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Com o aumento da expectativa de vida da população, no mundo, as pessoas 

acometidas por doenças crônicas degenerativas têm a qualidade de vida depreciada, 

em razão de progressão da enfermidade, dos efeitos colaterais das medicações para o 

controle dessas morbidades, e de complicações clínicas, impactando o bem-estar em 

estágio mais avançado em seus últimos momentos de vida. Desse modo, evidencia-se 

a necessidade da modificação de medicamentos existentes ou da criação de novos 

medicamentos, que exerçam maior poder terapêutico com menores efeitos colaterais. 

Os Anticorpos Conjugados a fármacos (ADC) são uma nova classe de fármacos, que 

combinam o efeito terapêutico com o poder de direcionamento a alvos específicos, 

evitando o efeito sistêmico do tratamento convencional. Este estudo objetiva avaliar e 

comparar diferentes estratégias de imobilização química e física do anticorpo 

monoclonal Tocilizumabe em nanopartículas de Poli (Metacrilato de Metila) (PMMA), 

Poli(Metacrilato de Metila-co-Ácido Acrílico) (P(MMA-co-AA)) e Poli(Metacrilato de 

Metila-co-Ácido Metacrílico) (P(MMA-co-MAA)). Assim, descreve o desenvolvimento 

inicial de um ADC voltado para o tratamento de artrite reumatoide, através de avaliação 

de métodos de conjugação entre o Tocilizumab, anticorpo utilizado no tratamento da 

artrite reumatoide, e as nanopartículas poliméricas, comumente, utilizadas para o 

encapsulamento de medicamentos. Avaliou-se quatro métodos de imobilização das 

biomoléculas, levando-se em conta a eficiência de adsorção. Os resultados mostram 

que todos os métodos foram bem-sucedidos em realizar a imobilização, obtendo 

eficiências superiores a 60%. No entanto, o método com melhor desempenho de 

adsorção foi a adsorção física, seguida pelo emprego de estreptavidina e biotina, ácido 

indol 3-butírico e luz ultravioleta e, por fim, o emprego de Sulfo-NHS e EDC. Na análise 
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de reversibilidade da conjugação, a maior estabilidade foi obtida com o emprego de 

estreptavidina e biotina, seguido pela adsorção física, em segundo lugar, e ácido indol 

3-butírico em terceiro. O uso de Sulfo-NHS e EDC teve o pior desempenho em todos os 

quesitos avaliados. 
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The increase in life expectancy during recente years has enabled chronic 

diseases to further deteriorate patients quality of life. One of these chronic illness is the 

rheumatoid arthritis. In this sense, there has been a rise in need for better treatment of 

these diseases. Antibody-Drug Conjugates (ADC) are a new class of drugs that combine 

the powerful effect of cytotoxic drugs and the specificity of monoclonal antibodies. In this 

study we evaluate four different strategies to link the monoclonal antibody Tocilizumab, 

commonly used to treat rheumatoid arthritis, to polymeric biocompatible nanoparticles 

that are commonly used to encapsulate drugs, in hopes that this is the first step towards 

an ADC to treat this illness. Data shows that all four strategies were successful in creating 

a linkage between nanoparticles and monoclonal antibody. However, physical 

adsorption has been the most successful, followed by Streptavidin and Biotin in a close 

second, Indol 3-Butyric Acid in a close third place. Using only Sulfo-NHS and EDC was 

the least successful strategy, showing both low yields in linkage and high rates of 

dessorption.  
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CAPÍTULO 1 

Introdução 

 

1.1 Motivação  

 

A Medicina tem passado por diversas etapas de desenvolvimento durante a 

expansão tecnológica mundial, graças a esforços científicos focados na maturação e 

criação de novos métodos de diagnóstico, cuidados e tratamentos de diversas 

enfermidades. 

Essa melhora na capacidade de diagnóstico e tratamento, juntamente com a 

expansão e melhoria do saneamento básico para mais pessoas, faz com que a 

expectativa de vida tenha tido um salto considerável, atingindo a média mundial de 71 

anos. Esse aumento na expectativa de vida também significa que doenças crônicas, 

como a Artrite Reumatoide, tenham mais tempo para progredir, trazendo a necessidade 

do desenvolvimento de medicamentos com menos efeitos colaterais e maior poder 

terapêutico, mesmo com os recentes avanços na indústria farmacêutica. Dentre estes 

avanços, vale destacar a utilização de polímeros biocompatíveis no âmbito de 

encapsulamento de fármacos e a utilização da nanotecnologia na criação de novas 

classes de medicamentos.  

Os polímeros são macromoléculas, formadas pela junção de estruturas 

repetidas, chamadas de monômeros, e podem ser utilizadas para encapsular 

medicamentos, de forma que o proteja de degradações, sejam das intempéries do 

ambiente ou do corpo, após a aplicação. Isso faz com que o tempo de circulação no 

corpo seja maior, a possibilidade da administração de mais de um fármaco ao mesmo 

tempo, e ainda permite que sua superfície seja funcionalizada, a fim de garantir uma 

liberação direcionada e controlada (KUMAR, KUMBHAT, 2016). 

No entanto, nem todo fármaco pode ser encapsulado. Alguns compostos 

bioativos necessitam que seu sítio ativo esteja exposto, o que dificulta a possibilidade 

de administrá-los com outro fármaco ou protegê-lo de degradações físicas, químicas ou 

biológicas. Um grupo destes compostos bioativos são os anticorpos monoclonais 

(ALVES, MUSTAFAOGLU, BILGICER, 2014).  

Anticorpos são proteínas enoveladas com sítios catalíticos extremamente 

específicos localizados numa porção específica, chamada de porção Fab, ou região 

variável do anticorpo. Como seu sítio catalítico realiza funções extremamente 

específicas a uma substância ou receptor, a sua introdução na medicina humana 
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revolucionou o tratamento de cânceres, transplantes de órgãos, doenças autoimunes, 

cardíacas e pulmonares (SINGH et al., 2018). 

Uma das limitações dos anticorpos monoclonais e dos medicamentos 

encapsulados em nanoesferas é a rápida excreção do corpo, pelo fácil reconhecimento 

feito pelo sistema imunológico. Os medicamentos encapsulados ainda apresentam um 

outro defeito: sua aplicação é sistêmica, agindo em ambos tecidos saudáveis e 

acometidos pela enfermidade, aumentando a quantidade e intensidade dos efeitos 

colaterais. 

Assim, surge uma nova classe de medicamentos denominada de Fármacos 

Conjugados a Anticorpos (Antibody-Drug Conjugate, ou ADC). Como esferas, são 

facilmente reconhecidas pelo sistema imune, ao realizar a conjugação com um anticorpo 

monoclonal, o reconhecimento pelo sistema imune acaba sendo dificultado. 

Similarmente, com a presença das moléculas introduzidas através da reação de 

conjugação, há um impedimento estérico na porção não-variável do anticorpo, 

dificultando sua excreção. Além disso, tira-se proveito da especificidade dos anticorpos 

monoclonais, direcionando os medicamentos até os locais alvo, aumentando o poder 

terapêutico e tempo de meia vida, além de diminuir os efeitos colaterais (ALVES, 

MUSTAFAOGLU, BILGICER, 2014; SUR et al., 2019; Alves, 2019; CHEN et al., 2020). 

Nesse contexto, é possível fazer a conjugação de biomoléculas através de adsorção 

física ou adsorção química, sendo o principal desafio manter exposto o sítio catalítico 

do anticorpo monoclonal após a conjugação (RAO et al., 2008; CIOBANASU, 

SIEBRASSE, KUBITSCHECK, 2010; KLINE et al., 2015; GHAFFARIAN et al., 2016). 

Processos de adsorção química são, em sua essência, reações químicas que 

tiram proveito de grupos, naturalmente presentes ou artificialmente colocados através 

de funcionalizações ou de edição gênica, como grupamentos amino, hidroxila, 

carboxilas ou tióis, formando uma ligação covalente entre a biomolécula e a 

nanopartícula. As adsorções físicas são realizadas através de ligações não específicas, 

como interações eletroestáticas, pontes de hidrogênio, van der Waals ou hidrofóbicas 

(RAMOS, 2018). 

Neste estudo, o polímero poli(metacrilado de metila) (PMMA) foi selecionado, 

por ter baixo custo, alta bicompatibilidade e pela ampla literatura disponível. O PMMA 

tem sido utilizado em diferentes aplicações, como carreadores de fármacos, 

encapsulamento de fármacos, resinas ósseas, incluindo usos aprovados pelo US Food 

and Drug Administration (FDA). Dada a ausência de grupos funcionais capazes de 

realizar ligações covalentes, também foram introduzidos dois copolímeros, através da 

introdução do ácido acrílico (AA) e o ácido metacrílico (MAA) como comonômeros. 

Esses comonômeros adicionam grupos do tipo carboxílico à estrutura do polímero, 
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permitindo que sejam feitas funcionalizações através de ligações do tipo covalente, além 

de já serem empregados em aplicações biomédicas por serem biocompatíveis 

(LEMPERLE et al., 2003; BETTENCOURT, ALMEIDA, 2012; ZHENG et al., 2015; 

SAADE et al., 2016). 

Para maior taxa de sucesso na adsorção química de biomoléculas, pode ser 

necessária a utilização de agentes facilitadores, promovendo maior estabilidade da 

adsorção química, através de realização de uma ligação do tipo amida. Entre os agentes 

disponíveis, são utilizados o 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)corbodiimida (EDC) e o N-

Hidroxisulfosuccinimida (Sulfo-NHS) por serem amplamente utilizados na conjugação 

de biomoléculas de diferentes tipos. Como a intenção é realizar a conjugação entre o 

anticorpo monoclonal Tocilizumabe e as nanopartículas poliméricas, empregou-se 

outros intermediários, que estão sob investigação na literatura, como o Ácido Indol-3-

Butírico (IBA), e a Streptavidina (SA) e Biotina (THIRAMANAS et al., 2013; ALVES, 

MUSTAFAOGLU, BILGICER, 2014; MANGIA, 2018; RAMOS, 2018; CHEN et al., 2020; 

SULEIMAN et al., 2020). 

 

1.2 Objetivos 

1.2.1 Objetivo geral 

 

Iniciar o desenvolvimento de um medicamento da classe ADC para o tratamento 

de artrite reumatoide através da comparação de diferentes estratégias de adsorção, 

químicas e físicas, do tocilizumab em nanopartículas poliméricas biocompatíveis.  

 

1.2.2 Objetivos específicos 

 

• Obter nanopartículas poliméricas através da técnica de polimerização em 

miniemulsão de MMA e dos comonômeros AA e MAA; 

• Caracterizar nanopartículas em termos de tamanhos, cargas superficiais, 

propriedades térmicas, morfologias e estruturas químicas; 

• Realizar ensaios de adsorção do anticorpo monoclonal Tocilizumabe sobre as 

nanopartículas na presença e na ausência de agentes intermediários (EDC, IBA 

e SA); 

• Escolher a melhor estratégia entre elas, levando em conta a a especificidade das 

adsorções, eficiência de adsorção e capacidade de evitar a dessorção. 
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1.3 Estrutura da dissertação 

 

Estre trabalho organiza-se em 6 capítulos. O Capítulo 1 é constituído por uma 

introdução e motivação, contextualizando a pesquisa e a necessidade do estudo e 

expõe os objetivos deste trabalho. 

No capítulo 2 é realizada uma breve revisão teórica, durante a qual são 

abordados os principais temas que envolvem este trabalho, como o que são anticorpos, 

anticorpos conjugados, os benefícios de sistemas de liberação e a artrite reumatoide.  

No capítulo 3 são expostos e detalhados os materiais e métodos utilizados neste 

estudo, incluindo equipamentos, técnicas e reagentes utilizados. 

No capítulo 4 são expostos os resultados obtidos dos experimentos e estes são 

discutidos, expondo os prós e contra de cada método utilizado. No capítulo 5 estão 

presentes as conclusões do trabalho, juntamente com sugestões para futuros trabalhos. 

Por fim, no capítulo 6 estão listadas todas as referências bibliográficas utilizadas na 

elaboração desta dissertação. 
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CAPÍTULO 2 

Revisão teórica 

 

2.1 Doenças crônicas 

 

Durante os últimos anos, a humanidade deu grandes saltos tecnológicos, saindo 

rapidamente do avião, em 1903, para a aterrisagem lunar, em 1969. Não foram apenas 

os conhecimentos e tecnologias referentes as aeronaves que avançaram, mas todos os 

fronts de conhecimento, em especial a área de saúde. 

Com todo este aumento na capacidade humana de não somente diagnosticar 

doenças de forma mais rápida e precisa, também desenvolvemos a habilidade de tratá-

las de forma mais rápida e poderosa. Ademais, também tivemos a melhoria de outros 

aspectos, como o saneamento básico. Todas essas mudanças juntas nos trouxeram um 

expressivo aumento da expectativa de vida da raça humana, pulando de 32 anos em 

1960, para 71 em 2021, sendo ainda maior para países considerados desenvolvidos 

(UNITED NATIONS, 2022). 

 

  

Figura 1 – Distribuição da expectativa de vida mundial média de ambos os sexos entre 
os anos de 1960 e 2021 (UNITED NATIONS, 2022) 

 

Uma das consequências do aumento da expetativa é o aumento de incidência 

de doenças crônicas, que podem ter diferentes origens e acometer diferentes órgãos. O 

Centro Nacional de Doenças dos Estados Unidos classifica doenças crônicas como 

condições que duram pelo menos um ano e requerem atenção médica e/ou limitam 
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atividades diárias. As principais são doenças cardíacas e infarto, câncer e diabetes 

(CENTER FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2022). 

Este estudo foca a artrite reumatoide, uma doença crônica, que afeta as 

articulações e, conforme progride, inibe a movimentação das juntas acometidas através 

da erosão cartilaginosa, gerando diminuição do espaço articular (CARPENTER et al., 

2017). 

 

2.1.1 Artrite Reumatoide  

 

A artrite reumatoide (AR) é uma doença reumática, autoimune e inflamatória que 

afeta entre 0.5 e 1% da população mundial. Além disso, tem uma taxa de 

hereditariedade de cerca de 60% e se caracteriza pela progressiva deterioração das 

articulações acometidas, até que a mesma fique inutilizável através da destruição das 

cartilagens. Não obstante, ainda é comumente associada com aumento de incidência 

de osteoporose e maior risco de morte, devido a manifestações cardiovasculares e extra 

articulares (ALAMANOS, DROSOS, 2005; KURKÓ et al., 2013; MEDINA et al., 2018). 

Inicialmente, seu tratamento era feito com medicamentos chamados de 

Medicamentos Antirreumaticos Modificadores da Doença (ou DMARDs, do inglês 

Disease Modifying Antirheumatic Drugs), mais comumente o Metotrexato (MTX) e 

corticoides, principalmente a Prednisolona. Essa linha de tratamento traz alguns 

problemas inerentes da indústria farmacêutica convencional: protocolos de 

administrações periódicas sistêmicas, que aumentam em demasiado a concentração 

sérica do medicamento, muitas vezes ultrapassando a faixa terapêutica da 

concentração sanguínea e adentrando na faixa tóxica, além de envolver medicamentos 

de amplo espectro, afetando tecidos saudáveis e não-saudáveis, trazendo diversos 

efeitos colaterais e desconfortos ao paciente (CHATZIDIONYSIOU, VAN 

VOLLENHOVEN, 2011; SUR et al., 2019; LUCAS, DIMMITT, MARTIN, 2019). 

Com o avanço da biotecnologia farmacêutica, engenharia genética e 

bioinformática, recentemente surgiram novas formas de tratamento, através de 

biomoléculas. Esses novos tratamentos só foram possíveis após a elucidação dos 

mecanismos pró-inflamatórios da artrite reumatoide, apresentando um maior poder 

terapêutico que os tratamentos convencionais, ajudando pacientes que eram de difícil 

controle.  

Os meios pelos quais essa doença se inicia e progride são bem complexos e, 

apesar de grandes esforços terem sido feitos para o avanço na compreensão dos 

mecanismos intrínsecos dessa doença, ainda não elucidamos por completo todas as 

rotas de sinalização responsáveis pela progressão da doença. O que se sabe é que, 
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inicialmente, há a infiltração de células do sistema imune, notavelmente linfócitos T e 

células B, que por motivos genéticos e/ou ambientais, começam a produzir anticorpos, 

como o fator reumatoide e anticorpos anti-peptídeo citrulinado cíclico (anti-CCP), que 

reconhecem alvos nas articulações como não sendo do próprio corpo, formando então 

imunocomplexos (SCOTT, SMITH, KINGSLEY, 2003; CARPENTER et al., 2017).  

Esses imunocomplexos realizam uma mobilização maior do sistema imune para 

as regiões afetadas, desencadeando cascadas pró-inflamatórias através de moléculas 

como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α), Interleucina-1 (IL-1), Interleucina-6 (IL-6) 

e Interleucina-9 (IL-9) (HUGHES-AUSTIN et al., 2013, KURKÓ et al., 2013). 

Hoje, existem nove biomoléculas que podem ser utilizadas no controle da 

doença, sendo elas: Infliximab, Etanercept, Adalimumab, Golimumab, Certolizumab 

Pegol, que são anticorpos monoclonais inibidores de Fatores de Necrose Tumoral 

(TNF), Anakinra, que é um inibidor da interleucina pró-inflamatória IL-1, Tocilizumab, 

que é inibidor da interleucina pró-inflamatória IL-6, Rituximab, que é um anticorpo 

depletor de células B, e Abatacept, que é um inibidor da co-estimulação das células T. 

Neste estudo, o foco se limitou ao Tocilizumab, um dos mais utilizados e efetivos 

(CHATZIDIONYSIOU, VOLLENHOVEN, 2011; KURKÓ et al., 2013; McINNES et al., 

2016, BURMESTER, POPE, 2017; HETLAND et al., 2020).  

 

2.2 Nanopartículas  

 

O conceito que sedimentou a nanotecnologia começou a ser discutido em 1959, 

por Richard Feynman, considerado o “pai” da nanotecnologia, no qual ele dissertou 

sobre a possibilidade de síntese através de manipulação atômica. Não se sabia à época, 

mas já sintetizávamos nanopartículas há muito tempo, desde o império romano, que as 

utilizavam em vidros para que mudassem de cor, dependendo do ângulo de incidência 

da luz (BAYDA et al., 2019).  

O termo nanotecnologia, no entanto, só foi cunhado em 1974, quando Norio 

Taniguchi, a definiu como processos de separação, consolidação e deformação de 

materiais átomo a átomo ou molécula a molécula. Posteriormente, para abranger uma 

gama maior de processos, a Iniciativa Nacional de Nantecnologia (NNI), dos Estados 

Unidos, passou a definir nanotecnologia como a ciência, engenharia, e tecnologia 

conduzida em escalas entre 1 a 100 nanômetros. 

Distingue-se os métodos de produção de nanopartículas em dois grandes 

grupos: Os métodos Top-Down e os métodos Bottom-Up. As técnicas Top-Down podem 

ser descritas pela “quebra” de materiais em bulk, ou seja, em tamanhos macro, até 
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obtermos nanopartículas, enquanto as técnicas Bottom-Up se referem à construção de 

nanoestruturas átomo a átomo ou molécula a molécula.  

Nos tempos modernos, com o avanço acelerado da produção científica mundial, 

se descobriu novos nanomateriais e aplicações para nanopartículas (BAYDA et al., 

2019). Este estudo se deteve nas aplicações voltadas para a saúde humana. 

No quesito da saúde humana, as nanopartículas podem ser aplicadas de 

diversas formas. Pode-se utilizar nanopartículas de prata por suas propriedades 

bactericidas, conjugar quantum-dots a biomoléculas para a confecção de biosensores, 

fabricar nanoresinas para implante ósseo, entre outras aplicações. No entanto, uma das 

aplicações, que é o foco deste estudo, mais utilizadas nas indústrias atualmente é a de 

nanoencapsulamento de fármacos, para aumento de meia-vida, solubilidade, melhor 

penetração intracelular e perfis de concentração sérica, diminuição de frequência de 

administração e drug-delivery de fármacos (KUMARI et al., 2010; KUMAR, KUMBHAT, 

2016; CAMPOS et al., 2016; LIM, HAMID, 2018; SUR et al., 2019; GAO et al., 2020). 

 

2.2.1 Nanopartículas para aplicação farmacêutica 

 

Nanopartículas são largamente aplicadas na indústria farmacêutica, há muitos 

anos. Uma das diversas limitações do tratamento convencional de fármacos é devido a 

sua baixa solubilidade em água, baixa biodisponibilidade, baixo tempo de meia vida pela 

degradação prematura promovida pelos diversos stresses exercidos pelo ambiente 

biológico e facilidade de excreção, além da possibilidade do paciente adquirir resistência 

aos medicamentos após repetidas administrações. Dessa forma, ao diminuir o tamanho 

das partículas administradas, incorporando ou conjugando os fármacos às 

nanopartículas, podemos aumentar a eficiência das terapias já existentes. Esse 

aumento da eficiência terapêutica é promovido em diferentes fronteiras, a depender do 

tipo de material utilizado e estratégia de imobilização (KUMARI et al., 2010; SUR et al., 

2019; GAO et al., 2020). 

Uma das estratégias mais utilizadas na indústria farmacêutica é a conjugação de 

moléculas farmacêuticamente ativas, realizando a ligação destas com outras moléculas, 

modificando sua conformação e aumentando seu tempo de meia vida. Essa estratégia 

pode ser feita de diversas formas, adição de grupamentos éster, estratégia comumente 

utilizada em hormônios, adição de cadeias de etileno glicol, estratégia utilizada em 

proteínas e outros medicamentos, entre outras. Essa estratégia aumenta o tamanho da 

molécula e altera sua conformação, fazendo com que sua excreção ocorra de forma 

mais lenta, prolongando o tempo de meia vida e aumentando o espaçamento entre as 
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aplicações dos medicamentos (PASUT, VERONESE, 2009; HERNÁNDEZ-VÁZQUEZ, 

SÁNCHEZ, 2015; STROHL, 2015). 

Outra estratégia possível, é a conjugação de nanopartículas, como a 

nanopartículas de ouro, uma partícula comumente quimicamente inerte, mas que pode 

ser conjugada a moléculas que possuem enxofre, como proteínas, DNAs e outros 

fármacos (DWIVEDI et al., 2015; DAVIDOVITS, 2019). 

Uma abordagem interessante desenvolvida para aplicação farmacêutica é a 

criação de nanoestruturas nas quais podemos ter a presença dos fármacos no interior 

das mesmas, nos permitindo fazer com que a liberação do fármaco na corrente 

sanguínea seja gradual, conforme a estrutura se degrada, evitando grandes picos de 

concentração sérica e diminuindo o número de administrações medicamentosas 

necessárias durante o tratamento. Essas nanoestruturas podem ser simples ou 

complexas e são comumente referidas a nanossistemas de liberação controlada. 

Sistemas deste tipo podem ser confeccionados de diferentes materiais, como polímeros 

naturais e não naturais, e utilizando uma grande gama de técnicas, desde microfluídica 

até polimerização in-situ (JAWOREK, 2008; AWINO, ZHAO, 2015; SOUSA et al., 2018, 

SUR et al., 2019). 

 

2.2.1.1 Nanossistemas de liberação controlada 

 

A utilização de sistemas de liberação controlada em nanoescala já vem sido 

estudada há algum tempo. Diferentemente da nanotecnologia, que convenciona a gama 

de tamanhos entre 1 a 100 nanômetros, os nanossistemas, para a medicina, residem 

entre 1 e 999 nanômetros e há, atualmente, diversos tipos de nanossistemas sendo 

investigados e utilizados na indústria farmacêutica, como nanotubos de carbono, 

dendrímeros, lipossomas, nanopartículas poliméricas, entre outros (DHIVYA et al., 

2018; SUNSHINE, PALLER, 2019).    

Nanotubos de carbono são materiais nanométricos, formados por átomos de 

carbono organizados em formado cilíndrico, com a espessura de apenas um átomo. 

Essas estruturas podem apresentar diversas características secundárias, como mais de 

uma parede, terem sua superfície modificada para facilitar conjugações ou drug-

delivery, até mesmo apresentarem compostos, como fármacos adsorvidos, com o intuito 

de entrega de medicamentos e liberação controlada (ANDREONI, 2000; KLINGELER, 

SIM, 2011; KUMAR, KUMBHAT, 2016). 

Dendrímeros são moléculas tridimensionais, formadas por um núcleo a partir do 

qual são geradas ramificações que crescem e geram uma casca, que pode ser 
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funcionalizada com a finalidade de melhorar a solubilidade ou entrega da carga, que fica 

armazenada em seu interior (GAO et al., 2020; JARAI et al., 2020). 

Lipossomas são esferoides formados por camadas fosfolipídicas e já vêm sido 

estudadas há muitos anos, desde 1965, porém sempre encontraram como barreiras na 

indústria a baixa eficiência de encapsulamento e baixa estabilidade de armazenamento, 

barreira esta que parece estar sendo vencida, fato elicitado pela utilização desta 

tecnologia nas recém desenvolvidas vacinas contra Covid-19 das empresas Pfizer e 

Moderna. Como vantagens, trazem a capacidade de poder internalizar compostos 

hidrofílicos em seu interior e hidrofóbicos na sua casca lipídica, protegendo a carga de 

degradação e direcionando-a, reduzindo efeitos colaterais (TORCHILIN, 2005; 

CHEVALIER et al., 2015; Paiva et al., 2016; GAO et al., 2020; LIMA, RIBEIRO JR, 2021). 

Por fim, outra tecnologia muito estudada e empregada na indústria farmacêutica 

são as nanopartículas poliméricas como sistema de administração e carreamento de 

fármacos. Essas nanopartículas podem ter os princípios ativos encapsulados, 

aprisionados em matriz ou até mesmo dissolvidos em sua estrutura, a depender do 

método de preparação empregado e devem apresentar tamanhos entre 20 a 100 

nanômetros, pois aumenta o poder de penetrar nas células, a solubilidade e o tempo de 

meia vida. Desta forma, melhorando os parâmetros farmacocinéticos (VERMA et al., 

2011; ELSABAHY, WOOLEY, 2012; SUR et al., 2019). 

Esses sistemas poliméricos apresentam algumas vantagens, como a 

possibilidade de modular a composição e a possibilidade de se projetar uma estrutura 

matricial. Não obstante, esse sistema vem sido vastamente empregados em estudos de 

nanomedicina, inclusive já existentes em medicamentos aprovados para uso humano 

por sua ótima biocompatibilidade e biodegradabilidade, não toxicidade, boa estabilidade 

e baixa reatividade. Esses sistemas podem desempenhar papel de suporte para 

biomoléculas, atuar como carreadores, ter sua superfície modificada para melhorar o 

drug-delivery e agir como nano-reatores (VAUTHIER, BOUCHEMAL, 2009; KUMARI et 

al., 2010; GHARIEH et al., 2019; JARAI et al., 2020). 

Materiais poliméricos, incluindo suas nanopartículas, são longas cadeias de 

moléculas repetidas, às quais são denominadas monômeros, podendo ser ramificadas 

ou não. Outra divisão importante a ser feita é entre polímeros sintéticos e naturais. 

Enquanto os naturais são feitos à partir de fontes disponíveis da natureza, como 

proteínas e quitosana, os sintéticos são derivados de fontes diferentes, comumente o 

petróleo. Pode-se citar como exemplos o Poli(Metacrilato de Metila) (PMMA), Poli(Ácido 

Lático-co-Glicólico) (PLGA), Poli(Ácido Lático) (PLA), Poli(Ácido Glicóligo) (PGA), entre 

outros (SUR et al., 2019; JARAI et al., 2020). 



 

11 
 

Polímeros dentro de uma mesma classe, como a dos sintéticos, apresentam uma 

diversa variedade de propriedades, podendo ou não ser combinados para atingir 

características ótimas para uma aplicação específica. Por exemplo, o PGA se degrada 

rapidamente, enquanto o PLA apresenta uma taxa lenta de degradação. Se o objetivo 

é o encapsulamento de fármacos, não são propriedades interessantes. No entanto, a 

combinação dos dois monômeros desses polímeros resulta no polímero PLGA, que se 

coloca no meio entre os dois, podendo ter sua velocidade de degradação maior ou 

menor a partir da proporção de cada um dos monômeros adicionados na reação. Isto 

faz com que o PLGA tenha sido bastante estudado para aplicações biomédicas de 

liberação controlada, como o encapsulamento de anticorpos (CHEN et al., 2010; 

SOUSA et al., 2018; ZHANG et al., 2018; JARAI et al., 2020; GAO et al., 2020).  

Outro polímero amplamente estudado para aplicação em liberação controlada é 

o Poli(Metacrilato de Metila). Há estudos para a produção de vacinas, sistemas 

carreadores por diferentes vias de administração e até mesmo encapsulamento de 

medicamentos como o Praziquantel. Além de ser biodegradável e biocompatível, esse 

polímero apresenta uma fácil escalabilidade de processo de produção, se tornando 

extremamente atrativo para a indústria farmacêutica (BETTENCOURT, ALMEIDA, 

2012; CASTOR JR et al., 2019; FONSECA et al., 2013).  

 

2.2.1.2 Poli(Metacrilato de Metila) 

 

O poli(metil-2-metilpropenoato), também conhecido como PMMA ou 

poli(metacrilato de metila) é um polímero de baixo custo, acrílico, biocompatível, 

apresentando  como propriedades mecânicas dureza, rigidez, apesar de quebradiço, e 

alta resistência química (CANEVAROLO JR, 2010; BETTENCOURT, ALMEIDA, 2012; 

FEUSER et al., 2014; PEIXOTO et al., 2016; MANGIA, 2018; CASTOR JR et al., 2019). 

 

Figura 2 – Representação da estrutura química do Metacrilato de Metila 
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O primeiro trabalho sobre a biocompatibilidade do PMMA foi publicado em 1976 

por Kreuter e Speiser e, desde então, vem sendo amplamente estudado para aplicações 

biomédicas, cosméticas, ortopédicas, farmacêuticas, e ortodônticas, incluindo um 

medicamentos já aprovados para uso em humanos, como o Artecoll® (LEMPERLE et 

al., 2003; REIS et al., 2008; BETTENCOURT, ALMEIDA, 2012; LORCA et al., 2012; 

VAISHYA et al., 2013; PANAHI-BAZAZ et al, 2014; CASTOR JR et al, 2019; CAMPOS 

et al., 2019). 

 

2.3 Preparo de nanopartículas poliméricas 

 

Como mencionado anteriormente, existem duas formas principais de preparo de 

nanopartículas, top-down e bottom-up. Essa classificação também se aplica às 

nanopartículas poliméricas. 

Para preparos do tipo top-down, são utilizadas moléculas poliméricas em 

tamanho macro e, através de alguns processos físico-químicos, são transformadas em 

nanopartículas, os principais sendo salting-out, diálise, nanoprecipitação ou evaporação 

de solventes (LIM, HAMID, 2018; SUR et al., 2019). 

Nos métodos de preparo do tipo bottom-up, parte-se de moléculas unitárias, os 

monômeros, que se ligam a outros monômeros, formando polímeros, fenômeno 

chamado de polimerização. No caso do PMMA, a reação mais utilizada é a de 

poliadição, podendo ser em emulsão, suspensão ou miniemulsão, que pode ser dividida 

em três etapas: Iniciação, Propagação e Terminação.  

A primeira etapa, a iniciação, começa com a decomposição, normalmente 

térmica, de um reagente químico ativador, transformando-se em uma espécie ativadora, 

reagindo com um monômero, dando início à reação de polimerização. A segunda etapa, 

a de propagação, é onde ocorre o crescimento das cadeias poliméricas. Já a etapa de 

terminação é quando ocorre a interrupção do crescimento dessas cadeias, por se 

ligarem à uma molécula inerte ou entre duas moléculas reativas (MANO, MENDES, 

1999; MENDES et al., 2012).  

Quando a produção de PMMA é voltada para a indústria farmacêutica, é ideal 

que haja um controle maior do tamanho das partículas produzidas. Distribuições de 

tamanho muito amplas de tamanho são prejudiciais para a farmacodinâmica e, portanto, 

para a aprovação por agências regulatórias. Por isso, os métodos mais indicados são 

as emulsões e miniemulsões.  

A polimerização em emulsão é caracterizada por elevadas taxas e grau de 

polimerização, um fácil controle de temperatura, fácil remoção do monômero residual, 

iniciador hidrossolúvel, e concentração de surfactante acima da concentração micelar 
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critica (CMC). Esses surfactantes são moléculas que contém regiões hidrofílicas e 

hidrofóbicas, podendo se organizar no formato de uma micela, que é onde ocorrerão as 

polimerizações, como se fossem pequenos reatores. Esses pequenos reatores são 

alimentados então, gradualmente, por grandes gotas de monômeros, estabilizadas por 

emulsificantes através da difusão (LUCENTE, 2008; VAN HERK, 2015; CAPEK, 2019; 

GHARIEH et al., 2019). 

A polimerização em miniemulsão se difere da polimerização em emulsão 

convencional em alguns pontos. Como as gotas de monômero são bem menores, e, 

portanto, há maior superfície específica, prevalece o mecanismo de nucleação das 

gotas, o que dispensa a formação de micelas de surfactante. Para tanto, é necessária 

a adição de surfactantes em grandes quantidades aplicação de trabalho mecânico 

adicional pela utilização um homogeinizador de alta pressão ou um ultrassonicador para 

que a distribuição de tamanho das gotas fique na faixa nanométrica desejada. Essa 

técnica de polimerização se destaca pela possibilidade facilitada de encapsulamento de 

compostos químicos, distribuição de tamanho das partículas mais adequada para a 

indústria farmacêutica, produtos com alta estabilidade, com robusta literatura disponível 

indicando o uso em diversas aplicações, incluindo trabalhos do grupo dos laboratórios 

envolvidos nesta pesquisa como encapsulamento de Praziquantel, Tamoxifeno, e 

Benzofenona-3 (LUCENTE, 2008; LORCA et al., 2012; FONSECA et al., 2013; 

MOREIRA et al., 2014; PEIXOTO et al., 2016). 

 

2.4 Anticorpos  

 

Paul Ehrlich, no século XIX, cunhou o termo anticorpo, sugerindo que tais 

moléculas seriam capazes de neutralizar seus alvos sem que atingissem tecido 

saudável, problema comumente enfrentado pela alopatia convencional. No entanto, a 

utilização destes se mostrou um tanto quanto problemática, uma vez que soro de 

animais imunizados comumente produziam efeitos colaterais, além da dificuldade de 

serem produzidos em lotes consistentes. Somente na década de 70, quando a técnica 

de fusão entre clone de linfócito B e um mieloma, a partir de células de camundongo, 

foi desenvolvida, é que passou a ser possível a utilização destas moléculas na medicina. 

Nos anos que se sucederam, diversos avanços tecnológicos na produção de anticorpo 

foram feitos, permitindo a humanidade a produzi-los com maior produtividade, ações 

cada vez mais específicas e, ao substituir as cadeias do anticorpo de camundongo por 

cadeias humanizadas ou completamente humanas, com cada vez menos efeitos 

colaterais (KÖHLER, MILSTEIN, 1975; MEEKER et al., 1985; ROQUE et al., 2004; 

ADAMS, WEINER, 2005; WEINER, 2007; TAMASHIRO, AUGUSTO, 2008). 
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Anticorpos, também conhecidos como imunoglobulinas, são macromoléculas, do 

grupo das glicoproteínas, compostas por cadeias polipeptídicas, divididas em dois 

grupos diferentes: uma delas são chamadas de porção fragmento cristalizável (Fc), com 

aproximadamente 50kDa cada, e a outra de porção fragmento de ligação ao antígeno 

(Fab), com 25 kDa cada. Esses fragmentos também podem receber o nome de cadeia 

pesada e leve, respectivamente. Cada cadeia leve e pesada, no caso da Imunoglobulina 

G, forma um dímero e cada dímero é unido ao outro por ligações dissulfeto, chamada 

de dobradiça, que pode ser rígida ou flexível, conferindo aos anticorpos o conhecido 

formato em Y (MURPHY et al., 2010; SPEARMAN et al., 2011). 

Existem diversas classificações dentre os anticorpos, sendo, de acordo com o 

livro Molecular Biology of the Cell, uma das mais comum em relação a sua estrutura de 

cadeias leves e pesadas, que resultam em cinco classes diferentes de anticorpos: IgA, 

IgD, IgE, IgG e IgM. As Imunoglobulinas A (IgA) são predominantes em secreções 

mucosas, Imunoglobulinas D (IgD) ainda não têm sua função completamente elucidada, 

sendo comumente expressada por diversos seres vivos com sistema imune adaptativo 

e sendo parte da membrana plasmática de linfócitos B. Já as Imunoglobulinas E são 

normalmente associadas a respostas alérgicas, enquanto as IgM formam pentâmeros e 

são responsáveis por 10% do conjunto total de imunoglobulinas, fazendo parte da 

resposta inicial do sistema imune. No entanto, a imunoglobulina mais estudada é a IgG, 

que são produzidas e excretadas pelos linfócitos B plasmáticos, presentes em maior 

número no sangue que as demais, compondo aproximadamente 75% da quantidade 

total de imunoglobulinas séricas, também apresentam uma maior estabilidade, um maior 

tempo de meia vida e maior facilidade de purificação por afinidade. Não obstante, essa 

classe de imunoglobulinas, apresenta uma ligação das porções Fc através do resíduo 

297, que é uma asparagina (Asn297). Essa ligação pode apresentar diferenças, o que 

permite uma subsequente divisão desta classe de imunoglobulinas em 4 subgrupos: 

IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 (MURPHY et al., 2010; JOSTOCK, 2011; SPEARMAN et al., 

2011; VIDARSSON et al., 2014). 



 

15 
 

 

Figura 3 – Representação de imunoglobulina G (IgG) genérica, com as regiões 
determinantes de complementaridade (CDR), o sítio de ligação de nucleotídeos (NBS), 
além das ligações dissulfeto, as segmentações Fc e Fab, com duas cadeias pesadas 
(laranja claro) e duas cadeias leves (laranja escuro), a divisão em, VL e CL e VH e CH, 
correspondente a região variável leve (VL), constante leve (CL), variável pesada (VH) e 
constante pesada (CH). 

 

Apesar dessas diferentes classificações, elas não dizem respeito ao mecanismo 

de ação das moléculas supracitadas. As regiões do anticorpo responsáveis pelo 

mecanismo de ação são denominadas de regiões determinantes de complementaridade 

(CDR, do inglês complementary determining region), são as que fazem reconhecimento 

e ligação das moléculas-alvo do anticorpo, localizadas na porção Fab dos anticorpos. 

Os mecanismos de ação não estão, atualmente, completamente elucidados, porém 

podem ser feitas três grandes divisões de mecanismos conhecidos, não sendo 

mutuamente exclusivos (ou seja, um anticorpo é pode ou não exercer mais de uma 

função ao mesmo tempo): Os anticorpos que são dependentes da participação do 

sistema imune do paciente (ADCC, do inglês Antibody dependent cellular citotoxicity), 

realizando a sinalização e recrutando os mecanismos de sistema efetor, e os anticorpos 

que agem de forma independente, se ligando a receptores celulares  e, então, inibindo 

ou iniciando cascatas referentes aos receptores alvo e/ou se ligando a moléculas que 

atingem receptores na superfície celular, impedindo que esta ligação ligante-receptor 

ocorra. Ademais, ainda é possível que o anticorpo seja um agente recrutador do sistema 
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complemento (CDC, do inglês Complement dependent citotoxicity) (WEINER, 2007; 

SPEARMAN et al., 2011; ROGERS et al., 2014). 

A nomenclatura não comercial de anticorpos segue uma regra de acordo com o 

alvo da molécula, organismo de origem e sua estrutura, terminando com o sufixo –mab. 

Anticorpos mais recentes, que apresentam estrutura completamente humana, recebem 

a letra u antes do sufixo. Já os humanizados ganham zu, e os quiméricos xi. Por fim os 

ultrapassados, de origem murina, recebem o (SINGH et al., 2018). 

 

2.4.1 Tocilizumab 

 

O Tocilizumab é uma imunoglobulina do tipo G1 e, como indica o fonema zu, 

apresenta uma estrutura humanizada, com uma massa total de 148 quiloDaltons. É 

comercializado sob o nome comercial de Actemra® pela farmacêutica Roche®, é 

indicado para o tratamento de artrite reumatoide, Síndrome de liberação de citonicas 

oriundas de infecções graves de Sars-Cov-2, e doença de Castleman, além de 

demonstrar potencial para o tratamento de doença de Crohn, Arterite Takayasu, Lupus 

eritematoso sistêmico, Doença de Still refratária, Arterite de células gigantes (SUZUKI 

et al., 2010; VENKITESHWARAN, 2009; SHEPPARD et al., 2017; KHIALI et al., 2020).  

A estratégia utilizada para a criação desse medicamento foi através da fusão das 

regiões determinantes de complementaridade de uma IgG1 anti-humano de receptores 

de IL-6 com uma IgG1 humana. Seu mecanismo de ação se dá através da ligação com 

os receptores de Interleucina-6 (IL-6R), tanto os que são solúveis, quanto os que se 

encontram imobilizados na membrana celular, impedindo, de forma competitiva, que a 

IL-6 se ligue, e, portanto, evitando que a cascata pró inflamatória que seria 

desencadeada, em caso da ocorrência de ligação (VENKITESHWARAN, 2009; 

OLDFIELD et al., 2009; SUZUKI et al., 2010; SHEPPARD et al., 2017). 

 

2.5 Anticorpos conjugados 

 

As imunoglobulinas, através de suas regiões determinantes de 

complementaridade, exibem uma afinidade muito específica a alguma molécula ou 

receptor. Essa característica a permite agir em locais específicos onde há a maior 

expressão e presença destas moléculas-alvo (CHEN et al., 2020; WEINER, 2007).  

Em contraste, na medicina alopática comum, os medicamentos são 

administrados de forma sistêmica, apresentando ação da mesma forma, de modo que 

sua ação ocorra tanto em tecidos desejados, quanto em tecidos não desejados. Essa 
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característica da alopatia é comumente associada ao aparecimento de diversos efeitos 

indesejados, os colaterais, incluindo hepatotoxicidade (CASI, NERI, 2012). 

Uma das estratégias para contornar este ponto negativo é o emprego da 

tecnologia de encapsulamento, permitindo uma liberação controlada do medicamento 

ao longo do tempo, reduzindo os picos e vales da concentração sérica medicamentosa, 

aumentando o tempo em que ele permanece na faixa terapêutica. Não obstante, outra 

possível alternativa é o uso de sistemas de entrega direcionada, eliminando, ou pelo 

menos reduzindo, a característica sistêmica da alopatia convencional, permitindo a 

redução dos sistemas colaterais, ao poupar tecido saudável (SOUSA et al., 2016). 

Uma das estratégias para o desenvolvimento de entregas direcionadas é a 

utilização da alta especificidade apresentada pelas imunoglobulinas. A racionalidade 

utilizada é que, se for possível identificar moléculas ou biomarcadores específicos para 

as enfermidades desejadas, é possível engenheirar um anticorpo que é específico para 

esses alvos. Desse modo, seria racional pensar que, caso fosse possível conectar um 

medicamento ao anticorpo criado, este agiria como um carreador do medicamento até 

o local alvo. É exatamente nesta linha de pensamento que a criação da tecnologia de 

conjugação de anticorpos está focada, com uma vasta literatura indicando o poder de 

direcionamento sítio-específico dos anticorpos conjugados a nanopartículas (Antibody-

Nanopartcile Conjugates, ou ANC), medicamentos (Antibody-Drug Conjugates, ou ADC) 

ou moléculas biológicas (Antibody-Biologic Conjugates, ou ABC). Comumente, apesar 

de cada um possuir sua própria nomenclatura, não é incomum ver na literatura o termo 

ADC sendo utilizado de modo genérico para todos os casos (CASI, NERI, 2012; SOUSA 

et al., 2016; CHEN et al., 2020). 

Paul Ehrlich chamou os anticorpos de “balas mágica”. Trata-se de moléculas 

proteicas complexas, formadas por várias centenas de aminoácidos e apresentando um 

peso molecular de milhares de Daltons. Além disso, apresentam enovelamento um tanto 

quanto complexo, formando estruturas terciárias ou até mesmo quaternárias, a 

depender da imunoglobulina estudada. É de se esperar, portanto, que seja possível 

utilizar de diversas estratégias diferentes para se aproveitar dessa capacidade de 

direcionamento apresentada pelas imunoglobulinas. No entanto, apesar de estratégias 

completamente distintas poderem ser empregadas no desenvolvimento deste tipo de 

sistema, todas elas apresentam uma característica em comum: Tentar ao máximo 

homogeneizar o DAR (ALVES, 2019). 

A razão medicamento-anticorpo, DAR sigla em inglês para Drug-Antibody Ratio, 

é a razão entre o número de medicamentos conjugados por anticorpo. A depender do 

método utilizado para realizar a conjugação entre medicamento, ou partícula, e 

anticorpo, podemos ter valores diferentes atribuído a este índice. Um mesmo método 
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pode apresentar possibilidades de valores diferentes, a depender de como a reação 

ocorreu em cada anticorpo. Padronizar esse valor é de suma importância, pois impacta 

diretamente a farmacodinâmica e a capacidade de lotes consistentes do medicamento 

serem produzidos. Dessa forma, é importante que haja uma baixa variação para que a 

aprovação, para uso em humanos, por agências regulatórias seja facilitada ou até 

mesmo possível (CAL et al., 2014; KLINE et al., 2015; ALVES, 2019).  

No que diz respeito a métodos de conjugação de anticorpo, há uma vasta 

literatura disponível. Alguns métodos de conjugação, como a utilização das lisinas ou 

cisteínas naturalmente disponíveis para ligação na estrutura do anticorpo, permitem que 

haja a conjugação em diferentes regiões do anticorpo. Apesar de ser uma característica 

não muito desejável, pois também afeta a farmacodinâmica, existem ADCs em estágio 

avançado de testes clínicos, ou até mesmo disponível comercialmente, como o 

Brentuximab Vedotin ou Ado-Trastuzumab Emtansine, aprovados pela agência 

regulatória dos estados unidos para tratamento de Linfoma de Hodgkin e câncer de 

mama metastático, respectivamente. Essas conjugações são classificadas como não-

específicas e naturais (ALVES, 2019). 

Outra possibilidade de conjugação a ser utilizada são as denominadas 

específicas e naturais, que envolve as estruturas naturalmente disponíveis, como é o 

caso da ligação no sítio de ligação de nucleotídeo (Nucleotide Biding Site, ou NBS) ou 

da biotina perto da região C-Terminal do anticorpo (THIRAMANAS et al., 2013; ALVES 

et al., 2014; ALVES, 2019). 

Anticorpos, assim como outras proteínas recombinantes, passam por 

modificações pós-tradução, as chamadas glicosilações, que nada mais são que a 

introdução de cadeias glicosídicas depois que a proteína já foi expressa. Cada 

microorganismo realiza este processo de formas diferentes e é possível realizar a 

digestão parcial dessas cadeias para que algum grupamento específico, que ocorra 

naturalmente e previamente não disponível, fique exposto e possa participar da reação 

de conjugação (ALVES, 2019). 

Por fim, há a possibilidade de serem introduzidos grupamentos, que não ocorrem 

de forma natural, na estrutura do anticorpo, disponibilizando um sítio específico para 

que a conjugação ocorra. Esse tipo de conjugação, denominada sítio específica e não 

natural, apresenta uma menor variação de DAR quando comparado a outros métodos, 

mas enfrenta os desafios e percalços da engenharia genética, assim como a produção 

de fragmentos de anticorpo (SOUSA et al., 2016; ALVES, 2019). 

A porção que faz o reconhecimento de antígeno e, portanto, responsável pela 

especificidade, como já mencionado, é a região determinante de complementaridade. É 

nessa linha de pensamento que surgiu o desenvolvimento de fragmentos dessa região 
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do anticorpo. Como ele é 100% engenheirado, há a possibilidade de adicionar sítios de 

ligação específicos para a conjugação, permitindo que a ligação entre carga e fragmento 

seja feita através de rotas químicas específicas bioortogonais, como a click-chemistry, 

o que ajuda a reduzir a variação do valor de DAR. Outra possibilidade permitida por 

estes fragmentos, também denominados de nanobodies, é a criação de medicamentos 

com múltipla especificidade, além de apresentarem estabilidade e afinidade de ligação 

igual ou superior aos anticorpos tradicionais. No entanto, como há a necessidade de 

realizar engenharia genética, além da expressão em sistema biológico e separação das 

moléculas, conjugações em grupamentos não naturais fogem do tempo e escopo deste 

trabalho (HEUKERS et al., 2014a; SOUSA et al., 2016; VAN LITH et al., 2017; ALVES, 

2019). 

Há bastante potencial para o desenvolvimento tecnológico de conjugados de 

anticorpos, que é um mercado ainda pouco explorado. Como mencionado, ao fundir a 

alopatia convencional com a especificidade e direcionamento de anticorpos, é possível 

criar medicamentos com maior poder terapêutico e menor quantidade de efeitos 

colaterais. Atualmente há pelo menos 14 ADCs comercialmente aprovados para uso em 

humanos e mais de cem em algum estágio de teste clínico e representam um mercado 

bilionário a ser explorado. De acordo com a análise de mercado da Grand View 

Research, o mercado de anticorpos monoclonais (mAbs), em 2022, atingiu a marca de 

US$210 bilhões, dentre os mais de cem mAbs aprovados para uso em diferentes tipos 

de enfermidades. Comparativamente, o mercado de ADCs está previsto para atingir a 

marca de US$16 bilhões, com somente o trastuzumab deruxtecan representando uma 

movimentação de cerca de US$6.2 bilhões. Levando em consideração que todos os 

ADCs aprovados atualmente e a grande maioria em testes clínicos estão voltados 

somente para o tratamento de câncer, isso evidencia que há enorme capacidade de 

expansão para outras doenças. A artrite reumatoide, por exemplo, que em 2009 

apresentava um mercado de aproximadamente US$10.7 bilhões, com crescimento 

anual em torno de 20%, ainda tem seu mercado de anticorpos conjugados 

comercialmente inexplorado (SCHEINECKER et al., 2009; CHEN et al., 2020; PAZO et 

al., 2021; SHASTRY et al., 2023; ZHIWEN et al., 2022). 

 

2.5.1 Adsorção física 

 

Na adsorção física, também conhecida como fisissorção, há uma ausência de 

reação química, ou seja, há uma atração em nível molecular regida por interações não 

específicas de longo alcance, como interações hidrofóbicas, que não requerem 

interações entre grupos funcionais. Além disso, ocorrem também interações 
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elestroestáticas, que dependem da carga parcial das moléculas, que pode ocorrer 

através da introdução de copolímeros (como ácido metacrílico e ácido acrílico). Há a 

ação de forças de Van der Waals e ligações de hidrogênio (BEE et al., 2009; PEIXOTO, 

2013; PEIXOTO et al., 2016; TRINO, 2018; SANDHYARANI, 2019). 

Nesse tipo de adsorção, como as interações são de relativo longo alcance, não 

é necessário contato direto entre adsorvente e adsorvato, podendo ocorrer a formação 

de múltiplas camadas de moléculas adsorvidas na superfície. Como vantagens, 

ressalta-se a simplicidade deste método de adsorção, resultando em custos diminutos 

e, como há ausência de ligação, o formato e, portanto, a atividade é preservada. No 

entanto, apresenta como desvantagens a possível dessorção de moléculas que 

apresentem interações mais fracas e a inabilidade deste método de garantir a exposição 

da região determinante de complementaridade do anticorpo ao meio aquoso, necessário 

para que o anticorpo exerça sua função (WEINER, 2007; SANDHYARANI, 2019). 

 

2.5.2 Adsorção química 

 

Por sua vez, na adsorção química, também conhecida como quimissorção, como 

o próprio nome indica, ocorrem reações químicas e uma subsequente formação de 

ligação química entre as moléculas adsorvidas, no caso deste trabalho, o Tocilizumab, 

e a superfície do polímero. Esse tipo de conjugação apresenta estabilidade superior a 

adsorção física, sendo, normalmente, irreversível. No entanto, não há garantias de que 

a conformação molecular, e atividade do anticorpo, se mantenha intacta após a 

adsorção (CAMPOS et al., 2016; SANDHYARANI, 2019).  

Uma das estratégias mais comuns na funcionalização entre polímeros e 

copolímeros, em que existam grupos carboxílicos presentes, e biomoléculas, é o uso de 

agentes intermediários para a funcionalização, que podem agir como espaçadores, 

aumentando o espaço entre a superfície e a biomolécula, ou como ativadores, para 

melhorar a performance da adsorção química (HOSSEINI et al., 2014; YAN et al., 2015).   

 

Figura 4 – Representação da estrutura química do Sulfo-NHS e EDC 
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Como agentes ativadores, carbodiimidas são comumente escolhidas para 

exercer essa função e o mais empregado é o 1-etil-3-(3-

dimetilaminopropil)carbodiimida, também chamado de EDC, que conjuga proteínas e 

peptídeos, através de ligações isopeptídicas a partir dos grupamentos amina das 

cadeias laterais das biomoléculas, em nanopartículas poliméricas formando ligações 

amida. Esse método de adsorção já é bem descrito na literatura, incluindo conjugação 

do Tocilizumab a outros polímeros com testes pré-clínicos iniciados, com o auxílio de 

Sulfo-NHS (N-Hidroxisulfosucinimida). As sucinimidas são moléculas comumente 

empregadas na conjugação entre anticorpos e medicamentos, inclusive utilizado na 

produção do Trastuzumab Entansina, ADC aprovado para uso humano, indicando a 

manutenção da atividade do anticorpo após a reação (GRABAREK, GERGELY, 1990; 

HERMANSON, 2013; YAN et al., 2015; CAMPOS et al., 2016; CHEN et al., 2020; JEON 

et al., 2023).  

 

Figura 5 – Representação da reação de adsorção química utilizando Sulfo-NHS e EDC 

 

Além de utilização de Sulfo-NHS e EDC, como representado na Figura 5, 

para a imobilização de anticorpos, existem outros métodos utilizados na literatura 

que permitem a conservação da seletividade dessas moléculas. Moléculas de 

Estreptavidina (SA) exibem alta afinidade por moléculas de biotina, se ligando 

rapidamente, que por sua vez exibem alta afinidade por proteínas, sem causar 

alterações conformacionais devido seu tamanho diminuto, preservando a 

atividade dos anticorpos. O processo de ligar uma molécula de biotina a uma 

proteína é denominado de biotinilação. Enquanto esse método é comumente 

utilizado na produção de sensores baseados em anticorpos monoclonais, com o 

intuito de imobilizá-los na superfície do sensor, há alguns anos vêm sendo 
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investigado na conjugação de anticorpos a outras moléculas (ALVES et al., 2013; 

THIRAMANAS et al., 2013; ALVES, 2019; HOFFMANN et al., 2020). 

 

 

Figura 6 – Representação da estrutura química do Ácido 4-(3-Indolil)butanoico (IBA) 

 

Dentre as muitas outras técnicas disponíveis para conjugação, outra que chama 

bastante a atenção é a utilização do Ácido Indol-3-Butírico (IBA), uma biomolécula 

expressada pelas diferentes espécies de salgueiro. Essa molécula, sob a incidência de 

luz ultra-violeta no comprimento de 254 nanômetros, se liga a uma região conhecida 

como NBS (Sítio de ligação de nucleotídeo, ou Nucleotide Biding Site, em inglês), 

ilustrado na Figura 7. Essa região é altamente conservada em diversos anticorpos e a 

ligação neste local, mantém a exposição da CDR ao meio aquoso. Apesar de sua 

localização ser proximal à região de determinação de complementaridade, vem sendo 

estudada como sítio de conjugação, com a literatura disponível mostrando que há a 

manutenção da atividade dos anticorpos após realizada a conjugação (ALVES et al., 

2012; ALVES et al., 2013a, 2013b; ALVES et al., 2014; ALVES, 2019).  



 

23 
 

 

Figura 7 – Representação da reação de adsorção química utilizando Ácido Indol 
3-Butírico e Luz Ultravioleta 

 

2.6 Comentários finais 

 

A artrite reumatoide é uma doença que erode a qualidade de vida dos 

enfermos ao longo dos anos, tanto pela progressão da doença quanto pelos 

efeitos adversos dos medicamentos que são empregados de forma sistêmica.  

A capacidade dos medicamentos da classe de Anticorpos Conjugados 

(AC) diminuírem os efeitos indesejados da quimioterapia, que é empregada de 

forma sistêmica, em pacientes com câncer, sem reduzir o poder terapêutico, se 

mostra como característica interessante no tratamento de outras doenças que 

utilizam de medicamentos com ação sistêmica e efeitos colaterais dose-

dependente. A aplicação de ACs no tratamento de artrite reumatoide ainda é um 

cenário relativamente inexplorado, com um vasto mercado ainda não 

desbravado, e os métodos de conjugação de anticorpos devem ser estudados 
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caso a caso, uma vez que a estrutura e composição destes varia entre os mAbs 

comercialmente disponíveis.  

Nesse sentido, este estudo investiga quatro possíveis métodos de 

conjugação entre o anticorpo monoclonal Tocilizumab, e uma nanopartícula 

biocompatível que possa ser empregada para realizar o encapsulamento de 

medicamentos, no intuito de contribuir no desenvolvimento da tecnologia de 

medicamentos do tipo de Anticorpos Conjugados e futuramente prover melhor 

tratamento para os acometidos por doenças em que esta tecnologia seja 

aplicável.  

Como nanopartícula biocompatível, neste trabalho foram utilizadas três 

nanopartículas poliméricas, Poli(Metacrilato de Metila), Poli(Metacrilato de 

Metila-co-Ácido Acrílico), e Poli(Metacrilato de Metila-co-Ácido Metacrílico). A 

seleção dos constituintes das nanopartículas poliméricas foi feita pela 

propriedade adequada desses sistemas para aplicações biomédicas e 

farmacêuticas, boa escalabilidade. Ademais, o grupo de pesquisa já possui vasta 

experiência na produção dessas nanopartículas com os tamanhos adequados 

para este tipo de aplicação. Por essa razão, protocolo de polimerização foi 

selecionado a partir dos resultados e conhecimento interno, enquanto a adição 

dos co-polímeros, Ácido Metacrílico e Ácido Acrílico, têm como objetivo a 

introdução de grupamentos do tipo carboxílico, com o intuito de fornecer uma 

região adequada para a formação de ligações químicas nas rotas de adsorção 

química e interação eletroestática na rota de adsorção física. A estrutura dos 

polímeros pode ser observada na Figura 8 (LORCA et al., 2012; CAMPOS et al., 

2016; MALHADO et al., 2016; CAMPOS et al., 2019; Way et al., 2019; MATTOS 

et al., 2023). 

Figura 8 – Representação da estrutura química dos polímeros Poli(Metacrilato de 
Metila), Poli(Metacrilato de Metila-co-Ácido Acrílico) e Poli(Metacrilato de Metila-co-
Ácido Metacrílico), respectivamente. 
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No que diz respeito às estratégias de adsorção escolhidas, foram selecionadas 

técnicas descritas na literatura já aplicadas para imobilização dessa classse de 

biomoléculas, permitindo comparar o desempenho entre elas e selecionar a mais 

adequada para o anticorpo escolhido.  

A técnica de adsorção física foi escolhida por ser simples e, em estudos 

recentes, mostrou-se eficiente em adsorver biomoléculas à nanopartículas 

biocompatíveis e baixa taxa de dessorção (MATTOS, 2021). Enquanto a utilização de 

Sulfo-NHS e EDC já é uma técnica bem descrita na literatura e já possui estudos in-vivo 

(MATTOS, 2021; CHEN et al., 2020). A utilização de biotina e estreptavidina também é 

bem descrita na literatura para a imobilização de biomoléculas, porém é voltada para o 

desenvolvimento de biossensores (THIRAMANAS et al., 2013). Por fim, a utilização do 

Ácido Indol 3-Butírico, em conjunto com a luz ultravioleta, vêm sendo estudada por um 

grupo de pesquisa para conjugar anticorpos à outras moléculas enquanto não há perda 

de atividade das biomoléculas, porém polímeros não foram avaliados nesses ensaios 

(ALVES et al., 2012; ALVES et al., 2013a, 2013b; ALVES et al., 2014; ALVES, 2019). 
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CAPÍTULO 3 

Materiais e Métodos 

 

3.1 Materiais 

 

 Para a produção de nanopartículas poliméricas foram utilizados os seguintes 

reagentes, sem qualquer outro procedimento adicional realizado: 

• Metacrilato de metila monomérico (MMA), com pureza mínima de 99,5%, oriundo 

da Sigma-Aldrich (Estados Unidos da América); 

• Ácido acrílico monomérico (AA), com pureza mínima de 99%, oriundo da Sigma-

Aldrich (Estados Unidos da América); 

• Ácido metacrílico monomérico (MAA), com pureza mínima de 99%, adquirido da 

Merck (Alemanha); 

• Surfactante dedocil sulfato de sódio (SDS), com 10% de água e pureza mínima 

de 99%, adquirido através da Vetec Química Fina (Brasil); 

• Persulfato de Potássio (KPS), utilizado como iniciador, com pureza mínima de 

99%, fornecido pela Vetec Química Fina (Brasil); 

• Bicarbonato de sódio PA, utilizado como agente tamponante e apresentando 

99,7% de pureza mínima, adquirido da Proquimios (Brasil); 

• N-hexadecano PA, agente co-estabilizante, com pureza mínima de 99,5%, 

fornecido pela Vetec Química (Brasil); 

• Agente paralisante da polimerização, hidroquinona, com 99% de pureza mínima, 

adquirido através da Vetec Química (Brasil). 

 

Para a conjugação dos anticorpos monoclonais foram utilizados os seguintes 

reagentes: 

• Tocilizumab foi adquirido na forma comercialmente disponível, o Actemra®, na 

concentração de 80mg/4mL, fornecido pela Roche (Suíça); 

• Fosfato de sódio dibásico PA, para produção de solução fosfato, com pureza 

mínima de 99%, fornecido pela Vetec Química Fina (Brasil); 

• Fosfato de sódio monobásico PA, também para produção de solução tampão 

fosfato, com pureza mínima de 99%, adquirido através da Vetec Química Fina 

(Brasil); 
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• Biotina, apresentando pureza mínima de 99%, fornecido pela Sigma-Aldrich 

(Estados Unidos da América); 

• Estreptavidina liofilizada, obtida de Streptomyces avidinii, livre de sais adquirida 

da Sigma-Aldrich (Estados Unidos da América); 

• N-Hidroxissulfosuccinimida (NHS), pureza mínima de 98%, fornecido pela 

Sigma-Aldrich (Estados Unidos da América); 

• 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), pureza mínima de 97%, 

fornecido pela Sigma-Aldrich (Estados Unidos da América); 

• Ácido Indol-3-Butírico adequado para cultivo de células vegetais, com pureza 

mínima de 98%, fornecido pela Sigma-Aldrich (Estados Unidos da América); 

• Dimetilsulfóxido (DMSO), com pureza mínima de 99.5%, adequado para cultivo 

de células vegetais, fornecido pela Sigma-Aldrich (Estados Unidos da América). 

 

Quanto às caracterizações, os materiais utilizados foram: 

• Tetrahidrofurano, para solubilização dos polímeros e subsequente 

caracterização das massas molares, apresentando grau de pureza padrão 

HPLC, fornecido pela Tedia Inc (Brasil); 

• Kit de análise de quantificação de proteínas através do método BCA Pierce, 

fornecido pela Thermofisher (Estados Unidos da América). 

 

3.2 Equipamentos 

 

 Para a produção das nanopartículas biocompatíveis, ou seja, reações de 

polimerização, foram utilizados os seguintes equipamentos: 

• Reator de vidro encamisado, capacidade de trabalho máxima de 1L, com 

agitador mecânico, termopar e condesador. 

• Balança analítica da Bel Engineering (Itália), modelo U210A. 

• Estufa com recirculação de ar, da Quimis (Brasil). 

• Homogeneizador de alta pressão em escala de bancada, modelo 102C(CE), 

fornecido pela Branson Ultrasonics (Estados Unidos da América). 

 

Para os ensaios de conjugação entre anticorpo e nanopartículas foram utilizados os 

seguintes equipamentos: 

• Balança analítica, da Mettler Toledo (Estados Unidos da América), modelo XS-

64; 
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• Balança analítica, modelo XS4002S, fornecido pela Mettler Toledo (Estados 

Unidos da América); 

• Agitador da Scientific Industries (Estados Unidos da América), modelo Roto-

Shaker Genie SI-1100; 

• Centrifuga Centrifuge 5810R, adquirido através da Eppendorf (Alemanha); 

• pHmêtro modelo W3B da Bel Engineering (Itália); 

• Membrana de filtração feita de Polietersulfona, modelo Amicon Bioseparations 

Biomax, de 500 kDa, fabricada pela Millipore (Estados Unidos da América); 

• Célula de ultrafiltração agitada, modelo 8010, fabricada pela Millipore (Estados 

Unidos da América); 

• Célula de ultrafiltração por centrifugação, modelo Amicon Ultra Ultracel de 3kDa, 

fabricado pela Millipore (Estados Unidos da América); 

• Célula de ultrafiltração por centrifugação, modelo Vivaspin 2 VS0251 de 300kDa, 

produzida pela Sartorius AG (Alemanha); 

• Lanterna de emissão de radiação ultravioleta, modelo BOIT-LUB01, adquirido 

através da BOITTON Instrumentos (Brasil). 

 

Para as caracterizações realizadas nesse trabalho, foram utilizados os 

equipamentos: 

• TGA Q-500, Discovery Series, fornecido pela TA Instruments (Reino Unido), para 

análise termogravimétrica; 

• Espectrofotômetro de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), 

modelo IRTracer-100, fornecido pela Shimadzu (Japão), com o acessório QATR 

10; 

• Calorímetro diferencial de varredura (DSC), modelo Q-2000, adquirido da TA 

Instruments (Reino Unido); 

• Cromatógrafo de permeação em gel (GPC), modelo Viscotek GPC Max VE 2001, 

fornecido pela Malvern Panalytical (Reino Unido). O cromatógrafo é equipado 

com detector refratométrico VE 3580, também da Malvern, e conjunto de colunas 

lineares, modelos KF-805L e KF-48804L, fornecidas pela Shodex (Japão); 

• Analisador de tamanhos de partícula e potencial zeta, modelo ZetaSizer Nano 

ZS, da Malvern Panalytical (Reino Unido); 

• Espectrofotômetro Uv-Vis Nanodrop One, fabricado pela ThermoFisher Scientific 

(Estados Unidos da América); 

• Microscópio Eletrônico de Varredura e Transmissão VEGA-3 LMU fabricado pela 

TESCAN (República Tcheca); 
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• Metalizador de amostras (Au/C) Desk V HP da Denton Vacuum (Estados Unidos 

da América). 

 

3.3 Métodos 

3.3.1 Produção de nanopartículas poliméricas 

 

 Neste estudo, foram utilizadas três nanopartículas diferentes. O monômero base 

utilizado foi o metacrilato de metila (MMA). Os co-monômeros foram o ácido acrílico 

(AA) e o ácido metacrílico (MAA), em uma proporção de 10% em relação à massa total 

utilizada para a polimerização de poli(metacrilato de metila) puro, sendo produzidos 

então poli(metacrilato de metila) (P(MMA)), Poli(metacrilato de metila-co-ácido acrílico) 

(P(MMA-co-AA)) e poli(metacrilato de metila-co-ácido metacrílico) (P(MMA-co-MAA)).  

A seleção deles se baseou nas suas características adequadas para introduzir 

grupos ácidos na superfície das nanopartículas e pela experiência prévia existente no 

grupo de pesquisa. Portanto, a determinação dos parâmetros experimentais e do 

procedimento foi feita à luz das pequisas de LORCA et al., 2012; CAMPOS et al., 2016; 

PEIXOTO et al., 2016; CAMPOS et al., 2019; MATTOS et al., 2023. 

O método escolhido para a produção dessas nanopartículas foi a polimerização 

em miniemulsão, com uma emulsão do tipo óleo em água (O/A). Três soluções distintas 

foram preparadas, a saber: uma solução (1), correspondente à fase aquosa, diluindo o 

surfactante dodecil sulfato de sódio e bicarbonato de sódio em água destilada, 

mantendo agitação magnética por 20 minutos; outra solução (2), correspondente à fase 

oleosa, composta por hexadecano e monômeros, sob agitação magnética por 10 

minutos e;  a última solução (3) era composta pelo iniciador, o persulfato de potássio 

(KPS), solubilizado em água destilada, sob agitação magnética por 10 minutos, com as 

quantidades mostradas na Tabela 1. 
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Tabela 1 – Composição das soluções utilizadas na produção das nanopartículas 
poliméricas 

Solução Reagente Massa (g) Material 

1 Água 
Dodecil sulfato de sódio 
Bicarbonato de Sódio 

364,88 
4,94 
0,40 

Béquer 
500mL 

2 (PMMA) Metacrilato de metila 
Hexadecano 

98,72 
0,40 

Béquer 
500mL 

2 (P(MMA-co-AA)) Metacrilato de metila 
Ácido acrílico 
Hexadecano 

88,85 
9,87 
0,40 

Béquer 
500mL 

2 (P(MMA-co-MAA)) Metacrilato de metila 
Ácido metacrílico 
Hexadecano 

88,85 
9,87 
0,40 

Béquer 
500mL 

3 Água 
Persulfato de potássio 

30,00 
0,49 

Béquer 
50mL 

 

Após os reagentes estarem devidamente solubilizados, a solução 1 foi vertida na 

solução 2, sob agitação magnética, obtendo-se uma pré-emulsão. Esta foi, então, 

submetida à pressão de 400 bar no homogeneizador de alta pressão, resultando em 

uma emulsão de óleo em água. A Figura 9 ilustra o processo reacional. 

 

Figura 9 – Esquematização da reação de polimerização. Primeiramente são produzidas 
as soluções 1,2, e 3. A solução 1 é vertida na solução 2 sob agitação mecânica, que é 
então submetida a 400bar de pressão por 15 minutos no homogeneizador de alta 
pressão. O conteúdo é então vertido no reator de vidro encamisado, e ao atingir 80ºC, 
a solução 3 é vertida para iniciar a reação, que dura 120 minutos com agitação constante 
a 500 rpm. 
 

Essa emulsão de óleo em água foi vertida em um reator de vidro de 1L, 

encamisado, com o fluido de aquecimento ajustado para a temperatura de 80ºC, 

previamente aquecido. Esse reator possuía uma tampa metálica com 5 bocas, onde 

foram acoplados um termopar, agitador mecânico ajustado para 500 rpm e 

condensador, enquanto as duas bocas remanescentes permaneciam fechadas, 

conforme mostra a Figura 10. 
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Figura 10 – Sistema utilizado para a síntese das nanopartículas. (1) Controlador de 
temperatura do fluido do reator. (2) Controlador de temperatura do fluido do 
condensador. (3) Reator de 1L encamisado e fabricado em vidro, com tampa metálica 
de 5 bocas. (5) Agitador mecânico funcionando configurado para funcionar a 500 rpm. 
(6) Termopar utilizado para monitorar a temperatura do meio reacional. (7) Capela com 
exaustão. 

 

Quando o conteúdo do reator chegou aos 80ºC, a solução 3, que continha o 

iniciador, foi despejada no reator, demarcando o início da reação de polimerização. Ao 

longo da reação, uma das bocas era aberta, a fim de recolher uma alíquota em tempos 

pré-determinados, com a finalidade de realizar a análise de conversão por gravimetria 

e, então, fechada novamente. As alíquotas eram despejadas em forminhas de alumínio 

de peso conhecido, contendo 0,15 mL de uma solução de Hidroquinona 1% (m/m). 

Decorridos o tempo de reação de duas horas, se realizou o resfriamento do reator e se 

obteve as nanopartículas na forma de um látex branco, armazenados em recipientes de 

vidro, ao abrigo de luz em temperatura ambiente. 

 

 3.3.2 Caracterização das nanopartículas 

 

Análises da conversão da polimerização por gravimetria, distribuição de massas 

molares, identificação da ligação dos átomos de hidrogênio, da morfologia, do potencial 
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eletrocinético e tamanho das partículas, e análises térmicas foram conduzidas no látex 

resultante. 

 

3.3.2.1 Conversão gravimétrica 

 

Alíquotas de 2mL foram coletadas durante as reações nos tempos referentes a 

5, 10, 20, 30, 60 e 120 minutos, sendo armazenadas em formas de alumínio de massa 

conhecida, contendo 0,15mL de solução aquosa de hidroquinona, um agente que causa 

a paralização da reação ao inativar os radicais livres, na concentração de 1% 

massa/massa, e tinham seu peso aferido imediatamente.  

As amostras eram secadas em uma estufa com recirculação de ar, na 

temperatura de 25ºC, até que uma massa constante fosse atingida, indicando a 

evaporação de todo o conteúdo aquoso.  A conversão pode ser então determinada 

através de análise gravimétrica, de acordo com a seguinte equação: 

 

𝐶𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠ã𝑜 (%) = (
(𝑀𝑠𝑒𝑐𝑜 ∗ 𝑀𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙)

(𝑀𝑎𝑙í𝑞𝑢𝑜𝑡𝑎 ∗ 𝑀𝑓𝑎𝑠𝑒 𝑜𝑟𝑔â𝑛𝑖𝑐𝑎)
) ∗ 100 

Equação 1 – Equação utilizada para calcular a taxa de conversão dos monômeros em 
polímero, sendo Mseco referente a massa da amostra ao atingir peso constante, 
Maliquota referente a massa de alíquota no momento da reação, enquanto as outras 
duas, Mtotal e Mfase orgânica, são referentes as massas de reagentes totais e de 
reagentes presentes somente na fase orgânica, respectivamente. 
 

 

3.3.2.2 Potencial eletrocinético e distribuição de tamanho de partículas 

 

Para verificar que as partículas produzidas possuíam tamanho adequado para a 

aplicação desejada - menores que 80 nanômetros, e em suspensão estável, foram feitas 

análises a respeito do tamanho de partícula e do potencial eletrocinético, também 

conhecido como potencial zeta, com o equipamento ZetaSizer NanoZS, da Malvern 

Panalytics.  

O potencial zeta é o potencial medido no plano de cisalhamento de uma 

superfície carregada, podendo ser calculado através de uma relação teórica entre a 

mobilidade eletroforética, viscosidade e constante dielétrica do líquido dispersante, 

através de a equação 2. Potenciais zeta com módulos de valores elevados tendem a 

indicar uma menor propensão a aglomeração e maior estabilidade da suspensão 

(CLOGSTON, PATRI, 2011; SURI et al., 2013; GHERNAOUT, 2015). 
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𝑈𝑒 =
2 ∗ 𝜀 ∗ 𝑧 ∗ 𝑓(𝑘𝛼)

3ƞ
 

Equação 2 – Equação conhecida como equação de Henri, sendo empregada no 
equipamento para determinação do potencial zeta, sendo Ue correspondente à 
mobilidade eletroforética, z é o potencial zeta, ε é a constante dielétrica e ƞ a viscosidade 
do líquido dispersante, enquanto f(kα) é a função de Henri.  
 

Análises de potencial zeta foram feitos utilizando 1mL de amostra diluída em 

10mL de água, que foi então inserida em uma cubeta de modelo DTS1070. Como 

parâmetros adotados, foi considerado o índice de refração do PMMA medido 

anteriormente (1,476), a água como meio dispersante, com constante dielétrica de 78,5 

e índice de refração de 1,330, temperatura de 25ºC, com tempo de calibração de 60 

segundos. Foram realizadas 25 corridas em triplicata. 

As medições de tamanho das nanopartículas foram feitas imediatamente após o 

resfriamento do conteúdo do reator, sendo utilizados 0,15mL de amostra, diluídos em 

2mL de água. O conteúdo é então inserido em uma cubeta de vidro e levada até o 

equipamento, com parâmetros já definidos para as análises. Os parâmetros levam em 

conta o índice de refração polímero (1,476), temperatura da análise (25ºC) e número de 

leituras, neste caso foram 10 corridas de 10 segundos de cada amostra, em triplicatas. 

Como índice de refração do polímero, uma vez que as amostras são constituídas 

majoritariamente de metacrilato de metila, foi considerado o valor referente a PMMA 

puro, medido anteriormente. 

O tamanho das partículas é feito através do uso do espalhamento dinâmico da 

luz, conhecido como DLS (sigla em inglês de Dynamic Light Scattering), que utiliza a 

equação de Stokes-Einstein (Equação 3) para determinar o tamanho das partículas em 

suspensão, a partir do movimento Browniano e do modelo da esfera difusa. Moléculas 

de tamanhos diferentes se movimentam em velocidades diferentes inversamente 

proporcional ao seu tamanho: moléculas menores se movimentam mais rapidamente, 

enquanto moléculas maiores se movimentam mais rapidamente. Portanto, quanto 

menor a partícula, maior sua velocidade de difusão (SWITALSKI et al., 2022). 

 

𝐷 =
𝐾𝐵 ∗ 𝑇

6 ∗ 𝜋 ∗ 𝑅𝐻 ∗ ƞ
 

Equação 3 – Equação de Stokes-Einstein, utilizada pelo equipamento para determinar 
o diâmetro das nanopartículas produzidas. KB é a constante de Boltzmann, T é a 
temperatura, π é o número pi, enquanto RH é o raio hidrodinâmico e ƞ é a viscosidade. 
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Um dos fatores que indicam uma suspensão estável, como mencionado 

anteriormente, é a ausência da formação de aglomerados de partículas. Para validar a 

estabilidade, um novo ensaio foi feito 17 meses após a polimerização, com os mesmos 

parâmetros utilizados. 

 

3.3.2.3 Distribuição de massas molares 

 

Através de emprego da cromatografia de permeação em gel (GPC), foi possível 

determinar a distribuição das massas molares e as massas molares médias das 

nanopartículas produzidas. O princípio desta técnica é que moléculas menores e, 

portanto, com massas molares menores, penetram facilmente nas colunas 

cromatográficas do equipamento, enquanto massas molares maiores demoram mais 

tempo para eluir (GRUBISIC et al., 1967; BALKE et al., 1969). 

Inicialmente, foi necessário realizar a dissolução do polímero com um solvente, 

com o uso de 9mg de cada amostra e 9 mL de tetrahidrofurano (THF). Então, as 

amostras foram colocadas no cromatógrafo e percorreram as colunas do equipamento, 

fornecendo dados relativos à massa molar z-média (Mz), massa molar numérica média 

(Mn), massa molar ponderal média (Mw) e índice de polidispersão, que é dado pela 

razão entre Mw e Mn. 

O equipamento utilizado foi o Viscotek GPC Max Ve 2001, equipado com 

detector refratométrico VE 3580 e colunas lineares Shodex KF-805L e Shodex KF-

48804L. A fase móvel foi o THF, com temperatura de 40ºC e vazão de 1 mL/min. Uma 

curva de calibração prévia foi realizada com padrões de poliestireno com massas 

molares entre 5x10³ e 106 Da.  

 

3.3.2.4 Morfologia 

 

As partículas foram analisadas utilizando o microscópio eletrônico de varredura 

modelo VEGA-3 LMU, produzido pela marca TESCAN, sob tensão máxima de 25kV e 

alto vácuo. As amostras foram preparadas através de gotejamento em fita dupla face de 

carbono aderida ao suporte do equipamento e através da liofilização do látex produzido 

e subsequente aderência na mesma fita dupla face. Após isso, ambas foram 

metalizadas com Ouro, no metalizador Desk V HP da Denton Vacuum, sob baixo vácuo. 

Apenas as imagens do material liofilizado foram utilizadas. 
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3.3.2.5 Temperatura de transição vítrea 

 

Análises térmicas podem fornecer boas indicações se houve a correta 

incorporação dos comonômeros nos polímeros. Uma das análises empregadas foi a 

calorimetria diferencial exploratória (DSC), que fornece a temperatura de transição 

vítrea (Tg), em um equipamento do modelo Q-2000 da TA Instruments. Foram feitas 

três curvas de aquecimento a 10ºC/min de 0ºC até 200ºC, com resfriamento entre a 

primeira e a segunda e utilizados 5mg de amostra de cada polímero, com atmosfera de 

nitrogênio, com uma vazão de 50mL/min. 

 

3.3.2.6 Temperatura máxima de degradação 

 

Outra análise térmica empregada foi a análise termogravimétria, a fim de avaliar 

a temperatura máxima de degradação dos polímeros produzidos. Utilizou-se em torno 

de 12mg de amostra e a análise foi feita de 25ºC até 800ºC, com uma taxa de 

aquecimento de 10ºC/min. A atmosfera da análise foi de gás nitrogênio, com uma vazão 

de 60mL/min. O equipamento usado foi um TGA Q-500 da TA Instruments. 

 

3.3.3 Ensaios de conjugação de anticorpos a nanopartículas 

 

Buscou-se avaliar diferentes métodos de conjugação das nanopartículas 

biocompatíveis a um anticorpo monoclonal humanizado. Neste estudo, a escolha foi o 

Tocilizumab, devido à relevância atual do anticorpo monoclonal e disponibilidade, em 

sua forma comercial Actemra®, na concentração de de 80 mg / 4 mL. A solução foi 

diluída para 1mg / mL, e a quantidade utilizada em cada ensaio foi padronizada a 100µg, 

com um volume fixo de 1,6mL, nos dando uma concentração padrão de 62,5µg / mL em 

todos os ensaios. A escolha se deu baseada na literatura disponível, que demonstra ser 

uma quantidade suficiente para realizar o recobrimento de nanopartículas de tamanho 

similar. 

Quatro estratégias diferentes foram escolhidas, sendo a adsorção física o 

primeiro, e, subsequentemente, três diferentes quimissorções. Para as quimissorções 

foram selecionados o Sulfo-NHS + EDC para o primeiro ensaio, o Ácido Indol-3-Butírico 

para o segundo e, por fim, a Biotina e Estreptavidina. 

Necessitou-se da produção de uma solução tampão de fosfato com pH 6,0 e 

concentração 0,1M. Essa solução é a final da mistura de outras duas soluções: uma 

com 1,42g de fosfato de sódio dibásico em 50 mL de água destilada e outra com 6,00g 

de fosfato de sódio monobásico em 250 mL de água destilada. Para o preparo da 
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solução final foram misturados 250 mL de água destilada, 30,75mL da primeira solução 

e 219,25 mL da solução 2, apresentando pH 6,0, verificado através do pHmêtro W3B da 

Bel Engineering, e armazenada em recipiente de vidro e refrigerado a 4ºC (Tabela 2). 

 

Tabela 2 – Descrição de soluções no processo de produção da solução tampão fosfato 
de pH 6,0 
 

Solução  Reagente Massa (g) 

1 Água 
Fosfato de sódio dibásico 

50,00 
1,42 

2 Água 
Fosfato de sódio monobásico 

250,00 
6,00 

3 Solução 1 
Solução 2 

30,75 
219,25 

 

Com o intuito de eliminar contaminantes extras presentes no látex (forma como 

as nanopartículas se apresentam ao final da reação de polimerização), que pudessem 

interferir na conjugação, se realizou uma etapa de lavagem com 1,5mL da solução 

tampão e 0,1mL do látex, antes dos ensaios de adsorção, incubando-as por 2 h a 20 

RPM, em um agitador Roto-Shake Genie SI-1100, da Scientific Industries. Após esse 

período, o conteúdo foi centrifugado em centrífuga Eppendorf 5810R a 6000 RPM por 

30 minutos com uma célula de ultrafiltração Amicon de 3 kDa, de acordo com a Figura 

11. O conteúdo foi ressuspendido, baseado no protocolo de cada ensaio de adsorção. 

 

 

Figura 11 – Esquematização do procedimento de lavagem, feito antes de todos os 

ensaios de adsorção. Eram misturados, em um Eppendorf, 1,5mL de solução tampão e 

0,1mL do látex. Após 2 horas de incubação a 20RPM o látex era filtrado em uma célula 

de filtração Amicon de 3kDa, com o auxílio de uma centrífuga Eppendorf 8510R 
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3.3.3.1 Adsorção física 

 

Para a realização desse ensaio, após a etapa de lavagem das nanopartículas, 

1,5 mL de tampão era utilizado para ressuspender as nanopartículas e, então, 

adicionadas a um Eppendorf, juntamente com 0,1mL da solução diluída de Actemra®, 

e incubadas por 2 horas a 20 RPM no mesmo agitador mecânico. 

 

Tabela 3 – Tabela indicando a quantidade e concentração de cada solução utilizada nos 
ensaios de adsorção física, além dos parâmetros do experimento. 
 

Solução Reagentes Concentração Quantidade Parâmetros 

1 NPs em Fosfato 0,1M 1,5 mL 20 RPM 

120 minutos 2 Tocilizumab 1g/mL 0,1 mL 

 
Para a etapa de filtração, foi selecionada uma membrana com capacidade de 

separar o Tocilizumab não adsorvido do restante das partículas, no caso a membrana 

de Biomax de 500kDa da Millipore, que era acoplada à uma cápsula de ultrafiltração 

agitada Amicon 8010. Como o volume de trabalho mínimo dessa cápsula é de 2mL, era 

feita uma diluição de 5 para 1, e a filtração realizada sob atmosfera de nitrogênio a 5 bar 

e 200 RPM, condições utilizadas em todas as outras estratégias. Ao final, ambos 

filtrados e retidos eram armazenados em tubos falcon e sob refrigeração para análises 

posteriores, como ilustrado pela Figura 12. 

 

 

Figura 12 – Esquematização do ensaio de adsorção física, com início após a 
ressuspensão das nanopartículas retidas na membrana amicon de 3kDa. Incuba-se as 
nanopartículas ressuspensas com 100µg Tocilizumab por 2h a 20rpm, depois realiza-
se a filtração sob atmosfera de N2 pressurizada. Retido e filtrado são armazenados à 
4ºC. 
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3.3.3.2 Adsorção química com Sulfo-NHS e EDC 

 

A quimissorção, como mencionado anteriormente neste trabalho, se baseia na 

formação de uma ligação co-valente entre biomolécula, neste caso o Tocilizumab, e 

adsorvente, as nanopartículas poliméricas, através de uma reação química. Foram 

utilizadas três estratégias de imobilização química diferentes, sendo esta primeira 

baseado na modificação do protocolo utilizado por Chen et al para conjugar Tocilizumab 

a um polímero, como ferramenta diagnóstica para artrite reumatoide, do protocolo 

utilizado previamente no grupo para imobilização de outras biomoléculas as 

nanopartículas utilizadas nesse trabalho e do trabalho publicado Thiramanas et al, 

imobilizando anticorpos a superfície polimérica (THIRAMANAS et al., 2013; CHEN et 

al., 2020; MATTOS et al., 2023). 

 

 

Figura 13 – Esquematização do ensaio de adsorção química com Sulfo-NHS e EDC. 
Após a lavagem, as nanopartículas são ressuspensas utilizando 0,75mL de cada 
solução e incubadas com 100µg de TCZ por 2h a 20rpm. Após isso, é realizada a 
filtração sob 5bar de N2 e 200 rpm, membrana de 500kDa. O retido é ressuspenso em 
1,5mL de água e armazenado com o filtrado à 4ºC. 
 

Para a realização desta primeira estratégia de imobilização, foram produzidas 

duas soluções de fosfato, uma com EDC com concentração de 4,27mM e outra com 

10,70mM Sulfo-NHS. Para a ressuspensão após a etapa de lavagem, era utilizada uma 

solução de 1,5mL, composta de 0,75mL de cada solução supracitada, resultando em 

uma solução final com 2mM EDC e 5mM Sulfo-NHS. Ao final do processo de 

ressuspensão, foi adicionado 0,1mL da solução de Actemra® 1mg/mL, incubando por 2 

horas a 20 rpm. Ao final deste período de tempo, era realizada a diluição 5:1 e filtrado 

na mesma membrana, capsula, e condições da adsorção física. Novamente, filtrado e 

retido foram armazenados em recipientes plásticos e mantidos refrigerados para futuras 

análises (Tabela 4, Figura 13). 
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Tabela 4 – Esquematização de todas as soluções envolvidas no processo de adsorção 
química 1 
 

Solução Componentes Concentração Quantidade Parâmetros 

1 Fosfato 
Sulfo-NHS 

0,1M 
10,7mM 

500 mL 
0,464 g 

 
120 minutos 

20 rpm 
temperatura 

ambiente 

2 Fosfato 
EDC 

0,1M 
4,27mM 

500 mL 
1,026 g 

3 Solução 1 
Solução 2 

5mM 
2mM 

0,75 mL 
0,75 mL 

4 Tocilizumab 1mg/mL 0,1 mL  
 

 

3.3.3.3 Adsorção química com Ácido Indol-3-Butírico (IBA) 

 

Esta estratégia de adsorção foi baseada no método descrito em diversos 

trabalhos divulgados por Alves et al, com algumas modificações a fim de padronizar-se 

a quantidade de anticorpo e nanopartículas utilizados entre as estratégias escolhidas 

neste trabalho. Para tanto, esta estratégia é dividida em duas partes diferentes, 

primeiramente ocorre a imobilização do IBA, uma biomolécula, nas nanoparticulas, se 

utilizando da mesma estratégia utilizada na primeira rota de quimissorção. Após essa 

primeira etapa, é realizada uma etapa de incubação entre polímeros funcionalizados 

com Ácido Indo-3-Butírico e anticorpos sob incidência de luz ultra-violeta com 

comprimento de 254 nanômetros (ALVES et al., 2012; ALVES et al., 2013a, 2013b; 

ALVES et al., 2014; ALVES, 2019).  

Para este processo, foram produzidas três novas soluções utilizando o tampão 

fosfato. Uma de Sulfo-NHS com concentração de 16mM, uma com EDC a 6,4mM com 

com e uma terceira, contendo IBA na concentração de 960µM. 

 

Tabela 5 – Lista de soluções utilizadas em cada etapa da adsorção química 2 
 

Solução Componentes Concentração Quantidade Parâmetros 

Primeira Etapa 
1 Fosfato 

Sulfo-NHS 
0,1M 
16mM 

500 mL 
1,737 g 

2 horas 
 
 

20 rpm 
 
 

Temperatura 
ambiente 

2 Fosfato 
EDC 

0,1M 
6,4mM 

500 mL 
0,613 g 

3 Fosfato 
IBA 

0,1mM 
960µM 

1000 mL 
0,195 g 

4 Fosfato 0,1M Vide tabela 2 

5 Solução 1 
Solução 2 
Solução 3 
Solução 4 

5mM 
2mM 

300µM 
0,1M 

0,5 mL 
0,5 mL 
0,5 mL 
0,1 mL 
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Segunda Etapa 

6 Fosfato 0,1M 1,5mL 4 horas 
20 rpm 

Luz UV 254nm 7 Tocilizumab 1g/mL 0,1mL 
 

O processo de ressuspensão das nanopartículas após a etapa de lavagem era 

feito utilizando uma solução de 1,6mL, composta de 0,5mL de cada solução supracitada 

e 0,1mL de solução fosfato pura, adicionados com a finalidade de manter o volume 

constante entre todos os experimentos realizados, e realizada a incubação por 2 horas 

a 20RPM. 

 

Figura 14 – Esquematização do ensaio de adsorção química com o Ácido Indol 3-
Butírico.  
 

Após esse período foi feita a centrifugação dessas nanopartículas utilizando 

cápsulas de ultrafiltração Amicon de 3kDa, a 6000rpm por 30 minutos e ressuspendidas 

utilizando 1,5 tampão fosfato e adicionados 0,1mL da solução de Actemra e incubados 

por 4 horas a 20RPM em câmara escura, sob incidência constante de luz no 

comprimento de 254nm. Por fim, era feita uma nova filtração utilizando a cápsula de 

filtração pressurizada e membrana de 500kDa, com as mesmas condições já citadas, 

armazenando-se filtrado e retido, sob refrigeração. 

Todo esse processo está ilustrado na Figura 14 e Tabela 5. 

 

3.3.3.4 Adsorção química com Biotina e Estreptavidina (SA) 

 

A terceira e última rota de quimissorção escolhida funciona na afinidade entre 

Estreptavidina e biotina. Os parâmetros para a realização deste ensaio foram escolhidos 

a partir do trabalho de Thiramanas et al. Para que esta fosse realizada com sucesso, 
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esta etapa é dividida em três partes. Primeiro é realizada a biotinilação dos anticorpos, 

ou seja, ligação da biotina ao anticorpo. Além disso, também é necessário que seja feita 

a imobilização da SA nas nanopartículas poliméricas produzidas. Por fim, é realizada a 

última etapa, a fim de imobilizar os anticorpos biotinilados aos polímeros, através da 

incubação de ambos (THIRAMANAS et al., 2013). 

 

Tabela 6 – Composição das soluções utilizadas nos ensaios de adsorção com biotina e 
estreptavidina  
 

Solução Componentes Concentração Quantidade Parâmetros 

Primeira Etapa 

1 Dimetilsulfóxido - 1,5 mL  
4 horas 
20 rpm 

Temp Amb 

2 Tocilizumab - 1mg 

3 Biotina DMSO 8mg/mL 0,1 mL 

Segunda Etapa 

4 Fosfato 
EDC 

0,1M 
6,4mM 

500 mL 
0,613 g 

 
2 horas 

 
 

20 rpm 
 
 

Temperatura 
Ambiente 

5 Fosfato 
Sulfo-NHS 

0,1M 
16mM 

500 mL 
1,737 g 

6 Fosfato 
Estreptavidina 

0,1M 
320µg/mL 

500 mL 
0,160 g 

7 Solução 4 
Solução 5 
Solução 6 
Fosfato 

2mM 
5mM 

100µg/mL 
0,1M 

0,5 mL 
0,5 mL 
0,5 mL 
0,1 mL 

Terceira Etapa 

8 TCZ biotinilado 1mg/mL 0,1mL 2 horas 
20 rpm 

Temp Amb 
9 Fosfato 0,1M 1,5 mL 

 

A primeira etapa é iniciada com a diluição de 1mg de Tocilizumab 1mg/mL em 

10mL de solução tampão e realizada a filtração, utilizando a célula amicon de 3kDa, a 

6000rpm por 30 minutos. Os anticorpos, que ficaram retidos na membrana, eram então 

ressuspendidos com 1,5mL de DMSO e transferidos para um eppedorf, onde é 

adicionada uma solução de 0,1mL DMSO e biotina com concentração de 8mg/mL, 

resultando em uma proporção de 80µg de biotina por mg de mab e 1,6mL de volume 

total. Ambos eram incubados por 4horas a 20 RPM. Após esse período, era realizada a 

filtração utilizando-se da membrana de 3kDa, nas mesmas condições. Após a 

ressuspensão em 1mL de tampão fosfato, o conteúdo foi mantido armazenado em crio-

tubo na geladeira para a realização de todos os ensaios subsequentes. 

Na segunda etapa, é feita a imobilização, nas nanopartículas, da Estreptavidina, 

uma proteína que é secretada pela bactéria Streptomyces avidinii, que é então 

purificada e fornecida pela Sigma-Aldrich. Este procedimento foi realizado utilizando 
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novamente três soluções: Uma de EDC dissolvido em tampão fosfato, na concentração 

de 6,4millimolar, uma de Sulfo-NHS e tampão fosfato, a 16mM. Uma terceira solução 

de Estreptavidina dissolvida em tampão fosfato foi produzida, na concentração de 

320µg/mL. Para a realização dos ensaios, as nanopartículas, após a lavagem, 

foram incubadas com 0,5mL de cada solução, mais a adição de 0,1mL de 

tampão puro, por 2 horas a 20rpm. Após a realização da conjugação, foi feita a 

filtração, a fim de retirar todo o material não conjugado nas nanopartículas, em 

células pressurizadas de ultrafiltração amicon, com membranas biomax de 

500kDa, a 5 bar de nitrogênio e 200rpm. O material foi ressuspendido em 1,5mL 

da solução tampão e imediatamente submetido a terceira e última etapa (Figura 

15, Tabela 6). 

 

 

Figura 15 – Esquematização das etapas realizadas no ensaio de adsorção química 
utilizando estreptavidina e biotina. 
 

Na terceira e última etapa deste ensaio, ao material ressuspendido foram 

adicionados 0,1mL da solução de Tocilizumab biotinilado. Como esta ligação por 

afinidade ocorre de forma espontânea, a incubação ocorre, sem adição de outros 

reagentes, por 2 horas a 20rpm. O material então é filtrado utilizando o mesmo processo 

de ultrafiltração sob atmosfera pressurizada de gás nitrogênio e membrana de 500kDa. 

Ambos filtrado e retido foram armazenados em recipientes plásticos, sob refrigeração. 
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3.3.4 Análise quantitativa da adsorção 

3.3.4.1 Análise de eficiência de adsorção 

 

Para validar as estratégias de adsorção, durante as etapas de filtração foram 

armazenados tanto os retidos quanto filtrados na última etapa de filtração de cada 

estratégia. Como as membranas escolhidas não permitem a passagem de 

nanopartículas, apenas os anticorpos não ligados aos polímeros eluem no conteúdo 

filtrado e, então, quando quantificadas as proteínas presentes, apenas os anticorpos 

não ligados são contabilizados. A partir dessa informação, como a quantidade de 

anticorpo adicionada é conhecida, é possível realizar o cálculo para que as eficiências 

de adsorção sejam conhecidas. 

Como método de quantificação, foi utilizado o equipamento Nanodrop One, 

produzido pela ThermoFisher Scientific (Estados Unidos da América), com a 

metodologia IgG A280, que assume um tamanho médio para IgG de 150kDa e calcula 

a concentração a partir do coeficiente de extinção mássica de 210,000M-1cm-1. Neste 

equipamento, o tampão fosfato foi utilizado como baseline e, então, uma gota do filtrado 

é pipetada no sensor para medição. 

 

3.3.4.2 Análise de dessorção 

 

Ao realizar adsorções físicas e químicas, é possível que partículas que 

apresentem interações mais fracas dessorvam. Para a maioria das aplicações, esse é 

um evento indesejável, portanto, para determinarmos a qualidade das adosrções, foram 

feitos testes de dessorção. 

 Por razão do quantitativo de amostra, apenas as amostras referentes às 

partículas P(MMA-co-MAA) foram analisadas. Neste processo, foram utilizadas células 

de ultrafiltração da Sartorius de 300kDa modelo VS0251, centrifugadas utilizando a 

centrífuga 5810R, da marca Eppendorf, a 6000 RPM por 30 minutos. Foram realizadas 

três lavagens, com a mesma solução tampão fosfato utilizadas nos ensaios de 

adsorção, de cada amostra e o filtrado coletado após cada lavagem. A quantificação foi 

realizada utilizando o mesmo método das adsorções, através do Nanodrop One com a 

metodologia IgG A280. 
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3.3.5 Análise qualitativa de adsorção 

3.3.5.1 Análise por FTIR 

 

 A técnica de espectrofotometria de infravermelho por transformada de Fourier 

(FTIR) é baseada na emição de frequências de ondas na região do infravermelho, a luz 

é então absorvida pelas moléculas e a energia induz uma alteração no momento dipolar 

através da vibração nas ligações químicas que absorvem o feixe específico. O 

equipamento é então capaz de detectar e quantificar tal absorção e produzir gráficos 

com picos relativamente estreitos para cada ligação (MOVAGASHI et al., 2008; PAVIA 

et al., 2009) 

As amostras foram caracterizadas no estado líquido, fazendo uso de um FTIR 

modelo IR-Tracer 100 da Shidmazu (Japão), com o auxilio do acessório ATR QATR-10, 

também da Shidmazu. Para cada amostra foram utilizadas 32 varreduras, das quais 

eram obtidas um valor médio, das regiões entre 4000 e 400 cm-1 e resolução de 1 cm-

1. 

Através da comparação dos espectros das amostras não somente pré e pós 

adsorção, contendo polímeros e biomoléculas puras, mas também entre cada etapa de 

adsorção (nos casos em que são feitas várias etapas), pode-se observar ou não se 

houve a correta funcionalização das biomoléculas nos polímeros. 

 

3.3.5.2 Análise por tamanho de partícula 

 

Como método de validação da funcionalização das biomoléculas aos polímeros, 

foi analisado o raio hidrodinâmico, utilizando o mesmo equipamento e princípios da 

análise do diâmetro de partículas realizida nas nanopartículas puras, das nanopartículas 

após a conjugação com o Tocilizumab. Como os anticorpos possuem um tamanho de 

alguns nanômetros, acima do limite de detecção do equipamento Zeta Sizer NanoZS da 

Malvern Panalytics, é de se esperar que o raio hidrodinâmico das partículas seja maior, 

em comparação com as nanopartículas pré ensaio de adsorção. Então, através da 

comparação dos tamanhos pré e pós ensaio de adsorção é possível inferir se a 

conjugação foi ou não bem-sucedida. 
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CAPÍTULO 4 

Resultados e Discussão 

 

Este capítulo trata dos resultados obtidos durante os ensaios realizados neste 

estudo. Apresenta-se em duas seções distintas. Na primeira, estão dispostos os 

resultados e discussões relativos à produção das nanopartículas poliméricas. Na 

segunda, estão dispostos os resultados e discussões relativos à conjugação do 

tocilizumab as partículas produzidas. 

 

4.1 Preparo e caracterização de nanopartículas 

4.1.1 Distribuição de tamanho de partícula e potencial zeta 

 

Para aplicações farmacêuticas e biomédicas, tamanho e cargas superficiais são 

fatores fundamentais, modulando diretamente a estabilidade de suspensões, além de 

outros fatores como a captação celular, toxicidade, tempo de residência, e outros fatores 

que influenciam diretamente na aplicação bem-sucedida. Neste sentido, para este tipo 

de aplicação, são desejados tamanhos de partículas menores que 80nm e potenciais 

zeta com módulos de valores acima de 30, indicando uma maior estabilidade por 

diminuir a coalescência em meio aquoso (CHEN et al., 2010; ELSABAHY, WOOLEY, 

2012; MATTOS, 2021). 

 

 

Figura 16 – Resultado do ensaio de DLS, demonstrando a distribuição de tamanho das 
partículas poliméricas obtidas 
 

O procedimento experimental empregado para a produção dessas 

nanopartículas é descrito na literatura como um produtor de partículas de tamanho 
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adequado para este tipo de aplicação, com baixo índice de polidispersão e alta 

reprodutibilidade. Conforme mostra a Figura 16, neste trabalho, foram produzidas 

partículas de PMMA com tamanho médio de 48,0nm e PdI de 0,099, partículas de 

P(MMA-co-AA) com tamanho médio de 46,0nm e PdI de 0,148 e partículas de P(MMA-

co-MAA) com tamanho médio de 43,6nm e PdI de 0,158, se mostrando adequados. 

 

Tabela 7 – Tabela comparativa entre as diferentes nanopartículas sintetizadas 
 

 Potencial Zeta 
(mV) 

Tamanho Médio 
(nm) 

Indice de 
Polidisperção 

PMMA -55,7 48,0 0,099 

P(MMA-co-AA) -51,2 46,0 0,148 

P(MMA-co-MAA) -52,1 43,6 0,158 
 

Os valores de potêncial zeta esperados eram valores negativos com módulos 

altos, uma vez que, neste procedimento experimental, é utilizada grandes quantidades 

de Lauril éter sulfato de sódio (SDS), um surfactante anfifílico aniônico, cuja função é 

estabilizar as micelas durante a polimerização. 

  

4.1.2 Conversão de monômero em polímero 

 

Para calcular a conversão de monômero em polímero, foi utilizada a metodologia 

de gravimetria com amostragens retiradas nos tempos relativos a cinco, dez, vinte, 

trinta, sessenta e cento e vinte minutos de reação. O cálculo leva em consideração a 

massa de polímero presente na amostra e compara com o peso total da fase orgânica 

presente na reação.  

Como o conteúdo reacional foi submetido a um homogeinizador de alta pressão, 

dentro do qual há água presente para proteção do equipamento, é de se esperar que 

ocorra, inevitavelmente, a diluição do conteúdo inserido e que alguma parte da mistura 

reacional seja retida no equipamento. As taxas de conversão obtidas foram de 90,95% 

para o PMMA, 92,72% para o P(MMA-co-AA), e 97,23% para o P(MMA-co-MAA). 

Considerando a diluição inerente da técnica utilizada, a ocorrência de dissolução do 

Ácido Acrílico e do Ácido Metacrílico em água e a precisão experimental, é passível de 

se realizar a consideração de que houve conversão completa dos monômeros em 

polímero. 
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Figura 17 – Conversão dos monômeros em polímero ao longo do tempo da reação 
 

A Figura 17 ilustra a conversão dos monômeros em polímeros em função do 

tempo de reação. A rápida taxa de conversão é uma característica da técnica de 

miniemulsão, por apresentar um alto número de partículas em relação a polimerização 

convencional, e também do iniciador escolhido, o Persulfato de Potássio (KPS), por 

apresentar altas taxas de degradação à 80ºC. Os resultados obtidos são adequados, 

quando comparados aos resultados obtidos por outros trabalhos de natureza 

semelhante a este (FONSECA, 2012; LORCA, 2012; MATTOS, 2021; MATTOS et al., 

2023). 

 

4.1.3 Distribuição de massa molar dos polímeros 

 

Através do emprego da cromatografia de permeação em gel (GPC), é possível 

obter os dados relativos a massa molar dos polímeros produzidos e avaliar possíveis 

mudanças nas propriedades com a adição dos comonômeros. 

Em laranja, o homopolímero, PMMA, apresenta uma massa molar média 

ponderada (Mw) de 1,56x106 Da, enquanto o P(MMA-co-AA), em azul, apresenta Mw 

de 1,185x106 Da e o P(MMA-co-MAA) possui um Mw de 1,22x106 Da (Figura 18, Tabela 

8). 
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Figura 18 – Distribuição das massas molares obtidas com as polimerizações realizadas 
no ensaio de Cromatografia por Permeação em Gel 

 

Tabela 8 – Comparação entre massa molar média ponderada (Mw), massa molar média 
numérica (Mn) e índice de polidisperção (PDI) das massas molares dos polímeros 
sintetizados 

 MW (Da) MN (Da) PDI 

PMMA 1,56x106 5,25x105 2,979 

P(MMA-co-AA) 1,185x106 5,34x105 2,215 

P(MMA-co-MAA) 1,22x106 4,88x105 2,499 
 

Uma das características das polimerizações com o Metacrilato de Metila é a 

presença de um forte efeito gel, gerando polímeros com massa molar elevada. A 

presença dos comonômeros diminuiu o tamanho médio das massas molares obtidas, 

sugerindo um leve abrandamento do efeito gel, apesar de ainda serem valores elevados. 

Como materiais poliméricos são considerados apenas quando massas molares 

ultrapassam 104 Da, e foram produzidas substâncias com valores de 106 Da, é possível 

considerar que estamos lidando com polímeros de alta massa molar (CANEVAROLO 

JR, 2010).  

Para aplicações farmacêuticas, partículas com massas molares médias 

elevadas são mais interessantes, por apresentarem uma liberação de ativos por mais 

tempo, portanto as partículas produzidas têm compatibilidade com a aplicação 

desejada, com baixo índice de polidispersão, tamanho e reprodutibilidade adequados 

(KUMARI et al., 2010; MATTOS 2021; MATTOS et al., 2023). 
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4.1.4 Morfologia das nanopartículas 

 

Através de incidência de um feixe de elétrons, é possível realizar imagens das 

nanopartículas produzidas e caracterizar sua morfologia. No entanto, ao receber o feixe 

de elétrons, é possível que haja um acúmulo de carga negativa na amostra, resultando 

em sua degradação e descargas eletromagnéticas. Esse efeito foi observado em todas 

as nanopartículas analisadas, sendo mais presente nas partículas com a presença de 

comonômeros. As amostras preparadas por gotejamento não forneceram imagens 

nítidas, degradando rapidamente, então somente as amostras liofilizadas serão 

mostradas. 

Na figura 19, é possível observar que o material é formado por nanoesferas, com 

distribuição de tamanho compatível com a distribuição fornecida pelo ensaio de DLS. 

 

Figura 19 – Microscopia eletrônica de varredura das nanopartículas obtidas. A amostra 
foi preparada através da liofilização do látex resultante, transformando-se em pó, 
posteriormente fixado em fita dupla face de carbono, para análise no microscópio. 
 
 

As morfologias indicadas nas imagens estão de acordo o resultado esperado de 

uma técnica de polimerização em miniemulssão, que produz nanoesferas regulares. 

Realizar microscopia eletrônica deste tipo de material é um tanto desafiador, por se 

degradar facilmente com o feixe eletrônico emitido pelo equipamento. Os polímeros com 

presença de comonômeros se demonstraram mais frágeis que o PMMA puro, só sendo 

possível a obtenção de imagens deste último. Na literatura, há microscopias disponíveis 
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que evidenciam de forma mais clara o formato esférico das nanopartículas produzidas 

(RAMOS, 2018; MATTOS, 2021). 

 

4.1.5 Temperatura de máxima degradação 

 

Análises termogravimétricas (TGA) foram utilizadas para avaliar algumas 

características térmicas dos polímeros produzidos.  

Nestas análises foram observadas que a temperatura de degradação do PMMA 

foi de 385,2 ºC, como mostrado na Figura 20. A presença dos comonômeros alterou 

levemente a estabilidade térmica dos polímeros, com o P(MMA-co-AA) apresentando 

389,4 ºC e o P(MMA-co-MAA) apresentando temperatura de máxima degradação de 

371,1ºC. 

 

 

Figura 20 – Ensaio de análise termogravimétrica (TGA) 
  

Possível notar que houve um deslocamento nas curvas para a direita, indicando 

uma maior estabilidade térmica com a adição dos comonômeros ao meio reacional, 

efeito já descrito na literatura (RAMOS, 2018; MATTOS, 2021). 

 

4.1.6 Temperatura de Transição Vítrea (Tg) 

 

Para determinar a taxa de incorporação dos comonômeros nos polímeros 

produzidos, foi empregada a análise por calorimetria diferencial exploratória (DSC). A 

Tg do Poli Ácido Acrílico, na literatura, varia entre 75 e 106ºC, enquanto que do Poli 

Ácido Metacrílico está na casa dos 228ºC. Essas temperaturas são abaixo e acima da 

Tg do PMMA puro, descrito na literatura na casa dos 117ºC. Como os comonômeros 

representam apenas 10% da massa total de monômeros, é esperado um leve 
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deslocamento na Tg, caso a incorporação destes nas partículas tenha sido bem-

sucedida (CAMPOS et al., 2016; PEIXOTO, 2016; ULU et al., 2016; MATTOS, 2021).   

Os dados obtidos das análises foram temperaturas de transição vítrea de 

121,00ºC, 115,21ºC e 136,7ºC para o PMMA, P(MMA-co-AA) e P(MMA-co-MAA), 

respectivamente. Esses dados, novamente, indicam uma incorporação bem-sucedida 

dos comonômeros nas estruturas das cadeias poliméricas de metacrilato de metila 

(Tabela 9). 

 
Tabela 9 – Comparação entre as temperaturas de transição vítrea dos polímeros obtidos 
e os polímeros descritos na literatura. 
 

 Este trabalho (ºC) Literatura (ºC) 

PMMA 121,00 117 

PAA Não sintetizado 75-106 

PMAA Não sintetizado 228 

P(MMA-co-AA) 115,21 107 

P(MMA-co-MAA) 136,7 134 
 

 

4.2 Conjugações de anticorpos 

 

Nesta seção, se apresenta a análise dos dados a respeito das estratégias 

escolhidas para as conjugações. A partir de dados da litetatura, é possível esperar altas 

taxas de conjugação, principalmente pelo fato de as concentrações de proteínas 

utilizadas serem menores do que utilizadas em outros estudos. Para inferir o sucesso 

da conjugação, foram realizadas análises de eficiência de adsorção, ensaio de 

dessorção, além da diferença no tamanho de partícula entre os polímeros sem e com a 

conjugação e correlação entre os espectros de infravermelho (FTIR) (THIRAMANAS et 

al., 2013; ALVES et al., 2014; MATTOS, 2021). 

 

4.2.1 Adsorção física 

4.2.1.1 Distribuição de tamanho de partícula após a funcionalização 

  

Ao realizar o ensaio de adsorção entre anticorpo e nanopartícula, é esperado 

que ocorra um aumento do diâmetro médio, conforme as camadas de adsorção se 

formem. Para averiguar o comportamento do diâmetro de acordo com as 

funcionalizações, foi realizada a análise dos diâmetros hidrodinâmicos, através da 

técnica de DLS. 
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Figura 21 – Ensaio de DLS realizado após os ensaios de adsorção física, ilustrando a 
nova distribuição de tamanho de partículas 
 

Na Figura 21, é possível observar o aumento significativo no tamanho médio das 

nanopartículas, de 48, 46 e 43,6 nanômetros para 117, 102 e 133,9 nanômetros para o 

PMMA, P(MMA-co-AA) e P(MMA-co-MAA), respectivamente, além de um aumento na 

abrangência da distribuição de tamanhos (Tabela 10). 

 

Tabela 10 – Comparação entre os tamanhos originais das nanopartículas e os tamanhos 
após a adsorção física 

 Original (nm) Pós Conjugação (nm) 

PMMA 48 117 

P(MMA-co-AA) 46 102 

P(MMA-co-MAA) 43,6 133,9 
 
 

Como os anticorpos monoclonais utilizados neste ensaio possuem apenas 

148kDa, a mudança relacionada apenas à formação de uma monocamada das 

biomoléculas, a alteração esperada seria mais sutil. Nesse caso, especula-se a 

presença de dois fenômenos simultâneos. Primeiramente, deve-se levar em conta que 

com a filtração, houve a retirada de surfactantes, reduzindo a estabilidade da suspensão 

das nanopartículas e, portanto, facilitando a aglomeração das nanopartículas, que 

devem constituir os picos presentes acima de 1000 nanômetros. Além disso, é possível 

que as cadeias laterais dos aminoácidos presentes nas estruturas do anticorpo estejam 

interagindo através de forças intermoleculares atrativas, juntando duas ou mais 

nanopartículas para formar o pico principal, entre 50 e 200 nanômetros. Por fim, o pico 

presente entre 1 e 10 nanômetros é compatível com o tamanho esperado de uma 

molécula de anticorpo de 148000 Daltons, que não foram adsorvidas ou dessorveram 

durante o ensaio. 
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4.2.1.2 Análise de espectro infravermelho 

 

Através de aplicação de feixes de luz de comprimento específicos, é possível 

causar excitação em ligações moleculares específicas presentes nas estruturas 

químicas das moléculas analisadas.  

No referente ao PMMA e seus copolímeros, suas bandas estão localizadas 

principalmente em torno de 1730 cm-1 e 1100 cm-1, referente vaibração dos grupos 

carboxila do ácido carboxílico, carbonila do éster, e ligação C-O do éster, 

respectivamente (ULU et al., 2016; CAMPOS et al., 2016).   

No que tange a conjugações químicas, é possível encontrar, na literatura, o 

aparecimento de uma ligação na região de 1600 cm-1, referente ao surgimento de uma 

ligação amida. No entanto, essa banda não foi identificada nos espectros obtidos pelo 

equipamento IR-Tracer 100, da Shimadzu, o que também é possibilidade encontrada 

literatura científica disponível, devido ao tamanho elevado do anticorpo monoclonal 

selecionado para o estudo. No caso de adsorções físicas, as interações são fracas 

demais para serem identificadas no equipamento com o tamanho elevado do polímero 

e anticorpo, interações entre cadeias poliméricas, entre outros fatores. Com isto em 

mente, foi decidido não apresentar os espectros, que estão presentes no apêndice, em 

prol de uma melhor apresentação dos resultados obtidos (RAMOS, 2018; MATTOS, 

2021). 

 Apesar da dificuldade encontrada em identificar a formação de amida, 

comprovando a conjugação, é possível apresentar a comparação do espectro de 

transmitância do polímero puro com o conjugado e analisar o coeficiente de correlação 

(R²) entre os espectros. Caso a conjugação tenha sido má-sucedida, é esperado um R² 

próximo de 1. 
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Figura 22 – Gráfico de correlação entre os espectros infravermelhos dos polímeros 
puros e polímeros após a adsorção física. A) Polimetacrilato de metila, B) 
Poli(metacrilato de metila co ácido acrílico), C) Poli(metacrilato de metila co ácido 
metacríli 

 

Na figura 22, é possível observar que o coeficiente de correlação é baixo, 

em torno de 0,8, permitindo inferir que a conjugação foi bem-sucedida 

 

4.2.1.3 Eficiência de adsorção e ensaio de dessorção 

 

Outro método empregado para a avaliação da eficiência de cada estratégia de 

conjugação foi a quantificação de proteínas presentes no filtrado. Como os poros das 

membranas são de 500kDa, apresentam diâmetros grandes o suficiente para permitir a 

passagem dos anticorpos monoclonais não conjugados, enquanto retém as 

nanopartículas. 
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Figura 23 – Gráfico da eficiência de adsorção do ensaio de adsorção física 

 

Na figura 23, é possível observar que durante o ensaio de adsorção física, 

não houve qualquer detecção do Tocilizumab no filtrado. No entanto, como as 

interações que governam a adsorção física são de longo alcance, porém baixa 

intensidade, é esperado que haja uma dessorção significativa após algumas 

lavagens. 

Realizou-se três lavagens subsequentes das amostras do polímero 

P(MMA-co-MAA), filtrado com uma membrana de 300kDa. O filtrado foi recolhido 

e analisado utilizando a mesma metodologia. Após essas lavagens, foi 

dessorvido 26,48% do anticorpo adsorvido (Tabela 11).  

 

Tabela 11 – Quantidade de anticorpos dessorvidos por lavagem e a porcentagem de 
anticorpos dessorvidos ao final das três lavagens 
 Lavagem 1 

(µg) 
Lavagem 2 
(µg) 

Lavagem 3 
(µg) 

Total (µg) Porcentagem 
Dessorvida 

P(MMA-
co-AA) 

12,75±1,76 3,15±3,75 0,65±0,35 16,55±1,6 26,48%±2,6 

 

4.2.2 Adsorção química com Sulfo-NHS e EDC 

4.2.2.1 Distribuição de tamanho de partícula após a funcionalização 

 

A Figura 24 permite observar a distribuição de tamanhos após o ensaio 

de adsorção química utilizando apenas o Sulfo-NHS e o EDC como agentes. 

Percebe-se um aumento nos tamanhos médios das nanopartículas, de 48, 46 e 
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43,6 nanômetros para 117, 102 e 133,9 nanômetros para o PMMA, P(MMA-co-

AA) e P(MMA-co-MAA), respectivamente. Novamente, nota-se a presença de 

um pico relacionado à aglomeração de nanopartículas, bem acima dos 1000 

nanômetros. Outro pico esperado da conjugação entre dois ou mais anticorpos 

monoclonais está presente na casa de 10 nanômetros, apesar de presente 

apenas na amostra do P(MMA-co-MAA).   

 

 

Figura 24 – Ensaio de DLS realizado após conjugação utilizando Sulfo-NHS e EDC, com 
distribuição de partículas após o ensaio 

 

Quanto à distribuição principal de tamanho das nanopartículas, não é o resultado 

esperado de apenas a conjugação entre nanopartícula e anticorpos monoclonais. 

Observa-se que novamente, que as haja interação entre as moléculas de Tocilizumabe 

adsorvidas, favorecendo a junção de duas ou mais nanopartículas, contribuindo para a 

formação de picos de distribuição mais larga, como observado (Tabela 12). 

 

Tabela 12 – Comparação dos tamanhos médios das nanopartículas antes e após o 
ensaio de adsorção química utilizando Sulfo-NHS e EDC 
 

 Original (nm) Após Conjugação (nm) 

PMMA 48,0 117 

P(MMA-co-AA) 46,0 102 

P(MMA-co-MAA) 43,6 133,9 
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4.2.2.2 Análise de espectro infravermelho 

 

Seguindo a mesma lógica do espectro infra-vermelho apresentado na 

seção 4.2.1.2, a correlação entre os es espectros foi baixa, em torno de 0,84, 

como ilustrado na Figura 25.  

 

 
Figura 25 – Correlação entre os espectros do polímero puro com o polímero após ensaio 
de adsorção química utilizando Sulfo-NHS e EDC. A) Polimetacrilato de metila, B) 
Poli(metacrilato de metila co ácido acrílico), C) Poli(metacrilato de metila co ácido 
metacrílico). 

 

Junto aos resultados anteriores, pode-se inferir uma adsorção química bem-

sucedida entre o Tocilizumabe e as nanopartículas poliméricas. 
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4.2.2.3 Eficiência de adsorção e ensaio de dessorção 

 

Contrário ao indicado na literatura, a rota de adsorção química mediada por 

Sulfo-NHS e EDC acabou se mostrando pouco eficiente em promover uma ligação entre 

os polímeros e o Tocilizumabe, como ilustrado na Figura 26. Não obstante, a dessorção 

observada foi quase que completa. Houve dessorção referente â 96,48% da quantidade 

de anticorpos introduzidas durante o ensaio, ao longo das três lavagens (Tabela 13).  

 

 
 

Figura 26 – Gráfico de eficiência de adsorção do ensaio de adsorção química utilizando 
Sulfo-NHS e EDC 

 

O pico presente na casa dos 10 nanômetros indica uma possível conjugação 

entre anticorpos, desfavorecendo a ligação entre a cadeia lateral dos aminoácidos 

disponíveis e os grupos carboxílicos presentes nas nanopartículas. Ademais, os 

tamanhos quase que idênticos aos obtidos nos ensaios de adsorção física, indicam que 

o que está ocorrendo é, na verdade, apenas a adsorção física das biomoléculas 

conjugadas entre si. A diferença na eficiência de adsorção, comparada à adsorção física 

pura, pode ser explicada pela alteração conformacional dos anticorpos ao se ligarem 

uns aos outros, atrapalhando na interação eletroestática entre nanopartícula e 

aglomerados de anticorpos. Na literatura, Mattos mostrou sucesso ao utilizar um 

protocolo de pré-ativação dos polímeros com o Sulfo-NHS e EDC e só então adicionar 

as biomoléculas, o que pode inibir a conjugação anticorpo-anticorpo e desfavorecer a 
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ocorrência de adsorção física nesta estratégia (CHEN et al., 2020; MATTOS, 2021; 

MATTOS et al., 2023). 

 

Tabela 13 – Quantidade de anticorpos dessorvidos após cada lavagem e porcentagem 
total de anticorpos dessorvidos ao final das três lavagens 
 

 Lavagem 1 
(µg) 

Lavagem 2 
(µg) 

Lavagem 3 
(µg) 

Total (µg) Porcentagem 
dessorvida 

P(MMA-co-
MAA) 

17,5±4,46 13,75±3,65 14,90±5,00 45,83±3,1 96,48±6,5 

 

No entanto, é observável na análise de DLS, apresentada na seção anterior, que 

há a presença de um pico em torno de 10 nanômetros, que é o tamanho esperado de 

um dímero ou trímero de Tocilizumabes, exclusivamente na amostra de P(MMA-co-

MAA). Portanto, é possível que os outros polímeros tenham sido capazes de promover 

uma retenção maior dos anticorpos monoclonais em sua superfície após as lavagens. 

Outro ponto a ser observado é que as concentrações de Sulfo-NHS e EDC utilizadas 

neste tipo de ensaio difere enormemente a depender da literatura, sendo a quantidade 

escolhida para este trabalho presente na parte inferior do espectro disponível na 

literatura. Talvez, a utilização de concentrações maiores permita obter-se resultados 

diferentes (THIRAMANAS et al., 2013; CHEN et al., 2020). 

 

4.2.3 Adsorção química com Ácido Indol 3-Butírico e UV 

4.2.3.1 Distribuição de tamanho de partícula após a funcionalização 

 

A distribuição de tamanhos das nanopartículas foi observada, após a realização 

das duas etapas de funcionalização (Figura 27). 

 

 

Figura 27 – Nova distribuição de tamanhos de partícula, através do ensaio de DLS 
realizado após as conjugações com Ácido Idol 3-Butírico e Luz Ultravioleta 
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Os tamanhos médios saltaram de 48, 46 e 46,3 nanômetros para 256,1, 117,2 e 

110,4, para o PMMA, P(MMA-co-AA) e P(MMA-co-MAA), respectivamente (Tabela 14). 

Desta vez, o pico referente a anticorpos monoclonais dessorvidos ou ligados entre si 

não foi detectado, provavelmente devido à especificidade relacionada à ligação do NBS 

com o Ácido Indol 3-Butírico. 

 

Tabela 14 – Tabela comparando tamanhos das nanopartículas antes e depois da 
conjugação utilizando Ácido Indol 3-Butírico e luz ultravioleta 
 

 
 

Original (nm) Após conjugação (nm) 

PMMA 48,0 256,1 

P(MMA-co-AA 46,0 117,2 

P(MMA-co-MAA) 43,6 110,4 
 

No entanto, o deslocamento do tamanho médio ainda é grande demais para ser 

relacionado apenas a adsorção química, com alta probabilidade de ter parte de seu 

aumento relacionado com a interação entre nanopartículas funcionalizadas.  

 

4.2.3.2 Análise de espectro infravermelho 

 

Quanto à análise do espectro infravermelho, foram realizadas análises após a 

primeira etapa e após a segunda etapa de funcionalização. A racionalidade por trás 

dessa análise extra é que deve haver uma correlação maior entre o polímero após a 

primeira conjugação com a segunda conjugação do que com o polímero puro.  

Esse comportamento esperado foi confirmado, e, juntamente com as outras 

análises é possível afirmar que este tipo de estratégia conjugação também foi efetiva 

em realizar a ligação entre anticorpo monoclonal e nanopartículas poliméricas (Figura 

28). 
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Figura 28 – Correlação entre os espectros do polímero puro x conjugado com IBA, 
polímero puro x conjugado com IBA e TCZ, e polímero conjugado com IBA e TCZ x 
conjugado apenas com IBA. Legenda:  A) PMMA com IBA x PMMA puro, B) PMMA com 
IBA e TCZ x PMMA puro, C) PMMA com IBA e TCZ x PMMA com IBA, D) P(MMA-co-
AA) com IBA x P(MMA-co-AA) puro, E) P(MMA-co-AA) com IBA e TCZ x P(MMA-co-
AA) puro, F) P(MMA-co-AA) com IBA e TCZ x P(MMA-co-AA) apenas com IBA, G) 
P(MMA-co-MAA) conjugado com IBA x P(MMA-co-MAA) puro, H) P(MMA-co-MAA) 
conjugado com IBA e TCZ x P(MMA-co-MAA) puro, I) P(MMA-co-MAA) conjugado com 
IBA e TCZ x P(MMA-co-MAA) conjugado apenas com IBA.   
 

4.2.3.3 Eficiência de adsorção e ensaio de dessorção 

 

A estratégia de conjugação entre anticorpo e polímero através do uso do ácido 

Indol 3-Butírico vêm sendo investigada há alguns anos na literatura com resultados 

promissores, devido a estabilidade e especificidade da ligação sem comprometer a 

atividade dos anticorpos. Desta forma, o resultado esperado são altas taxas de 
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conjugação e baixas quantidades de anticorpo dessorvido após as lavagens (ALVES et 

al., 2012; ALVES et al., 2013a, 2013b; ALVES et al., 2014; ALVES, 2019). 

 

Figura 29 – Eficiência de adsorção do ensaio realizado com Ácido Indol 3-Butírico e Luz 
Ultravioleta 
 

No entanto, é possível observar grande variação nos resultados dos ensaios 

realizados com o PMMA e o P(MMA-co-AA). Como a conjugação é realizada sob 

incidência de luz ultravioleta, é plausível supor que algumas variáveis não controladas 

tenham interferido no resultado obtido, como grau de incidência de luz externa, espectro 

da luz externa incidente e temperatura. Ressalta-se também que o experimento foi 

realizado em uma câmara escura adaptada, sendo protegido da luz externa através de 

um composto têxtil. Desta forma, sugere-se que futuros estudos sejam conduzidos 

controlando estas variáveis mencionadas, além da utilização de uma proteção da luz 

externa de melhor qualidade (Figura 29). 

De todo modo, após a lavagem, observou-se boa retenção dos anticorpos 

utilizados no ensaio (Tabela 15). Devido às características apresentadas na literatura 

sobre este tipo de estratégia, é plausível supor que houve uma saturação dos sítios de 

ácido indol 3-butírico nas superfícies das nanopartículas e houve a ocorrência de 

adsorção física concomitantemente a adsorção química, sendo os anticorpos 

dessorvidos referentes apenas referentes a adsorção física. Para futuros trabalhos, 

sugere-se a busca da otimização nas quantidades de ácido indol 3-butírico e anticorpo 
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empregados neste tipo de ensaio (ALVES et al., 2012; ALVES et al., 2013a, 2013b; 

ALVES et al., 2014; ALVES, 2019). 

 

Tabela 15 – Quantidade de anticorpos dessorvida a cada lavagem e a porcentagem total 
de anticorpos dessorvidos após as três lavagens 
 

 Lavagem 1 
(µg) 

Lavagem 2 
(µg) 

Lavagem 3 
(µg) 

Total (µg) Porcentagem 
dessorvida 

P(MMA-co-
MAA) 

3,64±5,14 8,33±2,77 6,23±1,47 18,2±6,43 32±11,3 

 

 

4.2.4 Adsorção química com Estreptavidina e Biotina 

4.2.4.1 Distribuição de tamanho de partícula após a funcionalização 

 

 

Figura 30 – Análise de DLS, ilustrando a nova distribuição de tamanhos após o ensaio 
de conjugação, utilizando estreptavidina e biotina.  
 

Por fim, a Figura 30 mostra a distribuição de tamanhos, após as duas etapas de 

conjugação utilizando a biotina e estreptavidina. É possível observar novamente um 

aumento do tamanho médio das nanopartículas, de 48, 46 e 43,6 nanômetros para 

233,0 199,3 e 224,2 nanômetros do PMMA, P(MMA-co-AA) e P(MMA-co-MAA), 

respectivamente (Tabela 16). 

 

Tabela 16 – Tabela comparando os tamanhos das nanopartículas antes e após o ensaio 
de adsorção química utilizando estreptavidina e biotina 
 

 Original (nm) Após Conjugação (nm) 

PMMA 48,0 233,0 

P(MMA-co-AA) 46,0 199,3 

P(MMA-co-MAA) 43,6 224,2 
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Assim como na funcionalização anterior, não há a presença de picos referentes 

a anticorpos monoclonais não conjugados às nanopartículas poliméricas. No entanto, o 

aumento expressivo no tamanho médio é um forte indicativo de que há aglomerações 

ocorrendo, pelo menos em algum nível, das nanopartículas, provavelmente proveniente 

das forças de interação entre as cadeias laterais dos aminoácidos presentes na 

estrutura molecular do Tocilizumabe. Ressalta-se a ausência de agentes surfactantes 

na solução em que os polímeros foram ressuspendidos, o que facilita este tipo de 

aglutinação molecular.  

 

4.2.4.2 Análise de espectro infravermelho 

 

A Figura 31 ilustra as correlações entre os espectros infravermelho obtidos 

através da técnica de FTIR. A lógica segue a mesma da análise anterior, na qual foi feita 

a análise após cada etapa de conjugação e o aumento de correlação entre os espectros 

após a primeira e segunda etapas se manteve. Esses resultados indicam uma 

conjugação bem-sucedida entre estreptavidina e nanopartícula e entre a estreptavidina 

presente nas nanopartículas e o anticorpo biotinilado. 
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Figura 31 – Correlação entre os espectros infravermelhos antes e após ensaios de 
conjugação. Legenda: A) PMMA conjugado com Estreptavidina x PMMA puro, B) PMMA 
conjugado com SA e TCZ x PMMA Puro, C) PMMA com SA e TCZ x PMMA com SA, D) 
P(MMA-co-AA) com SA x P(MMA-co-AA) puro, E) P(MMA-co-AA) com SA e TCZ x 
P(MMA-co-AA) puro, F) P(MMA-co-AA) com SA e TCZ x P(MMA-co-AA) com SA, G) 
P(MMA-co-MAA) com SA x P(MMA-co-MAA) puro, H) P(MMA-co-MAA) com SA e TCZ 
x P(MMA-co-MAA) puro, I) P(MMA-co-MAA) com SA e TCZ x P(MMA-co-MAA) com SA. 
 

4.2.4.3 Eficiência de adsorção e ensaio de dessorção 

 

 A estratégia de conjugação utilizando a biotinilação de um anticorpo monoclonal 

com a estreptavidina é bem descrita na literatura e bastante utilizada na produção de 

biossensores, incluindo de base polimérica. Confirmou-se os otimistas resultados 

esperados dessa estratégia, como mostra a Figura 32. 

 

 

 

A B C 

D E F 

G H I 
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Figura 32 – Eficiência de adsorção dos ensaios utilizando estreptavidina e biotina 
 

 

Altas taxas de conjugação foram atingidas, com alta reprodutibilidade do 

resultado, como indicado pelas barras de erros diminutas. Ademais, foram observadas 

altas taxa de retenção dos anticorpos após as lavagens, com 96,72% de todo o 

Tocilizumabe utilizado nos ensaios de P(MMA-co-MAA) permanecendo conjugado 

(Tabela 17). 

 

Tabela 17 – Quantidade de anticorpos dessorvidos após cada lavagem e a porcentagem 
total dessorvida ao final das três lavagens 
 

 Lavagem 1 
(µg) 

Lavagem 2 
(µg) 

Lavagem 3 
(µg) 

Total (µg) Porcentagem 
dessorvida 

P(MMA-co-
MAA) 

1,52±0,67 1,61±0,26 1,19±0,46 4,32±0,06 7,28±0,11 

 
 

4.3 Considerações finais 

 

As nanopartículas poliméricas foram produzidas com sucesso, com tamanho e 

formato adequados para a aplicação sugerida, com alto índice de conversão. A adição 

dos comonômeros elicitou uma incorporação bem-sucedida na estrutura polimérica, 

promovendo as alterações na estabilidade térmica esperadas. No entanto, mesmo com 

a presença do ácido acrílico e do ácido metacrílico nas estruturas moleculares das 

cadeias poliméricas, não é possível afirmar com toda certeza que não houve diferença 
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entre os três compostos, devido à variabilidade encontrada dentro das replicatas, 

podemos ver uma comparação na Tabela 18. 

 

Tabela 18 – Comparação dos tamanhos antes e após as diferentes estratégias de 
conjugação e as porcentagens de adsorção e dessorção de cada método escolhido 
 

 Tamanho 
Antes (nm) 

Tamanho 
Depois (nm) 

Eficiência de 
Adsorção 

(%) 

Porcentagem 
de dessorção 

(%) 

PMMA Ad. Fís. 48,0 117,0 100±0 - 

PMMA Sulfo-NHS + 
EDC 

48,0 117,0 70,24±4,11 - 

PMMA IBA + UV 48,0 256,1 61,52±41,06 - 

PMMA SA + Biotina 48,0 233,0 100±0 - 

P(MMA-co-AA) Ad. 
Fís. 

46,0 102,0 100±0 - 

P(MMA-co-AA) 
Sulfo-NHS + EDC 

46,0 102,0 63,84±19,13 - 

P(MMA-co-AA) IBA 
+ UV 

46,0 117,2 85,17±14,07 - 

P(MMA-co-AA) SA + 
Biotina 

46,0 199,3 99,73±0,46 - 

P(MMA-co-MAA) Ad. 
Fís. 

43,6 133,9 100±0 26,5±2,6 

P(MMA-co-MAA) 
Sulfo-NHS + EDC 

43,6 133,9 74,67±6,84 96,5±6,5 

P(MMA-co-MAA) 
IBA + UV 

43,6 110,4 90,24±0,22 32,0±11,3 

P(MMA-co-MAA) AS 
+ Biotina 

43,6 224,2 94,56±8,6 7,3±0,1 

 

 Ao que todos os dados apontam, todas as estratégias foram capazes de 

promover a adsorção, seja física ou química, dos anticorpos monoclonais as 

nanopartículas poliméricas produzidas. Contrariamente aos resultados esperados, a 

que apresentou as maiores taxas de adsorção foi a estratégia de adsorção física, 

seguida pela adsorção química utilizando Estreptavidina e Biotina e, em terceiro lugar a 

utilização do ácido indol 3-butírico.  

 No entanto, apesar dos números, a adsorção física pode não ser tão vantajosa 

assim. Como discutido nos capítulos anteriores, a falta de controle da posição do 

anticorpo monoclonal é um possível impeditivo na utilização desta estratégia na 

construção de anticorpos conjugados a outras estruturas para emprego na medicina 

humana, por possivelmente apresentar alta variabilidade entre lotes produzidos. 

Ademais, o emprego da Estreptavidina e Biotina apresentaram eficiências de adsorção 

próximas, porém foram bem mais eficientes na retenção dos anticorpos monoclonais. 

Adicionalmente, ressalta-se a especificidade da localização da ligação, que é 

característica a esta técnica. 
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 Em terceiro lugar em eficiência de adsorção, está a ligação mediada por 

irradiação de luz no espectro do ultravioleta e ácido indol 3-butírico. É uma técnica que 

vem sendo explorada na literatura há alguns anos, porém ainda há uma escassez de 

dados a respeito. Durante este trabalho, se mostrou sendo uma técnica promissora pela 

capacidade de ligação sítio específica e retenção dos anticorpos monoclonais. É 

passível de acreditar que haja amplo espaço para a otimização dessa técnica através 

da manipulação das concentrações de ácido indol 3-butírico, sulfo-NHS e EDC utilizados 

na primeira etapa de conjugação, além da melhoria do controle de variáveis externas 

como a incidência de luz de outros espectros durante o experimento. 

Em último lugar, a ligação mediada somente com Sulfo-NHS e EDC. Com baixos 

índices de adsorção e com altas taxas de dessorção após as lavagens. Ao que tudo 

indica, também a presença de ligação de anticorpos com outros anticorpos nas 

amostras do P(MMA-co-MAA). É possível que pequenas modificações no protocolo 

elicitem uma mudança considerável na eficiência desta estratégia, como o aumento das 

concentrações utilizadas, mas também na separação em duas etapas, realizando 

primeiramente uma etapa de ativação do polímero com o Sulfo-NHS e EDC, e, 

posteriormente, uma etapa de incubação com o anticorpo monoclonal, como realizado 

por MATTOS em 2021. 
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CAPÍTULO 5 

Conclusões 

 

5.1 Conclusão 

 

O objetivo principal, que é realizar o início do desenvolvimento de um ADC, este 

estudo foi bem-sucedido. As nanopartículas foram obtidas em tamanho e com índice de 

polidisperção adequados para a aplicação desejada, sendo devidamente 

caracterizadas. Todas as estratégias foram bem-sucedidas em adsorver os anticorpos 

monoclonais selecionados as nanopartículas, com a utilização de estreptavidina e 

biotina sendo a opção mais interessante no momento, por demonstrar alto grau de 

adsorção e baixo grau de dessorção enquanto mantém uma orientação adequada dos 

anticorpos nas nanopartículas. A adsorção física, apesar de demonstrar maiores graus 

de adsorção, também dessorve em maiores taxas. Por fim, o ácido indol 3-butírico 

apresenta-se como uma possível opção viável, porém é necessário futures estudos que 

controle outras variáveis sejam feitos.  

 

5.2 Sugestões para trabalhos futuros 

 

Há um longo caminho a ser percorrido até que as técnicas sejam aperfeiçoadas. 

Esta pesquisa responde algumas perguntas e gera outras, abrindo espaço para 

sugestões para futuros trabalhos: 

• Aperfeiçoar as técnicas de imobilização de anticorpos nas nanopartículas 

através da otimização das quantidades de reagentes empregados, a fim de evitar 

ou minimizar que ocorra adsorção física concomitante a adsorção química. 

• Separar a técnica de adsorção química somente com Sulfo-NHS e EDC em duas 

etapas diferentes, uma primeira de ativação, somente com os dois compostos 

citados e, posteriormente, uma segunda etapa, realizando a incubação dos 

anticorpos e observar o comportamento. 

• No que tange a estratégia utilizando o ácido indol 3-butírico, convém que seja 

desenvolvida uma estrutura que proteja o experimento da incidência de luz 

externa de forma mais eficiente, além de realizar algum tipo de controle de 

temperatura. 

• Avaliar se a incorporação de um agente surfactante na solução de ressuspensão 

melhora o perfil de distribuição de tamanhos das nanopartículas após os ensaios 
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de adsorção, pois tudo indica que há a aglomeração destas após os 

experimentos. 

• Realizar um ensaio imunobiológico específico ao Tocilizumab, como um ELISA, 

por exemplo, para avaliar se há a manutenção ou perda da atividade do 

anticorpo. 

• Encapsular metotrexato ou algum outro medicamento antirreumático modificador 

da doença e avaliar o comportamento das estratégias de adsorção, assim como 

comparar a toxicidade celular com a administração separada do DMARD com 

Tocilizumab. 
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