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Com o aumento da expectativa de vida da populagdo, no mundo, as pessoas
acometidas por doencas cronicas degenerativas tém a qualidade de vida depreciada,
em razao de progressao da enfermidade, dos efeitos colaterais das medicacdes para o
controle dessas morbidades, e de complicacfes clinicas, impactando o bem-estar em
estagio mais avancado em seus ultimos momentos de vida. Desse modo, evidencia-se
a necessidade da modificacdo de medicamentos existentes ou da criacdo de novos
medicamentos, que exercam maior poder terapéutico com menores efeitos colaterais.
Os Anticorpos Conjugados a farmacos (ADC) s&o uma nova classe de farmacos, que
combinam o efeito terapéutico com o poder de direcionamento a alvos especificos,
evitando o efeito sistémico do tratamento convencional. Este estudo objetiva avaliar e
comparar diferentes estratégias de imobilizagdo quimica e fisica do anticorpo
monoclonal Tocilizumabe em nanoparticulas de Poli (Metacrilato de Metila) (PMMA),
Poli(Metacrilato de Metila-co-Acido Acrilico) (P(MMA-co-AA)) e Poli(Metacrilato de
Metila-co-Acido Metacrilico) (P(MMA-co-MAA)). Assim, descreve o desenvolvimento
inicial de um ADC voltado para o tratamento de artrite reumatoide, através de avaliagéo
de métodos de conjugacgéo entre o Tocilizumab, anticorpo utilizado no tratamento da
artrite reumatoide, e as nanoparticulas poliméricas, comumente, utilizadas para o
encapsulamento de medicamentos. Avaliou-se quatro métodos de imobilizacdo das
biomoléculas, levando-se em conta a eficiéncia de adsorcdo. Os resultados mostram
que todos os métodos foram bem-sucedidos em realizar a imobilizagdo, obtendo
eficiéncias superiores a 60%. No entanto, 0 método com melhor desempenho de
adsorcao foi a adsorcao fisica, seguida pelo emprego de estreptavidina e biotina, acido

indol 3-butirico e luz ultravioleta e, por fim, o emprego de Sulfo-NHS e EDC. Na analise

vii



de reversibilidade da conjugacéo, a maior estabilidade foi obtida com o emprego de
estreptavidina e biotina, seguido pela adsorcéo fisica, em segundo lugar, e &cido indol
3-butirico em terceiro. O uso de Sulfo-NHS e EDC teve o pior desempenho em todos os

guesitos 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 iliness. 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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CAPITULO 1

Introducao

1.1 Motivacdao

A Medicina tem passado por diversas etapas de desenvolvimento durante a
expansao tecnoldgica mundial, gracas a esforcos cientificos focados ha maturacéo e
criacdo de novos métodos de diagndstico, cuidados e tratamentos de diversas
enfermidades.

Essa melhora na capacidade de diagnéstico e tratamento, juntamente com a
expansao e melhoria do saneamento basico para mais pessoas, faz com que a
expectativa de vida tenha tido um salto consideravel, atingindo a média mundial de 71
anos. Esse aumento na expectativa de vida também significa que doencas cronicas,
como a Artrite Reumatoide, tenham mais tempo para progredir, trazendo a necessidade
do desenvolvimento de medicamentos com menos efeitos colaterais e maior poder
terapéutico, mesmo com 0s recentes avancos na industria farmacéutica. Dentre estes
avancos, vale destacar a utilizagcdo de polimeros biocompativeis no ambito de
encapsulamento de farmacos e a utilizacdo da nanotecnologia na criacdo de novas
classes de medicamentos.

Os polimeros sdo macromoléculas, formadas pela jungdo de estruturas
repetidas, chamadas de mondmeros, e podem ser utilizadas para encapsular
medicamentos, de forma que o proteja de degradacdes, sejam das intempéries do
ambiente ou do corpo, apés a aplicagdo. Isso faz com que o tempo de circulagdo no
corpo seja maior, a possibilidade da administracdo de mais de um farmaco ao mesmo
tempo, e ainda permite que sua superficie seja funcionalizada, a fim de garantir uma
liberacéo direcionada e controlada (KUMAR, KUMBHAT, 2016).

No entanto, nem todo farmaco pode ser encapsulado. Alguns compostos
bioativos necessitam que seu sitio ativo esteja exposto, o que dificulta a possibilidade
de administra-los com outro farmaco ou protegé-lo de degradacdes fisicas, quimicas ou
biol6gicas. Um grupo destes compostos bioativos sdo os anticorpos monoclonais
(ALVES, MUSTAFAOGLU, BILGICER, 2014).

Anticorpos sdo proteinas enoveladas com sitios cataliticos extremamente
especificos localizados numa por¢cédo especifica, chamada de porcédo Fab, ou regido
variavel do anticorpo. Como seu sitio catalitico realiza fungbes extremamente

especificas a uma substancia ou receptor, a sua introducdo na medicina humana
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revolucionou o tratamento de canceres, transplantes de érgdos, doengas autoimunes,
cardiacas e pulmonares (SINGH et al., 2018).

Uma das limitagbes dos anticorpos monoclonais e dos medicamentos
encapsulados em nanoesferas é a rapida excrecao do corpo, pelo facil reconhecimento
feito pelo sistema imunol6gico. Os medicamentos encapsulados ainda apresentam um
outro defeito: sua aplicacdo € sistémica, agindo em ambos tecidos saudaveis e
acometidos pela enfermidade, aumentando a quantidade e intensidade dos efeitos
colaterais.

Assim, surge uma nova classe de medicamentos denominada de Farmacos
Conjugados a Anticorpos (Antibody-Drug Conjugate, ou ADC). Como esferas, sao
facilmente reconhecidas pelo sistema imune, ao realizar a conjugagdo com um anticorpo
monoclonal, o reconhecimento pelo sistema imune acaba sendo dificultado.
Similarmente, com a presenca das moléculas introduzidas através da reacao de
conjugacdo, ha um impedimento estérico na por¢do ndo-variavel do anticorpo,
dificultando sua excre¢éo. Além disso, tira-se proveito da especificidade dos anticorpos
monoclonais, direcionando os medicamentos até os locais alvo, aumentando o poder
terapéutico 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 possivel fazer a conjugacdo de biomoléculas através de adsorcao
fisica ou adsorcéo quimica, sendo o principal desafio manter exposto o sitio catalitico
do anticorpo monoclonal apés a conjugacdo (RAO et al., 2008; CIOBANASU,
SIEBRASSE, KUBITSCHECK, 2010; KLINE et al., 2015; GHAFFARIAN et al., 2016).

Processos de adsorgdo quimica sédo, em sua esséncia, reagdes quimicas que
tiram proveito de grupos, naturalmente presentes ou artificialmente colocados através
de funcionalizagbes ou de edicdo génica, como grupamentos amino, hidroxila,
carboxilas ou tidis, formando uma ligacdo covalente entre a biomolécula e a
nanoparticula. As adsorgdes fisicas sdo realizadas através de ligacdes néo especificas,
como interagOes eletroestéaticas, pontes de hidrogénio, van der Waals ou hidrofébicas
(RAMOS, 2018).

Neste estudo, o polimero poli(metacrilado de metila) (PMMA) foi selecionado,
por ter baixo custo, alta bicompatibilidade e pela ampla literatura disponivel. O PMMA
tem sido utilizado em diferentes aplicacdes, como carreadores de farmacos,
encapsulamento de farmacos, resinas 6sseas, incluindo usos aprovados pelo US Food
and Drug Administration (FDA). Dada a auséncia de grupos funcionais capazes de
realizar ligagBes covalentes, também foram introduzidos dois copolimeros, através da
introducédo do acido acrilico (AA) e o acido metacrilico (MAA) como comonémeros.

Esses comonbémeros adicionam grupos do tipo carboxilico a estrutura do polimero,
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permitindo que sejam feitas funcionalizagfes atraves de ligagbes do tipo covalente, além
de ja serem empregados em aplicacbes biomédicas por serem biocompativeis
(LEMPERLE et al.,, 2003; BETTENCOURT, ALMEIDA, 2012; ZHENG et al., 2015;
SAADE et al., 2016).

Para maior taxa de sucesso na adsor¢do quimica de biomoléculas, pode ser
necessaria a utilizacdo de agentes facilitadores, promovendo maior estabilidade da
adsorcao quimica, através de realizacdo de uma ligacéo do tipo amida. Entre os agentes
disponiveis, séo utilizados o 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)corbodiimida (EDC) e o N-
Hidroxisulfosuccinimida (Sulfo-NHS) por serem amplamente utilizados na conjugacéo
de biomoléculas de diferentes tipos. Como a intencao é realizar a conjugacao entre o
anticorpo monoclonal Tocilizumabe e as nanoparticulas poliméricas, empregou-se
outros intermediarios, que est&o sob investigacdo na literatura, como o Acido Indol-3-
Butirico (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 comparacdo de diferentes estratégias de adsorcao,

gquimicas e fisicas, do tocilizumab em nanoparticulas poliméricas biocompativeis.

1.2.2 Objetivos especificos

e Obter nanoparticulas poliméricas através da técnica de polimerizagcdo em
miniemulsdo de MMA e dos comondmeros AA e MAA;

e Caracterizar nanoparticulas em termos de tamanhos, cargas superficiais,
propriedades térmicas, morfologias e estruturas quimicas;

e Realizar ensaios de adsor¢édo do anticorpo monoclonal Tocilizumabe sobre as
nanoparticulas na presenca e na auséncia de agentes intermediarios (EDC, IBA
e SA);

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

adsorc¢des, eficiéncia de adsorcdo e capacidade de evitar a dessorcao.



1.3 Estrutura da dissertacéao

Estre trabalho organiza-se em 6 capitulos. O Capitulo 1 é constituido por uma
introducdo e motivacdo, contextualizando a pesquisa e a necessidade do estudo e
exple os objetivos deste trabalho.

No capitulo 2 é realizada uma breve revisdo tedrica, durante a qual sao
abordados os principais temas que envolvem este trabalho, como o que sédo anticorpos,
anticorpos conjugados, os beneficios de sistemas de liberacdo e a artrite reumatoide.

No capitulo 3 sdo expostos e detalhados os materiais e métodos utilizados neste
estudo, incluindo equipamentos, técnicas e reagentes utilizados.

No capitulo 4 sédo expostos os resultados obtidos dos experimentos e estes sdo
discutidos, expondo os prés e contra de cada método utilizado. No capitulo 5 estao
presentes as conclusdes do trabalho, juntamente com sugestdes para futuros trabalhos.
Por fim, no capitulo 6 estdo listadas todas as referéncias bibliograficas utilizadas na

elaboracgéo desta dissertacao.



CAPITULO 2

Revisao tedrica

2.1 Doencas cronicas

Durante os ultimos anos, a humanidade deu grandes saltos tecnolégicos, saindo
rapidamente do avido, em 1903, para a aterrisagem lunar, em 1969. Nao foram apenas
0s conhecimentos e tecnologias referentes as aeronaves que avancaram, mas todos 0s
fronts de conhecimento, em especial a area de saude.

Com todo este aumento na capacidade humana de ndo somente diagnosticar
doencas de forma mais rapida e precisa, também desenvolvemos a habilidade de trata-
las de forma mais rapida e poderosa. Ademais, também tivemos a melhoria de outros
aspectos, como o saneamento basico. Todas essas mudangas juntas nos trouxeram um
expressivo aumento da expectativa de vida da raca humana, pulando de 32 anos em
1960, para 71 em 2021, sendo ainda maior para paises considerados desenvolvidos
(UNITED NATIONS, 2022).
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Figura 1 — Distribuicao da expectativa de vida mundial média de ambos 0s sexos entre
0s anos de 1960 e 2021 (UNITED NATIONS, 2022)

Uma das consequéncias do aumento da expetativa € o aumento de incidéncia
de doencas cronicas, que podem ter diferentes origens e acometer diferentes 6rgdos. O
Centro Nacional de Doencas dos Estados Unidos classifica doencas crdnicas como

condicbes que duram pelo menos um ano e requerem atencdo médica e/ou limitam



atividades diérias. As principais sdo doencas cardiacas e infarto, cancer e diabetes
(CENTER FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2022).

Este estudo foca a artrite reumatoide, uma doenca crbnica, que afeta as
articulactes e, conforme progride, inibe a movimentacao das juntas acometidas através
da erosao cartilaginosa, gerando diminuicdo do espaco articular (CARPENTER et al.,
2017).

2.1.1 Artrite Reumatoide

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca reumética, autoimune e inflamatéria que
afeta entre 0.5 e 1% da populacdo mundial. Além disso, tem uma taxa de
hereditariedade de cerca de 60% e se caracteriza pela progressiva deterioracdo das
articulacbes acometidas, até que a mesma fique inutilizavel através da destruicdo das
cartilagens. Nao obstante, ainda é comumente associada com aumento de incidéncia
de osteoporose e maior risco de morte, devido a manifestacfes cardiovasculares e extra
articulares (ALAMANOS, DROSOS, 2005; KURKO et al., 2013; MEDINA et al., 2018).

Inicialmente, seu tratamento era feito com medicamentos chamados de
Medicamentos Antirreumaticos Modificadores da Doenca (ou DMARDs, do inglés
Disease Modifying Antirheumatic Drugs), mais comumente o Metotrexato (MTX) e
corticoides, principalmente a Prednisolona. Essa linha de tratamento traz alguns
problemas inerentes da indlstria farmacéutica convencional: protocolos de
administracdes periodicas sistémicas, que aumentam em demasiado a concentragdo
sérica do medicamento, muitas vezes ultrapassando a faixa terapéutica da
concentracdo sanguinea e adentrando na faixa toxica, além de envolver medicamentos
de amplo espectro, afetando tecidos saudaveis e nao-saudaveis, trazendo diversos
efeitos colaterais e desconfortos ao paciente (CHATZIDIONYSIOU, VAN
VOLLENHOVEN, 2011; SUR et al., 2019; LUCAS, DIMMITT, MARTIN, 2019).

Com o avango da biotecnologia farmacéutica, engenharia genética e
bioinformatica, recentemente surgiram novas formas de tratamento, através de
biomoléculas. Esses novos tratamentos s6 foram possiveis apos a elucidacdo dos
mecanismos pro-inflamatérios da artrite reumatoide, apresentando um maior poder
terapéutico que os tratamentos convencionais, ajudando pacientes que eram de dificil
controle.

Os meios pelos quais essa doenca se inicia e progride sdo bem complexos e,
apesar de grandes esforcos terem sido feitos para o avan¢go na compreensao dos
mecanismos intrinsecos dessa doenca, ainda nao elucidamos por completo todas as

rotas de sinalizacdo responsaveis pela progressao da doenca. O que se sabe é que,
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inicialmente, ha a infiltracdo de células do sistema imune, notavelmente linfocitos T e
células B, que por motivos genéticos e/ou ambientais, come¢am a produzir anticorpos,
como o fator reumatoide e anticorpos anti-peptideo citrulinado ciclico (anti-CCP), que
reconhecem alvos nas articulagdes como ndo sendo do préprio corpo, formando entédo
imunocomplexos (SCOTT, SMITH, KINGSLEY, 2003; CARPENTER et al., 2017).

Esses imunocomplexos realizam uma mobilizacdo maior do sistema imune para
as regides afetadas, desencadeando cascadas pro-inflamatérias através de moléculas
como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), Interleucina-1 (IL-1), Interleucina-6 (IL-6)
e Interleucina-9 (IL-9) (HUGHES-AUSTIN et al., 2013, KURKO et al., 2013).

Hoje, existem nove biomoléculas que podem ser utilizadas no controle da
doenca, sendo elas: Infliximab, Etanercept, Adalimumab, Golimumab, Certolizumab
Pegol, que sdo anticorpos monoclonais inibidores de Fatores de Necrose Tumoral
(TNF), Anakinra, que € um inibidor da interleucina pro-inflamatéria IL-1, Tocilizumab,
que é inibidor da interleucina pré-inflamatéria 1L-6, Rituximab, que € um anticorpo
depletor de células B, e Abatacept, que é um inibidor da co-estimulacao das células T.
Neste estudo, o foco se limitou ao Tocilizumab, um dos mais utilizados e efetivos
(CHATZIDIONYSIOU, VOLLENHOVEN, 2011; KURKO et al., 2013; McINNES et al.,
2016, BURMESTER, POPE, 2017; HETLAND et al., 2020).

2.2 Nanoparticulas

O conceito que sedimentou a nanotecnologia comecgou a ser discutido em 1959,
por Richard Feynman, considerado o “pai” da nanotecnologia, no qual ele dissertou
sobre a possibilidade de sintese através de manipulacdo atdmica. Nao se sabia a época,
mas ja sintetizavamos nanoparticulas ha muito tempo, desde o império romano, que as
utilizavam em vidros para que mudassem de cor, dependendo do angulo de incidéncia
da luz (BAYDA et al., 2019).

O termo nanotecnologia, no entanto, s6 foi cunhado em 1974, quando Norio
Taniguchi, a definiu como processos de separacdo, consolidacdo e deformacdo de
materiais atomo a atomo 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 ciéncia, engenharia, e tecnologia
conduzida em escalas entre 1 a 100 nandémetros.

Distingue-se os métodos de producdo de nanoparticulas 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



obtermos nanoparticulas, enquanto as técnicas Bottom-Up se referem a construcéo de
nanoestruturas atomo a atomo ou molécula a molécula.

Nos tempos modernos, com o avanco acelerado da producao cientifica mundial,
se descobriu novos nanomateriais e aplicacbes para nanoparticulas (BAYDA et al.,
2019). Este estudo se deteve nas aplicactes voltadas para a saude humana.

No quesito da saude humana, as nanoparticulas podem ser aplicadas de
diversas formas. Pode-se utilizar nanoparticulas de prata por suas propriedades
bactericidas, conjugar quantum-dots a biomoléculas para a confec¢do de biosensores,
fabricar nanoresinas para implante 6sseo, entre outras aplicacdes. No entanto, uma das
aplicacles, que € o foco deste estudo, mais utilizadas nas indastrias atualmente € a de
nanoencapsulamento de farmacos, para aumento de meia-vida, solubilidade, melhor
penetracao intracelular e perfis de concentragao sérica, diminuicao de frequéncia de
administracao e drug-delivery de farmacos (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 Nanoparticulas para aplicagdo farmacéutica

Nanoparticulas sédo largamente aplicadas na industria farmacéutica, ha muitos
anos. Uma das diversas limitagces do tratamento convencional de farmacos € devido a
sua baixa solubilidade em agua, baixa biodisponibilidade, baixo tempo de meia vida pela
degradacdo prematura promovida pelos diversos stresses exercidos pelo ambiente
biologico e facilidade de excrecdo, além da possibilidade do paciente adquirir resisténcia
aos medicamentos apos repetidas administracdes. Dessa forma, ao diminuir o tamanho
das particulas administradas, incorporando ou conjugando os farmacos as
nanoparticulas, podemos aumentar a eficiéncia das terapias ja existentes. Esse
aumento da eficiéncia terapéutica é promovido em diferentes fronteiras, a depender do
tipo de material utilizado e estratégia de imobilizacdo (KUMARI et al., 2010; SUR et al.,
2019; GAO et al., 2020).

Uma das estratégias mais utilizadas na industria farmacéutica é a conjugacéo de
moléculas farmacéuticamente ativas, realizando a ligacao destas com outras moléculas,
modificando sua conformacédo e aumentando seu tempo de meia vida. Essa estratégia
pode ser feita de diversas formas, adicao de grupamentos éster, estratégia comumente
utilizada em hormonios, adicdo de cadeias de etileno glicol, estratégia utilizada em
proteinas e outros medicamentos, entre outras. Essa estratégia aumenta o tamanho da
molécula e altera sua conformacado, fazendo com que sua excrec¢ado ocorra de forma

mais lenta, prolongando o tempo de meia vida e aumentando o espacamento entre as



aplicagbes dos medicamentos (PASUT, VERONESE, 2009; HERNANDEZ-VAZQUEZ,
SANCHEZ, 2015; STROHL, 2015).

Outra estratégia possivel, é a conjugacdo de nanoparticulas, como a
nanoparticulas de ouro, uma particula comumente quimicamente inerte, mas que pode
ser conjugada a moléculas que possuem enxofre, como proteinas, DNAs e outros
farmacos (DWIVEDI et al., 2015; DAVIDOVITS, 2019).

Uma abordagem interessante desenvolvida para aplicacdo farmacéutica é a
criacdo de nanoestruturas nas quais podemos ter a presenca dos farmacos no interior
das mesmas, nos permitindo fazer com que a liberacdo do farmaco na corrente
sanguinea seja gradual, conforme a estrutura se degrada, evitando grandes picos de
concentracdo seérica e diminuindo o numero de administracdes medicamentosas
necessarias durante o tratamento. Essas nanoestruturas podem ser simples ou
complexas e sdo comumente referidas a nanossistemas de liberagdo controlada.
Sistemas deste tipo podem ser confeccionados de diferentes materiais, como polimeros
naturais e nao naturais, e utilizando uma grande gama de técnicas, desde microfluidica
até polimerizacao in-situ (JAWOREK, 2008; AWINO, ZHAO, 2015; SOUSA et al., 2018,
SUR et al., 2019).

2.2.1.1 Nanossistemas de liberacdo controlada

A utilizagdo de sistemas de liberagéo controlada em nanoescala ja& vem sido
estudada ha algum tempo. Diferentemente da nanotecnologia, que convenciona a gama
de tamanhos entre 1 a 100 nanbmetros, 0s nanossistemas, para a medicina, residem
entre 1 e 999 nandmetros e ha, atualmente, diversos tipos de nanossistemas sendo
investigados e utilizados na induastria farmacéutica, como nanotubos de carbono,
dendrimeros, lipossomas, nanoparticulas poliméricas, entre outros (DHIVYA et al.,
2018; SUNSHINE, PALLER, 2019).

Nanotubos de carbono sdo materiais nanométricos, formados por atomos de
carbono organizados em formado cilindrico, com a espessura de apenas um atomo.
Essas estruturas podem apresentar diversas caracteristicas secundarias, como mais de
uma parede, terem sua superficie modificada para facilitar conjugacdes ou drug-
delivery, até mesmo apresentarem compostos, como farmacos adsorvidos, com o intuito
de entrega de medicamentos e liberacdo controlada (ANDREONI, 2000; KLINGELER,
SIM, 2011; KUMAR, KUMBHAT, 2016).

Dendrimeros sao moléculas tridimensionais, formadas por um ndcleo a partir do

qgual sdo geradas ramificacbes que crescem e geram uma casca, que pode ser



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 séo esferoides formados por camadas fosfolipidicas e ja vém sido
estudadas ha muitos anos, desde 1965, porém sempre encontraram como barreiras na
indUstria a baixa eficiéncia de encapsulamento e baixa estabilidade de armazenamento,
barreira esta que parece estar sendo vencida, fato elicitado pela utilizacdo desta
tecnologia nas recém desenvolvidas vacinas contra Covid-19 das empresas Pfizer e
Moderna. Como vantagens, trazem a capacidade de poder internalizar compostos
hidrofilicos em seu interior e hidrofébicos na sua casca lipidica, protegendo a carga de
degradacdo 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 industria farmacéutica
sdo as nanoparticulas poliméricas como sistema de administracdo e carreamento de
farmacos. Essas nanoparticulas podem ter os principios ativos encapsulados,
aprisionados em matriz ou até mesmo dissolvidos em sua estrutura, a depender do
método de preparacdo empregado e devem apresentar tamanhos entre 20 a 100
nanémetros, pois aumenta o poder de penetrar nas células, a solubilidade e o tempo de
meia vida. Desta forma, melhorando os parametros farmacocinéticos (VERMA et al.,
2011; ELSABAHY, WOOLEY, 2012; SUR et al., 2019).

Esses sistemas poliméricos apresentam algumas vantagens, como a
possibilidade de modular a composicéo e a possibilidade de se projetar uma estrutura
matricial. Ndo obstante, esse sistema vem sido vastamente empregados em estudos de
nanomedicina, inclusive ja existentes em medicamentos aprovados para uso humano
por sua 6tima biocompatibilidade e biodegradabilidade, ndo toxicidade, boa estabilidade
e baixa reatividade. Esses sistemas podem desempenhar papel de suporte para
biomoléculas, atuar como carreadores, ter sua superficie 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 nanoparticulas, sdo longas cadeias de
moléculas repetidas, as quais sdo denominadas monémeros, podendo ser ramificadas
ou ndo. Outra divisdo importante a ser feita € entre polimeros sintéticos e naturais.
Enquanto os naturais sdo feitos a partir de fontes disponiveis da natureza, como
proteinas e quitosana, os sintéticos sdo derivados de fontes diferentes, comumente o
petroleo. Pode-se citar como exemplos o Poli(Metacrilato de Metila) (PMMA), Poli(Acido
Latico-co-Glicélico) (PLGA), Poli(Acido Latico) (PLA), Poli(Acido Glicoligo) (PGA), entre
outros (SUR et al., 2019; JARAI et al., 2020).
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Polimeros dentro de uma mesma classe, como a dos sintéticos, apresentam uma
diversa variedade de propriedades, podendo ou ndo ser combinados para atingir
caracteristicas 6timas para uma aplicacéo especifica. Por exemplo, 0 PGA se degrada
rapidamente, enquanto o PLA apresenta uma taxa lenta de degradacéo. Se o objetivo
€ 0 encapsulamento de farmacos, ndo sao propriedades interessantes. No entanto, a
combinacdo dos dois mondmeros desses polimeros resulta no polimero PLGA, que se
coloca no meio entre os dois, podendo ter sua velocidade de degradacdo maior ou
menor a partir da proporcado de cada um dos mondmeros adicionados na reacdo. Isto
faz com que o PLGA tenha sido bastante estudado para aplicagcdes biomédicas de
liberacdo 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 polimero amplamente estudado para aplicacdo em liberacdo controlada é
o Poli(Metacrilato de Metila). Ha estudos para a producdo de vacinas, sistemas
carreadores por diferentes vias de administracdo e até mesmo encapsulamento de
medicamentos como o Praziquantel. Além de ser biodegradavel e biocompativel, esse
polimero apresenta uma facil escalabilidade de processo de producgdo, se tornando
extremamente atrativo para a industria farmacéutica (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) € um polimero de baixo custo, acrilico, biocompativel,
apresentando como propriedades mecanicas dureza, rigidez, apesar de quebradico, e
alta resisténcia quimica (CANEVAROLO JR, 2010; BETTENCOURT, ALMEIDA, 2012;
FEUSER et al., 2014; PEIXOTO et al., 2016; MANGIA, 2018; CASTOR JR et al., 2019).

O
H3C CH;

/s

O
CH»

Figura 2 — Representacdo da estrutura quimica 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 entdo, vem sendo amplamente estudado para aplicacbes
biomédicas, cosméticas, ortopédicas, farmacéuticas, e ortoddnticas, incluindo um
medicamentos ja 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 nanoparticulas poliméricas

Como mencionado anteriormente, existem duas formas principais de preparo de
nanoparticulas, top-down e bottom-up. Essa classificacdo também se aplica as
nanoparticulas poliméricas.

Para preparos do tipo top-down, sdo utilizadas moléculas poliméricas em
tamanho macro e, através de alguns processos fisico-quimicos, sao transformadas em
nanoparticulas, os principais sendo salting-out, dialise, nanoprecipitacao ou evaporacao
de solventes (LIM, HAMID, 2018; SUR et al., 2019).

Nos métodos de preparo do tipo bottom-up, parte-se de moléculas unitarias, os
monbémeros, que se ligam a outros mondmeros, formando polimeros, fenbmeno
chamado de polimerizacdo. No caso do PMMA, a reagdo mais utilizada é a de
poliadigédo, podendo ser em emulsdo, suspensao ou miniemulsdo, que pode ser dividida
em trés etapas: Iniciacdo, Propagacdo e Terminagao.

A primeira etapa, a iniciagdo, comeg¢a com a decomposi¢do, normalmente
térmica, de um reagente quimico ativador, transformando-se em uma espécie ativadora,
reagindo com um monémero, dando inicio a reacao de polimerizagdo. A segunda etapa,
a de propagacéo, € onde ocorre o crescimento das cadeias poliméricas. Ja a etapa de
terminacdo € quando ocorre a interrupgdo do crescimento dessas cadeias, por se
ligarem a uma molécula inerte ou entre duas moléculas reativas (MANO, MENDES,
1999; MENDES et al., 2012).

Quando a producdo de PMMA ¢ voltada para a indastria farmacéutica, é ideal
gue haja um controle maior do tamanho das particulas produzidas. Distribuicbes de
tamanho muito amplas de tamanho séo prejudiciais para a farmacodinamica e, portanto,
para a aprovacao por agéncias regulatérias. Por isso, os métodos mais indicados sao
as emulsdes e miniemulsdes.

A polimerizacdo em emulsdo é caracterizada por elevadas taxas e grau de
polimerizagdo, um facil controle de temperatura, facil remog¢éo do mondmero residual,

iniciador hidrossoluvel, e concentracdo de surfactante acima da concentracdo micelar

12



critica (CMC). Esses surfactantes sdo moléculas que contém regifes hidrofilicas e
hidrofébicas, podendo se organizar no formato de uma micela, que € onde ocorrerdo as
polimerizagbes, como se fossem pequenos reatores. Esses pequenos reatores sao
alimentados entéo, gradualmente, por grandes gotas de monémeros, estabilizadas por
emulsificantes através da difusdo (LUCENTE, 2008; VAN HERK, 2015; CAPEK, 2019;
GHARIEH et al., 2019).

A polimerizacdo em miniemulsdo se difere da polimerizacdo em emulséo
convencional em alguns pontos. Como as gotas de monémero sdo bem menores, e,
portanto, hd maior superficie especifica, prevalece o0 mecanismo de nucleacdo das
gotas, o que dispensa a formacao de micelas de surfactante. Para tanto, € necessaria
a adicdo de surfactantes em grandes quantidades aplicacdo de trabalho mecéanico
adicional pela utilizacdo um homogeinizador de alta pressdo ou um ultrassonicador para
que a distribuicdo de tamanho das gotas fique na faixa nanométrica desejada. Essa
técnica de polimerizagéo se destaca pela possibilidade facilitada de encapsulamento de
compostos quimicos, distribuicdo de tamanho das particulas mais adequada para a
indastria farmacéutica, produtos com alta estabilidade, com robusta literatura disponivel
indicando o uso em diversas aplicacdes, incluindo trabalhos do grupo dos laboratérios
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
saudavel, problema comumente enfrentado pela alopatia convencional. No entanto, a
utilizacdo destes se mostrou um tanto quanto problematica, 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 fuséo entre clone de linfécito B e um mieloma, a partir de células de camundongo,
foi desenvolvida, é que passou a ser possivel a utilizacédo destas moléculas na medicina.
Nos anos que se sucederam, diversos avancgos tecnoldgicos na producao de anticorpo
foram feitos, permitindo a humanidade a produzi-los com maior produtividade, acbes
cada vez mais especificas e, ao substituir as cadeias do anticorpo de camundongo por
cadeias humanizadas ou completamente humanas, com cada vez menos efeitos
colaterais (KOHLER, MILSTEIN, 1975; MEEKER et al., 1985; ROQUE et al., 2004;
ADAMS, WEINER, 2005; WEINER, 2007; TAMASHIRO, AUGUSTO, 2008).

13



Anticorpos, também conhecidos como imunoglobulinas, sdo macromoléculas, do
grupo das glicoproteinas, compostas por cadeias polipeptidicas, divididas em dois
grupos diferentes: uma delas sdo chamadas de porcédo fragmento cristalizavel (Fc), com
aproximadamente 50kDa cada, e a outra de porcdo fragmento de ligacdo ao antigeno
(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 dimero e cada dimero € unido ao outro por ligacfes dissulfeto, chamada
de dobradica, que pode ser rigida ou flexivel, conferindo aos anticorpos o conhecido
formato em Y (MURPHY et al., 2010; SPEARMAN et al., 2011).

Existem diversas classificacdes dentre os anticorpos, sendo, de acordo com o
livro Molecular Biology of the Cell, uma das mais comum em relagéo a sua estrutura de
cadeias leves e pesadas, que resultam em cinco classes diferentes de anticorpos: IgA,
IgD, IgE, 1gG e IgM. As Imunoglobulinas A (IgA) sdo predominantes em secrec¢des
mucosas, Imunoglobulinas D (IgD) ainda n&o tém sua funcdo completamente elucidada,
sendo comumente expressada por diversos seres vivos com sistema imune adaptativo
e sendo parte da membrana plasmatica de linfécitos B. Ja as Imunoglobulinas E sao
normalmente associadas a respostas alérgicas, enquanto as IgM formam pentameros e
sdo responsaveis 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 sao produzidas e excretadas pelos linfécitos B plasmaticos, presentes em maior
namero 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 purificacdo por afinidade. N&o obstante, essa
classe de imunoglobulinas, apresenta uma ligacdo das porgdes Fc através do residuo
297, que é uma asparagina (Asn297). Essa ligacdo pode apresentar diferengas, o que
permite uma subsequente divisdo desta classe de imunoglobulinas em 4 subgrupos:
lgG1, 1gG2, 1gG3 e 1IgG4 (MURPHY et al., 2010; JOSTOCK, 2011; SPEARMAN et al.,
2011; VIDARSSON et al., 2014).
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Figura 3 — Representagcdo de imunoglobulina G (IgG) genérica, com as regides
determinantes de complementaridade (CDR), o sitio de ligacdo de nucleotideos (NBS),
além das ligacdes dissulfeto, as segmentacdes Fc e Fab, com duas cadeias pesadas
(laranja claro) e duas cadeias leves (laranja escuro), a divisdo em, VL e CL e VH e CH,
correspondente a regido variavel leve (VL), constante leve (CL), variavel pesada (VH) e
constante pesada (CH).

Apesar dessas diferentes classificacoes, elas ndo dizem respeito ao mecanismo
de acdo das moléculas supracitadas. As regides do anticorpo responsaveis pelo
mecanismo de acdo sdo denominadas de regides determinantes de complementaridade
(CDR, do inglés complementary determining region), séo as que fazem reconhecimento
e ligacdo das moléculas-alvo do anticorpo, localizadas na por¢cao Fab dos anticorpos.
Os mecanismos de acdo nao estdo, atualmente, completamente elucidados, porém
podem ser feitas trés grandes divisbes de mecanismos conhecidos, ndo sendo
mutuamente exclusivos (ou seja, um anticorpo é pode ou ndo exercer mais de uma
funcdo ao mesmo tempo): Os anticorpos que sdo dependentes da participacdo do
sistema imune do paciente (ADCC, do inglés Antibody dependent cellular citotoxicity),
realizando a sinalizacdo e recrutando os mecanismos de sistema efetor, e 0s anticorpos
que agem de forma independente, se ligando a receptores celulares e, entéo, inibindo
ou iniciando cascatas referentes aos receptores alvo e/ou se ligando a moléculas que
atingem receptores na superficie celular, impedindo que esta ligacéo ligante-receptor

ocorra. Ademais, ainda € possivel que o anticorpo seja um agente recrutador do sistema
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complemento (CDC, do inglés Complement dependent citotoxicity) (WEINER, 2007,
SPEARMAN et al., 2011; ROGERS et al., 2014).

A nomenclatura ndo 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. Ja 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. E
comercializado sob o nome comercial de Actemra® pela farmacéutica Roche®, é
indicado para o tratamento de artrite reumatoide, Sindrome de liberagdo de citonicas
oriundas de infeccdes graves de Sars-Cov-2, e doenca de Castleman, além de
demonstrar potencial para o tratamento de doenca de Crohn, Arterite Takayasu, Lupus
eritematoso sistémico, Doenca de Still refratéria, Arterite de células gigantes (SUZUKI
et al., 2010; VENKITESHWARAN, 2009; SHEPPARD et al., 2017; KHIALI et al., 2020).

A estratégia utilizada para a criagdo desse medicamento foi através da fuséo das
regides determinantes de complementaridade de uma IgG1 anti-humano de receptores
de IL-6 com uma IgG1 humana. Seu mecanismo de acdo se dé através da ligagdo com
os receptores de Interleucina-6 (IL-6R), tanto os que séo sollveis, quanto 0os que se
encontram imobilizados na membrana celular, impedindo, de forma competitiva, que a
IL-6 se ligue, e, portanto, evitando que a cascata pré inflamatéria que seria
desencadeada, em caso da ocorréncia de ligacdo (VENKITESHWARAN, 2009;
OLDFIELD et al., 2009; SUZUKI et al., 2010; SHEPPARD et al., 2017).

2.5 Anticorpos conjugados

As imunoglobulinas, através de suas regibes determinantes de
complementaridade, exibem uma afinidade muito especifica a alguma molécula ou
receptor. Essa caracteristica a permite agir em locais especificos onde ha a maior
expressao e presenca destas moléculas-alvo (CHEN et al., 2020; WEINER, 2007).

Em contraste, na medicina alopatica comum, os medicamentos sé&o
administrados de forma sistémica, apresentando acdo da mesma forma, de modo que

sua acao ocorra tanto em tecidos desejados, quanto em tecidos ndo desejados. Essa
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caracteristica da alopatia € 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 liberacdo controlada do medicamento
ao longo do tempo, reduzindo os picos e vales da concentracdo sérica medicamentosa,
aumentando o tempo em que ele permanece na faixa terapéutica. Nao obstante, outra
possivel alternativa € o uso de sistemas de entrega direcionada, eliminando, ou pelo
menos reduzindo, a caracteristica sistémica da alopatia convencional, permitindo a
reducdo dos sistemas colaterais, ao poupar tecido saudavel (SOUSA et al., 2016).

Uma das estratégias para o desenvolvimento de entregas direcionadas é a
utilizacdo da alta especificidade apresentada pelas imunoglobulinas. A racionalidade
utilizada é que, se for possivel identificar moléculas ou biomarcadores especificos para
as enfermidades desejadas, € possivel engenheirar um anticorpo que é especifico para
esses alvos. Desse modo, seria racional pensar que, caso fosse possivel conectar um
medicamento ao anticorpo criado, este agiria como um carreador do medicamento até
o local alvo. E exatamente nesta linha de pensamento que a criacdo da tecnologia de
conjugacdo de anticorpos esté focada, com uma vasta literatura indicando o poder de
direcionamento sitio-especifico dos anticorpos conjugados a nanoparticulas (Antibody-
Nanopartcile Conjugates, ou ANC), medicamentos (Antibody-Drug Conjugates, ou ADC)
ou moléculas biolégicas (Antibody-Biologic Conjugates, ou ABC). Comumente, apesar
de cada um possuir sua prépria nomenclatura, ndo 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 magica”. Trata-se de moléculas
proteicas complexas, formadas por varias centenas de aminoacidos e apresentando um
peso molecular de milhares de Daltons. Além disso, apresentam enovelamento um tanto
guanto complexo, formando estruturas terciarias ou até mesmo quaternarias, a
depender da imunoglobulina estudada. E de se esperar, portanto, que seja possivel
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 caracteristica em comum: Tentar ao maximo
homogeneizar o DAR (ALVES, 2019).

A razdo medicamento-anticorpo, DAR sigla em inglés para Drug-Antibody Ratio,
€ a razao entre o numero de medicamentos conjugados por anticorpo. A depender do
método utilizado para realizar a conjugacdo entre medicamento, ou particula, e

anticorpo, podemos ter valores diferentes atribuido a este indice. Um mesmo método
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pode apresentar possibilidades de valores diferentes, a depender de como a reagdo
ocorreu em cada anticorpo. Padronizar esse valor € de suma importancia, pois impacta
diretamente a farmacodindmica e a capacidade de lotes consistentes do medicamento
serem produzidos. Dessa forma, € importante que haja uma baixa varia¢do para que a
aprovacdo, para uso em humanos, por agéncias regulatérias seja facilitada ou até
mesmo possivel (CAL et al., 2014; KLINE et al., 2015; ALVES, 2019).

No que diz respeito a métodos de conjugacdo de anticorpo, ha uma vasta
literatura disponivel. Alguns métodos de conjugacao, como a utilizacao das lisinas ou
cisteinas naturalmente disponiveis para ligacao na estrutura do anticorpo, permitem que
haja a conjugacao em diferentes regides do anticorpo. Apesar de ser uma caracteristica
ndo muito desejavel, pois também afeta a farmacodinamica, existem ADCs em estagio
avancado de testes clinicos, ou até mesmo disponivel comercialmente, como o
Brentuximab Vedotin ou Ado-Trastuzumab Emtansine, aprovados pela agéncia
regulatéria dos estados unidos para tratamento de Linfoma de Hodgkin e cancer de
mama metastético, respectivamente. Essas conjugacdes sao classificadas como néo-
especificas e naturais (ALVES, 2019).

Outra possibilidade de conjugagdo a ser utlizada sdo as denominadas
especificas e naturais, que envolve as estruturas naturalmente disponiveis, como é o
caso da ligacdo no sitio de ligacdo de nucleotideo (Nucleotide Biding Site, ou NBS) ou
da biotina perto da regido C-Terminal do anticorpo (THIRAMANAS et al., 2013; ALVES
et al., 2014; ALVES, 2019).

Anticorpos, assim como outras proteinas recombinantes, passam por
modificagbes pos-traducdo, as chamadas glicosilacdes, que nada mais sdo que a
introdugdo de cadeias glicosidicas depois que a proteina j4 foi expressa. Cada
microorganismo realiza este processo de formas diferentes e é possivel realizar a
digestao parcial dessas cadeias para que algum grupamento especifico, que ocorra
naturalmente e previamente ndo disponivel, fiqgue exposto e possa participar da reacéo
de conjugacéo (ALVES, 2019).

Por fim, h& a possibilidade de serem introduzidos grupamentos, que nao ocorrem
de forma natural, na estrutura do anticorpo, disponibilizando um sitio especifico para
gue a conjugacao ocorra. Esse tipo de conjugacao, denominada sitio especifica e nédo
natural, apresenta uma menor variagdo de DAR quando comparado a outros métodos,
mas enfrenta os desafios e percal¢os da engenharia genética, assim como a producao
de fragmentos de anticorpo (SOUSA et al., 2016; ALVES, 2019).

A porcao que faz o reconhecimento de antigeno e, portanto, responsavel pela
especificidade, como ja mencionado, é a regido determinante de complementaridade. E

nessa linha de pensamento que surgiu o desenvolvimento de fragmentos dessa regido

18



do anticorpo. Como ele € 100% engenheirado, ha a possibilidade de adicionar sitios de
ligacao especificos para a conjugacao, permitindo que a ligacao entre carga e fragmento
seja feita através de rotas quimicas especificas bioortogonais, como a click-chemistry,
0 que ajuda a reduzir a variacdo do valor de DAR. Outra possibilidade permitida por
estes fragmentos, também denominados de nanobodies, é a criacdo de medicamentos
com multipla especificidade, além de apresentarem estabilidade e afinidade de ligacéo
igual ou superior aos anticorpos tradicionais. No entanto, como h& a necessidade de
realizar engenharia genética, além da expressao em sistema biologico e separacéo das
moléculas, conjugactes em grupamentos ndo naturais fogem do tempo e escopo deste
trabalho (HEUKERS et al., 2014a; SOUSA et al., 2016; VAN LITH et al., 2017; ALVES,
2019).

Ha bastante potencial para o desenvolvimento tecnoldgico 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 possivel
criar medicamentos com maior poder terapéutico e menor quantidade de efeitos
colaterais. Atualmente ha pelo menos 14 ADCs comercialmente aprovados para uso em
humanos e mais de cem em algum estagio de teste clinico e representam um mercado
bilionario a ser explorado. De acordo com a andlise de mercado da Grand View
Research, o mercado de anticorpos monoclonais (mAbs), em 2022, atingiu a marca de
US$210 bilhdes, dentre os mais de cem mAbs aprovados para uso em diferentes tipos
de enfermidades. Comparativamente, o mercado de ADCs esta previsto para atingir a
marca de US$16 bilhdes, com somente o trastuzumab deruxtecan representando uma
movimentacéo de cerca de US$6.2 bilhdes. Levando em consideragéo que todos os
ADCs aprovados atualmente e a grande maioria em testes clinicos estdo voltados
somente para o tratamento de céancer, isso evidencia que ha enorme capacidade de
expansao para outras doencas. A artrite reumatoide, por exemplo, que em 2009
apresentava um mercado de aproximadamente US$10.7 bilhdes, 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 Adsorcao fisica

Na adsorcao fisica, também conhecida como fisissor¢éo, h4 uma auséncia de
reacdo quimica, ou seja, ha uma atracdo em nivel molecular regida por interagdes nao
especificas de longo alcance, como interacdes hidrofébicas, que nao requerem

interacdes entre grupos funcionais. Além disso, ocorrem também interacdes
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elestroestéaticas, que dependem da carga parcial das moléculas, que pode ocorrer
através da introducao de copolimeros (como acido metacrilico e acido acrilico). Ha a
acao de forcas de Van der Waals e liga¢gBes de hidrogénio (BEE et al., 2009; PEIXOTO,
2013; PEIXOTO et al., 2016; TRINO, 2018; SANDHYARANI, 2019).

Nesse tipo de adsor¢do, como as interacdes sao de relativo longo alcance, nao
€ necessario contato direto entre adsorvente e adsorvato, podendo ocorrer a formacao
de multiplas camadas de moléculas adsorvidas na superficie. Como vantagens,
ressalta-se a simplicidade deste método de adsorcao, resultando em custos diminutos
e, como h4 auséncia de ligacdo, o formato e, portanto, a atividade é preservada. No
entanto, apresenta como desvantagens a possivel dessorcdo de moléculas que
apresentem interagdes mais fracas e a inabilidade deste método de garantir a exposicao
da regido determinante de complementaridade do anticorpo ao meio aquoso, necessario
para que o anticorpo exerca sua funcdo (WEINER, 2007; SANDHYARANI, 2019).

2.5.2 Adsorcao quimica

Por sua vez, na adsor¢éo quimica, também conhecida como quimissor¢ao, como
0 proprio nome indica, ocorrem reacfes quimicas e uma subsequente formacgédo de
ligacdo quimica entre as moléculas adsorvidas, no caso deste trabalho, o Tocilizumab,
e a superficie do polimero. Esse tipo de conjugacéo apresenta estabilidade superior a
adsorcdo fisica, sendo, normalmente, irreversivel. No entanto, ndo ha garantias de que
a conformagdo molecular, e atividade do anticorpo, se mantenha intacta apds a
adsorcao (CAMPOS et al., 2016; SANDHYARANI, 2019).

Uma das estratégias mais comuns na funcionalizacdo entre polimeros e
copolimeros, em gque existam grupos carboxilicos presentes, e biomoléculas, é o uso de
agentes intermediarios para a funcionalizacdo, que podem agir como espagadores,
aumentando o0 espacgo entre a superficie e a biomolécula, ou como ativadores, para

melhorar a performance da adsorc¢éo quimica (HOSSEINI et al., 2014; YAN et al., 2015).

Figura 4 — Representacdo da estrutura quimica do Sulfo-NHS e EDC
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Como agentes ativadores, carbodiimidas sdo comumente escolhidas para
exercer essa funcédo e 0 mais empregado € 0 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida, também chamado de EDC, que conjuga proteinas e
peptideos, através de ligacBes isopeptidicas a partir dos grupamentos amina das
cadeias laterais das biomoléculas, em nanoparticulas poliméricas formando ligacbes
amida. Esse método de adsorcéao ja é bem descrito na literatura, incluindo conjugacéo
do Tocilizumab a outros polimeros com testes pré-clinicos iniciados, com o auxilio de
Sulfo-NHS (N-Hidroxisulfosucinimida). As sucinimidas sdo moléculas comumente
empregadas na conjugacao entre anticorpos e medicamentos, inclusive utilizado na
producdo do Trastuzumab Entansina, ADC aprovado para uso humano, indicando a
manutencédo da atividade do anticorpo ap6s a reacdo (GRABAREK, GERGELY, 1990;
HERMANSON, 2013; YAN et al., 2015; CAMPOS et al., 2016; CHEN et al., 2020; JEON
et al., 2023).

Figura 5 — Representacado da reacao de adsorcdo quimica utilizando Sulfo-NHS e EDC

Além de utilizacédo de Sulfo-NHS e EDC, como representado na Figura 5,
para a imobilizacdo de anticorpos, existem outros métodos utilizados na literatura
gue permitem a conservacao 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 proteinas, sem causar
alteracdes conformacionais devido seu tamanho diminuto, preservando a
atividade dos anticorpos. O processo de ligar uma molécula de biotina a uma
proteina é denominado de biotinilagdo. Enquanto esse método é comumente
utilizado na producao de sensores baseados em anticorpos monoclonais, com o

intuito de imobiliza-los na superficie do sensor, ha alguns anos vém sendo
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investigado na conjugacao de anticorpos a outras moléculas (ALVES et al., 2013;
THIRAMANAS et al., 2013; ALVES, 2019; HOFFMANN et al., 2020).

O

OH

A\

NH

Figura 6 — Representacéo da estrutura quimica do Acido 4-(3-Indolil)butanoico (IBA)

Dentre as muitas outras técnicas disponiveis para conjugacao, outra que chama
bastante a atencdo é a utilizacdo do Acido Indol-3-Butirico (IBA), uma biomolécula
expressada pelas diferentes espécies de salgueiro. Essa molécula, sob a incidéncia de
luz ultra-violeta no comprimento de 254 nand6metros, se liga a uma regido conhecida
como NBS (Sitio de ligacdo de nucleotideo, ou Nucleotide Biding Site, em inglés),
ilustrado na Figura 7. Essa regido é altamente conservada em diversos anticorpos e a
ligacdo neste local, mantém a exposicdo da CDR ao meio aquoso. Apesar de sua
localizacdo ser proximal a regido de determinagdo de complementaridade, vem sendo
estudada como sitio de conjugacao, com a literatura disponivel mostrando que ha a
manutencdo da atividade dos anticorpos apoés realizada a conjugacao (ALVES et al.,
2012; ALVES et al., 2013a, 2013b; ALVES et al., 2014; ALVES, 2019).
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Figura 7 — Representacéo da reacéo de adsorcdo quimica utilizando Acido Indol
3-Butirico e Luz Ultravioleta

2.6 Comentéarios finais

A artrite reumatoide é uma doenca que erode a qualidade de vida dos
enfermos ao longo dos anos, tanto pela progressdo da doenca quanto pelos
efeitos adversos dos medicamentos que sdo empregados de forma sistémica.

A capacidade dos medicamentos da classe de Anticorpos Conjugados
(AC) diminuirem os efeitos indesejados da quimioterapia, que é empregada de
forma sistémica, em pacientes com cancer, sem reduzir o poder terapéutico, se
mostra como caracteristica interessante no tratamento de outras doencas que
utilizam de medicamentos com acdo sistémica e efeitos colaterais dose-
dependente. A aplicacdo de ACs no tratamento de artrite reumatoide ainda é um
cenario relativamente inexplorado, com um vasto mercado ainda nao

desbravado, e os métodos de conjugacdo de anticorpos devem ser estudados
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caso a caso, uma vez que a estrutura e composicéo destes varia entre os mAbs
comercialmente disponiveis.

Nesse sentido, este estudo investiga quatro possiveis métodos de
conjugacao entre o anticorpo monoclonal Tocilizumab, e uma nanoparticula
biocompativel 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 doencas em que esta tecnologia seja
aplicavel.

Como nanoparticula biocompativel, neste trabalho foram utilizadas trés
nanoparticulas poliméricas, Poli(Metacrilato de Metila), Poli(Metacrilato de
Metila-co-Acido Acrilico), e Poli(Metacrilato de Metila-co-Acido Metacrilico). A
selecdo dos constituintes das nanoparticulas poliméricas foi feita pela
propriedade adequada desses sistemas para aplicacbes biomédicas e
farmacéuticas, boa escalabilidade. Ademais, o grupo de pesquisa ja possui vasta
experiéncia na producdo dessas nanoparticulas com os tamanhos adequados
para este tipo de aplicacdo. Por essa razéo, protocolo de polimerizacao foi
selecionado a partir dos resultados e conhecimento interno, enquanto a adicédo
dos co-polimeros, Acido Metacrilico e Acido Acrilico, tBm como objetivo a
introducdo de grupamentos do tipo carboxilico, com o intuito de fornecer uma
regido adequada para a formacédo de ligacées quimicas nas rotas de adsorcao
guimica e interacdo eletroestatica na rota de adsorcéo fisica. A estrutura dos
polimeros 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).
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Figura 8 — Representacdo da estrutura quimica dos polimeros Poli(Metacrilato de
Metila), Poli(Metacrilato de Metila-co-Acido Acrilico) e Poli(Metacrilato de Metila-co-
Acido Metacrilico), respectivamente.
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No que diz respeito as estratégias de adsorcdo escolhidas, foram selecionadas
técnicas descritas na literatura ja aplicadas para imobilizacdo dessa classse de
biomoléculas, permitindo comparar o desempenho entre elas e selecionar a mais
adequada para o anticorpo escolhido.

A técnica de adsorcdo fisica foi escolhida por ser simples e, em estudos
recentes, mostrou-se eficiente em adsorver biomoléculas a nanoparticulas
biocompativeis e baixa taxa de dessor¢cdo (MATTOS, 2021). Enquanto a utilizacdo de
Sulfo-NHS e EDC ja é uma técnica bem descrita na literatura e ja possui estudos in-vivo
(MATTOS, 2021; CHEN et al., 2020). A utilizacédo de biotina e estreptavidina também é
bem descrita na literatura para a imobilizacao de biomoléculas, porém é voltada para o
desenvolvimento de biossensores (THIRAMANAS et al., 2013). Por fim, a utilizacdo do
Acido Indol 3-Butirico, em conjunto com a luz ultravioleta, vém sendo estudada por um
grupo de pesquisa para conjugar anticorpos a outras moléculas enquanto ndo ha perda
de atividade das biomoléculas, porém polimeros nédo foram avaliados nesses ensaios
(ALVES et al., 2012; ALVES et al., 2013a, 2013b; ALVES et al., 2014; ALVES, 2019).
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CAPITULO 3

Materiais e Métodos

3.1 Materiais

Para a producdo de nanoparticulas poliméricas foram utilizados os seguintes

reagentes, sem qualquer outro procedimento adicional realizado:

Metacrilato de metila monomérico (MMA), com pureza minima de 99,5%, oriundo
da Sigma-Aldrich (Estados Unidos da América);

Acido acrilico monomérico (AA), com pureza minima de 99%, oriundo da Sigma-
Aldrich (Estados Unidos da América);

Acido metacrilico monomérico (MAA), com pureza minima de 99%, adquirido da
Merck (Alemanha);

Surfactante dedocil sulfato de sddio (SDS), com 10% de 4gua e pureza minima
de 99%, adquirido através da Vetec Quimica Fina (Brasil);

Persulfato de Potassio (KPS), utilizado como iniciador, com pureza minima de
999%, fornecido pela Vetec Quimica Fina (Brasil);

Bicarbonato de sodio PA, utilizado como agente tamponante e apresentando
99,7% de pureza minima, adquirido da Proquimios (Brasil);

N-hexadecano PA, agente co-estabilizante, com pureza minima de 99,5%,
fornecido pela Vetec Quimica (Brasil);

Agente paralisante da polimerizacédo, hidroquinona, com 99% de pureza minima,

adquirido através da Vetec Quimica (Brasil).

Para a conjugacdo dos anticorpos monoclonais foram utilizados os seguintes

reagentes:

Tocilizumab foi adquirido na forma comercialmente disponivel, o Actemra®, na
concentracéo de 80mg/4mL, fornecido pela Roche (Suicga);

Fosfato de sédio dibésico PA, para producdo de solugéo fosfato, com pureza
minima de 99%, fornecido pela Vetec Quimica Fina (Brasil);

Fosfato de s6dio monobasico PA, também para producdo de solugdo tampao
fosfato, com pureza minima de 99%, adquirido através da Vetec Quimica Fina
(Brasil);
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Biotina, apresentando pureza minima 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 minima de 98%, fornecido pela
Sigma-Aldrich (Estados Unidos da América);
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), pureza minima de 97%,
fornecido pela Sigma-Aldrich (Estados Unidos da América);

Acido Indol-3-Butirico adequado para cultivo de células vegetais, com pureza
minima de 98%, fornecido pela Sigma-Aldrich (Estados Unidos da América);
Dimetilsulféxido (DMSO), com pureza minima de 99.5%, adequado para cultivo

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

Quanto as caracterizagdes, os materiais utilizados foram:

Tetrahidrofurano, para solubilizagdo dos polimeros e subsequente
caracterizacdo das massas molares, apresentando grau de pureza padréo
HPLC, fornecido pela Tedia Inc (Brasil);

Kit de andlise de quantificacdo de proteinas através do método BCA Pierce,
fornecido pela Thermofisher (Estados Unidos da América).

3.2 Equipamentos

Para a producdo das nanoparticulas biocompativeis, ou seja, reacdes de

polimerizacéo, foram utilizados os seguintes equipamentos:

Reator de vidro encamisado, capacidade de trabalho maxima de 1L, com
agitador mecanico, termopar e condesador.

Balanca analitica da Bel Engineering (Italia), modelo U210A.

Estufa com recirculacdo de ar, da Quimis (Brasil).

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

fornecido pela Branson Ultrasonics (Estados Unidos da América).

Para os ensaios de conjugacao entre anticorpo e nanoparticulas foram utilizados os

seguintes equipamentos:

Balanca analitica, da Mettler Toledo (Estados Unidos da América), modelo XS-
64;
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Balanca analitica, 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);
pHmMé&tro modelo W3B da Bel Engineering (Itélia);

Membrana de filtragdo feita de Polietersulfona, modelo Amicon Bioseparations
Biomax, de 500 kDa, fabricada pela Millipore (Estados Unidos da América);
Célula de ultrafiltracdo agitada, modelo 8010, fabricada pela Millipore (Estados
Unidos da América);

Célula de ultrafiltracéo por centrifugacéo, modelo Amicon Ultra Ultracel de 3kDa,
fabricado pela Millipore (Estados Unidos da América);

Célula de ultrafiltragc&o por centrifugacdo, modelo Vivaspin 2 VS0251 de 300kDa,
produzida pela Sartorius AG (Alemanha);

Lanterna de emissdo de radiacdo ultravioleta, modelo BOIT-LUBO1, adquirido

através da BOITTON Instrumentos (Brasil).

Para as caracterizagbes realizadas nesse trabalho, foram utilizados os

eguipamentos:

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

Espectrofotbmetro de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR),
modelo IRTracer-100, fornecido pela Shimadzu (Japdo), com o acessoério QATR
10;

Calorimetro diferencial de varredura (DSC), modelo Q-2000, adquirido da TA
Instruments (Reino Unido);

Cromatografo de permeacao em gel (GPC), modelo Viscotek GPC Max VE 2001,
fornecido pela Malvern Panalytical (Reino Unido). O cromatdgrafo é equipado
com detector refratométrico VE 3580, também da Malvern, e conjunto de colunas
lineares, modelos KF-805L e KF-48804L, fornecidas pela Shodex (Japao);
Analisador de tamanhos de particula e potencial zeta, modelo ZetaSizer Nano
ZS, da Malvern Panalytical (Reino Unido);

Espectrofotémetro Uv-Vis Nanodrop One, fabricado pela ThermoFisher Scientific
(Estados Unidos da América);

Microscopio Eletrénico de Varredura e Transmissao VEGA-3 LMU fabricado pela
TESCAN (Republica Tcheca);

28



e Metalizador de amostras (Au/C) Desk V HP da Denton Vacuum (Estados Unidos

da América).

3.3 Métodos

3.3.1 Producédo de nanoparticulas poliméricas

Neste estudo, foram utilizadas trés nanoparticulas diferentes. O monémero base
utilizado foi o metacrilato de metila (MMA). Os co-mondémeros foram o acido acrilico
(AA) e o 4cido metacrilico (MAA), em uma proporcdo de 10% em relacdo a massa total
utilizada para a polimerizagdo de poli(metacrilato de metila) puro, sendo produzidos
entdo poli(metacrilato de metila) (P(MMA)), Poli(metacrilato de metila-co-acido acrilico)
(P(MMA-co-AA)) e poli(metacrilato de metila-co-acido metacrilico) (P(MMA-co-MAA)).

A selecdo deles se baseou nas suas caracteristicas adequadas para introduzir
grupos acidos na superficie das nanoparticulas e pela experiéncia prévia existente no
grupo de pesquisa. Portanto, a determinacdo dos parametros experimentais e do
procedimento foi feita a 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 producao dessas nanoparticulas foi a polimerizacao
em miniemulsdo, com uma emuls&o do tipo 6leo em agua (O/A). Trés solugbes distintas
foram preparadas, a saber: uma solucdo (1), correspondente a fase aquosa, diluindo o
surfactante dodecil sulfato de so6dio e bicarbonato de sbédio em agua destilada,
mantendo agitacdo magnética por 20 minutos; outra solugéo (2), correspondente a fase
oleosa, composta por hexadecano e mondémeros, sob agitagdo magnética por 10
minutos e; a ultima solucdo (3) era composta pelo iniciador, o persulfato de potéassio
(KPS), solubilizado em agua destilada, sob agitagdo magnética por 10 minutos, com as

quantidades mostradas na Tabela 1.
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Tabela 1 — Composi¢cdo das solugbes utilizadas na produgdo das nanoparticulas

poliméricas

Solucédo Reagente Massa (g) Material
1 Agua 364,88 Béquer
Dodecil sulfato de sodio 4,94 500mL

Bicarbonato de Sodio 0,40
2 (PMMA) Metacrilato de metila 98,72 Béquer
Hexadecano 0,40 500mL
2 (P(MMA-co-AA)) | Metacrilato de metila 88,85 Béquer
Acido acrilico 9,87 500mL

Hexadecano 0,40
2 (P(MMA-co-MAA)) | Metacrilato de metila 88,85 Béquer
Acido metacrilico 9,87 500mL

Hexadecano 0,40
3 Agua 30,00 Béquer
Persulfato de potassio 0,49 50mL

Apés os reagentes estarem devidamente solubilizados, a solucao 1 foi vertida na
solucdo 2, sob agitacdo magnética, obtendo-se uma pré-emulséo. Esta foi, entéo,
submetida a pressao de 400 bar no homogeneizador de alta presséo, resultando em

uma emulséo de 6leo em agua. A Figura 9 ilustra o processo reacional.

Solugao 1

Solugdo 2 Solugédo 1 Solugao 3
2 D & . Solugao 2

e T Solugdo 3
A | ) ‘ s

Homogeneizador de alta pressao 500 RPM
400 bar 120 minutos
—— 15 minutos

Figura 9 — Esquematizacdo da reacdo de polimerizacdo. Primeiramente sdo produzidas
as solucdes 1,2, e 3. A solucéo 1 é vertida na solugdo 2 sob agitagdo mecénica, que é
entdo submetida a 400bar de pressao por 15 minutos no homogeneizador de alta
pressdo. O conteudo é entdo vertido no reator de vidro encamisado, e ao atingir 80°C,
a solucao 3 é vertida para iniciar a reacao, que dura 120 minutos com agitacao constante
a 500 rpm.

Essa emulsdo de 6leo em agua foi vertida em um reator de vidro de 1L,
encamisado, com o fluido de aquecimento ajustado para a temperatura de 80°C,
previamente aquecido. Esse reator possuia uma tampa metélica com 5 bocas, onde
foram acoplados um termopar, agitador mecanico 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 sintese das nanoparticulas. (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 metalica
de 5 bocas. (5) Agitador mecanico funcionando configurado para funcionar a 500 rpm.
(6) Termopar utilizado para monitorar a temperatura do meio reacional. (7) Capela com
exaustao.

Quando o conteudo do reator chegou aos 80°C, a solugéo 3, que continha o
iniciador, foi despejada no reator, demarcando o inicio da reagéo de polimerizagdo. Ao
longo da reacé@o, uma das bocas era aberta, a fim de recolher uma aliquota em tempos
pré-determinados, com a finalidade de realizar a analise de conversdo por gravimetria
e, entdo, fechada novamente. As aliquotas eram despejadas em forminhas de aluminio
de peso conhecido, contendo 0,15 mL de uma solugdo de Hidroquinona 1% (m/m).
Decorridos o tempo de reagéo de duas horas, se realizou o resfriamento do reator e se
obteve as nanoparticulas na forma de um latex branco, armazenados em recipientes de

vidro, ao abrigo de luz em temperatura ambiente.
3.3.2 Caracterizacdo das nanoparticulas

Andlises da conversao da polimerizagédo por gravimetria, distribuicdo de massas
molares, identificacao da ligacdo dos atomos de hidrogénio, da morfologia, do potencial

31



eletrocinético e tamanho das particulas, e andlises térmicas foram conduzidas no latex

resultante.

3.3.2.1 Conversao gravimétrica

Aliquotas de 2mL foram coletadas durante as reac6es nos tempos referentes a
5, 10, 20, 30, 60 e 120 minutos, sendo armazenadas em formas de aluminio de massa
conhecida, contendo 0,15mL de solu¢do aquosa de hidroquinona, um agente que causa
a paralizacdo da reacdo ao inativar os radicais livres, na concentracdo de 1%
massa/massa, e tinham seu peso aferido imediatamente.

As amostras eram secadas em uma estufa com recirculagdo de ar, na
temperatura de 25°C, até que uma massa constante fosse atingida, indicando a
evaporacdo de todo o conteddo aquoso. A conversdo pode ser entdo determinada

através de andlise gravimétrica, de acordo com a seguinte equacao:

M * M
Conversao (%) = < (Mseco * Miotar) ) * 100

(Maliquota * Mfase org;?mica)

Equacéo 1 — Equacéo utilizada para calcular a taxa de conversdo dos mondmeros em
polimero, sendo Mseco referente a massa da amostra ao atingir peso constante,
Maliguota referente a massa de aliquota no momento da reagéo, enquanto as outras
duas, Mtotal e Mfase orgénica, sdo referentes as massas de reagentes totais e de
reagentes presentes somente na fase organica, respectivamente.

3.3.2.2 Potencial eletrocinético e distribuicdo de tamanho de particulas

Para verificar que as particulas produzidas possuiam tamanho adequado para a
aplicacao desejada - menores que 80 nandémetros, e em suspensao estavel, foram feitas
andlises a respeito do tamanho de particula 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
superficie carregada, podendo ser calculado através de uma relacéo teorica entre a
mobilidade eletroforética, viscosidade e constante dielétrica do liquido dispersante,
através de a equagdo 2. Potenciais zeta com mddulos de valores elevados tendem a
indicar uma menor propensdo a aglomeracdo e maior estabilidade da suspenséo

(CLOGSTON, PATRI, 2011; SURI et al., 2013; GHERNAOUT, 2015).
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Equacdo 2 — Equacdo conhecida como equacdo de Henri, sendo empregada no
equipamento para determinacdo do potencial zeta, sendo Ue correspondente a
mobilidade eletroforética, z € o potencial zeta, € é a constante dielétrica e n a viscosidade
do liquido dispersante, enquanto f(ka) é a fungéo de Henri.

Andlises de potencial zeta foram feitos utilizando 1mL de amostra diluida em
10mL de &gua, que foi entdo inserida em uma cubeta de modelo DTS1070. Como
parametros adotados, foi considerado o indice de refracio do PMMA medido
anteriormente (1,476), a &gua como meio dispersante, com constante dielétrica de 78,5
e indice de refracdo de 1,330, temperatura de 25°C, com tempo de calibracdo de 60
segundos. Foram realizadas 25 corridas em triplicata.

As medicdes de tamanho das nanoparticulas foram feitas imediatamente apds o
resfriamento do conteudo do reator, sendo utilizados 0,15mL de amostra, diluidos em
2mL de agua. O conteudo é entdo inserido em uma cubeta de vidro e levada até o
eguipamento, com parametros ja definidos para as andlises. Os parametros levam em
conta o indice de refrag&o polimero (1,476), temperatura da andlise (25°C) e nimero de
leituras, neste caso foram 10 corridas de 10 segundos de cada amostra, em triplicatas.
Como indice de refracdo do polimero, uma vez que as amostras sdo constituidas
majoritariamente de metacrilato de metila, foi considerado o valor referente a PMMA
puro, medido anteriormente.

O tamanho das particulas é feito através do uso do espalhamento dinamico da
luz, conhecido como DLS (sigla em inglés de Dynamic Light Scattering), que utiliza a
equacao de Stokes-Einstein (Equacao 3) para determinar o tamanho das particulas em
suspensao, 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 particula, maior sua velocidade de difusdo (SWITALSKI et al., 2022).

_ Kg T
C 6xm* Ry *1

Equacédo 3 — Equacéo de Stokes-Einstein, utilizada pelo equipamento para determinar
o diametro das nanoparticulas produzidas. KB é a constante de Boltzmann, T é a
temperatura, T € o numero pi, enquanto RH é o raio hidrodindmico e n é a viscosidade.
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Um dos fatores que indicam uma suspensdo estavel, como mencionado
anteriormente, é a auséncia da formacéo de aglomerados de particulas. Para validar a
estabilidade, um novo ensaio foi feito 17 meses apds a polimerizacdo, com 0s mesmos

parametros utilizados.

3.3.2.3 Distribuicdo de massas molares

Através de emprego da cromatografia de permeacéo em gel (GPC), foi possivel
determinar a distribuicdo das massas molares e as massas molares médias das
nanoparticulas produzidas. O principio desta técnica € gque moléculas menores e,
portanto, com massas molares menores, penetram facilmente nas colunas
cromatogréficas do equipamento, enquanto massas molares maiores demoram mais
tempo para eluir (GRUBISIC et al., 1967; BALKE et al., 1969).

Inicialmente, foi necessario realizar a dissolugcédo do polimero com um solvente,
com o uso de 9mg de cada amostra e 9 mL de tetrahidrofurano (THF). Entdo, as
amostras foram colocadas no cromatografo e percorreram as colunas do equipamento,
fornecendo dados relativos & massa molar z-média (Mz), massa molar numérica média
(Mn), massa molar ponderal média (Mw) e indice de polidispersao, que é dado pela
razao 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 mével foi o THF, com temperatura de 40°C e vazao de 1 mL/min. Uma
curva de calibracdo prévia foi realizada com padrdes de poliestireno com massas

molares entre 5x103 e 106 Da.

3.3.2.4 Morfologia

As particulas foram analisadas utilizando o microscépio eletrénico de varredura
modelo VEGA-3 LMU, produzido pela marca TESCAN, sob tensdo maxima de 25kV e
alto vacuo. As amostras foram preparadas através de gotejamento em fita dupla face de
carbono aderida ao suporte do equipamento e através da liofilizacao do latex produzido
e subsequente aderéncia na mesma fita dupla face. Apés isso, ambas foram
metalizadas com Ouro, no metalizador Desk V HP da Denton Vacuum, sob baixo vacuo.

Apenas as imagens do material liofilizado foram utilizadas.
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3.3.2.5 Temperatura de transi¢éo vitrea

Andlises térmicas podem fornecer boas indicacbes se houve a correta
incorporacdo dos comonémeros nos polimeros. Uma das andlises empregadas foi a
calorimetria diferencial exploratéria (DSC), que fornece a temperatura de transicao
vitrea (Tg), em um equipamento do modelo Q-2000 da TA Instruments. Foram feitas
trés curvas de aquecimento a 10°C/min de 0°C até 200°C, com resfriamento entre a
primeira e a segunda e utilizados 5mg de amostra de cada polimero, com atmosfera de

nitrogénio, com uma vazao de 50mL/min.

3.3.2.6 Temperatura maxima de degradacao

Outra analise térmica empregada foi a analise termogravimétria, a fim de avaliar
a temperatura maxima de degradacao dos polimeros produzidos. Utilizou-se em torno
de 12mg de amostra e a andlise foi feita de 25°C até 800°C, com uma taxa de
aquecimento de 10°C/min. A atmosfera da analise foi de gas nitrogénio, com uma vazéo
de 60mL/min. O equipamento usado foi um TGA Q-500 da TA Instruments.

3.3.3 Ensaios de conjugacdo de anticorpos a nanoparticulas

Buscou-se avaliar diferentes métodos de conjugacdo das nanoparticulas
biocompativeis a um anticorpo monoclonal humanizado. Neste estudo, a escolha foi 0
Tocilizumab, devido a relevancia atual do anticorpo monoclonal e disponibilidade, em
sua forma comercial Actemra®, na concentracdo de de 80 mg / 4 mL. A solugéo foi
diluida para 1mg/ mL, e a quantidade utilizada em cada ensaio foi padronizada a 100ug,
com um volume fixo de 1,6mL, nos dando uma concentracdo padréo de 62,5ug/ mL em
todos os ensaios. A escolha se deu baseada na literatura disponivel, que demonstra ser
uma quantidade suficiente para realizar o recobrimento de nanoparticulas de tamanho
similar.

Quatro estratégias diferentes foram escolhidas, sendo a adsorcéo fisica o
primeiro, e, subsequentemente, trés diferentes quimissor¢cfes. Para as quimissorcdes
foram selecionados o Sulfo-NHS + EDC para o primeiro ensaio, o Acido Indol-3-Butirico
para o segundo e, por fim, a Biotina e Estreptavidina.

Necessitou-se da producdo de uma solucdo tampéo de fosfato com pH 6,0 e
concentracdo 0,1M. Essa solucao é a final da mistura de outras duas solu¢des: uma
com 1,42g de fosfato de sodio dibasico em 50 mL de agua destilada e outra com 6,009

de fosfato de sddio monobasico em 250 mL de agua destilada. Para o preparo da
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solucéo final foram misturados 250 mL de 4gua destilada, 30,75mL da primeira solu¢éo
e 219,25 mL da solucdo 2, apresentando pH 6,0, verificado através do pHmétro W3B da

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

Tabela 2 — Descricdo de solucbes no processo de producdo da solu¢ao tampao fosfato
de pH 6,0

Solucéo Reagente Massa (g)
1 Agua 50,00
Fosfato de sodio dibasico 1,42
2 Agua 250,00
Fosfato de s6dio monobasico 6,00
3 Solucéo 1 30,75
Solucao 2 219,25

Com o intuito de eliminar contaminantes extras presentes no latex (forma como
as nanoparticulas se apresentam ao final da reacao de polimeriza¢éo), que pudessem
interferir na conjugacao, se realizou uma etapa de lavagem com 1,5mL da solugéo
tampao e 0,1mL do latex, antes dos ensaios de adsorcao, incubando-as por 2 h a 20
RPM, em um agitador Roto-Shake Genie SI-1100, da Scientific Industries. Apds esse
periodo, o conteldo foi centrifugado em centrifuga Eppendorf 5810R a 6000 RPM por
30 minutos com uma célula de ultrafiltracdo Amicon de 3 kDa, de acordo com a Figura

11. O conteudo foi ressuspendido, baseado no protocolo de cada ensaio de adsor¢éo.

mp

= = - 6000RPM

= i 1,5mL 30 Minutos
cm il 20 RPM \ Temperatura ambiente
— \ /‘ tampao 2 Horas \ \m > m
(= “ - <

= 0,TmL

J Latex AmicolN e B

Figura 11 — Esquematizacdo do procedimento de lavagem, feito antes de todos os
ensaios de adsorcdo. Eram misturados, em um Eppendorf, 1,5mL de solugdo tampéo e
0,1mL do latex. Ap6s 2 horas de incubacao a 20RPM o latex era filtrado em uma célula

de filtragdo Amicon de 3kDa, com o auxilio de uma centrifuga Eppendorf 8510R
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3.3.3.1 Adsorcéo fisica

Para a realizacao desse ensaio, apds a etapa de lavagem das nanoparticulas,
1,5 mL de tampdo era utilizado para ressuspender as nanoparticulas e, entéo,
adicionadas a um Eppendorf, juntamente com 0,1mL da solu¢éo diluida de Actemra®,

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

Tabela 3 — Tabela indicando a quantidade e concentracao de cada solucao utilizada nos
ensaios de adsorc¢do fisica, além dos parametros do experimento.

Solucgéo Reagentes Concentracdo | Quantidade | Parametros
1 NPs em Fosfato 0,1M 1,5mL 20 RPM
2 Tocilizumab 1lg/mL 0,1 mL 120 minutos

Para a etapa de filtragcéo, foi selecionada uma membrana com capacidade de
separar 0 Tocilizumab ndo adsorvido do restante das particulas, no caso a membrana
de Biomax de 500kDa da Millipore, que era acoplada a uma cépsula de ultrafiltracéo
agitada Amicon 8010. Como o volume de trabalho minimo dessa capsula é de 2mL, era
feita uma diluicdo de 5 para 1, e afiltragéo realizada sob atmosfera de nitrogénio a 5 bar
e 200 RPM, condi¢cBes utilizadas em todas as outras estratégias. Ao final, ambos
filtrados e retidos eram armazenados em tubos falcon e sob refrigeracao para analises

posteriores, como ilustrado pela Figura 12.

Filtrado
=
rmazenamento 4°C
<R _— —
SmL NPs "« %\(:G e Diluic3o 5 — t \\\
= USDENSES EM i Q\CS < by
fosfs AR H Atmosfera N2
o 9= - ba
f.‘»c:_f_‘. ¥ -

' 0.1mL Tocilizumab 20rpm Retido
\ 120 minutos AR
2 ressuspendido em agua

Figura 12 — Esquematizacdo do ensaio de adsorcao fisica, com inicio apés a
ressuspensao das nanoparticulas retidas na membrana amicon de 3kDa. Incuba-se as
nanoparticulas ressuspensas com 100ug Tocilizumab por 2h a 20rpm, depois realiza-
se a filtracdo sob atmosfera de N2 pressurizada. Retido e filtrado sdo armazenados a
4°C.
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3.3.3.2 Adsorcéo quimica com Sulfo-NHS e EDC

A quimissorcao, como mencionado anteriormente neste trabalho, se baseia na
formacdo de uma ligacdo co-valente entre biomolécula, neste caso o Tocilizumab, e
adsorvente, as nanoparticulas poliméricas, através de uma reacdo quimica. Foram
utilizadas trés estratégias de imobilizacdo quimica diferentes, sendo esta primeira
baseado na modifica¢ao do protocolo utilizado por Chen et al para conjugar Tocilizumab
a um polimero, como ferramenta diagndstica para artrite reumatoide, do protocolo
utilizado previamente no grupo para imobilizacdo de outras biomoléculas as
nanoparticulas utilizadas nesse trabalho e do trabalho publicado Thiramanas et al,
imobilizando anticorpos a superficie polimérica (THIRAMANAS et al., 2013; CHEN et
al., 2020; MATTOS et al., 2023).

Filtrado
|

armazenamento 4°C

O‘ —> Diluigdo 5:1 —VT A:\

| 0,75 mL Sulfo-NHS 10,7mM
—
| 0,75mL EDC 4,27mM

mosfera NZ%

0,imL TCZ 1g/mL 20rpm 4
120 minutos Retido
ressuspendido em agua

Figura 13 — Esquematiza¢cdo do ensaio de adsorcdo quimica com Sulfo-NHS e EDC.
Apés a lavagem, as nanoparticulas sdo ressuspensas utilizando 0,75mL de cada
solucdo e incubadas com 100ug de TCZ por 2h a 20rpm. Apos isso, é realizada a
filtracdo sob 5bar de N2 e 200 rpm, membrana de 500kDa. O retido é ressuspenso em
1,5mL de 4gua e armazenado com o filtrado a 4°C.

Para a realizagdo desta primeira estratégia de imobilizacéo, foram produzidas
duas solugdes de fosfato, uma com EDC com concentragéo de 4,27mM e outra com
10,70mM Sulfo-NHS. Para a ressuspensao apoés a etapa de lavagem, era utilizada uma
solucdo de 1,5mL, composta de 0,75mL de cada solucdo supracitada, resultando em
uma solugdo final com 2mM EDC e 5mM Sulfo-NHS. Ao final do processo de
ressuspensao, foi adicionado 0,1mL da solugéo de Actemra® 1mg/mL, incubando por 2
horas a 20 rpm. Ao final deste periodo de tempo, era realizada a diluicdo 5:1 e filtrado
na mesma membrana, capsula, e condi¢cdes da adsorcdo fisica. Novamente, filtrado e
retido foram armazenados em recipientes plasticos e mantidos refrigerados para futuras

analises (Tabela 4, Figura 13).
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Tabela 4 — Esquematizacdo de todas as solu¢cdes envolvidas no processo de adsorcdo

quimica 1
Solucgéo Componentes Concentracéao Quantidade Parametros

1 Fosfato 0,1M 500 mL
Sulfo-NHS 10,7mM 0,464 g 120 minutos

2 Fosfato 0,1M 500 mL 20 rpm
EDC 4,27TmM 1,026 g temperatura

3 Solucéo 1 5mM 0,75 mL ambiente
Solucéo 2 2mM 0,75 mL

4 Tocilizumab 1mg/mL 0,1 mL

3.3.3.3 Adsorgao quimica com Acido Indol-3-Butirico (IBA)

Esta estratégia de adsorcdo foi baseada no método descrito em diversos
trabalhos divulgados por Alves et al, com algumas modificagdes a fim de padronizar-se
a quantidade de anticorpo e nanoparticulas utilizados entre as estratégias escolhidas
neste trabalho. Para tanto, esta estratégia € dividida em duas partes diferentes,
primeiramente ocorre a imobilizacdo do IBA, uma biomolécula, nas nanoparticulas, se
utilizando da mesma estratégia utilizada na primeira rota de quimissor¢cdo. Apds essa
primeira etapa, é realizada uma etapa de incubagéo entre polimeros funcionalizados
com Acido Indo-3-Butirico e anticorpos sob incidéncia de luz ultra-violeta com
comprimento de 254 nandmetros (ALVES et al., 2012; ALVES et al., 2013a, 2013b;
ALVES et al., 2014; ALVES, 2019).

Para este processo, foram produzidas trés novas solugdes utilizando o tampé&o
fosfato. Uma de Sulfo-NHS com concentracdo de 16mM, uma com EDC a 6,4mM com

com e uma terceira, contendo IBA na concentragcdo de 960uM.

Tabela 5 — Lista de solugfes utilizadas em cada etapa da adsor¢éo quimica 2

Solucdo | Componentes | Concentracdo | Quantidade | Parametros
Primeira Etapa

1 Fosfato 0,1M 500 mL 2 horas
Sulfo-NHS 16mM 1,737 g

2 Fosfato 0,1M 500 mL
EDC 6,4mM 0,613 g 20 rpm

3 Fosfato 0,2mM 1000 mL
IBA 960uM 0,195¢g

4 Fosfato 0,1M Vide tabela 2 Temperatura

5 Solucéo 1 5mM 0,5 mL ambiente
Solucéo 2 2mM 0,5mL
Solucéo 3 300uM 0,5 mL
Solucéo 4 0,1M 0,1 mL
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Segunda Etapa

6 Fosfato 0,1M 1,5mL 4 horas
20 rpm
7 Tocilizumab 1g/mL 0,1mL Luz UV 254nm

O processo de ressuspensao das nanoparticulas apds a etapa de lavagem era

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

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

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

a 20RPM.

Etap\a 1

0,5 mL Sulfo-NHS 16,0mM

0,5mL EDC 6,4mM

)

0,5mL IBA 960pM

0,1mL Fosfato 0,1M

6000rpm
30 minutos
3kDa

20rpnt
120 minutos =

Filtrado
armazenamento 4°C

b
<
Retido ] -
& ressuspendido em agua

Etapa 2

> 1,5mL Fosfato 0,1M

0,1 mL TCZ Tmg/mL
Luz UV 254nm

BN

Atmosfera N2

5bar

200 rpm <= Diluicdo 5:1
».500kDa

Figura 14 — Esquematizacdo do ensaio de adsor¢do quimica com o Acido Indol 3-

Butirico.

Apoés esse periodo foi feita a centrifugacdo dessas nanoparticulas utilizando

capsulas de ultrafiltracdo Amicon de 3kDa, a 6000rpm por 30 minutos e ressuspendidas

utilizando 1,5 tampéo fosfato e adicionados 0,1mL da solucdo de Actemra e incubados

por 4 horas a 20RPM em cémara escura, sob incidéncia constante de luz no

comprimento de 254nm. Por fim, era feita uma nova filtrag&o utilizando a capsula de

filtracdo pressurizada e membrana de 500kDa, com as mesmas condi¢des ja citadas,

armazenando-se filtrado e retido, sob refrigeracéo.

Todo esse processo esta ilustrado na Figura 14 e Tabela 5.

3.3.3.4 Adsorcédo quimica com Biotina e Estreptavidina (SA)

A terceira e Ultima rota de quimissorgdo escolhida funciona na afinidade entre

Estreptavidina e biotina. Os pardmetros para a realizacéo 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 trés partes. Primeiro é realizada a biotinilacdo dos anticorpos,
ou seja, ligacdo da biotina ao anticorpo. Além disso, também é necessario que seja feita
a imobilizacdo da SA nas nanoparticulas poliméricas produzidas. Por fim, é realizada a
Ultima etapa, a fim de imobilizar os anticorpos biotinilados aos polimeros, através da
incubacao de ambos (THIRAMANAS et al., 2013).

Tabela 6 — Composicao das solucdes utilizadas nos ensaios de adsorcdo com biotina e
estreptavidina

Solucdo | Componentes | Concentracdo | Quantidade | Parametros
Primeira Etapa

1 Dimetilsulfoxido - 1,5mL
2 Tocilizumab - 1mg 4 horas
3 Biotina DMSO 8mg/mL 0,1 mL 20 rpm
Temp Amb
Segunda Etapa
4 Fosfato 0,1M 500 mL
EDC 6,4mM 0,613 ¢ 2 horas
5 Fosfato 0,1M 500 mL
Sulfo-NHS 16mM 1,737 g
6 Fosfato 0,1M 500 mL 20 rpm
Estreptavidina 320ug/mL 0,160 g
7 Solucgéo 4 2mM 0,5 mL
Solugéo 5 5mM 0,5mL Temperatura
Solugéo 6 100pg/mL 0,5 mL Ambiente
Fosfato 0,1M 0,1 mL
Terceira Etapa
8 TCZ biotinilado 1mg/mL 0,1mL 2 horas
20 rpm
9 Fosfato 0.1M 1,5 mL Temp Amb

A primeira etapa € iniciada com a diluicdo de 1mg de Tocilizumab 1mg/mL em
10mL de solugéo tampao e realizada a filtracdo, utilizando a célula amicon de 3kDa, a
6000rpm por 30 minutos. Os anticorpos, que ficaram retidos na membrana, eram entao
ressuspendidos com 1,5mL de DMSO e transferidos para um eppedorf, onde é
adicionada uma solugédo de 0,1mL DMSO e biotina com concentragdo de 8mg/mL,
resultando em uma propor¢éo de 80ug de biotina por mg de mab e 1,6mL de volume
total. Ambos eram incubados por 4horas a 20 RPM. Apés esse periodo, era realizada a
filtracdo utilizando-se da membrana de 3kDa, nas mesmas condi¢cdes. Apos a
ressuspensao em 1mL de tampé&o fosfato, o contetdo foi mantido armazenado em crio-
tubo na geladeira para a realizag&o de todos os ensaios subsequentes.

Na segunda etapa, € feita a imobiliza¢éo, nas nanoparticulas, da Estreptavidina,
uma proteina que é secretada pela bactéria Streptomyces avidinii, que é entédo

purificada e fornecida pela Sigma-Aldrich. Este procedimento foi realizado utilizando
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novamente trés solugdes: Uma de EDC dissolvido em tampé&o fosfato, na concentragéo
de 6,4millimolar, uma de Sulfo-NHS e tampéao fosfato, a 16mM. Uma terceira solucdo
de Estreptavidina dissolvida em tampao fosfato foi produzida, na concentragao de
320pg/mL. Para a realizacdo dos ensaios, as nanoparticulas, apos a lavagem,
foram incubadas com 0,5mL de cada solugcdo, mais a adicdo de 0,1mL de
tampao puro, por 2 horas a 20rpm. Apoés a realizagcdo da conjugacéo, foi feita a
filtracdo, a fim de retirar todo o material ndo conjugado nas nanoparticulas, em
células pressurizadas de ultrafiltracdo amicon, com membranas biomax de
500kDa, a 5 bar de nitrogénio e 200rpm. O material foi ressuspendido em 1,5mL
da solucdo tampéao e imediatamente submetido a terceira e ultima etapa (Figura
15, Tabela 6).
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Figura 15 — Esquematizacdo das etapas realizadas no ensaio de adsor¢cdo quimica
utilizando estreptavidina e biotina.

Na terceira e Ultima etapa deste ensaio, ao material ressuspendido foram
adicionados 0,1mL da solugdo de Tocilizumab biotinilado. Como esta ligagdo por
afinidade ocorre de forma espontanea, a incubagcdo ocorre, sem adicdo de outros
reagentes, por 2 horas a 20rpm. O material entdo é filtrado utilizando o0 mesmo processo
de ultrafiltracdo sob atmosfera pressurizada de gas nitrogénio e membrana de 500kDa.

Ambos filtrado e retido foram armazenados em recipientes plasticos, sob refrigeragao.
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3.3.4 Analise quantitativa da adsorgao

3.3.4.1 Andlise de eficiéncia de adsorc¢éao

Para validar as estratégias de adsorcao, durante as etapas de filtracdo foram
armazenados tanto os retidos quanto filtrados na dltima etapa de filtracdo de cada
estratégia. Como as membranas escolhidas ndo permitem a passagem de
nanoparticulas, apenas os anticorpos ndo ligados aos polimeros eluem no contelddo
filtrado e, entdo, quando quantificadas as proteinas presentes, apenas 0s anticorpos
ndo ligados sédo contabilizados. A partir dessa informagcdo, como a quantidade de
anticorpo adicionada é conhecida, € possivel realizar o calculo para que as eficiéncias
de adsorgéo sejam conhecidas.

Como método de quantificacdo, 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 concentracao a partir do coeficiente de extingdo massica de 210,000M-1cm-1. Neste
equipamento, o tampao fosfato foi utilizado como baseline e, entdo, uma gota do filtrado
€ pipetada no sensor para medicao.

3.3.4.2 Anélise de dessorcao

Ao realizar adsorcdes fisicas e quimicas, € possivel que particulas que
apresentem interacdes mais fracas dessorvam. Para a maioria das aplicacfes, esse é
um evento indesejavel, portanto, para determinarmos a qualidade das adosr¢des, foram
feitos testes de dessorgéo.

Por razdo do quantitativo de amostra, apenas as amostras referentes as
particulas P(MMA-co-MAA) foram analisadas. Neste processo, foram utilizadas células
de ultrafiltragdo da Sartorius de 300kDa modelo VS0251, centrifugadas utilizando a
centrifuga 5810R, da marca Eppendorf, a 6000 RPM por 30 minutos. Foram realizadas
trés lavagens, com a mesma solucdo tampdo fosfato utilizadas nos ensaios de
adsorcao, de cada amostra e o filtrado coletado apds cada lavagem. A quantificacao foi
realizada utilizando o mesmo método das adsorcdes, através do Nanodrop One com a
metodologia IgG A280.

43



3.3.5 Andlise qualitativa de adsorgéo
3.3.5.1 Andlise por FTIR

A técnica de espectrofotometria de infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) é baseada na emicao de frequéncias de ondas na regiao do infravermelho, a luz
€ entdo absorvida pelas moléculas e a energia induz uma altera¢cdo no momento dipolar
através da vibracdo nas ligacdes quimicas que absorvem o feixe especifico. O
equipamento é entdo capaz de detectar e quantificar tal absorcéo e produzir gréficos
com picos relativamente estreitos para cada ligacdo (MOVAGASHI et al., 2008; PAVIA
et al., 2009)

As amostras foram caracterizadas no estado liquido, fazendo uso de um FTIR
modelo IR-Tracer 100 da Shidmazu (Jap&o), com o auxilio do acessério ATR QATR-10,
também da Shidmazu. Para cada amostra foram utilizadas 32 varreduras, das quais
eram obtidas um valor médio, das regides entre 4000 e 400 cm-1 e resolugdo de 1 cm-
1.

Através da comparacdo dos espectros das amostras ndo somente pré e pos
adsorcao, contendo polimeros e biomoléculas puras, mas também entre cada etapa de
adsorcao (nos casos em que sao feitas varias etapas), pode-se observar ou ndo se

houve a correta funcionaliza¢@o das biomoléculas nos polimeros.

3.3.5.2 Andlise por tamanho de particula

Como método de validag&o da funcionaliza¢do das biomoléculas aos polimeros,
foi analisado o raio hidrodindmico, utilizando o mesmo equipamento e principios da
analise do didmetro de particulas realizida nas nanoparticulas puras, das nanoparticulas
apo6s a conjugacao com o Tocilizumab. Como os anticorpos possuem um tamanho de
alguns nanémetros, acima do limite de deteccao do equipamento Zeta Sizer NanoZS da
Malvern Panalytics, é de se esperar que o raio hidrodindmico das particulas seja maior,
em comparacdo com as nanoparticulas pré ensaio de adsor¢cdo. Entdo, através da
comparacdo dos tamanhos pré e pés ensaio de adsorcdo é possivel inferir se a

conjugacéo foi ou ndo bem-sucedida.
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CAPITULO 4

Resultados e Discussao

Este capitulo trata dos resultados obtidos durante os ensaios realizados neste
estudo. Apresenta-se em duas secdes distintas. Na primeira, estdo dispostos 0s
resultados e discussbes relativos a producdo das nanoparticulas poliméricas. Na
segunda, estdo dispostos os resultados e discussfes relativos a conjugacdo do

tocilizumab as particulas produzidas.

4.1 Preparo e caracterizacdo de nanoparticulas
4.1.1 Distribuicdo de tamanho de particula e potencial zeta

Para aplicacdes farmacéuticas e biomédicas, tamanho e cargas superficiais sdo
fatores fundamentais, modulando diretamente a estabilidade de suspensdes, além de
outros fatores como a captacao celular, toxicidade, tempo de residéncia, e outros fatores
que influenciam diretamente na aplicacdo bem-sucedida. Neste sentido, para este tipo
de aplicacdo, sdo desejados tamanhos de particulas menores que 80nm e potenciais
zeta com modulos de valores acima de 30, indicando uma maior estabilidade por
diminuir a coalescéncia em meio aquoso (CHEN et al., 2010; ELSABAHY, WOOLEY,
2012; MATTOS, 2021).

Size Distribution by Intensity
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Size (d.nm)

Record 157: PMMA Puro Record 158: P(MMA-co-AA) Puro

Record 159: P(MMA-co-MAA) Pur0|

Figura 16 — Resultado do ensaio de DLS, demonstrando a distribuicdo de tamanho das
particulas poliméricas obtidas

O procedimento experimental empregado para a producdo dessas

nanoparticulas € descrito na literatura como um produtor de particulas de tamanho
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adequado para este tipo de aplicagdo, com baixo indice de polidispersdo e alta
reprodutibilidade. Conforme mostra a Figura 16, neste trabalho, foram produzidas
particulas de PMMA com tamanho médio de 48,0nm e Pdl de 0,099, particulas de
P(MMA-co-AA) com tamanho médio de 46,0nm e Pdl de 0,148 e particulas de P(MMA-

co-MAA) com tamanho médio de 43,6nm e Pdl de 0,158, se mostrando adequados.

Tabela 7 — Tabela comparativa entre as diferentes nanoparticulas sintetizadas

Potencial Zeta Tamanho Médio Indice de
(mV) (nm) Polidispercao
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 poténcial zeta esperados eram valores negativos com moédulos
altos, uma vez que, neste procedimento experimental, é utilizada grandes quantidades
de Lauril éter sulfato de sédio (SDS), um surfactante anfifilico aniénico, cuja fungéo é

estabilizar as micelas durante a polimerizagéo.

4.1.2 Conversao de mondmero em polimero

Para calcular a conversdo de monémero em polimero, foi utilizada a metodologia
de gravimetria com amostragens retiradas nos tempos relativos a cinco, dez, vinte,
trinta, sessenta e cento e vinte minutos de reacdo. O calculo leva em consideracao a
massa de polimero presente na amostra e compara com o peso total da fase orgéanica
presente na reacao.

Como o conteudo reacional foi submetido a um homogeinizador de alta pressao,
dentro do qual h& agua presente para protecao do equipamento, é de se esperar que
ocorra, inevitavelmente, a diluicdo do conteudo inserido e que alguma parte da mistura
reacional seja retida no equipamento. As taxas de conversao 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 diluicdo inerente da técnica utilizada, a ocorréncia de dissolu¢do do
Acido Acrilico e do Acido Metacrilico em agua e a precisdo experimental, é passivel de
se realizar a consideragdo de que houve conversdo completa dos mondmeros em

polimero.
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Figura 17 — Conversédo dos mondmeros em polimero ao longo do tempo da reagéo

A Figura 17 ilustra a conversdo dos monémeros em polimeros em funcdo do
tempo de reacdo. A rapida taxa de conversdo € uma caracteristica da técnica de
miniemuls&o, por apresentar um alto nimero de particulas em relagdo a polimerizagéo
convencional, e também do iniciador escolhido, o Persulfato de Potassio (KPS), por
apresentar altas taxas de degradacgdo a 80°C. Os resultados obtidos sdo 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 Distribuicdo de massa molar dos polimeros

Através do emprego da cromatografia de permeacdo em gel (GPC), é possivel
obter os dados relativos a massa molar dos polimeros produzidos e avaliar possiveis
mudancas has propriedades com a adicdo dos comondmeros.

Em laranja, o homopolimero, 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 o0 P(MMA-co-MAA) possui um Mw de 1,22x106 Da (Figura 18, Tabela
8).
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Figura 18 — Distribuicdo das massas molares obtidas com as polimerizagfes realizadas
no ensaio de Cromatografia por Permeacédo em Gel

Tabela 8 — Comparacao entre massa molar média ponderada (Mw), massa molar média
numeérica (Mn) e indice de polidispercdo (PDI) das massas molares dos polimeros
sintetizados

MW (Da) MN (Da) PDI
PMMA 1,56x10° 5,25x10° 2,979
P(MMA-co-AA) 1,185x10° 5,34x10° 2,215
P(MMA-CO-MAA) 1,22x108 4,88x10° 2,499

Uma das caracteristicas das polimerizacdes com o Metacrilato de Metila é a
presenca de um forte efeito gel, gerando polimeros com massa molar elevada. A
presenca dos comondmeros diminuiu o tamanho médio das massas molares obtidas,
sugerindo um leve abrandamento do efeito gel, apesar de ainda serem valores elevados.
Como materiais poliméricos sdo considerados apenas guando massas molares
ultrapassam 104 Da, e foram produzidas substancias com valores de 106 Da, é possivel
considerar que estamos lidando com polimeros de alta massa molar (CANEVAROLO
JR, 2010).

Para aplicagbes farmacéuticas, particulas com massas molares médias
elevadas s&o mais interessantes, por apresentarem uma liberagéo de ativos por mais
tempo, portanto as particulas produzidas tém compatibilidade com a aplicacédo
desejada, com baixo indice de polidispersdo, tamanho e reprodutibilidade adequados
(KUMARI et al., 2010; MATTOS 2021; MATTOS et al., 2023).
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4.1.4 Morfologia das nanoparticulas

Através de incidéncia de um feixe de elétrons, é possivel realizar imagens das
nanoparticulas produzidas e caracterizar sua morfologia. No entanto, ao receber o feixe
de elétrons, é possivel que haja um acumulo de carga negativa ha amostra, resultando
em sua degradacdo e descargas eletromagnéticas. Esse efeito foi observado em todas
as nanoparticulas analisadas, sendo mais presente nas particulas com a presenca de
comondmeros. As amostras preparadas por gotejamento ndo forneceram imagens
nitidas, degradando rapidamente, entdo somente as amostras liofilizadas serdo
mostradas.

Na figura 19, é possivel observar que o material € formado por nanoesferas, com
distribuicdo de tamanho compativel com a distribui¢cdo fornecida pelo ensaio de DLS.

SEM MAG: 258 kx WD: 10.30 mm ‘ VEGA3 TESCAN| SEM MAG: 258 kx WD: 10.30 mm | |VEGA3 TESCAN|

Det: SE View field: 1.61 pm 500 nm Det: SE View field: 1.61 pym 500 nm
PMMA_10 SM: RESOLUTION Numpex UFRJ-Xerem PMMA_11 SM: RESOLUTION Numpex UFRJ-Xerem

Figura 19 — Microscopia eletronica de varredura das nanoparticulas obtidas. A amostra
foi preparada através da liofilizagdo do latex resultante, transformando-se em po,
posteriormente fixado em fita dupla face de carbono, para analise no microscépio.

As morfologias indicadas nas imagens estédo de acordo o resultado esperado de
uma técnica de polimerizagdo em miniemulssdo, que produz nanoesferas regulares.
Realizar microscopia eletrbnica deste tipo de material € um tanto desafiador, por se
degradar facilmente com o feixe eletrénico emitido pelo equipamento. Os polimeros com
presenca de comonémeros se demonstraram mais frageis que o PMMA puro, s6 sendo

possivel a obtencdo de imagens deste Ultimo. Na literatura, ha microscopias disponiveis
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gue evidenciam de forma mais clara o formato esférico das nanoparticulas produzidas
(RAMOS, 2018; MATTOS, 2021).

4.1.5 Temperatura de maxima degradacéao

Andlises termogravimétricas (TGA) foram utilizadas para avaliar algumas
caracteristicas térmicas dos polimeros produzidos.

Nestas analises foram observadas que a temperatura de degradacdo do PMMA
foi de 385,2 °C, como mostrado na Figura 20. A presenca dos comonbémeros alterou
levemente a estabilidade térmica dos polimeros, com o P(MMA-co-AA) apresentando

389,4 °C e o P(MMA-co-MAA) apresentando temperatura de maxima degradacéo de
371,1°C.
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Figura 20 — Ensaio de analise termogravimétrica (TGA)

Possivel notar que houve um deslocamento nas curvas para a direita, indicando
uma maior estabilidade térmica com a adicdo dos comonémeros ao meio reacional,
efeito ja descrito na literatura (RAMOS, 2018; MATTOS, 2021).

4.1.6 Temperatura de Transicao Vitrea (Tg)

Para determinar a taxa de incorporagdo dos comonOmeros nos polimeros
produzidos, foi empregada a andlise por calorimetria diferencial exploratéria (DSC). A
Tg do Poli Acido Acrilico, na literatura, varia entre 75 e 106°C, enquanto que do Poli
Acido Metacrilico esta na casa dos 228°C. Essas temperaturas sdo abaixo e acima da
Tg do PMMA puro, descrito na literatura na casa dos 117°C. Como 0os comondmeros

representam apenas 10% da massa total de monémeros, é esperado um leve
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deslocamento na Tg, caso a incorporacdo destes nas particulas tenha sido bem-
sucedida (CAMPOS et al., 2016; PEIXOTO, 2016; ULU et al., 2016; MATTOS, 2021).

Os dados obtidos das analises foram temperaturas de transi¢cdo vitrea de
121,00°C, 115,21°C e 136,7°C para 0 PMMA, P(MMA-co-AA) e P(MMA-co-MAA),
respectivamente. Esses dados, novamente, indicam uma incorporacao bem-sucedida
dos comonbmeros nas estruturas das cadeias poliméricas de metacrilato de metila
(Tabela 9).

Tabela 9 — Comparacao entre as temperaturas de transicao vitrea dos polimeros obtidos

e o0s polimeros descritos na literatura.

Este trabalho (°C) Literatura (°C)
PMMA 121,00 117
PAA Nao sintetizado 75-106
PMAA Nao sintetizado 228
P(MMA-co-AA) 115,21 107
P(MMA-co-MAA) 136,7 134

4.2 Conjugac0Oes de anticorpos

Nesta secdo, se apresenta a andlise dos dados a respeito das estratégias
escolhidas para as conjugac0des. A partir de dados da litetatura, € possivel esperar altas
taxas de conjugacao, principalmente pelo fato de as concentracdes de proteinas
utilizadas serem menores do que utilizadas em outros estudos. Para inferir o sucesso
da conjugacédo, foram realizadas andlises de eficiéncia de adsorcdo, ensaio de
dessorcéo, além da diferenca no tamanho de particula entre os polimeros sem e com a
conjugacéo e correlagédo entre os espectros de infravermelho (FTIR) (THIRAMANAS et
al., 2013; ALVES et al., 2014; MATTOS, 2021).

4.2.1 Adsorcéo fisica

4.2.1.1 Distribuic&o de tamanho de particula ap6s a funcionalizac&o

Ao realizar o ensaio de adsor¢céo entre anticorpo e nanoparticula, € esperado
que ocorra um aumento do didmetro meédio, conforme as camadas de adsorcao se
formem. Para averiguar o comportamento do diametro de acordo com as
funcionalizag@es, foi realizada a analise dos didmetros hidrodinamicos, através da

técnica de DLS.
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Figura 21 — Ensaio de DLS realizado ap6s os ensaios de adsorcao fisica, ilustrando a
nova distribuicdo de tamanho de particulas

Record 167: P(MMA-co-AA) Adsorcao Fisica

Na Figura 21, é possivel observar o aumento significativo no tamanho médio das
nanoparticulas, de 48, 46 e 43,6 nandmetros para 117, 102 e 133,9 nanbmetros para o
PMMA, P(MMA-co-AA) e P(MMA-co-MAA), respectivamente, além de um aumento na

abrangéncia da distribuicdo de tamanhos (Tabela 10).

Tabela 10 — Comparacao entre os tamanhos originais das nanoparticulas e os tamanhos
apos a adsorcao fisica

Original (nm) P6s Conjugacédo (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 mudanca relacionada apenas a formagdo de uma monocamada das
biomoléculas, a alteracdo esperada seria mais sutil. Nesse caso, especula-se a
presenca de dois fendmenos simultaneos. Primeiramente, deve-se levar em conta que
com a filtragdo, houve a retirada de surfactantes, reduzindo a estabilidade da suspenséo
das nanoparticulas e, portanto, facilitando a aglomeragdo das nanoparticulas, que
devem constituir os picos presentes acima de 1000 nanémetros. Além disso, é possivel
gue as cadeias laterais dos aminoacidos presentes nas estruturas do anticorpo estejam
interagindo através de forcas intermoleculares atrativas, juntando duas ou mais
nanoparticulas para formar o pico principal, entre 50 e 200 nanémetros. Por fim, o pico
presente entre 1 e 10 nandmetros € compativel com o tamanho esperado de uma
molécula de anticorpo de 148000 Daltons, que ndo foram adsorvidas ou dessorveram

durante o ensaio.
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4.2.1.2 Anélise de espectro infravermelho

Através de aplicacdo de feixes de luz de comprimento especificos, € possivel
causar excitacdo em ligacBes moleculares especificas presentes nas estruturas
gquimicas das moléculas analisadas.

No referente ao PMMA e seus copolimeros, suas bandas estdo localizadas
principalmente em torno de 1730 cm-1 e 1100 cm-1, referente vaibracdo dos grupos
carboxila do acido carboxilico, carbonila do éster, e ligacdo C-O do éster,
respectivamente (ULU et al., 2016; CAMPOS et al., 2016).

No que tange a conjugacdes quimicas, é possivel encontrar, na literatura, o
aparecimento de uma ligacéo na regido de 1600 cm-1, referente ao surgimento de uma
ligagdo amida. No entanto, essa banda néo foi identificada nos espectros obtidos pelo
equipamento IR-Tracer 100, da Shimadzu, o que também é possibilidade encontrada
literatura cientifica disponivel, devido ao tamanho elevado do anticorpo monoclonal
selecionado para o estudo. No caso de adsorcdes fisicas, as interacdes sao fracas
demais para serem identificadas no equipamento com o tamanho elevado do polimero
e anticorpo, interacdes entre cadeias poliméricas, entre outros fatores. Com isto em
mente, foi decidido n&o apresentar 0s espectros, que estdo presentes no apéndice, em
prol de uma melhor apresentacdo dos resultados obtidos (RAMOS, 2018; MATTOS,
2021).

Apesar da dificuldade encontrada em identificar a formacdo de amida,
comprovando a conjugacdo, é possivel apresentar a comparagdo do espectro de
transmitancia do polimero puro com o conjugado e analisar o coeficiente de correlagédo
(R?) entre os espectros. Caso a conjugacao tenha sido ma-sucedida, é esperado um R2

préximo de 1.
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Figura 22 — Grafico de correlagdo entre os espectros infravermelhos dos polimeros
puros e polimeros apdés a adsorcdo fisica. A) Polimetacrilato de metila, B)
Poli(metacrilato de metila co acido acrilico), C) Poli(metacrilato de metila co acido
metacrili

Na figura 22, é possivel observar que o coeficiente de correlacéo é baixo,

em torno de 0,8, permitindo inferir que a conjugacéao foi bem-sucedida

4.2.1.3 Eficiéncia de adsorcéo e ensaio de dessorcao

Outro método empregado para a avaliacdo da eficiéncia de cada estratégia de
conjugacéo foi a quantificacdo de proteinas presentes no filtrado. Como os poros das
membranas sdo de 500kDa, apresentam didmetros grandes o suficiente para permitir a
passagem dos anticorpos monoclonais ndo conjugados, enquanto retém as

nanoparticulas.
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Figura 23 — Gréfico da eficiéncia de adsor¢do do ensaio de adsorcéo fisica

Na figura 23, € possivel observar que durante o ensaio de adsorcéo fisica,
nao houve qualquer detec¢édo do Tocilizumab no filtrado. No entanto, como as
interacfes que governam a adsorcdao fisica sdo de longo alcance, porém baixa
intensidade, é esperado que haja uma dessor¢cdo significativa apdés algumas
lavagens.

Realizou-se trés lavagens subsequentes das amostras do polimero
P(MMA-co-MAA), filtrado com uma membrana de 300kDa. O filtrado foi recolhido
e analisado utilizando a mesma metodologia. Apds 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 trés lavagens
Lavagem1 | Lavagem 2 | Lavagem 3 ‘ Total (ug) ‘ Porcentagem
(Hg) (Hg) (1) Dessorvida
P(MMA- ‘ 12,75+1,76 | 3,15+3,75 ‘ 0,65+0,35 ‘ 16,55+1,6 ‘ 26,48%+2,6
C0-AA)

4.2.2 Adsorgao quimica com Sulfo-NHS e EDC
4.2.2.1 Distribuicdo de tamanho de particula apos a funcionalizagéo

A Figura 24 permite observar a distribuicdo de tamanhos apos o ensaio
de adsorcdo quimica utilizando apenas o Sulfo-NHS e o EDC como agentes.

Percebe-se um aumento nos tamanhos meédios das nanopatrticulas, de 48, 46 e
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43,6 nandmetros para 117, 102 e 133,9 nandmetros para o PMMA, P(MMA-co-
AA) e P(MMA-co-MAA), respectivamente. Novamente, nota-se a presenca de
um pico relacionado a aglomeracdo de nanoparticulas, bem acima dos 1000
nandmetros. Outro pico esperado da conjugacéo entre dois ou mais anticorpos
monoclonais estd presente na casa de 10 nanbmetros, apesar de presente

apenas na amostra do P(MMA-co-MAA).

Size Distribution by Intensity
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Figura 24 — Ensaio de DLS realizado apés conjugacao utilizando Sulfo-NHS e EDC, com
distribuicao de particulas ap6s o ensaio

Quanto a distribuicdo principal de tamanho das nanoparticulas, néo é o resultado
esperado de apenas a conjugacdo entre nanoparticula e anticorpos monoclonais.
Observa-se que novamente, que as haja interacdo entre as moléculas de Tocilizumabe
adsorvidas, favorecendo a juncao de duas ou mais nanoparticulas, contribuindo para a

formacédo de picos de distribuicdo mais larga, como observado (Tabela 12).

Tabela 12 — Comparacédo dos tamanhos médios das nanoparticulas antes e apds o
ensaio de adsorg&o quimica utilizando Sulfo-NHS e EDC

Original (nm) Apés Conjugacado (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 Analise de espectro infravermelho

Seguindo a mesma logica do espectro infra-vermelho apresentado na
secdo 4.2.1.2, a correlagédo entre os es espectros foi baixa, em torno de 0,84,
como ilustrado na Figura 25.
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Figura 25 — Correlagéo entre os espectros do polimero puro com o polimero apos ensaio
de adsorcdo quimica utilizando Sulfo-NHS e EDC. A) Polimetacrilato de metila, B)
Poli(metacrilato de metila co acido acrilico), C) Poli(metacrilato de metila co acido
metacrilico).

Junto aos resultados anteriores, pode-se inferir uma adsor¢do quimica bem-

sucedida entre o Tocilizumabe e as nanoparticulas poliméricas.
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4.2.2.3 Eficiéncia de adsorc¢ao e ensaio de dessorgéao

Contrario ao indicado na literatura, a rota de adsor¢cdo quimica mediada por
Sulfo-NHS e EDC acabou se mostrando pouco eficiente em promover uma ligagéo entre
os polimeros e o Tocilizumabe, como ilustrado na Figura 26. Nao obstante, a dessorgéo
observada foi quase que completa. Houve dessorcéo referente & 96,48% da quantidade

de anticorpos introduzidas durante o ensaio, ao longo das trés lavagens (Tabela 13).
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Figura 26 — Gréfico de eficiéncia de adsorcdo do ensaio de adsor¢ado quimica utilizando
Sulfo-NHS e EDC

O pico presente na casa dos 10 nandmetros indica uma possivel conjugacao
entre anticorpos, desfavorecendo a ligacdo entre a cadeia lateral dos amino&cidos
disponiveis e o0s grupos carboxilicos presentes nas nanoparticulas. Ademais, 0s
tamanhos quase que idénticos aos obtidos nos ensaios de adsorcao fisica, indicam que
0 que esta ocorrendo €, na verdade, apenas a adsorcdo fisica das biomoléculas
conjugadas entre si. A diferenca na eficiéncia de adsorcao, comparada a adsorcao fisica
pura, pode ser explicada pela alteracdo conformacional dos anticorpos ao se ligarem
uns aos outros, atrapalhando na interacdo eletroestatica entre nanoparticula e
aglomerados de anticorpos. Na literatura, Mattos mostrou sucesso ao utilizar um
protocolo de pré-ativacao dos polimeros com o Sulfo-NHS e EDC e s6 entdo adicionar

as biomoléculas, o que pode inibir a conjugacédo anticorpo-anticorpo e desfavorecer a
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ocorréncia de adsorcéo fisica nesta estratégia (CHEN et al., 2020; MATTOS, 2021,
MATTOS et al., 2023).

Tabela 13 — Quantidade de anticorpos dessorvidos ap6s cada lavagem e porcentagem
total de anticorpos dessorvidos ao final das trés lavagens

Lavagem 1 | Lavagem 2 | Lavagem 3 ‘ Total (ug) ‘ Porcentagem

(H9) (L9) (L9) dessorvida
P(MMA-co- ‘ 17,5+4,46 ‘ 13,75+3,65 ‘ 14,90+5,00 ‘ 45,83+3,1 ‘ 96,48+6,5
MAA)

No entanto, é observavel na andlise de DLS, apresentada na sec¢ao anterior, que
hé a presenca de um pico em torno de 10 nanémetros, que é o tamanho esperado de
um dimero ou trimero de Tocilizumabes, exclusivamente na amostra de P(MMA-co-
MAA). Portanto, é possivel que os outros polimeros tenham sido capazes de promover
uma retencdo maior dos anticorpos monoclonais em sua superficie apos as lavagens.
Outro ponto a ser observado é que as concentracdes 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 disponivel na
literatura. Talvez, a utilizagdo de concentragbes maiores permita obter-se resultados
diferentes (THIRAMANAS et al., 2013; CHEN et al., 2020).

4.2.3 Adsorcgéo quimica com Acido Indol 3-Butirico e UV
4.2.3.1 Distribuicdo de tamanho de particula ap6s a funcionalizagéo

A distribuicdo de tamanhos das nanoparticulas foi observada, ap6s a realizacdo
das duas etapas de funcionalizagéo (Figura 27).

Size Distribution by Intensity
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Record 163: PMMA IBA+TCZ Record 164: P(MMA-co-AA) IBA+TCZ
Record 165: P(MMA-co-MAA) IBA+TCZ

Figura 27 — Nova distribuicédo de tamanhos de particula, através do ensaio de DLS
realizado ap6s as conjugacdes com Acido ldol 3-Butirico e Luz Ultravioleta
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Os tamanhos médios saltaram de 48, 46 e 46,3 nanbmetros 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
nao foi detectado, provavelmente devido a especificidade relacionada a ligacdo do NBS

com o Acido Indol 3-Butirico.

Tabela 14 — Tabela comparando tamanhos das nanoparticulas antes e depois da
conjugacéo utilizando Acido Indol 3-Butirico e luz ultravioleta

Original (nm) Apdés conjugacao (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 adsor¢cdo quimica, com alta probabilidade de ter parte de seu

aumento relacionado com a interagdo entre nanoparticulas funcionalizadas.

4.2.3.2 Andlise de espectro infravermelho

Quanto a analise do espectro infravermelho, foram realizadas andlises apos a
primeira etapa e ap0s a segunda etapa de funcionalizagdo. A racionalidade por tras
dessa analise extra € que deve haver uma correlagdo maior entre 0 polimero apos a
primeira conjugacdo com a segunda conjugac¢do do que com o polimero puro.

Esse comportamento esperado foi confirmado, e, juntamente com as outras
andlises é possivel afirmar que este tipo de estratégia conjugacao também foi efetiva
em realizar a ligacdo entre anticorpo monoclonal e nanoparticulas poliméricas (Figura
28).
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Figura 28 — Correlacdo entre os espectros do polimero puro x conjugado com IBA,
polimero puro x conjugado com IBA e TCZ, e polimero 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, 1) P(MMA-co-MAA) conjugado com
IBA e TCZ x P(MMA-co-MAA) conjugado apenas com IBA.

4.2.3.3 Eficiéncia de adsorc¢éo e ensaio de dessorgao

A estratégia de conjugacao entre anticorpo e polimero através do uso do 4cido
Indol 3-Butirico vém sendo investigada ha alguns anos na literatura com resultados
promissores, devido a estabilidade e especificidade da ligagdo sem comprometer a
atividade dos anticorpos. Desta forma, o resultado esperado s&o altas taxas de
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conjugacéo e baixas quantidades de anticorpo dessorvido apos as lavagens (ALVES et
al., 2012; ALVES et al., 2013a, 2013b; ALVES et al., 2014; ALVES, 2019).
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Figura 29 — Eficiéncia de adsorcdo do ensaio realizado com Acido Indol 3-Butirico e Luz
Ultravioleta

No entanto, € possivel observar grande variacdo nos resultados dos ensaios
realizados com o PMMA e o P(MMA-co-AA). Como a conjugacdo € realizada sob
incidéncia de luz ultravioleta, é plausivel supor que algumas variaveis nao controladas
tenham interferido no resultado obtido, como grau de incidéncia de luz externa, espectro
da luz externa incidente e temperatura. Ressalta-se também que o experimento foi
realizado em uma camara escura adaptada, sendo protegido da luz externa através de
um composto téxtil. Desta forma, sugere-se que futuros estudos sejam conduzidos
controlando estas variaveis mencionadas, além da utilizagdo de uma protecéo da luz
externa de melhor qualidade (Figura 29).

De todo modo, apds a lavagem, observou-se boa retencdo dos anticorpos
utilizados no ensaio (Tabela 15). Devido as caracteristicas apresentadas na literatura
sobre este tipo de estratégia, € plausivel supor que houve uma saturagao dos sitios de
acido indol 3-butirico nas superficies das nanoparticulas e houve a ocorréncia de
adsorcdo fisica concomitantemente a adsorcdo quimica, sendo 0s anticorpos
dessorvidos referentes apenas referentes a adsorcao fisica. Para futuros trabalhos,

sugere-se a busca da otimizacdo nas quantidades de acido indol 3-butirico 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 apos as trés lavagens

‘ Lavagem 1 | Lavagem 2 | Lavagem 3 ‘ Total (ug) ‘ Porcentagem
(19) (19) (L9) dessorvida
P(MMA-co- ‘ 3,64+5,14 | 8,33+2,77 ’ 6,23+1,47 ‘ 18,2+6,43 ‘ 32+11,3
MAA)

4.2.4 Adsorgao quimica com Estreptavidina e Biotina
4.2.4.1 Distribuicdo de tamanho de particula apés a funcionalizagéo
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Figura 30 — Andlise de DLS, ilustrando a nova distribuicdo de tamanhos apds o ensaio
de conjugacéo, utilizando estreptavidina e biotina.

Por fim, a Figura 30 mostra a distribuicdo de tamanhos, apds as duas etapas de
conjugacdo utilizando a biotina e estreptavidina. E possivel observar novamente um
aumento do tamanho médio das nanoparticulas, de 48, 46 e 43,6 nanOmetros para
233,0 199,3 e 224,2 nandbmetros do PMMA, P(MMA-co-AA) e P(MMA-co-MAA),

respectivamente (Tabela 16).

Tabela 16 — Tabela comparando os tamanhos das nanoparticulas antes e apos o ensaio
de adsor¢ao quimica utilizando estreptavidina e biotina

Original (nm) Apds Conjugacao (nm)
PMMA 48,0 233,0
P(MMA-co-AA) 46,0 199,3
P(MMA-co-MAA) 43,6 2242
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Assim como na funcionalizacao anterior, ndo hé a presenca de picos referentes
a anticorpos monoclonais ndo conjugados as nanoparticulas poliméricas. No entanto, o
aumento expressivo no tamanho médio é um forte indicativo de que h&a aglomeracfes
ocorrendo, pelo menos em algum nivel, das nhanopatrticulas, provavelmente proveniente
das forcas de interacdo entre as cadeias laterais dos aminoacidos presentes na
estrutura molecular do Tocilizumabe. Ressalta-se a auséncia de agentes surfactantes
na solucdo em que os polimeros foram ressuspendidos, o que facilita este tipo de

aglutinacdo molecular.

4.2.4.2 Andlise de espectro infravermelho

A Figura 31 ilustra as correlagdes entre os espectros infravermelho obtidos
através da técnica de FTIR. A légica segue a mesma da analise anterior, na qual foi feita
a analise ap06s cada etapa de conjugacao e o aumento de correlagéo entre os espectros
apés a primeira e segunda etapas se manteve. Esses resultados indicam uma
conjugacao bem-sucedida entre estreptavidina e nanoparticula e entre a estreptavidina
presente nas nanoparticulas e o anticorpo biotinilado.
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Figura 31 — Correlagdo entre os espectros infravermelhos antes e ap0s ensaios de
conjugacéao. 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, 1) P(MMA-co-MAA) com SA e TCZ x P(MMA-co-MAA) com SA.

4.2.4.3 Eficiéncia de adsorc¢éo e ensaio de dessorgao

A estratégia de conjugacao utilizando a biotinilacdo de um anticorpo monoclonal
com a estreptavidina € bem descrita na literatura e bastante utilizada na producéo de
biossensores, incluindo de base polimérica. Confirmou-se os otimistas resultados
esperados dessa estratégia, como mostra a Figura 32.
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Figura 32 — Eficiéncia de adsorcéo dos ensaios utilizando estreptavidina e biotina

Altas taxas de conjugacdo foram atingidas, com alta reprodutibilidade do
resultado, como indicado pelas barras de erros diminutas. Ademais, foram observadas
altas taxa de retencdo dos anticorpos apds 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 apds cada lavagem e a porcentagem
total dessorvida ao final das trés lavagens

Lavagem 1 | Lavagem 2 ‘ Lavagem 3 ‘ Total (ug) ‘ Porcentagem

(19) (1) (1) dessorvida
P(MMA-co- ‘ 1,52+0,67 | 1,61+0,26 ‘ 1,19+0,46 ‘ 4,32+0,06 ‘ 7,28+0,11
MAA)

4.3 Consideracdes finais

As nanoparticulas poliméricas foram produzidas com sucesso, com tamanho e
formato adequados para a aplicacdo sugerida, com alto indice de conversao. A adicdo
dos comondmeros elicitou uma incorporacdo bem-sucedida na estrutura polimérica,
promovendo as alteracdes na estabilidade térmica esperadas. No entanto, mesmo com
a presenca do acido acrilico e do acido metacrilico nas estruturas moleculares das

cadeias poliméricas, ndo é possivel afirmar com toda certeza que ndo houve diferenga
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entre os trés compostos, devido a variabilidade encontrada dentro das replicatas,

podemos ver uma comparacao na Tabela 18.

Tabela 18 — Comparacdo dos tamanhos antes e ap0s as diferentes estratégias de
conjugacao e as porcentagens de adsor¢cdo e dessorcao de cada método escolhido

Tamanho Tamanho Eficiéncia de | Porcentagem
Antes (nm) Depois (nm) Adsorcao de dessorcao
(%) (%)
PMMA Ad. Fis. 48,0 117,0 1000 -
PMMA Sulfo-NHS + 48,0 117,0 70,24+4,11 -
EDC
PMMA IBA + UV 48,0 256,1 61,52+41,06 -
PMMA SA + Biotina 48,0 233,0 1000 -
P(MMA-co-AA) Ad. 46,0 102,0 1000 -
Fis.
P(MMA-co-AA) 46,0 102,0 63,84+19,13 -
Sulfo-NHS + EDC
P(MMA-co-AA) IBA 46,0 117,2 85,17+14,07 -
+ UV
P(MMA-co-AA) SA + 46,0 199,3 99,73+0,46 -
Biotina
P(MMA-co-MAA) Ad. 43,6 133,9 1000 26,5+2,6
Fis.
P(MMA-co-MAA) 43,6 133,9 74,67+6,84 96,516,5
Sulfo-NHS + EDC
P(MMA-co-MAA) 43,6 110,4 90,24+0,22 32,0+11,3
IBA + UV
P(MMA-co-MAA) AS 43,6 224,2 94,56+8,6 7,320,1
+ Biotina

Ao que todos os dados apontam, todas as estratégias foram capazes de
promover a adsorcdo, seja fisica ou quimica, dos anticorpos monoclonais as
nanoparticulas poliméricas produzidas. Contrariamente aos resultados esperados, a
gue apresentou as maiores taxas de adsorcdo foi a estratégia de adsorcéo fisica,
seguida pela adsor¢cédo quimica utilizando Estreptavidina e Biotina e, em terceiro lugar a
utilizacao do acido indol 3-butirico.

No entanto, apesar dos niumeros, a adsorcéo fisica pode nao ser tdo vantajosa
assim. Como discutido nos capitulos anteriores, a falta de controle da posicdo do
anticorpo monoclonal € um possivel impeditivo na utilizacdo desta estratégia na
construcdo de anticorpos conjugados a outras estruturas para emprego na medicina
humana, por possivelmente apresentar alta variabilidade entre lotes produzidos.
Ademais, 0 emprego da Estreptavidina e Biotina apresentaram eficiéncias de adsorgéo
proximas, porém foram bem mais eficientes na retengédo dos anticorpos monoclonais.
Adicionalmente, ressalta-se a especificidade da localizacdo da ligacdo, que é

caracteristica a esta técnica.
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Em terceiro lugar em eficiéncia de adsorgcdo, estd a ligagdo mediada por
irradiacdo de luz no espectro do ultravioleta e &cido indol 3-butirico. E uma técnica que
vem sendo explorada na literatura ha alguns anos, porém ainda ha uma escassez de
dados a respeito. Durante este trabalho, se mostrou sendo uma técnica promissora pela
capacidade de ligacdo sitio especifica e retencdo dos anticorpos monoclonais. E
passivel de acreditar que haja amplo espaco para a otimizacdo dessa técnica através
da manipulacgéo das concentracfes de acido indol 3-butirico, sulfo-NHS e EDC utilizados
na primeira etapa de conjugacado, além da melhoria do controle de variaveis externas
como a incidéncia de luz de outros espectros durante o experimento.

Em ultimo lugar, a ligagcdo mediada somente com Sulfo-NHS e EDC. Com baixos
indices de adsorcdo e com altas taxas de dessor¢cdo apos as lavagens. Ao que tudo
indica, também a presenca de ligacdo de anticorpos com outros anticorpos nas
amostras do P(MMA-co-MAA). E possivel que pequenas modificagdes no protocolo
elicitem uma mudancga consideravel na eficiéncia desta estratégia, como o aumento das
concentracdes utilizadas, mas também na separacdo em duas etapas, realizando
primeiramente uma etapa de ativagdo do polimero com o Sulfo-NHS e EDC, e,
posteriormente, uma etapa de incubagc&o com o anticorpo monoclonal, como realizado
por MATTOS em 2021.
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CAPITULO 5

Conclusodes

5.1 Conclusao

O objetivo principal, que é realizar o inicio do desenvolvimento de um ADC, este
estudo foi bem-sucedido. As nanoparticulas foram obtidas em tamanho e com indice de
polidispercdo adequados para a aplicagdo desejada, sendo devidamente
caracterizadas. Todas as estratégias foram bem-sucedidas em adsorver os anticorpos
monoclonais selecionados as nanoparticulas, com a utilizacdo de estreptavidina e
biotina sendo a opgdo mais interessante no momento, por demonstrar alto grau de
adsorcao e baixo grau de dessor¢cao enquanto mantém uma orientacdo adequada dos
anticorpos nas nanoparticulas. A adsorcéo fisica, apesar de demonstrar maiores graus
de adsorcdo, também dessorve em maiores taxas. Por fim, o acido indol 3-butirico
apresenta-se como uma possivel op¢ao viavel, porém é necessario futures estudos que

controle outras variaveis sejam feitos.
5.2 Sugestdes para trabalhos futuros

Ha um longo caminho a ser percorrido até que as técnicas sejam aperfeigcoadas.
Esta pesquisa responde algumas perguntas e gera outras, abrindo espaco para
sugestdes para futuros trabalhos:

e Aperfeicoar as técnicas de imobilizacdo de anticorpos nas nanoparticulas
através da otimizagao das quantidades de reagentes empregados, a fim de evitar
ou minimizar que ocorra adsorcgéo fisica concomitante a adsor¢ao quimica.

e Separar atécnica de adsor¢do quimica somente com Sulfo-NHS e EDC em duas
etapas diferentes, uma primeira de ativacdo, somente com os dois compostos
citados e, posteriormente, uma segunda etapa, realizando a incubacdo dos
anticorpos e observar o comportamento.

¢ No que tange a estratégia utilizando o acido indol 3-butirico, convém que seja
desenvolvida uma estrutura que proteja o experimento da incidéncia de luz
externa de forma mais eficiente, além de realizar algum tipo de controle de
temperatura.

e Avaliar se aincorporacdo de um agente surfactante na solucdo de ressuspenséo

melhora o perfil de distribuicdo de tamanhos das nanoparticulas apds os ensaios
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de adsorgcdo, pois tudo indica que h& a aglomeragdo destas apOs o0s
experimentos.

Realizar um ensaio imunobiolégico especifico ao Tocilizumab, como um ELISA,
por exemplo, para avaliar se hd a manutencdo ou perda da atividade do
anticorpo.

Encapsular metotrexato ou algum outro medicamento antirreumatico modificador
da doenca e avaliar o comportamento das estratégias de adsor¢ao, assim como
comparar a toxicidade celular com a administracdo separada do DMARD com

Tocilizumab.
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