 2% m/m e
emulsificado em agua com lecitina de ovo, na formulagao do Diprivan®, também estao
presentes: EDTA para inibir a proliferagdo microbiana, hidroxido de sodio para ajuste
de pH e glicerol para garantir a isotonicidade da formulagdo. 4

Ao ser administrado no organismo, as moléculas de propofol solubilizadas nas
gotas de 6leo da emulsao difundem para a corrente sanguinea e chegam ao cérebro.
O mecanismo de ag¢ao do propofol consiste principalmente no estimulo a modulagao
positiva do acido gama — aminobutirico (GABA), o principal neurotransmissor de
inibicao de atividade do sistema nervoso central e também a inibicdo do N-metil D-
Aspartato (NMDA), um aminodacido excitatorio.24

Apesar da utilizacdo em larga escala, o Diprivan® possui limitagdes e problemas
como: A possibilidade de causar forte dor local durante sua administragcao no paciente,
possibilidade de causar embolia e complicagdes como hiperlipidemia em pacientes
que possuam deficiéncia no metabolismo de gorduras. A auséncia de estabilidade em
emulsdes também é problematica do ponto de vista do shelf — life do medicamento, ja
que a eficiéncia farmacocinética do propofol esta diretamente atrelada a sua difusao
para corrente sanguinea, que por sua vez esta relacionada ao tamanho das gotas de
oleo na emulséo, dessa forma, a coalescéncia na emulsdo € um obstaculo a ser
levado em conta. Na literatura, considera-se a possibilidade de que a dor durante a

administracao esteja relacionada com a concentragao de propofol livre, ou seja, com
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as moléculas de propofol solubilizadas em agua, fora da gota de 6leo emulsionada,
podendo ser responsavel por irritar o tecido epitelial e as mucosas durante a injeg&o.%
7 Assim, auséncia de estabilidade em emulsdes é novamente preocupante por poder
afetar a concentragéo de propofol livre.

Por conta das adversidades das formulagdes utilizando emulsdes lipidicas com
propofol, iniciou-se a busca por novos veiculos. Alguns avangos relativos a novas
formulagdes ja foram reportados na literatura, como as emulsdes formuladas com
lipidios de cadeia menor que as presentes no Oleo de soja, capazes de reduzir a
concentracao de propofol livre fora da emulsdo, além de serem menos nocivo aos
pacientes com deficiéncias metabdlicas de gorduras %7, formulagbes aquosas com
ciclodextrinas e formulagdes lipid free, onde ocorre a infusdo concomitante de propofol
solubilizado em etanol e veiculo aquoso. Entretanto, todas possiveis novas
formulagdes ainda estdo em periodo de desenvolvimento e testes.24 O maior desafio
para criar novas formulagdes com propofol é sua baixa solubilidade em agua, abaixo
de 1 mmol.L-",%26 além disso, € inviavel clinicamente criar formulagdes que contenham
sais de propofol devido a seu elevado pKa, em torno de 11.8

Outra estratégia para criar novas formulag¢des nao lipidicas com propofol consiste
na utilizagao de pré-farmacos. Pro-farmacos sao espécies inativas de um farmaco que
podem ser convertidas na forma ativa através da biotransformagdo dentro do
organismo. Molecularmente a estrutura dos pro-farmacos garantem propriedades
fisico-quimicas que podem minimizar problemas intrinsecos do farmaco de interesse.
O pro-farmaco mais conhecido do propofol é o fospropofol que possui alta solubilidade
em agua e é convertido em propofol dentro do organismo pela acdo das enzimas
fosfatase alcalina presentes no figado, como mostrado na Figura 2.48° A principal
limitacdo das formulagdes contendo fospropofol € a menor velocidade de indugao

anestésica quando comparadas as formulagdes com propofol, ja que o fospropofol
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precisa ser convertido neste ultimo dentro do organismo para entdo atuar como

anestésico.

k(;ﬁ H
. 0
Fosfatase alcalina + )J\ +  NayPO,
OH- H H

Fosfato
de sadio
Figura 2. Estrutura do fospropofol e seus metabolitos apds acao da enzima fosfatase

Fospropofol Propofol Formaldeido

alcalina.
1.2 Surfactantes e micelas gigantes.

Surfactantes sdo uma classe de moléculas com uma propriedade bastante
caracteristica quanto o comportamento fisico — quimico em solugao: sdo moléculas
anfifilicas, do grego “duas afinidades”, estas afinidades sédo relacionadas a suas
interagdes intermoleculares com os solventes, possuindo em suas estruturas
moleculares um segmento liofilico, que possui boa interagdo com o solvente, e um
segmento liofébico, que possui baixa interagdo com o solvente, se o solvente em
questao for agua, pode-se nomear os segmentos como hidrofilico e hidrofébico
respectivamente.’® Na Figura 3, tem-se uma representagdo esquematica dos
segmentos de um surfactante tomando o solvente como agua.

Segmento hidrofilico

{_X_\

I

Segmento hidrofébico

Figura 3. Representacado da estrutura de um surfactante e seus segmentos quando

solubilizados em agua.

A anfifilicidade gera dois importantes desdobramentos. O primeiro deles é a
capacidade dos surfactantes de abaixarem a tensao superficial ou interfacial (y) em
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interfaces liquido — gas ou liquido — liquido, respectivamente. Esta propriedade ¢ a
que origina o nome desta classe de moléculas, “surfactante”, relativo a palavra inglesa
surfactant contracéo de surface active agent. O abaixamento da tensao superficial ou
interfacial esta associado com a adsorcao favoravel das moléculas de surfactante nas
interfaces. Tomando como exemplo a interface agua — ar, ao adsorver, 0 grupo
hidrofilico orienta-se na dire¢ao da fase aquosa enquanto que o segmento hidrofébico
orienta-se na diregdo do ar, como representado na Figura 4. Considerando que a
tensdo superficial esta associada ao custo energético (variagdo da energia livre de
Gibbs, G) da migracao de moléculas do bulk da solugao para a superficie aumentando
a area superficial da interface, A (como expresso na Equagao 1), observa-se que a
capacidade das moléculas dos surfactantes de adsorver e de se orientar nas

interfaces reduz este

custo energético 1011,

- (%)
v 0AJ) T pn
Equacgao 1
- - By

Figura 4. Representagao da orientagao dos surfactantes em uma interface agua — ar.

O segundo desdobramento da anfifilicidade € a auto — associagcado das moléculas
de surfactante em solugédo. Na situagdo mostrada na Figura 4, a insercdo de mais
moléculas de surfactante no sistema aumentara a concentragcao desta espécie até
chegar a uma faixa de concentracdo denominada Concentragdo Micelar Critica
(CMC). Nessa regido de concentragdo as moléculas dos surfactantes passam a se

auto — associar em estruturas chamadas micelas '%'2, como € ilustrado na Figura 5.
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/ Micelas \

Unimero

Figura 5. Representacdo das espécies do sistema quando a concentragdo de

surfactante atinge a CMC.

Como pode ser visto na Figura 5, os agregados micelares séo formados de forma
que orientem o grupo hidrofilico das moléculas dos surfactantes para maior contato
com a fase aquosa e reduzam o contato da agua com o segmento hidrofébico. A
formacao de micelas é espontanea ao se atingir a regido da CMC, desta forma, pode-
se inferir que dispor as moléculas de surfactante nas micelas é termodinamicamente
favoravel em relacao a colocar mais moléculas de surfactante nas interfaces, ou seja,
na CMC, o potencial quimico das moléculas do surfactante no agregado micelar torna-
se menor do que na interface.

A auto—associacao de surfactantes na formacdo de micelas possui natureza
principalmente entropica, visto que, as moléculas de agua apresentam interagcdes
intensas e altamente direcionadas, assim, ao solubilizar moléculas de surfactante, as
moléculas de agua que solvatam o segmento hidrofébico se arranja em outra
configuracéo (iceberg-like), resultando em uma penalidade entrépica. Dessa forma,
quando as moléculas de surfactante formam micelas, as moléculas de agua que antes
solvatavam o segmento hidrofébico voltam a formar ligagcdes de hidrogénio com outras
moléculas de agua, levando a um ganho de entropia, por esta razdo o processo é
chamado de efeito hidrofobico %12, Do ponto de vista entalpico, no caso de
surfactantes idnicos, a repulsao das cabecas das moléculas, desfavorece o aumento
da concentragao na interface.
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Na Figura 5 também é representada a presencga de unimeros de surfactante em
solugao, que se mantém na concentragao equivalente a CMC. Vale mencionar que as
micelas s&o estruturas dindmicas e ocorre constantemente a troca de unimeros entre
0s agregados micelares.

Estas duas propriedades, o abaixamento da tensao superficial ou interfacial e a
capacidade de se auto—associar em solugéo faz dos surfactantes uma das classes
mais versateis de moléculas com diversas aplicagdes na industria quimica: atuando
como agentes espumantes, '® na industria de alimentos,'* na industria farmacéutica e
cosméticos’® e na industria do petréleo. '°

Na Figura 5, as micelas representadas sao esféricas, entretanto, existem outras
morfologias que podem ser formadas na auto—associagdo de surfactantes em
solugdo. Um modelo bastante util para interpretar as possiveis morfologias micelares
€ o parametro de empacotamento critico (critical packing parameter — CPP) proposto
por Israelachvili'” que depende apenas das grandezas geométricas do surfactante nos

agregados e € dado na Equacéo 2 e representado na Figura 6.

|74
ao.l

CPP =

— |

Equacgao 2

< —
Figura 6. Representacgao grafica dos elementos que compde o CPP.

Na Equagédo 2, V é o volume do segmento hidrofébico do surfactante, / é o
comprimento da cauda hidrofébica e ap é a area efetiva da cabeca hidrofilica. Os
valores de CPP fornecem um direcionamento sobre como se dara o empacotamento
dos surfactantes. Quanto maior for o valor de CPP, menor sera a curvatura de
agregado, resultando em diferentes morfologias micelares como mostrado na Figura

7 com as respectivas faixas de CPP.
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Valor de CPP Morfologia micelar
CPP <1/3 Esférica
1/3 <CPP <1/2 Cilindrica
CPP ~ 1 Bicamada
CPP >1 Esférica reversa

Figura 7. Valores de CPP e morfologias micelares relacionadas.

Na Figura 7, vale mencionar que: ainda que as moléculas de surfactante sejam
iguais em todas as morfologias micelares representadas, as areas efetivas das
cabecas polares sio diferentes.

Os valores de CPP, e consequentemente as morfologias micelares, podem ser
modulados através de parametros como: concentragdo e estrutura molecular dos
surfactantes,'®1® pH,20 temperatura?' e forga i6nica.?? Estes fatores afetam a parte
polar da molécula do surfactante, afetando o parametro ao, expresso na Equacéao 2.
No caso dos surfactantes com duas caudas ou ramificagdes, ha o aumento o
parametro V.

Um caso particular das micelas com morfologia cilindrica sdo as micelas gigantes,
onde o CPP, e o raio da secado transversal sdo semelhantes aos de uma micela
cilindrica curta, entretanto, sua extensao longitudinal € muito maior, podendo chegar

a centenas de nandmetros.23
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Ha muitos trabalhos na literatura mostrando que a combinagao de surfactantes
catibnicos com anions aromaticos que possuam algumas caracteristicas estruturais
promove a formagédo de micelas gigantes.?*2% Para compreender o efeito causado
pelo anion aromatico que promove a formagao das micelas gigantes, sera considerado
um dos exemplo mais descritos na literatura; a combinagdo de brometo de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB) com salicilato de sédio (NaSal). Partindo de uma
solugdo de CTAB acima da CMC onde adiciona-se NaSal, as moléculas aromaticas
por possuirem carga negativa, sdo atraidas pelas cabecgas catibnicas das moléculas
do surfactante. Adicionalmente, a presenca de interagdes cation — 1T e a
hidrofobicidade do anel aromatico favorecem que o anion aromatico se posicione entre
as cabecas catidnicas do surfactante com o anel aromatico direcionado para o core
hidrofébico da micela. A somatdria destes trés efeitos cria um arranjo bastante
eficiente em reduzir a area efetiva da cabeca hidrofilica (termo ap do CPP) através da
blindagem da repulsao eletrostatica entre as cabecgas catibnicas, promovendo a
mudanga de morfologia esférica para cilindrica como €& representado

esquematicamente na Figura 8.
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Figura 8. Representagdo esquematica da mudanca de morfologia micelar a partir da

adicao de NaSal em um sistema com CTAB.

A elevada razdo de aspecto das micelas gigantes se relaciona com o fato de que
o potencial quimico das moléculas no corpo cilindrico do agregado € menor que nas
suas pontas (hemisféricas). Como foi mostrado por Souza et al.,?’” a formagéo e
crescimento das micelas gigantes possui significativa contribuigdo entalpica.

As micelas gigantes possuem diversas aplicagdes gragas principalmente a seu rico
comportamento reoldgico, onde € possivel modular sua viscoelasticidade a partir de

fatores facilmente manipulaveis, como pH?' ou irradiacido por luz UV.%2 Entre as
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aplicacgoes, pode-se citar a atuagao de micelas gigantes: como fluidos para redugéo
de atrito,?® em recuperagéo de petroleo,?® como moldes para sintese inorganica3! e
na industria cosmética®?.

A riqueza reoldgica das micelas gigantes esta associada com as semelhangas que
este tipo de sistema possui com solugdes poliméricas, esses aspectos serdao melhor
discutidos na sec¢ao 4.1.2 do Capitulo 4.

As solugdes de micelas gigantes podem ser classificadas quanto aos regimes de
concentragéo assim como solugdes poliméricas.®® No entanto, como mostrado na
Figura 9, alteragbes morfolégicas importantes das micelas gigantes podem ocorrer,
na medida em que a razdo das concentracbes das espécies aromaticas e de

surfactante variam.
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Figura 9. Diagrama das morfologias dos agregados micelares em fung¢ao da fragao
volumétrica e da razdo da concentracdo da espécie aromatica pela concentragao de

surfactante catidnico. Adaptado da referéncia 33.

Como pode ser observado no diagrama da Figura 9, as estruturas dos agregados
variam na medida em que a concentragao do surfactante e do aromatico aumentam,
dois regimes de concentracao sao considerados, o diluido e o semi-diluido. O regime
diluido corresponde a regiao onde os agregados alongados estéo isolados no espaco,
a medida que a fragdo volumétrica aumenta, os agregados comegam a interagir, se

tocar e entrelacar, definindo a transicao para o regime semi — diluido. Ao aumentar a
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concentracdo do aromatico, as cadeias podem se tornar ramificadas, formando no
limite uma rede saturada sem pontas. Esta regido esta proxima da regido em que
ocorre a coacervacgao do sistema, onde sistema separa-se em duas fases aquosas.
Nesta dissertacdo, diferentes técnicas experimentais foram utilizadas para
investigar diferentes regimes de concentragdo das micelas gigantes, como sera

abordado nos Capitulos 4 e 5.

1.3 Micelas como possivel veiculo para o desenvolvimento de

formulagées com Propofol em meio aquoso.

Uma alternativa bastante imediata para formulagdes que precisam conter
constituintes hidrofilicos e hidrofébicos sdo as micelas ou outros agregados de
surfactantes. O core hidrofébico das micelas € capaz de solubilizar compostos
hidrofdbicos.

Os farmacos sdo uma classe de compostos que possuem obstaculos bastante
complexos quanto aos balangos hidrofilicos — hidrofébicos, um exemplo desse tipo de
obstaculo quando um farmaco hidrofébico atuante em regides liposas do organismo
precisa atravessar segmentos aquosos do corpo apos sua administragao. Esses
desafios em drug delivery inspiram muitos trabalhos envolvendo moléculas anfifilicas,
que proporcionam a modulagdo da morfologia de agregados de surfactantes nao
idnicos com fosfolipideos,* a liberagao de farmacos hidrossollveis a partir de micelas
reversas® e o desenvolvimento de moléculas anfifilicas biomiméticas baseadas em
peptideos.36

Uma classe de surfactantes bastante utilizada em drug delivery sdo os
polaxameros, comercialmente conhecidos como Pluronics®, os Pluronics® sao
surfactantes n&o-ibnicos copoliméricos, contendo um bloco hidrofébico
(polioxipropileno) e um bloco hidrofilico (polioxietileno). A presenga desses dois
segmentos confere propriedades anfifilicas a esses polimeros possibilitando sua
agregacgao em solugdo. Como exemplo de trabalho utilizando os Pluronics® para drug
delivery pode-se citar o trabalho de Rapoport et al.3” que evidencia os efeitos das
micelas de Pluronics® na administragao de farmacos para tratamento de cancer.

Ha relatos na literatura e patentes de propostas de formulagdes micelares com
propofol como a propria formulacao inicial contendo Cremophor® EL mencionada na

secdao 1.1. Entre as formulacbes mais recentes, cita-se: aquelas utilizando os
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Pluronics®383°, outros copolimeros em bloco ndo i6nicos*®*' e microemulsdes
utilizando surfactante n&o i6nico.*? Nesses trabalhos, alcancou-se consideravel
sucesso em relacdo aos efeitos farmacoldgicos e farmacocinéticos do propofol,
mostrando que formulagbes micelares podem ser uma alternativa as emulsdes
lipidicas.

Trabalhos investigativos sobre a formagéao de micelas gigantes pela combinagao
de surfactantes catibnicos e moléculas aromaticas mostraram que a planaridade e
presenga de um grupo polar na molécula aromatica sdo caracteristicas que podem
induzir o crescimento micelar. A formacao de agregados alongados na combinacgao
de surfactantes catidénicos com certos fenadis ja foi observada, 244344 Dessa forma, a
molécula de propofol apresenta as caracteristicas desejadas para induzir a formagéao

de agregados alongados.
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2. Motivacao e objetivos

2.1 Motivacao

As possiveis vantagens do desenvolvimento de um sistema de micelas gigantes
que contenha propofol sdo: a vasta gama de possibilidades de modulagdo das
propriedades fisico — quimicas das micelas gigantes podendo ser ajustadas nos
parametros desejados para administragdo, o possivel impacto da morfologia do
agregado no aumento de solubilidade do propofol e o fato das micelas gigantes serem
sistemas estaveis termodinamicamente ndo apresentando as mesmas limitagdes que
emulsdes lipidicas. Ravenelle et al.*® Mostraram que ha um impacto positivo na
farmacocinética do propofol se as micelas poliméricas desmancharem apds a insergéao
na corrente sanguinea (Figura 10), propriedade que pode ser replicada pelas micelas

gigantes ja que ocorre transigdo para morfologia esférica mediante dilui¢cao.

Propofol = (#]

1. Injegao intravenosa

2. Distribuig&o, diluicao

Figura 10. Representagdo do desmanchamento das micelas poliméricas carregadas
com propofol apds sua entrada na corrente sanguinea, liberando propofol. Adaptado

da referéncia 40.

Ha registros na literatura sobre mudancgas na morfologia micelar com surfactantes
catiénicos a partir da adicdo de farmacos*® e também sobre sistemas de micelas
gigantes utilizados em drug delivery*®*’. Também ha registros da nao
biocompatibilidade de surfactantes cationicos, ja4 que estes causam hemolise.*®
Entretanto, o estudo com surfactantes catidnicos pode fornecer informacdes sobre a
formacao de micelas gigantes com propofol, dando embasamento para a busca de

outros surfactantes biocompativeis, como os zwitteriénicos.
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Dado que o fospropofol pode ser convertido em propofol a partir da agao de
enzimas, o estudo da formagdo de micelas gigantes com fospropofol € o primeiro
passo para a investigagdo do impacto na conversdo de fospropofol em propofol
quando o fospropofol esta inserido em ambiente micelar, abrindo caminho para o
estudo de sistemas que formam micelas gigantes a partir da acdo de mecanismos

enzimaticos.

2.2 Objetivos

Investigar a formacao de micelas gigantes de propofol e fospropofol com
surfactantes catibnicos e zwitteribnico e investigar o impacto da morfologia dos
agregados micelares formados no aumento de solubilidade do propofol em meio

aquoso.



3. Materiais e métodos

3.1 Materiais
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A Tabela 2 mostra os reagentes utilizados, que foram utilizados sem prévio

tratamento, com seus respectivos fornecedores e grau de pureza.

Tabela 2: Lista de reagentes, fornecedores e graus de pureza.

Pureza

Reagente (%) Fornecedor Estrutura molecular
Brometo de hexadeciltrimetil 599.5 Sigma- \" ] ,l,/ .
amoénio (CTAB) = Aldrich NN
L Jd7
Brometo de tetradeciltrimetil 509 5 Sigma- \’ ] l‘/ .
aménio (TTAB) - Aldrich N
L ds
Brometo de dodeciltrimetil Sigma- ] |/
=995 . N Br-
amoénio (DTAB) Aldrich \E/\/ N B
s
Cloreto de hexadeciltrimetil Sigma- ] ,|,‘/
. 2995 ) cl-
aménio (CTAC) Aldrich \E/\/ N
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3.2 Preparo de amostras

Todas as amostras e solugdes foram gravimetricamente preparadas em agua
deionizada Milli-Q® (18,2 MQ.cm) usando balanga analitica. O preparo foi realizado
adicionando o aromatico de interesse (propofol ou fospropofol) a uma solu¢do de
surfactante com concentragdo conhecida. As amostras foram homogeneizadas sob
agitacao branda e mantidas em temperatura ambiente por pelo menos 48 horas antes

da realizagao de qualquer analise.
3.3 Experimentos de reologia

Experimentos de reologia foram conduzidos no redmetro Thermo Scientific
HAAKE™ MARS Il acoplado a um banho termostatico. Todos experimentos
reologicos foram feitos a 25°C. A geometria utilizada bem como os tipos de ensaios
desenvolvidos foram escolhidos tendo como base a viscosidade da amostra

analisada. Todos experimentos foram realizados em duplicata.

Para amostras de baixa viscosidade, na ordem de grandeza da agua pura (=1,0
mPa.s), utilizou-se a geometria DG41 (Double - gap com diametro de 41 mm).
Experimentos de reologia no regime n&o-linear foram realizados para se obter valores
da viscosidade em funcao da taxa de cisalhamento, as chamadas curvas de fluxo.
Previamente ao inicio das curvas de fluxo, as amostras sdo submetidas a uma etapa
de pré — cisalhamento em taxa de cisalhamento constante, correspondente ao valor
mais baixo da taxa de cisalhamento da curva durante 100 segundos, a etapa de pré —
cisalhamento é responsavel por eliminar os efeitos inerciais observados ao se retirar
a amostra do repouso, 0 que geraria desvios nos dados iniciais das curvas de fluxo.
As curvas de fluxo foram obtidas para a série de amostras em que a concentracdo do
surfactante foi mantida fixa e a concentragao de propofol variada. A partir dos dados
obtidos nessas séries foram determinados os valores da viscosidade no platd

Newtoniano (no) em fungéo da concentracao de propofol.

Para amostras de elevada viscosidade, utilizou-se a geometria P35 (Placa — placa
com didmetro do rotor de 35mm). Experimentos de reologia no regime nao-linear
foram realizados com metodologia semelhante a utilizada para amostras de baixa
viscosidade. Experimentos de reologia no regime linear, oscilatério de amplitude e

oscilatério de frequéncia foram realizados, sendo que no primeiro caso, a frequéncia
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de oscilacéo (w) foi fixada em 1,0 Hz e varreu-se a tenséo de cisalhamento (7) para
encontrar a regido de viscoelasticidade linear, onde os médulos elastico (G’) e viscoso
(G”) sao paralelos e constantes. Entdo, utilizando um valor de tensdo encontrado na
regido de viscoelasticidade linear, realizaram-se os experimentos oscilatorios de
frequéncia para se obter a variagao dos dois modulos da amostra quando submetida

a diferentes frequéncias de cisalhamento.
3.4 Experimentos de calorimetria de titulagao isotérmica

Experimentos de calorimetria foram realizados no equipamento PEAQ® - ITC
MicroCal da Malvern. Os experimentos consistem em titulagdes, sendo o titulante
solugdes com concentragdes conhecidas de surfactante em agua deionizada ou
tampdao e o titulado amostras com concentragbes conhecidas da molécula orgéanica
estudada em agua deionizada ou tampao. Todos experimentos foram realizados a
25°C, sob 750 rpm de agitacéo e utilizando 7uW como poténcia de referéncia sem
feedback. O sinal da primeira injegao foi sempre descartado das analises posteriores.

Todos experimentos foram realizados em duplicata.

Tampdes foram utilizados em experimentos em que fospropofol foi a molécula
aromatica estudada, os tampdes utilizados foram: tampao de acido acético/acetato de
sodio nos pHs 4,0, 5,0, 5,8 e tampao fosfato de sdédio monobasico/fosfato de sddio
dibasico no pH 7,0 com forga i6nica de 0,1 mol.L-". Os titulantes também foram
preparados em tampao a fim de evitar variagdes de energias referentes ao calor de

diluicdo do tampao em agua.
3.5 Experimentos de condutividade

Experimentos condutimétricos foram realizados com o condutivimetro Metrohm
912® em formato de titulagdo semelhantes aos calorimétricos. Os experimentos foram
realizados em um béquer encamisado acoplado a um banho de agua termostatico
para manter a temperatura constante a 25°C durante toda titulacdo. Todos

experimentos foram realizados em duplicata.
3.6 Experimentos de espectroscopia UV-Vis e de fluorescéncia

Espectros eletrbnicos de absorcdo foram obtidos em um espectrofotémetro de

absorcao UV-Vis da HP modelo HP8453®. Utilizou-se cubeta de quartzo com caminho
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otico de 10 mm nas analises e todas amostras foram analisadas a 25°C. Definiu-se o
comprimento de onda de excitacdo de 285 nm a ser utilizado para obter os espectros
de emissdo do propofol. Os espectros de emissdo foram obtidos em um

espectrofluorimetro PC1® da ISS a temperatura ambiente.

Com base nos espectros de emissao obtidos para diferentes concentragcbes de
propofol em sistemas com micelas gigantes, definiu-se os comprimentos de onda 300
nm e 350 nm para serem estudados em experimentos de dinamica de fluorescéncia
afim de obter os tempos de vida de fluorescéncia e fator pré — exponencial atribuidos
as populagoes fluorescentes no sistema em funcao do decaimento da intensidade total
do sinal de fluorescéncia no tempo. A evolucdo do sinal de fluorescéncia foi obtida em
um equipamento TCSPC (Time — Correlated Single Photon Counting) FLO900® da
Edinburgh Analytical Instruments com analisador eletrdbnico multicanal e
fotomultiplicador Hamamatsu R3809U-50®. Para excitar a amostra nesses
experimentos, utilizou-se um EPLED-280® da Edinburgh Analytical Instruments, com
comprimento de onda de 280 nm, largura da banda de 10 nm e pulsos espagados em
950 ps. Os decaimentos foram obtidos utilizando 10.000 contagens e a funcao de
resposta do instrumento foi medida utilizando a dispersao coloidal de silica 30% em
massa LUDOX®. Os tempos de vida de fluorescéncia e fatores pré — exponenciais
dos sistemas com diferentes concentracdes de propofol foram obtidos a partir da

analise feita pelo software FAST que utiliza a Equacéao 3.

1

I(t) = ’iLlAie_T_i Equagio 3
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4. Sistemas com Propofol
4.1 Regime semi — diluido
4.1.1 Diagramas de fases

A partir da anadlise visual das amostras feitas conforme procedimento descrito na
secao 3.2, construiu-se diagramas de fases como o mostrado na Figura 11 (os dados
completos que foram usados para a construgdo dos diagramas séo apresentados no
Material Suplementar). Nos diagramas de fases esta representada a maior
concentracdo de propofol que forma sistemas homogéneos em diferentes
concentragdes dos surfactantes investigados na temperatura de 25°C. Concentragdes
maiores de propofol geram sistemas turvos que evoluem para separagao
macroscopica de fases. No diagrama da Figura 11 também esta indicado, o limite de

solubilidade do propofol em agua que é em torno de 0,69 mmol.L".

120 -
y CTAB e TTAB S
= 100 4 E--m - w - w
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Figura 11. Diagramas de fases contendo as concentragbes maximas de propofol que
formam sistemas homogéneos na temperatura de 25°C, para solugdes contendo

diferentes concentracdes de DTAB, TTAB e CTAB. A linhas foram tracadas para

facilitar a visualizagcao das tendéncias.
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Nota-se que, conforme esperado, a presenga de surfactantes em concentragdes
acima da CMC aumenta consideravelmente a solubilidade do propofol em sistemas
aquosos. Isto é explicado pelo fato de que, de forma geral, as estruturas micelares
oferecem um nucleo hidrofébico capazes de compartimentar solutos hidrofébicos
como o propofol. No entanto, uma caracteristica dos diagramas chama atencgao: a
solubilidade do propofol nos trés surfactantes catiébnicos quando suas concentragdes
estdo em 50 mmol.L-! é praticamente a mesma (40 mmol.L"). No entanto, em valores
maiores de concentracdo de surfactante, na faixa entre 50 e 250 mmol.L",a
solubilidade do aromatico é cerca de 20 mmol.L-! maior para os sistemas com TTAB
e CTAB em relagao aos sistemas com DTAB. Como sera demonstrado nas préxima
secoes, entre 50 e 250 mmol.L-', os surfactantes TTAB e CTAB formam solugbes
consideravelmente viscoelasticas (discutido em 4.1.2), devido a formac¢ao de micelas
gigantes, ao passo que para o DTAB, as solu¢gdes se comportam como fluidos de
baixa viscosidade e newtonianos, nesse caso, micelas esféricas sdo formadas. Desta
forma, com base neste resultado, pode-se concluir que a alteracdo morfolégica do
agregado € um fator central para o aumento da solubilidade. Um comportamento
semelhante para solugbes contendo surfactantes catiénicos e a molécula aromatica

timol foi anteriormente observado.4®

Como foi apresentado na segao 1.2, para que as micelas gigantes sejam formadas,
deve ocorrer a diminuicdo da curvatura do agregado. Pode-se entao inferir, que as
moléculas de propofol se posicionam na interface das micelas de TTAB e CTAB com
a fase aquosa, alterando assim o CPP. Como sera apresentado em 4.1.3, esta
hipétese é apoiada por uma evidéncia experimental. O aumento de solubilidade do
propofol, em solugcdes de TTAB e CTAB, indica que o potencial quimico do propofol

no corpo cilindrico das micelas gigantes € menor do que nas micelas esféricas.

No diagrama de fases da Figura 12, estdo apresentadas as curvas de solubilidade
limite, aferidas em 25°C, para comparar o aumento de solubilidade do propofol em
sistemas com diferentes tipos de grupos polares nos surfactantes, sendo eles: os

catidbnicos como ja representados na Figura 11 e o surfactante aniénico SDS.
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Figura 12. Diagramas de fases contendo as concentragbes maximas de propofol que
formam sistemas homogéneos na temperatura de 25°C, para solugdes contendo
diferentes concentragcdes de surfactantes catibnicos e aniénico. A linhas foram

tracadas para facilitar a visualizacido das tendéncias.

Como pode ser observado na Figura 12, a solubilidade de propofol em solucbes
contendo os surfactantes catibnicos sdo maiores em comparagdo com o anidnico.
Como o DTAB né&o forma micelas gigantes nas condigdes investigadas, possivelmente
a maior capacidade de solubilizacdo pode estar associada com interagcdes
especificas, como a cation — 11 e a cation - fenol entre as moléculas de propofol e o

grupo catiénico dos surfactantes.

A Figura 13 traz o diagrama de fases referente ao aumento de solubilidade do

propofol quando combinado com o surfactante ndo — iénico Pluronic® F-127.
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Figura 13. Diagramas de fases contendo as concentragées maximas de propofol que
formam sistemas homogéneos na temperatura de 25°C, para solugbes contendo

diferentes concentracdes do surfactante ndo — iénico Pluronic F-127.

A faixa de concentracdo do surfactante mostrada na Figura 13 destoa das
observadas nas Figuras 11 e 12 pelo fato de que o Pluronic F-127 & um surfactante
polimérico e possui elevada massa molar em comparagao com os outros surfactantes
investigados. Nota-se na Figura 13 que o Pluronic F-127 também possui elevada
capacidade em promover o aumento da solubilizacdo do propofol em meio aquoso.
Ha indicios que a presencga do propofol também promove alteragdes morfoldgicas nas

micelas de Pluronic F-127 como sera discutido nas secbes 4.1.2 € 4.1.3.

4.1.2 Resultados de reologia — Provando a existéncia das micelas

gigantes.

As fotografias mostradas na Figura 14 fornecem indicagcbes que contribuem para
a hipétese levantada sobre a formagao de micelas gigantes a partir da combinagéo de
80 mmol.L-! de propofol com 300 mmol.L-' de TTAB ou CTAB e a nao formagao de
agregados alongados quando o anestésico é combinado com 300 mmol.L-' de DTAB.

Nas fotografias, pode-se observar que, com a inversao dos frascos, o liquido escorre
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rapidamente na solugdo de DTAB e um aumento na viscosidade € observado nos
sistemas com TTAB e CTAB, além disso, o sistema com CTAB possui bolhas de ar
aprisionadas, o que ocorre para sistemas com elevada viscoelasticidade como € o

caso das micelas gigantes.*°

Surfactante 300 mmol.L"
DTAB TTAB CTAB

Propofol 80 mmol.L-"
Figura 14. Fotografias de sistemas formados por propofol e os surfactantes catiénicos

DTAB, TTAB e CTAB antes e apds a inversao dos frascos.

Para melhor caracterizar as observagbes da Figura 14, foram conduzidos
experimentos reoldgicos. A Figura 15 mostra as curvas de fluxo obtidas para todos
surfactantes deste estudo, que correspondem aos sistemas mais concentrados que
foram investigados, tanto em surfactante quanto em propofol, ou seja: 100 mmol.L"’
de propofol + 300 mmol.L-" dos surfactantes catiénicos (DTAB, TTAB, CTAB e CTAC),
100 mmol.L-! de propofol + 10 mmol.L-' de Pluronic F-127 e 80 mmol.L"' de propofol +
300 mmol.L-'de SDS.
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Figura 15. Curvas de fluxo de sistemas propofol + surfactante: 100 mmol.L"' de
propofol + 300 mmol.L-! dos surfactantes cationicos (DTAB, TTAB, CTAB e CTAC),
100 mmol.L-! de propofol + 10 mmol.L-' de Pluronic F-127 e 80 mmol.L-' de propofol +

300 mmol.L-'de SDS. A temperatura foi mantida em 25°C.

A partir das curvas de fluxo observa-se evidéncias da formagédo de micelas
gigantes nos sistemas com propofol e CTAB, TTAB e CTAC; o aparecimento do perfil
pseudoplastico, onde a partir de uma taxa de cisalhamento critica, como exemplificado
na Figura 15 para o CTAB, as cadeias de micelas gigantes se alinham ao fluxo e a
viscosidade diminui.?3*° A inclinag&o 6 indicada na Figura 15 corresponde a inclinagao
da queda de viscosidade na regido do afinamento, os valores de 8 encontrados foram:
-0,81 para o CTAB, -0,88 parao TTAB e -0,94 para o CTAC, coerentes com os valores
reportados na literatura para micelas gigantes (-0,85 a -1,0).5" Além disso, nos
sistemas onde aparece o perfil pseudoplastico, as viscosidades em taxas de
cisalhamento abaixo da taxa de cisalhamento critica, chamada viscosidade no platd
Newtoniano (no), estao ordens de grandeza acima da viscosidade da agua pura ou de
solucdo de micelas esféricas, indicando a presenca de agregados micelares de
elevado tamanho no sistema.

Os sistemas com propofol e SDS e DTAB né&o exibiram o perfil pseudoplastico e a
viscosidade dos sistemas € préxima ao valor da viscosidade da agua (1 mPa.s),
indicando a formacao de agregados esféricos ou cilindros muito curtos. Na curva de

fluxo para o sistema com propofol e Pluronic F-127 ndo & observado o platd
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newtoniano, mas apenas a regido de afinamento sem a inclinagao caracteristica dos
sistemas de micelas gigantes, a viscosidade medida para este sistema é
significativamente maior que as observadas para o SDS e DTAB, indicando que
agregados alongados ou clusters de agregados esféricos devem estar sendo
formados, como ja mostrado para a combinagao de fenol e Pluronics na literatura.5?
A partir dos valores de no obtidos nas curvas de fluxo é possivel construir um
grafico dos valores de no em fungdo da concentracdo da espécie aromatica, como
proposto por Rehage e Hoffmann.%® As micelas gigantes possuem um perfil reoldgico
caracteristico conforme é exemplificado na Figura 16 para o surfactante catidnico
cloreto de cetilpiridinio (CPyCl) e o anion aromatico salicilato de sédio (NaSal). Este
comportamento € observado para anions aromaticos que se ligam fortemente na

micela gigante (chamados de strongly binding).

10° ¢

CPyCl 15 mmol.L?
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Figura 16. Curva como proposto por Rehage — Hoffmann, referente a variagéo da
viscosidade medida no platé newtoniano para sistemas com concentracdo fixa do
surfactante cationico CpyCl (de 15 mmol.L"), em fung&o da concentragédo do &nion

aromatico NaSal. Adaptado da referéncia 50.

Ao se adicionar os anions aromaticos no sistema com surfactantes cationicos, as
moléculas aromaticas induzem a formacdo de micelas gigantes através dos
mecanismos discutidos na sec¢do 1.2. A medida que as micelas gigantes vao sendo
formadas, atinge-se a uma determinada concentracdo denominada concentragao de
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overlap (C*) indicada na Figura 16, nessa concentragdo as cadeias dos agregados
alongados passam a se entrelagar no sistema, gerando um intenso aumento na
viscosidade até atingir um maximo, nesse maximo da regido da curva, os agregados
micelares sao lineares, longos, entrelagados e com carga residual positiva, na
superficie dos agregados proveniente do excesso de surfactantes catiénicos relativo
aos anions.

ApdOs o primeiro maximo, a adicdo de mais moléculas aromaticas gera um
decréscimo na viscosidade do sistema. A medida que os agregados se aproximam da
eletroneutralidade em decorréncia da adigao dos anions aromaticos, as cadeias das
micelas gigantes comecam a fundir e gerar uma rede de agregados ramificados, os
pontos de ramificacdo podem deslizar ao longo da rede, gerando um novo mecanismo
de relaxagdo da tensao de cisalhamento, que é refletido na queda de viscosidade.>'-%*
No minimo local da curva os agregados micelares sao ramificados e sem carga
elétrica superficial, e o sistema é muito mais fluido.

A adigcédo de mais moléculas aromaticas gera um novo crescimento na viscosidade
do sistema (mais moléculas de salicilato particionam para o ambiente micelar e por
este motivo este anion é designado como strongly binding). A micela volta a
apresentar excesso de carga superficial (agora negativa) e altera a morfologia das
cadeias de ramificada para entrelacada. O segundo maximo é entdo observado. O
segundo maximo de viscosidade € menos pronunciado que o primeiro ja que o
excesso de moléculas aromaticas gera um numero maior de agregados, porém mais
curtos que os do primeiro maximo. A adigdo de mais moléculas aromaticas apds o
segundo maximo, por fim, promove a formacdo de agregados curtos com grande
quantidade de anions aromaticos na superficie.

A Figura 17 exibe as curvas como proposto por Rehage — Hoffmann para os
sistemas com propofol e os surfactantes catidonicos CTAB e CTAC, nas concentragdes
de 100, 200 e 300 mmol.L"'. E possivel destacar algumas semelhangas com a curva
mostrada na Figura 16; exceto para o CTAC 100 mmol.L-!, observa-se a presencga da
concentracdo de overlap e o primeiro maximo de viscosidade, entretanto, como o
propofol ndo possui carga, o segundo maximo nao € observado. Na Figura 17 as
curvas sao interrompidas onde a adicao de mais propofol gera sistemas turvos ou com

separacgao de fases.
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Figura 17. Curvas relativas a viscosidade no platd newtoniano para sistemas com
concentragbes crescentes de propofol e concentragbes fixas dos surfactantes

catidnicos CTAC e CTAB. A temperatura foi mantida em 25°C.

Diferengcas notaveis podem ser observadas na Figura 17 entre as amostras
constituidas por CTAB ou CTAC. As razdes Propofol/Surfactante em que o sistema
passa a exibir turbidez ou separacéao de fases diferem entre os surfactantes, sistemas
com CTAB no geral alcangam razdes Propofol/CTAB = 0,7 antes de turvar, ja sistemas
com CTAC homogéneos sédo observados em razdes Propofol/CTAC > 1,0. De acordo
com as curvas, nota-se, portanto, que € possivel solubilizar cerca de duas vezes mais
propofol em CTAC do que em CTAB na mesma concentragdo de surfactante. Para
ambos os surfactantes, a razdo Propofol/Surfactante em que ocorre separacido de

fases ou turbidez diminui a medida que a concentracao de surfactante aumenta.

O aumento mais pronunciado nos valores de viscosidade, associado ao
entrelagcamento de micelas gigantes, ocorre para menores concentragoes de propofol
em sistemas com CTAB quando comparados aos sistemas com CTAC. Posto isso,
nota-se que: sistemas com CTAB sao capazes de solubilizar menores quantidades de
propofol, no entanto, sdo mais viscosos que CTAC. Fica claro que os contraions, Br-

ou CI- sao relevantes para as duas propriedades.

Comportamentos semelhantes foram observados para esses mesmos

surfactantes no estudo de micelas gigantes formadas com salicilato de sédio feito por
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Lutz-Bueno et al.%® A interpretagao para explicar as diferengas na formagao de micelas
gigantes variando o contraion do surfactante catiénico esta relacionada com os
diferentes graus de dissociagao (a) dos anions dos surfactantes catiénicos, sendo 0,24
para o brometo e 0,39 para o cloreto. Os autores interpretam que a transicdo de
micelas esféricas para micelas cilindricas ocorre quando as moléculas aromaticas sao
inseridas na paligada micelar, entretanto, a transicdo de micelas cilindricas para
micelas gigantes passa a ocorrer depois que todos os gaps formados na dissociagao
dos contraions sdo preenchidos. Dessa forma, como menos gaps sdo formados nas
micelas de CTAB, menor é a concentracdo de aromatico necessaria para preenché-
los e o crescimento dos agregados comega em menores concentragdes de aromatico.
Além disso, os ions brometo sdo maiores que os ions cloreto e blindam de forma mais
efetiva a repulséo eletrostatica entre as cabecgas positivas dos surfactantes, sendo
sinérgico a insergao da molécula aromatica para o aumento do CPP. Com base nesta
interpretacéo, pode-se propor, como representado na Figura 18, que as diferencas
descritas na insercao do propofol no ambiente micelar em sistemas com esses dois
surfactantes catiénicos, contribuem para as diferengas reoldgicas mostradas na

Figura 17.
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Figura 18. Representagao da inser¢ao do propofol em micelas formadas por CTAB
ou CTAC. A quantidade de gaps de dissociacdo depende do contraion em cada

sistema.
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Na Figura 18, vale mencionar que os gaps de dissociagdo de contraion sao
ilustrativos, sendo que esses espagos sao preenchidos por agua ou até mesmo por
caudas hidrofébicas torcidas dos surfactantes catidbnicos que ocupam o espago antes
da insercado das moléculas aromaticas.

Uma interpretagao alternativa para explicar os resultados da Figura 17 pode ser
proposta, considerando por exemplo a comparagao entre os resultados para os dois
surfactantes na concentragdo de 300 mmol.L-", pode-se observar que a viscosidade
no maximo da curva é cerca de 100 vezes maior nas micelas formadas por CTAB em
comparagao com o CTAC. No entanto, a capacidade de solubilizar propofol é cerca
de 2,5 vezes maior em CTAC em relacdo ao CTAB. Esses aspectos podem estar
relacionados com a prépria tendéncia de agregacéo dos dois surfactantes em agua.
Devido a menor repulsédo entre as cabecgas dos surfactantes no caso das micelas de
CTAB, associado ao menor grau de dissociagdao do brometo, a cmc para este
surfactante (0,9 mmol.L"") é em torno de 60% menor que a do CTAC (1,6 mmol.L").
Assim, naturalmente € esperado que na presenca de propofol o crescimento e
entrelagcamento das micelas gigantes ocorra em menores concentragdes do aromatico
para o CTAB, respaldado pelos dados de viscosidade. O crescimento micelar é
limitado por questdes entropicas?3%® e assim, uma raz&o de propofol/CTAB menor que
uma razao de propofol/CTAC faz com que o agregado atinja o limite de crescimento,
o que ¢ refletido na menor capacidade de incorporacao de propofol, que por sua vez
esta associado a solubilidade do anestésico no sistema.

Na Figura 17, uma caracteristica das curvas segundo o modelo de Rehage —
Hoffmann chama atencao; se as moléculas de propofol ndo possuem carga, nao é
possivel explicar a queda de viscosidade apds o primeiro maximo pelo mesmo
mecanismo discutido para a curva mostrada na Figura 16, ja4 que o sistema nao
caminha em direcdo a eletroneutralidade para induzir a formagdo de agregados
ramificados. Em sistemas com fendis, as micelas gigantes formadas por surfactantes
catibnicos ndo perdem a carga residual positiva e comportam-se como bastdes
rigidos.?* Uma possivel interpretagdo para a queda de viscosidade ¢ a que o acumulo
de moléculas organicas neutras de propofol faz com que as moléculas de surfactante
se reorganizem para um arranjo mais préoximo ao de uma emulsdo, 0 que causa a
queda na viscosidade. Esse rearranjo ja foi reportado na literatura.6-8

A interpretacdo que o sistema de micelas gigantes evolui para um arranjo

semelhante ao de uma emulsao é coerente com a separagao de fases que ocorre nos
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sistemas se uma grande quantidade de propofol for adicionada. E bem conhecido que
micelas gigantes se desfazem ao entrar em contato com uma fase 6leo'®'8, A Figura
19a mostra uma fotografia contendo os sistemas com 200 mmol.L-' de CTAC e 190
mmol.L" de propofol (esquerda) ou 220 mmol.L-! de propofol (direita), portanto, além
do maximo de viscosidade para este sistema. Na Figura 19a os sistemas foram
centrifugados e nota-se que o aumento da concentragdo de propofol resultou no

aumento relativo da quantidade da fase turva (menos densa).

Figura 19. a) Fotografia da separagao de fases em sistemas com CTAC e propofol
apos a centrifugacao. b) Fotografia de frascos contendo propofol ou agua apés a
deposi¢cao de uma gota da fase turva retirado do sistema em a). c¢) Observagao em

microscopio optico de gota de fase turva do sistema mostrado em a).
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Na Figura 19b, uma gota da fase turva do sistema mais rico em propofol da Figura
16a é depositada em frascos contendo propofol puro ou agua (frasco a esquerda e a
direita respectivamente na Figura 19b). Nota-se que a gota n&o mistura com propofol
puro, mas €& desfeita em agua, fazendo o sistema adquirir coloragdo levemente
amarelada. Isso pode novamente indicar que a fase turva superior da Figura 19a
possui arranjo parecido com o de uma emulsao O/W. A imagem obtida em microscépio
optico mostrada em 18c reforca a hipdtese de que existem pequenas gotas
emulsionadas no sistema, entretanto, devido a seu provavel diminuto tamanho, néo
foi possivel observa-las com boa resolugdo usando microscoépio 6ptico. A discussao
sobre a disposicdo das moléculas de propofol nos sistemas investigados neste
trabalho sera mais aprofundada na segéo 4.1.3.

Conforme descrito na secdo 3.3, os ensaios de reologia oscilatoria foram
realizados em duas etapas. Na primeira etapa, ensaio oscilatério de amplitude, a
amostra é cisalhada em uma frequéncia fixa e varia-se a amplitude da tensao de
cisalhamento aplicada, afim de se encontrar o intervalo de tensdo em que os modulos
G’e G”séao paralelos e constantes, a chamada regido de viscoelasticidade linear. Um
valor de tensao dentro deste intervalo deve ser utilizado no experimento da segunda
etapa, oscilatorio de frequéncia, onde mantém-se a tensdo constante e varia-se a
frequéncia de cisalhamento. Valores de tensao fora da regido de viscoelasticidade
linear provocam grandes deformagdes na amostra e a resposta reolégica dos mdédulos
G’ e G” nao reflete o real comportamento reolégico da amostra devido a
desestruturagcido interna causada pelo cisalhamento aplicado. Um exemplo de um
reograma de um ensaio oscilatorio de amplitude com destaque a regido de

viscoelasticidade linear € mostrado na Figura 20.
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Figura 20. Exemplo de resultado obtido em ensaio oscilatério de amplitude, sistema

utilizado: Propofol 50 mmol.L-" e CTAB 200 mmol.L-'. A regido de viscoelasticidade

linear corresponde ao intervalo entre 0,1 e 10 Pa. A temperatura foi mantida em 25°C.

Apos determinar a regiao de viscoelasticidade para todas as amostras, prosseguiu-

se para os ensaios oscilatorios de frequéncia. O comportamento de sistemas de

micelas gigantes nos ensaios oscilatorios de frequéncia € bastante documentado na

literatura?32559.60 A Figura 21 exemplifica o perfil usual do espectro de frequéncias de

sistemas de micelas gigantes formados por surfactantes catibnicos e anions

aromaticos.
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Figura 21. Ensaio oscilatério de frequéncia de sistema de micela gigante composto

por 100 mmol.L-' de CPyCl e 60 mmol.L"" de NaSal. As linhas vermelhas cheias

referem-se ao ajuste do modelo de Maxwell. Adaptado da referéncia 58.
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Analisando o resultado da Figura 21, nota-se que o sistema de micelas gigantes
possui comportamento viscoelastico. Em baixas frequéncias de oscilagdo, 0 modulo
G” é mais pronunciado que G’, indicando resposta predominantemente viscosa do
sistema ao ser cisalhado, isso ocorre pois em baixas frequéncias o sistema possui
mais tempo para relaxar, visto que a frequéncia é a grandeza inversa ao tempo, dessa
forma, mecanismos mais cooperativos de relaxacdo podem ocorrer, como por
exemplo o deslizamento de cadeias de micelas gigantes entrelagadas. Em altas
frequéncias de oscilagdo o modulo G’ torna-se mais pronunciado que G”, indicando
resposta predominantemente elastica do sistema ao ser cisalhado. Isso ocorre pois 0
sistema relaxa por mecanismos menos cooperativos de segmentos menores das
cadeias das micelas gigantes em decorréncia do menor tempo disponivel para relaxar.

Um modelo para interpretar a viscoelasticidade em sistemas de micelas gigantes
foi proposto por Cates 236! neste modelo as micelas gigantes, quando submetidas a
tensbes, podem relaxar através do mecanismo de reptagdo assim como sistemas
poliméricos, entretanto, outro mecanismo de relaxagdo designado como cinético
passou a ser considerado, neste mecanismo, considera-se 0s processos de quebra e
recombinacado dos agregados micelares que estdo constantemente ocorrendo. De
acordo com o modelo de Cates, quando o tempo de relaxagao através da quebra e
recombinacgéo, 7,,, € muito menor que o tempo de relaxagdo por reptagdo, 7,.p, O

sistema exibe um unico tempo de relaxacao caracteristico, tz, dado na Equagao 4.

1
1 = (TrepTpr)? quando Ty, K Trep, Equagdo 4

Nos sistemas que obedecem a condicdo do modelo de Cates, as curvas de G’ e
G” em funcao da frequéncia de oscilacido, sdo descritas pelas equacdes do modelo
de Maxwell, indicadas nas Equacgdes 5 e 6. Na Figura 21, os ajustes do modelo de
Maxwell para G’ e G” sao representados pelas linhas cheias vermelhas. De acordo
com o modelo de Maxwell, a resposta mecanica da amostra pode ser descrita pela
associacido em série de um pistdo preenchido com fluido de viscosidade no, que
representa a parte viscosa e, uma mola com constante elastica Gp que representa a

parte elastica, como representado na ilustracédo interna da Figura 21.

’ _ GOwZTIZQ ~
G'(w) = (1t a2l Equacido 5
" GoWTR ~
¢"(w) = Equagio 6

(1+ w27})
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Nas Equacgdes 5 e 6, Go corresponde ao valor de G’ no platé em altas frequéncias
apos o cruzamento dos modulos, o tempo de relaxacéo 7z pode ser obtido pelo inverso
da frequéncia em que os médulos G’ e G” se cruzam. No ajuste do modelo de Maxwell
da Figura 21 nota-se que um desvio bastante substancial do modelo ocorre para G”
em altas frequéncias, esse desvio € comum em sistemas de micelas gigantes e esta
associado ao aparecimento de outros mecanismos de relaxagéo em altas frequéncias
como os movimentos Rouseanos e de breathing.5® Além da reptagdo e quebra e
recombinacao previstos no modelo de Cates, esses hovos mecanismos de relaxagao
geram o desvio em relagao ao previsto no modelo de Maxwell que nao os leva em

consideragao.

A Figura 22 mostra um resultado do ensaio oscilatério de frequéncia para uma
amostra com 70 mmol.L"' de propofol e 200 mmol.L-' de CTAB e o ajuste de G’e G”

ao modelo de Maxwell.

€3 000 01 4 10
o /Hz
Figura 22. Ensaio oscilatério de frequéncia de sistema de micela gigante composto
por 70 mmol.L-1 de propofol e 200 mmol.L-1 de CTAB. As linhas cheias referem-se

ao ajuste do modelo de Maxwell. A temperatura foi mantida em 25°C.

Analisando a Figura 22, nota-se que os dados do sistema com 70 mmol.L-" de
propofol e 200 mmol.L-' de CTAB seguem razoavelmente o modelo de Maxwell. No
Material suplementar estdo apresentadas as curvas de todos os sistemas

investigados. Uma outra forma de avaliar o ajuste dos dados dos ensaios oscilatorios
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de frequéncia ao modelo de Maxwell é através dos graficos de Cole—Cole 2, onde G’
€ disposto no eixo das abscissas e G” no eixo das ordenadas, ambos normalizados
por Go, em toda a faixa de frequéncia estudada. A Figura 23 mostra os graficos Cole
— Cole referentes aos sistemas com propofol e 200 ou 300 mmol.L-' de CTAB ou 300
mmol.L"" de CTAC.
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Figura 23. Graficos Cole — Cole para diferentes concentragbes de propofol
(mostradas na legenda em mmol.L-') com a) 200 mmol.L-' de CTAB b) 300 mmol.L-"
de CTAB c) 300 mmol.L"" de CTAC. A linha preta cheia refere-se ao ajuste perfeito do
modelo de Maxwell, para ser usada como referéncia. A temperatura foi mantida em
25°C.

Nos graficos do tipo Cole — Cole, o ajuste ao modelo de Maxwell é representado
por uma semicircunferéncia de raio 0,5 quando os modulos que compde os eixos do
grafico sdo normalizados por Go. Nota-se nos graficos da Figura 23 que as amostras

com maior concentragédo de surfactante catidbnico seguem melhor o ajuste ao modelo
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de Maxwell. Comparando os graficos da Figura 23b e c, que representam sistemas
com 300 mmol.L-' de CTAB e CTAC respectivamente, observa-se que os sistemas
com CTAC perdem a correlagdo com a semicircunferéncia antes que as amostras com
CTAB, novamente indicando que as micelas formadas pelo surfactante com brometo
sao maiores, mais entrelacadas e assim portanto, mais viscoelasticas e seguem
melhor o modelo de Maxwell

Vale lembrar que, conforme descrito na secéo 3.3, as concentragdes menores dos
surfactantes catidnicos investigadas por reologia ndo — linear como visto na Figura 17
nao sao tao viscosas quanto os sistemas estudados na Figura 23, e, portanto, a menor
viscosidade indica a presenca de agregados menores e menos entrelacados no
sistema, de forma que naturalmente ndo seguem o modelo de Maxwell.

Desvios do modelo de Maxwell para micelas gigantes formadas por surfactantes
catibnicos e moléculas aromaticas neutras foram demostradas por Creatto.%?
Possivelmente, isto se relaciona com a presenca de carga elétrica na superficie das
micelas gigantes, que evita o contato entre as cadeias e, portanto, afetando os
mecanismos de reptacido e quebra e recombinacgao.

Os dados de reologia no regime linear também possibilitam determinar alguns
parametros estruturais das micelas gigantes, como o mesh size (§) que corresponde
a distdncia média entre cadeias dos agregados no espaco, e € relacionado a
densidade de emaranhamento. O comprimento de entrelacamento (/e) € a disténcia
entre dois pontos de entrelagamento ao longo do agregado e o comprimento de de
contorno médio das cadeias das micelas gigantes no meio (L.). A Figura 24 ilustra

esses parametros
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Figura 24. Representacao da estrutura de cadeias de micelas gigantes entrelacadas

e comprimentos caracteristicos.

Com os dados obtidos nos ensaios oscilatérios de frequéncia, o comprimento de

contorno L. pode ser estimado a partir da Equagéo 7:

Lo = Cl;ﬂ Equacéo 7

min

Onde Go é o valor do médulo elastico no platd apds o cruzamento, G,,;,, € o valor
minimo do mddulo viscoso apds o cruzamento e /e € 0 comprimento de entrelagamento

que pode ser estimado na Equacéo 8:
le = 55  Equagéo8

Sendo o mesh size e I, o comprimento de persisténcia. O mesh size por sua vez,

pode ser estimado na Equacéo 9:

kpT\1/3
¢ = (GL) Equagdo 9
0

ky € a constante de Boltzmann e T é a temperatura.

O comprimento de persisténcia I, esta associado ao comprimento dos segmentos
que estao espacialmente correlacionados, de forma que: quanto maior o comprimento
de persisténcia menos flexiveis sdo as micelas gigantes. Na literatura encontra-se que

a faixa de comprimentos de persisténcia tipica para micelas gigantes formadas por
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surfactantes cationicos é entre 20 e 50 nm.2384 Para comparar os comprimentos de
contorno dos sistemas investigados neste trabalho, sera utilizado 30 nm como
comprimento de persisténcia nos calculos para os surfactantes catidnicos
estudados.? A Figura 25 mostra como os comprimentos de contorno calculados a
partir da Equagao 7, as viscosidades no platé Newtoniano e os tempos de relaxagao
caracteristicos, variam com a concentragdo de propofol, em solu¢gdes contento 300
mmol.L"" de CTAB e CTAC.
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Figura 25. Comparagao entre os perfis de variagdo da viscosidade no platé
Newtoniano (no, curva em vermelho), tempo de relaxagdo (curva em preto) e os
comprimentos de contorno (L, curva em azul) obtidos em sistemas com propofol e
300 mmol.L-* de CTAB (acima) ou 300 mmol.L-' de CTAC (abaixo).
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Os comprimentos de contorno calculados nos sistemas com os surfactantes
investigados estao na ordem de dezenas de nandmetros até unidades de micrometro,
ordem de grandeza caracteristica do comprimento de contorno de micelas gigantes.'4
Nota-se que as 3 grandezas possuem correlagao: primeiro todas aumentam, o que é
reflexo do aumento de tamanho e entrelacamento das cadeias dos agregados

micelares, causado pela incorporacao crescente de propofol.

Apos os maximos observados nas curvas, duas possiveis interpretacbes sio
colocadas para explicar as quedas na viscosidade do platd newtoniano e tempo de
relaxacao. A primeira interpretagao esta relacionada com a formagao de estruturas
micelares ramificadas. Como ja proposto na literatura para sistemas constituidos por
surfactantes catidnicos e anions aromaticos, essas estruturas sdo mais eficientes na
dissipacao da tensao de cisalhamento aplicada por serem mais fluidas, visto que os
pontos de ramificagao sao capazes de deslizar sobre a malha micelar como mostrado
por Olsson et al. através da RMN.%® As estruturas ramificadas sdo formadas na
condicdo em que as micelas idnicas tendem a neutralidade da carga superficial. E
possivel que o crescimento micelar provocado pela incorporacdo de propofol gere
uma maior condensagao de anions (cloreto ou brometo) na superficie das micelas
gigantes acarretando em uma progressiva neutralizagdo das cargas superficiais, ja
que o propofol por si s6, € neutro. Nesta interpretacao, a abrupta queda de viscosidade
e separagcao de fases estdo associados a uma possivel insolubilidade da
macroestrutura das micelas gigantes em agua causada pela auséncia de carga

superficial.

Na segunda interpretacédo, as quedas na viscosidade e tempo de relaxacao e a
separacao de fases com a adicdo de mais propofol ao sistema, estao relacionadas a
transicdo da morfologia do sistema de micelas gigantes para um arranjo semelhante
ao de uma emulsao, onde as moléculas de surfactante séo distribuidas na interface
de gotas de propofol com o ambiente aquoso, como apresentado na discussao da
fotografia da Figura 19. A analise macroscoépica das solugdes na faixa estudada por
ensaios reoldgicos, ndo apresenta opacidade, que seria caracteristico de um sistema

emulsionado.

Analisando o parametro L. observa-se uma significativa diminuigdo na extensao

das micelas gigantes apés o maximo, na medida em que a quantidade de propofol
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aumenta. O modelo de Cates nao prevé a formagao de agregados ramificados ou a
reorganizagao do sistema para uma emulsao, por isso, os pontos referentes a queda
do comprimento de contorno sdo mostrados como pontos vazios na Figura 25. A
hipétese de que ha de fato uma redugdo no comprimento de agregados de micelas
gigantes foi descrita na literatura por Kwiatkowski et al.?6, entretanto, esta hipdtese

necessita do respaldo de outras técnicas experimentais para ser melhor aferida.

4.1.3 Resultados de espectroscopia eletrénica de absorcao e de
fluorescéncia - Investigando o impacto da morfologia

micelar no aumento de solubilidade do Propofol.

Nesta secdo serdo apresentados os resultados obtidos através de técnica
espectroscopicas, estes experimentos foram realizados com a finalidade de investigar
a distribuicdo das moléculas de propofol, que € uma molécula fluorescente, nos
agregados micelares.?’?® Estes resultados podem auxiliar na formulagdo de uma
intepretagao para explicar a maior solubilidade do propofol nos sistemas que formam
micelas gigantes (TTAB, CTAB e CTAC) ou agregados alongados/clusters de micelas
esféricas (Pluronic F-127).

A fotografia exibida na Figura 26 mostra sistemas com concentragéo fixa em 80
mmol.L-' de propofol combinado com 300 mmol.L-! dos surfactantes DTAB, TTAB,
CTAB e SDS ou 10 mmol.L-! do surfactante Pluronic F-127. Na Figura 26, nota-se
que, apesar dos sistemas possuirem a mesma concentragdo de propofol, suas
tonalidades de amarelo (coloragéo caracteristica do propofol) diferem, sendo menos
intensas nos sistemas com CTAB, TTAB e Pluronic F-127, os mesmos surfactantes
que promovem a formacao de micelas gigantes ou agregados alongados/clusters de

micelas esféricas como visto nas curvas de fluxo da Figura 15.
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TTAB SDS Pluronic F-127

Figura 26. Fotografia de sistemas com concentragéo fixa de 80 mmol.L-! de propofol
com 300 mmol.L-' dos surfactantes DTAB, TTAB, CTAB e SDS ou com 10 mmol.L"’

dos surfactante Pluronic F-127.

Solugbes muito diluidas de propofol (< 1 mmol.L-") s&o incolores, a coloragao
amarelada comecga a aparecer em sistemas quando a concentragdo do anestésico
esta na ordem de 10 mmol.L", além disso, propofol em sua forma pura € um liquido
de coloragcao amarela intensa, dessa forma, infere-se que a coloragao amarelada esta
associada a moléculas de propofol que interagem com outras moléculas de propofol.
Os espectros de absorgéo obtidos na Figura 27 para solugbes com diferentes faixas
de concentracio de propofol reforgam a hipotese colocada acima. Os sistemas mais
concentrados em propofol foram investigados em n — hexano pois nessa faixa de

concentragcdo nao seriam soluveis em agua.
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Figura 27. Espectros eletrbnicos de absor¢cdo de propofol em diferentes

concentragbes em a) agua e em b) n-hexano.
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Como mostrado na Figura 27a, o propofol possui uma banda caracteristica por
volta de 285 nm mas nenhuma banda na regido do visivel quando em baixas
concentragdes. Nos espectros em n- hexano da Figura 27b, uma pequena banda ao
redor de 425 nm (responsavel pela coloragdo amarela) aparece quando a
concentragéo de propofol esta ao redor de 310 mmol.L".

Na Figura 28 estdo apresentados os espectros eletrénicos de absor¢do para
diferentes concentragbes de propofol em solugdes contendo 100 mmol.L-' de DTAB,

TTAB e CTAB.
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Figura 28. Espectros eletronicos de diferentes concentragdes de propofol em 100
mmol.L-' de DTAB (acima), TTAB (meio) e CTAB (abaixo). As concentragbes de

propofol sdo mostradas na legenda em mmol.L-"

Como pode ser observado na Figura 28, a banda de absorgcado caracteristica
associada com a coloragdo amarela aparece bem resolvida em 425 nm. Como todos
os espectros foram obtidos nas mesmas condicdes, as intensidades relativas das
bandas em 425 nm podem ser comparadas, nota-se que as bandas sdo mais intensas
em DTAB e menos intensas em CTAB. Assim, pode-se concluir que a formacao dos
agregados das moléculas de propofol que resultam na cor amarela € maior em DTAB
e menor em CTAB.

Comparando os sistemas com CTAB e TTAB, como mostrado através dos valores
de viscosidade nas curvas de fluxo da Figura 15, as micelas gigantes formadas em
CTAB devem ser maiores que as formadas em TTAB, principalmente devido a maior
agregacao causada pelo efeito hidrofébico que € mais pronunciado no surfactante de
cadeia mais longa. Assim, a formacao dos agregados de propofol que absorvem em
425 nm sao ainda menos favorecidos em CTAB em comparacdo com os sistemas
com TTAB.

Foi avaliado como se da a variacdo da intensidade na banda em 425 nm do
propofol, frente as variagdes nas concentracdes dos surfactantes catidnicos e também
do SDS, que sabidamente ndo forma micelas gigantes com propofol. Os resultados

estdo apresentados na Figura 29.
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Absorbance /3. u

Figura 29. Valores de absorbancia obtidos para a banda em 425 nm em fungao da

concentracao de surfactante e concentragcao de propofol nos sistemas investigados.

Os espectros de absorgao utilizados para construir a Figura 29 sdo mostrados no

Material Suplementar.
Como pode-se observar na Figura 29, o aumento na absorbancia da banda em
425 nm é proporcional a quantidade de propofol em todos os sistemas, entretanto, o

aumento da absorbancia com a concentracdo de propofol € mais acentuado nos

sistemas com DTAB e SDS.
Portanto, com base na Figura 29, pode-se considerar que os surfactantes CTAB e

TTAB (e o Pluronic F-127) desfavorecem a agregacgéao das moléculas de propofol em
comparagao com os sistemas que contém DTAB e SDS e, assim, a coloragao amarela
€ menos intensa. Isto provavelmente esta associado a formacgao de micelas gigantes,
onde as moléculas aromaticas sao inseridas entre as cabecas dos surfactantes
catibnicos como ilustrado na Figura 8. Nos sistemas com DTAB e SDS, as moléculas

de propofol provavelmente interagem entre si no core hidrofébico micelar, resultando

na coloragdo amarelada mais intensa.



58

Esta diferenca na distribuicdo das moléculas de propofol causada pela formacéao de
micelas gigantes € o que possibilita a maior capacidade de solubilizagao do anestésico
em sistemas com esse tipo de agregado como representado nos diagramas de fase
da Figura 11, o impedimento imposto a agregag¢ao das moléculas aromaticas retarda
a transicao para o arranjo semelhante a emulsdo que desencadeia a separagao de
fases no sistema. A agregacao de fendis em ambiente micelar ja foi reportada na
literatura por Chaghi et al.*4

O propofol € uma molécula fluorescente assim como a maioria das moléculas
aromaticas, dessa forma, sistemas que contenham propofol podem ser investigados
através de experimentos de fluorescéncia. Esta técnica ja foi previamente utilizada na
investigacado da formagao de micelas gigantes formadas pela combinagao de TTAB e
salicilato.?”-28

A Figura 30a mostra os espectros de emissao do propofol, obtidos para sistemas
com concentragdo fixa de CTAB em 100 mmol.L-! e variando a concentragdo da
molécula aromatica. Os espectros de emissdo possuem duas bandas: uma na regiao
de 300 nm e outra na regido de 350 nm, o que caracteriza a presenga de pelo menos
duas espécies emissoras. Nota-se que, ao se aumentar a concentragao de propofol
no sistema, a intensidade de todo o espectro diminui, isto esta relacionado aos efeitos
de auto — absor¢cdo das moléculas aromaticas, onde uma molécula de propofol

absorve a radiagao emitida por outra molécula de propofol.
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Figura 30. a) Espectros de emisséo obtidos para sistemas com concentragao fixa em
100 mmol.L-1 de CTAB e variando a concentragao de propofol (mostrado acima de
cada espectro). b) Intensidade das bandas em 300 nm e 350 nm em fungédo da

concentracao de propofol.
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Os espectros de emissao investigados contemplam a regido entre 250 e 420 nm
e, portanto, ndo estao relacionados com a emissao que resulta na coloragao amarela
dos sistemas que é associada a banda de absor¢c&o em 425 nm (Figura 28).

Ao comparar os espectros de emissao (Figura 30a) com o espectro de absorgéo
do propofol em agua (Figura 27a), atribui-se que a espécie emissora em 300 nm esta
relacionada com a forma unimérica do propofol, visto que a banda de emissdo em 300
nm é especular a de absor¢gdo em 285 nm, ja a banda em 350 nm provavelmente esta
relacionada aos agregados das moléculas do anestésico. Esta interpretacdo €
reforcada quando se analisa os espectros de emissao e observa-se que a intensidade
relativa das bandas varia com o aumento da concentracao de propofol, onde a
intensidade da banda em 300 nm diminui mais intensamente do que a da banda em
350 nm como representado na Figura 30b, assim, ao se aumentar a concentragao de
propofol, a fracdo de moléculas agregadas aumenta relativamente.

A atribuicdo das bandas de emissao feita acima é coerente com os espectros de
emissao mostrados na Figura 31 para propofol solubilizado em THF ou DMSO. O
DMSO é um solvente mais polar que o THF, dessa forma, sua interagcdo com uma
molécula predominantemente apolar como o propofol é desfavorecida e
preferencialmente as moléculas de propofol interagem entre si gerando os agregados
de moléculas de propofol, o que é refletido na maior intensidade relativa da banda na
regidao de 350 nm no sistema com DMSO.

Devido a baixa solubilidade do propofol em agua, ndo é possivel observar a
formacgao de agregados nesse solvente sem a presenca de surfactantes, o espectro

de emissao de propofol em agua esta apresentado no Material Suplementar.
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Figura 31. Espectros de emissdo normalizados obtidos para 20 umol.L-! nos solventes
THF e DMSO.

Nos espectros da Figura 31, também se nota que a banda na regido de 350 nm foi
deslocada para maiores comprimentos de onda ao se comparar o espectro em DMSO
com o espectro em THF. Esse fendbmeno € chamado red shift, onde o aumento na
polaridade do solvente desloca a banda para maiores comprimentos de onda devido
as diferencas das interagcdes do fluoréforo no estado excitado com o solvente mais
polar. Na literatura, ja se observou a ocorréncia do red shift para o propofol.®”

A Figura 32 exibe os espectros de emissao para concentragao fixa de 10 mmol.L-
" propofol em 100 mmol.L"' dos surfactantes SDS, DTAB e CTAB. Analisando os
espectros da Figura 32, nota-se que a intensidade relativa da banda na regiao de 350
nm é menor para o CTAB quando comparada aos outros dois surfactantes, novamente
corroborando com a hipétese de que a agregacgao de propofol € menos favorecida em
sistemas capazes de formar micelas gigantes. Além disso, o red shit pronunciado no
espectro com CTAB indica que as moléculas de propofol experimentam um ambiente
mais polar nesse sistema, que deve estar associado ao posicionamento do anestésico
na interface micela-agua. O red shift observado ao se comparar os espectros com
DTAB e SDS mostram que, ainda que o DTAB nao seja capaz de promover a
formacao de micelas gigantes, as interacbes do propofol com a cabeca catibnica

deslocam algumas moléculas aromaticas para a superficie micelar.
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Figura 32. Espectros de emissdo normalizados obtidos para sistemas contendo 10
mmol.L-" de propofol e 100 mmol.L-! dos surfactantes SDS, DTAB ou CTAB.

Por fim, experimentos de fluorescéncia resolvida no tempo forneceram mais
informacdes sobre como se da a distribuicado das moléculas de propofol nos sistemas
investigados. A partir do ajuste dos decaimentos da Equagéo 3 (discussao dos termos
da equagao no Apéndice C) obtiveram-se os fatores pré — exponenciais exibidos na
Figura 33 para sistemas com 100 mmol.L-' de CTAB e diferentes concentragbes de

propofol. Nos experimentos, obtém-se os decaimentos temporais centrados em 300 e

em 350 nm.
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Figura 33. Fatores pré — exponenciais obtidos através da Equacgao 3 para sistemas
contendo diferentes concentracdes de propofol em 100 mmol.L-" de CTAB. Os
simbolos cheios referem-se as populagdes relacionadas com a banda em 300 nm, os

simbolos vazios referem-se as populagdes relacionadas com a banda em 350 nm.
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Resultados dos espectros de emissao e de fluorescéncia resolvida no tempo para
sistemas com outros surfactantes e diferentes concentragdes de surfactante sao
mostrados no Material Suplementar.

A Figura 33 mostra que existem trés tipos de populagdo de moléculas de propofol
nos sistemas investigados. A populagao 1, associada ao fator pré — exponencial A1, €
detectada na banda em 300 nm, é a relativamente menos abundante e possui tempo
de vida em torno de 2 ns. A populagao 2, associada ao fator pré — exponencial Az, é
detectada nas duas bandas em 300 nm e em 350 nm e possui tempo de vida em torno
de 5 ns. Ja a populacédo 3, associada ao fator pré — exponencial As, € detectada
apenas na banda em 350 nm e possui tempo de vida em torno de 8 ns.

A insergdo de moléculas aromaticas no ambiente micelar ajuda a estabilizar seu
estado excitado e, portanto, aumenta o tempo de vida de fluorescéncia observado.?’
Além disso, analisando a tendéncia ao se aumentar a concentragao de propofol, o
fator pré — exponencial Az aumenta relativamente em relagéo ao fator Az, dessa forma,
atribui-se que: a populagcao 1 é referente as moléculas de propofol ndo inseridas no
ambiente micelar (unimeros), a populagao 2 é referente as moléculas de propofol ndo
agregadas (intercaladas entre as cabecas das moléculas de CTAB, e a populagao 3
é referente as moléculas de propofol agregadas a outras moléculas de propofol
inseridas no ambiente micelar, possivelmente no core hidrofébico.

Como foi apresentado, com fluorescéncia foi possivel entender como as moléculas
de propofol estao distribuidas nos sistemas com os surfactantes que formam e os que
nao formam micelas gigantes. No entanto, ainda nao foi esclarecida qual é espécie de
propofol responsavel pela coloracdo amarela que absorve em 425 nm. Sabe-se que
se trata de uma forma agregada do propofol, mas sua origem nado parece estar
relacionada com as micelas (esféricas ou gigantes). Uma possivel explicagdo € a de
que as moléculas do surfactante estejam formando miniemulsdes, isto &, estejam
sendo formadas gotas de propofol com dimensdes menores que 500 nm, estabilizadas
pelas moléculas de surfactante. Neste caso, o diminuto tamanho das goticulas nao
permite que a separacgao de fases seja observada a olho nu.

Em resumo, as espécies de propofol podem estar na forma unimérica (em agua),
unimérica (intercalada nas micelas gigantes, quando este tipo de agregado é
formado), agregadas no core das micelas ou emulsionada (miniemulsao). A proporgao
das espécies do propofol e mesmo sua solubilidade ira depender da forma como o

agregado esta arranjado. No caso das micelas gigantes, a intercalacdo entre as
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cabecas das moléculas do surfactante desloca o equilibrio, favorecendo a forma nao
agregada. Assim, a coloragdo amarelada € menos intensa, e a solubilidade do
anestésico é maior.

A formacdo da emulsado, pode justificar as variagdes de viscosidade dos sistemas
contendo propofol e CTAB e CTAC da Figura 17. Na medida em que a concentragéo
de propofol aumenta, as formas agregadas do anestésico (no core das micelas ou na
miniemulsdo) s&o favorecidas, deslocando moléculas do surfactante das micelas

gigantes e resultado na diminuigdo da viscosidade.

4.2 Regime diluido

4.2.1 Resultados de calorimetria e condutividade — Investigando a

regiao do limite de solubilidade em agua do Propofol.

Os resultados apresentados a seguir sdo relacionados ao regime diluido dos
sistemas investigados, no qual as cadeias das micelas alongadas se encontram
isoladas espacialmente e pode-se observar as condicdes em que as micelas gigantes
sao formadas. Além disso, a faixa de concentracdo de surfactante investigada nos
experimentos calorimétricos compreende valores abaixo e acima da CMC e, dessa
forma, é possivel avaliar os desdobramentos causados na agregacgao dos surfactantes
pela presenca de propofol no sistema. Os processos que envolvem a formagao de
agregados micelares envolvem variagdes de entalpia (AH) associados a quebras e
formacgdes de interagdes intermoleculares dos constituintes do sistema. Assim, essas
variacbes de entalpia podem ser medidas em experimentos de calorimetria de
titulacdo isotérmica (introducdo a técnica no Apéndice B). A magnitude do AH
associado ao processo e o formato do entalpograma obtido fornecem informacgdes
sobre o tipo de agregado micelar formado, ja que a formagao de agregados alongados
que originardo as micelas gigantes possui um entalpograma com perfil
caracteristico.?”.68

Outra propriedade utilizada para detectar a formacao de agregados micelares ¢é a
condutividade elétrica da solucéo, visto que a mobilidade dos portadores de carga e o
grau de dissociacdo dos contraions dos surfactantes mudam quando ocorre a
agregacao micelar. A Figura 34 mostra os resultados obtidos na variagdo de entalpia

e da condutividade da solugéo ao se titular agua deionizada ou solugao de propofol
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na concentragdo limite de solubilidade (0,69 mmol.L-") com solugdes de CTAB ou
CTAC. As diferentes concentragdes de surfactante no titulante, indicadas na legenda
das figuras, foram adotadas para otimizar a janela de concentragdo dos eventos

observados no experimento.
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Figura 34. Variacdes de entalpia e de condutividade elétrica ao se titular a) Agua
deionizada com solugéo 15 mmol.L-' de CTAB b) Solugdo de propofol 0,69 mmol.L™’
com solugdo 15 mmol.L-' de CTAB c) Agua deionizada com solugdo 20 mmol.L-' de
CTAC na condutividade e 40 mmol.L-' na calorimetria d) Solugédo de propofol 0,69

mmol.L-' com solugéo 20 mmol.L-' de CTAC.

Os valores de cmc obtidos para os surfactantes em agua estdo na regido dos
reportados na literatura: 0,9 mmol.L-! para o CTAB e 1,6 mmol.L-' para o CTAC.%% Nos
experimentos calorimétricos, a cmc foi determinada a partir da inflexdo no
entalpograma, obtida via grafico da primeira derivada (esquematizado no Apéndice
B). Nos experimentos de condutividade, a cmc foi obtida a partir do valor de
concentragéo de surfactante onde a curva muda de inclinagéo. Os valores de AH
foram calculados como nas referéncias 27 e 70. Os graficos da Figura 35 ilustram os

resultados obtidos quanto aos valores de cmc e os valores de AH.
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Figura 35. Valores de cmc obtidos por calorimetria e condutividade (acima) e valores

de AH de formagao de agregados (abaixo).

Nos graficos “a” e “b” da Figura 34 e na Figura 35, nota-se que a presenca de
propofol na solugdo aquosa pouco influenciou na agregacdao do CTAB; a cmc foi
levemente deslocada para valores mais baixos, o que é esperado na presenca de um
hidrétopo e a variagao de entalpia tornou-se ligeiramente mais exotérmica. O propofol
favorece a agregacao do CTAB, mas em sua concentragao limite de solubilidade em

agua nao € capaz de promover mudancas na curvatura de agregagcao em grande
escala.
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Surpreendentemente, o perfil do entalpograma referente a CTAC com propofol
(grafico “d” da Figura 34) mostra que a presenca do aromatico desloca a cmc para
praticamente a metade do seu valor em agua e a variagao de entalpia € ligeirmente
mais que dobrada, além disso o entalpograma passou a exibir o perfil caracteristico
da formagédo de micelas gigantes.?”%8 Uma possivel interpretagdo pode ser feita
novamente com base no trabalho de Lutz-Bueno et al.%%: A insercdo inicial do
aromatico na paligada micelar gera mudangas mais pronunciadas no ambiente
quimico do CTAC que no CTAB, exatamente pelo fato de que as cabecas catidnicas
estdo mais desprotegidas pela maior dissociacdo e menor blindagem do cloreto.
Entretanto, o crescimento e posterior entrelagamento ja no regime semi-diluido de
concentracdo ocorre mais pronunciadamente nos sistemas com CTAB pelas
propriedades do brometo previamente discutidas na se¢do 4.1.2. Jora et al. mostraram
que a adicdo de mais moléculas aromaticas apdés a razao critica de formacéao
detectada no calorimetro ainda promovem o crescimento do agregado.?® Levanta-se,
portanto, a hipétese que no regime diluido de concentragao dos agregados micelares,
o propofol promove a mudanga na curvatura de agregacao de forma mais pronunciada
no CTAC em comparagdao com CTAB, entretanto, no regime semi-diluido de
concentracdo dos agregados micelares, a adicdo de mais propofol faz com que o
crescimento dos agregados ocorra mais intensamente com CTAB.

Outro parametro fisico — quimico que pode ser determinado a partir dos dados de
condutividade obtidos é o grau de dissociagdo do surfactante (a) referente a
dissociagao dos contraions dos surfactantes apds a formacgao do agregado micelar. A

Equacao 10 mostra como a é estimado.

[Surfactantes dissociados] _ OFfinai

a = Equacao 10

[Surfactante total] " Ornicial

Na Equacao 10, 6Finar € Omicia sdo referentes as inclinagbes da curva de
condutividade apds e anterior a CMC respectivamente. O método para calculo de a
mostrado na Equagdo 10 trata-se do método de Evans ja bem estabelecido na
literatura e bastante eficiente por sua simplicidade, entretanto, modelos mais
complexos e com maior precisdo também ja foram reportados.”’ A Figura 36 compara
os valores de a calculados para os sistemas com CTAB ou CTAC na presencga ou

auséncia de propofol.
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Figura 36. Valores do grau de dissociagdo (a) obtidos referentes aos sistemas apds

a agregacao dos surfactantes.

Os valores de a obtidos para os surfactantes em sistemas sem propofol foram 0,43
parao CTAC e 0,28 para o CTAB, coerentes com os valores reportados na literatura.>*
Para ambos os surfactantes, a presenca de propofol provocou um aumento em a, ou
seja, a presenca do aromatico aumenta o grau de dissociagdo dos surfactantes
catidnicos. Esse desdobramento possivelmente esta associado com o fato de que, o
propofol € capaz de interagir com as cabegas catidnicas através das interagdes cation
— 11 e cation — fenol reduzindo a repulsao eletrostatica entre elas, essa reducédo da
repulsao pode possibilitar uma maior dissociagao dos contraions.

Comparando os aumentos de a causados pela presenca de propofol relativo aos
surfactantes, a mesma tendéncia observada para os valores de AH é obtida: o a
aumenta em torno de 30% no sistema com CTAC e em torno de 10% no sistema com
CTAB, novamente indicando que a presenga da molécula aromatica gera um maior
impacto no ambiente quimico nos sistemas com CTAC em comparagdo com 0s
sistemas com CTAB.

As titulagdes realizadas para obter os entalpogramas referentes a adicdo dos
surfactantes CTAC e CTAB em solugao de propofol foram replicadas em experimentos
de fluorescéncia. A comparacao dos resultados obtidos através das duas técnicas
esta apresentada na Figura 37.
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Figura 37. Resultados comparados de calorimetria (pontos pretos) e fluorescéncia
(pontos azuis) para a titulagdo de solugdo de propofol 0,69 mmol.L-' com solugdes de
de CTAB (acima) ou CTAC (abaixo).

Na Figura 37, compara-se os entalpogramas com a intensidade da banda em 350
nm do espectro de emisséo (0s espectros de emissao usados para construir a Figura
37 sao mostrados no Material Suplementar). Nota-se que ap6s a CMC a intensidade
da banda em 350 nm cresce de forma mais acentuada, reiterando a interpretacao de
que essa banda esta associada a formagao de agregados de propofol inseridos no
core hidrofébico das micelas.

Além disso, o ajuste dos dados de fluorescéncia resolvida no tempo da banda em
300 nm através da Equacado 3 fornece que: antes da CMC, s6 existe um tipo de
populacgéao fluorescente no sistema, associado as moléculas de propofol solubilizadas
em agua. Apdés a CMC o ajuste dos dados referentes a banda em 300 nm torna-se
biexponencial devido ao aparecimento da populacio de propofol inserida no ambiente

micelar (Figura S9 no Material Suplementar).
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5. Sistemas com fospropofol

O fospropofol € bastante soluvel em agua na sua forma ionizada como a
representada na Figura 2, essa caracteristica possibilitou que seus sistemas fossem
mais explorados através da calorimetria. A Figura 38 mostra o entalpograma obtido

ao se titular uma solucao de fospropofol com uma solugao de CTAC.
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Figura 38. Entalpograma obtido na titulag&o de solugdo 3 mmol.L-" de fospropofol com
solucao 40 mmol.L-'de CTAC.

O perfil sigmoidal do entalpograma da Figura 38 indica que o fospropofol
solubilizado em agua pouco interfere na agregacao do surfactante. Uma possivel
interpretacdo levantada para explicar essa baixa interacdo é que o fospropofol
solubilizado em agua com pH em torno de 7,0 esta majoritariamente na forma de anion
bivalente como mostrado na Figura 2, ja que seus pKa sdo: 1,19 e 6,27.72 Na forma
de anion bivalente a particido € bastante deslocada para a fase aquosa em
comparagao com a pseudofase micelar. Assim, a incorporacdo na palicada micelar
nao ocorreria em grande escala, ndo causaria mudanga na curvatura, e logo, a maior
parte dos agregados formados € esférico.

Para investigar a interpretacdo proposta, experimentos calorimétricos foram
realizados em sistemas tamponados, onde os tampdes utilizados foram: tampao acido
acético/acetato de sddio com forga idnica 0,1 mol.L-' nos pHs 4,0, 5,0 e 5,8 e tamp&o

fosfato de sddio monobasico/fosfato de sddio bibasico com forga idnica 0,1 mol.L-" no
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pH 7,0. Tanto as solugbes de fospropofol quanto as solu¢gdes de CTAC foram
preparadas nos tampdes para que nao ocorressem sinais térmicos referentes a
solubilizagdo dos tampdes em agua na cela do calorimetro. Os resultados sao

mostrados na Figura 39.
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Figura 39. a) Entalpogramas obtidos na titulagdo de cela contendo solugdo 1,5

mmol.L-1 de fospropofol com solugéo 3,0 mmol.L-1 de CTAC em diferentes pHs. b)

Entalpogramas obtidos na titulagdo de cela contendo solugédo de tamp&o com solugao

3,0 mmol.L-1 de CTAC preparada no mesmo tampéao presente na cela.



71

Os entalpogramas da Figura 39a indicam que nos sistemas tamponados os valores
de AH foram mais exotérmicos que os obtidos nos experimentos sem tampao. Além
disso, o perfil dos entalpogramas mudou de sigmoidal para o perfil caracteristico da
formacgao de agregados alongados, entretanto, o perfil também foi alterado em pH 7,0
0 que nao era esperado ja que neste pH o fospropofol estda em sua forma anion
bivalente. Além dos desdobramentos nos valores de AH, as razbes criticas de
agregacao foram deslocadas para valores muito baixos de concentragdo de
surfactante, impossibilitando a observacao do platd inicial de deformagao de micelas
esféricas, necessario para o calculo de AH de formagao dos agregados alongados.
Para obter um valor estimado da variacdo de entalpia de deformacgado de micelas e
observar o efeito da forga ibnica proporcionada pelos tampdes na agregagdo do
surfactante sem a presenca de fospropofol, titulacbes de surfactante em sistemas
tamponados sem o aromatico foram realizados e os resultados sdo mostrados na
Figura 39b.

Na Figura 39b fica claro que a alteragédo da forga ibnica influencia na agregagéao
do CTAC, como esperado, entretanto, a formagao de agregados alongados s6 ocorreu
quando na presenca de fospropofol, fortalecendo a interpretacdo da dependéncia da
quantidade de cargas no composto aromatico com sua particdo na paligada micelar.
Em pH 7,0, a sinergia entre a presenca de fospropofol no sistema, somada a maior
forca ibnica, foi suficiente para induzir a mudanga na curvatura dos agregados. Para
confirmar se os sinais observados na Figura 39b sao associados a formacao de
micelas, testes com o corante vermelho do Nilo foram realizados em sistemas
tamponados nas concentracdes 0,05 e 0,5 mmol.L-' de C16TAC, a coloragdo dos

sistemas pode ser observada nas fotografias da figura 40.
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pH 4,0 pH 5,0 pH 5,8 pH 7,0

Figura 40. Fotografias dos sistemas tamponados nos pHs que aparecem acima dos
frascos. A concentragdo de CTAC nos frascos que aparecem a esquerda de cada foto

é 0,05 mmol.L! e nos frascos a direita € 0,5 mmol.L".

A coloragdo nos frascos com maior concentracdo de surfactante, que esta
localizado apods a inflexdo observada nos entalpogramas, ficou roxeada, indicando a
solubilizacdo do corante na porgao hidrofébica de micelas. Isto confirma que os sinais
térmicos observados na Figura 39b sdo associados a formagdo de agregados
micelares. Utilizou-se o valor de entalpia na concentragdo de CTAC 0,05 mmol.L"
como calor de formacao de micelas para estimar o AH de formacao de agregados
alongados na Figura 39a, como n&o € possivel obter a raz&o critica de agregagao, o
AH foi estimado a partir da diferenga do minimo do entalpograma referente a formagéao
de agregados alongados com o calor de deformacdo de micelas em cada pH. Os
valores sdo mostrados na Tabela 3.

Tabela 3: Valores de AH estimados para os entalpogramas com e sem fospropofol em
diferentes pHs.

AH formagao de micelas AH formagéo de
PH esféricas (kJ.mol") agregados alongados com
] fospropofol (kJ.mol"")
4,0 13 6.3
5,0 2% 23
5,8 25 2.2
rh 24 -0,6

O valor de AH de formagéao de agregados alongados fica mais exotérmico a medida
que se aumenta a quantidade da espécie anibnica monovalente do fospropofol,
portanto ao se reduzir o pH do meio abaixo de seu pKa. A semelhancga no perfil dos
entalpogramas com os reportados na literatura sugere que o mecanismo de insergao
do fospropofol monovalente na palicada micelar provavelmente € semelhante ao

proposto para o salicilato de sédio.
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6. Busca pela biocompatibilidade: Propofol + Mapcho® - 14

Os estudos conduzidos até este ponto mostraram que a presenca de surfactantes
provoca um aumento consideravel na solubilidade do propofol em sistemas aquosos
e que a morfologia dos agregados micelares € um fator a ser levado em conta, ja que
a formagdo de micelas gigantes contribui positivamente para o aumento da
solubilidade do propofol provavelmente associado a diferente distribuicdo das
moléculas aromaticas no sistema inerente a formacgao desse tipo de agregado micelar.

A formacgao de micelas gigantes esta fortemente associada as interagdes que as
moléculas aromaticas como o propofol estabelecem com as cabecas catibnicas dos
surfactantes, entretanto, do ponto de vista da aplicagcado clinica do propofol, uma
formulacdo contendo surfactantes catiénicos é inviavel devido a hemdlise celular
causada por essa classe de moléculas.*®

O grupo catiénico alquiltrimetilamonio esta presente nos fosfolipideos que fazem
parte do organismo humano (por exemplo, nas membranas celulares) e, portanto, sdo
biocompativeis. Tendo como inspiracdo as moléculas de fosfolipidios, e baseado no
modelo do CPP, procurou-se um fosfolipideo com apenas uma unica cauda, tal que a
insercao das moléculas de propofol entre suas cabecgas polares (especificamente na
parte catibnica) promovesse a formagéo de micelas gigantes, resultando no aumento
da solubilidade do anestésico. Fosfolipideos de uma unica cauda ndo sao comuns,
mas encontrou-se o Mapcho — 14 (n — tetradecilfosfocolina), uma fosfocolina com
grupos funcionais semelhantes aos fosfolipidios e com caracteristicas estruturais
promissoras para a formagdo de micelas gigantes a partir da associagdo com
moléculas aromaticas: grupo alquiltrimetilaménio terminal e cauda hidrofébica unica
com 14 carbonos.

O Mapcho — 14 é biocompativel e ha registros na literatura de sua utilizagdo em
aplicagbes bioldgicas, como por exemplo: na formagao de estruturas para efetuar a
transferéncia de genes no tratamento de tumores’3, na formagao de micelas para
estabilizar enzimas’4, na formagao de membranas para interagdo com peptideos’ e
na solubilizagéo de toxinas.”®

A Figura 41 mostra uma fotografia de sistemas com concentracéo fixa em 100
mmol.L-' de Mapcho — 14, combinados com propofol. Nota-se que os sistemas com
56 e 79 mmol.L"' de propofol sdo homogéneos, mostrando que o Mapcho — 14, assim

como os outros surfactantes estudados, é capaz de causar consideravel aumento na
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solubilidade do propofol em meio aquoso. No entanto, o sistema com 102 mmol.L" de
propofol separou fase, entretanto, o Mapcho — 14 foi capaz de formar sistemas com
razéo propofol/surfactante maior que 1, o que nao foi atingido para surfactantes como
o CTAB e o TTAB.

102

Figura 41. Fotografia de sistemas contendo concentracao fixa de Mapcho — 14 em
100 mmol.L" e diferentes concentracdes de propofol mostradas acima de cada frasco

em mmol.L".

A Figura 42 mostra o diagrama de fases construido para o Mapcho — 14
comparando-o com o TTAB e o CTAC, as linhas tracejadas no diagrama representam
as concentracdes de propofol presentes nas duas formulagdes comerciais do
Diprivan®, ambas foram alcancadas e até mesmo ultrapassadas por sistemas
contendo Mapcho — 14.
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Figura 42. Diagrama de fases mostrando as concentragdes maximas de propofol que
formam sistemas homogéneos em fungéo da concentragéo dos surfactantes. Também
sdo mostradas a concentragdo limite de propofol em agua (circulo laranja) e as

concentracdes de propofol presentes na formulagao do Diprivan® (linhas tracejadas).

Nota-se na Figura 42 que o Mapcho — 14 possui capacidade de aumento de
solubilidade do propofol superior que seu analogo de mesmo numero de carbonos
TTAB, mas ainda possui menor capacidade de solubilizacdo em relagdo ao CTAC,
que além de possuir maior cauda hidrofébica, o que favorece a formacao ode micelas
gigantes, conta com o0 aumento de solubilidade provocado pela presenga do contraion
cloreto como discutido na segéo 4.1.2.

Seguindo os mesmos procedimentos realizados para os surfactantes catiénicos,
experimentos reoldgicos foram conduzidos afim de se obter evidéncia de que houve
a formacao de micelas gigantes a partir da combinacao de propofol com Mapcho — 14.
A Figura 43 mostra a curva de fluxo obtida para o sistema com 102 mmol.L"" de
propofol e 300 mmol.L-' de Mapcho — 14 comparada com a curva de fluxo para o
sistema 100 mmol.L"' de propofol e 300 mmol.L"" de TTAB, sinais da formagéo de

micelas gigantes, como discutido para os surfactantes catidnicos, foram observados,
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sendo eles: a presenga do platé Newtoniano, sendo mais de mil vezes maior que o da

agua pura, e o aparecimento do perfil pseudoplastico em altas taxas de cisalhamento.
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Figura 43. Curvas de fluxo dos sistemas propofol 102 mmol.L-" + 300 mmol.L"' de
Mapcho — 14 e 100 mmol.L-" + 300 mmol.L-' de TTAB. A temperatura foi mantida em
25°C.

Nota-se que a viscosidade do sistema formado na presenca de Mapcho — 14 nao
atingiu valores tao altos de viscosidade como os observados em sistemas com CTAB
ou CTAC, o que seria problematico ao se pensar em sua administragao intravenosa
assim como é feito com o Diprivan®.

Além da curva de fluxo, experimentos de reologia no regime linear foram
conduzidos e o reograma referente ao ensaio oscilatério de frequéncia é mostrado na
Figura 44. O sistema com propofol e Mapcho — 14 possui propriedades viscoelasticas
e um ajuste razoavel ao modelo de Maxwell em frequéncias préximas a frequéncia de
cruzamento dos moédulos. O desvio em G” em frequéncias acima da frequéncia de

cruzamento foi observado.
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Figura 44. Reograma referente ao oscilatério de frequéncia de sistema propofol 102
mmol.L-' + 300 mmol.L-' de Mapcho — 14. As linhas cheias sdo referentes ao ajuste

ao modelo de Maxwell. A temperatura foi mantida em 25°C.

A partir das evidéncias reoldgicas, é possivel afirmar que ha formagao de micelas
gigantes a partir da combinagao de propofol com Mapcho — 14, tornando possivel a
idealizacao inicial de uma formulagcado aquosa de propofol baseada na utilizacdo de

micelas gigantes como veiculo para aumentar a solubilidade do anestésico.
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7. Conclusoes e perspectivas.

Todos os surfactantes investigados neste trabalho (CTAB, TTAB, DTAB, CTAC,
SDS, Pluronic F-127 e Mapcho — 14) sdo capazes de promover a formagédo de
sistemas aquosos homogéneos com propofol em concentracbes do farmaco
consideravelmente acima de seu limite de solubilidade em agua. O aumento de
solubilidade esta claramente associado a formagdo de micelas, entretanto, a
morfologia dos agregados micelares formados interfere na capacidade de aumentar a
solubilidade do propofol, uma vez que esta associada as formas de distribuicdo das

moléculas aromaticas nos sistemas.

Na associacdo com propofol, os surfactantes CTAB, TTAB, CTAC e Mapcho — 14
formaram micelas gigantes, os surfactantes SDS e DTAB formaram micelas esféricas
e o surfactante Pluronic F — 127 formou agregados alongados e/ou clusters de micelas
esféricas. A presenga de micelas gigantes altera claramente as propriedades
reologicas do sistema, significativamente aumentando a viscosidade e a
viscoelasticidade. Perfis reoldgicos caracteristicos desse tipo de agregado foram
detectados, como o comportamento das viscosidades no platdé newtoniano em fungao
da concentragao de propofol e o ajuste razoavel ao modelo de Maxwell em sistemas

mais concentrados.

Comparando os sistemas com CTAB e CTAC, diferengas notaveis foram
observadas ao se variar o contraion do surfactante catiénico. A partir dos dados de
calorimetria, condutividade e reologia, sugere-se que, no regime diluido, os agregados
alongados com propofol sdo formados primeiro em sistemas com CTAC mas, no
regime semi — diluido, crescem em maior taxa nos sistemas com CTAB a medida em

que a concentracao de propofol aumenta.

Observou-se que, a formagao das micelas gigantes ou dos agregados de propofol
com o surfactante Pluronic F-127 claramente reduz a intensidade da coloragao
amarelada nos sistemas com propofol, como essa coloragdo esta associada a
moléculas de propofol agregadas a outras moléculas de propofol, coloca-se que as
estruturas micelares formadas nestes sistemas sao mais eficientes em desfavorecer
a agregacgao dessas moléculas aromaticas provavelmente pelo fato de que, nesses
agregados, as moléculas aromaticas se posicionam na interface micela — agua entre

as cabecas dos surfactantes.
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Os dados de fluorescéncia, através da obtencdo de trés tempos de vida
caracteristicos, sugerem a interpretacdo que trés populagbes de propofol estdo
presentes nos sistemas de micelas gigantes, propofol solubilizado em agua fora do
ambiente micelar, propofol inserido no ambiente micelar entre a cabecgas dos
surfactantes e moléculas de propofol agregadas a outras moléculas de propofol
também inseridas no ambiente micelar provavelmente no core hidrofébico das
micelas. Entretanto, nenhuma das populacdes propostas explica a coloracdo amarela
dos sistemas (maximo de absor¢do em 425 nm), por isso, propde-se que também
existam gotas de propofol miniemulsionadas no sistema, a adicdo subsequente de
propofol desloca a organizacdo do sistema para essas emulsdes, o0 que explica a
queda de viscosidade no platd Newtoniano e a separacdo de fases em altas

concentracdes de propofol.

A Figura 45 ilustra a ideia principal desenvolvida neste trabalho, onde as micelas
gigantes sdo mais eficientes que micelas esféricas em promover o aumento de
solubilidade de propofol pois sédo capazes de desfavorecer a agregag¢ao das moléculas

aromaticas ao posiciona-las na interface micela — agua entre a cabeca dos

OH
Aumento da solubilidade do Propofol

surfactantes.

OH

Aumento mais pronunciado
" da solubilidade do Propofol

Figura 45. llustracdo esquematica do impacto que a morfologia dos agregados
micelares possui no aumento de solubilidade do propofol.
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Os sistemas investigados neste trabalho foram capazes de atingir as
concentracbes de propofol presentes nas formulagdes comerciais do farmaco
Diprivan® e até mesmo supera-las. O surfactante Mapcho — 14 é particularmente
destacado por ser biocompativel e sua estrutura molecular ser bastante semelhante

aos fosfolipideos presentes no organismo.

O pré — farmaco fospropofol ao ser solubilizado em agua sem controle de pH nao
€ capaz de promover a formagéo de micelas gigantes, isso ocorre devido ao fato de
que no pH em torno de 7,0 o fospropofol esta na forma de anion bivalente, dessa
forma, sua particdo € mais deslocada para a fase aquosa em comparagdao com a
pseudofase micelar. Péde-se observar a partir do perfil dos entalpogramas e a
magnitude dos valores de AH que a formacao de micelas gigantes com fospropofol é
dependente do controle de pH para faixas em que o aromatico fique na sua forma

monovalente.

Entre as perspectivas deste trabalho, pode-se citar a finalizacdo das medidas de
fluorescéncia, onde serdo aferidos os tempos de vida das populagdes em sistemas
que nao formam micelas gigantes (DTAB e SDS). Além disso, tendo em vista a
elaboracao de uma patente contendo a formulagao de propofol + Mapcho — 14, testes
relativos a citotoxicidade e atividade hemolitica da formulagao estdo sendo realizados
em parceria com o grupo da Prof. Dr.? Laura Nacimento da FCF — Unicamp. Imagens
de Cryo — TEM seréo obtidas em parceria com o LNNano para elucidar definitivamente

quais sao as morfologias micelares formadas nos sistemas estudados.
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8. Apéndices

A. Fundamentos de reologia

Reologia € o campo da mecanica onde estuda-se as respostas dos materiais frente
a aplicagdo de diferentes formas de tensdo. A caracterizagdo reologica possui
fundamental importancia em diversos segmentos industriais, desde cosméticos até
tintas, onde o comportamento reolégico dos materiais deve ser modulado para atender
os fins desejados nas diversas etapas de producédo, como escoamento, estocagem e
aplicagdo. A palavra “reologia” possui raiz grega com significado “estudo do fluxo”.””

Neste trabalho, dividiu-se os resultados reoldgicos em dois grupos: reologia no
regime linear e reologia no regime nao — linear. A seguir, apresenta-se alguns
conceitos fundamentais destes dois campos da reologia.

Na reologia no regime linear, investiga-se o comportamento do material frente a
pequenas deformagdes de forma que a estruturagao interna do material seja mantida,
a nomenclatura “linear” vem do fato de que a magnitude da deformacao ¢ linearmente
proporcional a tensao aplicada. Dois modelos descrevem as respostas ideais frente a
aplicacao de tensdo neste regime, os solidos Hookeanos que seguem a Equacéao 11
e os fluidos Newtonianos que seguem a Equagao 12.77:78

T =Gy Equacéo 11
T=ny Equacao 12

Na Equacgao 11, t € a tensédo aplicada, G é a constante elastica do material e y é
a deformacdo. Na Equacdo 12, n é a viscosidade do material e y € a taxa de
cisalhamento aplicada. Um material que se comporta como soélido Hookeano €
perfeitamente elastico, ou seja, toda energia aplicada pela tensdo é armazenada pelo
material. J& um material que se comporte como um fluido Newtoniano é perfeitamente
viscoso, ou seja, toda energia aplicada pela tensao é dissipada pelo material na forma
de geracao de fluxo. A maior parte dos materiais ndo sao nem totalmente Hookeanos
nem totalmente Newtonianos, sdo a jungao dos dois comportamentos a que se da o
nome de materiais viscoelasticos.”®

A resposta viscoelastica dos materiais também é funcdo da escala de tempo em
que a tensao € aplicada, onde deve-se ter como referéncia o tempo de relaxagao do
material. O numero de Deborah (De) mostrado na equacgao 13 indica como se da a

resposta do material frente a um estimulo externo.”®
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D, = e Equacgéo 13

- tapi

Na Equacéo 13, tres € 0 tempo de relaxagao caracteristico do material e tap € 0
tempo de aplicacédo da tenséo externa. Se o tempo de aplicagcéo for muito menor que
o tempo de relaxacao, obtém-se De >> 1 e a reposta do material € mais semelhante
a de um sdlido, ja que o material ndo possui tempo suficiente para relaxar. Quando o
tempo de aplicagao for muito maior que o tempo de relaxagao, obtém-se De << 1 e a
resposta do material, desta vez, € mais semelhante a de um liquido. Para De ~ 1, a
resposta do material é intermediaria entre um solido e um liquido.

Os dados de reologia oscilatoria obtidos neste trabalho, sao referentes a reologia
no regime linear, onde os modulos elastico (G’) e viscoso (G”) obtidos fornecem a
magnitude dos comportamentos elastico e viscoso, respectivamente, na composigao
da resposta reoldgica frente aplicagdo de tensdo nos materiais estudados. Os
modulos elastico e viscoso sao obtidos a partir da defasagem angular da resposta do
material na forma de deformacgéo (oscilatoria) em relagdo a tensio aplicada,’”-’8 essa

defasagem é expressa pelo angulo de defasagem (0) ilustrado na Figura A1.
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Figura A1. Gréficos representando a) Tensao aplicada e b) Deformacéao resposta do
material frente aplicagdo de tensdo com defasagem ou ndo. 6 é o angulo de fase.
Adaptado da referéncia 80.
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Na Figura A1, observa-se que a resposta de um material perfeitamente elastico ou
sélido ndo possui defasagem em relagao a tensao aplicada, ou seja, a deformagao
ocorre imediatamente apds a aplicacédo de tensdo. Um material perfeitamente viscoso
ou liquido, possui defasagem angular de 90° ja um material viscoelastico possui
defasagem intermediaria entre 0° e 90°.

Ja nos resultados obtidos nos experimentos de reologia rotacional, correspondente
a reologia no regime nao — linear, o que se estuda € o comportamento das amostras
sob fluxo, onde se obtém sua viscosidade (n). A resposta dos sistemas sob fluxo pode
ser enquadrada nas categorias Newtoniano ou Nao — Newtoniano, este ultimo por sua
vez, dividem-se em pseudoplasticos e dilatantes. O perfil da curva de viscosidade em

funcdo da taxa de cisalhamento destes tipos de sistemas é exemplificado na Figura
A2.
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Figura A2. Perfis caracteristicos das curvas de viscosidade em fung¢do da taxa de
cisalhamento para materiais 1) Newtonianos 2) Pseudoplasticos 3) Dilatantes.

Adaptado da referéncia 77.

Os fluidos Newtonianos seguem a Equagdo 12 e suas viscosidades sao
independentes da taxa de cisalhamento a que o material € submetido. Os fluidos
pseudoplasticos exibem o chamado shear — thinning, onde a viscosidade diminui a
medida que a taxa de cisalhamento aumenta. Ja os materiais dilatantes, exibem o
shear — thickening, onde a viscosidade aumenta a medida que a taxa de cisalhamento

aumenta.
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B. Fundamentos de calorimetria de titulagao isotérmica

A calorimetria de titulagéo isotérmica (isothermal titration calorimetry — ITC) € uma
técnica experimental que possibilita o estudo de variados sistemas com uma
perspectiva termodinamica, ja que técnica possibilita a determinagédo experimental da
grandeza fisico — quimica variagdo de entalpia (AH) e fornece informagbes sobre o
estado de equilibrio do sistema, relacionado a variagdo da energia livre de Gibbs (AG).
Com os valores de AH e AG em maos, € possivel obter a variagdo de entropia
relacionada ao processo estudado (AS).70-81

Uma representagao de um equipamento de ITC é mostrada na Figura B1. Como o
préprio nome da técnica sugere, os experimentos sdao conduzidos no formato de
titulagdo, onde o titulado € inserido na cela de amostra e a seringa € carregada com o
titulante. O experimento prossegue de forma automatizada tendo como parametros
ajustaveis iniciais: numero de inje¢des de titulante, volume de cada injegéo, intervalo
de tempo entre cada injecao e intensidade de agitagao, esses parametros devem ser
ajustados de forma para com que se obtenha melhor qualidade nos dados. Os
parametros adotados nos experimentos de ITC deste trabalho foram descritos na

secao 3.4.

|I:|:[: j]}— Motor de Injecéo

Pistao

I E «— Motor de agitacéo

LYp——— Seringa

«+— Revestimento
— externo adiabatico

Revestimento .
interno adiabatico r = ‘Agulha achatada

Cela de referéncia 21) @J Cela de amostra

Figura B1. Representagao grafica de um equipamento de ITC. Figura utilizada da

referéncia 81.
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Na Figura B1, nota-se que: além da cela de amostra existe outra pequena camara
no equipamento chamada cela de referéncia, na cela de referéncia coloca-se um
material que deve possuir propriedades térmicas (como a capacidade calorifica)
semelhantes as da amostra, normalmente, a cela de referéncia é preenchida com o
solvente do sistema estudado.

No inicio do experimento de ITC antes de iniciar a titulagdo propriamente dita,
define-se a temperatura no qual o experimento sera conduzido, tanto a cela de
amostra quanto a cela de referéncia sao entdo mantidas nessa temperatura. A
manutencido das temperaturas é realizada pela atuacdo do efeito Joule a partir da
aplicagao de potenciais elétricos conhecidos em resistores tanto na cela de amostra
quanto na cela de referéncia.

Quando a titulagao inicia, eventos endotérmicos ou exotérmicos podem ocorrer, 0
que gera uma diferenga de temperatura entre a cela de amostra e a cela de referéncia.
Para anular essa diferenca de temperatura, o equipamento altera o potencial elétrico
aplicado no resistor da cela de amostra de forma a compensar o calor liberado no
processo fisico — quimico investigado. Se o processo fisico — quimico for endotérmico,
a cela de amostra fica mais fria que a cela de referéncia, logo, o potencial elétrico
aplicado aumenta em relagao ao aplicado na cela de referéncia para aquecer a cela
de amostra, se o processo fisico — quimico for exotérmico, consequentemente, o
potencial elétrico aplicado diminui. Essa diferenga de potencial elétrico aplicado é
numericamente igual ao calor envolvido no processo fisico — quimico, ja que tanto a
cela de amostra quanto a de referéncia estao envolvidas por uma camara adiabatica,
portanto, as medidas no ITC estao relacionadas a medida dessa variagao de potencial
elétrico aplicado para manter nula a diferenga de temperatura entre a cela de amostra
e a cela de referéncia.?

A Figura B2 mostra o dado bruto das primeiras quatro inje¢des da titulagéo de
solugdo 15 mmol.L-' de CTAB em agua que origina o entalpograma da Figura 30a.
Como visto no entalpograma, da Figura 30a, os valores de AH nas primeiras injecées
sdo endotérmicos, e conforme discutido, geram picos de poténcia positivos como os
da Figura B2. O formato dos picos de inje¢ao é resultado de dois processos térmicos:
no instante em que a injegao ocorre, o calor gerado pelo processo fisico — quimico

gera uma resposta no equipamento que altera o potencial elétrico de maneira
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praticamente instantanea, responsavel pela parte vertical inicial do pico. Apos a
aplicagdo do potencial elétrico correspondente, o sistema comecga a equilibrar
termicamente, gerando a parte do pico que possui formato de decaimento

exponencial.
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Figura B2. Dado bruto obtido na titulacdo de solugdo de CTAB em agua referente ao

entalpograma mostrado na Figura 33b.

Na figura B2, o pico correspondente a primeira inje¢ao de titulante esta indicado.
A primeira injegdo normalmente é realizada com um pequeno volume de titulante e
esse dado é descartado na elaboragédo do entalpograma para eliminar artefatos
relacionados ao equilibrio inicial do sistema na cela de amostra.

Na Figura B3, esta esquematizado graficamente como foram calculados os valores
de AH nas secbes 4.2.1. e 5 seguindo as referéncias 27 e 70, sendo: a) AH de
formacdo de micelas com CTAB na presenga e auséncia de propofol, b) AH de
formacao de micelas com CTAC na auséncia de propofol. c) AH de formacéo de
micelas alongadas com CTAC na presenga de propofol, d) AH estimado para
formacao de micelas alongadas com CTAC e fospropofol (simbolos preenchidos)
utilizando o a entalpia de deformacdo de micelas de sistemas sem fospropofol

(simbolos vazios).
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Figura B3. Representacéo grafica do calculo de AH nos sistemas: a) CTAB + solugao
de propofol, b) CTAC + agua, c) CTAC + solugao de propofol, d) CTAC + tampéao pH
4,0 (simbolos vazios) e CTAC + fospropofol em tampéao pH 4,0 (simbolos cheios).



89

C. Fundamentos de espectroscopia eletrénica de absorcao e

fluorescéncia

As técnicas espectroscopicas sao baseadas na interagdo da luz com a matéria,
cada regido do espectro eletromagnético € capaz de fornecer informagdes sobre os
diferentes niveis de energia dos materiais estudados, por exemplo: a radiagao na
regiao do infravermelho esta associada as transigdes entre niveis vibracionais, ja a
regido das ondas de radio esta associada aos eventos de ressonancia magnética
nuclear.

Neste trabalho, utilizou-se a espectroscopia na regiao UV — Vis, associada a
transicdes em niveis eletronicos ou vibronicos (eletronico acoplado a vibracional). A
regido do UV — Vis foi inicialmente escolhida para avaliar a intensidade da coloragao
amarela nas amostras com propofol, entretanto, também foi possivel avaliar o
comportamento fluorescente presente nos sistemas estudados para essa regidao do
espectro eletromagnético. A Figura C1 mostra o diagrama de Jablonski, fundamental
para compreender os fendmenos que ocorrem nas técnicas espectroscépicas

utilizadas.83:84

b o3
A -
) | Non-radiative
S; transition
1 y
0
Absorption
Fluorescence
>
[=14]
z
E 3
S y) Y
01
0

Ground State
Figura C1. Diagrama de Jablonski com a representagao dos processos fotofisicos que

ocorrem ao se emitir luz na regiao do UV -Vis sobre um sistema como os estudados

neste trabalho (absorgao, transigcdo nao — radioativa e fluorescéncia).
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No diagrama de Jablonski, estao representados os niveis eletronicos fundamental
e excitado (So e S1 respectivamente) bem como os niveis de energia vibracionais
(representados pelas linhas finais, numeradas de 0 a 3) contidos nesses dois estados

eletronicos.

Durante um experimento espectroscopico como os realizados neste trabalho,
emite-se radiagédo na regido do UV — VIS sobre amostras, a amostra entdo absorve
fétons de comprimentos de onda especificos (nas amostras com propofol, o
comprimento de onda de excitagao utilizado foi 285 nm) sendo elevada ao estado
vibrénico excitado (como ilustrado pela seta azul na Figura 46). No estado excitado,
dois fendmenos podem ocorrer, a amostra pode emitir o foton absorvido, retornando
ao estado fundamental inicial ou pode sofrer transi¢des ndo - radioativas (setas
vermelhas na Figura 46) que relaxam a amostra vibracionalmente antes desta emitir
um féton para retornar ao estado eletronico fundamental, esse fendbmeno é chamado

de fluorescéncia (seta verde na Figura 46).83.84

As transicbes nao — radioativas estado relacionadas a mecanismos de relaxagao
como colisdes intermoleculares com outros fluoréforos ou com moléculas de solvente,
dessa forma, o ambiente quimico em que os fluor6foros estéo inseridos possui grande
impacto na fluorescéncia. Neste trabalho, as diferencas do comportamento
fluorescente dos fluoréforos dentro e fora do ambiente micelar sdo notaveis e sao a
base para as inferéncias feitas sobre a distribuicdo das moléculas aromaticas nos

sistemas.

A dindmica do evento de fluorescéncia esta na ordem de nanosegundos, por isso,
como descrito na secao 3.6, a excitacdo é feita a partir de lasers pulsados com

espagcamento na ordem de picosegundos entre os pulsos.8384

Experimentos de fluorescéncia resolvida no tempo estdo relacionados ao
monitoramento do tempo que um sistema leva para decair através da fluorescéncia
apos ser excitado, onde é possivel obter os tempos que cada espécie fluorescente
permaneceu no estado excitado, os chamados tempos de vida de fluorescéncia.
Ajustando os dados experimentais de fluorescéncia resolvida no tempo a Equacao 3,
€ possivel obter o numero de espécies fluorescentes presentes no sistema a partir do
numero tempos de vida de fluorescéncia que melhor se ajusta ao decaimento obtido

e a contribuicao relativa que cada tipo de populagdo fluorescente possui na
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composi¢cao do decaimento total, os chamados fatores pré — exponenciais como os

mostrados na Figura 29.

A insergdo das moléculas aromaticas no ambiente micelar reduz a mobilidade
destas e também reduz a quantidade de colisbes com moléculas de solvente, por isso,
neste trabalho inferimos que os tempos de vida de fluorescéncia maiores estao
relacionados a moléculas aromaticas inseridas no ambiente micelar, como também ja

foi proposto na literatura.?”
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Figura S1. Diagramas de fases da aparéncia macroscopica dos sistemas com

diferentes concentragbes de propofol em fungéo das concentragdes de a) CTAB, b)
CTAC, c) TTAB, d) DTAB, €) SDS e f) Pluronic F-127.
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¢ Resultados de reologia no regime linear
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Figura S2. Resultados de ensaio oscilatorio de frequéncia para amostras com 200
mmol.L-' de CTAB e diferentes concentragdes de propofol (indicadas em mmol.L-" nas

figuras). Os pontos pretos representam o médulo elastico (G’) e os pontos vermelhos

representam o modulo viscoso (G”).
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Figura S3. Resultados de ensaio oscilatério de frequéncia para amostras com 300
mmol.L-" de CTAB e diferentes concentragdes de propofol (indicadas em mmol.L" nas

figuras). Os pontos pretos representam o médulo elastico (G’) e os pontos vermelhos

representam o modulo viscoso (G”).
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Figura S4. Resultados de ensaio oscilatorio de frequéncia para amostras com 300
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e Espectroscopia — Regime semi — diluido
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Figura S5. Espectros de emissao obtidos para sistemas com 200 mmol.L-' de CTAB

(esquerda) e 300 mmol.L"' de CTAB (direita). As concentragcdes de propofol sdo

mostradas nas legendas em mmol.L™".
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(esquerda), 200 mmol.L-' de CTAC (direita) e 300 mmol.L-' de CTAC (abaixo). As
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Figura S7. Fatores pré — exponenciais obtidos através da Equacéo 3 para sistemas
contendo diferentes concentragdes de propofol em 300 mmol.L-' de CTAC. Os ajustes
foram realizados para a banda em 300 nm (esquerda) e a banda em 350 nm (direita).



98

e Espectroscopia — Regime diluido (ITC)
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Figura S8. Espectros de emissao obtidos de forma a mimetizar os experimentos de

ITC. A concentragdo de propofol é fixa em 0,69 mmol.L"" e a concentragdo dos

surfactantes CTAB (esquerda) e CTAC (direita) varia conforme mostrado na legenda

em mmol.L".
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