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O uso de nanoparticulas pode aperfeicoar o tratamento de doencas, em especial as de
dificil alcance, como disfuncBes cerebrais. Por isso, o presente trabalho visou ao
desenvolvimento de nanoparticulas biocompativeis carreadoras de rivastigmina, farmaco
aprovado no tratamento da Doenca de Alzheimer, para liberagdo controlada e sitio-
especifica ao cérebro. Metacrilato de metila (MMA) e comonémeros funcionais (acido
acrilico (AA), 2-hidroxietil metacrilato (HEMA) e acrilato de butila (BA) foram
escolhidos para sintese das nanoparticulas por polimerizacdo em miniemulsdo. A
combinacgdo de surfactantes resultou em melhor estabilidade do latex e controle de
tamanho de particula. O encapsulamento in situ de 0,5%m/m de farmaco ndo modificou
o tamanho e foi mais eficiente (90%) em materiais sem AA e HEMA. A imobilizacédo de
aminoéacido e proteinas mostrou a versatilidade e superioridade dos copolimeros em
relacdo ao PMMA. Ensaios de liberacdo exibiram perfil sustentado com destaque dos
copolimeros liofilizados e mecanismo preferencial de difusdo classica. Ensaios em
células endoteliais humanas derivadas da artéria pulmonar mostraram elevada viabilidade
celular. Assim, mostrou-se que as nanoparticulas produzidas apresentam grande potencial

para incorporar ligantes e carrear rivastigmina através de barreiras fisiologicas.
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Nanoparticles can enhance the treatment of diseases, especially when the diseased tissue
is hard to access, as in the case of brain. For this reason, the present work aimed at
developing biocompatible nanoparticles loaded with rivastigmine, a drug approved for
the treatment of the Alzheimer's Disease, for sustained release of the drug to the brain.
Methyl methacrylate (MMA), acrylic acid (AA), 2-hydroxyethyl methacrylate (HEMA)
and butyl acrylate (BA) were the comonomers selected for synthesis of nanoparticles
through miniemulsion polymerization. The combination of the surfactants provided the
better latex stability and allowed the particle size control. The in-situ encapsulation of
0.5% w/w drug was very efficient (90%) in absence of AA and HEMA and did not alter
particle size. The immobilization of amino acid and proteins confirmed the versatility and
superiority of the copolymers when compared to the PMMA.. Release studies displayed
sustained, and diffusion driven profiles, with higher release rates obtained with the
lyophilized copolymers. Additionally, assays performed in human endothelial cells
derived from pulmonary artery showed high cell viability. Thus, it has been shown that
the produced nanoparticles can be potentially used to incorporate ligands and carry

rivastigmine through physiological barriers.
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Capitulo 1. Introducéo

1.1 Contextualizacao

O tratamento da Doenca de Alzheimer requer uma entrega eficiente de farmacos
ao cérebro, entretanto, devido a sua importancia no funcionamento do organismo e a
existéncia de barreiras fisiologicas protetoras, o transporte de farmacos torna-se um
inquestionavel desafio, demandando a exploracdo de estratégias mais inovadoras como o
uso de nanocarreadores. As vantagens do uso de nanomateriais especialmente no campo
de prevencdo e tratamento de doencas sdo vastas, incluindo desde melhorias fisico-
quimicas (como aumento de biodisponibilidade e estabilidade in vivo) até a possibilidade
de entrega especifica de ativos terapéuticos (NIKEZIC et al., 2020; PATRA et al., 2018).
Este ultimo tipo de aplicacdo é de extremo interesse, particularmente para o tratamento
de doencas cujo local de acdo impde dificuldades para 0 acesso, como é o caso do cérebro.
Para entrega de farmacos ao cérebro, deve-se ultrapassar a barreira hematoencefalica,
uma barreira fisioldgica natural que é considerada o principal desafio para o tratamento
de doengas cerebrais (BARNABAS, 2019; BILAL et al., 2020; FONSECA-SANTOS et
al., 2015; GUARNIERI et al., 2013). Entre as principais doencas que acometem o cérebro

e 0 sistema nervoso central como um todo, destacam-se as doengas neurodegenerativas.

A neurodegeneracao é definida como o deterioramento estrutural ou funcional dos
neurdnios, causando perda das funcbes motoras e cognitivas, impactando
significativamente o estilo de vida das pessoas acometidas (ALZHEIMER’S DISEASE
INTERNATIONAL, 2018). A doenca de Alzheimer apresenta grande relevancia nesse
cenario, pois contabiliza cerca de 70% dos casos de sindromes cerebrais (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2019). Dados recentes estimam que 5,8 milhGes de norte-
americanos convivem com essa doenca, que ainda apresenta uma alarmante tendéncia de
aumento de nimero de casos, com previsdes chegando a 7 milhdes de norte-americanos
em 2050 (ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2019; HEBERT et al., 2013). Este nimero

expressivo indica a necessidade da procura por tratamentos eficientes.

Atualmente, os medicamentos aprovados pela Food and Drug Administration
(FDA) para tratamento da doenca de Alzheimer atuam diretamente no cérebro, cuja
presenca da barreira hematoencefélica constitui um verdadeiro obstaculo, reduzindo a
eficiéncia dos tratamentos de varias doencas do sistema nervoso central (ALZHEIMER’S
ASSOCIATION, 2019; BARNABAS, 2019). Por isso, nanoparticulas carreadoras de



farmaco para liberacdo controlada no cérebro constituem uma estratégia nao invasiva
bastante explorada na literatura. Entre as vantagens dessa técnica, podem ser ressaltadas
a passagem direta pelas vérias barreiras bioldgicas, devido ao tamanho reduzido das
particulas, e a possibilidade de modulacdo de desempenho, por meio do uso de ligantes
superficiais para aumento de tempo de circulacéo e direcionamento especifico (ARYA et
al., 2019; BARNABAS, 2019).

Assim sendo, o desenvolvimento de estratégias mais eficientes para entrega de
medicamentos no cérebro pode ser considerado urgente. Nesse contexto, o presente
trabalho pretendeu estudar a producdo e o emprego de nanoparticulas poliméricas
biocompativeis, com habilidades de modificacao superficial por meio de funcionalizagdo
especifica, para uso como agentes carreadores de rivastigmina, farmaco aprovado para o
tratamento da doenca de Alzheimer. As nanoparticulas produzidas podem ser capazes de
atravessar a barreira hematoencefalica, transportando o farmaco para regido alvo e
exibindo liberagdo controlada, possibilitando um tratamento mais eficaz da doenca de

Alzheimer.

1.2 Os grupos de pesquisa

O presente trabalho foi conduzido nos Laboratério de Engenharia de Polimeros
(EngePol) e Laboratdrio de Engenharia de Fendmenos Interfaciais (LABEFIT), ambos
associados ao Programa de Engenharia Quimica (PEQ) do Instituto Alberto Luiz Coimbra
de Pds-Graduacdo e Pesquisa de Engenharia (COPPE) da Universidade Federal do Rio
de Janeiro (UFRJ), Brasil, e no Centre De Recherches d'Albi en Génie des Procédés des
Solides Divisés, de I'Energie et de I'Environnement (RAPSODEE) localizado na Ecole
des Mines d’Albi-Carmaux, Franga. Para 0s ensaios in vitro com culturas celulares, os
ensaios foram realizados em colaboracdo com o Centre de Recherche Cardio Thoracigque
de Bordeaux na Université de Bordeaux. Os grupos de pesquisas em que Se insere 0
presente trabalho apresentam grande experiéncia e capacidade na grande area de
conhecimento da tese, comprovada pela publicacdo de varios manuscritos nos campos de
encapsulamento de ativos em matrizes poliméricas e de funcionalizagcdo de suportes,

como descrito nos proximos paragrafos.

Estudos acerca da sintese de nanossistemas para aplicagdes biomédicas indicou a

superioridade dos materiais poliméricos frente aos lipossomas como nanocarreadores,



devido a sua elevada estabilidade e alta eficiéncia de encapsulamento (PAIVA et al.,
2016). Especificamente no campo de tratamento de doencas, diversos ativos como
farmacos, antibidticos e quimioterapicos foram satisfatoriamente encapsulados em
matrizes polimericas visando melhorias dos tratamentos convencionais, Como no caso da
esquistossomose e do cancer, a partir da liberacao inteligente e modulada por pH e sintese
de agentes embolizantes, respectivamente (ALVES et al., 2021, FONSECA et al., 2013;
MOREIRA et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2011, 2012b, a). A incorporagdo de outras
propriedades pelos nanocarreadores também foi investigada a partir da funcionalizacao
de nanoparticulas. A analise e consolidacdo de protocolos experimentais para
funcionalizagdo ja foi avaliada previamente e a sua realizagdo traz impactos diversos,
incluindo a modificacdo do comportamento de captura das nanoparticulas por macréfagos
(CAMPOS et al., 2019; WAY et al., 2019). Estes estudos, portanto, exemplificam a
notavel versatilidade de aplicacGes das nanoparticulas poliméricas e o estabelecimento de
protocolos de sintese, funcionalizagdo e encapsulamento de ativos visando a aplicagdes
biomédicas.

Particularmente para o desenvolvimento desta tese, destacam-se o trabalho de
Campos et al. (2016) e de Mangia et al. (2021). O primeiro atuou no desenvolvimento de
nanoparticulas de poli(metacrilato de metila - co - &cido acrilico) (P(MMA-AA)) e
compararam mecanismos de funcionalizacdo diferentes com o peptideo lisina e a proteina
albumina de soro bovino (CAMPOS et al., 2016). Mangia et al (2021) investigou a
imobilizacdo quimica de peptideo de internalizagdo celular em nanoparticulas de
P(MMA-AA) carreadoras de rivastigmina (MANGIA et al., 2021).

O conhecimento técnico-cientifico explorado pelos grupos de pesquisa,
especialmente nas areas de reacdo de polimerizagdo via miniemulséo e de protocolos de
funcionalizagdo quimica, contribuiram significativamente para o desenvolvimento do

presente trabalho.



1.3 Objetivo

O presente trabalho teve como objetivo principal desenvolver um nanossistema
biocompativel para entrega controlada de farmacos a partir do encapsulamento de
rivastigmina base livre em nanoparticulas de copolimeros modelo com capacidade de
funcionalizacdo, visando ao transporte sitio-dirigido através da barreira

hematoencefélica.

1.3.1 Obijetivos especificos

Os objetivos especificos deste estudo foram:

e estudar e avaliar o desempenho de diferentes surfactantes comerciais na
estabilizacdo de emulsdes precursoras da reacdo de polimerizacgdo,
utilizando o monémero modelo metacrilato de metila (MMA), visando a
escolha do surfactante mais eficiente entre os analisados;

e determinar a concentracdo ideal do surfactante escolhido, usando MMA
nas condicdes da emulsdo precursora da polimerizacao;

e estudar o comportamento da polimerizacdo em miniemulsdo do MMA,
utilizando as melhores condi¢bes de emulsificacdo determinadas
previamente, visando a obtencédo de didametros de particula médios na faixa
de 20-100 nm;

e avaliar o uso da metodologia de polimerizacdo em miniemulséo para a
introducdo de funcionalidades diferentes por meio de reacdes de
copolimerizacéo;

e estudar a eficiéncia da ancoragem fisica e quimica de biomoléculas
modelo;

e utilizar a metodologia de encapsulamento in situ de rivastigmina base livre
para sintese de nanoparticulas carreadoras de farmaco;

e desenvolver um protocolo experimental e avaliar o perfil de liberacdo da
rivastigmina base livre encapsulada in vitro;

o verificar o comportamento dos nanossistemas desenvolvidos em ensaios
in vitro por meio da avaliagdo de seguranga, utilizando modelo de célula

humana.



1.4 Estrutura da tese
Este documento esta organizado em 8 capitulos e 10 apéndices. No Capitulo 1 foi
apresentada uma breve introducdo do tema, assim como os objetivos gerais e especificos

almejados nesse estudo.

O Capitulo 2 apresenta uma revisao da literatura utilizada, para contextualizagdo

e justificativa do desenvolvimento da tese.

O Capitulo 3 descreve os materiais e as metodologias aplicadas no decorrer dos

ensaios experimentais executados.

Nos Capitulos 4, 5 e 6 sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos. O
Capitulo 7 apresenta as principais conclusdes dos estudos realizados, ressaltando as suas

contribuigdes originais e indicando sugestdes para futuros desenvolvimentos.

No Capitulo 8 encontra-se a lista das referéncias bibliogréaficas consultadas ao
longo do documento. Finalmente, apresentam-se apéndices com informagdes adicionais

usadas para a discusséo dos resultados encontrados.



Capitulo 2. Revisdo Teorica e Bibliogréafica

2.1 Nanomateriais e vantagens de uso na area médica

A investigacdo de materiais em escala nanomeétrica possibilitou a descoberta de
propriedades diferenciadas que podem ser exploradas de forma atrativa em varias areas
do conhecimento. A definicdo de nanomaterial € controversa e ainda estd em constante
debate (SOARES et al.,, 2018). Enquanto que a International Organization for
Standardization (ISO) os definem como materiais com qualquer dimensao (interna ou
externa) na nanoescala (de 1 a 100 nm), discussdes cientificas visando o reconhecimento
consensual das propriedades fisico-quimicas diferenciadas e relacionadas a nanoescala
(INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2013). O
rearranjo molecular necessario para alcancar essa diminuta escala confere elevadas area
de contato e energia livre de superficie e reducdo de imperfeicdes, as quais modificam
significativamente os principios de comportamento de um material, originando
caracteristicas unicas (SU et al., 2018). Entre essas, destacam-se propriedades
magnéticas, como efeitos superparamagnéticos; térmicas, como alteracdo de temperaturas
de fusdo; quimicas, como aumento de reatividade; Oticas, como em mudanga do
espalhamento de luz por um material, entre outras (SU et al., 2018). Isso faz com que 0s
nanomateriais suscitem grande interesse comercial e atrativa utilidade em diversos
setores, que vao desde vestuario e cuidado pessoal até inddstrias aeroespaciais,
biorremediagdo e meio ambiente (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR
STANDARDIZATION, 2013). Entre estes setores, podemos destacar a impressionante

quantidade de aplicacbes dos nanomateriais na area médica.

A nanomedicina explora o uso das singularidades de propriedades dos materiais
em escala nanométrica para o aperfeicoamento de técnicas de diagndéstico, tratamento e
prevencéo de doencas (CHOLKAR et al., 2017; KIM et al., 2010; PATRA et al., 2018;
SOARES et al., 2018). Ha ainda uma quarta area de crescente interesse que combina o
diagnostico e a terapia, chamada de terandstica (CHOLKAR et al., 2017; SOARES et al.,
2018). Uma grande vantagem do uso de nanomateriais na area médica € a possibilidade
de interagcdo com biomoléculas, membranas celulares e organelas gracas a similaridade
de dimensdo e elevada superficie de contato (CHOLKAR et al., 2017; PATRA et al.,

2018). Isso permite que 0s nanomateriais possam superar importantes desafios na area,



contribuindo com o melhoramento de dispositivos para diagnostico precoce e tratamento
de doengas com alta especificidade e personalizagéo para melhoria de qualidade de vida
do paciente (CHOLKAR; HIRANI; NATARAJAN, 2017; PELAZ et al., 2017; SOARES
etal., 2018).

Nanomateriais tém sido principalmente explorados como veiculos carreadores de
farmacos, em especial de agentes anticancerigenos (CHOLKAR et al., 2017; KIM et al.,
2010; NIKEZIC et al., 2020). Isso se justifica pela possibilidade de direcionamento de
forma ativa ou passiva do tratamento, viabilizando aumento de eficacia e reducdo de
efeitos adversos (NIKEZIC et al., 2020; PELAZ et al., 2017). H4 ainda o atrativo de
estabilidade e protecdo da carga terapéutica através de barreiras bioldgicas, ndo
restringindo a aplicabilidade para o tratamento de cancer (PELAZ et al., 2017). De fato,
a possibilidade de entrega seletiva e direcionada, proporcionada pelos nanomateriais,
pode ser utilizada para solucionar adversidades encontradas no tratamento de algumas
doencgas, em especial aquelas que acometem o sistema nervoso central (HUANG et al.,
2017; KHAN et al., 2018).

2.2 A doenca de Alzheimer

As doencas neuroldgicas sdo patologias que acometem o cérebro e demais
componentes do sistema nervoso central e periférico, impactando intensivamente a
qualidade de vida da pessoa acometida (KHAN et al., 2018). Entre as mais frequentes,
podemos destacar a doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson, epilepsia, esquizofrenia,

lesdo cerebral traumatica, acidente vascular cerebral, entre outras (KHAN et al., 2018).

A doenca de Alzheimer (DA) apresenta elevada notoriedade devido ao numero
expressivo de casos. A DA é relatada como a causa de 60-70% dos casos de deméncia,
sindrome caracterizada por um declinio progressivo das fungdes cognitivas (SE THOE et
al., 2021; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019). Um dos principais fatores de
risco associados a DA é a idade, sendo que a incidéncia de casos aumenta
expressivamente com a idade (ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2019; ZVEROVA,
2019). De acordo com dados da Alzheimer’s Association (2019), 3% dos americanos entre
65 e 74 anos possuem Alzheimer e essa porcentagem aumenta para 17% nos individuos
com idade entre 75 e 84 anos, e para 32% nos individuos com idade acima de 85 anos
(ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2019). Nos Estados Unidos, a DA representou a 62



maior causa de morte e entre os anos 2000 e 2014, tendo sido observado um salto de 89%
no numero de mortes associadas ao mal de Alzheimer neste mesmo periodo. Esse nimero
é ainda mais significativo quando comparado ao ndmero de incidéncia de 6bito por
doenca cardiaca, 12 causa de morte nos Estados Unidos, que caiu 14% no mesmo periodo
testado (2000 a 2014) (ALZHEIMERS ASSOCIATION; ALZHEIMER’S
ASSOCIATION, 2017).

Além do elevado numero de casos atual, outro quesito relevante é a expectativa
do aumento expressivo de futuros casos de DA. Com o aumento da expectativa de vida,
espera-se também um aumento dos numeros de doengas associadas ao envelhecimento.
De fato, estima-se que a cada trés segundos uma pessoa desenvolva deméncia, e 130
milhes de pessoas com Alzheimer sdo esperadas em 2050 no mundo (ZVEROVA,
2019). Em 2018, o custo mundial associado ao tratamento de deméncia foi de 1 trilhdo
de ddlares americanos e uma estimativa prevé que este valor dobre em 2030
(ALZHEIMER’S DISEASE INTERNATIONAL, 2018). Assim, o tratamento da DA,
além de constituir uma demanda dos setores social e de saude, surge também como um

fator de impacto expressivo na economia mundial.

O tratamento da doenca de Alzheimer estd associado aos seus sintomas e suas
caracteristicas fisiologicas. A DA é uma doenca neurodegenerativa progressiva
multifatorial, cuja deficiéncia na funcionalidade neural impacta severamente na perda das
fungdes cognitiva, de memoria, de linguagem, e na independéncia e realizacdo de
atividades cotidianas do individuo (SE THOE et al., 2021; ZVEROVA, 2019). Apesar da
maior incidéncia de casos estar associada ao envelhecimento, a causa da doenca ainda é
incerta. Estudos na area ainda questionam se a doenca de Alzheimer poderia estar
relacionada a desdobramentos bioldgicos especificos de envelhecimento, ou se a
patologia poderia ser resultado de tempo de incubagdo de agentes téxicos. Como a causa
permanece desconhecida, ainda ndo foi possivel encontrar a cura para a doenca de
Alzheimer (HUANG ; MUCKE, 2012).

Atualmente, sabe-se que a patologia do Alzheimer é caracterizada pelo acumulo
intra- e extracelular de dois conjuntos de proteinas principais. O primeiro deles inclui 0s
peptideos beta-amiloides, que sdo constituintes naturais do cérebro e integrantes das
placas amiloides. Entretanto, o acimulo dessas placas solidas nos neurnios ocasiona a
degradacdo da comunicacdo neural, gerando a perda funcional da célula nervosa
(ALZHEIMER’S DISEASE INTERNATIONAL, 2018; BACHURIN et al.,, 2017
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EFTEKHARZADEH et al., 2016; HUANG ; MUCKE, 2012). Além do acumulo anormal
de placas amiloides, a DA também pode ser caracterizada pela conformacéo disfuncional
da proteina tau. Em organismos ndo saudaveis, essa proteina se apresenta na forma de
emaranhados neurofibrilares em altas concentracbes, que bloqueiam o sistema de
transporte dos neurdnios, impactando a funcionalidade e causando morte celular
(ALZHEIMER’S DISEASE INTERNATIONAL, 2018; EFTEKHARZADEH et al.,
2016; HOLTZMAN et al., 2016; HUANG ; MUCKE, 2012). Por conta disso, as
tendéncias na area de novos tratamento para a doenca de Alzheimer estdo voltadas
principalmente para a modulacdo da doenca a partir da regulacdo dessas proteinas
(BACHURIN et al., 2017; PARDO-MORENO et al., 2022). Para tanto, farmacos para o
controle de agregacéo de peptideos beta-amiloides e de proteinas tau, vacinas com agentes
anti-amiloides, e alternativas mais inovadoras que incluem o uso de células-tronco e
terapia génica estdo sendo estudadas (BACHURIN et al., 2017; SE THOE et al., 2021,
SRIVASTAVA et al., 2021). Entretanto, os resultados ndo sdo ainda promissores. Até o
momento, varios ensaios clinicos, mesmo em Fase 3, foram interrompidos por levarem a
resultados inconsistentes e a muitos efeitos adversos (BACHURIN et al., 2017; SE THOE
etal., 2021; SRIVASTAVA et al., 2021). Acredita-se que a justificativa para essa elevada
taxa de falha esteja relacionada ao desconhecimento das fun¢Ges metabdlicas e na elevada
complexidade multifatorial, ndo totalmente compreendida, da progressdo da doenca de
Alzheimer (SE THOE et al., 2021). Por isso, os medicamentos aprovados para tratamento
da doenca de Alzheimer atuam apenas de forma sintomatica e ndo sdo capazes de evitar
a progressao da doenca (ANAND et al., 2014; BACHURIN et al., 2017).

O tratamento padrdo da doenca de Alzheimer é realizado por meio de inibidores
da enzima acetilcolinesterase, que atuam no equilibrio deste neurotransmissor,
melhorando as fungdes cognitivas e amplificando a ativacdo dos seus receptores, 0 que
contribui para a atenuacdo dos sintomas. Entre esses inibidores, podem ser citados o
donepezil, a galantamina e o tartarato rivastigmina (Figura 2.1) (PARDO-MORENO et
al., 2022; YIANNOPOULOU; PAPAGEORGIOU, 2013). Adicionalmente, pode ser
citada ainda a memantina, que também atua no cérebro, mas como um composto quimico
competidor de um receptor neural, reduzindo efeitos neurotoxicos (BACHURIN et al.,
2017). Em especial, destaca-se o desempenho notério da rivastigmina frente aos outros
inibidores, pois ela apresenta uma regiosseletividade maior, permitindo a atuagdo sobre

diferentes tipos de acetilcolinesterase somente na regido cerebral e reduzindo efeitos



toxicos periféericos (ANNICCHIARICO et al., 2007; BACHURIN et al.,, 2017,
MULLER, 2007). Entretanto, o uso desses medicamentos é muito associado a ocorréncia
de efeitos adversos, que dificultam a aceitagcdo ao tratamento (PARDO-MORENO et al.,
2022; SE THOE et al., 2021). Por isso, existe ainda uma forte demanda por estratégias
terapéuticas que sejam mais eficientes e especificas para as regides mais afetadas do

cérebro.
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Figura 2.1. Formulas quimicas dos inibidores enzimaticos atualmente utilizados
no tratamento da Doenga de Alzheimer.

2.3 Nanomateriais para entrega de farmacos ao cérebro

Um fundamento central para o desenvolvimento de novas terapias para o
tratamento da doenca de Alzheimer € o transporte eficiente de medicamentos para o
cérebro (ARYA etal., 2019; BARNABAS, 2019). Este importante 6rgao € protegido por
uma barreira fisiolégica, a barreira hematoencefalica (BHE), que é responséavel por
controlar a entrada de nutrientes e substancias e preservar o cérebro da acdo de agentes
patdgenos e neurotdxicos (KHAN et al., 2018; SE THOE et al., 2021; SONG et al., 2018).
Por conta da elevada especificidade e seletividade, atravessar a BHE pode ser considerado
como um grande desafio, explicando a alta taxa de fracassos na entrega de medicamentos
ao cerebro (ARYA et al., 2019; BARNABAS, 2019; BILAL et al., 2020). Por isso,
compreender a estrutura e as funcbes da BHE ¢é indispensdvel para estabelecer o

transporte de moléculas para o cérebro.
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Para cumprir a sua funcdo regulatoria, a BHE apresenta ndo so diferentes
mecanismos de transporte para controlar a entrada/saida de substancias, como também
uma composicdo estrutural complexa, como ilustrado na Figura 2.2. Os astrocitos
garantem o suporte estrutural do principal componente da BHE: as células endoteliais,
que sdo unidas por juncdes aderentes e ocludentes (tight) extremamente firmes, que sdo
essenciais para a protecdo do cérebro (KHAN et al., 2018). O transporte de moléculas
maiores e essenciais, como glicose e aminoacidos, é conduzido por meio de proteinas
transmembranares. A endocitose mediada por receptores especificos permite a entrada de
horménios (insulina), enzimas e proteinas (transferrina). Ja 0 mecanismo mediado por
adsorcdo controla a entrada de algumas proteinas por meio de interacdo eletrostatica. H&
ainda o transporte passivo transcelular, que permite a entrada de compostos lipofilicos e
de baixa massa molar, enquanto o transporte paracelular responde pela passagem de
moléculas entre as células. Por fim, um sistema de transporte ativo de influxo e efluxo,
coordena a entrada de substancias contra o gradiente de concentracéo e protege a entrada
de potenciais toxinas. A realizacdo correta destes mecanismos é imprescindivel para
manter o equilibrio quimico e o funcionamento neural adequado, o que acaba impedindo
a entrada de moléculas maiores, como os farmacos, reduzindo a sua capacidade
terapéutica (ARYA et al., 2019; BARNABAS, 2019; KHAN et al., 2018).

Transporte Transporte Transporte via Transcitose Transcitose
paracelular lipofilico proteinas mediada por por adsor¢éo
agentes agentes glicose, receptor
hidrofilicos lipofilicos aminoacidos, insulina, albumina,
nucleotideos i roteinas
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Figura 2.2. Representagdo esquematica dos diferentes transportes na barreira
hematoencefalica. Adaptado de ARYA et al. (2019).
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Existem duas abordagens basicas para a entrega de farmacos no cérebro: os (i)
métodos invasivos; ou os (ii) métodos ndo invasivos. A estratégias invasivas se baseiam
na abertura momentanea da BHE (por meio do uso de solventes, ultrassom e agentes de
vasodilatacdo), injecdo/infusdo direta ou uso de implantes. Entretanto, 0 uso dessas
metodologias estd profundamente associado ao risco de entrada de neurotoxinas,
aparecimento de efeitos adversos e danos ao tecido cerebral (BARNABAS, 2019). Essas
desvantagens significativas impulsionam uma maior investigacdo de métodos nao

invasivos.

As metodologias ndo invasivas podem apresentar diferentes enfoques. Algumas
se baseiam na modificacdo quimica do medicamento, como 0 aumento de
lipossolubilidade e a incorporacdo de substancias enddgenas, mas essa alteracdo pode
impactar o mecanismo de acdo do farmaco (BARNABAS, 2019). Outra estratégia
amplamente divulgada inclui o uso das singularidades da nanoescala para potencializar a
entrega de farmacos através da BHE, o que pode ser atingido por meio do transporte de
farmacos em nanocarreadores (ARYA et al., 2019; BARNABAS, 2019; DONG, 2018;
NIU et al., 2019).

O uso de nanocarreadores apresenta varios beneficios em relacdo as terapias
convencionais, possibilitando superar as principais desvantagens da liberacdo de
farmacos no cérebro (ARYA et al., 2019; BILAL et al., 2020). Algumas propriedades
fisico-quimicas dos farmacos que podem ser melhoradas sdo: incremento de tempo de
meia vida, aumento de biodisponibilidade, reducdo de efeitos adversos, liberacdo
controlada e direcionamento de entrega especifica, viabilizando um melhor resultado
terapéutico (ARYA et al., 2019; BILAL et al., 2020). Além disso, o tamanho reduzido
favorece a passagem através de varias barreiras bioldgicas, como a BHE, e algumas
alteracbes nas propriedades das nanoparticulas podem modular o desempenho do
nanocarreador (BARNABAS, 2019). Entre estas, destaca-se a insercdo de ligantes de
direcionamento especifico, que aumenta o potencial de direcionamento e especificidade,
e de ligantes de blindagem, visando a ampliar o tempo de circulagcdo do nanocarreador
(BARNABAS, 2019). Por isso, a literatura evidencia o uso de nanoparticulas como uma
das melhores abordagens para reducdo de casos de morte associados a doenca de
Alzheimer (ARYA et al., 2019).

As nanoparticulas mais comumente exploradas para o tratamento dessa doenca
sdo: nanoparticulas inorganicas, nanotubos de carbono, nanoparticulas poliméricas,
12



lipossomas, nanoparticulas lipidico-solidas, microemulsées, micelas, dendrimeros e
hidrogéis (ARYA et al., 2019; BILAL et al., 2020; NIU et al., 2019). Os materiais
poliméricos apresentam destaque no campo de desenvolvimento de estratégias para
entrega de medicamentos, devido ao grande potencial para modificacdo da estrutura
quimica, bom controle farmacocinético e por serem materiais oportunos para
encapsulamento e liberacdo controlada de farmacos (VENDITTI, 2019). Por isso,
nanoparticulas poliméricas sdo consideradas nanocarreadores excelentes para transporte

de medicamentos para o sistema nervoso central (ARYA et al., 2019).

As nanoparticulas poliméricas podem ser constituidas por polimeros sintéticos ou
naturais, apresentando superficies hidrofilicas ou hidrofébicas e frequentemente boa
biocompatibilidade. O modo de administracdo das nanoparticulas poliméricas é muito
variado, podendo ser oral, sub-cutaneo, intranasal ou intravenoso, sendo essa uma
importante vantagem para formulagGes farmacéuticas. A versatilidade também é
conferida pelo mecanismo de transporte através da BHE, que pode ocorrer por transcitose
ou endocitose mediada por receptores. Esta Gltima pode ser aprimorada por meio da
incorporacdo de ligantes direcionadores ou peptideos internalizados por células (“cell-
penetrating peptides” — CPP) nas superficies das nanoparticulas (ARYA et al., 2019; EL-
SAY; EL-SAWY, 2017).

Dessa forma, o uso de nanoparticulas poliméricas constitui uma estratégia muito
promissora para carreamento de farmacos através do principal obstaculo fisiol6gico, a
barreira hematoencefalica. Em particular, a versatilidade de composicdo e a possibilidade
de modificacdo estrutural constituem grandes vantagens de interesse na area de

direcionamento de farmacos para o cérebro.
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2.4 Nanoparticulas poliméricas

2.4.1 Tipos de nanocarreadores
Os nanocarreadores poliméricos podem apresentar diferentes estruturas, como

ilustrado na Figura 2.3.

Nanocarreadores Poliméricos

Dendrimeros Micelas Nanoparticulas

nanoesferas

nanccapsulas
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Figura 2.3. Estruturas de diferentes nanocarreadores poliméricos. Adaptado de
VENDITTI (2019) e EL-SAY e EL-SAWY (2017).

Os dendrimeros sdo arcaboucos organicos ramificados com um ndcleo interno. Os
farmacos podem ser incorporados tanto por meio de ligacdes covalentes quanto por forcas
eletrostaticas. Entre as vantagens associadas ao uso desses materiais, podem ser citados
0 aumento de meia-vida, estabilidade e solubilidade do ativo encapsulado, a boa
permeabilidade em barreiras bioldgicas e a alta capacidade de direcionamento.
Entretanto, essas estruturas apresentam baixa capacidade de liberacdo de farmaco e
dendrimeros cationicos apresentam respostas toxicas, o que afeta a biocompatibilidade
do nanossistema. Alem disso, ha ainda a dificuldade de producdo em grande quantidade
e elevado grau de pureza no momento, o que pode limitar a aplicagcdo como carreador de
farmaco de importancia industrial (VENDITTI, 2019).

As micelas poliméricas sdo estruturas do tipo casca-nucleo ou vesiculares
formadas por moléculas poliméricas anfifilicas dispersas em meio aquoso (KHAN et al.,

2018). Farmacos hidrofébicos podem ser encapsulados no nucleo da micela, enquanto a
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sua natureza hidrofilica da superficie é capaz de aumentar o tempo de circulagdo no
organismo. No entanto, o uso de micelas poliméricas pode apresentar desvantagens
significativas, como a reduzida estabilidade, a baixa capacidade de direcionamento e a
baixa eficiéncia de encapsulamento, o que pode ocasionar a liberagdo precoce do farmaco
encapsulado (VENDITTI, 2019). Por isso, os principais estudos na area estdo
direcionados para 0 uso de agentes reticulantes (cross-linking) ou ligagdes
biodegradaveis, a fim de melhorar a estabilidade das micelas sem a perda da capacidade
de liberacdo controlada (NOGUEIRA et al., 2019; SANG et al., 2018; VENDITTI, 2019).

Por fim, as nanoparticulas poliméricas sdo estruturas tridimensionais
caracterizadas por tamanhos na faixa entre 10 e 1000 nm, que podem ser classificadas
como nanocapsulas ou nanoesferas (RAO; GECKELER, 2011; VENDITTI, 2019). As
nanocapsulas apresentam uma estrutura vesicular capaz de conter o farmaco no interior
fluido (aquoso ou ndo), o qual é recoberto por uma camada polimérica (EL-SAY; EL-
SAWY, 2017; RAO; GECKELER, 2011). Esta conformagdo também permite o
direcionamento especifico, liberacdo controlada e melhora de biodisponibilidade e
estabilidade dos farmacos. A selecdo dos materiais constitui uma etapa essencial do
desenvolvimento desses sistemas, a fim de garantir a estabilidade, capacidade de
encapsulamento e biocompatibilidade do nanocarreador (VENDITTI, 2019).

Por sua vez, as nanoesferas sdo matrizes solidas que permitem grande
versatilidade de metodologias para incorporacdo de farmacos, como a dissolucédo, a
precipitacdo e a adsorcdo (EL-SAY; EL-SAWY, 2017; VENDITTI, 2019). As
nanoesferas apresentam alto potencial para permeacao celular, capacidade para liberacdo
controlada por longos periodos e sdo comumente associadas a modificadores de
superficie para aumentar a biodistribuicdo e a eficiéncia de direcionamento especifico.
Outra vantagem viavel é a possivel formacgdo de nanogéis, caracterizados pela presenca
de uma rede polimérica hidrofilica reticulada, o que permite o0 melhoramento de algumas
propriedades de interesse, como a biocompatibilidade e a flexibilidade. Algumas
aplicagdes promissoras das nanoparticulas sdo o direcionamento de farmacos para
tratamento de doencas neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer, o aumento da
permeabilidade dos medicamento através da pele por aplicacdo topica e o uso de
nanoparticulas sensiveis ao pH, para melhorar a biodisponibilidade de farmacos em
administragdes orais (VENDITTI, 2019).
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Além das vantagens previamente mencionadas, suspensdes de nanoparticulas
poliméricas apresentam elevada estabilidade, permitindo aumentar a atividade de ativos
volateis e acelerar a taxa de adsorcdo de farmacos, justificada por meio da grande
interface entre o nanomaterial e o alvo biolégico em solucdo. Por isso, nanoparticulas
poliméricas sdo consideradas carreadores ideais em diferentes campos de aplicacdo, como
na producdo de vacinas, na engenharia de tecidos, no desenvolvimento de terapias contra
0 cancer e na liberagdo de antibidticos (EL-SAY; EL-SAWY, 2017).

Um fator crucial para que a nanoparticula possa atuar como um carreador sitio-
dirigido de farmacos eficiente € o comportamento adequado na circulagcdo sanguinea.
Apo6s administragdo intravenosa, as nanoparticulas tendem a ser eliminadas do sangue
pelo sistema de reticulo endotelial e principalmente pelo figado e rins (WESTMEIER et
al., 2016). Pouco se sabe sobre a distribuicdo de nanoparticulas no organismo
(WESTMEIER et al., 2016), mas acredita-se que as propriedades das nanoparticulas
podem influenciar o desempenho bioldgico, incluindo o didmetro médio da particula e a

capacidade de agregacdo (WEI et al., 2018).

Ainda ha um debate muito extenso acerca das dimensdes adequadas para liberacdo
controlada em um local especifico. Entretanto, € indicado que nanoparticulas de
didmetros muito pequenos (menores que 6 nm) podem ser rapidamente eliminadas do
organismo. Por isso, nanoparticulas maiores podem aumentar o tempo de circulacédo, o
que pode melhorar a eficacia da entrega, mas também pode aumentar as taxas de
internalizacdo ndo especifica (KANG et al., 2019). Sabe-se que o tamanho de particulas
para distribuicdo na corrente sanguinea deve ser significativamente menor que 5 um
(diametro dos menores capilares do corpo) e sem tendéncia a formacao de agregados,
para evitar a embolizacdo (SINGH et al., 2009). Particulas menores que 200 nm resultam
em internalizagcdo celular muito mais facilitada do que aquelas com tamanhos
micrométricos (GEHR, 2018). ELSABAHY E WOOLEY (2012) destacaram que
nanoparticulas com tamanho intermediario (20-100 nm) apresentam o maior potencial
para aplicacdes in vivo devido a circulacdo por longos periodos e capacidade para evitar
as captacoes renal e linfatica, além da fagocitose mediada por mecanismos de defesa
(ELSABAHY; WOOLEY, 2012). Ainda assim, apesar de constituir um parametro de
elevada importancia para a distribuicdo na circulagdo sanguinea, o didmetro da

nanoparticula ndo pode ser considerado como um fator isolado (KANG et al., 2019). A
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elevada superficie especifica das nanoparticulas favorece a interagdo com biomoléculas

presentes no meio, que podem também afetar o comportamento na corrente sanguinea.

As biomoléculas podem também se adsorver na superficie das nanoparticulas,
formando uma coroa de proteinas/biomoléculas. Esta coroa pode desencadear respostas
imunes, afetar a toxicidade e modificar a capacidade de direcionamento do nanomaterial.
Modular a composicdo da coroa pode ser atrativo para aumentar a captacdo celular de
nanocarreadores, auxiliar o transporte através de barreiras bioldgicas, como a BHE, e
reduzir a toxicidade. Uma estratégia comumente apresentada para aumentar tempo de
circulacdo de nanomateriais e prevenir a captacdo ndo especifica € utilizar enxertos
poliméricos hidrofilicos superficiais para criar uma barreira de repulsdo estérica a
formacdo da coroa proteica nos nanocarreadores (WESTMEIER et al., 2016). Dessa
forma, consegue-se ndo sé reduzir a toxicidade do nanomaterial, mas também

desenvolver um nanomaterial mais adequado para liberacdo de farmacos especificos.

Tendo em vista 0 exposto, as nanoparticulas se destacam entre 0s nanocarreadores
poliméricos por apresentarem caracteristicas atrativas para o encapsulamento de
farmacos, como o elevado potencial para liberagdo controlada e sitio-especifica. Apesar
da cinética de eliminacdo e distribuicdo de nanoparticulas na circulacdo sanguinea ndo
ser totalmente elucidada, sabe-se que o diametro de particula e a composicao superficial
podem alterar a capacidade de liberar o farmaco no local de acdo pretendido. Esses
desafios podem ser abordados no momento de sintese dos nanocarreadores, a partir da
escolha do polimero mais adequado e do controle operacional das condi¢des de sintese.

2.4.2 Sintese de nanoparticulas

Sabe-se que a escolha do polimero e a capacidade de liberacdo do farmaco impacta
muito a aplicagdo final do nanocarreador (EL-SAY; EL-SAWY, 2017). Entretanto, ndo
existe uma conclusdo absoluta sobre a especificacdo de materiais para determinada
aplicacdo. Por isso, a escolha do polimero é dependente das caracteristicas desejaveis da
nanoparticula (EL-SAY; EL-SAWY, 2017). Para uso em aplicagdes médicas, 0s
polimeros ndo precisam ser necessariamente biodegradaveis, mas devem apresentar as
propriedades quimicas e mecanicas de interesse (PARK, 2014; TIAN et al., 2012). De
acordo com a origem, esses polimeros podem ser classificados como naturais ou

sintéticos.
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Entre os materiais naturais mais usados para sintese de nanoparticulas, citam-se o
alginato de sodio, a quitosana e a gelatina (EL-SAY; EL-SAWY, 2017). Entretanto, o uso
de polimeros sintéticos vem ganhando elevada notoriedade devido a alta versatilidade de
propriedades quimicas e fisicas que podem ser ajustadas durante a sintese, seja por meio
da polimerizacdo ou copolimerizacdo (TIAN et al., 2012). Entre 0os materiais sintéticos,
destacam-se os polilactideos, como o poli(acido latico) (PLA) e o poli(acido lacteo— co —
acido glicélico) (PLGA), o poli(cianoacrilato), a policaprolactana, o polianidrido, a
poliacrilamida, o polietilenoglicol (PEG), o poli(acido acrilico) (PAA), o poli(alcool
vinilico) (PVA), o poli(metacrilato de metila) (PMMA), entre outros (BARNABAS,
2019; EL-SAY; EL-SAWY, 2017). Para a sintese de nanoparticulas, existem variadas
técnicas possiveis, sendo que a escolha do método mais adequado impacta as

propriedades da nanoparticula.

As metodologias normalmente empregadas para a sintese de nanoparticulas
podem ser divididas em dois grandes grupos: (i) sintese a partir de polimero pré-formados
e (ii) sintese a partir da polimerizacao direta do monémero. Para o primeiro grupo, citam-
se as técnicas de evaporacdo de solvente, salting-out, nanoprecipitacdo, uso de tecnologia
de fluido supercritico e dialise. Entre essas, a evaporacdo de solvente é uma das mais
exploradas na literatura. Ela é caracterizada pela preparagdo inicial de uma solucao de
polimero pré-formado disperso em solvente volatil que é convertida lentamente em
nanoparticulas a partir da evaporagdo do solvente e precipitacdo do material polimérico,
que pode ser recuperado por ultracentrifugacdo. Comumente, os solventes utilizados séo
o cloroférmio ou o diclorometano, o que é bastante controverso por conta de questdes
toxicoldgicas e de seguranca (CRUCHO; BARROS, 2017; EL-SAY; EL-SAWY, 2017).
Por isso, uma grande tendéncia € a substituicdo desses solventes por outros mais

ambientalmente corretos e biocompativeis, como acetato de etila e acetona.

Ja a sintese de nanoparticulas a partir de reacBes de polimerizacdo viabiliza
diferentes técnicas de preparo, como as reacGes em emulsdo, em miniemulsdo, em
microemulsdo, sem surfactante e interfacial (CRUCHO; BARROS, 2017; EL-SAY; EL-
SAWY, 2017). Entre essas, a polimerizacdo em emulsdo apresenta grande destaque na
literatura, ja que a principal vantagem dessa técnica esta associada ao uso de &gua como
meio dispersante. Esse fato apresenta beneficios ndo s6 do ponto de vista operacional,
devido a facilidade de controle, mas também quanto a aplicabilidade do nanossistema, ja
que ¢ utilizado um solvente ndo toxico. A depender da quantidade de surfactante e de
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outros componentes usados, podem ser definidas diferentes estratégias de polimerizacao
em emulsdo (EL-SAY; EL-SAWY, 2017; GHARIEH et al., 2019).

A polimerizacao parte de uma emulsdo inicial, em que um liquido é disperso na
forma de gotas em um segundo liquido, em que a imiscibilidade é parcial ou total, com o
auxilio de surfactantes. Essas moléculas anfifilicas promovem a estabilidade da mistura
por meio da reducao da tensdo interfacial entre os dois liquidos. Dependendo do tamanho
de gota formado, a emulsdo pode ser classificada como nanoemulsdo, miniemulsdo ou
macroemulsdo (CRUCHO; BARROS, 2017). Entre essas, destaca-se a polimerizagdo em

miniemulsdo por conta das muitas vantagens operacionais intrinsecas.

A técnica de polimerizacdo em miniemulsdo é geralmente caracterizada pela
dispersdo inicial de goticulas de monémero em fase aquosa por meio da aplicacéo de
técnicas de alto cisalhamento, como sonificacdo ou homogeneizacao de alta pressdo. As
goticulas sdo estabilizadas por surfactantes e podem entdo ser polimerizadas com 0 uso
de iniciadores radicalares soliveis na fase aquosa ou organica. Como as goticulas
formadas apresentam tamanhos muito reduzidos e altas areas especificas, iniciadores
hidrossollveis podem adentrar nas gotas de monémero dispersas no meio agquoso
(nucleacdo direta), enquanto iniciadores lipossollveis iniciam a polimerizacao
diretamente nas gotas que os contém (nucleacdo das gotas). A reacdo se processa entao
de forma isolada em cada goticula, de forma que cada gota se comporta como um “nano-
reator” (ANTONIETTI; LANDFESTER, 2002; ASUA, 2002). Um esquema do

mecanismo da polimerizacdo em miniemulsdo esta ilustrado na Figura 2.4.
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Figura 2.4. Esquema representativo da metodologia de polimerizacdo em
miniemulsdo. Adaptado de ANTONIETTI e LANDFESTER (2002).

Para o0 sucesso da polimerizacdo em miniemulsdo, devem ser evitados o0s
fendmenos que levam a desestabilizacdo do sistema: a coalescéncia de gotas e a
degradacéo difusional (Ostwald ripening). A coalescéncia pode ser controlada por meio
do uso eficiente de surfactantes. J& o Ostwald ripening, caracterizado pela difusdo de
moléculas de monémero de gotas menores para maiores, demanda o controle de pressao
osmotica por meio da adicdo de um composto insolivel em agua chamado de co-
estabilizante (LANDFESTER, 2001). Entre os co-estabilizantes mais usados na literatura
estdo o n-hexadecano e o alcool cetilico. Por se basear no mecanismo de nucleagdo direta,
a quantidade de surfactantes pode ser reduzida em relacdo a usada no processo classico
de polimerizacdo em emulsdo, em que a nucleacdo é feita em micelas de surfactante
inchadas com o mondmero, caracterizando uma grande vantagem do processo
(ANTONIETTI; LANDFESTER, 2002; ASUA, 2002; GHARIEH et al., 2019).

A etapa de formacéo das gotas iniciais de mondmero, denominada emulsificacao,
é fundamental para determinar o didmetro médio e distribuicdo de tamanho das
nanoparticulas poliméricas sintetizadas. Alem disso, o didmetro médio das goticulas

também pode ser associado a fragdo orgéanica usada, a solubilidade do monémero na agua
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e a concentracdo de surfactantes. A estabilidade coloidal também é fortemente
influenciada pelo tipo e concentragdo de surfactante. Além disso, o co-estabilizante e o
uso de homogeneizagdo adequada permitem a conducdo da reacdo de forma estavel
(ANTONIETTI; LANDFESTER, 2002; ASUA, 2002; CRUCHO; BARROS, 2017).
Assim, a técnica de polimerizacdo em miniemulsdo é um processo multifatorial
dependente da formulacdo escolhida, do método de emulsificacdo adotado e do tempo

reacional.

Entre as técnicas de sintese de nanoparticulas discutidas, a polimerizacdo em
emulsdo e miniemulsdo se destacam por serem reprodutiveis, versateis (em termos de
iniciadores) e por utilizarem agua como fase dispersa. Em especial, a metodologia de
miniemulsdo apresenta varias vantagens operacionais, como a reducdo do uso de
surfactantes, facil controle térmico e facilidade de encapsulamento de ativos in situ
(principalmente com baixa solubilidade na &gua) a partir da mistura prévia do ativo com
as gotas de mondmero originais. Dessa forma, a técnica de polimerizagdo em
miniemulsdo destaca-se na area de producdo eficiente de nanoparticulas poliméricas.
Diferentes propriedades fisico-quimicas sdo facilmente alcancaveis por meio da mudanca
das condicGes de polimerizacdo ou copolimerizacdo, esta Ultima constituindo uma

importante estratégia para funcionalizagdo de nanocarreadores.

2.4.3 Funcionalizacdo de nanoparticulas

O uso de nanoparticulas como carreadores de farmacos constitui uma estratégia
promissora com vantagens singulares, entre elas o direcionamento especifico.
Nanoparticulas com didmetros na faixa entre 10 a 500 nm apresentam caracteristicas de
sinalizacdo passiva devido ao acumulo preferencial em regides altamente vascularizadas.
Este efeito, chamado de efeito de permeabilidade e retencdo (EPR), pode contribuir para
o tratamento local de tumores e canceres, j& que 0 surgimento de novos vasos €
intensificado pelo desenvolvimento celular descontrolado. Entretanto, o tratamento de
doencas baseados no efeito EPR ainda ndo € totalmente compreendido e pode ser
considerado ineficiente (FRIEDMAN et al., 2013; KIM et al., 2009).

Portanto, o aumento da seletividade dos nanocarreadores ainda constitui um
importante desafio na rea da nanomedicina para aumentar a eficacia e minimizar efeitos

adversos em tecidos saudaveis. A funcionalizacdo de nanoparticulas pode ser retratada
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como uma técnica promissora para aumentar a seletividade dos nanocarreadores, pois
promove a conjugacdo de ligantes de interesse em nanoparticulas, possibilitando o
direcionamento seletivo do nanossistema (ELSABAHY; WOOLEY, 2012; FRIEDMAN
et al., 2013; KIM. et al., 2009).

De acordo com a ISO/TS 80004-8:2013, o termo “funcionalizagdo de superficie”
pode ser definido como “processo quimico que age sobre uma superficie para conferir
uma funcionalidade quimica ou fisica especifica” (INTERNATIONAL
ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2013). Em particular, a modificacdo
superficial de nanoparticulas permite adicionar fungdes previamente indisponiveis,
aprimorando a capacidade de internalizacdo celular, a ndo toxicidade e o reconhecimento
seletivo e especifico de nanossistemas (MOUT et al., 2012). Existe uma ampla variedade
de ligantes de interesse que podem ser utilizados para funcionalizacdo de nanoparticulas,
como anticorpos, carboidratos, aptdmeros, dendrimeros, polimeros, surfactantes,
biomoléculas e outras moléculas menores (KIM et al., 2009; MOUT et al., 2012). As
principais metodologias utilizadas para imobilizacdo de biomoléculas em superficies
poliméricas (Figura 2.5) sdo a adsorcdo por interacdo eletrostatica, a interacdo por
afinidade e a formacéo de ligacéo covalente (GODDARD; HOTCHKISS, 2007).

22



Interacdo eletrostatica Interacao por afinidade Ligacio covalente

+ +
+ + + +
+77+ 7

[suporte ]
Q composte bicativo I:(}j avidina [ bictina

+ - espécies carregadas H ? H B grupos funcionais reativos

Figura 2.5. Principais mecanismos de imobilizacdo de biomoléculas em
superficies poliméricas. Adaptado de GODDARD e HOTCHKISS (2007).

A técnica de funcionalizacdo mais aplicada € a conjugacao quimica por meio da
formagéo de ligacGes covalentes. Essa metodologia permite estabelecer uma ligagdo mais
estavel entre a biomolécula e o suporte, permitindo aumentar o tempo de meia vida e
proteger fisicamente a biomolécula imobilizada. Para possibilitar a conexao covalente, é
necessario que a superficie da nanoparticula possua grupos funcionais que possam ser
usados na ligacdo com a biomolécula de interesse (FRIEDMAN et al., 2013;
GODDARD; HOTCHKISS, 2007).

Algumas técnicas quimicas podem ser usadas para introduzir grupos funcionais
em materiais poliméricos, como as metodologias de quimica Umida, de imobilizacdo de
organo-silanos, de tratamento com gases ionizante, de uso de radiacdo UV, entre outras
(GODDARD; HOTCHKISS, 2007). Entretanto, essas técnicas podem néo ser efetivas
por conta do baixo rendimento em grupos funcionais e a sensibilidade biol6gica da
biomolécula de interesse (GODDARD; HOTCHKISS, 2007). Por essa razdo, estratégias
baseadas no uso de enxertos intermediarios (ou pontes), que podem reagir com a
biomolécula e com a superficie polimérica, vém sendo utilizadas (GODDARD;
HOTCHKISS, 2007).

GODDARD E HOTCHKISS (2007) destacaram 0 uso do acido acrilico (AA)
como agente polifuncional em varios estudos realizados com o objetivo de incorporar 0s
grupos carboxilicos em superficies poliméricas (GODDARD; HOTCHKISS, 2007). A
adicdo de metacrilato de 2-hidroxietila (HEMA) também é descrita como uma técnica
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adequada para a introducdo de terminacGes funcionais para posterior funcionalizacdo com
elevada biocompatibilidade (GODDARD; HOTCHKISS, 2007). De fato, a
copolimerizagdo de mondmeros com grupos quimicos reativos constitui uma estratégia
interessante para sintese de latexes poliméricos funcionalizados (GODDARD;
HOTCHKISS, 2007; PICHOT, 1990). O uso de copolimeros de P(MMA-AA) para
adsorcdo quimica de aminoacidos, proteinas e peptideos ja foi validado na literatura, com
resultados satisfatorios (CAMPOS et al., 2016; MANGIA et al., 2021). Adicionalmente,
o melhoramento da biocompatibilidade da nanoparticula a partir da introducdo de
comondmeros hidrofilicos, como 0 AA e 0o HEMA, (HERMANSON, 2008), justificam o
uso como sitios reativos disponiveis para imobilizacdo de biomoléculas com elevada

relevancia para aplicacGes biomédicas.

A escolha do agente quimico mais adequado depende da natureza da biomolécula
e do grupo funcional inserido no suporte polimérico e das condi¢Bes da bioconjugacao,
como pH, temperatura e solubilidade dos compostos no meio (GODDARD;
HOTCHKISS, 2007). O agente intermediario mais utilizado para reagir com grupamentos
acidos ¢ a 1-etil-3-(3-dimetil-amino-propil)carbodiimida (EDC), que permite a formacéo
de uma ligacgdo peptidica entre o grupo amino da biomolécula e o grupo acido do suporte.
Esse reagente apresenta a vantagem de produzir subprodutos hidrossollveis e néo
requerer o uso de solventes organicos (HERMANSON et al., 1992). Especialmente no
campo de direcionamento ativo ao cérebro, varias biomoléculas e agentes intermediarios
ja foram descritos na literatura. A Tabela 2.1 aponta alguns estudos conduzidos com

nanoparticulas poliméricas e 0s provaveis mecanismos de transporte envolvidos.
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Tabela 2.1. Exemplos de direcionamento ativo de nanoparticulas poliméricas para
entrega de ativos ao cérebro.

Ligante/ Nanoparticula

Ativo Resultados
. Agente de € Agent_e de~ Terapéutico in vitro/in vivo
direcionamento funcionalizacdo
Transcitose mediada por adsor¢éo
Peptideo
trans-ativador de PEG-colesterol Funcionalizacdo com
transcricdo (TAT) Ciprofloxacina TAT aumentou a
EDC captacao celular em
(LIU et al., 2008) neuronios
Albumina (BSA) Poliisopreno Ligacéo covalente com
a2-macroglobulina o2 aumentou
fetuina A EDC Adenosina significativamente a
Adsorcao fisica captacdo celular

(COXetal., 2019)
Transcitose mediada por transportador

. Funcionalizacao
Lectina ¢

PEG-PLGA aumentou de 1,5a3x a
(PIAZZA et al., S Haloperidol ?gncentra(;éo d_o~
2014) -iminotiolano farmaco na regiao de
interesse
Encapsulamento
aumentou estabilidade
Lecitina PEG-PLGA Peptideo do ativo e
intestinal funcionalizacdo
(GAO et al., 2007) 2-iminotiolano vasoativo aumentou
concentracdo em
tecido cerebral
Transcitose mediada por receptor
Anticorpo

Maior expresséo de

monoclonal (8D3) PLGA-Tween80 ; .
particulas no cérebro

Loperamida uando
(FORNAGUERA EDC ?uncionalizadas
et al., 2015)
] PEG-albumina . ,
Transferrina Maior acumulo no

N-succinimidil 3-(2-  Azidotimidina cérebro de particulas

(MISHRA et al., iridilditio)propionato funcionalizadas
2006) P (Spgp)p ' mesmo apos 4h
Tween80 e Efeito clinico foi mais
apolipoproteina expressado com
B/E PBCA . vetores
Dalargina ou funcionalizados
P loperamida O
(KREUTER et al., Adsorcao fisica principalmente com
2002) Tween80 que é um

ancorador de proteinas
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Os exemplos apresentados na Tabela 2.1 confirmam o sucesso do uso do agente
EDC para funcionalizacdo de nanoparticulas poliméricas na area de sinalizacédo ativa para
0 cérebro. Além disso, os estudos mostram a variedade de ligantes que estdo sendo
explorados com o objetivo de permitir a passagem pela BHE. De acordo com KREUTER
(2014), o mecanismo de transporte mais atuante para captacdo de nanoparticulas pela
BHE é o da transcitose mediada por receptor (KREUTER, 2014). Por isso, a estratégia de
funcionalizagdo com ligantes especificos pode permitir maior permeabilidade e,
consequentemente, mais elevada concentracdo de nanoparticulas no interior do cerebro
(SARAIVA et al., 2016).

Receptores de transferrina podem ser ativados pelo uso de transferrina ligante
enddgena ou anticorpos relacionados a esses compostos; ja para os receptores de insulina,
podem ser usados anticorpos humanos ou quiméricos (GABATHULER, 2010;
SARAIVA et al., 2016). Outro receptor proposto é o de lipoproteinas de baixa densidade
devido a ampla variedade de moléculas que podem ser utilizadas, como apoE
(apolipoproteina E), a2M (a2 macroglobulina), APP (proteina precursora amiloide), entre
outras (GABATHULER, 2010). Além disso, 0 uso de surfactantes para revestimento de
nanoparticulas, como o Tween80, ja foi reportado como estratégia capaz de permitir a
passagem pela BHE. A hip6tese seria de que o surfactante permite a adsorcédo de proteinas
(como as apolipoproteinas) que encontram receptores expressos na BHE, facilitando a
passagem das nanoparticulas pela barreira biologica (KREUTER, 2001; SARAIVA et al.,
2016). Outra abordagem também descrita € o uso de peptideos.

O uso de peptideos como vetores moleculares apresenta algumas vantagens em
comparagdo ao uso de anticorpos, como baixa complexidade, reduzida imunogenicidade
e custo de producdo mais acessivel (OLLER-SALVIA et al., 2016). Os chamados
peptideos célula-penetrante (CPP) sdo peptideos com até 30 aminoacidos de
comprimento, com carga positiva, natureza anfifilica e grande capacidade de interacdo
com membranas lipidicas. Devido a natureza intrinseca, estes peptideos apresentam alta
capacidade de passagem por membranas celulares, permitindo captacao independente do
uso de receptores celulares. Entre os CPPs avaliados como estratégia de vetorizacao para
0 cérebro estdo o trans-ativador de transcrigdo (TAT), Angiopep-2, glutationa (GSH),
penetratina, glicoproteina do virus da raiva (RVG), entre outros (CHEN ; LIU, 2012;
OLLER-SALVIA etal., 2016; ZOU et al., 2013).
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Com base no que foi exposto, o uso de metodologias de funcionalizagcdo de
nanoparticulas, principalmente as estratégias com vinculos covalentes, permitem
incorporacdo de novas propriedades, como a capacidade de vetorizagdo especifica. No
campo do direcionamento para o cerebro, vem sendo estudado o uso de diferentes
biomoléculas, desde peptideos até proteinas complexas. Ao utilizar estes ligantes, as
nanoparticulas podem estar sujeitas a mecanismos de transporte especificos atraves da
BHE, possibilitando a aplicagdo de concentracfes mais elevadas do farmaco no cérebro,

sustentadas por maiores periodos.

2.4.4 Mecanismos de liberacdo controlada em nanoparticulas

Nanocarreadores permitem controlar a liberacdo espacial e temporal de farmacos
encapsulados, tornando a estratégia terapéutica mais eficiente e reduzindo efeitos
adversos. O controle espacial ocorre por meio do efeito EPR e de estratégias de
sinalizacdo ativa, com uso de ligantes especificos, como ja introduzido anteriormente. A
modulacdo de liberacdo do ativo visa a manutencdo da concentracdo do farmaco no
sangue/tecido alvo em uma faixa especifica (chamada de janela terapéutica), a fim de
garantir a acdo terapéutica eficiente sem niveis toxicos (LEE; YEO, 2015; SON et al.,
2017).

Apo6s a administracdo de um farmaco, a concentracdo se eleva na corrente
sanguinea (Figura 2.6). Em sistemas de liberacao tradicionais, apds a administracdo de
farmaco em dose alta e Unica com janela terapéutica estreita, a concentra¢do sanguinea
pode aumentar rapidamente e ultrapassar niveis toxicos, decaindo rapidamente abaixo dos
niveis terapéuticos necessarios. O uso de doses multiplas permite minimizar a flutuacéo
de concentracdo, mas pode gerar desconforto ao paciente. Por isso, procura-se

desenvolver uma estratégia de liberacdo modificada baseada na libera¢do continua e
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controlada do farmaco (chamada liberacdo ordem zero), utilizando baixa frequéncia de
dosagem (LEE; YEO, 2015; SON et al., 2017).
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% | por dose multipla
A . ~
g AN Liberacdo controlada
L) 1 .
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Figura 2.6. Perfis caracteristicos de liberagdo de farmacos.
Adaptado de LEE e YEO (2015).

Nanocarreadores apresentam alta &rea especifica e reduzida distancia de difus&o,
0 que modifica o controle de liberacdo de ativos encapsulados, em comparagdo com
carreadores classicos. Além disso, a liberacdo do nanocarreador é influenciada por
diversos fatores, como composicdo do sistema (polimero, fArmaco e excipiente), tipo de
interacdo entre os componentes (fisica ou quimica), metodologia de producdo do
nanossistema, entre outros (LEE; YEO, 2015; SON et al., 2017).

A cinética de liberacdo pode ser controlada por diferentes mecanismos, como
ilustrado na Figura 2.7: (i) difusdo do farmaco através da matriz, (ii) efeito de solvente na
matriz, (iii) reacdo quimica/degradacdo do material do carreador e, (iv) uso de estimulos
externos (PATRA et al., 2018; SON et al., 2017; YAO; WEIYUAN, 2010).
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Figura 2.7. Representacdo dos mecanismos de liberacdo de farmacos em
nanoparticulas. Adaptado de LEE e YEO (2015).

O mecanismo de liberacdo por difusdo ocorre em casos em que o farmaco se
encontra disperso ou dissolvido no material do nanocarreador. A liberagéo é regida por
gradiente de concentracdo de farmaco, que se difunde através do material do carreador
até liberacdo no meio (LEE; YEO, 2015; SON et al., 2017). Entretanto, o uso de solventes

também pode afetar a liberacdo de farmacos internalizados em nanocarreadores.

Os solventes podem induzir o inchamento do material e/ou modificar a presséo
osmotica do sistema. Carreadores feitos a partir de membranas poliméricas
semipermeaveis podem apresentar liberacdo por osmose, ja que a &gua pode penetrar no
nanocarreador, levando o farmaco de uma regido interna mais concentrada para uma
regido mais externa e menos concentrada. Assim, a agua pode intensificar a liberacdo a
favor do gradiente de concentracdo (LEE; YEO, 2015; SON et al., 2017). Ja o inchamento
pode ocorrer quando sistemas poliméricos hidrossollveis sdo usados. O efeito € dubio e
pode ser antag6nico: o inchamento pode aumentar o comprimento da rota difusiva,
reduzindo o gradiente de concentracéo e, portanto, diminuindo a velocidade de liberacao;
mas o inchamento também pode aumentar a mobilidade de cadeia da matriz polimérica,
aumentando a mobilidade do farmaco e, consequentemente, elevando a taxa de liberagéo
(SIEPMANN; SIEPMANN, 2008). A liberacdo do farmaco é dependente da taxa de
difusdo de agua e da taxa de relaxamento das cadeias dos polimeros (LEE; YEO, 2015;
SIEPMANN; SIEPMANN, 2008; SON et al., 2017). A maior mobilidade de cadeia
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também pode estar presente em polimeros que sofram transi¢cBes do tipo vitreo-gel,
podendo acelerar a difuséo do ativo encapsulado (FAN; SINGH, 1989; LANDFESTER,
2009; SIEPMANN; SIEPMANN, 2008).

A erosdo ou a decomposi¢do da matriz polimérica também pode constituir um tipo
de mecanismo para a liberacao de farmacos quando polimeros biodegradaveis séo usados.
Reacbes enzimaticas ou de hidrdlise modificam a estrutura do nanocarreador,
possibilitando a liberagdo de ativos encapsulados. A cinética de liberacdo é influenciada
pela taxa de degradacdo do polimero, massa molar do material, composi¢do quimica e
cristalinidade do sistema. No caso das nanoparticulas, o diametro reduzido da particula e
a elevada taxa de difusdo da agua podem levar a uma biodegradagdo continua e acelerada
(LEE; YEO, 2015; SON et al., 2017).

O uso de estimulos internos e externos, como temperatura, pH, forca idnica e
campos magnéticos e elétricos, pode também impactar a velocidade de liberagcdo de
farmacos internalizados em materiais sensiveis. A possibilidade de localizar esses
estimulos em regides especificas permite que a liberacdo do ativo seja alvo-especifica,
como no caso de tratamento de tumores (LEE; YEO, 2015; SON et al., 2017). WANG et
al. (2016) reduziram significativamente a viabilidade de células tumorais ao combinar o
efeito fototérmico com a liberacdo estimulada por infravermelho de paclitaxel, utilizando
um nanocomposito a base de magnetita, pontos quanticos de carbono e silica (WANG et
al., 2016).

Em geral, mais de um mecanismo pode atuar em um mesmo nanocarreador. No
caso de nanoparticulas poliméricas, 0s mecanismos mais comuns sdo degradacdo da
matriz e difusdo do farmaco. Entretanto, modificagdes estruturais, como reticulacéo, uso
de uma matriz de hidrogel e recobrimento da particula com barreiras semipermeaveis,

podem ser usadas para retardar a liberacdo de farmacos (LEE; YEO, 2015).

Tratando-se de aplicacdes farmacéuticas, determinar a seguranca e eficacia de um
produto séo cruciais. Assim, elucidar e avaliar a cinética de liberacdo do farmaco fornece
informagdes criticas acerca da dosagem e do desempenho como estratégia terapéutica
(D’SOUZA, 2014, SHEN; BURGESS, 2013). Para isso, podem ser utilizadas
metodologias in vivo ou in vitro, sendo esta ultima preferivel, ja que apresenta varias

vantagens intrinsecas, como rapidez, uso de materiais mais acessiveis e nao utilizagdo de
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modelos animais e testes clinicos para realizacdo de testes de desempenho (D’SOUZA,
2014)

Testes de liberacdo in vitro sdo ferramentas analiticas excelentes para investigacao
de qualidade e previsdo de comportamento in vivo. Estes tipos de ensaio ja séo
comumente utilizados para muitas formulagBes tradicionais, como cépsulas,
comprimidos, injetaveis, entre outros (D’SOUZA, 2014). Para nanoformulacdes, ndo
existem padrdes ou regulacGes bem estabelecidos até 0 momento, apesar dos recentes
avancos e desenvolvimentos na area de nanofarmacos. Por isso, varios métodos de
liberagéo in vitro tém sido utilizados e relatados (D’SOUZA, 2014; SHEN; BURGESS,
2013).

A avaliacdo da liberagdo de farmacos pode ser realizada com auxilio de diferentes
técnicas, sendo as mais comuns as técnicas de amostragem, fluxo continuo e membranas
de dialise. Além da metodologia, as escolhas do equipamento, dos parametros da analise
e da composicdo do meio de liberacdo sdo também variaveis muito importantes para
simular as condi¢Bes encontradas em ensaios in vivo (D’SOUZA, 2014; SHEN;
BURGESS, 2013). A solubilidade e a estabilidade do farmaco, o pH do meio, a
temperatura e a velocidade de agitacéo sdo alguns dos parametros que devem ser levados
em consideracdo na realizacdo desse tipo de teste e que elevam enormemente a
complexidade do ensaio fisico-quimico (ABOUELMAGD et al., 2015). H& ainda a
necessidade adicional de fazer o tratamento matematico dos dados para compreender o
mecanismo de liberagdo das nanoformulagdes (D’SOUZA, 2014).

Diferentes modelos matematicos foram descritos na literatura para representar os
mecanismos envolvidos no controle de liberacdo e fazer previsbes matematicas dos
desempenhos desses sistemas de liberacdo (considerando composic¢do, dimensdo e
geometria para almejar certo tipo de administracdo e dosagem). Dessa forma, os modelos
matematicos podem constituir importantes ferramentas que podem contribuir com a
melhoria da seguranca de novos tratamentos e com a reducdo de tempo e custos para
criagdo e otimizagdo de novos medicamentos (D’SOUZA, 2014; SIEPMANN;
SIEPMANN, 2008). Os principais modelos matematicos e suas caracteristicas estdo

dispostos na Tabela 2.2 .
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Tabela 2.2. Principais modelos matematicos e suas caracteristicas para
modelagem de perfis de liberacéo.

Modelo matematico Consideracoes
Ordem Zero
Q =kt + Q, Liberagdo constante de farmaco

Ideal para sistemas de liberacdo prolongada
(BRUSCHI, 2015)

Primeira Ordem

Q = Qoe™ Liberacéo dependente da concentracdo
(BRUSCHI, 2015)

Hixson-Crowell

QY3 =kt + Q)° Sistemas particulados esféricos

_ Alteracdo de area especifica
(HIXSON; CROWELL, Liberacdo controlada por dissolucéo

1931)
Higuchi Sistemas planares
0= kvt FéNrmaco _homogeneamente disper~so em matriz sélida
N&o considera inchamento e eroséo
(HIGUCHI, 1963) Liberacdo controlada por difuséo

Baker-Lonsdale ] -
Sistemas esféricos

E[l —(1-Q)*P|-Q=kt Farmaco homogeneamente disperso em matriz sélida
2 Usado para microparticulados
(BRUSCHI, 2015) Liberag&o controlada por difuséo
Korsmeyer-Peppas Equacdo semiempirica
0 = kt" Sistemas de diferentes geometrias

Expoente “n” caracteriza o mecanismo de transporte
(KORSMEYER et al., 1983; Liberagéo controlada por difuséo,

, inchamento/relaxamento de cadeias poliméricas ou
RITGER; PEPPAS, 1987a, b) transporte anomalo
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Modelo matemaético Consideracdes

Weibull
b Adaptacdo da equacdo empirica de distribuicdo de
_ 100 (1 exp lﬂ ) probabilidade
a Carater descritivo e comparativo
Representa a fracdo acumulada do farmaco liberado

S

(LANGENBUCHER, 1972)

Hopfenberg
kt 1"
0=1-[1-— . | |
QoTo Sistemas de diferentes geometrias

e

(HOPFENBERG, 1976; Expoente “n” caracteriza a geometria
' ' Considera erosao da matriz
KATZHENDLER et al.,

1997)
Sendo: Q = quantidade de farmaco liberada (%) no tempo t, Qo = valor inicial de Q, t =

tempo, k,n,a,b = constantes, ro = raio inicial

Portanto, 0 uso de nanoparticulas poliméricas como carreadores de farmacos
permite modulacdo da liberagdo na corrente sanguinea, constituindo uma vantagem
consideravel em relacdo as terapias tradicionais, como ja relatado previamente. Apesar
dos diferentes tipos de mecanismos associados a liberacdo de farmacos, a difusdo e a
degradacdo da matriz sdo os mais comumente encontrados quando nanoparticulas
poliméricas sdo utilizadas. As caracteristicas fisico-quimicas do polimero e do farmaco
(cristalino/amorfo, dispersdo molecular, estado vitreo/elastomérico) sdo importantes
fatores atuantes no mecanismo de liberacao, impactando a escolha do nanocarreador mais
adequado. O uso de ensaios in vitro para determinacao da cinética de liberacéo é, portanto,
de extrema relevancia para avaliacdo de desempenho como nanocarreador de liberagdo

continuada.

2.4.5 Avaliacdo da resposta bioldgica de nanoparticulas
Ao visar 0 uso de nanoparticulas poliméricas como carreadores de farmacos,

deve-se atentar para 0 comportamento dos nanossistemas quando em contato com o
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sistema biologico. A elevada energia livre de superficie, dado o tamanho reduzido dos
nanocarreadores, promove diferentes interacBes quimicas e fisicas em ambientes
bioldgicos, podendo induzir respostas diferenciadas (BAHADAR et al., 2016; CHO et
al., 2013; JONES; GRAINGER, 2009). Algumas interacbes de interesse sdo
internalizacdo celular, alteragdes em cascatas de sinalizacdo, producdo de metabdlitos
toxicos, regulacdo génica, entre outras. Até o momento, ndo existe qualquer consenso
acerca da toxicidade e riscos associados aos nanomateriais (JONES; GRAINGER, 2009).
Por isso, os efeitos biologicos de nanoparticulas sdo testados primeiramente em modelos
de cultura celulares e modelos in vitro, antes da realizacdo de ensaios in vivo (CHO et al.,
2013).

Culturas celulares capazes de formar monocamadas (2D) sdo frequentemente
usadas para avaliar temas centrais como a captacao celular, a morfologia e o fenétipo
celular, o estresse celular, a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a
viabilidade celular (CHO et al., 2013; JONES; GRAINGER, 2009). As técnicas de
microscopia confocal e de citometria de fluxo tém sido constantemente utilizadas para
localizacdo de nanoparticulas previamente marcadas com agentes fluorescentes,
possibilitando avaliar a internalizagdo celular e estudar mecanismos de transporte celular
(CHO et al., 2013). ROS séo produzidas naturalmente como uma resposta inflamatéria
ou de estresse celular; por isso, metodologias que quantifiquem esses marcadores, como
0 ensaio de glutationa, constituem importantes ferramentas para avaliar a viabilidade e a
morte celular (JONES; GRAINGER, 2009). Além disso, a toxicidade do nanomaterial
pode também ser avaliada por outras metodologias de atividades metabdlicas (alteracdes
em cascatas de sinalizacdo, transportes intracelulares e regulacGes genéticas, por
exemplo) e integridade celular (como perturbacdes na estrutura da membrana e efeitos de
apoptose) com métodos colorimétricos de elevada precisao e rapidez (CHO et al., 2013;
JONES; GRAINGER, 2009; KROLL et al., 2009).

Os ensaios de cultura 2D podem ser conduzidos com diferentes linhagens comerciais
ou primarias. As linhagens mais utilizadas sdo as células fagociticas, para mimetizar o
comportamento do sistema imunoldgico; as células hepaticas e globulos vermelhos, para
verificacdo de toxicidade em circulacdo sanguinea; as células epiteliais e endoteliais, para
avaliar o transporte de nanocarreadores através de barreiras fisioldgicas seletivas; e as células
cancerigenas, como modelos de aplicacdo terapéutica sitio-dirigida (JONES; GRAINGER,

2009). Entretanto, em alguns casos o uso de culturas celulares 2D pode ser limitante para
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representacdo de algumas propriedades geométricas e mecéanicas. Por isso, hd uma grande
tendéncia para busca e uso de modelos celulares 3D para melhor mimetizar a complexidade
das interagOes célula-célula. Os modelos de culturas de célula 3D mais comumente utilizados
sdo: (i) células cultivadas em estruturas poliméricas (scaffolds), (ii) esferoides
multicelulares, (iii) combinacdo de esferdides e scaffolds,e (iv) modelos de células
multicamadas (CHO et al., 2013). Adicionalmente, a emergéncia da tecnologia de
microfluidica e 6rgaos-em-chip acrescenta novas possibilidades de estudos na avaliacdo

de nanomateriais para prevencdo e diagnéstico de doencas (CHEN et al., 2021).

Apos caracterizagdo do comportamento in vitro, nanomateriais podem ser testados
in vivo para confirmacdo da seguranca do uso e eficicia terapéutica. Os ensaios
toxicoldgicos permitem avaliar efeitos em mecanismos moleculares e possiveis alvos de
toxicidade induzida pelo uso de materiais ndo enddgenos. Varias metodologias podem ser
utilizadas para identificacdo de agdes toxicoldgicas: estudos de genotoxicidade, avaliagdo
de potencial carcinogénico, deteccdo de efeitos no desenvolvimento embrionario, ensaios
de imunotoxicidade, entre outros (CHO et al., 2013; ROMERO-CASTILLO et al., 2017).
O uso de modelos animais permite mimetizar as condi¢Oes de uma doenca, possibilitando
antecipar resultados terapéuticos em humanos, sendo, portanto, cruciais para

determinacéo da evolucdo dos testes para ensaios clinicos (CHO et al., 2013).

Entretanto, cabe ressaltar que ainda existem alguns importantes desafios no
campo da avaliagdo da toxicidade de nanomateriais. Devido a grande variedade das
linhagens celulares e dos nanomateriais, ainda ndo existe uma metodologia padrdo para
conducdo de ensaios in vitro com nanoparticulas voltadas para aplicacdes biomédicas
(JONES; GRAINGER, 2009; KROLL et al., 2009). Além disso, modelos animais tém
sido repetidamente contestados quanto a relevancia para as doencas humanas e a
capacidade de replicar a progressdo de uma doenca especifica (CHO et al., 2013). Ambas
as questdes ilustram a notavel necessidade de criar metodologias e padrdes, com o
objetivo de obter informagdes e conclusdes confidveis. Por isso, ressalta-se a importancia
fundamental de conduzir estudos de toxicidade para avaliar o potencial de utilizagédo das

nanoparticulas como estratégia para o tratamento e prevencao de doencas.
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2.5 Nanoparticulas poliméricas carreadoras de rivastigmina

Com base no exposto, sdo notorias as vantagens da aplicacdo de nanotecnologias
para no campo de tratamento e diagnostico da doenca de Alzheimer. De fato, o interesse
nesta area pode ser corroborado a partir da investigacdo de artigos de pesquisa originais
utilizando os termos “nanoparticle*” AND “Alzheimer’s disease” na base de dados
SCOPUS nos ultimos 20 anos (Figura 2.8). Os resultados confirmam o elevado interesse
académico na é&rea, observado a partir do crescimento acelerado do numero de
publicacBes no tema, que chegam a superar centenas de documentos anuais (Figura 2.7 —
A). Ao analisar os paises de origem, os trés maiores nimeros sdo atribuidos a paises com
grande populagdo, talvez devido & questdo social e econdbmica envolvida no tratamento
da doenca de Alzheimer (Figura 2.7 — B). O Brasil também estd presente no ranking,
empatado em 20° lugar, mostrando também um interesse nacional neste campo.

Entretanto, o termo “nanoparticle” nio é exclusivo aos materiais poliméricos.
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Figura 2.8. Resultados da pesquisa bibliografica para o numero de documentos
originais publicados para nanoparticulas e doenga de Alzheimer na base de dados SCOPUS no

periodo compreendido entre 2002 e 2022.

De fato, os resultados deste levantamento apresentam estudos conduzidos com
nanoparticulas metélicas, poliméricas, magnéticas e outras no tratamento ou diagnostico

da doenca de Alzheimer. Além disso, os estudos corroboram as tendéncias j& apresentadas
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na Secdo 2.2, ja que os alvos das pesquisas sao, em sua maioria, as proteinas amiloides e
tau. Tendo em vista o insucesso de ensaios clinicos nesse campo, associado ao fato de
que o desenvolvimento de um novo medicamento demandaria ainda extensos anos de

investigacdo e aprovacdo, pode-se inferir que essas tecnologias sdo ainda muito imaturas.

Por isso, sabendo-se que j& existem medicamentos aprovados pela FDA para o
tratamento de Alzheimer, o encapsulamento desses farmacos em nanocarreadores
poliméricos pode ser especialmente benéfico em relacdo ao acesso especifico e a
liberacdo controlada de farmacos, respeitando a janela terapéutica, reduzindo efeitos
adversos e potencializando as estratégias convencionais. Nesse contexto, o0
encapsulamento de rivastigmina mostra-se atrativo devido a eficacia da molécula
(ROSLER et al., 1999) e a algumas vantagens ja discutidas anteriormente, como a sua
regiosseletividade (KANDIAH et al., 2017).

A rivastigmina é um inibidor pseudo-irreversivel enzimatico que pode ser
encontrado na forma de base livre ou de sal, sendo este ultimo frequentemente usado nas
formulagdes comerciais orais, ou como adesivos transdérmicos (ANNICCHIARICO et
al., 2007; PARDO-MORENQO et al., 2022). O encapsulamento de rivastigmina procura
principalmente aumentar a baixa biodisponibilidade no cérebro ap6s metabolismo no
figado, dada a natureza hidrofilica, assim como reduzir os efeitos adversos associados e
intensificar o direcionamento ao cérebro (ROMPICHERLA et al., 2021). As principais
lacunas neste campo podem ser compreendidas a partir de um levantamento da literatura

sobre o0 assunto.

Realizando uma pesquisa na base SCOPUS com os termos “rivastigmine” AND
“nanoparticle”, sem restricdo de datas, mas excluindo artigos no formato review, foram
obtidos apenas 80 artigos originais, sugerindo o pequeno nimero de publicacdes nessa
area especifica do conhecimento. Destes 80, foram excluidos os documentos do tipo
levantamento bibliografico, simulagdes matematicas, e aqueles que ndo realizaram
estudos de encapsulamento, resultando, assim, em um total de 33 artigos analisados. Uma

visdo global sobre os artigos analisados é apresentada na Figura 2.9.
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Figura 2.9. Visdo global dos trabalhos que investigaram o encapsulamento de
rivastigmina em nanoparticulas até o ano de 2022, levando em consideragdo o material
da particula e a natureza do farmaco.

De acordo com a Figura 2.9, nota-se a supremacia dos materiais poliméricos como
constituintes das nanoparticulas, em especial os polimeros sintéticos. Esse fato pode ser
provavelmente associado a versatilidade de composi¢do dos polimeros sintéticos para
atender propriedades especificas, com facil ajuste durante o processo de producdo. Ao
considerar a natureza do farmaco, observa-se uma preferéncia pela versao hidrofilica de
sal, o tartarato de rivastigmina (TR), em comparacdo com a versdo hidrofobica, a
rivastigmina base livre (RBL). Entretanto, como ja dito, a versdo sal apresenta baixa
biodisponibilidade no cérebro ap6s o metabolismo no figado (ROMPICHERLA et al.,
2021); por isso, usar a versdo hidrofobica pode ajudar a aumentar a eficicia do
nanossistema como carreador para o cérebro. Ha ainda estudos que ndo informaram a
natureza da droga usada, impossibilitando maiores investigaces sobre o topico. Assim,
tomando-se os estudos com nanoparticulas poliméricas sintéticas, foi criada a Tabela 2.3

com algumas observacgdes importantes sobre o tema.
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Tabela 2.3. Literatura relacionada a producdo de nanoparticulas de polimeros
sintéticos carregadas com rivastigmina.

Polimero

(referéncia)

Farmaco,
Propriedades médias
da particula
e eficiéncia de
encapsulamento

Observacdes

PMMA
PMMA-AA

(MANGIA et al.,
2021)

PMA*

(TORABI et al.,
2021)
PLGA

(ROMPICHERLA
etal., 2021)

PLGA-co-lipideo

RBL
70a82nm
-40 a -52 mV
>85%

TR
200 a 800 nm

TR
46 a 100 nm
-20 mV
15%
TR
86 a 120 nm, -36 a -49

(OMAR et al., mV, 63 a 92%
2020)
MPEG-PCL** RBL
100 nm
(MOHAMADPOUR -18a-38 mV
et al., 2020) 40%
*PMA:  poli(metilacrilato), *MPEG-PCL.:

caprolactona)

Encapsulamento in situ com alta
eficiéncia e controle de tamanho
Funcionalizagdo bem-sucedida
Alta captacéo celular, toxicidade de
50% para 30 pg/mL atribuida ao
surfactante

Uso de solventes organicos
Liberacdo sustentada por longos
periodos 160h

80% de viabilidade celular para
10pg/mL

Distribuicdo de tamanho larga e
baixo encapsulamento

Liberacdo em duas etapas com
méaximo de 75% em 60h

Répida eliminagdo na circulacéo
Particulas com estrutura casca-
nacleo

Viabilidade celular de 80% para
500 pg/mL

Maior concentracdo de farmaco no
cérebro com a funcionalizagéo
Liberacdo em duas etapas completa
em 8h

Maior concentracdo no cérebro e
tempo de circulagéo do farmaco
com as nanoparticulas

poli(metoxi(etilenoglicol)]-co-poli(e-
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Polimero

(referéncia)

Farmaco,

Propriedades médias

da particula
e eficiéncia de
encapsulamento

Observacdes

Eudragit

(SALATIN, SARA
etal., 2019)

PLGA

(SALATIN et al.,
2018)
PLGA

(HUDA et al., 2018)
PLGA

(SALATIN et al.,
2017)
Eudragit

(SALATIN et al.,
2017)

TR
118 a 154 nm
+22 a2 +31 mV
38 a 56%

TR
75a173 nm
-2a-10 mV

28 a 46%

TR

702200 nm
-24 mV

TR
75a170 nm
-2a-10 mV

TR
118 a 154 nm
+22,5a30 mV
38 a62%

Nanocomposito com hidrogel
Formato ndo uniforme

Liberacdo em duas etapas até 80%
em 24h

Viabilidade celular >60% para
1mg/mL

Internalizacéo celular confirmada
Liberacdo em duas etapas entre 60
e 80% em 24h

Foco principal no desenvolvimento
de metodologia analitica

Nanocompdsito com hidrogel
Liberacdo de até 60% em 24h
Viabilidade celular >60% para
1mg/mL

Internalizacéo celular confirmada

Liberacdo em duas etapas de até
78% em 8h constante até 24h
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Polimero

(referéncia)

Farmaco,
Propriedades médias
da particula
e eficiéncia de
encapsulamento

Observacdes

P(AM-AMPS)*

(HEMMATI et al.,
2016)

PLGA

(PATEL; GOLI,
2016)

PLGA
(PATEL; GOLI,
2015)

PLGA
PBCA
(JOSHI et al., 2010)
PBCA
(WILSON et al.,
2008)

PHM**

(CRAPARO et al.,
2008)

RBL

TR

99 a 205 nm
-25a-39 mV
62 a 68%
TR

43 a 200 nm
45 a 78%
TR

85a168 nm
-14 a -34 mV
67 a 76%

Né&o especificado

40 nm
-35mV a -37mV
RBLe TR

169 a 245 nm
-3a-20mVv

Nanocomposito metalico

Maéaxima liberacédo de 74% em 7
dias e pH 9 devido a matriz de
oxido de grafeno

Viabilidade celular > 80% para
1mg/mL

Combinagdo com lipideo

Uso de solvente organico
Liberacdo em duas etapas com 60 e
72% em 60h

Nanoparticula apresentou resultado
superior ao farmaco livre in vivo

Revestimento com quitosana
Liberacdo em duas etapas entre 34
e 62% em 60h

Resultado superior ao do farmaco
livre in vivo

Liberacdo em duas etapas com
méxima de 40% em 70h, lentidao
associada ao peso molecular
Melhora comportamental in vivo
com tratamento de nanoparticulas

Revestimento com Tween 80
Liberacdo em duas etapas com
maximo entre 76 e 92% em 24h
Aumento da concentragao de
farmaco no cérebro

Modificagéo superficial com PEG
Viabilidade celular >90% para
Img/mL,

PEG preveniu captacéo celular
Liberacdo afetada por meio e
estratégia de encapsulamento

*P(AM-AMPS): poliacrilamida-co-(acido acrilamido-2-metil-1-propanossulfonico)
**PHM: poli(metacrilato de hidroxietilaspartamida)
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Ao analisar a Tabela 2.3, é possivel observar o predominio do uso de PLGA como
polimero sintético. Isso pode ser justificado por algumas caracteristicas de interesse,
como a biodegradabilidade, a elevada biocompatibilidade e a aprovacéo regulatoria, que
facilitariam o uso como um nanocarreador de farmacos para liberacdo controlada a partir
de biodegradacdo (JOSHI et al., 2010). Entretanto, ndo é incomum notar estudos
associados a revestimentos (PATEL; GOLI, 2015), & copolimerizacdo (OMAR et al.,
2020; PATEL; GOLI, 2016) ou a sintese de nanocompdsitos (SALATIN et al., 2017;
SALATIN et al.,, 2018), o que claramente evidencia a investigacdo de aspectos
relacionados a modificacdo estrutural destes materiais. Além disso, os trabalhos nao
estudaram a biodegradabilidade, mostrando que ainda ha questdes a serem exploradas
sobre 0 uso desses materiais. Deve ser citado ainda o uso de solventes organicos na sintese
por nanoprecipitacdo, o que fortemente impulsiona a busca por outros polimeros obtidos
a partir de procedimentos de sintese menos prejudiciais. De forma geral, os polimeros
considerados nos estudos sdo biocompativeis, apesar de alguns ndo serem biodegradaveis,

evidenciando que essa carateristica ndo seria fundamental para a aplicacdo de interesse.

As particulas estudadas sdo geralmente esféricas, com diametros menores que 150
nm e com carga superficial negativa. Contudo, ndo foi mencionada uma especificagéo de
tamanho para a aplicacdo requerida: o diametro é resultante de parametros de sintese
como viscosidade e natureza e quantidade da fase organica. Em relacdo a eficiéncia de
encapsulamento, o valor nem sempre é mencionado, apesar da importancia para producéo
de carreadores mais eficazes. Apesar disso, nota-se uma grande variabilidade de
eficiéncia de encapsulamento, que variam desde valores moderados até valores altos

(acima de 85%), que sao dependentes do método de producao da particula.

Em relacdo as caracterizacgdes in vitro, os estudos de liberacdo estdo entre os mais
comuns, mas 0s mecanismos envolvidos no processo ndo tém sido investigados a fundo,
demonstrando uma lacuna surpreendente no campo de liberacdo controlada. Outro fato
intrigante é que alguns estudos conduziram ensaios in vivo, para avaliar modificacdes da
farmacocinética e farmacodinamica do farmaco nanoencapsulado, sem realizar ensaios
prévios em culturas celulares. Isso definitivamente constitui um campo de muito
interesse, ja que as interacGes nano-bio ndo sdo totalmente elucidadas. Apesar disso, 0s
resultados in vivo sdo extremamente promissores, incluindo aumento de direcionamento

especifico ao cerebro e confirmando as vantagens das funcionalizagdes e coberturas com
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surfactantes (JOSHI et al., 2010; MOHAMADPOUR et al., 2020; PATEL; GOLI, 2015;
ROMPICHERLA et al., 2021; WILSON et al., 2008).

Este levantamento bibliografico permitiu concluir que a literatura acerca do
encapsulamento de rivastigmina em nanoparticulas é muito escassa, evidenciando a
potencialidade para o desenvolvimento de novas competéncias. Apesar do material
PLGA ser amplamente explorado, o uso de solventes toxicos em sua producdo € uma
expressiva desvantagem, levando em consideracdo a aplicacdo biomédica. Além disso,
0s resultados promissores in vitro e in vivo impulsionam a investigacdo do uso de
nanoparticulas poliméricas sintéticas com modificagdes superficiais para direcionamento
mais especifico ao cérebro. Por fim, a exploracdo de outros materiais, como copolimeros
e nanocompositos, pode ser também muito atrativa para possibilitar interesses
especificos, como liberacdo controlada e vias de administracdo menos invasivas. Por isso,
é imperativa a investigacdo de materiais e técnicas de producdo de nanocarreadores que
sejam mais biocompativeis e mais eficientes para atuacéo de liberacdo controlada e sitio-

especifica.

2.6 Consideracdes finais

Neste capitulo foi apresentada uma breve contextualizacdo acerca do uso de
nanomateriais, COmo uma promissora estratégia terapéutica para as doencas do cérebro.
As caracteristicas intrinsecas da nanoescala possibilitam a aquisicdo de propriedades
distintas que sdo extremamente atrativas para tratamento de doencas em tecidos
caracterizados como de dificil acesso, como o cérebro. Particularmente, destaca-se a
doenca de Alzheimer, cujo desenvolvimento afeta diretamente a condi¢do de vida do
individuo portador e apresenta uma expectativa alarmante do crescimento de nimero de
casos, com grandes impactos sociais e econdmicos. Atualmente, o tratamento aprovado €
sintomatico, apresentando efeitos adversos indesejaveis e alvo de acdo no cérebro,

explicitando a necessidade do desenvolvimento de terapias mais eficientes.

O uso de nanoparticulas poliméricas pode constituir uma estratégia promissora
para a entrega especifica de farmacos em diferentes tecidos, levando em conta a
versatilidade estrutural e elevado potencial de encapsulamento e de liberacdo controlada

de farmacos. Dessa forma, consegue-se modular as propriedades da nanoparticula a partir
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da composicédo e funcionalizacao superficial, para melhor controle e direcionamento de

farmacos para regides especificas.

Levando em conta que ndo ha especificacdo obrigatoria acerca do tipo e categoria
do material polimérico, materiais biocompativeis com propriedades de interesse séo
comumente considerados para esse fim. Por isso, neste trabalho foram escolhidos
materiais poliméricos biocompativeis para a composicdo majoritaria das nanoparticulas
como 0 MMA, o AA e o HEMA. O PMMA apresenta vantagens de processamento e
aplicacdes biomedicas ja reconhecidas no mercado, constituindo um excelente modelo
polimérico biocompativel (ALI; KARIM; BUANG, 2015; GAUTAM et al., 2022). O
acido acrilico foi considerado pela sua eficiéncia para introdugdo de grupos funcionais
para funcionalizacdo (GODDARD; HOTCHKISS, 2007; MANGIA et al., 2021). O
HEMA foi escolhido visando explorar o seu grupo funcional na funcionalizacdo de
particulas e a propriedade de formacao de hidrogel no mecanismo de liberagéo de fa&rmaco
(ZHANG et al., 2012). J& o acrilato de butila (BA) foi também investigado para avaliar
mecanismos de controle de liberacdo de farmaco a partir da modificacdo de temperatura
de transicdo vitrea (QIAN; BERKLAND, 2021). Por fim, a rivastigmina base livre foi
utilizada como farmaco modelo de tratamento da doenca de Alzheimer. Dessa forma, foi
possivel estudar o desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas funcionalizadas
carreadoras de farmaco, abrangendo desde a sintese até a avaliacdo de como ocorre 0

mecanismo de liberacdo controlada.
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Capitulo 3. Materiais e Métodos

Este capitulo visa a descrever os materiais e as condi¢fes experimentais utilizadas
para o desenvolvimento da tese de doutorado. A metodologia € representada de forma
geral no fluxograma da Figura 3.1. Caixas cinzas foram utilizadas para assinalar e nomear
uma etapa, auxiliando a descricdo dos materiais e a discussdo dos resultados, que serdo
apresentadas nos proximos capitulos. J& as caixas brancas apresentam uma descri¢cdo
sucinta de cada etapa. Ao final do trabalho, foram obtidas nanoparticulas poliméricas

carreadoras de farmaco, funcionalizadas e com adequado grau de biocompatibilidade.

Polimerizagdoem miniemulsao:

1.  Homopolimerizagdo de PMMA
Copolimerizagdo de MMA com AA,
HEMA e BA

3. Encapsulamento de farmaco in situ

Funcionalizagéao Adsorgéo
de quimica de

nanoparﬁcu'as biomaoléculas

Escolha de Efl?lto do Produga}o de
numero nanoparticulas
Surfactante HLB liméri I I
polimericas 1. Estudode
Avaliagdo liberagéo de farmaco

2. Avaliacdo de
biocompatibilidade
em ensaio celular

in vitro

Estudo de estabilidade
de emulsdes de MMA
usando TurbiscanSoft®

Estudo de estabilidade de
emulsées de MMA com
surfactante escolhido,
usando TurbiscanSoft®

Figura 3.1. Representacdo esquematica das metodologias adotadas no
desenvolvimento da tese de doutorado.

A metodologia foi dividida em etapas com objetivos especificos (Figura 3.1).
Primeiramente, descreve-se o procedimento adotado para “Escolha de Surfactante”, que
objetivou estudar a influéncia do uso de diferentes tensoativos comerciais sobre a
estabilidade da emulsdo inicial do mondémero modelo MMA em agua. Posteriormente,
apresenta-se a etapa “Efeito do nimero HLB” (hydrophilic lipophilic balance — HLB),
conduzida para determinar a concentragdo mais adequada do surfactante com melhor

desempenho na etapa anterior. Com este resultado, seguiu-se para a “Producdo de
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nanoparticulas poliméricas” que foi realizada utilizando a técnica de polimerizagdo em
miniemulsdo. Primeiramente, estudou-se o protocolo experimental mais adequado para
sintese de nanoparticulas nanométricas estaveis com o homopolimero PMMA, para
depois seguir com as reacdes de copolimerizacdo com comondémeros funcionais e
encapsulamento de rivastigmina in situ. Apos a sintese das particulas, foi avaliada a
capacidade de “Funcionalizacdo de nanoparticulas” por meio de uma metodologia de
adsor¢ao quimica. Por fim, as nanoparticulas seguiram para a “Avaliagdo in vitro”,
quando foi estudado o mecanismo de liberagdo do farmaco da nanoparticula e a
biocompatibilidade do nanomaterial em ambiente bioldgico utilizando uma cultura

celular.

A descricdo dos materiais e dos procedimentos experimentais adotados estdo

descritos nas secdes que seguem.

3.1 Materiais
Para os ensaios de Escolha de Surfactante e Efeito do nimero HLB foram

utilizados os reagentes descritos a seguir:

e monbémero metacrilato de metila (MMA) adquirido da Sigma Aldrich (Rio de
Janeiro, Brasil) com pureza minima de 99,5%;

e surfactante dodecil sulfato de sodio (SDS), contendo 10% de &gua, adquirido da
Labsynth (Diadema, S&o Paulo);

¢ surfactante brometo de cetrim6nio (CTAB) adquirido da Vetec Quimica Fina (Rio
de Janeiro, Brasil) com pureza minima de 99%;

e surfactante monooleato de sorbitan 80 (Span 80) PA adquirido da Sigma Aldrich
(Rio de Janeiro, Brasil);

e surfactante polissorbato 80 (Tween 80) PA adquirido da Sigma Aldrich (Rio de
Janeiro, Brasil);

e surfactante pectina de maca (PEC) adquirido da Sigma Aldrich (Rio de Janeiro,
Brasil) com pureza minima de 90%;

e polimero usado como surfactante poli(alcool vinilico) (PVA) com massa molar
média de 78 kDa, grau de hidrdlise de 88% e pureza de 98% adquirido da Vetec

Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil);
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surfactante Pluronic® F-127 (PLU) PA adquirido da Sigma Aldrich (Rio de
Janeiro, Brasil);

agua deionizada.

Para a realizacdo de ReacOes de polimerizacdo em miniemulsdo, além do

mondmero MMA e dos surfactantes SDS, Tween 80 e Span 80, foram também usados 0s

reagentes descritos a seguir:

comondmeros: &cido acrilico (AA), adquirido da Vetec Quimica (Rio de Janeiro,
Brasil) com 99% de pureza minima; metacrilato de 2-hidroxietila (HEMA) obtido
da Sigma Aldrich (Rio de Janeiro, Brasil) com 97% de pureza minima; e acrilato
de butila (BA) doado pela Hexion Quimica (Curitiba, Brasil);

farmaco rivastigmina base livre (RBL) adquirido da Carbosynth® (Londres, Reino
Unido), com pureza minima de 98%;

iniciador persulfato de potéssio (KPS) adquirido da Vetec Quimica Fina (Rio de
Janeiro, Brasil) com pureza minima de 99%;

agente tamponante bicarbonato de sédio PA adquirido da PROQUIMIOS (Rio de
Janeiro, Brasil), com 99,7% de pureza minima;

agente co-estabilizante n-hexadecano PA adquirido da Vetec Quimica (Rio de
Janeiro, Brasil);

agente paralizante de reacdo hidroquinona adquirido da Vetec Quimica (Rio de
Janeiro, Brasil) com pureza minima de 99%;

agua deionizada.

Para os ensaios de Funcionalizacao de nanoparticulas foram utilizados ainda os

reagentes descritos a seguir:

biomoléculas: 0 amino&cido lisina, fornecido pela Sigma Aldrich (Rio de Janeiro,
Brasil) com pureza minima de 98%; a proteina aloumina de soro bovino (BSA)
adquirida da Sigma Aldrich (Rio de Janeiro, Brasil) com 98% de pureza minima;
e 0 hormonio insulina humana recombinante adquirida pela SAFC- Sigma Aldrich
(Rio de Janeiro, Brasil);

reagente de ativacdo 1-etil-3-(3-dimetil amino propil) carbodiimida (EDC)
fornecido pela Sigma Aldrich (Rio de Janeiro, Brasil) com 97% de pureza
minima;

reagente Bradford fornecido pela Sigma Aldrich (Rio de Janeiro, Brasil);
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e reagente orto-ftaldialdeido (OPA), solucdo completa na concentracdo de 1
mg/mL, fornecido pela Sigma Aldrich (Rio de Janeiro, Brasil);

e solucéo tampdo fosfato pH 6,0 0,1M preparada em laboratério utilizando fosfato
de so6dio dibasico e fosfato de potassio monobasico, ambos fornecidos pela Sigma
Aldrich (Rio de Janeiro, Brasil) com 99% de pureza minima;

e solucdo tampdo de tetraborato de sodio pH 9,7 preparada em laboratério
utilizando tetraborato de sddio e hidroxido de sédio, ambos fornecidos pela Sigma
Aldrich (Rio de Janeiro, Brasil) com 97% de pureza minima.

Para os ensaios de Avaliacdo in vitro, no estudo de liberacdo de farmaco foram

usados:

¢ solucdo tampdo fosfato salino (PBS) pH 7,4 preparada em laboratério utilizando
cloreto de sédio (NaCl) adquirido da Fisher Scientific (Leicestershire, Reino
Unido) com pureza minima de 99,5%, dihidrogenofosfato de potassio (KH2PO4)
com pureza minima de 99% e hidrogenofosfato dissédico (NazHPO4) com pureza
minima de 98%, ambos adquiridos da Alfa Aesar (Kandel, Alemanha);.

¢ solucdo tampdo fosfato pH 3,0 0,1M para analise de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) preparada em laboratério, utilizando sal fosfato monossodico
dihidratado (NaH2PO4 -2H,O) adquirido da Sigma Aldrich (Steinheim,
Alemanha) com pureza minima de 99%; com ajuste de pH com é&cido orto-
fosférico 85% adquirido da Fluka (Alemanha);

e acetonitrila com pureza minima de 99,9% para uso em HPLC, adquirido da VWR
Chemicals (Fontenay-sous-Bois, Franca);

e membrana de celulose para dialise Biodesign™ D108 8kDa adquirido da Fisher
Scientific (Strasbourg, Franca);

o filtro de seringa de acetato de celulose 0,2um adquirido da FiltraTECH (Saint-
Jean-de-Braye, Franca);

o filtro de seringa de microfibra de vidro adquirido da Whatman™

(Buckinghamshire, Reino Unido).

Para os ensaios de Avaliacéo in vitro, na investigacdo de biocompatibilidade de

nanoparticulas, os seguintes materiais foram utilizados:
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e cCélulas endoteliais derivadas de artéria pulmonar humana (HPAEC), isoladas do
ramo principal da artéria pulmonar de doador do sexo masculino caucasiano de
23 anos e fornecidas por PromoCell® (Heidelberg, Alemanha);

e meio de cultura celular para crescimento de células endoteliais fornecido pela
empresa PromoCell® (Heidelberg, Alemanha), suplementado por um Kit
SUPERMIX (PromoCell®, Heidelberg, Alemanha) para estimular a proliferagéo
celular, constituido por 2% de soro fetal bovino, 0,4% de fator de crescimento de
célula endotelial, 0,1 ng/mL de fator de crescimento de epidérmico, 1 ng/mL de
fator de crescimento de fibroblasto, 90 pg/mL de heparina e 1 ug/mL de
hidrocortisona;

e kit de reagente de sal de tetrazolio (WST-1) para determinacdo da proliferacéo
celular fornecido pela Roche (Franca);

e placas acrilicas de fundo branco com 96 pocos estéreis fornecidas pela Sigma
Aldrich (llkirch, Francga);

e garrafas de cultura estéreis TPP® de 25 cm? fornecidas pela Sigma Aldrich
(llkirch, Franca).

A ndo ser que seja feita referéncia explicita contréria, todos os materiais foram

usados como recebido e sem qualquer tipo de purificacdo adicional.

3.2 Métodos

3.2.1 Escolha de surfactante

Em reagBes de polimerizacdo em miniemulsdo, a geragdo de particulas de latex
produz essencialmente uma cépia 1:1 das goticulas originalmente dispersas. Assim, a
distribuicdo de tamanhos de particula é dependente essencialmente do processo de
dispersdo e da estabilidade das gotas, e ndo de pardmetros de polimerizagdo
(LANDFESTER et al., 1999a). Por isso, 0 sucesso da sintese de um latex homogéneo e
estavel é dependente da formacdo de uma dispersdo estavel de goticulas de mondémero
em meio aquoso. A estabilidade coloidal do sistema é principalmente controlada pelo tipo
e quantidade de surfactante (ANTONIETTI; LANDFESTER, 2002), o que também pode
afetar a qualidade da dispersao das nanoparticulas obtidas apos a reacdo de polimerizacao.
Por isso, para que estas gotas mantenham sua forma e tamanho, é necessario 0 uso

eficiente de surfactantes. Tendo em vista que a aplicagdo almejada do produto deve ser
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feita na area biomédica, demanda-se certo cuidado para que estes surfactantes sejam

biocompativeis e ndo toxicos.

Nesta etapa do estudo, sete surfactantes comerciais foram avaliados como agentes
estabilizantes de emulsdes de MMA em agua. Como esta emulsdo € a etapa precursora da
polimerizagdo em miniemulséo, a escolha de um bom estabilizante de emulsido pode

impactar significativamente a obtencdo de um latex polimérico homogéneo e estavel.

Para estudar a estabilidade de emulsées de MMA em &gua deionizada, foram
utilizados surfactantes de diferentes qualidades: (i) i0nicos (SDS e CTAB), (ii) néo-
ibnicos (Span 80 e Tween 80) e (iii) poliméricos (pectina, Pluronic e PVA). Para avaliar

a estabilidade das emulsoes, foram utilizadas como variaveis de estudo:

e a fragdo orgénica: 10 e 20 %m/m de MMA em relacdo a massa total da
emulséo;

e amassa de surfactante: 1 e 5 %m/m de surfactante em relagcdo a massa de
mondmero utilizada no ensaio;

e 0 tipo de surfactante.

O procedimento foi iniciado com o preparo da fase aquosa (FA), fazendo-se a
pesagem das quantidades necessarias de surfactante e agua deionizada. Para alguns
surfactantes (como pectina e PVA), foi necessario o uso de agitacdo magnética em placa
de agitacdo durante 18/24 horas (modelo C-MAG HS 7, IKA, Staufen, Alemanha).
Posteriormente, a massa de MMA necessaria para cada ensaio foi adicionada ao recipiente
que continha a FA. Os ensaios foram nomeados da seguinte maneira:
x%surfactante_ Y%MMA, sendo x% a fragdo massica do surfactante e y% a fracéo
massica de mondmero usado. As 28 diferentes composicdes estudadas estdo descritas na
Tabela 3.1.
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Tabela 3.1. Emulsbes preparadas na etapa de Escolha de Surfactante.

Cédigo da amostra Fracdo massica do Fracdo massica do
surfactante (%om/m) mondmero MMA (%om/m)

1%SDS_10MMA 1 10
5%SDS_10MMA 5 10
1%CTAB_10MMA 1 10
5%CTAB_10MMA 5 10
1%SP80_10MMA 1 10
5%SP80_10MMA 5 10
1%TW80_10MMA 1 10
5%TW80_10MMA 5 10
1%PEC_10MMA 1 10
5%PEC_10MMA 5 10
1%PLU_10MMA 1 10
5%PLU_10MMA 5 10
1%PVA _10MMA 1 10
5%PVA 10MMA 5 10
1%SDS_25MMA 1 25
5%SDS_25MMA 5 25
1%CTAB_25MMA 1 25
5%CTAB_25MMA 5 25
1%SP80_25MMA 1 25
5%SP80_25MMA 5 25
1%TW80_25MMA 1 25
5%TW80 25MMA 5 25
1%PEC_25MMA 1 25
5%PEC_25MMA 5 25
1%PLU 25MMA 1 25
5%PLU_25MMA 5 25
1%PVA 25MMA 1 25
5%PVA 25MMA 5 25

sendo : SDS - dodecil sulfato de s6dio, CTAB - brometo de cetriménio, SP80 - Span80,
TW80 - Tween 80, PEC - pectina, PLU- Pluronic, PVA — poli(alcool vinilico) e MMA —
metacrilato de metila.

A emulsificacdo foi feita com auxilio de agitacdo mecéanica promovida por Ultra
Turrax (T10 basic, IKA, Staufen, Alemanha) a 14500 rpm durante cinco minutos. A
emulsdo formada foi vertida em cubeta de vidro especifica para analise no equipamento
Turbiscan Lab® (Formulaction, Worthington, Estados Unidos). O instrumento se baseia
no principio de dispersdo de luz estatica para caracterizar dispersdes liquidas. As
intensidades de transmitancia e espalhamento de fundo (backscaterring) (BS) sao
monitoradas em funcdo da altura da cubeta e do tempo de analise. Assim, é possivel
avaliar a mudanca de concentracdo da dispersdo, identificando os fenémenos de
instabilidade (como sedimentacdo, cremeacéo e clarificacdo) (BRU et al., 2004). Neste
ensaio, como foram analisadas amostras concentradas, somente os resultados de

backscaterring foram relevantes.
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Para a conducdo da analise, cada emulsao foi submetida a um protocolo de leitura
programado a temperatura ambiente. A leitura foi caracterizada por uma varredura por
minuto durante os 10 minutos iniciais, seguida de uma varredura a cada dois minutos até
completar 30 minutos totais. Definiu-se 30 minutos como tempo total de analise de
varredura, tendo em vista que neste intervalo de tempo atinge-se a conversdo completa
da reacdo de polimerizacdo de MMA em miniemulsdo (CAMPOS et al., 2016; MANGIA
etal., 2021).

As variaveis de saida adotadas para avaliacdo da estabilidade foram o perfil de
desestabilizacdo (leitura de BS como funcdo do tempo de ensaio e altura da cubeta), o
valor TSI (Turbiscan Stability Index ou Indice de Estabilidade Turbiscan) final e as taxas
de migracdo de clarificacdo (pcia) € cremeacgdo (pere). O célculo do TSI é baseado na
evolucdo do sinal de BS ou de transmitancia da luz em cada altura medida, como
mostrado na Equacéo (3.1) (FORMULACTION, 2019; PASCAUD et al., 2022):

tmax Zmax

1
TSI(t) = N Z Z |BST(t;, z;) — BST (t;—1,2))] (3.1)

ti=1 zi=Zmin

em que tmax representa o tempo total de analise, zmin € Zmax S0 as alturas minimas e maximas da
cubeta, Np=(Zmax-zmin)/Ah é 0 nimero de posi¢des de altura na zona selecionada de analise e
BST é o sinal considerado (BS, se a transmitancia é inferior a 0,2%, ou sinal de transimitancia,

no caso contrario).

Para o célculo de pcia € pcre @ partir dos dados de BS, o software calcula a largura
do pico de intensidade maxima na camada de clarificacdo e cremeacdo, observados
experimentalmente nas alturas entre 0 e 15 mm e entre 35 e 55 mm, respectivamente,
medidas a partir do fundo da cubeta. Para isso, foi necessario admitir que o indice de
refracdo das goticulas era igual ao indice de refracdo do MMA puro e que o indice de
refracdo da fase continua era igual ao indice de refracdo da 4gua. Foram admitidos como
melhores resultados (mais estaveis) aqueles em que se observaram as menores taxas de
migracéo, os menores valores de TSI e curvas de BS sobrepostas. Em todos esses casos,
as variacOes do sinal de espalhamento sdo 0s menores possiveis, indicando a maior

estabilidade da emulsao.

52



3.2.2 Efeito do nimero HLB

Apos determinar o tipo de surfactante mais adequado para estabilizar emulsées de
MMA em agua, o niumero HLB (hidrophilic lipophilic balance) foi usado para delimitar
a faixa de concentracdo mais favoravel (ICI AMERICAS INC, 1984). O conceito HLB é
baseado na atribuigdo de um nimero (chamado de “HLB requerido”) a um ingrediente ou
conjunto de ingredientes que se deseja emulsionar, no caso a emulsdo de MMA em éagua.
Este valor deve ser igual ao nimero (HLB) de um emulsificante ou mistura de
emulsificantes, para que a emulsao final apresente as propriedades desejadas. O HLB dos
surfactantes é baseado no balan¢o do tamanho e forca das suas por¢des hidrofilicas e
hidrofébicas. Emulsificantes de caréater lipofilico apresentam HLB baixo (menor que 9),
enquanto os emulsificantes hidrofilicos apresentam HLB alto (acima de 11). Para o caso
de uma mistura de emulsificantes, o HLB é calculado a partir da contribuicdo massica de
cada surfactante da mistura. Dessa forma, a metodologia do sistema HLB pode ser usada
como um guia para escolha dos surfactantes mais adequados para uma emulsdo de
interesse (ICI AMERICAS INC, 1984).

No caso das emulsbes de MMA em agua, o valor de HLB requerido ndo é
facilmente encontrado na literatura, dificultando a escolha dos surfactantes. Por isso, foi
necessario calcular o HLB requerido da emulsdo MMA em &gua deionizada e, para isso,
foi utilizado o protocolo experimental descrito por ICI AMERICAS (1984). A
metodologia se baseou na construcdo de uma série de emulsGes de MMA em &gua
estabilizadas por emulsificantes com valores de HLB diferentes. Para criar a variacdo de
HLB foram usadas misturas de Tween80 e Span80. Conhecendo-se os valores de HLB
para 0 Tween80 puro (HLB = 15,00 ) e Span80 puro (HLB = 4,30), foi possivel modificar
0 HLB das emulsdes a partir da variacdo da concentracdo massica de cada surfactante
presente no meio, conforme ilustrado na Equagéo (3.2) (ICI AMERICAS INC, 1984).

HLBpistura = X HLBeweengo + (1 — x)HLBspanSO (3.2)

em que x € a fracdo massica de Tween80 e (1-x) é a fracdo massica de Span80 na mistura de

surfactantes.
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Para a construcdo destas emulsdes, primeiramente preparou-se a FA a partir da
pesagem da massa necessaria de Tween80 e de agua deionizada em um béquer. Para
concentragOes elevadas de Tween80, foi utilizada agitacdo magnética em placa de
aquecimento (modelo C-MAG HS 7, IKA, Staufen, Alemanha) para garantir a
solubilizacdo do surfactante. Posteriormente, foram adicionadas as quantidades
requeridas de mondmero e do surfactante oleoso, Span80. A concentracdo de MMA foi
fixada em 25 %m/m da massa total da emulsdo, ja que os maiores teores de MMA
permitem obter maiores rendimentos em nanoparticulas poliméricas na etapa seguinte de
polimerizacdo em miniemulsdo. Os teores massicos totais das misturas dos surfactantes
foram variados em 1, 3 e 5 %m/m em relacdo a massa de MMA, com o objetivo de avaliar
a concomitantemente a influéncia do valor do HLB e das quantidades de surfactantes

sobre a estabilidade das emulsdes de MMA em agua.

A emulsificagdo seguiu 0 mesmo protocolo descrito na se¢do anterior. Para a
analise de estabilidade, parte da emuls&o formada foi analisada no equipamento Turbiscan
Lab® (Formulaction, Worthington, Estados Unidos) seguindo a metodologia descrita
anteriormente, e uma segunda por¢do da emulsdo foi usada para calculo do indice de
clarificacéo (IC). O IC foi determinado a partir da adi¢do de 10 mL da emulséo em proveta
de vidro de 10 mL. A altura da coluna de liquido total foi anotada logo ap6s a adi¢do no
recipiente (tempo = 0 segundos). Apds 24 horas, fendmenos associados a instabilidade
das emulsbes puderam ser observados na proveta, como a formacdo de uma fase
cremeada, uma fase emulsionada e uma fase clarificada. A altura da fase clarificada (fase
transparente) foi anotada e utilizada para calculo de IC, como indicado na Equacéo (3.3):

clarificado

H
1€ (%) = x 100 (3.3)

Hinicial

em que Hearificado € @ altura da proveta correspondente & fase clarificada (transparente) apos 24
horas do processo de emulsificacdo e Hinicial € @ altura da proveta correspondente & emulséo logo

apos a condugdo da etapa de emulsificacao.

Assim, para avaliacdo da qualidade de estabilidade das emulsdes, foram usados o perfil

de desestabilizagéo, o TSI final, as taxas pia € pere € 0 IC da emulséo.
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3.2.3 Producéo de nanoparticulas poliméricas

As nanoparticulas poliméricas foram sintetizadas a partir da técnica de
polimerizagdo em miniemulsdo descrita por LANDFESTER (2009) e baseada no
protocolo experimental descrito por CAMPOS et al. (2016) e MANGIA et al (2021).

Primeiramente, realizou-se um estudo para homopolimerizacdo de MMA usando
os melhores resultados sugeridos na etapa anterior, visando a determinacdo de um
protocolo experimental para sintese de latex estaveis. Posteriormente, este protocolo foi
usado para as reacoes de copolimerizacdo e de encapsulamento de rivastigmina in situ.
De forma geral, a metodologia é baseada nas etapas de preparo da FA e FO, seguidas da
emulsificacdo, e posterior polimerizacéo em recipiente adequado. Cada etapa esté descrita

em mais detalhes a seguir.

A FA foi caracterizada pela presenca do surfactante hidrofilico, agente
tamponante, iniciador hidrossoltvel e 4gua deionizada. Primeiramente, preparou-se uma
solucdo do iniciador KPS em meio aquoso: cerca de 3 mL de agua foram utilizados para
solubilizacdo da quantidade desejada de iniciador por agitacdo magnética em placa de
agitacdo (modelo C-MAG HS 7, IKA, Staufen, Alemanha). Este sistema foi reservado
para uso posterior. Em outro recipiente foi solubilizado o contetdo remanescente da fase
aquosa: as quantidades de surfactante (Tween80), agente tamponante (bicarbonato de
s0dio) e o restante do volume de &gua. Este sistema também foi homogeneizado por

agitacdo magnética.

Ja a fase organica (FO) foi composta por monémero MMA, co-estabilizante (n-
hexadecano) e o surfactante oleoso (Span80). A titulo de comparacdo, também foram
conduzidas reagdes sem Span80, ou seja, usando apenas Tween80 como surfactante.
Apdbs pesagem das quantidades desejadas e homogeneiza¢do com agitacdo magnética, a
FO foi vertida no recipiente da FA e a solucdo resultante foi pré-emulsificada com agitacéo
magnética a 100 rpm por 5 minutos. Posteriormente, a emulsificacédo foi feita em banho
de gelo utilizando sonicador (modelo Vibra Cell VCX 750, Sonics, Connecticut, EUA)
com frequéncia central de 20 kHz, poténcia maxima de 750 W e amplitude de 60% por 5

min.

Apos a etapa de sonicacgdo, os 80 mL do contetdo reacional foram vertidos no
vaso de vidro do mini-reator (modelo Easy Max 102, Mettler Toledo, Ohio, EUA), com

capacidade de 100 mL. O equipamento conta com sistema automatizado de controle de

55



agitacdo a 800 rpm e de temperatura a 80 °C. Somente quando o sistema atingia 80 °C, a
solucdo aquosa de iniciador era adicionada ao meio, dando inicio a contagem de tempo
de reacgdo, que durou 2 horas. Aliquotas de 1 mL foram retiradas ao longo da reag&o para
determinacéo de conversdo de mondmero. Ao final da reacdo, as nanoparticulas foram

caracterizadas utilizando diferentes analises descritas em mais detalhes na Secéo 3.2.6.

A partir dos resultados de caracterizacdo das nanoparticulas, também foi
investigada a influéncia da adicdo de SDS, além do Tween80 e Span80, sobre as
caracteristicas das nanoparticulas. Para isso, foram adicionados a FA uma fragédo de 10
%m/m ou 30 %m/m do surfactante SDS em relagdo a massa total de surfactantes. Assim,
nesses casos a massa total dos surfactantes ndo idnicos, Tween80 e Span80, somavam 90
%m/m ou 70 %m/m da massa total de surfactantes, respectivamente. As composi¢oes dos
ensaios experimentais de homopolimerizacgéo estdo dispostas na Tabela 3.2.

Tabela 3.2. Formulagdes usadas para conduzir as reac@es de polimerizacdo em
miniemulsdo. Apenas a composi¢éo e o tipo de surfactante foram variados.

Concentragdo no meio reacional (%om/m)!

. . Perssulfato Bicarbonato Agua
Metacrilato de metila n-hexadecano de potassio de sodio deiogiza da
25,00 0,10 0,13 0,10 73,93
nao iénico nao iénico a
anidnico
oleoso aquoso

Span80 Tween80 SDS
1%m/m_HLB12 0,07 0,18
1%m/m_HLB14 0,02 0,23
1%m/m_HLB15 0,25

1%m/m_HLB14 + 10%SDS 0,02 0,21 0,03
3%m/m_HLB6 0,63 0,12
3%m/m_HLB8 0,49 0,26
3%m/m_HLB15 0,75

3%m/m_HLB8 + 10%SDS 0,44 0,24 0,08
5%m/m_HLB6 1,04 0,20
5%m/m_HLBS 0,81 0,44
5%m/m_HLB15 1,24

5%m/m_HLB8 + 10%SDS 0,73 0,39 0,12

5%m/m_HLB8 + 30%SDS 0,57 0,30 0,37

1- Percentual em relagdo a massa total da emulsao.
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Para os ensaios de copolimerizacdo e encapsulamento de farmaco in situ, foram
acrescidas as massas dos respectivos reagentes na FO. Dessa forma, a FO foi composta
pelos monémeros MMA, BA, HEMA e/ou AA, o farmaco rivastigmina base livre
(quando presente), o co-estabilizante (n-hexadecano) e o surfactante oleoso (Span80). A
proporcdo dos comondmeros variou entre 5 e 10 %m/m para 0os comondmeros AA e
HEMA, mas foi fixada em 40 %m/m para BA em relagdo a massa total de monémero. Ja
para o farmaco, foi estudada a propor¢do de 1 %m/m e de 0,5 %m/m em relacdo a massa
de monémero. Em relacdo a FA, a composicdo utilizada foi similar aquela ja descrita

anteriormente.

Apos o preparo da FA e da FO, seguiu-se para a emulsificacdo e a reacdo de

polimerizacdo, ambas conduzidas de forma ja descritas anteriormente. A homenclatura

29 <¢

das amostras seguiu o seguinte padrdo: “nome do (co)polimero” “percentual do

99«6

comonomeros”  “valor HLB wusado no experimento” “percentual madssico de

rivastigmina”. AsSim, a composigdo para 0s ensaios de copolimerizacdo e de
encapsulamento de rivastigmina esta disposta de forma mais detalhada na Tabela 3.3 a

sequir.
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Tabela 3.3. Composicdo do meio experimental para conducao das reagdes de copolimerizacéo e de encapsulamento in situ em miniemuls&o.

PMMA_HLBG6
P(MMA-HEMA)10%_HLB8
P(MMA-BA)40%_HLB6
P(MMA-BA-HEMA)_HLB6*
P(MMA-BA-AA)_HLBG6*

PMMA_HLB8_1%R
PMMA_HLB6_0,5%R
P(MMA-AA)5% R
P(MMA-AA)10% R
P(MMA-BA)_R**
P(MMA-BA-AA) R*
P(MMA-BA-HEMA) R*

Concentrac&o no meio reacional (%om/m)!

FO FA
MMA AA HEMA BA Rivastigmina n-hexadecano Span80 @ Tween80  SDS KPS B:jcs;bé)dr}gto Agua
24,88 0,10 0,73 0,14 0,37 0,12 0,10 73,56
22,39 2,49 0,10 0,57 0,30 0,37 0,12 0,10 73,56
14,93 9,95 0,10 0,73 0,14 0,37 0,12 0,10 73,56
12,44 2,49 9,95 0,10 0,73 0,14 0,37 0,12 0,10 73,56
12,44 2,49 9,95 0,10 0,73 0,14 0,37 0,12 0,10 73,56
24,81 0,25 0,10 0,56 0,30 0,37 0,12 0,10 73,37
24,84 0,12 0,10 0,73 0,14 0,37 0,12 0,10 73,47
2360 1,24 0,12 0,10 0,73 0,14 0,37 0,12 0,10 73,47
22,36 2,48 0,12 0,10 0,73 0,14 0,37 0,12 0,10 73,47
14,91 9,94 0,12 0,10 0,73 0,14 0,37 0,12 0,10 73,47
12,42 2,48 9,94 0,12 0,10 0,73 0,14 0,37 0,12 0,10 73,47
12,42 2,48 9,94 0,12 0,10 0,73 0,14 0,37 0,12 0,10 73,47

1- Percentual em relacdo a massa total da emulséo.

* Terpolimero produzido usando 40% de BA e 10% AA ou 10% HEMA.

** Copolimero produzido usando 40% de BA.
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3.2.4 Funcionalizagdo das nanoparticulas

A capacidade de imobilizacdo de biomoléculas foi avaliada por meio de um ensaio
de adsorcdo quimica utilizando o intermediario EDC. De acordo com o esperado, a
imobilizacéo é realizada por meio de uma ligacéo covalente criada entre o terminal acido,
presente na nanoparticula, e um grupo amina, existente na biomolécula de interesse. A
fim de avaliar de investigar a potencialidade de funcionalizacdo das nanoparticulas,
biomoléculas de diferentes massas molares foram utilizadas: o aminoécido lisina, a

proteina albumina de soro bovino (BSA) e 0 hormonio insulina.

A metodologia de imobilizacdo em nanoparticulas utilizada foi baseada no
protocolo descrito por HERMANSON (2008), validado por resultados de sucesso de
estudos anteriores, e pode ser caracterizada por uma etapa inicial de ativacao seguida de
bioconjugacdo (CAMPOS et al., 2016; HERMANSON, 2008; MANGIA et al., 2021).
Primeiramente, adicionaram-se 1 mL de latex polimérico e 1,5 mL de solucdo de EDC
0,05 mol/L (em tampao fosfafo pH 6,0 0,1 M) em um recipiente vedado. Este foi mantido
sob agitacdo a 20 rpm durante 2 horas em rotor giratério (modelo Roto-Shake Genie,
Scientific Industries, Bohemia, Estados Unidos da América). Depois, o conteudo foi
vertido em um sistema de membrana Amicon Ultra-15 100kDa (Sigma Aldrich, Rio de
Janeiro, Brasil) e levado a centrifugacdo a 6000 rpm por 10 min (em centrifuga modelo
Thermo Scientific Centrifuge-Megafuge 16 R, Termo Scientific, Massachusetts, Estados

Unidos da América).

Posteriormente, seguiu-se para a etapa de conjugacdo biolégica com a
ressuspensdo das nanoparticulas em 1 mL de tampéo fosfato pH 6,0, seguida da adicao
da biomolécula e repeticdo do ciclo de agitacdo (a 20 rpm e 2horas) e centrifugacdo (6000
rpm por 10 min utilizando membrana Amicon Ultra-15 100kDa). A concentragdo da
biomolécula foi variada, dependendo do seu peso molecular e superficie de contato
disponivel: 40 mg de lisina, 28 mg de BSA e 250 pL de uma solucdo de 32mg/mL de

insulina em tampéo fosfato pH 6,0.

Ao final da segunda centrifugacdo, recuperaram-se as nanoparticulas
funcionalizadas no retido e as biomoléculas ndo imobilizadas no filtrado. O retido foi
seco em estufa de recirculagdo a 80 °C para caracterizacdo qualitativa de adsorcéo por
espectroscopia infravermelha de Fourier (FTIR), enquanto o filtrado foi levado a anélise
em espectrofotdmero UV-VIS (modelo UV-M51, Bel Photonics, Piracicaba, Brasil) para
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quantificacdo de biomolécula ndo adsorvida e célculo de eficiéncia de funcionalizacéo a

partir de uma curva padrao.

Para avaliacdo de lisina ndo adsorvida, foi usado o protocolo do reagente OPA: 5
pl de amostra diluida foram adicionados a 200 pL de reagente OPA e, apds 2 min, a
mistura foi lida a 340 nm. A concentragéo foi calculada a partir de uma curva padréo de
lisina em tampdo tetraborato de sodio (pH 9,7), utilizando o mesmo protocolo. Ja para
quantificacdo de BSA e insulina ndo adsorvidos, optou-se por utilizar o método Bradford:
100 puL de amostra foram adicionados a 1 mL de reagente Bradford e, ap6s 10 min, a
mistura foi lida a 595 nm. A concentracgéo foi obtida por meio da comparagdo com uma
curva padrdo de BSA em &gua.

A escolha das amostras de nanoparticulas variou de acordo com a biomolécula
utilizada. Primeiramente, lisina foi utilizada como um modelo inicial de biomolécula para
funcionalizacdo das nanoparticulas PMMA_HLB6, P(MMA-BA)40%; P(MMA-
HEMA)10%, P(MMA-BA-HEMA) e P(MMA-BA-AA). A partir do sucesso do ensaio
anterior, foram conduzidos os ensaios de imobilizagio de BSA e insulina nas
nanoparticulas carreadoras de rivastigmina: P(MMA-BA)+0,5%R, P(MMA-BA-
AA)+0,5%R e P(MMA-BA-HEMA)+0,5%R. Dessa forma, foi possivel avaliar a
capacidade das nanoparticulas como veiculos carreadores de farmaco com modificacédo

superficial com biomoléculas.

3.2.5 Avaliacgdo in vitro

O desempenho das nanoparticulas para liberacdo controlada e as respectivas
biocompatibilidades foram avaliadas em condi¢Ges especificas controladas in vitro
testadas nos laboratérios RAPSODEE (IMT Mines Albi) e Centre de Recherche Cardio

Toracigue de Bordeaux, respectivamente , como descrito nos paragrafos seguintes.

3.2.5.1 Liberacéo do farmaco
A andlise da liberacdo do farmaco encapsulado apresenta forte relevancia para
caracterizacdo de um nanocarreador com um sistema de liberagdo controlada. Entretanto,
ndo ha protocolos de ensaios especificos para nanomateriais (SHEN; BURGESS, 2013)
e a descricdo de metodos para rivastigmina base livre encapsulada é inexistente, mesmo
em organizagdes internacionais de referéncia como Food and Drug Administration

(FDA) e United States Pharmacopeia (USP). Por isso, a metodologia utilizada foi
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baseada na literatura, especificamente em artigos com estudos de liberagéo in vitro de
nanoparticulas encapsuladas com rivastigmina base livre (CRAPARO et al., 2008;
HEMMATI; SAHRAEI; GHAEMY, 2016; MOHAMADPOUR et al., 2020).

A cinética de liberacdo in vitro foi avaliada pelo método de dialise em condicoes
sink. Foram utilizadas nanoparticulas em formulagdo de suspensdo (latex) e sélida, esta
ultima previamente liofilizada usando o Liofilizador L202 (Liotop, Sdo Paulo, Brasil). Os
nanocarreadores foram inseridos em sacos de dialise (MWCO = 8 kDa) em concentracao
equivalente a 2,17 mg de rivastigmina encapsulada. As membranas de dialise foram
imersas em 100 mL de tampéo PBS (pH 7,4) dispostos em vasos de vidro em aparato de
dissolugdo USP Il AT Xtend™ Sotax (Saint-Louis, Franga). A agitacéo foi controlada a

50 rpm e a temperatura fixada em 37 °C durante 24h.

Aliquotas de 1,1 mL foram retiradas em intervalos de tempo especificos e filtradas
usando filtros de seringa de 0,22 um. A concentracao de rivastigmina liberada no meio
foi quantificada por meio de cromatografia liquida de alto desempenho (High
Performance Liquid Cromatography — HPLC) usando equipamento HPLC Agilent 1260
Infinity Il (Santa Clara, Estados Unidos da América) equipado com coluna XTERRA
RP18 5um 3,9 x 150mm Waters (Milford, Estados Unidos da América).

O método HPLC utilizado foi adaptado da literatura (RAO, B. M. et al., 2005): a
fase movel era constituida de 20 partes de acetonitrila e 80 partes de tampdo fosfato pH
3 0,1M (base volumétrica), vazao de 0,7 mL/min, volume de injecdo de 20 uL e detec¢do
por UV a 212 nm. A concentracao de rivastigimina pode ser determinada a partir de uma
curva de calibracdo construida com solucdes de 0,8 a 50 pug/mL de rivastigmina em

tampé&o PBS a 212 nm.

Os ensaios de liberacdo foram realizados em triplicata com as seguintes amostras:
PMMA+0,5%R, P(MMA-AA)5% 0,5%R, P(MMA-BA)+0,5%R, P(MMA-BA-
AA)+0,5%R e P(MMA-BA-HEMA)+0,5%R. Experimentos controle foram realizados

com solucéo de farmaco 2,17 mg/mL em tampdo PBS nas mesmas condi¢oes.

Os resultados foram expostos na forma de curva cinética e também tratados no
software KinetDS (MENDYK et al., 2012) para ajuste de diferentes modelos matematicos

e determinacdo de possiveis mecanismos de liberag&o.
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3.2.5.2 Anélise de segurancga com ensaio bioldgico

A avaliacdo da toxicidade do nanomaterial é de grande importancia,
especialmente por conta da potencial aplicagéo terapéutica pretendida. A inexisténcia de
uma metodologia especifica para avaliacdo de toxicidade de nanomateriais impulsionou
0 uso de protocolos baseados em Kits de toxicidade celular e na literatura cientifica. E
importante ressaltar que a area de nanotoxicologia estd em constante evolugdo e poucas
celulas endoteliais tém sido usadas como modelos in vitro para testes com nanoparticulas
(JONES; GRAINGER, 2009), o que constitui uma contribuicdo valorosa e inovadora

neste campo de pesquisa.

Para os ensaios de seguranca celular foram usadas células endoteliais humanas
derivadas da artéria pulmonar (CEH). A escolha desta linhagem € justificada pela elevada
dificuldade de se obter bancos de células da BHE para ensaios in vitro e pelo fato das
celulas endoteliais da artéria possuirem a mesma origem celular da BHE e serem de
derivadas de humanos, se aproximando do modelo celular requerido para o estudo.
Inicialmente, as células CEH foram descongeladas, em seguida plaqueadas e cultivadas
em meio de cultura celular suplementado com SUPERMIX em frascos de cultura de 25
cm?2 e mantidas em estufa com atmosfera umidificada com 5 %v de CO; a 37 °C durante
48h.

Apds este periodo, as células foram lavadas com solucdo tampédo (HEPES) e
tratadas com tripsina durante 2 min. Em seguida, as células foram isoladas, centrifugadas
e recolhidas para contagem celular. As células foram entdo semeadas em placas de 96
pocos de fundo transparente com densidade de 20x102 células/cm?2 com meio sem corante
suplementados com SUPERMIX, e mantidas em estufa a 37 °C e 5 % vol de CO; por 24
horas (DEWEIRDT et al., 2020). Posteriormente, o meio nutritivo foi retirado e
substituido por um meio de cultura sem corante, e na presenca de diferentes concentracdes

das solucgdes de nanoparticulas.

As formulagbes de nanoparticulas escolhidas para avaliacdo de toxicidade de
material foram os brancos PMMA_HLB6, P(MMA-BA)40% e P(MMA-BA-AA).
Primeiramente, foi feita uma solugdo mée de 250 pug/L de nanoparticulas preparada apds
vigorosa homogeneizagdo de cada latex com 3 ciclos de 30s em sonicador e 30s em
vortex. Nove diluicGes seriadas foram realizadas a partir da solugdo mée, criando uma
variacdo de teste de 250 ug nanoparticulas/L a 1 pug nanoparticula/L em volume final de
200 uL/pogo. Para controle celular, 7 pogos por placa ndo receberam a solugéo de
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nanoparticulas diluidas. Apds o tratamento com as diferentes concentracbes de
nanoparticulas, a placa foi cultivada em estufa a 37 °C e 5 %vol de CO- por 24 h. Para

este experimento, foram utilizadas quatro replicatas.

Apos as 24 h, a viabilidade celular foi testada a partir da incubagéo de células com
20 uL do reagente WST-1 por 3h sob agitacdo (DEWEIRDT et al., 2020). O ensaio de
WST-1 é baseado no célculo de viabilidade celular a partir da atividade metabdlica, o
reagente reage com o succinato-tetrazélio redutase mitocondrial formando o corante
formazano, detectavel em espectrofotometro (NGAMWONGSATIT et al., 2008). Apos
0 periodo de incubacdo, a placa seguiu para leitura a 450 nm em leitor de
espectrofotobmetro de microplacas (SPECTROstar-Nano2.10, BMG Labtech®,
Alemanha). A viabilidade celular foi avaliada por meio do resultado da leitura, que é
proporcional as células vivas. O célculo das células viaveis foi realizado por meio de

regressdo linear, tomando-se o controle celular como 100% viavel.

3.2.6 Caracterizacgao fisico-quimica das nanoparticulas
Diversas técnicas de caracterizacao foram aplicadas para avaliar as caracteristicas
fisicas, como forma e tamanho, e quimicas das nanoparticulas. As caracterizagdes

realizadas estdo descritas nos paragrafos seguintes.

3.2.6.1. Composicdo quimica
A composic¢do quimica das nanoparticulas foi avaliada por meio das técnicas

espectroscopicas na regido do infravermelho e de ressonancia magnética nuclear.
Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Neste trabalho as analises de FTIR foram conduzidas visando a identificacdo dos
grupos quimicos presentes nas nanoparticulas. Dessa forma, foi possivel observar os
grupos funcionais caracteristicos dos materiais poliméricos, assim como as modificacfes

quimicas ocasionadas pelo processo de funcionalizagéo.

Para isso, foi utilizado o equipamento Cary 630 FTIR com mddulo de amostragem
ATR (Agilent, California, Estados Unidos da América) para radiagdo eletromagnética
direta na amostra solida. A absor¢do de radiagdo em certos comprimentos de ondas é
representada na forma de um espectro de bandas, o qual possibilita a identificacdo de
certas estruturas quimicas da amostra (CHEREMISINOFF, 1996). Especialmente na
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regido do infravermelho, podem ser observadas frequéncias vibracionais relacionadas a
grupos funcionais, conformagdo e estrutura de macromoléculas de interesse

especialmente relevante no presente trabalho.

As anlises de FTIR foram conduzidas na regifo 4000 — 650 cm™ com resolugio
de 4 cm™. O espectro final foi reportado como a média de 128 varreduras, calculados

automaticamente pelo equipamento.
Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Assim como a técnica de FTIR, a analise de RMN foi aplicada com o objetivo de
identificar grupos quimicos especificos nos materiais poliméricos sintetizados e
particularmente para detectar a presenca de monémero residual e do farmaco e avaliar a

incorporacgdo dos comondmeros utilizados nas reagdes de copolimerizacao.

A analise de RMN de hidrogénio foi conduzida em amostras previamente
solubilizadas em cloroférmio deuterado em equipamento AVIII-500, Bruker
(Massachusetts, Estados Unidos da América) com sonda de 5 mm na frequéncia de 400
MHz.

A identificacdo de caracteristicas estruturais de um material por RMN se baseia
no realinhamento do ndcleo atdbmico apds aplicacdo de um campo magnético.
Dependendo do ambiente quimico do atomo de interesse (ligacdes quimicas com a sua
vizinhanca) e do campo magnético aplicado, a energia de alinhamento é diferente,
permitindo identificar a estrutura molecular e a composicdo quimica do material
(CHEREMISINOFF, 1996).

Entre os nicleos mais explorados para a andlise, foi escolhido o *H devido a
adequabilidade para andlises de copolimeros com PMMA (CAMPOS et al., 2016;
EROLA et al., 2015; VARGUN et al., 2010).

3.2.6.2 Conversdo de mondmero
A conversdo de mondmero foi medida ao longo e ao final das reagdes de
polimerizagdo a partir da técnica de gravimetria. As aliquotas eram depositadas em
recipientes de vidro contendo 3 gotas de uma solucdo contendo um inibidor de
polimerizagdo (1 %m/m hidroquinona em &gua). Em seguida, os recipientes eram levados

para secagem em estufa de circulacdo de ar a 80 °C, possibilitando a evaporagdo do
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monomero volatil ndo reagido. O calculo de conversao foi feito com base na pesagem do

recipiente em varios momentos, conforme indicado na Equacdo (3.4(3.4)

%C = mpolseco+recipiente - (mrecipiente + mhidroquinona) X (porgénica X Mamostra (34)

em que %C é a conversao calculada, Mpol seco + recipiente € @ Massa Seca, Mrecipiente € 0 PESO dO recipiente
Vazio, Mhidroquinona € & Massa de solucgdo de hidroquinona adicionada, @organica € @ fragdo massica de

fase organica e Mamostra € 0 PESO da amostra de latex retirada do sistema.

3.2.6.3 Eficiéncia de encapsulamento (%EE) de fArmaco
O célculo da eficiéncia de encapsulamento de RBL foi baseado na quantificacdo
de farmaco livre, ou seja, ndo encapsulado. Por meio do balanco de massa do farmaco,

conseguiu-se determinar a concentracdo de farmaco encapsulado.

Para isso, 1 mL de latex foi inserido em membrana de centrifugagdo Amicon
Ultra-15 100kDa (Sigma Aldrich, Rio de Janeiro, Brasil) e levados a centrifuga Megafuge
16 R Termo Scientific (Massachusetts, Estados Unidos da América) por 10 min a 6000
rpm. O sobrenadante foi coletado e a quantidade de RBL livre foi determinada usando
espectroscopia UV a partir da construcdo de uma curva padréo.

A curva de calibracédo foi construida utilizando solucGes de 1,5 a 7,5 mg/mL de
RBL em 4agua deionizada. Primeiramente, as solugdes foram lidas na faixa de
comprimentos de onda compreendida entre 200 e 500 nm com passo de 1 nm para
determinacédo de 261 nm como o comprimento de onda de andlise. Para a realizacdo das
leituras, 10 pL de amostra eram depositados em cada poco da placa de quartzo Thermo
Scientific™ pDrop™ Plate (Thermo Scientific, Massachusetts, Estados Unidos da
América) no espectrofotdmetro de microplacas Multiskan GO (Thermo Scientific,

Massachusetts, Estados Unidos da América).

Para o calculo de eficiéncia, o procedimento de centrifugacéo era realizado em
triplicata. O latex de PMMA sem farmaco também foi analisado para ser usado como

“branco” de leitura.
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3.2.6.4 Massa molar

A massa molar média e a curva de distribuicdo de massas molares dos polimeros
foram determinadas por meio da técnica de cromatografia de permeacdo em gel (GPC).
Para isso, foi utilizado o cromatografo Viscotek modelo GPC Max VE 2001 (Houston,
Estados Unidos da América) equipado com o detector refratométrico modelo VE 3580 e
0 conjunto de colunas lineares Shodex (modelos KF-48804L e KF-805L de tamanhos
méximos de poro de 1,5x10° e 5x10° A). Esta técnica permite separar as moléculas de
uma solucdo polimérica, de acordo com o respectivo tamanho de cadeia, a partir da
permeacdo de uma fase movel em uma coluna porosa (fase
estacionaria)(CHEREMISINOFF, 1996).

Neste trabalho, 0,006 g de amostra seca foram diluidos em 1 mL de
tetrahidrofurano (THF) para preparar as solucdes poliméricas. A fase mével utilizada foi
THF em vazdo constante de 1,0 mL/ min a 40 °C. O equipamento foi previamente
calibrado com padrdes de poliestireno com massas molares na faixa de 5x10° a 1x10° Da.

3.2.6.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A andlise microscopica de materiais poliméricos pode identificar aspectos
relacionados a morfologia, a regularidade da superficie e até de agregacdo de particulas e
depdsito de solidos na superficie. No caso de particulados com tamanhos médios entre 10
nm e 1 um, a técnica de microscopia eletrénica de varredura (MEV) é uma das técnicas
que podem ser utilizadas. As amostras podem ser visualizadas sem pré-tratamento prévio,

mas técnicas para aumentar o contraste podem ser aplicadas (CHEREMISINOFF, 1996).

Aqui, as analises foram realizadas em microscopio eletrdnico de varredura
Quattro S Thermo Fisher (Massachusetts, Estados Unidos) equipado com um canhao de
emissdo de campo. Os materiais poliméricos liofilizados foram previamente recobertos
com platina utilizando um metalizador Polaron Range SC7640 (Hertfordshire, Inglaterra)

a 1kV durante 2 minutos.

3.2.6.6 Tamanho de particula e potencial zeta
Outras caracterizacGes importantes realizadas foram a determinacdo de tamanhos

médios de particula e de potencial zeta. Ambas foram realizadas com o analisador modelo
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ZetaSizer Nano ZS (Malvern Instruments, Worcestershire, Inglaterra) a partir de uma

amostra diluida de latex.

Para a analise de diametro de particula, o latex foi diluido em agua deionizada na
propor¢do 1:75 em massa e inserido em cubeta de quartzo. A técnica é baseada no
espalhamento dindmico da luz. O equipamento emite um feixe de luz que, ao atravessar
a amostra, se choca com o material particulado suspenso, espalhando a luz. Por meio da
relacdo de Stokes consegue-se determinar o didmetro medio das particulas (HACKLEY,
2015). Neste trabalho, o resultado foi gerado a partir de uma média aritmética de trés

medidas de 100 leituras.

Jaa andlise de potencial zeta se baseia no espalhamento de luz eletroforético, com
o célculo da mobilidade eletroforética do material particulado. Para esta analise, a amostra
diluida previamente foi inserida em cubeta de vidro onde foi acoplado o kit de célula de
imersdo universal do mesmo fabricante do equipamento. O calculo do potencial zeta foi
realizado utilizando a equacao de Smoluchowski (BHATTACHARJEE, 2016) e a medida
final foi resultado de uma média aritmética de trés medidas com 100 leituras cada.

3.2.6.7 Temperatura de decomposi¢ao e temperatura de transicao vitrea
Uma propriedade de material que pode ser modificada por meio da
copolimerizacdo é a resposta térmica. Para investigar essa possibilidade, analises
termogravimeétricas (TGA) e de varredura diferencial de calorimetria (DSC) das amostras

liofilizadas foram conduzidas.

Em analises de TGA, ¢ registrada a perda de massa de amostra com o0 aumento
programado de temperatura provocado por um programa especifico do equipamento.
Dessa maneira, consegue-se associar a perda de massa com a volatilizacao de liquidos e
a decomposicdo de sélidos (CHEREMISINOFF, 1996). Neste trabalho, foi usado o
equipamento Discovery TGALS5 TA Instruments (New Castle, Estados Unidos da
América) e as analises foram conduzidas com aquecimento na faixa de 25 a 700 °C, a

uma taxa de 10 °C/min sob atmosfera de nitrogénio a 20 mL/min.

Em andlises de DSC, a diferenca de energia entre um material de referéncia e a
amostra é medida para um programa especifico de temperatura controlada. Esse

diferencial energético corresponde a mudancas na entalpia e calor especifico da amostra
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que podem ser relacionados a eventos quimicos e fisicos atuantes. O DSC ¢
frequentemente usado para determinacgdo particular da temperatura de transicéo vitrea
(Tg) de polimeros (CHEREMISINOFF, 1996).

Para conducdo dos ensaios de DSC, foi usado o equipamento DSC Q200 TA
Instruments (New Castle, Estados Unidos da América) em modo modulado. O dispositivo
foi previamente calibrado com indio para temperatura e entalpia, e com safira para a
capacidade calorifica. As analises foram conduzidas em atmosfera de nitrogénio seco a
50 mL/min, com variacdo de temperatura de -80 a 200 °C a uma taxa de 2 °C/min, com
amplitude de 0,8 °C e periodo de 40 s. As amostras foram mantidas em cadinho de
aluminio ndo hermético durante todo o evento. Para determinagdo de Tg foi usada a
primeira curva de aquecimento do sinal correspondente ao fluxo de calor ligado a

mudanca de capacidade calorifica (reverse heat flow).
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Capitulo 4. Estudo de estabilidade de emulstes de
MMA e da sintese de nanoparticulas de PMMA

Neste capitulo sdo apresentados e analisados os resultados obtidos no estudo de
emulsdes de MMA e a producdo de nanoparticulas deste homopolimero, seguindo as

etapas apresentadas na Figura 3.1.

4.1 Escolha de surfactante

A Tabela 4.1 disp0e a classificacdo dos surfactantes escolhidos de acordo com a
natureza do grupo hidrofilico e a toxicidade oral em ratazanas (sendo LD50 a dose letal
para matar 50 % de uma populacdo teste) disponiveis nas fichas dos fabricantes
(GUINAMA, 2014; MERCK MILLIPORE, 2019; SIGMA-ALDRICH BRASIL, 2015,
2018c, b, a, 2019). Nota-se que o estudo foi bastante abrangente porque possibilitou
avaliar o desempenho de surfactantes com caracteristicas e mecanismos de estabilizacéo
diferentes. A estabilizacdo eletrostatica, presente no uso de surfactantes ibnicos, €
dependente da repulsdo compartilhada da dupla camada elétrica de cargas entre as
particulas coloidais. J& a estabilizacdo estérica, encontrada com a aplicacdo de
surfactantes ndo iénicos, é promovida por meio da protecdo da particula coloidal por
efeito de volume excluido causado pela adsorcdo de moléculas volumosas na superficie
das particulas coloidais (MADKOUR et al., 2019). Outro ponto distinto entre as

moléculas de surfactante escolhidas é o efeito em organismos bioldgicos.
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Tabela 4.1. Caracteristicas dos surfactantes comerciais escolhidos para avaliacéo
de estabilidade de emulsdo MMA em &gua.

LD50 ratazana

Nome Cadigo Classificacao
oral (mg/kg)
dodecil sulfato de sodio SDS anionico 977
brometo de cetrimonio CTAB cationico 410
monooleato de sorbitan 80 SP80 n&o idnico 39.800
polissorbato 80 TW80 néo idnico 34.500
pectina de maga PEC ndo iénico (polimérico) 5.000
Pluronic® PLU n&o idnico (polimérico) 9.380
poliacetato de vinila PVA ndo iénico (polimérico) >20.000

A toxicidade apresentada na Tabela 4.1 mostra que as diferentes estruturas
quimicas dos surfactantes apresentam efeitos distintos em seres vivos. A presenca de SDS
¢ associada a modificagbes na permeabilidade celular e irritaces de pele
(CHATURVEDI; KUMAR, 2010; KUMAR et al.; THONGER, 2014). Ja o CTAB pode
desestruturar membranas plasmaticas e impactar o ciclo de energia celular, ao reduzir a
sintese de ATP (SCHACHTER, 2013). Surfactantes ndo idnicos, por nao serem
eletricamente carregados, ndo tendem a interagir com proteinas e, por isso, apresentam
irritacdo minima a pele, mas relacionada a natureza da ligacdo quimica do grupo polar e
da cadeia alquila (LEMERY et al., 2015; YUAN et al., 2014). De forma geral, o nivel de
toxicidade de um surfactante é relacionado com a concentracdo e o0 tempo de exposicao.
Assim, o estudo em questdo foi desenhado para utilizar baixas concentracfes de

surfactante, procurando evitar niveis de toxicidade elevados.

Primeiramente, as emulsdes criadas a partir da variacdo massica de surfactante e
de fase organica foram avaliadas conforme os perfis de desestabilizagdo, que estéo
dispostos na Figura 4.1, Figura 4.2, Figura 4.3 e Figura 4.4. A analise das curvas de
variacdo de backscaterring permitiu acompanhar a movimentagéo das gotas de emulséo
em relacdo a posicao vertical e ao tempo transcorrido desde a emulsificagdo. Dessa forma,
foi possivel fazer a avaliagdo cinética para identificar fendmenos de desestabilizagéo
(como cremeacao e clarificacao) utilizando uma metodologia ndo destrutiva (MENGUAL

et al., 1999). Cabe ressaltar que, ap6s a emulsificacdo, nenhum outro mecanismo de
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agitacdo foi empregado; logo, os resultados retratam a capacidade de estabilizacdo da

emulséo em completo repouso.

A Figura 4.1 ilustra o perfil de backscattering para as emulsdes preparadas com 1
%m/m de surfactante (em relacéo a fase organica) e 10 %m/m de MMA. As curvas sao
dispostas em relacdo ao tempo e, como néo foi observada sobreposi¢éo total das curvas,
nenhuma emulsdo se mostrou perfeitamente estdvel em 30 min. Os surfactantes que
obtiveram curvas mais proximas foram PLU, TW80, SP80 e PVA sendo, portanto, 0s
melhores estabilizantes para estas condi¢des. SDS, CTAB e PEC mostraram curvas mais
isoladas, que se traduz para um deslocamento de gotas muito significativo, levando a

separacdo de fases, que também foi detectado visualmente.

Por meio da variacdo local de backscattering consegue-se observar a presenca de
fendmenos gravitacionais, como clarificacdo e cremeacdo em todas as combinagdes
testadas. A clarificacdo é caracterizada pela diminuicdo de backscattering na regido
inferior (canto esquerdo do grafico), o que sugere reducdo de concentracdo de gotas,
assim clareando o local (MENGUAL et al., 1999). Isso ja era esperado, tendo em vista
que a fracdo organica usada, 0 MMA, possui uma densidade menor que a da fracdo
dispersante. Portanto, em ocasido de instabilidade, espera-se um fenbmeno ascendente do
MMA. Ja a cremeacdo é determinada pela flotacdo de gotas e consequente acimulo no
topo, visto pelo aumento de backscaterring na regido direita do grafico (MENGUAL et

al., 1999), caracteristica também muito encontrada em emuls@es do tipo 6leo/agua.

A variacdo de backscaterring na regido mediana do grafico indica coalescéncia,
floculacédo de gotas ou movimentacédo lenta das mesmas (MENGUAL et al., 1999). Este
fendmeno, especialmente presente no caso PEC, pode ser justificado pelo aumento de

viscosidade causado pela pectina, podendo retardar a movimentacao de gotas.

71



1%surfactante_10%MMA
SDS CTAB PLU

30 30 30

20+ 20/

10+
10

’ \W%

-201

-104 \

-20

Delta BS (%)
Delta BS (%)
o

Delta BS (%)
o

N
o
T

-30

.40

@
S

-30

oA

0 10 20 30 40 0 10 20 30 40 10 20 30 40
Altura (mm) Altura (mm) Altura (mm)

TW80 SP80 PEC
30 30 30

20+

=
o
=
o

104

S

-204 -20+

[y
o

-101

Delta BS (%)
o

Delta BS (%)
o

Delta BS (%)
o

N
o

-30 -30

@
S

—— 00 min
—— 01 min
—— 02 min
—— 03 min
—— 04 min
05 min
06 min
07 min
08 min
09 min
10 min
12 min
14 min
—— 16 min
—— 18 min
—— 20 min
—— 22 min
—— 24 min

0 10 20 30 40 0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Altura (mm) Altura (mm) Altura (mm)

PVA
30

204

104

J

-201

Delta BS (%)
o

301 . . ; ;
0 10 20 30 40
Altura (mm)

26 min
—— 28 min
—— 30 min

Figura 4.1. Variacao de backscattering versus altura (mm) de emulsdes contendo 1%m/m de
surfactante e 10%m/m de MMA. As curvas estdo dispostas em intervalo de tempo crescentes de tons

frios (t=0 min) até tons quentes (t=30 min).

A evolucdo/velocidade dos fendmenos também pode ser facilmente notada nesta
representacdo grafica. No caso dos surfactantes SDS e CTAB, ambos os fendmenos de
instabilidade aconteceram em momentos iniciais, indicado pela amplitude elevada nos
extremos direito e esquerdo em curvas de tons frios (tempos iniciais), reforcando a
instabilizagdo rapida do sistema. J& para os outros surfactantes testados, a velocidade de

mudanca de estabilidade é mais sutil, dada a proximidade das curvas; assim, a velocidade
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dos eventos nao pode ser imediatamente determinada, demandando analises quantitativas

mais especificas.

Ao aumentar a concentracdo de mondmero no meio, ou seja, a quantidade de fase
dispersa, o comportamento das emulsdes foi modificado, conforme mostra a Figura 4.2.
Novamente, sdo identificados os fendbmenos de clarificagcdo e cremeacdo em todos 0s
ensaios. SDS e CTAB também se mostraram pouco eficientes devido a rapidez com que
foi observada a separacdo de fases. PLU dessa vez apresentou elevada instabilidade,
indicando que a concentracao de surfactante usada nao foi suficiente para estabilizar essa
quantidade de monémero. PEC apresentou melhora de comportamento, ja que houve
sobreposicao de curvas na regido mediana de emulsdo, indicando melhor emulsificacéo.
Entretanto, ainda foi observada uma separacao de fase. Neste grupo de teste, TW80, SP80
e PVA foram considerados os melhores estabilizantes por apresentarem os fenémenos de
cremeacdo e clarificacdo localizados em faixas estreitas de altura, criando uma regido
mediana mais estivel. Dessa maneira, a inser¢do de mais mondmero pareceu auxiliar a

estabilidade.
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Figura 4.2. Variagdo de backscattering versus altura (mm) de emulsdes contendo 1%m/m de
surfactante e 25%m/m de MMA. As curvas estdo dispostas em intervalo de tempo crescentes de tons frios
(t=0 min) até tons quentes (t=30 min).

A Figura 4.3 mostra os perfis obtidos quando a concentragdo do surfactante foi
aumentada para 5 %m/m e a propor¢do de MMA foi reduzida (para 10 %m/m). SP 80,
TW80 e PVA seguiram como os melhores tensoativos por apresentarem melhores
sobreposicdes de curva. Entre eles, o TW80 se destaca pela cremeacéo e clarificagéo
pouco expressivas e espacialmente restritas, e pela justaposicdo das curvas de

backscaterring em grande parte da emuls&o.
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Figura 4.3. Variacdo de backscattering versus altura (mm) de emulsGes contendo 5%m/m de
surfactante e 10%m/m de MMA. As curvas estdo dispostas em intervalo de tempo crescentes de tons frios
(t=0 min) até tons quentes (t=30 min).

Quando se compara a Figura 4.1 com a Figura 4.3, pode-se avaliar o efeito do
acréscimo maéssico de surfactante. De forma geral, 0 aumento da raz&o surfactante/fracéo
organica mostrou-se vantajoso, verificado pela maior proximidade das curvas. Para o
SDS e a PEC, este efeito e especialmente significativo. J& o CTAB continuou
apresentando os piores resultados de estabilidade com separacdo absoluta de fases

também confirmada visualmente. Entretanto, a separacdo de fases, evidenciada pela

75



rapida queda das curvas de backscattering, foi mais lenta em comparagdo com a condicéo
1%CTAB_10%MMA. Isso indicaria a necessidade de aumento da concentracdo de

surfactante para melhorar a estabilidade no sistema, mas existem excegoes.

O PVA mostrou melhora de comportamento em relagdo a condigdo
1%PVA 25%MMA (Figura 4.2), ja que a magnitude da variacdo de backscaterring foi
menor, mas muito semelhante a obtida em 1%PVA _10%MMA. Isso indicaria que mais
do que a concentracdo no meio, uma fracdo organica mais baixa seria mais importante

para garantir a estabilidade do sistema. Esse fato também foi observado para o PLU.

Quando se comparam os resultados para 1%PLU_10%MMA com os obtidos com
aumento da fracdo organica (1%PLU_25%MMA) e de surfactante (5%PLU_10%MMA),
ndo foram observadas melhorias significativas na estabilidade do sistema. Apesar de
claramente evidenciar os fendmenos de cremeacdo e clarificacdo, a condigédo
1%PLU_10%MMA ainda foi a melhor composicdo testada desse surfactante. Assim, 0s
resultados dos perfis mostram que ndo ha uma regra geral a ser observada para todos 0s

surfactantes estudados.

A Figura 4.4 mostra o ultimo caso explorado: maior concentracdo de surfactante
(5 %m/m) com maior teor de fracdo organica (25 %m/m). Uma vez mais, 0s surfactantes
ibnicos apresentaram os piores resultados. Isto evidencia a tendéncia de que, para
melhorar a estabilizac&o, é necessario 0 aumento da concentracéo destes surfactantes no

meio, de maneira que a adi¢do precisa ser ainda maior com o aumento de fragdo organica.

PLU também repetiu o desempenho ruim. A separacao de fases foi facilmente
observada pela sobreposicéo de curvas de tempos finais (tons quentes), evidenciando uma
importante limitacdo deste surfactante. Assim, talvez este surfactante nao seja adequado

para estabilizar este tipo de emulséo.

O perfil apresentado pela PEC mostrou muitos ruidos de leitura, que foram
associados a alta viscosidade do sistema. A PEC, por ser uma proteina higroscopica,
possui grande capacidade de inchamento, resultando na formacao de geis e aumento de
viscosidade da emulsdo. Ao analisar todos os perfis de PEC, a conformacgéo
5%PEC_25%MMA apresentou a melhor estabilidade, tendo em vista a baixa intensidade
de variagéo local do sinal de backscattering em relagdo aos ensaios anteriores. Entretanto,
a alta viscosidade pode ser uma propriedade indesejavel para algumas aplicacdes de

emulsdes liquidas.
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Figura 4.4. Variacdo de backscattering versus altura (mm) de emulsdes contendo 5%m/m de
surfactante e 25%m/m de MMA.. As curvas estdo dispostas em intervalo de tempo crescentes de tons frios
(t=0 min) até tons quentes (t=30 min).

Novamente, os melhores estabilizantes para esta condigéo foram SP80, TW80 e

PVA. Os dois primeiros apresentaram tendéncias similares: quando h& maior teor

orgénico ha predominio do fendmeno de clarificagdo. Ja a cremeagdo torna-se mais

expressiva em 10 %m/m de MMA. A melhor sobreposicdo de curvas (melhor

estabilidade) se deu em concentragdes maiores de surfactante, podendo estar associado

ao mecanismo de estabilizacdo estérica: maior concentragcdo de surfactante conseguiria
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cobrir melhor as gotas organicas. Este efeito € mais bem representado na Figura 4.5, onde
as curvas de variagdo do sinal de backscattering em diferentes razdes sdo comparadas

lado a lado, utilizando o surfactante Tween80 como um exemplo.
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Figura 4.5. Efeito entre razdo de surfactante e massa de monémero, usando o
surfactante Tween80 como exemplo.

Por fim, o PVA mostrou comportamentos muito semelhantes para os dois ensaios
contendo 5 %m/m de surfactante. Foi visivel a melhora de estabilizacdo quando a
concentracdo de PVA no meio foi aumentada. Como ja explicitado anteriormente, isto
também pode estar associado ao melhor recobrimento estérico das gotas por aumento de
concentracdo no meio. Ao comparar a intensidade da variacdo do sinal de backscattering
das emulsdes 5%PVA, notou-se que a estabilidade foi melhor quando o teor orgénico foi
maior. Uma hipotese seria de que, por se tratar de um polimero hidrossolavel, pode ser
esperada a sua presenca na regido bulk aquosa. A reducdo de fragcdo aquosa pode ter
auxiliado o posicionamento especifico do PVA nas interfaces, melhorando a estabilidade

da emulsio.
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Os perfis de variagdo de sinais de backscattering possibilitaram observar o
comportamento das emulsdes com o passar do tempo, identificando a presenca e a
intensidade, assim como inferir a velocidade dos fendmenos de separagdo. Além desta
avaliacdo qualitativa, o software do Turbiscan® permite calcular alguns parametros que
também podem ser utilizados para avaliar a qualidade da estabilidade formada. A Figura
4.6 apresenta a representacdo grafica dos valores de TSI e das taxas de clarificacdo e
cremeacao de cada ensaio realizado. Os valores brutos calculados estédo apresentados no

Apéndice 1.

O TSI é um indicativo de instabilidade do sistema, calculado automaticamente
pelo software. Assim, quanto maior o valor do TSI, mais instavel € o sistema. Valores de
TSI de até 0,5 sdo classificados como os melhores estagios de estabilidade, ja que ndo ha
deteccdo de instabilidade e a amostra continua muito estavel. De 0,5 a 1, ja sdo detectados
baixos sinais de desestabilizacdo, como migracdo ou variagdo de tamanho, mas a amostra
ainda é visivelmente estavel. TSI entre 1 e 3 sdo associados a estagios iniciais de
desestabilizacdo, com pouca ou nenhuma visualizacdo. Valores de 3 a 10 indicam
fendmenos de instabilidade mais expressivos como sedimentacdo, cremeacdo e até
pequenas separactes de fases, que podem eventualmente ser detectadas visualmente. Ja
quando o TSI apresenta valores acima de 10, varia¢fes importantes e instabilidade ja sdo
detectadas, sendo quase certamente visiveis. (FORMULACTION, 2019). Assim, o valor
de TSI pode ser utilizado como um parametro quantitativo de avaliacdo de qualidade de

emulsoes.

Outro célculo realizado foi o de determinacdo das taxas de cremeacdo e de
clarificacdo, ambas baseadas na velocidade de variacao dos valores de backscattering nas
alturas de ocorréncia de cada fendmeno. Sabendo-se que, quanto maiores séo as taxas de
cremeacao e clarificacdo, mais rapidos sdo os fenébmenos de instabilizacdo, essas taxas

indicam a velocidade da perda de estabilidade nos sistemas investigados.
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Observando os valores de TSI e das taxas de cremeacdo e clarificacdo, pode-se

detectar instabilidade expressiva para os surfactantes idnicos SDS e CTAB. Em ambos

0s casos, os valores de TSI foram préximos de 20, muito acima dos limites de estabilidade

desejaveis. Além disso, as taxas de separacdo também foram altas, chegando a valores

préximos de 100 mm/h. Estes resultados, somados as conclusdes obtidas das analises de

perfis de backscattering, suportam a ideia de que SDS e CTAB levam a rapida

desestabilizacdo das emulsdes de MMA de agua.

Para o PLU, apenas a condi¢cdo 1%PLU_10MMA mostrou bons pardmetros de

estabilidade, com TSI e velocidades de migracdo baixos (menores que 10). Isto

corroborou as anélises anteriores, das quais o perfil para 1%PLU_10MMA apresentou
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melhor sobreposicdo de curvas. Assim, para usar PLU como estabilizante, deve-se

restringir a composicdo da emulsdo, o que pode nao ser muito desejavel.

O surfactante TW80 apresentou valores de TSI e de velocidade de clarificacéo e
cremeacdo reduzidos para todas as condicgdes testadas, sugerindo boa capacidade de
estabilizacdo de emulsdes de MMA em agua. O menor valor de TSI, logo mais estavel,
foi observado para os ensaios com 25 %em/m MMA. Em especial para a composi¢do com
5 %m/m também foram obtidas baixas velocidades de separacdo, portanto a melhor

condicdo de estabilidade entre os surfactantes testados.

SP80 também mostrou bons resultados de estabilidade. Assim como no caso de
TW80, os melhores resultados foram associados a composicdes com maiores teores de
MMA, sendo a melhor condi¢gdo com maior concentragdo de surfactante. Os resultados

quantitativos corroboraram o que ja foi analisado no perfil de disperséao de luz.

Os resultados de PEC mostraram reducdo dos valores de TSI com o aumento
massico do surfactante. Conforme explicado anteriormente, o0 aumento de viscosidade
pode ter contribuido para esse resultado, ja que diminui a movimentacdo de gotas
organicas dispersas, reduzindo a intensidade dos fenémenos de instabilidade de
cremeacdo e clarificacdo. Por isso, também foi possivel observar a reducao das taxas de
cremeacdo e clarificagdo para essas condi¢des. Entretanto, cabe ressaltar que a alta
viscosidade da fase dispersa pode limitar a aplicagdo da emulsdo. No caso deste estudo,

viscosidade elevada ndo seria indicada para a aplicacdo biomédica de interesse.

O PVA apresentou resultados intrigantes e, a primeira vista, inconsistentes. Com
0 aumento de surfactante no meio, os valores de TSI foram reduzidos, a uma faixa de
estabilidade considerada boa. Entretanto, em 10 %m/m MMA foi observada uma
mudanca quanto ao fendmeno de instabilidade mais presente. De acordo com os calculos,
a clarificacdo tornou-se mais expressiva que os efeitos de cremeacdo, 0 que poderia
indicar menor cobertura de gotas emulsionadas, impulsionando-as para cima por conta da
diferenca de densidade do MMA e da agua. Apesar desta diferenca, a condicdo

5%PVA _25%MMA ainda se mostrou a mais estavel.

De modo geral, os ensaios de estabilidade permitiram conclusdes interessantes a
respeito dos surfactantes escolhidos. Embora em graus de intensidade distintos, todos os
tensoativos apresentaram principalmente fendmenos de instabilidade (cremeacdo e

clarificacdo) considerados reversiveis (MENGUAL et al., 1999). Isto é certamente muito
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positivo, j& que demonstra a grande capacidade de criar uma emulsdo estavel com o
sistema de interesse (MMA e agua). Entretanto, é notavel o desempenho superior de

alguns tensoativos neste sistema.

Tendo em vista os dados expostos, pode-se constatar que os surfactantes TW80 e
SP80 apresentaram desempenhos mais consistentes e estaveis, tornando-se os melhores
surfactantes entre os testados nas condicdes avaliadas. Esta conclusdo é muito vantajosa,
ja que o TW80 é uma substancia de uso aprovado pelo 6rgdo FDA (Food and Drug
Administration) e a literatura comumente associa 0 Seu UsO ao aumento de
biocompatibilidade de materiais, extensdo de tempo circulatério em organismo vivo e
liberacdo controlada de ativos (KAUR; MEHTA, 2017). Com certeza, essas propriedades
sdo muito Uteis para o desenvolvimento de nanomateriais com farmacos encapsulados,
que constitui o objetivo geral deste trabalho. Além disso, € até certo ponto surpreendente
observar que os surfactantes SDS e CTAB, amplamente usados para estabilizar reagoes
de polimerizacdo em emulsdo e miniemulsdo, tenham apresentado os piores resultados
entre os surfactantes testados, sugerindo (como de fato confirmado nas proximas secoes)
que as estabilizacBes de emulsbes de mondmeros e latexes poliméricos constituem

fendmenos distintos, o que tem sido discutido com pouca profundidade na literatura.

4.2 Efeito do nUmero HLB

A secdo anterior evidenciou que o tipo e a concentracdo de surfactante exercem
grande influéncia na estabilidade de emulsdes de MMA em agua. TW80 e SP80 exibiram
os resultados mais consistentes nas faixas especificas testadas. Entretanto, € necessario
definir a concentracéo ideal do surfactante para que a sua a¢do no sistema seja efetiva.
Uma estratégia para definicdo de propor¢do massica é a definicdo do HLB requerido pela
emulsdo (GRIFFIN, 1949).

Nesta secdo, emulsdes de MMA em agua com diferentes combinagdes de SP80 e
TWB80 foram preparadas para criar faixas de valores de HLB diferentes e permitir a
avaliacdo de estabilidade para cada uma. A proporcdo méassica da mistura de surfactantes
também foi variada em 1%, 3% e 5%m/m em relacdo a fragdo organica com o objetivo
de estudar o impacto da quantidade de surfactantes na estabilizacdo da emulséo final. A
fracdo orgénica foi mantida em 25% (em relacdo a massa total), j& que uma maior

proporcdo de MMA aumentaria o rendimento de nanoparticulas sintetizadas. Neste caso,
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como os melhores resultados da etapa anterior foram obtidos com os surfactantes SP80 e
TW80, o estudo do efeito do HLB sobre a estabilidade pode ser diretamente

implementado nas reacdes de polimerizacao.

De forma anéloga ao ensaio anterior, a estabilidade foi avaliada de acordo com o
perfil de dispersdo de luz e com algumas varidveis quantitativas calculadas
posteriormente. A Figura 4.7 apresenta os perfis de variacdo de backscattering obtidos
para as emulsées de MMA em &gua sintetizadas com 1 %m/m. Cabe ressaltar que as
combinacgOes de surfactantes permitiram avaliar também o comportamento da emulséo
com uso de SP80 puro (HLB 4,3) e de TW80 puro (HLB 15).
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Figura 4.7. Perfil de variacdo de backscattering versus altura (mm) de emulsfes con

—— 00 min
—— 01 min
—— 02 min
—— 03 min
—— 04 min
05 min
06 min
07 min
08 min
09 min
10 min
11 min
13 min
—— 15 min
—— 17 min
—— 19 min
—— 21 min
—— 23 min
—— 25 min
—— 27 min
—— 29 min
—— 31 min

tendo

1%m/m de surfactante e variando HLB. As curvas estdo dispostas em intervalo de tempo crescentes

de tons frios (t=0 min) até tons quentes (t=30 min). Adaptado de MANGIA et al (2022).

Ao analisar a Figura 4.7, observou-se claramente o comportamento diferenciado
da emulsdo em 1% HLBA4,3 em relacdo as demais. Desde os primeiros minutos de
analise, a emulsdo se desestabilizou significativamente sustentada ao longo de todo
periodo de andlise, como pode ser observado pela grande variacdo de backscattering
negativa no fundo da cubeta (clarificagdo) e positiva em alturas superiores (cremeagéo).

Conclui-se gque este HLB ndo seria adequado para esta emulsdo. Isto ja era esperado, visto
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que o HLB baixo de 4,3, constituido apenas por SP80, é comumente aplicado em
emulsBes do tipo dgua em 6leo (ICI AMERICAS INC, 1984), o que ndo é o caso
pretendido.

Contudo, com o avanco para maiores valores de HLB, as curvas de variagdo de
backscattering foram se sobrepondo, indicando uma melhora de estabilidade. Ainda
assim, os fenémenos de clarificacdo e cremeacdo em faixas de altura estreitas (5 mm)
foram observados, evidenciando que a estabilizacéo ainda ndo era completa. Destaca-se
ainda que o comportamento da condi¢do 1% HLB15, TW80 puro, parece ser menos
estavel que as condi¢cdes com mistura de surfactantes. Isto pode ser evidenciado pela
amplitude de variagéo de leitura do sinal de backscattering, que foi de cerca de -25% para
1% HLB15, -15% para 1% HLB 10 e -20% para 1%_HLB 12 e 1% HLB 14.

Dessa forma, pode-se inferir que a combinacdo de dois surfactantes é benéfica
para a estabilidade. Este fato, inclusive, ja foi corroborado pela literatura para outras
emulsdes (LV et al., 2014). Entretanto, conforme observado anteriormente, a quantidade
de surfactante no sistema também exerce forte influéncia sobre a estabilizacdo. Por isso,
foi pertinente aumentar a propor¢cdo massica de surfactantes, buscando observar se
ocorreriam melhorias de estabilidade, a fim de se determinar o valor de HLB mais

adequado para o sistema estudado.

A Figura 4.8 exibe os comportamentos das emulsdes de HLB diferentes com 3
%m/m de surfactantes. Novamente, conclui-se que o perfil obtido pela emulsdo
3%_HLB4,3 apresentou desempenho inferior em relacdo aos das demais composicdes
estudadas. Grandes varia¢des das curvas de leitura foram observadas e perduraram ao
longo do tempo e altura da cubeta, revelando que grande parte do sistema sofre
desestabilizacdo. Entretanto, quando se comparam os perfis obtidos com as emulsdes
1% HLB4,3 e 3%_ HLB4,3, pode-se observar uma melhora de estabilidade significativa,
evidenciada pela presenga de curvas proximas nas regides entre 20 e 30 mm, antes
ausentes. O mesmo também foi observado para emulsdes com TW80 puro; ou seja,
HLB15. A emulsdo 3% HLB15 também exibiu grande influéncia do fenémeno de
clarificacdo (tido pela variagdo do sinal de backscattering de -25%) como em
1% HLB15, mas o uso de mais surfactante foi benéfico para redugdo da presenga de
cremeacdo, como mostrado pela reducdo da variacdo do sinal de backscattering em faixas

superiores de altura (de 10% para 5%). Assim, confirmou-se a tendéncia de que o
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Figura 4.8. Perfil de variacdo de backscattering versus altura (mm) de emulsbes contendo
3%m/m de surfactante e variando HLB. As curvas estdo dispostas em intervalo de tempo crescentes
de tons frios (t=0 min) até tons quentes (t=30 min). Adaptado de MANGIA et al (2022).

O aumento do valor de HLB para o caso com 3 %m/m de surfactantes também

ratificou a conclusao anterior em relacdo a combinacgéo de surfactantes. Ao confrontar os

perfis obtidos, a melhor sobreposicdo de curvas foi associada a emulsdes de HLB

medianos. Apesar da participacdo dos fendmenos de clarificagdo (majoritariamente) e de
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cremeacdo, 0s experimentos 3% HLB6 e 3%_ HLB8 revelaram curvas de variacdo de
sinal de backscattering mais proximas ao longo de uma faixa mais extensa de altura (entre
5 e 35 mm). Isto indica que a variagdo espacial e temporal das gotas de MMA dispersas
foi pequena, de maneira que as emulsfes sdo mais estaveis. Logo, uma maior contribuicéo
massica dos dois tipos de surfactantes pode constituir a melhor estratégia para estabilizar

emulsGes de MMA em agua.

Por fim, emulsdes de MMA em agua foram criadas com 5 %m/m de surfactantes
e seus perfis de dispersdo estdo dispostos na Figura 4.9. Conforme ja observado
anteriormente, 0 aumento de massa de surfactante resultou em melhorias na estabilizagéo
da emulséo, tendo em vista a maior proximidade das curvas temporais e estreitamento da

variacdo do sinal de backscttering.

A condicdo 5% _ HLB4,3 exibiu o melhor resultado entre as trés condigdes testadas
para SP80 puro. Isto foi evidenciado pelo estreitamento horizontal das curvas nas regies
associadas aos fendmenos de clarificacdo e cremeacdo. Além disso, ha melhor
aproximacéo das leituras na regido mediana do gréfico, indicando baixa mobilidade de
gotas. Para TW80, foram obtidas conclusdes semelhantes. Entretanto, apesar da melhora
significativa, o uso dos surfactantes isolados ndo permitiu obtencdo de desempenho

superior aos obtidos com a utilizacao das misturas.

Os perfis da Figura 4.9 mostraram comportamentos muito semelhantes, com
tendéncia a estabilizaces melhores em valores medianos de HLB. Este fato pode ser
melhor observado com auxilio da variacdo do sinal de backscattering na ordem de -25%
na regido esquerda do gréfico e de 5% na regido direita, para as amostras 5% HLBS,
5% HLB8 e 5% HLB10.

Mesmo com o0 aumento da concentracdo massica, os fenémenos de clarificacédo e
cremeacdo ainda estiveram presentes, independentemente do valor de HLB testado.
Contudo, a concluséo geral permaneceu a mesma: a combinacéo de surfactantes permitiu
sempre obter melhores desempenhos. Esta faixa 6tima de HLB encontrada esta de acordo
com a relatada pela literatura como adequada para emuls@es do tipo 6leo em agua (HLB
de 8 a 12) (ICI AMERICAS INC, 1984).
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Figura 4.9. Perfil de variacdo de backscattering versus altura (mm) de emulsdes contendo
5%m/m de surfactante e variando HLB. As curvas estdo dispostas em intervalo de tempo crescentes

de tons frios (t=0 min) até tons quentes (t=30 min). Adaptado de MANGIA et al (2022).

A determinacdo de alguns parametros quantitativos foi também muito relevante
para a anélise de estabilidade. A Figura 4.10 mostra a representacdo grafica dos valores
de TSI, Heia € Here € do indice de clarificacdo (IC). Os respectivos valores brutos podem
ser encontrados no Apéndice 2. Como o IC foi estimado ap6s um periodo de 24 horas, foi
possivel também obter uma avali¢do a longo prazo, sendo esta também uma maneira de

inferir a qualidade da emulséo.
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Ao analisar os valores dos parametros obtidos para o experimento HLB4,30,

verificou-se que o aumento de massa de surfactante gerou melhorias na estabilidade. O

TSI reduziu de um valor considerado instavel (acima de 10) para 3,55, tido como estavel.

As velocidades de cremeacdo e clarificagdo, assim como o IC, também diminuiram

consideravelmente, indicando que a emulsdo levou mais tempo para desestabilizar. Esses

resultados corroboraram o que foi observado visualmente nos perfis apresentados

anteriormente. Para valores medianos de HLB, 6, 8 e 10, também pode-se observar uma

melhor estabilidade ao aumentar o percentual massico de surfactante. Cabe ressaltar que

0s desempenhos para 3 %m/m e 5 %m/m foram muito semelhantes, com valores de TSI

estaveis (abaixo de 5), baixas taxas de migracdo, clarificacdo e cremeacéo (préximas a 10

mm/h) e IC reduzido.

16
01%m/m
@3%m/m
12 B5%m/m
n 81
|_
4 N
O 4
430 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 15,00
HLB
C Cremeacéo
30
01%m/m
B@3%m/m
B5%m/m
.20 A
<
IS
E
[
=10 A
0 .
430 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 15,00

HLB

Figura 4.10. indices quantitativos para avaliagio de estabilidade de emulsdes MMA em
agua com diferentes valores de HLB: A- TSI, B- indice de clarificacdo, C- taxa média de cremeacao
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e D — taxa média de clarificacdo (adaptado de MANGIA et al., 2022).

Ja para valores elevados de HLB, como HLB 12 e 14, foi observado que o

aumento da concentracdo de surfactantes provocou um pequeno aumento de
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instabilizacdo, que foi detectado no calculo das taxas de migracdo (de 7 para 11 mm/h).
Apesar disso, as emulsdes ndo foram consideradas instaveis, ja que os valores de TSl e
IC se mantiveram abaixo de 5, indicando que ocorreu o inicio de perda de estabilidade,

mas sem deteccdo visual.

Os resultados calculados para HLB 15 confirmam que o uso de TW80 puro nao é
indicado para estabilizacdo de emulsdes de MMA em agua nessas condi¢des. Foram
identificados sinais de desestabilizacéo pelas taxas de migracdo, que foram superiores em
comparacao aos valores obtidos nas outras composicdes testadas. Entretanto, o calculo de

TSI e IC permitiram inferir que as emulsdes eram visualmente estaveis.

Assim, com base na analise das Figura 4.7 a Figura 4.10, tornou-se evidente que
a combinacdo de SP80 e TW80 é conveniente para obter emulsdes com caracteristicas
mais estaveis. Além disso, notou-se que, dependendo da composi¢do massica do meio,
uma faixa de HLB especifica seria mais indicada para estabilizacdo da emulsdo liquida.
E importante ressaltar que esse achado é bastante original e permite especular que anélises
similares podem ser feitas para otimizar a composi¢do de misturas surfactantes usadas

para estabilizar outros sistemas de emulséo.

A estabilidade de uma reacdo em miniemulsdo néo é trivial, compreendendo um
fendbmeno complexo, ja que o sistema parte inicialmente de uma emulséo liquida para
produzir uma dispersao de s6lido em liquido. Com o intuito de apresentar um estudo
meticuloso e criterioso, visando estudar todas as possibilidades exploradas, optou-se por
realizar ensaios de polimerizacdo em miniemulsdo com as duas melhores combinagdes
para cada proporcdo massica de surfactante testada. Dessa forma, foi possivel avaliar o
desempenho da mistura de surfactantes ndo idnicos, tidos como ndo toxicos, para a

estabilizacdo do latex polimérico final.

4.3 Producgdo de nanoparticulas poliméricas de PMMA por polimerizacdo em
miniemulsao

O item anterior permitiu indicar as melhores concentragdes dos surfactantes ndo

ibnicos de acordo com o percentual massico testado para cada condigdo. Entretanto, a

melhor estabilidade de emulséo liquido-liquido pode, ainda assim, ndo resultar em uma

suspensdo solido-liquido estavel, como o produto obtido na polimerizagdo (latex). Dessa

forma, optou-se por realizar ensaios em reacdo de homopolimerizacdo para averiguar o
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comportamento dos surfactantes para a obtencdo de latexes poliméricos homogéneos e

estaveis.

O SDS tem sido especialmente explorado como surfactante Gnico em estudos de
polimerizagdo em miniemuls&o, incluindo homopolimerizagédo de MMA, para a producao
de latexes nanométricos (FONSECA et al.,, 2013; HECHT et al.,, 2011, 2013;
LANDFESTER et al., 1999b; PEIXOTO et al., 2016; WAY et al., 2019). Entretanto, ha
evidéncias que a combinacdo de SDS com surfactantes ndo idnicos contribui para reducéo
de diametro de gota e aumento de estabilidade de emulsbes de 6leo em agua (XIN et al.,
2013). Por isso, neste trabalho também foi testada a incorporacdo de SDS, juntamente
com os surfactantes ndo ibnicos. Apenas uma pequena porcentagem massica do
surfactante SDS foi utilizada na melhor condicao de HLB de cada caso, a fim de estudar
o efeito de combinacdo de surfactantes na sintese de nanoparticulas de PMMA por

miniemulsao.

As trajetorias das conversdes de monémero nas reacdes de polimerizacdo estdo
dispostas na Figura 4.11. Como comparativos foram adotadas as rea¢fes conduzidas com
TW80 puro (HLB15) e com SDS puro (5 %m/m). Este tltimo foi escolhido levando em
consideracdo que as nanoparticulas sintetizadas com esse surfactante apresentaram certos
atributos desejados (conversao rapida, diametro de particula menor que 100 nm e alta
estabilidade de latex) (MANGIA et al., 2021).
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Figura 4.11. Trajetdrias de conversdo de mondmero obtidas para as reacdes em
miniemulsdo conduzidas com diferentes propor¢6es massicas de surfactante e variados valores de
HLB, adaptado de MANGIA et al (2022). O padrdo comparativo "SDS puro" foi retirado de
MANGIA et al (2021). Nesse caso, a concentracdo do SDS puro foi mantida em 5%.

Ao analisar as curvas obtidas utilizando 1 %m/m de surfactante, é notavel o atraso
da cinética de conversdo de mondmero em relacdo ao padrdo de SDS puro. Enquanto a
reacdo padrdo (SDS puro) converteu quase completamente o0 mondmero em menos de 10
minutos, a conversao total em polimero sé aconteceu por volta de 60 minutos para 0s
ensaios conduzidos com surfactantes ndo idnicos. Entretanto, é importante ressaltar que
néo foi observada inibicdo da polimerizagéo ja que ao final das duas horas de reacéo foi
obtida conversdo de 100%. A insercdo de apenas 10 %m/m de SDS na condi¢do HLB14
provocou impactos na cinética. Em 30 minutos, foram convertidos quase 60% do MMA
contra menos de 40% para a condi¢do HLB14, conduzida sem SDS. Este € um importante
resultado, pois indica que a presenca de pequena quantidade de surfactante i6nico pode

impactar positivamente a reacao de polimerizagdo conduzida com surfactantes aniénicos.
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O mesmo comportamento também foi observado para as reacfes com 3 %m/m de
surfactantes. As conversdes variaram de forma significativamente mais lentas nas reacoes
conduzidas com surfactantes ndo i6nicos do que nas rea¢des conduzidas com SDS puro.
A insercdo de SDS na condicdo HLB8 acelerou a velocidade de aumento da conversao,
chegando a quase 100% em 30 minutos. Apesar de utilizar o mesmo percentual massico
de SDS do ensaio anterior (10 %m/m), a quantidade de SDS inserida foi maior: 0,08 g de
SDS foram usados para o ensaio de 3 %m/m, enquanto 0,03 g de SDS foram usados no
ensaio anterior (conforme explicitado pela Tabela 3.1). Isto confirma a tendéncia de que

0 SDS acelera a conversdo de monémero de maneira proporcional a massa usada.

Para 5 %m/m, a cinética de conversdo dos surfactantes ndo ibnicos aparentou ser
mais rapida, quando comparada aos casos anteriores. 1sso pode estar relacionado com a
melhor estabilidade do sistema quando os surfactantes estdo presentes em maior
quantidade. Para o caso de adicdo de SDS, confirmou-se a tendéncia anterior. Na
realidade, em menos de 30 minutos a totalidade de MMA ja tinha sido convertida. Isso é
importante porque foram usados apenas 0,13 g de SDS, ao contrario dos 0,8 g usados na
reacdo conduzida com SDS puro, mostrando de forma original que € possivel reduzir
significativamente o uso de surfactantes i0nicos para obtencdo de conversdes

semelhantes.

A polimerizacdo em miniemulsdo € regida principalmente pelo mecanismo de
nucleacdo de gotas (ANTONIETTI; LANDFESTER, 2002; HECHT et al., 2013). Por
isso, a velocidade de polimerizagdo € dependente do tamanho de gota: quanto menor a
gota, mais rapida é a variacdo da conversdao do monémero. Na verdade, os surfactantes
ndo ibnicos podem estabilizar gotas com tamanhos mais elevados e mais dispersos do que
os surfactantes ionicos (ANTONIETTI; LANDFESTER, 2002; LANDFESTER et al.,
1999a). Isso estéd associado ao fato que a estabilizacdo estérica precisa formar uma densa
monocamada de moléculas adsorvidas para ser eficiente (ANTONIETTI,
LANDFESTER, 2002). Além disso, surfactantes idnicos sdo usualmente moléculas
menores que se adsorvem mais rapidamente a interface, quando comparados aos
surfactantes ndo iénicos (HECHT et al., 2013). Assim, ao comparar com a estabilizagdo
por surfactantes idnicos, o0 uso de surfactantes ndo idnicos pode ndo ser tdo eficiente em
alguns casos, resultando em particulas maiores e consequentemente em velocidades de
converséo de mondmero mais lentas (ANTONIETTI; LANDFESTER, 2002).
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Para confirmar a hipotese de formacdo de gotas maiores, foi realizada a
caracterizagdo do latex produzido de acordo com o tamanho de particula. Entretanto,
notou-se que as amostras produzidas com 1 %m/m e 3 %m/m de surfactante apresentaram
instabilidade apds 24 horas da conducéo da reacdo. Foi observada ainda a formacéo de
duas fases: latex estavel (fase superior) e aglomerado polimérico rigido (fase inferior)
(Figura 4.12). Apenas as formulagdes preparadas com SDS e com 5 %m/m se mantiveram
estaveis apds esse tempo. Este ja é um indicativo importante a respeito da capacidade de
estabilizacdo de particulas utilizando TW80 e SP80 em concentracbes reduzidas. Cabe
ressaltar que as andlises, cujos resultados estdo dispostas na Figura 4.13 e na Tabela 4.2

foram efetuadas utilizando a fracéo dispersa (latex).

Figura 4.12. Registro fotografico do latex polimérico obtido usando 3%m/m de
surfactante. Notam-se duas fases imisciveis, evidenciado pelo frasco do meio. A amostra
a direita utilizou SDS em sua composicdo e destaca fase Unica.
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Na Figura 4.13, pode-se observar a distribuicdo dos didmetros das particulas
sintetizadas em todas as condicOes testadas. As curvas exibiram comportamento
monomodal e estreito em sua maioria, com deslocamento para tamanhos superiores
quando usados os surfactantes ndo iébnicos. Como esperado e descrito anteriormente, isto
pode ser resultado do tipo de estabilizacdo atuante no sistema. Surfactantes ndo i6nicos
precisam gerar uma cobertura densa, 0 que pode constituir conjunto de fenémenos lentos
e complexos. J& para surfactantes idnicos, a repulsdo eletrostatica pode fornecer uma
protecdo melhor contra coalescéncia durante a reacdo de polimerizacdo, sintetizando
particulas menores. Apesar disso, a sintese de latexes monomodais foi possivel em todos
0S casos, 0 que é vantajoso para o controle de qualidade de produto e confirma outros
achados acerca do uso de surfactantes ndo idnicos para sintese de latexes poliméricos
monodispersos (ALVES et al., 2020; LANDFESTER et al., 1999b).
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Figura 4.13. Distribui¢cdes de tamanho de particula de latex de PMMA preparado com
diferentes valores de HLB: A: 1 %m/m de surfactante; B: 3 %m/m de surfactante; C: 5 %m/m de
surfactante. As linhas pontilhadas indicam a mistura de com SDS, adaptado de MANGIA et al
(2022). As linhas tracejadas representam SDS puro, retirado de MANGIA et al (2021).
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Os diametros de particula obtidos confirmam as hipoteses levantadas durante a
andlise das trajetdrias de conversdo de mondmero (Tabela 4.2). As reacbes conduzidas
com os surfactantes ndo idnicos originaram particulas muito maiores do que as obtidas na
reacdo padrdo com SDS puro. Isso seria um indicativo que o tamanho de gota formado
durante a conducdo da reacdo foi significativamente maior, originando nanoparticulas

solidas maiores. 1sso explicaria, portanto, a cinética de reacdo mais lenta.

Tabela 4.2. Tamanho de particula, indice de polidispersdo (PDI) e potencial zeta
do latex produzido em miniemulsao usando mistura de surfactantes ndo iénicos, adaptado
de MANGIA et al (2022). O resultado comparativo "PMMA_SDS puro" foi retirado de
MANGIA et al (2021).

Amostra Diametro de oD Potencial

Particula (nm) Zeta (mV)
PMMA_SDS puro 76,6 0,23 -46,8
1% HLB12 486,0 0,38 -52,0
1% HLB14 4542 0,55 -50,8
1% HLB15 394,8 0,65 -49,3
1% HLB14+10%SDS 277,6 0,01 -56,9
3%_HLB6 408,5 0,11 -52,4
3%_HLBS8 354,4 0,08 -51,2
3% _HLB15 291,0 0,07 -55,8
3%HLB8+10%SDS 162,2 0,03 -49,8
5% HLB6 396,0 0,10 -56,7
5% HLBS8 434,3 0,16 -62,0
5% HLB15 352,1 0,24 -54,6
5% HLB8+10%SDS 117,3 0,02 -50,3

Outro notavel resultado ¢ a reducdo significativa de didmetro de particula com a
insercdo de SDS no meio. Mesmo para as rea¢des conduzidas com menores teores totais
de surfactante, como no caso de 1 %m/m, a redugdo de tamanho de particula foi
expressiva. Para amostras preparadas com 5 %m/m, a diminui¢cdo chegou a valores
préximos de 100 nm, o que € condizente com 0 objetivo perseguido no presente estudo,

que visa ao desenvolvimento de aplicagcdes biomédicas.
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O indice de polidispersdo (PDI) é também um importante pardmetro para
caracterizar a uniformidade de distribuicdo de tamanho de particula. Ele é calculado a
partir da curva cumulativa de dados (PDI = 62/ x 2, onde o é 0 desvio padrdo e x é 0
tamanho médio) e valores de PDI abaixo de 0,04 caracterizam sistemas considerados
altamente monodispersos (HACKLEY, 2015). Valores acima de 0,7 indicam que a
distribuicdo € muito ampla e ndo indicada para analise em DLS (DANAEI et al., 2018).
Assim, como os valores de PDI encontrados foram baixos, este seria outro indicativo da
producdo de latex monodisperso, caracteristica também muito desejavel para obtencao de

latex homogéneo.

Outro ponto a considerar € a fracdo organica utilizada. Nos ensaios conduzidos
com os surfactantes ndo ionicos, foi utilizada uma fragdo organica de 25%, enquanto na
reacao padrdo de SDS puro este valor foi igual a 20%. A literatura reporta o contetido de
solidos como um importante fator que afeta a evolucdo da reacdo de polimerizacao e,
consequentemente, o didmetro de particula (ANTONIETTI; LANDFESTER, 2002).
Entretanto, no caso analisado pode-se considerar que a troca do surfactante foi muito mais
influente, ja que o processo de estabilizacdo de gotas foi completamente modificado com
0 uso de surfactantes de diferentes composi¢cdes, de forma que a insercdo de SDS
possibilitou reducdo expressiva de tamanho das particulas de latex, indicando maior
impacto do tipo de surfactante sobre o tamanho de particula obtido. Esses resultados

apresentam originalidade significativa e ndo foram ainda discutidos na literatura.

Ao analisar os resultados de potencial zeta, notou-se o elevado mddulo,
caracterizando um sistema com particulas eletricamente carregadas e com estabilidade
controlada pela repulsdo eletrostatica. O valor negativo obtido mesmo para as
formulacGes contendo apenas surfactantes ndo i6nicos pode estar associado ao uso do
iniciador anidnico (LANDFESTER et al., 1999a). Adicionalmente, isto pode estar
associado aos grupamentos oxigenados presentes nas estruturas quimicas dos surfactantes
TW80 e SP80. O SDS ndo exerceu influéncia significativa sobre esse parametro, mas ha
evidéncias que ele também poderia contribuir para aumento de modulo negativo quando

em concentracdes maiores (XIN et al., 2013).

XIN et al. (2013) estudaram o efeito da combinag&o de surfactantes idnicos e ndo
ibnicos sobre a estabilidade de emulsGes de 6leo em agua e concluiram que a estabilizagdo

por carga idnica tornou-se 0 mecanismo principal atuante no sistema (XIN et al., 2013).
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Esta conclusdo também esta de acordo com o que foi encontrado no presente estudo.
Mesmo em pequenas concentragcbes, o SDS exerceu grande influéncia sobre a
estabilizacdo da emulséo, o que pode ser constatado pelo perfil mais rapido de conversao,
pelo menor didmetro de particula obtido e pela observacéo visual da estabilidade de longo
prazo. Esta ultima informacdo mostra a influéncia do SDS também na escala
macroscopica, ja que o latex ficou instvel na auséncia de SDS nas condicdes de 1 %m/m
e 3 %m/m de surfactantes (Figura 4.12).

Do ponto de vista préatico, os ensaios realizados permitem concluir que é possivel
reduzir a participagdo de surfactantes idnicos, considerados tdxicos, na sintese de
nanoparticulas de PMMA por polimerizagdo em miniemulsdo. Este fato é bastante
valoroso tendo em vista a aplicacdo biomédica desejada, que demanda o uso de solventes
e componentes biocompativeis, e a frequente documentacdo de processos de
polimerizagdo utilizando o surfactante aniénico como agente surfactante Unico no

protocolo reacional.
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Capitulo 5. Encapsulamento in situ de rivastigmina,
sintese de nanoparticulas de copolimeros funcionais
e funcionalizacdo de nanoparticulas carreadoras de

farmaco

A secdo anterior apresentou e discutiu os resultados obtidos acerca da producao
de suspens@es estaveis de nanoparticulas do homopolimero PMMA (MANGIA et al,
2022). No presente capitulo, os conhecimentos adquiridos anteriormente sdo utilizados
para investigar o encapsulamento in situ de rivastigmina e conduzir a copolimerizagédo de
MMA com comondmeros funcionais, com o objetivo de produzir nanoparticulas de

copolimeros carreadoras do farmaco.

5.1 Encapsulamento in situ de rivastigmina em PMMA

Uma importante vantagem da técnica de polimerizacdo em miniemulsdo é a
elevada flexibilidade para o encapsulamento de substéncias (solidas ou liquidas,
organicas ou inorganicas, hidrofilicas ou hidrofébicas) em particulas poliméricas
(LANDFESTER, 2009). Neste contexto, o presente trabalho visou ao encapsulamento da
formulagdo hidrofébica do farmaco rivastigmina, a rivastigmina base livre (RBL).

Na literatura, o numero de investigacdes de técnicas de encapsulamento de
rivastigmina em nanoparticulas é escasso, sobretudo da formulacgéo hidrofébica. O uso da
técnica de polimerizacdo em miniemulsdo direta possibilitou o uso de fase dispersante
ndo toxica, no caso a agua, e a investigacdo do encapsulamento deste composto in situ.
Ao permitir o encapsulamento durante o processo de produc¢do da nanoparticula, pode-se
também reduzir o nimero de estagios necessarios para sintese de um nanocarreador de

farmaco, tornando o processo mais atrativo do ponto de vista ambiental e comercial.

O valor do coeficiente de distribuicdo (D) da RBL é 4,27 a 37 °C e tampéo fosfato
pH 7 (EXELON, 2018), o que a caracteriza como uma molécula levemente hidrofdbica.
Por se tratar de um liquido, o encapsulamento in situ pode ser facilmente implementado

por meio da sua solubilizacdo prévia na fase orgénica da miniemuls&o.
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Sabendo-se que didmetros inferiores a 100 nm podem resultar em melhorias na
biodistribuicdo das nanoparticulas no corpo humano (ELSABAHY; WOOLEY, 2012),
buscou-se estudar o encapsulamento de RBL em um protocolo de sintese cuja
nanoparticula apresentasse esse diametro caracteristico. Entretanto, a melhor composicao
experimental sugerida na Secdo 4.3, a de 5%m/m HLB8 + 10%SDS, foi capaz de
sintetizar particulas com tamanhos médios ligeiramente acima desse valor pretendido
(117 nm de didmetro). Levando-se em considera¢do que MANGIA et al (2021) obtiveram
nanoparticulas de PMMA de diametros inferiores a 80 nm (com e sem RBL) utilizando a
mesma técnica de emulsificacdo por sonicador (MANGIA et al., 2021) e que a Tabela
4.2 mostrou que a adigdo de SDS pode afetar significativamente esta caracteristica, a
homopolimerizagdo de PMMA foi testada com 30 % de SDS. Apds confirmagdo de
reducdo de diametro de particula, testou-se o encapsulamento de 1 %m/m de RBL.
Entretanto, foi obtida uma eficiéncia de encapsulamento mediana de 55%,
significativamente inferior aos 80% médios, obtidos por MANGIA et al (2021). Levando
em consideracdo a notavel distin¢do dos surfactantes usados, sugeriu-se que o TW80
possa ter influenciado o encapsulamento de RBL, motivando um ensaio de solubilidade,
cuja integralidade esta disposta no Apéndice 3. O ensaio concluiu que uma menor
concentracdo de TW80 seria benéfica para o encapsulamento de RBL. Assim, a reducéao
de TW80 (usando HLB6) e aumento massico de SDS (para 30 %m/m) foram realizadas

visando a aumentar a proporc¢do de farmaco encapsulado.

A Figura 5.1 apresenta as trajetorias de conversdo de mondmero obtidas para as
reagOes conduzidas com HLB variados e 30% de SDS. Ao compararmos as reagdes sem
farmaco (PMMA_HLB6 e PMMA _HLB8), nota-se que ndo houve alteracdo significativa
na conversao final por conta de mudanca de propor¢do das concentracdes de TW80 e
SP80. Este fato ja era esperado, ja que as reacbes HLB6 e HLB8, conduzidas com 10 %
de SDS e discutidas na secdo anterior, também permitiram obter conversdo completa
(Figura 4.11).
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Figura 5.1. Trajetorias de conversdo de mondmero obtidas para as reacdes de
encapsulamento in situ de RBL em PMMA com variados valores de HLB e 30% de SDS.

O aumento da concentracao de SDS de 10% para 30%, contudo, acelerou a reacéo
de polimerizacdo: em 10 min ja podia ser observada conversdo completa de MMA, o que
sO foi obtido em 20 min para HLB8 + 10%SDS (Figura 4.11). Em relacdo a adi¢do de
RBL no meio, verificou-se uma pequena lentiddo da cinética de polimerizagdo;
entretanto, tendo em vista a conversédo superior a 90% ao final das 2h, pode-se dizer que
o farmaco nédo causou inibicao expressiva da reacdo de polimerizacdo do mondmero, 0
que pode ser considerado bastante positivo. Deve-se ressaltar que ndo é incomum
observar farmacos ou ativos encapsulados que impactam consideravelmente a sintese e
as propriedades de nanocarreadores poliméricos (OLIVEIRA et al., 2011, 2012b, a).
Entdo o fato de a RBL permitir conversdo completa é extremamente propicio e desejavel

para a sintese dos nanocarreadores poliméricos.

A Figura 5.2 ilustra a evolugédo do diametro médio de particulas durante as reacGes
de polimerizacdo contendo 30% de SDS, na auséncia e presenca do farmaco. As reacdes
conduzidas na auséncia do farmaco (Figura 5.2 - A e B) resultaram em distribuicdes de
tamanhos de particula monomodais e estreitas, caracterizando um latex polimérico
monodisperso. A adicdo de RBL, nas duas concentragcOes testadas, ndo impactou esta
caracteristica do latex: a suspensdo obtida também apresentou distribui¢cdo de tamanho
monomodal e estreita. Outro ponto relevante foi a manutencdo do tamanho ao longo do
curso da polimerizagédo. Esse comportamento, confirmado pela sobreposicao das curvas,
atendeu ao principio béasico esperado da polimerizacdo em miniemulsdo, em que cada

gota da miniemulsdo pode ser tratada como um nanorreator na sintese de uma particula,
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sem alteracdo expressiva de tamanho (LANDFESTER, 2001; LANDFESTER et al.,
1999a). Dessa forma, confirmou-se que a adicdo de fArmaco ou modificacdo de proporgédo
de SP80 e TW80 ndo impactaram a obtencdo de um latex nanométrico monomodal.
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Figura 5.2. Distribuicdo de tamanhos de particula ao longo das 2 horas de polimerizacdo em
miniemulsdo de MMA com e sem encapsulamento in situ de RBL com HLB variados e 30% de SDS.
A- branco PMMA usando HLB 6 e 30% de SDS, B — branco PMMA usando HLB 8 e 30% de SDS,
C- encapsulamento in situ de 0,5% de RBL usando HLB 6 e 30 % de SDS e D — encapsulamento in
situ de 1% de RBL usando HLB 8 e 30% de SDS.

A Tabela 5.1 exibe algumas propriedades fisico-quimicas dos latexes sintetizados
na auséncia e presenca da RBL. Os diametros médios de particula obtidos confirmam as
tendéncias sugeridas no grafico de distribuicdo de tamanhos. As reacdes conduzidas na
auséncia e na presenca de RBL pouco variaram o diametro médio (variagdo de menos de
10%) e apresentaram baixo PDI (<0,7), o que é consistente com uma distribuigdo
homogénea de tamanhos (DANAEI et al., 2018).
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Tabela 5.1. Tamanhos medios, PDIs, potenciais zeta e eficiéncias de
encapsulamento para os latexes produzidos nas rea¢fes de homopolimerizagdo de MMA
com encapsulamento in situ de RBL.

Diametro de Potencial Eficiéncia de
Amostra ) PDI
Particula (nm) Zeta (mV)  Encapsulamento(%0o)
PMMA _ HLB6 61,4 0,07 -45,5
PMMA HLBS8 62,2 0,07 -39,0
PMMA_ HLB6 0,5%R 66,1 0,06 -48,9 89,4
PMMA HLB8 1%R 66,1 0,09 -41,1 55,3

Em relacdo ao potencial zeta, notou-se a repeticdo dos valores negativos
condizentes com o uso do iniciador KPS e dos surfactantes (o aniénico SDS e do néo
ibnico TW80 com elementos oxigenados). Comparando-se com os valores obtidos na
auséncia de SDS (Tabela 4.2), observou-se que os valores apresentaram maodulos
inferiores, contrariando o que era inicialmente esperado. Uma possivel explicacdo pode
estar relacionada ao numero de particulas, ja que os didmetros reduzidos (61 nm contra
396 nm) indicam o maior nimero de particulas. A distribuicdo dos surfactantes em mais
particulas e mais area interfacial reduz a concentracao superficial do emulsificante e reduz
o valor do potencial zeta. A influéncia do surfactante também foi notavel na eficiéncia de

encapsulamento.

Foi também confirmado que o surfactante TW80 modifica a solubilidade da RBL
em agua (Apéndice 3), o que pode afetar a eficiéncia de encapsulamento. De fato, 0 uso
de surfactantes pode constituir uma estratégia para aumentar a solubilidade de dispersdes
e farmacos pouco sollveis em agua (CHAUDHARI; DUGAR, 2017; PARK; CHOI,
2006). Por isso, presume-se que a reducdo da concentracdo de TW80 pode aumentar a
particdo do farmaco na fase organica e aumentar a eficiéncia do encapsulamento. De fato,
essa hipdtese foi confirmada, pois a eficiéncia de encapsulamento aumentou
significativamente de 55% para 89% com a reducdo do surfactante TW80 (Tabela 5.1),

elevando o potencial deste sistema como um nanocarreador deste farmaco.

A superioridade da nanoformulagdo sintetizada aqui pode ser facilmente
comprovada quando se comparam os dados obtidos com os dados disponiveis na literatura
acerca do encapsulamento de RBL. MOHAMADPOUR et al (2020) obtiveram apenas
40% de eficiéncia de encapsulamento utilizando o meétodo de nanoprecipitagdo
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(MOHAMADPOUR et al., 2020). JA CRAPARO et al (2008) e HEMMATI et al (2016)
testaram a adsorcao fisica como metodologia para associar a base polimérica e o farmaco,
conseguindo eficiéncias de 12 %m/m e 68,74 mg/g respectivamente (CRAPARO et al.,
2008; HEMMATI et al., 2016). Além dos valores serem inferiores aos 35,6 %m/m (=
0,8942 x 0,1 g RBL) encontrados no presente trabalho, a fixacdo por adsorcdo pode ser
fraca e instavel. Isso foi efetivamente comprovado em um ensaio de liberacdo
comparativo, que mostrou que particulas preparadas com auxilio do método de adsorcéao
apresentaram cinética mais rapida em relacdo a outro método de encapsulamento
(CRAPARO et al., 2008). Dessa forma, o encapsulamento in situ conduzido aqui com 5
%m/m HLB6 + 30%SDS pode apresentar elevada capacidade de encapsulamento com
maior durabilidade, o que seria extremamente conveniente do ponto de vista de qualidade
de produto e aumento de tempo de prateleira. Além disso, a reducdo de diametro de
particula e maior eficiéncia de encapsulamento justificam a escolha deste protocolo

(HLB6 + 30%m/m de SDS) em futuros ensaios experimentais desta tese.

O formato, a agregacdo e a distribuicdo de tamanho de nanoparticulas foram
também avaliados pela técnica de microscopia eletronica de varredura (CRUCHO;
BARROQOS, 2017). A Figura 5.3 apresenta as micrografias obtidas para amostras obtidas
nos ensaios PMMA_HLB6 e PMMA_HLB6_0,5%R, que foram usadas para avaliar a

influéncia do encapsulamento de RBL nas propriedades estruturais das nanoparticulas.
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Figura 5.3. Micrografias eletronicas de varredura do homopolimero PMMA produzido
por miniemulsdo conduzida com HLB6 e 30% de SDS: A- material branco (sem farmaco) e B-
material sintetizado com encapsulamento in situ de 0,5% de farmaco.

As  micrografias mostraram que as amostras PMMA _HLB6 e
PMMA_HLB6_0,5%R apresentaram nanoparticulas de formato esférico e com diametros
significativamente inferiores a escala utilizada de 500 nm. Dessa forma, confirma-se o
éxito da metodologia de polimerizacdo em miniemuls&o na sintese de particulas na escala
nanomeétrica e de forma homogénea. Outro ponto importante € a elevada correspondéncia
observada entre os valores de diametro médio obtidos a partir da técnica microscopica e
da técnica de espalhamento de luz: 56,83 nm contra 61,36 nm para PMMA_HLBS6, e
65,62 nm contra 66,10 nm para PMMA_HLB6_0,5%R, respectivamente. Isto ndo sé
confirma os valores obtidos pela ultima técnica, como reforca a grande confiabilidade dos

resultados obtidos.

A modificacdo da matriz polimérica a partir da introducdo de RBL no meio foi
verificada por RMN, TGA e DSC. A técnica de RMN permitiu avaliar se houve alteracéo
quimica no material polimérico provocada pela RBL. A Figura 5.4 apresenta os espectros
de *H-RMN obtidos para as amostras PMMA_HLB6 e PMMA_HLB6_0,5%R. E notéavel
a grande semelhanca entre os dois espectros, sugerindo elevada equivaléncia quimica

entre as composicdes dos materiais.

O polimero PMMA apresenta quatro sinais caracteristicos nos espectros de *H-
RMN, dos quais trés estdo presentes em ambos 0s espectros e assinalados na Figura 5.4:
0 pico em 3,5 ppm (A), que se refere ao grupo metila ligado ao éster na cadeia lateral do
PMMA; o pico em 1,7 ppm (B), que é relacionado aos grupos metilenos da cadeia
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principal; e os sinais entre 0,7 e 1 ppm (C), associados aos protons do grupo metila ligado
a cadeia principal (KOSTRZEWSKA et al., 2015). O 4° e ultimo sinal sdo referentes aos
picos posicionados entre 5,5 e 6,0 ppm, associados a ligagdo dupla do monémero MMA
(KOSTRZEWSKA et al., 2015), que neste caso estdo ausentes, indicando polimerizacao
completa. Em 7,2 ppm observa-se o sinal relativo ao solvente cloroférmio utilizado, mas
o0 dubleto de grupo aromatico entre 7,0 e 7,3 ppm, que poderia ser usado para identificar
o farmaco RBL, esta ausente mesmo na amostra PMMA_HLB6_0,5%R. O mesmo foi
observado por MANGIA et al (2021) e foi associado a baixa massa de farmaco
(MANGIA et al., 2021). Dessa forma, podemos concluir que a analise *H-RMN indicou
que o farmaco ndo alterou a composicdo quimica do polimero PMMA e ndo
copolimerizou, sendo este um fato bastante favoravel para previsibilidade de

propriedades dos nanocarreadores.
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Figura 5.4. Espectros de RMN-*H para PMMA branco e para PMMA com
encapsulamento in situ de 0,5% de RBL, ambos produzidos em miniemulsdo com
HLB6 e 30% de SDS.

106



Massa (%)

Adicionalmente, as analises de TGA e DSC foram realizadas para investigacao de

mudancas de propriedades térmicas acarretadas pela inser¢do de RBL no meio. A técnica
de TGA permite analisar a faixa de degradacdo dos polimeros (CANEVAROLO JR.,

2006). A Figura 5.5 apresenta os termogramas de TGA e DSC obtidos para as amostras
PMMA_HLB6 e PMMA_HLB6_0,5%R.
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Figura 5.5. Analises térmicas realizadas para PMMA branco e para PMMA com
encapsulamento in situ de 0,5% de RBL, ambos produzidos em miniemulsédo com HLB6
e 30% de SDS. A - Termograma de TGA de perda de massa, B- Derivada de perda de
massa de TGA, e C- curvas de DSC com os valores de Tg calculados.

Ambas as amostras apresentaram curvas de decomposic¢ao semelhantes com inicio

de perda de massa préximo a 200 °C (Figura 5.5 -A). A sobreposicao do inicio e término

das curvas de derivada (Figura 5.5 - B) também indicou uma similaridade de composicéo

entre as amostras, ficando mais explicito o inicio de perda de massa em 200 °C. O PMMA
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pode apresentar perfil de decomposi¢do em duas etapas (180-350 °C e 350-400°C) quando
submetido a taxas de aquecimento superiores a 3,7 °C/min e a atmosfera de N
(PETERSON; VYAZOVKIN; WIGHT, 1999), exatamente o que foi encontrado para a
amostra PMMA_HL6 (Figura 5.5 - B). A amostra contendo o farmaco reduziu o primeiro
pico de aguecimento, geralmente associado as ligacbes mais fracas, como grupos
terminais, grupos vinila e fragmento de iniciadores (NIKOLAIDIS; ACHILIAS, 2018;
PETERSON et al., 1999). Essa mudanca pode indicar modificagcdo das massas molares
por conta da presenca do farmaco e a ocorréncia de reagdes de transferéncia de cadeia, ja
observada em outros sistemas de encapsulacdo in situ (ALVES et al., 2021). Entretanto,
devido as similaridades existentes entre as curvas de perda de massa, as temperaturas
também similares de inicio e término de degradacdo e auséncia de plateau na curva de
perda de massa, considerou-se que ndo houve modificacdo quimica significativa com a

adicdo de RBL no meio, de acordo com as andlises de TGA.

Os espectros de DSC (Figura 5.5 - C) também confirmaram a similaridade
quimica entre o homopolimero puro e com o farmaco. O PMMA_HLB6 apresentou perfil
unico de inflexdo, indicando Tg Unica do material em 113,77 °C. O valor de Tg é proximo
ao da literatura de Tg, igual a 125 °C (HUGHES; BROWN, 1961), sugerindo boa
correspondéncia com o valor experimental obtido. O perfil do PMMA_HLB6_0,5%R foi
muito semelhante ao do placebo, com Tg Unica posicionada em 114,52 °C. Este € um
resultado muito positivo, pois indica que o farmaco ndo apresenta comportamento
plastificante, efeito encontrado por outros farmacos na literatura (ALVES et al., 2021).
Dessa forma, concluiu-se que o farmaco preservou a estrutura e 0 comportamento térmico
do polimero, e ndo alterou sua termodegradabilidade. Dessa forma, a temperatura

ambiente, a integridade da particula seria mantida.

Com os ensaios de encapsulamento in situ, mostrou-se que a concentracdo do
surfactante TW80 afetou a eficiéncia de encapsulamento do farmaco. A introducéo de
RBL no meio ndo influenciou a conducdo da reacgao e néo alterou propriedades estruturais
e térmicas das nanoparticulas do homopolimero, permitindo previsibilidade de

comportamento do material.
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5.2 Copolimerizacdo de MMA com AA, BA e HEMA

A copolimerizacdo com AA, BA e HEMA (Figura 5.6) foi a estratégia adotada
para adicionar funcionalidades especificas nas particulas de PMMA sintetizadas. A
introducdo de AA e HEMA permitem adicionar grupos funcionais COOH e OH,
respectivamente, na superficie das particulas, possibilitando o uso de metodologias de
adsorcdo quimica de biomoléculas (HERMANSON, 2008). Além disso, melhorias na
capacidade de liberacdo de farmaco encapsulado foram investigadas a partir da
copolimerizagcdo com BA e HEMA, para mudar as propriedades térmicas e cristalinas do
material obtido. Ambos os comondmeros permitem modificar a mobilidade das cadeias
por conta da baixa Tg induzida pela presenca do BA (-54 °C) (HUGHES; BROWN, 1961)
e comportamento de hidrogel induzido pela adigdo do HEMA (VARGUN et al., 2010),

respectivamente.
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Figura 5.6. Formula estrutural dos comondmeros utilizados para
adicionar novas funcionalidades ao polimero base PMMA.

Primeiramente, foi necessario estudar a influéncia da introducdo destes
comondmeros na cinética de polimerizacdo e nas propriedades das particulas obtidas.
Como a copolimerizacdo de P(MMA-AA) ja se mostrou capaz de produzir nanoparticulas
com elevada conversao e potencial de funcionalizacdo (CAMPOS et al., 2016; MANGIA
et al., 2021), optou-se por estudar especificamente a copolimerizacdo de MMA com
HEMA e com BA, e os terpolimeros formados entre os 3 mondémeros (PMMA-BA-AA e
PMMA-BA-HEMA).

A Figura 5.7 expde as trajetorias de conversao de mondmero obtidas para as
reacOes de copolimerizacédo estudadas. Todas as rea¢Oes foram conduzidas com 5%m/m
HLB6 + 30%SDS; por isso, essa informacéo foi removida das legendas de figuras para
facilitar a compreensdo. A excecdo diz respeito a reacdo de copolimerizacdo entre
P(MMA-HEMA), conduzida com 5%m/m HLB8 + 30%SDS; entretanto, devido a
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elevada similaridade entre PMMA_HLB6 e PMMA_HLBS8, admitiu-se que P(MMA-

HEMA)10%_ HLB8 seria conduzida de forma semelhante a da reacdo conduzida com
HLB6.

100
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o
© 40 | --PMMA
>
= -o-P(MMA-HEMA)10%
O 40 -0-P(MMA-BA)40%
——P(MMA-BA-HEMA)
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Figura 5.7. Trajetorias de conversao de monémero obtidas para 0s ensaios de
copolimerizagdo em miniemuls&o. Todas as rea¢fes foram conduzidas com 5%m/m
HLB6 + 30%SDS, com exce¢do da reacdo de copolimerizacdo P(MMA-HEMA),
conduzida com 5%m/m HLB8 + 30%SDS.

De acordo com a Figura 5.7, confirmou-se que a introdu¢do dos monémeros ndo
alterou a conversao final do polimero. Na verdade, apds 30 minutos foi possivel observar
conversdes quase completas para todos 0s casos estudados. Esta € uma valiosa vantagem
do processo proposto, pois ndo houve atraso ou inibicdo significativa da polimerizacdo
por quaisquer dos componentes. Adicionalmente, a reacdo de polimerizacdo também foi
avaliada a partir do acompanhamento das distribui¢ces dos tamanhos de particula, como
apresentado na Figura 5.8.

Analogamente ao caso controle PMMA_HLB6 (Figura 5.2), foram obtidos perfis
monodispersos e nenhum dos copolimeros estudados provocou deslocamento
significativo de tamanhos de particula ao longo da reacdo. Isso indica que 0 mecanismo
de polimerizacdo mais atuante também foi o de nucleacdo homogénea, o que reforca a

propriedade da metodologia de polimerizacdo em miniemulsao utilizada.

110



>
vy)

P(MMA-HEMA)10% P(MMA-BA)40%
5 min 5 min
-==-10 min -==-10 min
20 4-=--20 min 20 4----20 min
= ----30 min = ----30 min
S |----60min S |--=-60min A
) ——120 min ) ——120 min A
e} e}
] ]
el °©
2 2
310 1 $10 1
£ £
0 T T T 0 T W T —T—TTT
1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
Diametro (nm) Diametro (nm)
C P(MMA-BA-HEMA) D P(MMA-BA-AA)
5 min 5 min
===-10 min -==-10 min
20 4----20 min 20 4=---20 min
= -=-=--30 min = ===-30 min
S =-==-60 min S -=-=--60 min
() —120 min [} |=——120 min
e} e}
< ]
°© ©
2 2
$10 - $ 10
= =
1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
Diametro (nm) Diametro (nm)

Figura 5.8. DistribuicGes de tamanhos de particula ao longo das 2 horas de reacdo para 0s
ensaios de copolimerizacdo em miniemulsdo. Todas as reagdes foram conduzidas com 5%m/m HLB6
+ 30%SDS com excecdo da reacdo de copolimerizacdo P(MMA-HEMA), conduzida com 5%m/m
HLB8 + 30%SDS.

A sintese de nanoparticulas poliméricas foi bem sucedida para todas as
combinac0es testadas, como mostram os valores dos didmetros médios da Tabela 5.2. As
dimensGes nanométricas das particulas obtidas foram similares as do polimero controle
(PMMA_HLB®6), indicando que os comonO0meros ndo afetaram esta propriedade.
Adicionalmente a distribuicdo estreita, ja representada na Figura 5.8, o PDI confirmou a
monodispersdo dos latexes obtidos. A Unica propriedade com pequena modificacéo foi o
potencial zeta. Entretanto, considerando os valores de potencial zeta obtidos na Secdo 4.2
(Tabela 4.2), foram obtidos valores similares (5% PMMA_HLB8 com -62,00 mV e
P(MMA-BA)40% com -66,00mV), o que permitiu isentar a influéncia do comonémero
nesta propriedade, reforcando a importancia dos surfactantes e do iniciador para a

definicdo do potencial zeta.

111



Tabela 5.2. Tamanhos médios, PDIs e potenciais zeta dos latexes produzidos nas
reacOes de copolimerizagdo com MMA.

Diametro de Potencial
Amostra PDI
Particula (nm) Zeta (mV)
PMMA HLBG6 61,4 0,07 -45,5
P(MMA-HEMA)10% 62,7 0,05 -42.5
P(MMA-BA)40% 63,1 0,07 -66,0
P(MMA-BA-HEMA) 61,9 0,11 -55,2
P(MMA-BA-AA) 66,0 0,11 -64,8

Apesar dos comportamentos similares dos copolimeros em relacdo a converséo
de mondmero, ao diametro médio de particula e ao potencial zeta, a composi¢do dos
polimeros afetou a distribuicdo de massas molares do produto, conforme indicado na
Figura 5.9. A copolimerizacdo com o BA estreitou a curva de distribuicdo e a deslocou
levemente para massas molares superiores. Isso pode ter relagdo com 0 mecanismo de
terminacdo de cadeia do BA, que é diferente do MMA. Enquanto o MMA termina
principalmente por desproporcionamento, o BA tende termina principalmente por
combinacdo, aumentando a possibilidade de formacdo de cadeias com maiores massas
molares (BARTH et al., 2010; EROLA et al., 2015). BARTH et al (2010) mostraram
também que o BA ¢ capaz de apresentar um mecanismo de transferéncia de cadeia
intramolecular, chamado backbiting, especialmente atuante em temperaturas altas, que
também pode controlar a taxa de terminacao de radicais (BARTH et al., 2010) e, portanto,

impactar a formagéo e tamanho de cadeias.

A introducdo de HEMA também provocou um comportamento diferenciado para
a distribuicdo de massas molares, com uma segunda moda em massas molares maiores.
Isto indicaria a existéncia de populagdes de cadeias com comprimentos diferenciados. De
acordo com PEIXOTO et al. (2013), HEMA seria capaz de realizar reacdes de
transferéncia de cadeia e reticulacdo por meio dos grupos funcionais OH, produzindo
polimeros com massas molares maiores (PEIXOTO, 2013). Dessa forma, as curvas
bimodais sugerem a existéncia de cadeias reticuladas e nédo reticuladas, mostrando uma

heterogeneidade do produto polimérico.
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Figura 5.9. Distribuicdes de massas molares obtidas para os polimeros finais dos
ensaios de copolimerizacdo em miniemulsdo. Todas as reacdes foram conduzidas com
5%m/m HLB6 + 30%SDS com excecéo da reacdo de copolimerizagdo P(MMA-HEMA),
conduzida com 5%m/m HLB8 + 30%SDS.

A fim de complementar a discusséo acerca das massas molares, a Tabela 5.3
apresenta os valores de massa molar numérica (Mn) e ponderal (Mw) médias, e a
polidispersdo (Mw/Mpn) obtidos. Todos os materiais sintetizados foram considerados
polimeros (massa molar média acima de 10 kDa, (CANEVAROLO JR., 2006)),
indicando que todas as reacdes poliméricas foram bem sucedidas. Em especial, notou-se
que o PMMA apresentou alta disperséo, dada pelo elevado valor de Mw/Mn, o que
também foi sugerido na Figura 5.9 pela larga distribuicdo de massas molares. O
deslocamento para massas molares maiores fica evidente ao compararmos a M, do
PMMA e dos polimeros contendo BA. J& para as amostras contendo HEMA, foram
obtidos polimeros com altas massas molares (acima de 250 kDa (CANEVAROLO JR.,
2006)), evidenciado por valores muitas vezes superiores aqueles obtidos para o PMMA e
confirmando a possivel ocorréncia de reticulacdo. De forma geral, os copolimeros
apresentaram bom controle de dispersdo, com comportamento caracteristico de
polimerizacdo por adicdo, por apresentarem Mw/My entre 2 e 5 (CANEVAROLO JR.,
2006).
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Intensidade (u.a.)

Tabela 5.3. Massas molares numéricas médias (Mn), massas molares ponderais
médias (Mw) e polidisperses (Mw/Mn) dos polimeros finais dos ensaios de
copolimerizacdo em miniemulsao.

Amostra Mn (kDa) Mw(kDa) Mw/Mn
PMMA_HLB6 47,76 329,16 6,89
P(MMA-HEMA)10% 1,26x10* 1,57x10* 1,25
P(MMA-BA)40% 78,75 206,20 2,62
P(MMA-BA-HEMA) 1,04x10* 1,28x10* 1,23
P(MMA-BA-AA) 139,27 486,48 3,49

A composicao quimica dos copolimeros também foi investigada com auxilio dos
espectros de FTIR e *H-RMN. A Figura 5.10 apresenta os espectros FTIR obtidos para
0s copolimeros apos as reacdes de polimerizacdo. Notou-se grande semelhanca entre 0s
espectros do polimero PMMA e os copolimeros (Figura 5.10-A). Esse fato se deve a
elevada semelhanca dos grupos funcionais presentes no homopolimero e nos
copolimeros. A Figura 5.10-B permite uma andlise mais detalhada dos sinais mais
caracteristicos. Em 2900 cm™, 1720 cm™ e 1100 cm (1145 cm™ aqui) podem ser
encontrados os sinais atribuidos as ligacdes O-H, C=0 e C-O-C, respectivamente, de
acido carboxilico e éster, que podem ser encontradas no homopolimero, comonémeros e
copolimeros (CAMPOS et al., 2016; CESAR-OLIVEIRA et al., 1999; RIBEIRO;
SOUZA, 2007).

P(MMA-BA-AA) 1720 cm'l\i 1 P(MMA-BA-AA)
P(MMA-BA-HEMA) P(MMA-BA-HEMA)
<
2
P(MMA-BA)40% 3 1145 cm™ P(MMA-BA)40%
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Figura 5.10. Espectros de FTIR obtidos para 0s materiais obtidos nos ensaios de
copolimerizagdo em miniemuls&o. A- Espectro de FTIR completo. B- Zoom na regido
fingerprint entre 2000 cm™ e 650 cm™. Todas as reages foram conduzidas com 5%m/m
HLB6 + 30%SDS, com excec¢éo da reacdo P(MMA-HEMA), conduzida com 5%m/m HLB8
+ 30%SDS.
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Devido a grande similaridade estrutural dos copolimeros e homopolimero, os
espectros de FTIR n&o foram conclusivos para a confirmagédo da copolimerizagédo. Por
isso, 0s espectros de *H-RMN foram usados para identificar os grupos funcionais e avaliar
0 sucesso da copolimerizagdo. A Figura 5.11 apresenta os resultados de *H-RMN obtidos

para os copolimeros.
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Figura 5.11. Espectros de *H-RMN obtidos para os copolimeros. A- Espectro
completo. B- Zoom na regido de analise de copolimerizacdo. Todas as reacGes foram
conduzidas com 5%m/m HLB6 + 30%SDS, com excecdo da reacdo P(MMA-HEMA),
conduzida com 5%m/m HLB8 + 30%SDS.
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A Figura 5.11-A identificou os picos associados ao solvente deuterado em 6=7,2
ppm e mostrou auséncia do dupleto em 6=5,2-5,7 ppm associado a ligagdo dupla CH2 de
mondmeros. Assim, foram confirmados os elevados resultados de conversdo obtidos
utilizando a técnica de gravimetria e ja apresentados anteriormente. Ja analise da Figura
5.11-B permitiu identificar com mais clareza os sinais associados as estruturas especificas
presentes em cada material, conforme indicado nas formulas estruturais na parte inferior

da figura.

Os sinais caracteristicos do PMMA (6=3,6 ppm do éster O-CH3; 6=1,6-2,0 ppm
do grupo metileno e 6=0,8-1,0 ppm do grupo metila) estdo presentes em todos os
espectros analisados, confirmando a estrutura polimérica do PMMA. Em especial, 0 pico
8=3,6 ppm do éster O-CHs, sinalizado como Hi por uma regido pontilhada na figura, foi
utilizado para identificacéo e quantificacdo de PMMA na estrutura final dos copolimeros,
corroborando a caracteristica reportada na literatura (CAMPOS et al., 2016; EROLA et
al., 2015; VARGUN et al., 2010). Para a identificagdo dos outros materiais, foi necessario

utilizar outras regides de analise.

Para 0 HEMA, foi usado o sinal 6=4,2 ppm relativo a ligacdo O-CH: presente na
estrutura quimica e assinalado na figura como Hz (VARGUN et al., 2010).
Adicionalmente, também é notéavel o sinal 5= 3,9 ppm relativo a CH,-OH (VARGUN et
al., 2010), confirmando a presenca deste material no comonémero P(MMA-HEMA)10%.
De forma analoga, o BA também possui uma ligagdo O-CH2 com sinal caracteristico em
6=3,8 2 4,10 ppm (EROLA et al., 2015), sendo portanto o sinal identificado como Hs e
usado para identificacdo e quantificacdo da presenca de BA nos copolimeros de P(MMA-
BA)40% e P(MMA-BA-AA). Devido a grande similaridade estrutural do HEMA e do
BA, ndo foi possivel separar as contribuicdes especificas no terpolimero P(MMA-BA-
HEMA). O Apéndice 4 mostra um estudo comparativo entre os espectros preditos de cada
material e 0 espectro do material P(MMA-BA-HEMA), identificando a proximidade dos
sinais, o que dificulta no reconhecimento da contribuic&o individual de cada comonémero
no terpolimero. Assim, para os calculos de copolimerizacdo, especificamente para
P(MMA-BA-HEMA), foi considerada uma contribuicdo conjunta HEMA-BA no

copolimero.

Por fim, para a analise da incorporacao de AA foi usado o sinal caracteristico em
6=2,3-2,6 ppm (Hs4) presente somente no copolimero (CAMPOS et al., 2016). Dessa
forma, ao realizar as integrais referentes a cada estrutura (H2, Hs e Hs) e usar como
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referéncia o sinal Hi (do grupo O-CHz do MMA), foi possivel estimar o nimero de mols
e, consequentemente, o contetido do MMA no polimero (CAMPOS et al., 2016; EROLA
etal., 2015; VARGUN et al., 2010). As formulas para célculo da composigdo média dos
copolimeros estdo dispostas no Apéndice 5 e os resultados estdo apresentados na Tabela
5.4.

Tabela 5.4. Composi¢des molares (Fi) e méassicas (wi) dos copolimeros, de acordo
com os célculos realizados com base nos espectros de *H-RMN. Todas as reacdes foram
conduzidas com 5%m/m HLB6 + 30%SDS com excecdo da reagdo P(MMA-HEMA),
conduzida com 5%m/m HLB8 + 30%SDS.

MMA HEMA BA AA
Amostra
& =13.3-3.75 ppm? 8=4.2ppm? 5=23.8-4.10 ppm? §=12.3-2.6 ppm?
Fmma = 0,89 Fuema =0,11
P(MMA-HEMA)10%
Wnmma = 0,86 WHemA = 0,14
FMMA = 0,62 FBA = 0,38
P(MMA-BA)40%
Wmma = 0,56 Weaa = 0,44
Fmma = 0,61 Fremasa = 0,39
P(MMA-BA-HEMA)
Wnmma = 0,34 Whemasa = 0,66
FMMA = 0,48 FBA = 0,36 FAA = 0,16
P(MMA-BA-AA)
Wumma = 0,45 wea = 0,44 waa = 0,11

TEROLA et al. (2014) 2 CAMPOS et al. (2016) ° VARGUN et al (2010)

As composicOes calculadas apresentaram grande semelhanca com as fracGes
alimentadas. Este fato pode ser melhor analisado na Figura 5.12, que apresenta uma
comparacao grafica da fracdo de MMA calculada no copolimero como funcéao da fracdo
de MMA alimentada no reator. A figura permitiu confirmar que as composic¢ées dos

copolimeros sintetizados estdo de acordo com a alimentacdo de mondmero carregada.
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Figura 5.12. Comparagdo entre fracbes molares de MMA alimentadas no
reator e a calculadas com base nos espectros de 'H-RMN dos copolimeros
investigados. Todas as reagdes foram conduzidas com 5%m/m HLB6 + 30%SDS,
com excecdo da reacdo P(MMA-HEMA), conduzida com 5%m/m HLB8 + 30%SDS.

Com a incorporacdo de BA confirmada por RMN, a modificacdo de
comportamento térmico pela insercdo do BA foi investigada por meio das analises de
DSC e TGA dos materiais. A Figura 5.13-A e a Figura 5.13-B apresentam os termogramas
de TGA dos copolimeros contendo BA, e comparadas a do homopolimero PMMA. Os
copolimeros apresentaram perfil de perda de massa abrupto, indicando Unico degrau de
decomposicdo. A anélise de derivada de massa confirmou essa tendéncia com um pico
Unico e estreito na faixa de 380 - 397 °C para todos os copolimeros de BA (Figura 5.13-
B). Enquanto o PMMA pode apresentar dois picos de degradacao entre 180-350 °C e 350-
400 °C (PETERSON et al., 1999), o PBA exibe um pico em 407 °C (DE LA FUENTE et
al., 2001), o que explica a presenca de sinal unico ligeiramente deslocado para

temperaturas superiores nos copolimeros.

A analise de DSC também permitiu inferir acerca da copolimerizagdo. A reducéao
de Tg é associada ao aumento da fracdo molar de BA na composi¢do polimérica e também
pode ser observada em casos de terpolimero (PAROUTI et al., 2003). O deslocamento
do ponto de inflexdo da curva de DSC para temperaturas menores foi notavel para os
copolimeros contendo BA (Figura 5.13-C). Enquanto o PMMA apresentou Tg de 113,77
°C, os copolimeros apresentaram valores menores que 50 °C, comprovando a

copolimerizagdo bem-sucedida e consequente modificacdo do valor da Tg da
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Massa (%)

nanoparticula. Contudo, cabe ponderar que dificuldades foram encontradas para a
medic&do da Tg para alguns materiais. Réplicas das analises precisaram ser realizadas, pois
algumas incongruéncias dos valores de Tg foram observadas (Apéndice 6). As analises
dos cromatogramas e os valores obtidos sugerem heterogeneidade da amostra e da técnica
de amostragem, que podem impactar nos valores de Tg calculados. A Tabela 5.5
apresenta uma comparacao entre a Tg observada e a Tg tedrica calculada conforme regra
da atividade e equacdo de FOX (Apéndice 7) (CANEVAROLDO JR., 2006).
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Figura 5.13. Analises térmicas realizadas para PMMA e copolimeros contendo
BA. A - Termograma de TGA de perda de massa, B- Derivada de perda de massa de
TGA, e C- curvas de DSC com os valores de Tg calculados. Todas as reagdes foram
conduzidas com 5%m/m HLB6 + 30%SDS, com excecéo da reagdo P(MMA-HEMA),
conduzida com 5%m/m HLB8 + 30%SDS.
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Tabela 5.5. Temperaturas de transi¢cdo vitrea do PMMA e dos copolimeros
contendo BA calculadas pela equacdo de Fox, regra de aditividade e obtida
experimentalmente pelo termograma de DSC.

Tg (°C) Tg (°C) Tg (°C)
Amostra
Equacdo de Fox  Regra da aditividade Espectro DSC
PMMA 105,00 105,0 113,8
P(MMA-BA)40% 32,0 52,5 433
P(MMA-BA-HEMA) 32,9 54,0 21,3
P(MMA-BA-AA) 27,0 47,2 19,7

Os valores experimentais de Tg indicaram pequena divergéncia com os valores
tedricos propostos. A Tg do PMMA foi superior ao valor da literatura; por isso, esperava-
se que as estimacdes baseadas no valor da literatura pudessem se afastar um pouco do
valor experimental para os copolimeros. Outro ponto a considerar € a faixa de valores de
Tg que sdo intrinsecas ao material. O homopolimero de PAA, por exemplo, pode
apresentar Tg variando de 105 a 125 °C devido a taticidade (MAURER et al., 1987). Por
isso, a discrepancia observada entre os valores preditos e observados ndo foram
consideradas significativas. A auséncia de uma tendéncia comum pode, inclusive,
explicar os resultados diferentes entre replicatas de caracterizacdo, confirmando a
heterogeneidade de amostra. De forma geral, contudo, pode-se afirmar que a modulacéo

de Tg foi possivel a partir da copolimerizacdo de MMA com BA.

Os impactos da copolimerizacdo com BA foram visiveis também durante a
caracterizacdo por MEV. A Figura 5.14 exibe as micrografias encontradas para o
homopolimero PMMA e os copolimeros com BA. Ao contrério das nanoparticulas
esféricas observadas para PMMA (Figura 5.14- A), as imagens dos copolimeros (Figura
5.14- B, C e D) mostraram superficies lisas com poucas irregularidades, indicando a
presenca de filmes polimericos, impossibilitando a visualizagdo das nanoparticulas.
Entretanto, a técnica de espalhamento de luz detectou estruturas de tamanho nanométricos

com alta confiabilidade para esses materiais. Entdo, suspeita-se que esses copolimeros
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apresentem elevada sensibilidade térmica, o que inviabiliza a realizacdo desta analise

microscopica.

De fato, é conhecido que a visualizacdo de materiais polimericos por MEV pode
ser comprometida, devido a sensibilidade do material ao dano pelo feixe de elétrons do
equipamento (SAWYER; GRUBB, 1996). Adicionalmente, uma etapa de recobrimento
com material condutor é necessaria, 0 que também pode causar destruicdo térmica da
amostra (SAWYER; GRUBB, 1996). Assim, levando em consideracéo a reducgéo drastica
de Tg do material contendo BA, admitiu-se que esta caracteristica tenha ressaltado a
sensibilidade térmica do material & exposicdo de feixe de elétrons do MEV, resultando
em fusdo e destruicdo da estrutura nanometrica, inviabilizando a observagéo da estrutura
particulada do copolimero obtido. Este fato pode também ser considerado uma evidéncia
indireta da copolimerizacdo bem-sucedida com BA.

A B

P(MMA-BA)

&X HY wD mag ® det spot f————=5un (& HY ) mag ® det spot
2X)” 5.00kV_11.7.mm | 12000 x ETD 1.5 X 5.00kV 114 mm 12000 x ETD 1.5

Figura 5.14. Micrografias eletronicas de varredura no zoom 12000x para A -
homopolimero PMMA, B - P(MMA-BA), C- P(MMA-BA-AA) e D- P(MMA-BA-HEMA).
Todas as reac6es foram conduzidas com 5%m/m HLB6 + 30%SDS.
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Os ensaios de copolimerizacdo mostraram, portanto, a introducédo satisfatoria de
novas funcionalidades na cadeia de PMMA. A manutencdo de cinética e didmetro de
particula é bastante vantajosa, pois permite a féacil adaptagdo dos protocolos de
homopolimerizacdo para a copolimerizacdo, resultando em nanoparticulas com
caracteristicas fisico-quimicas de interesse. Outro ponto de notoria importancia € a
incorporacdo dos comondmeros funcionais em propor¢do equivalente a alimentada no
reator, o que possibilita uma previsibilidade do comportamento do nanomaterial. Dessa
forma, concluiu-se que os ensaios de copolimerizacdo foram bem-sucedidos e sem
modificacdo dimensional significativa. Assim, a proxima etapa visou ao estudo do

encapsulamento in situ de RBL em nanoparticulas de copolimero.

5.3 Encapsulamento in situ de RBL em copolimeros funcionais

A Secdo 5.1 mostrou que o encapsulamento de RBL em nanoparticulas de PMMA
pode ser facilmente executado com alta eficiéncia e mantém propriedades estruturais de
interesse. Aqui, segue-se para 0s ensaios de encapsulamento in situ de RBL em
copolimeros, buscando avaliar a influéncia da introducdo do farmaco na sintese das
nanoparticulas. Resultados promissores para o encapsulamento de RBL e funcionalizacao
de nanoparticulas de P(MMA-AA) foram previamente descritos (MANGIA et al., 2021),
incentivando a consideracdo deste copolimero nos ensaios conduzidos no presente estudo.
O resultado insatisfatorio da imobilizacdo de biomoléculas em P(MMA-HEMA), que sera
apresentado nas proximas se¢oes, justificou a eliminacdo deste copolimero na andlise de
encapsulamento de farmaco. Dessa forma, objetivou-se produzir nanoparticulas com

potencial de funcionalizacdo e que sejam carreadoras do farmaco.

A Figura 5.15 apresenta as trajetorias de conversdo de monémero obtidas para as
reacOes de encapsulamento in situ de RBL nos copolimeros testados, usando o
homopolimero PMMA_R como controle. Em geral, as reacGes apresentaram resultados
muito elevados de conversdo (acima de 95%) ao final das 2 horas, indicando que o
farmaco néo afetou de forma significativa a polimerizacéo dos copolimeros. Este fato é
de extrema relevancia e vantagem, visto que ha evidéncias de que farmacos podem limitar
a polimerizacdo (OLIVEIRA et al., 2011, 2012a). Uma exce¢do de desempenho foi
observada para a condicdo P(MMA-AA)10%_R.
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Figura 5.15. Cinética de conversdo para os ensaios de encapsulamento in situ de
0,5% de RBL em copolimeros por polimeriza¢cdo em miniemulsdo.

O copolimero P(MMA-AA)10%_R apresentou perda de estabilidade de reacdo
com expressiva aglomeracdo ap6s 30 minutos de reacdo (Figura 5.16). Essa relacdo
indesejada entre AA e RBL ja foi identificada previamente (MANGIA et al., 2021). Os
autores associaram 0 uso conjunto de iniciador e mondmero hidrofilicos com a
polimerizacdo de AA na fase aquosa e a sintese de hairy particles, que resultaram na
reducdo do encapsulamento de RBL e na polimerizagdo em massa, quando AA foi usado
em maior concentracdo (MANGIA et al., 2021). Além do iniciador hidrofilico, o uso de
Tween80 pode também ter influenciado a solubilidade do AA na fase organica, como ja
observado anteriormente para RBL. Como o mesmo alterou a distribui¢cdo de RBL no
meio organico, estima-se que 0 mesmo possa também influenciar a particdo de AA no
meio. Assim, com maior disponibilidade na fase aquosa, a polimerizacdo pode ocorrer na
fase aquosa e resultar na perda de estabilidade da miniemulsdo. A auséncia de
nanoestrutura inviabilizou a consideracdo dessa condicdo de sintese nos futuros ensaios
da tese e imp0Os a reducdo massica de AA para 5 %m/m, nomeado como P(MMA-
AA)5% R. Por isso, todas as referéncias futuras “P(MMA-AA) R” sdo mengdes ao

copolimero com 5 %m/m de AA.
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Figura 5.16. Aglomeracao e perda de estabilidade da reacdo de encapsulamento
in situ com copolimero de MMA e AA, nomeado P(MMA-AA)10% _R.

O mecanismo reacional pode ser investigado a partir da analise da evolucdo do
diametro médio de particula, apresentada na Figura 5.17. Assim como observado para o
controle PMMA _R, a sobreposicdo de curvas de distribuicdo de tamanho indicou a
manutencdo de tamanho de gota ao longo da reacdo. Isto sugere um mecanismo de
nucleacdo homogénea, que € caracteristico da polimerizagio em miniemulsdo
(ANTONIETTI; LANDFESTER, 2002). As curvas também apresentaram padréo
monomodal estreito, o que indica que a dispersdo de tamanhos nao foi larga, sendo essa
uma vantagem importante para o controle do processo. A Tabela 5.6 exibe o didmetro
médio, o indice de polidispersdo e o potencial zeta das nanoparticulas obtidas ao final das
2 horas de reacao.
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Figura 5.17. DistribuicGes de tamanhos de particula ao longo das 2 horas de reacdo em
miniemulsdo para os ensaios de encapsulamento in situ de 0,5% de RBL para os copolimeros: A-
PMMA_R, B- P(MMA-AA) R, C- P(MMA-BA) R, D- P(MMA-BA-AA) R e E- P(MMA-BA-
HEMA) R.
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Tabela 5.6. Diametros medios de particula, indices de polidispersdo (PDI),
potenciais zeta e eficiéncias de encapsulamento de RBL nas nanoparticulas de copolimero
sintetizadas por meio de encapsulamento in situ em miniemulsao.

Diametro de Potencial Eficiéncia de

Amostra Particula PDI Zeta (MV) Encapsulamento
(nm) (%)
PMMA_R 66,1 0,06 -48,9 89,4
P(MMA-AA) R 88,9 0,06 -44.6 34,8
P(MMA-BA) R 74,6 0,07 -58,5 89,9
P(MMA-BA-HEMA) R 69,3 0,08 -54,7 58,5
P(MMA-BA-AA) R 95,2 0,07 -57,5 56,4

Os resultados de diametro de particula médio mostram que foi possivel produzir
particulas poliméricas com tamanho nanométrico para todos os copolimeros avaliados.
Um pequeno aumento do tamanho médio de particula (de até 30%) foi observado para as
condigdes contendo AA. Isto pode resultar da formacédo de hairy particles ou pode ter
relacdo com a incompatibilidade encontrada entre AA e RBL, que pode alterar a
estabilidade de gota e, logo, o tamanho de particula obtido. Entretanto, como todos os
diametros obtidos ainda estdo na faixa de interesse (menores que 100 nm), esse aumento
ndo foi considerado inconveniente para a finalidade proposta nesta tese. Além disso, 0s
valores de PDI obtidos encontram-se muito préximos do valor considerado altamente
monodisperso (PDI =0,05) (DANAEI et al., 2018), indicando elevada uniformidade de
tamanhos de particula, o que constitui um interessante padrdo de qualidade.

Em relacdo ao potencial zeta, quando se comparam os valores encontrados para
os copolimeros brancos (sem farmaco encapsulado - Tabela 5.2), nenhuma alteracédo
significativa foi encontrada para 0s copolimeros com RBL encapsulada. 1sso indica que
o farmaco ndo apresenta influéncia na composicdo de superficie da particula, o que pode
ser considerado como um indicativo de internalizacdo do mesmo na matriz polimérica.
Os valores negativos foram, portanto, novamente associados aos surfactantes empregados

e ao iniciador.

Ja os valores encontrados para a eficiéncia de encapsulamento claramente indicam
a influéncia do copolimero na internalizacdo do farmaco na nanoparticula. Enquanto o
polimero padrdo (PMMA) apresentou alta eficiéncia de encapsulamento, chegando a

quase 90%, os copolimeros, em especial aqueles contendo mondmeros acidos (AA e
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HEMA), apresentaram valores inferiores, com maximo de 59%. A relacédo inversa entre
a concentracdo de AA e a eficiéncia de encapsulamento de RBL j& foi previamente citada
e discutida na literatura (MANGIA et al., 2021). Portanto, pode-se concluir que a insergéo
de comondmeros acidos impactaram o encapsulamento de RBL. Isto pode ter relacdo com

a mudanca de pH local e a solubilidade do farmaco na fase organica.

O pH apresenta expressiva interferéncia na solubilidade, concentracédo de espécies
ionizaveis e biodisponibilidade de farmacos, especialmente para moléculas consideradas
acidos ou bases fracas (AKULA; LAKSHMI, 2018). A RBL pode ser avaliada como uma
base fraca, devido ao seu valor baixo de pKa = 8,8 (NATIONAL CENTER FOR
BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2022). No caso de uma base fraca, o pH
apresenta influéncia inversa na solubilidade na fase aquosa (AKULA; LAKSHMI, 2018).
Assim, em caso de reducéo de pH provocado pela insercao de comondmeros acidos, pode-
se aumentar a solubilidade de RBL na fase aquosa, justificando o seu menor
encapsulamento. Por isso, valores baixos de encapsulamento foram obtidos para o
copolimero P(MMA-AA) R (34,8%). Contudo, o comondmero BA nédo apresenta esse
carater acido, possibilitando altas eficiéncias de encapsulamento para P(MMA-BA) R
(89,9%), comparaveis aos do homopolimero padrdo (89,4%). Isto justifica o melhor
resultado do terpolimero P(MMA-BA-AA) R (56,4%) em relacdo ao copolimero
P(MMA-AA) R (34,8%). Assim, conclui-se que a combinacdo de BA e AA foi muito
relevante para aumentar a eficiéncia de encapsulamento da RBL em materiais que

apresentam grupos acidos.

A composicdo dos copolimeros carreadores de RBL foi investigada com auxilio
de diferentes técnicas de caracterizacdo. Tendo em vista que os espectros FTIR dos
copolimeros e homopolimeros placebos foram muito semelhantes e ndo conclusivos
(Figura 5.10), optou-se por avaliar a copolimeriza¢do somente por RMN. A Figura 5.18
apresenta os espectros 'H-RMN, assinalando as regides utilizadas para andlise de

copolimerizacgao.
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Figura 5.18. Espectros de *H-RMN obtidos para os copolimeros com
farmaco encapsulado. A- Espectro completo. B- Zoom na regido de andlise

de copolimerizagéo.
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A Figura 5.18-A permitiu identificar o sinal associado ao solvente deuterado
(6=7,2 ppm) e a regido de andlise de copolimerizacdo (entre 6= 4,2 — 2,3 ppm).
Novamente, ndo foi observado dupleto em 6=5,2-5,7 ppm associado aos mondmeros. A
Figura 5.18-B indica as regifes de andlise para avaliacdo de copolimerizacao. Os sinais
caracteristicos do PMMA (6=3,6 ppm do éster O-CHz; 6=1,6-2,0 ppm do grupo metileno
e 6=0,8-1,0 ppm do grupo metila) foram observados para todos os copolimeros
(CAMPOS et al., 2016; EROLA et al., 2015; VARGUN et al., 2010). Novamente, nio
foi possivel separar as contribuicdes relativas do HEMA e do BA, sendo portanto usada
a regido do sinal 6=4,2 ppm relativo a ligagdo O-CH> para ambos os materiais (EROLA
etal., 2015; VARGUN et al., 2010) e 6=2,3-2,6 ppm para célculo de incorporacéo de AA
(CAMPOS et al., 2016). Analogamente ao resultado do material PMMA_R (Figura 5.4),
nenhum sinal correspondente a estrutura do farmaco foi observado, podendo-se associar

esse comportamento a baixa concentragdo utilizada (MANGIA et al., 2021).

Os célculos de copolimerizacdo seguiram as formulas descritas no Apéndice 5,
conforme ja explicitado anteriormente. Os resultados de incorporacdo de mondmeros

estdo dispostos na Tabela 5.7.

Tabela 5.7. ComposicGes molares (Fi) e massicas (wi) dos copolimeros com
farmaco encapsulado, de acordo com os célculos realizados com base nos espectros de

H-RMN.
MMA HEMA BA AA
Amostra
& =13.3-3.75 ppm? 8=4.2ppm? 5=23.8-4.10 ppm! §=2.3-2.6 ppm?

Fmma = 0,88 Faa=0,12

P(MMA-AA) R
Wumma = 0,91 waa = 0,09
FMMA = 0,65 FBA = 0,35

P(MMA-BA) R
Wwmma = 0,59 wea = 0,41
Fvma = 0,61 Fremasa = 0,39

P(MMA-BA-HEMA) R
Wwuma = 0,34 WHema/sa = 0,66
FMMA = 0,49 FBA = 0,37 FAA = 0,14
P(MMA-BA-AA) R

Wumma = 0,46 wga = 0,44 waa = 0,10

TEROLA et al. (2014) 2 CAMPOS et al. (2016) ° VARGUN et al (2010)
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Um comparativo grafico entre a fracdo de MMA calculada no copolimero e fracdo
alimentada de reacdo é apresentado na Figura 5.19. Os resultados indicam grande
correlacdo entre as composicdes calculadas e as alimentadas para todos os copolimeros
sintetizados com farmaco no meio. Uma pequena disparidade foi observada para
P(MMA-BA-HEMA)_ R, que pode estar associada com o calculo realizado, que soma as
contribui¢Ges dos comondmeros. De forma geral, a introducdo de RBL n&o afetou a
copolimerizacdo e a composicao dos materiais formados, mostrando que a molécula é

inerte na reacdo, o que permite a previsibilidade da estrutura do material produzido.

Fracdo molar de MMA (Fyua)

1
P(MMA-AA)_R
z o
= 0,8 -
@
= =3
= 0,6 - -~ P(MMA-BA)_R
(&)
T 04 -~ P(MMA-BA-AA)_R
R °
S P(MMA-BA-HEMA) R
O
< 0,2 4
O
O T T T T T T T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
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Figura 5.19. Comparacdo entre as fracdes molares de MMA alimentadas no reator
e a calculadas com base nos espectros de *H-RMN para os copolimeros com farmaco

encapsulado.

Micrografias dos materiais (Figura 5.20) foram realizadas, com o objetivo de
visualizar a forma e o tamanho das nanoparticulas apds o encapsulamento do farmaco.
Assim como para o homopolimero controle (Figura 5.20 -A), nanoparticulas esféricas de
didmetro nanométrico, semelhantes aos valores calculados com base na técnica de
espalhamento de luz, foram também observadas para o copolimero P(MMA-AA) R
(Figura 5.20 -B). Isto indicou que a metodologia de encapsulamento in situ em
miniemulsao é adequada para sintese de copolimeros com nanoestrutura esférica e que o
farmaco ndo influenciou significativamente os aspectos morfologicos da nanoparticula.
Entretanto, ndo foi possivel observar as esferas poliméricas quando o material
apresentava BA em sua composi¢do, conforme exemplificado pelas micrografias de
P(MMA-BA) R e P(MMA-BA-AA) R.
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A estrutura de filme retratada pelas micrografias sugere novamente fusdo das
particulas, em conformidade com o que ja foi discutido anteriormente. Portanto, devido
a sensibilidade térmica dos copolimeros contendo BA, a avaliacdo do formato das
nanoparticulas fica impossibilitada ao usar esta técnica de micrografia.

PMMA_R P(MMA-AA)_R
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— A N N
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Figura 5.20. Micrografias eletrénicas de varredura de alguns copolimeros com farmaco
encapsulado: A — PMMA_R, B — P(MMA-AA) R, C- P(MMA-BA) R e D- P(MMA-BA-
AA) R.

O comportamento térmico diferenciado das nanoparticulas com RBL encapsulada
foi analisado a partir de caracterizagbes de DSC. A Figura 5.21 apresenta a comparagao
dos espectros de DSC obtidos para os materiais com e sem farmaco encapsulado, sendo
P(MMA-AA)_R a Unica excecdo, pois ndo possui placebo. De forma geral, a tendéncia
de reducdo de Tg com a introducdo de BA foi também observada para os materiais
encapsulados. O uso de BA reduziu a Tg do material de 114,52 °C (PMMA_R) para 54,28
°C (PMMA-BA _R). Esse efeito pode ser comprovadamente associado ao BA, ja que o
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material PMMA-AA_R também apresentou alto valor de Tg de 116,03 °C. Analisando a
contribui¢do do farmaco sobre propriedade, nota-se uma predisposicdo a temperaturas
maiores de intensidades muito divergentes. De forma semelhante & ocorrida para 0s
materiais placebos, discrepancias entre as repeticdes de caracterizacdo foram observadas.
Os valores integrais das repeticbes estdo dispostos no Apéndice 6 e sugerem
heterogeneidade de amostragem. Considerando que o farmaco pouco afetou as outras
propriedades caracterizadas aqui, concluiu-se que essa pequena modificacdo de Tg ndo

foi associada a presenca de RBL.

A Tabela 5.8 apresenta os comparativos tedricos (calculados no Apéndice 7) e
experimentais dos valores de Tg para os materiais encapsulados. Os resultados
apresentaram boa proximidade com os valores tedricos pela regra da aditividade,
sugerindo boa previsibilidade de propriedades. A discrepancia com as previsoes de Fox
pode ter relacdo com a distribuicdo dos comondmeros na cadeia (BONARDELLI et al.,
1986), o que também explicaria os resultados divergentes de replicatas de caraterizacao.
De forma geral, confirma-se que a modulacdo de Tg por meio da copolimeriza¢do com

BA também foi possivel para os materiais com farmaco encapsulado.

Estes resultados confirmaram que o farmaco encapsulado ndo modificou qualquer
propriedade estrutural ou térmica dos copolimeros, o0 que é de muito interesse do ponto
de vista de previsibilidade de propriedades do material. Apesar da eficiéncia de
encapsulamento ser menor para 0s materiais contendo grupos &cidos, o terpolimero
permitiu melhorar a eficiéncia de carreamento. De forma geral, 0 encapsulamento in situ
possibilitou o simples encapsulamento do farmaco, mantendo as propriedades desejadas
das nanoparticulas testadas.

Tabela 5.8. Temperaturas de transi¢do vitrea dos copolimeros com farmaco

encapsulado calculada pela equacéo de Fox, regra da aditividade e pelo termograma de
DSC experimental.

Tg (°C) Tg (°C) Tg (°C)
Amostra
Equacdo de Fox  Regra da aditividade ~ Espectro DSC

PMMA R 105,0 105,0 114,5
P(MMA-AA) R 105,7 105,7 116,0
P(MMA-BA) R 31,9 52,5 54,3
P(MMA-BA-HEMA) R 27,0 47,2 44,5
P(MMA-BA-AA) R 32,9 54,0 17,4
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Figura 5.21. Termogramas de DSC para os copolimeros sem (linha continua) e com
(linha tracejada) farmaco encapsulado: A — PMMA e PMMA_R, B — P(MMA-BA)40% e
P(MMA-BA) R, C- P(MMA-BA-AA) e P(MMA-AA) R, D- P(MMA-BA-HEMA) e
P(MMA-BA-HEMA) R e D- P(MMA-AA) R.
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5.4 Funcionalizacdo das nanoparticulas de copolimeros com biomoléculas

5.4.1 Funcionalizacédo de copolimeros brancos com lisina

A Secdo 2.4.3 apresentou a grande diversidade de biomoléculas que estdo sendo
estudadas para aumentar o direcionamento de nanoparticulas ao cérebro. Fosfolipidios,
peptideos e proteinas podem ser adsorvidos fisicamente ou quimicamente na superficie
dos nanossistemas utilizando mecanismos e reagentes de funcionalizacdo diferentes.
Estudos anteriores indicaram elevado potencial de adsorcdo fisica de proteinas em
nanoparticulas de copolimeros de PMMA (CAMPOS et al., 2019), mas também elevada
eficiéncia de adsor¢do quimica de biomoléculas utilizando reagente EDC (CAMPOS et
al., 2016; MANGIA et al., 2021; WAY et al., 2019). Por isso, procurou-se avaliar a
metodologia de adsorcdo quimica utilizando lisina como biomolécula modelo e o
reagente EDC, a fim de estudar a potencialidade de funcionalizacdo dos nanocarreadores
sintetizados, utilizando as nanoparticulas de copolimeros brancos como particulas

modelo.

Os resultados de eficiéncia de funcionalizagéo estdo dispostos na Tabela 5.9. Os
valores de eficiéncia de funcionalizagdo observados foram medianos (maximo de 60%).
Isso teria relacdo com o excesso de massa de lisina utilizado, indicando que poderia ser

utilizada uma quantidade menor de lisina no ensaio.

Notou-se que a nanoparticula controle de PMMA apresentou a menor eficiéncia
de funcionalizacédo (de 17%). Este resultado ja era antecipado, visto que ndo era esperado
gue o PMMA apresentasse funcionalizacdo quimica, devido a auséncia de grupos
funcionais para acoplamento quimico. Assim, estima-se que o valor apresentado seja
indicativo de processo de adsorcao fisica de lisina na superficie da particula. De fato, a
existéncia de adsorcdo fisica de biomoléculas em PMMA ja foi confirmada em ensaios
anteriores (CAMPOS et al., 2019; MANGIA et al., 2021), indicando que é possivel

adsorver biomoléculas sem utilizar metodologias de acoplamento quimico.
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Tabela 5.9. Eficiéncia de lisina adsorvida em nanoparticulas sem RBL e utilizando
método EDC.

Eficiéncia de
Amostra lisina adsorvida

Média + desvio padrao (%)

PMMA 16,98 + 4,42
P(MMA-HEMA)10% 29,76 + 10,52
P(MMA-BA)40% 55,56 + 11,72
P(MMA-BA-HEMA) 60,07 + 13,70
P(MMA-BA-AA) 54,20 + 10,57

O uso de copolimeros, entretanto, permitiu aumentar significativamente o
percentual de aminoacido adsorvido. As eficiéncias saltaram de 17% para até 60%,
sugerindo que uma quantidade consideravel do aminoacido pode ser adsorvida pelos
copolimeros. Contudo, entre os copolimeros, o material P(MMA-HEMA)10% apresentou

a menor eficiéncia de adsorcéo.

Este resultado pode estar relacionado tanto com a metodologia de ac¢do do EDC,
atuante em terminais acido carboxilico (COOH) que estdo ausentes no HEMA, quanto a
propria caracteristica superficial de particulas P(MMA-HEMA). O poli(2-hidroxi etil
metacrilato) (PHEMA) é considerado como um polimero hidrofilico com baixa tendéncia
de adsorc¢do proteica (ZHANG et al., 2012); por isso, ele pode apresentar desempenho
inferior, mesmo para adsorc¢do fisica, quando comparado a outros polimeros. Por essa

razdo, este copolimero foi desconsiderado nos préximos ensaios da tese.

O BA tem sido recentemente estudado na literatura como material de revestimento
e cobertura para aplicacdes biomédicas, inclusive na area de suportes para adsorcédo de
biomoléculas, por conta das suas propriedades adesivas (AWSIUK et al., 2019). Esta
propriedade aderente explica, portanto, o resultado superior encontrado para o copolimero
P(MMA-BA)40% em relagdo ao copolimero funcional P(MMA-HEMA)10%. Da mesma
forma, a contribuicdo adesiva pode auxiliar na adsorcdo superficial de proteinas,

resultando em eficiéncias de funcionalizacdo superiores para materiais com BA (Tabela

135



5.9). De fato, o copolimero P(MMA-BA-HEMA) apresentou desempenho similar ao
P(MMA-BA)40% e superior ao P(MMA-HEMA)10%, sugerindo grande contribui¢do do
carater adesivo do BA no desempenho do material como suporte de adsorcdo de

biomoléculas.

Por fim, o terpolimero P(MMA-BA-AA) apresentou também um resultado
comparavel ao do P(MMA-BA-HEMA). Entretanto, espera-se que este material seja mais
promissor para adsor¢do de biomoléculas, ja que soma a contribuicdo adesiva do BA com
a contribuicdo funcional de AA, que confere a possibilidade de adsorcdo quimica por
reagdo com EDC (MANGIA et al., 2021). Assim, este terpolimero apresenta grande
potencialidade para ser usado como nanocarreador polimérico modificado com

biomoléculas direcionais.

A adsorcdo de lisina também foi avaliada qualitativamente, a partir dos espectros
de FTIR dos materiais ap0s funcionalizacdo (Figura 5.22). Apds o processo de adsorcao,
0s materiais apresentaram picos de leitura na regido entre 1600 e 1645 cm™, que estdo
associados a ligagdes N-H presentes em grupos amida (regido entre 1660 a 1500 cm™)
(MARTINEZ-MANCERA; HERNANDEZ-LOPEZ, 2015; RIBEIRO; SOUZA, 2007).
Portanto, a presenca de bandas nessa regido sdo indicativos de adsor¢do quimica de lisina
ao material polimérico. As intensidades das bandas foram especialmente mais relevantes
nos materiais com maior eficiéncia de adsorcéo, como P(MMA-BA-AA) e P(MMA-BA-
HEMA). Esses resultados estédo de acordo com a literatura e indicam que a intensidade
do aumento de ligacGes associados a grupamentos amida esta associada ao incremento de
ligacBes deste tipo (MARTINEZ-MANCERA; HERNANDEZ-LOPEZ, 2015). Logo,
guanto maior é a intensidade dessa absorcdo, maior é a eficiéncia de adsor¢édo. J& 0s picos
na regido 1600-1700 cm™ sdo caracteristicos dos grupamentos amina (CAMPOS et al.,
2016) presentes no aminoacido. Assim, a presenca de picos nesta regido também indica

uma provavel adsorcao fisica do material.
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Figura 5.22. Comparagdo de espectros de FTIR para nanoparticulas nédo
funcionalizadas e funcionalizadas com lisina na regido fingerprint entre 2000 cm™ e 650
cm?,

Os resultados, entdo, evidenciaram que 0s materiais poliméricos apresentaram
capacidade de adsorcao fisica ou quimica do aminoacido, corroborando a propriedade da
metodologia utilizada. O incremento da capacidade de adsorcdo foi especialmente
observado nos copolimeros com BA, dadas as suas caracteristicas adesivas e funcionais,
destacando a elevada potencialidade das nanoparticulas para modificacao superficial com

biomoléculas.

5.4.2 Funcionalizagdo de copolimeros funcionais contendo rivastigmina com
biomoléculas
Anteriormente, foi mostrado que as nanoparticulas poliméricas, em especial 0s
copolimeros, apresentaram grande potencial de adsorcao fisica ou quimica do aminoacido
lisina com a metodologia testada. Buscou-se entdo constatar a viabilidade de
funcionalizacdo de nanoparticulas carreadoras de rivastigmina base livre com

biomoléculas de alta massa molar, como proteinas e hormdnios. Para isso, foram usadas
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a BSA com massa molar de ~66kDa (SIGMA-ALDRICH, 2022a), e a insulina
recombinante, com massa molar de =5,8kDa (SIGMA-ALDRICH, 2022b), a fim de

avaliar o efeito do tamanho da biomolécula na imobilizagao.

A capacidade de funcionalizacdo das nanoparticulas foi avaliada por meio da
eficiéncia de encapsulamento e da avaliacdo do didmetro e potencial zeta de particula,
ambos expostos na Tabela 5.10. Os resultados observados foram muito elevados em
termos de eficiéncia de adsorcdo (>90%), indicando adequabilidade do protocolo
empregado e que o farmaco encapsulado ndo interferiu no processo de funcionalizagao.
A BSA é uma proteina amplamente utilizada em estudos de bioconjugacédo (CAMPOS et
al., 2019; LI; LIU, 2005; WAY et al., 2019) e os resultados encontrados sugerem um
elevado potencial destas nanoparticulas para adsorver biomoléculas, consistindo em um
poderoso nanocarreador de farmacos situ-especifica. A imobilizacdo também foi
confirmada por meio do aumento de didmetro hidrodindmico e da alteracdo de carga de
superficie, indicada pelo potencial zeta (Tabela 5.10), evidenciando a presenca das

biomoléculas na superficie externa do nanomaterial.

Os copolimeros P(MMA-BA)_R e P(MMA-BA-HEMA)_R apresentaram uma
pequena quantidade visivel de corpo de fundo, sugerindo uma limitada aglomeracéo de
particulas. Isto foi confirmado pelo aumento significativo do didmetro de particula
exibido na Tabela 5.10. Contudo isso ndo aconteceu para 0s copolimeros contendo AA.
De fato, entre todos os materiais testados, 0o PMMA-BA-AA_R apresentou 0s melhores

resultados de eficiéncia de funcionalizag&o tanto para BSA quanto para insulina.
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Tabela 5.10. Eficiéncias de funcionalizacdo, diametros médios e potenciais zeta
das particulas ap6s bioconjugacao.

Antes _da ~ BSA Insulina
funcionalizacdo
Diametro Diametro
Diametro (nm) e S nm) e . nm) e
PotenciaI(Zet)a Ef'C'enC.'a Pgten)cial EflClenc_la Pf)ten)cial
(V) +- dNeSV(')O Zeta +- dNESV(I)O Zeta
padrdo (%) médios padrdo (%) médios
(mV) (mV)
P(MMA-AA) R 98,7 90,51 106,6 99,54 134,5
-A7.7 + 2,00 -35,5 +0,24 -43,0
P(MMA-BA) R* 74,6 88,90 511,8 99,29 2004,7
-58,5 +5,92 -26,7 +0,26 -41,1
P(MMA-BA-HEMA) R* 69,3 91,17 410,6 98,66 2642,8
-54,7 + 3,15 -27,5 + 0,45 -37,3
P(MMA-BA-AA) R 95,2 95,86 122,0 100,01 141,5
-57,5 +0,49 -37,9 +0,03 -43,6

*visualizagdo de um corpo de fundo.

E sabido que o uso de revestimento hidrofilico, promovido pelo AA, pode aliviar
a tendéncia a aglomeracdao devido a formacdo de uma capa hidratada, que permite que as
particulas figuem separadas na suspensdao (HERMANSON, 2008). Isto pode explicar a
maior estabilidade dos ensaios com copolimeros contendo AA, que ndo apresentaram
aglomeracdo visual e indicaram aumento controlado de tamanho de particula (Tabela
5.10). Outra vantagem do comonémero AA é que a combinacdo de grandes cadeias
carbdnicas com monbémeros carregados permite criar uma superficie hibrida com carater
hidrofobico e areas carregadas. Assim as biomoléculas podem interagir com o suporte
tanto por interacBes hidrofébicas quanto elétricas. Isso permite maior retencdo da
atividade da biomolécula e consequente atividade bioldgica (HERMANSON, 2008).
Dessa forma, a introducdo de AA permitiu ndo s6 aumentar a estabilidade da suspensao
funcionalizada, como também espera-se conservar a atividade biolégica da molécula, um
ponto de extrema importancia para garantir a sua funcionalidade como molécula de

vetorizagéo.

As nanoparticulas também foram caracterizadas por FTIR para confirmacao de
bandas associadas & imobilizagéo das biomoléculas. A Figura 5.23 apresenta 0s espectros
de FTIR na regido fingerprint para os materiais imobilizados com BSA e com insulina,

respectivamente. Picos em 1660 e 1540 cm™ indicam estiramentos C=0 e C-N de

139



Intensidade (u.a.)

grupamentos amidas (MARTINEZ-MANCERA; HERNANDEZ-LOPEZ, 2015) e estdo
presentes em 1640 e 1540 cm™ para as particulas imobilizadas com BSA (Figura 5.23-
A), e em 1650 e 1560 cm™ para as nanoparticulas funcionalizadas com insulina (Figura
5.23- B). Também foi observada grande sobreposicéo de bandas na regido de 1700 a 1600
cm™ com as regides de pico apresentados pelas biomoléculas puras, BSA e insulina,
indicando a presenca dessas moléculas nas nanoparticulas poliméricas. Portanto, pode-
se concluir que o processo de adsorgéo foi eficiente.

1650 cm\': u-1540 cm™ 1650 cm'\l\§ 1560 cm™*
’m\- P(MMA-BA-AA)_R + insulinal
P(MMA-BA-AA)_R + BSA 5
; s L P(MMA-BA-HEMA)_R + insulina
LN P(MMA-BA-HEMA) R + BSA I
) 3
AW 0 P(MMA-BA)_R + insulina|
TR O
: P(MMA-BA)_R + BSA 1=
: : - P(MMA-AA)_R + insulina
P(MMA-AA) R + BSA insulina
) . BSA L .
2000 1500 1000 500 2000 1500 1000 500
NUmero de onda (cm™) NGmero de onda (cm™)

Figura 5.23. Espectros de FTIR na regido fingerprint para as nanoparticulas de
copolimero carreadoras de rivastigmina e funcionalizadas com A- BSA e B- insulina.

Os resultados indicam o grande potencial dos nanomateriais preparados para a
adsorcédo de proteinas e hormonios, expandindo o conjunto de moléculas bioldgicas que
podem ser utilizadas para vetoriza¢do. O farmaco encapsulado ndo impactou o potencial
de adsorc¢do, o que é extremamente benéfico e contribui para potencializar o uso destes
materiais como veiculos de entrega dirigida ao cérebro, sem afetar na funcéo de carreador
de farmaco. Em especial, o material P(MMA-BA-AA) R apresentou um comportamento
de destaque, pois as nanoparticulas apresentaram elevada capacidade de adsorcdo de
biomoléculas e estabilidade em suspensdo, além de permitirem a introducdo do
comondmero BA, cuja funcionalidade serd avaliada nos ensaios de libera¢do in vitro

descritos na proxima secao.
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Capitulo 6. Ensaio de liberacdo in vitro de farmaco

encapsulado e estudo de seguranca de nanoparticulas

Anteriormente, a sintese e a caracterizacdo de nanoparticulas de copolimeros
carreadoras de farmaco foram discutidas. Nesta secdo, as analises in vitro destes

nanocarreadores sdo apresentadas e discutidas.

6.1 Ensaio de liberacéo in vitro

Sabe-se que a cinética de liberacdo apresenta informacgdes importantes para
avaliacdo da seguranca, qualidade e eficacia de um nanocarreador. Entretanto, ndo
existem padr@es regulatdrios para testes de liberacdo in vitro de nanoformulacdes até o
momento (D’SOUZA, 2014). Por isso, além do estudo e avaliagdo da cinética de
liberacdo, a determinacéo de um protocolo de ensaio de liberacdo constituiu um desafio
significativo para este trabalho.

6.1.1 Desenvolvimento de um protocolo experimental para ensaio de liberagao in vitro
de RBL encapsulada em nanoparticulas poliméricas
O protocolo experimental deve considerar a via de administragdo/acdo da
formulacdo, manter a solubilidade e estabilidade do farmaco, possibilitar métodos
analiticos adequados, simular condic@es in vivo e deve adaptar a instrumentacdo para
nanossistemas (D’SOUZA, 2014). Por isso, devido a elevada complexidade do protocolo
experimental, optou-se por realizar um levantamento bibliografico especialmente focado

no estudo de liberacdo de RBL.

Orgéos nacionais e internacionais conhecidos por suas competéncias em funcéo
da criacdo de normas e diretrizes aplicadas na industria farmacéutica, bem como a
literatura cientifica, foram consultados para definicdo da metodologia experimental
adequada. A Figura 6.1 apresenta um esquema representativo das tomadas de decisdes

realizadas nesta etapa.

Segundo o levantamento realizado no presente trabalho, a Farmacopeia Brasileira
(FB) ndo apresenta qualquer registro de protocolos validados para “rivastigmina”
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2019). Logo, foram buscadas
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outras fontes de referéncia internacional. A Farmacopeia Americana (USP) apresenta
protocolos de dissolucdo apenas para capsulas de TR (UNITED STATES
PHARMACOPEIA, 2022), que, como ja comentado anteriormente, apresenta
propriedades fisico-quimicas diferentes da RBL. Ja o FDA, além das cépsulas do sal,
também descreve metodologias de ensaio para a formulacdo transdérmica do farmaco
(U.S. FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2022) que, apesar de conter RBL, conta
com especificagdes proprias como aparelhagem e meio especificos, que diferenciam do
propdsito de aplicacdo da presente pesquisa. Por isso, optou-se por investigar a literatura

cientifica especializada em encapsulamento e liberacdo de RBL.

Levantamento bibliografico
ensaios de liberac&o in vitro
de rivastigmina base livre

Artigos cientificos

Orgaos Reguladores Encapsulamento de rivastigmina
(33)
Estudo de Sem estudo de
FB FDA UspP liberac&o in vitro liberac&o in vitro
(29) (4)
Sem registros . .
para o Método Farmaco
farmaco de ensaio usado
Forma Dialise Sem
farmacéutica Forma indireta especificacdo
transdérmica farmacéuhca oral (1) (3) Nio s3o
(adesivo) (capsula- tartarato) ’ representativos
:\;'s:gzéi Tartarato do casoda tese
(4) (22)
Nao sdo
representativos Franz cell Base livre
do casoda tese (4) (3)
Dialise Analise
(20) detalhada da

metodologia

Método
escolhido

Figura 6.1. Esquema representativo das etapas decisorias realizadas durante levantamento
bibliografico para o desenvolvimento de um protocolo experimental para analise de liberacéo in
vitro de RBL.
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Como ja indicado no Capitulo 2. , a literatura de encapsulamento de rivastigmina
¢ escassa. Entretanto, os ensaios de liberacdo in vitro foram realizados por 88% dos
trabalhos analisados, reforcando a importancia desta avaliagcdo na producédo de uma nova
tecnologia farmacéutica. O principal método de ensaio de liberacdo utilizado é o da
membrana de dialise, representando 69% dos estudos de liberacdo. Contudo, apenas 10%
dos trabalhos realizaram ensaios especialmente com RBL; ou seja, apenas 3 trabalhos,
dificultando a consulta de um protocolo experimental abrangente. As condigdes
experimentais destes estudos estdo resumidas na Tabela 6.1.

Tabela 6.1. Levantamento das condi¢cdes experimentais utilizadas por artigos

cientificos que estudaram ensaio de liberacdo in vitro de RBL encapsulada em
nanoparticulas.

Método do ensaio in vitro Equipamento Vorlnuerirz)e e te;?)?r%c;uera qtli/la?]tt?gga?;go
- SmL
Membrana de dialise X 37°C
(MOHAMADPOUR et al., 2020)  Slaker Ta”;&ag oS 18h HPLC
100 mL
Aliquota e separacdo Tampéo PBS 37°C Espectrofotdmetro
(HEMMATI et al., 2016) pH 7 dias uv
2,2/7,419,0
8 mL
. x Tampéo PBS
Aliquota e separagéo . 37°C
(CRAPARO et al., 2008) Banho maria eppTa;ﬁa 24h HPLC
sanguineo

A divergéncia das condi¢des experimentais entre os trabalhos enfatiza a grande
dificuldade de obter um protocolo universal. Um ponto notério foi a auséncia de
equipamentos padronizados para os ensaios de liberagcdo, expondo uma lacuna expressiva
no campo de avaliacdo de liberacdo de nanossistemas. Assim, € indispensavel
desenvolver um protocolo de ensaio para liberacdo de RBL utilizando equipamento
padronizado para criar condi¢des de ensaio comparativas. Por isso, as a¢des representadas
na Figura 6.1 contribuiram néo so com o desenvolvimento de um protocolo experimental
para avaliar os resultados da tese, como também pretenderam reduzir a lacuna de
conhecimento e informacédo acerca de ensaios de liberagdo in vitro padronizados para

nanoparticulas.

O protocolo desenvolvido buscou atender ao maximo as metodologias ja descritas
na literatura e adotadas por 6rgdos de referéncia. Por isso, foi escolhido utilizar o
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equipamento dissolutor equipado com USP2 e adotar a membrana de didlise como
método de estudo. Como meio de liberacdo foi selecionado o tampédo PBS pH 7,4 na
temperatura de 37°C e 50 rpm de agitacao, para se aproximar de condicdes fisiologicas
gue mimetizam a corrente sanguinea. Devido a elevada sensibilidade, o HPLC foi
definido como método analitico, com concentracdo de estudo de acordo com as condicdes

sink (abaixo de 30% da saturagdo do farmaco no meio).

6.1.2 . Avaliacdo de cinética de liberacgdo in vitro de RBL encapsulada

No contexto do desenvolvimento de novas tecnologias terapéuticas, compreender
0 mecanismo envolvido na liberagdo do farmaco torna-se imprescindivel, especialmente
para desenvolvimento de tecnologias que pretendem estabelecer sistemas de liberacdo
controlada. No presente trabalho, as nanoparticulas poliméricas com RBL encapsulada
podem ser consideradas como sistemas monoliticos. Neste tipo de sistema, 0 agente
terapéutico esta disperso na matriz polimérica e possui uma liberacdo controlada por
difusdo através da matriz da particula (RAVAL et al., 2010). Além do controle por
difusdo, neste trabalho foi avaliada a hipotese de modulacdo da liberagcdo a partir da
alteracdo da mobilidade de cadeia, que seria modificada por meio da Tg do material. A
Figura 6.2 ilustra 0 mecanismo de liberacdo da hipétese proposta. A Tg é, geralmente,
uma propriedade subestimada, mas de facil medicdo e modificag&o, que pode influenciar
a velocidade de difusdo de farmacos (QIAN; BERKLAND, 2021). Assim, com a reducéo
da Tg, promove-se uma alteracdo de estado da particula de vitreo para elastomérico,
aumentando a flexibilidade e mobilidade de cadeias poliméricas. SupGe-se, entdo, que
este fato pode favorecer o mecanismo de difusdo do farmaco pela particula.

T<Tg
Cadeia polimérica emaranhada
Mecanismo de liberacéo: difuséo

T>Tg
Relaxamento da cadeia polimérica
Mecanismo de liberacio: difuséo e “inchamento”

Figura 6.2. Esquema ilustrativo da hipdtese sugerida neste trabalho: controle de
liberagdo de farmaco por meio da modulacdo de Tg do material da nanoparticula.
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A avaliacdo de liberacdo de RBL encapsulada foi conduzida utilizando particulas
no formato latex e liofilizado, visando também a estudar se ha interferéncia entre o estado
da particula e o perfil cinético obtido. A Figura 6.3 apresenta as curvas cinéticas para 0s

ensaios conduzidos com latex polimérico.

Cinética de Liberacgédo a partir de nanoparticulas em latex
100

Controle de Farmaco

80 -
P(MMA-AA)_R
S
(@]
AT
o P(MMA-BA-AA) R
o
o
3 P(MMA-BA) R

]
P(MMA-BA-HEMA) R

PMMA_R

0 3 6 9 12 15 18 21 24
Tempo (h)

Figura 6.3. Cinética de liberacdo obtida para os copolimeros nos ensaios de
liberagdo in vitro conduzidos com nanoparticulas em latex. Os resultados sé&o
apresentados na forma de média da triplicata experimental (esferas) com desvio padréao e
linha de tendéncia.

O resultado encontrado para o controle de farmaco possibilitou concluir sobre a
adequabilidade da metodologia empregada. O tamanho de poro e o material da membrana
de dialise podem apresentar um efeito de barreira, criando uma resisténcia a difuséo pela
membrana (YU et al., 2019). Assim, a escolha de uma membrana de dialise adequada é
fundamental para evitar interpretacdes indevidas dos resultados de liberacdo a partir de
nanocarreadores. Verificou-se que a membrana de dialise ndo apresentou tais resisténcias,
visto que a liberacdo de RBL pode ser observada desde os primeiros momentos de ensaio,
sem atraso, criando uma curva em formato ascendente agudo e liberacdo quase completa
em menos de 3h de ensaio. Outra informacdo dada pela curva de controle diz respeito a
estabilidade do farmaco. Devido & auséncia de flutuacdo de concentracdo no decorrer do
ensaio e ao perfil final constante, pode-se concluir que o farmaco manteve a sua estrutura
estavel, sem degradacdo, permitindo a correta identificacdo e quantificacdo por HPLC
(como indicado nos cromatogramas e na curva de calibracdo do Apéndice 8).
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Adicionalmente, a adsorcéo de farmaco no filtro de seringa foi limitada, correspondendo
a um aumento de até 5% ao final das 24 horas de ensaio, conforme explicitado no
Apéndice 9. Assim, afirma-se que a metodologia proposta aqui foi apropriada para a

determinacéo de liberacdo de RBL no meio e nas condi¢des testadas.

Ao analisar os perfis obtidos pelos polimeros, identificou-se um atraso de
liberacdo em relacdo ao observado para o controle de farmaco. Este fato, que ja era
previsto, indica que os nanocarreadores apresentaram uma resisténcia de difusdo mais
intensa, que é explicada pela presenca da matriz polimérica. Ao final das 24h, ainda foi
observado farmaco encapsulado e ndo liberado, ja que o maior valor liberado foi de 75%.
Isto indica que ainda h& potencial para liberagdo controlada.

Entre os materiais analisados, o polimero controle PMMA foi 0 que apresentou
menor percentual de liberacdo apos as 24h de ensaio, com uma média de 16% liberado,
indicando que as copolimerizacGes podem ter influenciado a liberacdo do farmaco. De
fato, os copolimeros com Tg modificada P(MMA-BA-AA), P(MMA-BA), e P(MMA-
BA-HEMA) apresentaram resultados de liberagdo superiores, com 46%, 32% e 21%,

respectivamente.

A teoria de liberacdo controlada por Tg ja foi de fato testada e validada na
literatura. LAPPE et al. (2017) identificaram um aumento instantaneo da liberacdo de
farmacos encapsulados em nanoparticulas de PLA e PLGA quando em temperaturas
acima das Tg’s dos materiais (LAPPE et al., 2017). O efeito da Tg pode ser ainda
especialmente relevante, mesmo considerando outras propriedades poliméricas, como
massa molar e cristalinidade, como indicado em outro estudo de nanoparticulas de PLGA
(TAKEUCHI et al., 2017). Em acrilatos, os resultados também foram promissores.
Nanocapsulas de copolimeros baseados em MMA e estireno apresentaram um perfil de
liberacdo de fragrancia mais rapido, quando a temperatura do meio foi significativamente
superior a Tg do material (THEISINGER et al., 2009). Adicionalmente, um estudo
meticuloso envolvendo 59 nanofibras de polimeros hidrofobicos e ndo degradaveis, como
PMMA e copolimeros, mostrou que a Tg é um fator critico para liberagdo de ativos
encapsulados (QIAN; BERKLAND, 2021). Assim, essas evidéncias motivaram
fortemente a hipdtese de que a Tg poderia influenciar e controlar a libera¢do do farmaco
hidrofobico RBL encapsulado nas nanoparticulas hidrofébicas e ndo degradaveis
sintetizadas neste trabalho
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Contudo, a notavel lentiddo apresentada pelo copolimero P(MMA-BA-HEMA)
pode ser explicada pela possivel predisposicédo a reticulacdo e a estrutura de hidrogel, que
pode retardar a difusdo da molécula pela matriz polimérica. Curiosamente, o copolimero
sem modificacdo de Tg, o P(MMA-AA), apresentou o perfil de liberacdo mais rapido
desde o inicio do ensaio, atingindo 75%. Este fato pode ter relacdo com a baixa
compatibilidade entre AA e a RBL ja indicada na literatura (MANGIA et al., 2021), que
poderia provocar a maior parti¢do do farmaco em direcdo ao meio, acelerando a liberacéo.
Entretanto, como este fendmeno foi menos evidente em outro copolimero contendo AA,
o P(MMA-BA-AA), sugere-se que existe outro fator atuante. Como a eficiéncia de
encapsulamento € um importante ponto de disparidade entre os polimeros, além da Tg, é
importante analisar o efeito das caracteristicas das particulas nos perfis de liberagdo. A
Figura 6.4 evidencia um comparativo entre o percentual final liberado e as eficiéncias de
encapsulamento dos materiais estudados.
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Figura 6.4. Comparacdo entre eficiéncia de liberacdo (%) e liberacdo (%) apds 24h
de ensaio de liberacdo in vitro com conduzido com nanoparticulas em latex.

A comparagdo evidenciou uma relagdo inversa entre o percentual encapsulado e
liberado para todos os casos; ou seja, quanto menor o teor de farmaco encapsulado, maior
a liberacéo final obtida. 1sso mostra que a eficiéncia de encapsulamento apresentou uma
interferéncia significativa na liberacdo de RBL, quando usadas nanoparticulas em latex.

Assim, visando a avaliacdo da influéncia da Tg sobre os perfis de liberacdo, gréaficos
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comparativos com os valores de Tg foram construidos com materiais de mesma eficiéncia

de encapsulamento.

A Figura 6.5 apresenta em duas colunas o resultado comparativo entre Tg e
percentual de liberagéo final obtido para materiais com eficiéncia de encapsulamento de
89% (Figura 6.5-A) e de 57% (Figura 6.5-B) com as suas respectivas curvas cinéticas na
fracdo inferior. Os gréaficos sugeriram uma limitada influéncia da Tg no valor de RBL
liberado. Os resultados indicaram a tendéncia esperada de uma relagéo inversa entre as
variaveis; ou seja, quanto menor a Tg, maior o percentual de RBL liberado. Este fato foi
observado tanto para eficiéncias altas de encapsulamento (de 89%) quanto para as
medianas (57%), indicando que o desempenho da Tg foi independente do teor de farmaco
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Figura 6.5. Comparacéo entre Tg (°C) e liberagdo (%) ap0s 24h, e curva cinética do
ensaio de liberagédo in vitro conduzido com nanoparticulas em latex. A — Materiais com
eficiéncia de encapsulamento fixa em 89%. B — Materiais com eficiéncia de encapsulamento
fixa em 57%.

As curvas cinéticas dos materiais também permitiram mostrar a tendéncia da Tg
(Figura 6.5). Os materiais com maior Tg, apresentaram curvas mais lentas, indicadas por
uma inclinacdo reduzida, em comparacdo com materiais de mesma eficiéncia de

encapsulamento e Tg menores. Assim, concluiu-se que, para 0s ensaios conduzidos com
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nanoparticula em latex, a eficiéncia de encapsulamento apresentou uma influéncia
significativa no perfil de liberacdo e a Tg apresentou interferéncia limitada, quando

comparados materiais com o mesmo teor de farmaco encapsulado.

Os perfis de cinética de liberacdo para os ensaios conduzidos com nanoparticulas
liofilizadas apresentaram um comportamento um pouco diferenciado do observado para
as particulas em latex (Figura 6.6). Novamente foi observada uma resisténcia a liberagédo
de RBL, visualizada pela menor inclinagdo das curvas, em comparacdo ao resultado do
controle de farmaco, o que foi associado a presenca da matriz polimérica.
Adicionalmente, ndo foram atingidos 100% de liberagcdo, mas sim 74%, indicando
elevado potencial de liberagdo, mas ainda com resquicio de farmaco incorporado na
matriz polimérica. Contudo, a desempenho dos materiais foi diferente em relacdo ao

ensaio realizado com latex.
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Figura 6.6. Cinética de liberacdo obtida para os copolimeros nos ensaios de
liberagdo in vitro conduzidos com nanoparticulas liofilizadas. Os resultados sdo
apresentados na forma de média da triplicata experimental (esferas) com desvio padrao
e linha de tendéncia.

O polimero controle PMMA continuou com o menor resultado de liberagdo, com
uma meédia de 29% liberado, estatisticamente equivalente ao P(MMA-BA-HEMA). A
reduzida liberacéo deste terpolimero, ja apontada no ensaio com nanoparticulas em latex,

confirma a teoria que a matriz hidrogel pode retardar a liberagcdo. De fato, quando
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coeficientes de difusdo apresentam comportamento mutavel dependente do
tempo/posicdo, como no caso de hidrogéis ou polimeros que sofram inchamento, isso
pode influenciar o perfil de liberacdo, j& que o caminho difusivo provocado pelo
inchamento pode aumentar, retardando a liberacdo (SIEPMANN; SIEPMANN, 2008).
Comparativamente, os polimeros preparados com BA apresentaram nessa nova condi¢do

desempenhos superiores em relagdo aos observados anteriormente.

Novamente, P(MMA-BA), P(MMA-BA-AA) e 0 P(MMA-AA) exibiram o0s
melhores resultados entre os polimeros testados, porém com uma tendéncia distinta
quando comparamos 0s ensaios com nanoparticulas em latex e liofilizadas. Os polimeros
com BA indicaram melhora de liberacdo, quando usadas nanoparticulas liofilizadas,
atingindo 74% e 69% respectivamente. Contudo, o oposto foi observado para o
copolimero P(MMA-AA), que liberou 75% no ensaio em latex, e agora 58%. Novamente,
foi construido um comparativo entre o percentual liberado, eficiéncia de encapsulamento
e Tg dos materiais, a fim de investigar se a tendéncia observada para 0 ensaio em latex
também seria confirmada para os ensaios conduzidos com nanoparticulas liofilizadas
(Figura 6.7).
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Figura 6.7. Comparacgdo entre propriedades dos materiais e liberagdo (%) apos
24h de ensaio de liberacdo in vitro conduzido com nanoparticulas liofilizadas. A-
Comparacdo com a eficiéncia de encapsulamento dos materiais. B- Comparag¢édo com a
Tg dos materiais.
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Ao contrario da clara tendéncia observada para os ensaios com latex (Figura 6.4),
ndo houve uma relagdo expressiva entre o teor de farmaco encapsulado e percentual
liberado, quando usadas amostras liofilizadas, conforme indicado na Figura 6.7-A. Ja a
analise de Tg e liberacdo (Figura 6.7-B) parece sugerir um certo beneficio da queda de
Tg para a liberacdo, especialmente ao considerar PMMA, P(MMA-BA) e P(MMA-BA-
AA). Entretanto, ndo foi possivel concluir o fato categoricamente, indicando que existem
outros fatores e propriedades da particula que podem influenciar a liberagdo de farmaco,
visto os resultados de P(MMA-AA) e P(MMA-BA-HEMA) contrarios as expectativas
geradas inicialmente. Assim, levando-se em consideracdo as divergéncias observadas
para 0s ensaios conduzidos com latex e com amostra liofilizada, sugere-se que o processo
de liofilizagdo possa ter influenciado a distribuicdo de moléculas de farmaco nas

nanoparticulas.

A Figura 6.8 ilustra a suposicéo acerca do interior da membrana de diélise, quando
usadas nanoparticulas em latex e liofilizadas. SupBe-se que, quando amostras em latex
foram utilizadas, as moléculas de farmaco ndo encapsuladas durante a polimerizacao in
situ, estariam ja dispersas no meio e disponiveis para difusdo através da membrana de
diélise. Assim, essas moléculas foram contabilizadas no percentual de farmaco liberado
calculado, superestimando a capacidade de liberacdo das nanoparticulas. Este efeito
torna-se especialmente significativo para os casos de baixa eficiéncia de liberacdo, que
conta com uma grande quantidade de farmaco nao encapsulado e ja “liberado” no meio.

Com a liofilizacéo, esse efeito de farmaco livre foi menos atuante.

Nanoparticula liofilizada

Nanoparticula em latex . )
Farmaco encapsulado na matriz

Farmaco encapsulado na matriz
Farmaco ndo encapsuladoja
disperso no meio

Membrana de dialise

Figura 6.8. Esquema ilustrativo do interior da membrana de diélise nos ensaios de
liberacdo. Comparagéo entre o comportamento de nanoparticulas em forma de latex, que
apresenta farmaco ja disperso no meio, e de nanoparticulas liofilizadas.
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A liofilizacdo se baseia no processo de sublimacéo de solventes a partir da reducéo
de pressdo para secagem das nanoparticulas (DEGOBERT; AYDIN, 2021). Aqui, estima-
se que moléculas de farmaco ndo encapsuladas possam ter sublimado juntamente com o
solvente aquoso, reduzindo a sua concentracdo na fracdo livre e ja dispersa.
Adicionalmente, considera-se que, durante o processo de congelamento, moléculas de
farmaco ndo encapsuladas foram crioconcentradas nos intersticios das particulas,
estimulando uma adsorcdo superficial, novamente reduzindo a concentracdo livre e
disponivel. Esses fatores poderiam explicar a reducdo da influéncia da eficiéncia de
encapsulamento nos valores de liberacdo, quando usadas nanoparticulas liofilizadas.
Contudo, de forma geral, nanoparticulas liofilizadas apresentaram desempenhos de

liberacdo levemente superiores as nanoparticulas dispersas no latex.

Efetivamente, uma melhoria de desempenho de perfis de dissolucdo para
particulas liofilizadas ndo é novidade na literatura. Durante a liofilizacdo, vérias forgas
tensionais podem ser aplicadas, que podem influenciar as propriedades das
nanoparticulas. Ndo é incomum registros sobre alteracfes nas paredes das particulas, as
quais podem promover vazamento de conteudo encapsulado (DEGOBERT; AYDIN,
2021). A auséncia do uso de crioprotetores pode, também, ter influenciado na estrutura
fisica da nanoparticula. Assim, supde-se que pequenas modificacdes superficiais possam
ter facilitado a liberacdo de farmaco encapsulado, explicando os melhores resultados

encontrados para particulas liofilizadas em relacéo as do latex.

A liberacdo de RBL também foi avaliada a partir da modelagem matematica dos
dados de cinética. A modelagem permite uma descricdo acurada dos eventos para
compreensdo dos fenébmenos e mecanismos envolvidos, podendo também assumir um
carater preditivo (SIEPMANN; SIEPMANN, 2008). VVarios modelos matematicos foram
aplicados aos dados obtidos por meio da cinética de liberacdo e avaliados de acordo com
o coeficiente de determinacdo (R?) e a eficiéncia de dissolucdo, cujos valores integrais
estdo dispostos no Apéndice 10. Consideraram-se os modelos de Weibull e de
Korsmeyer-Peppas na discussdo, devido as suas pertinéncias matematica e
fenomenoldgica. A Tabela 6.2 apresenta os resultados encontrados, especialmente as
métricas de qualidade de ajuste, a eficiéncia de dissolugéo e os coeficientes dos modelos,

com as interpretacfes cabiveis.

O modelo de Weibull apresenta grande versatilidade para adequacao aos dados de
liberacdo (JAHROMI et al., 2020; LANGENBUCHER, 1972). A grande flexibilidade é
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relacionada ao equacionamento matematico, que permite adequacéo de varios perfis de
liberacdo como monofasicos, bifasicos e outros complexos (JAHROMI et al., 2020). O
coeficiente b, apesar de ndo apresentar significado fisico, pode indicar o formato da curva
de liberagcdo: parabdlica (b<1l), exponencial (b=1) ou sigmoidal (b>1)
(LANGENBUCHER, 1972). Por isso, pode-se adicionar um carater preditivo a analise
Weibull (JAHROMI et al., 2020), que pode ser usada no processo de sintese de
nanomateriais para previsao de comportamentos de liberacdo mais adequados.

A versatilidade da equacdo de Weibull foi confirmada, ja& que este modelo
matematico foi o que apresentou maior coeficiente de ajuste (R%) aos dados
experimentais, tanto para os ensaios conduzidos com latex quanto para os conduzidos
com nanoparticulas liofilizadas. Adicionalmente, 0 modelo apresentou grande adequacéo
ao formato da curva de liberacédo ao indicar o formato parabélico, confirmado visualmente
pelas figuras de curva de cinética de liberacdo, nas Figura 6.3 e Figura 6.6. Assim, notou-
se que o modelo de Weibull representou adequadamente a curva cinética de liberacdo dos
ensaios realizados com elevada correlacdo confirmada matematicamente, com R2>0,9, e

visualmente, a partir das curvas de formato parabolico.

Tabela 6.2. Modelos matematicos, equacdes, determinantes de qualidade,
coeficientes e interpretacdo matematica e fisica dos modelos mais adequados aos dados
experimentais.

Nanoparticulas em latex
Weibull Korsmeyer-Peppas
b
Q=100.(1—exp[ (c? ]) Q =k t"
R2 b Comporta}rr_]ento R2 n Mecanismo
matematico

PMMA_R 0,95 0,24 parabdlico 095 0,22 difuséo
P(MMA-AA)_R 0,98 0,53 parabolico 097 0,34 difuséo
P(MMA-BA) R 098 0,42 parabolico 0,98 0,37 difuséo
P(MMA-BA-AA) R 0,9 0,28 parabolico 096 0,23 difuséo
P(MMA-BA-HEMA) R 0,98 0,31 parabdlico 097 0,28 difuséo
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Nanoparticulas liofilizadas

Weibull Korsmeyer-Peppas
_(+\b
Q=100.(1—exp[ c:) ]) Q==k t"
R2 b Comporta}mento R2 n Mecanismo
matematico
PMMA R 0,97 034 parabolico 097 031 difusao
P(MMA-AA) R 0,98 041 parabolico 097 031 difusao
P(MMA-BA) R 0,99 0,55 parabolico 098 0,38 difusao
P(MMA-BA-AA) R 0,98 0,53 parabolico 097 0,33 difusao
P(MMA-BA-HEMA) R 066 088  parabdlico 066 0gg 'nchamento/
dilatacdo

Ja 0 modelo semiempirico de Korsmeyer-Peppas € um dos modelos mais
utilizados, construido a partir de hipoteses simplificadoras de fen6menos reais, podendo
indicar o mecanismo de liberacdo de farmaco em condicdes especificas (RITGER;
PEPPAS, 19873, b). Ele é considerado um modelo do tipo lei de poténcia, em que o
parametro n é um indicativo do mecanismo de liberacdo, dependendo da geometria do
suporte (filme, cilindrico ou esférico). Especialmente para o formato esférico, quando
n=0,43 é considerada que a liberagcdo é controlada por difusdo Fickiana. Ja& quando
n=0,85, o transporte dominante é o de inchamento/dilatacdo. Finalmente, quando
0,43<n<0,85, ha uma combinacdo dos dois fenémenos, sendo entdo considerado um
transporte andmalo (RITGER; PEPPAS, 1987b; SIEPMANN; SIEPMANN, 2008).
Assim, o simplificado modelo de Korsmeyer-Peppas permite descrever adequadamente
0 comportamento de liberagdo controlada de suportes poliméricos.

A anélise dos coeficientes do modelo de Korsmeyer-Peppas permitiu avaliar o
tipo de mecanismo envolvido na liberacdo de RBL. O coeficiente de correlagdo mostrou
grande correspondéncia dos dados (R%>0,9), sugerindo boa proximidade com a descrigdo
de mecanismo proposta pelo modelo. A grande maioria dos ensaios resultou em n<0,43,
que a priori ndo estd considerado na faixa de valores possiveis para suportes esféricos.
RITGER E PEPPAS (1987) indicaram que o valor de n pode variar de acordo com a
amplitude e o formato da curva de distribuicdo de tamanho de particula; por isso, ndo
seria possivel antecipar outros valores limites para n (RITGER; PEPPAS, 1987a). Assim,
levando-se em consideracdo a proximidade com o valor inferior de n=0,43, foi
considerado que o mecanismo mais atuante na liberacdo de RBL para as condicOes
estudadas foi o de difusdo classica; isto &, impulsionada por gradiente de concentracao.

Este resultado confirma a hipoOtese prevista de que as nanoparticulas sdo sistemas
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monoliticos, de matriz polimérica densa e com farmaco disperso em sua extensao.
Contudo, a inexisténcia de mecanismo anémalo indica auséncia de contribuicdo por
inchamento/dilatacdo, os quais compreenderiam um efeito de Tg. Isto indica, portanto,
que embora as Figura 6.5 e Figura 6.7 tenham indicado influéncia da Tg, o fenémeno néo
foi substancialmente atuante para governar o mecanismo de liberacdo. Assim, outros
fatores, que ndo foram analisados profundamente neste trabalho, como interagdo farmaco-
polimero, podem exercer efeito predominante na liberacdo de RBL a partir das

nanoparticulas sintetizadas neste projeto.

Tendo em vista a limitacdo de interpretacdo fisica do modelo Weibull, simulagdes
matematicas de modelos difusivos e correlagfes entre o seu expoente b e 0 n do modelo
Korsmeyer Peppas tém sido estudadas para validar o uso de Weibull como modelo
matematico descritivo do mecanismo de liberacdo (KOSMIDIS et al.,, 2003;
PAPADOPOULOU et al., 2006). De acordo com PAPADOPOULOU et al (2006), o
valor de b pode apresentar uma elevada variacdo, sugerindo especificidades de
mecanismos difusivos e complexos diferentes. Para b<0,75, observa-se a dominancia de
difusdo Fickiana, corroborando o resultado da analise do modelo Korsmeyer Peppas feita
anteriormente (PAPADOPOULOU et al., 2006). Entretanto, quanto menor é o valor de
b, maior é o grau de desordem do sistema. Especialmente para os valores encontrados
aqui (b<0,69), o mecanismo ¢ caracterizado como difusdo Fickiana em espacos fractais;
ou seja, com elevada heterogeneidade do meio, como encontrado em matrizes poliméricas
(KOSMIDIS et al., 2003). Essa desordem do sistema reforca a importancia da segregacao
de ativos encapsulados na matriz e justifica a lentiddo de liberacéo de ativos (KOSMIDIS
et al., 2003), sugerindo que fatores de interacdo farmaco-polimero podem apresentar

elevada relevancia para os modelos poliméricos testados.

Em particular, a nanoparticula liofilizada do terpolimero P(MMA-BA-HEMA) R
apresentou resultados discrepantes dos outros materiais estudados. O modelo matematico
com melhor correlagdo (R?>0,9) foi o de Baker-Lonsdale (Apéndice 10) e ndo o de
Weibull. Entretanto, 0 modelo de Baker-Lonsdale também é representativo de liberacdo
controlada em matrizes esféricas (BRUSCHI, 2015); logo, adequado ao modelo de
nanoparticula polimérica proposto aqui. Outro ponto de divergéncia foi o mecanismo de
liberacdo sugerido pela anélise de coeficiente do modelo Korsmeyer-Peppas. Desta vez,
o valor de n sugere um mecanismo de liberagdo regido principalmente por

inchamento/dilatacdo, ao contrério dos outros materiais testados. Isto indica grande
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importancia do comportamento hidrogel do copolimero HEMA, que poderia, portanto,

dominar o mecanismo de liberagdo em formulagao liofilizada.

De forma geral, foi possivel estabelecer que o ensaio com melhor desempenho foi
0 do material liofilizado P(MMA-BA-AA)_R, com média de 68% de liberagdo. Esse
resultado é interessante, jA que este material apresenta modificacdo superficial que
possibilita adsor¢do quimica de biomoléculas com altas eficiéncias. Assim, tem-se um
material com comportamento promissor para liberacdo de RBL encapsulada e para

reconhecimento e direcionamento especifico.

O comportamento observado aqui também foi consideravelmente satisfatorio,
quando comparados com os resultados descritos na literatura envolvendo liberacdo de
RBL. Embora CRAPARO et al (2008) tenham obtido elevados percentuais de liberacado
(75,2% para meio PBS e 67,5% para meio simulando plasma sanguineo), os autores
justificaram os resultados promissores com a escolha do método de associacdo de
farmaco. Ao utilizar o método de imersdo, as moléculas de farmaco se posicionaram
preferencialmente na superficie da particula, facilitando a dissolucdo nos meios
(CRAPARO et al., 2008). Neste trabalho, o encapsulamento in situ de RBL possibilitaria
maior protecdo do ativo, aumentando a vida util e controlando a liberacgdo.
Adicionalmente, os autores também confirmaram que a natureza do farmaco impacta a
velocidade de dissolucdo. As formulacBes contendo o tartarato de rivastigmina
apresentaram liberacdo mais rapida do que as contendo RBL, devido a maior solubilidade
da molécula no meio de liberacdo (CRAPARO et al., 2008). Este fato também reforca a
grande dificuldade de disponibilizar integralmente uma molécula hidrofébica

encapsulada, como o caso estudado aqui.

Outro trabalho envolvendo associacdo superficial de RBL foi estudado por
HEMMATI et al. (2016). Os autores realizaram a adsorcdo fisica de RBL em
nanoestruturas poliméricas modificadas com grafeno e observaram que o pH do meio
influenciou a taxa de liberagdo. A maior velocidade de liberagcdo, culminando em 86%,
foi associada ao baixo pH, que modificou a estrutura no nanossistema, possibilitando a
liberacdo continuada por dias (HEMMATI et al., 2016). Novamente, a maior
disponibilidade superficial do farmaco pode facilitar a dissolugdo no meio, fato que néo
é possivel utilizando o método de encapsulamento in situ estudado aqui. No fim, os
autores também relataram a importante relagdo de interacdes entre as moléculas de
farmaco e a estrutura de grupos funcionais do nanossistema na reducédo de liberagéo de
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farmaco (HEMMATI et al., 2016). Esta hipdtese também foi considerada neste trabalho,
devido a lentiddo de liberagcdo observada e as caracteristicas dos suportes poliméricos,
como o grau de desordem e possivel comportamento hidrogel.

Tanto o trabalho de CRAPARO et al (2008) quanto o de HEMMATI et al. (2016)
ndo realizaram correlagdes com modelos matematicos e ndo investigaram 0 mecanismo
de liberacdo do farmaco. Esta escolha ndo foi justificada pelos autores, mas pode ter
relacdo com o mecanismo de adsorcdo de farmaco. Novamente, essa caréncia de
investigacdo de fendbmenos e mecanismos envolvidos ilustra a grande lacuna que se tem
na area de liberacdo controlada em nanossistemas. O trabalho de MOHAMADPOUR et
al (2022) foi, portanto, o Unico, entre os analisados, a realizar o ensaio de liberacdo in

vitro de RBL e investigar 0 mecanismo atuante.

Os autores realizaram o0 encapsulamento de RBL em nanoparticulas
biodegradaveis sintetizadas a partir de poli(etilenoglicol) e poli(caprolactama)
(MOHAMADPOUR et al., 2020). O perfil de liberacdo obtido apresentou um carater
bifasico, associado a dissolugdo preliminar de farmaco ndo encapsulado, o que pode ter
relacdo com a eficiéncia de encapsulamento de 40%. Em 8h, a liberacdo de RBL foi
completa e 0 modelo matematico de maior correlacéo experimental foi o de Weibull (com
R2=0,996), como também encontrado aqui. Os autores concluiram, a partir do expoente
b, que 0 mecanismo de transporte atuante seria uma combinacdo entre difusdo e caso-II
(MOHAMADPOUR et al., 2020). Este comportamento pode estar associado a
biodegradabilidade das nanoparticulas, caracteristica ausente nos materiais sintetizados

aqui.

De forma geral, o ensaio de liberacdo de RBL in vitro permitiu concluir que os
copolimeros aperfeicoaram o desempenho de liberacdo do polimero modelo (PMMA),
em especial quando usadas formulac@es liofilizadas. Os modelos matematicos de maior
correlagdo foram Weibull e Korsmeyer Peppas, e sugeriram a difusdo como principal
mecanismo de liberacdo, o0 que estd de acordo com a hipOtese proposta para 0S
nanocarreadores poliméricos sintetizados. A Tg apresentou impacto limitado na
liberacdo, sugerindo que interacBGes entre farmaco-polimero sejam mais atuantes no
sistema estudado neste trabalho. O terpolimero liofilizado P(MMA-BA-AA)_R apresenta
notdrio destaque, pois permite somar o controle promissor de liberagdo com modificacao

superficial para adsorc¢ao quimica de biomoléculas situ-especificas.
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6.2 Seguranca das nanoparticulas poliméricas

Os ensaios de exposicdo de celulas oriundas de linhagem humana as
nanoparticulas permitem conhecer e antecipar os possiveis efeitos dos nanocarreadores
em ambiente in vivo. Neste trabalho, as nanoparticulas brancas foram selecionadas para
0s ensaios com células, visando a avaliar a existéncia de efeitos toxicos relacionados a
composi¢do do nanomaterial. A escolha das nanoparticulas foi determinada a partir do
desempenho na liberagdo de farmaco in vitro; portanto, P(MMA-BA-AA) e 0s seus
respectivos controles, PMMA e P(MMA-BA).

A Figura 6.9 apresenta a viabilidade celular calculada para cada concentracdo e
nanomaterial avaliados. O homopolimero PMMA ndo apresentou impacto relevante na
viabilidade celular, indicando completa biocompatibilidade (acima de 95%)
independentemente da concentracdo testada. Contudo, os copolimeros apresentaram

comportamentos diferenciados.
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Figura 6.9. Viabilidade celular de HPAEC apds 24h de exposicdo em
concentragéo crescente de A- PMMA, B- P(MMA-BA) e C- P(MMA-BA-AA). Dados
apresentados na forma de média de replicatas experimentais com barras de desvio
padréo.
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O copolimero P(MMA-BA) apresentou elevada viabilidade celular (acima de
75%) nas condigOes testadas, mas a ligeira tendéncia de queda de viabilidade em altas
concentragbes sugere um comportamento de toxicidade dose-dependente. J& o
terpolimero P(MMA-BA-AA) apresentou uma toxicidade celular dose-dependente,
demonstrada pela queda significativa da viabilidade celular a partir da concentracdo de

100 ug/cm? com, aproximadamente, 50% de morte celular a 250 ug/cm?.

A Figura 6.10 exibe um comparativo dos comportamentos observados para os trés
materiais testados. O grafico deixa claro o comportamento inerte do homopolimero
PMMA e a queda expressiva de viabilidade celular, proxima da toxicidade de 50% para
o terpolimero P(MMA-BA-AA).
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Figura 6.10. Comparativo da viabilidade celular de HPAEC calculada para os
nanomateriais poliméricos avaliados partindo de uma solugdo 250ug de nanoparticula/L.

A elevada biocompatibilidade de nanoparticulas de PMMA ja era esperada.
Nanoparticulas de PMMA apresentaram boa biocompatibilidade em células de cancer de
mama de camundongo (4T1) quando em concentragdes de até 1,15x10%?
nanoparticulas/mL e viabilidade celular acima de 80% em fibroblastos L929 para ensaios
conduzidos até 2000 pg/mL (COLOMBO et al., 2013; GRACA et al., 2017). Como
ambos os estudos mencionados apresentaram concentracfes superiores as avaliadas neste

trabalho, os resultados obtidos confirmam a seguranca do uso de particulas de PMMA.

Por outro lado, a informac&o acerca da toxicidade de nanoparticulas baseadas em
acrilato de butila é limitada. Contudo, HIEBL et al (2012) obtiveram viabilidade celular
proxima de 100% quando avaliaram a toxicidade celular de suportes baseados em PBA

com células endoteliais primarias (HIEBL et al., 2012). Essa informag&o vai ao encontro
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da alta viabilidade também encontrada para as nanoparticulas de PBA estudadas neste
trabalho. Por isso, sugere-se que o termopolimero indica leve toxicidade associada a
presenca do AA.

De fato, MANGIA et al (2021) encontraram que o valor de CC50 de PMMA em
Caco-2 foi de 1569,80 ug nanoparticulas/mL (1,5 g/L) e 834,19 ug/mL(0,8 g/L) para
P(MMA-AA) (MANGIA et al., 2021), o que corrobora os resultados encontrados nesta
pesquisa. ERSOZ E ALLANVERDIYEV (2021) também encontraram um efeito de
toxicidade dose dependente, com redugéo expressiva de viabilidade celular partir de 10
mg/mL para PAA em ensaio in vitro com modelo celular de cancer de mama humano e
fibroblasto animal (MCF-7 e L-929, respectivamente) (ERSOZ; ALLAHVERDIYEYV,
2021). Assim, indica-se que a ligeira reducéo de viabilidade observada possa ser relativa
ao AA e a sensibilidade do modelo celular usado.

Nanoparticulas de carbono testadas no mesmo modelo celular de HPAEC
apresentaram viabilidade celular proxima de 60% para 10 pg/cm? com indicios de
alteracdes de metabolismo celular (DEWEIRDT et al., 2020). Neste trabalho, a
concentracdo encontrada para o mesmo efeito na viabilidade celular foi de 250 pg/cm2,
cerca de 4 vezes superior, indicando que os polimeros testados apresentam boa

biocompatibilidade com células humanas sem a inducéo de metabolismo celular toxico.

Os resultados sdo ainda mais valorosos quando comparados a dose méxima do
farmaco administrada em tratamento. Em um estudo farmacocinético do fabricante
conduzido com o medicamento em adesivo, de principio ativo RBL, cerca de 13 ng
rivastigmina/mL foi detectada como a concentracdo plasmatica méaxima ap6s um periodo
de teste de 24h (EXELON, 2018). No presente trabalho, ndo foi feita a analise com
formulacBGes carreadoras de farmaco. Entretanto, utilizando o desempenho de
biocompatibilidade equivalente ao da formulagdo P(MMA-BA-AA), a escala de
concentracdo de farmaco avaliada neste estudo in vitro seria o correspondentea0a0,17ng
farmaco encapsulado/mL. Este valor maximo corresponde a 10 vezes menos a
concentragdo maxima observada no estudo farmacocinético, logo, dentro do intervalo de
concentracdo encontrado em tratamento comercial. Esses resultados sdo promissores e
indicam serem modelos experimentais in vitro adequados para estudos de tolerancia de

formulacdes carreando farmaco para confirmagéo dessa hipdtese.
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Capitulo 7. Consideracdes Finais

7.1 Conclusoes

Esta tese visou ao desenvolvimento de um nanossistema biocompativel com
habilidade de funcionalizagéo superficial e de transporte de rivastigmina para uso como
carreador de liberacdo controlada e sitio-dirigida. A escolha do protocolo de miniemulséo
e dos materiais escolhidos foram justificadas pela facil adaptabilidade para sintese de
nanoparticulas de materiais de copolimeros biocompativeis com encapsulamento de
farmaco in situ. J& que os surfactantes podem ter papel significativo na
biocompatibilidade do nanossistema, a avaliacdo de tensoativos convenientes também foi

explorada.

Apesar dos surfactantes ndo i6nicos e considerados biocompativeis, Tween80 e
Span80, resultarem em emulsdes mais estaveis de MMA em &gua, 0S ensaios de
homopolimerizacdo em miniemulséo indicaram a necessidade da introducéo de SDS para
a producdo de latexes poliméricos estaveis. Mesmo assim, o protocolo final, contendo
Tween80, Span80 e SDS, permitiu uma reducdo significativa da concentracdo de
surfactantes toxicos, possibilitando a sintese de nanoparticulas poliméricas esféricas
monodispersas e estaveis com diametros inferiores a 100 nm, conforme sugerido pela

literatura para aplicagdes biomédicas.

O encapsulamento in situ do farmaco viabilizou a sintese de nanoparticulas
poliméricas carreadoras e estaveis sem demandar adaptacdo da metodologia. Apesar do
Tween80 impactar na eficiéncia de encapsulamento, conseguiu-se elevar a capacidade de
carreamento das nanoparticulas para 89%, a partir da reducdo da concentracdo de
Tween80 e de farmaco (agora em 0,5%m/m). O farmaco ndo causou qualquer alteracdo
estrutural significativa na nanoparticula, sendo essa uma importante vantagem para o

controle de qualidade e a previsibilidade de desempenho do nanocarreador.

O emprego de copolimerizagéo foi justificado para adicionar funcionalidades de
interesse ao homopolimero PMMA. O uso de copolimeros visou a adi¢cdo de uma
propriedade especifica, enquanto os terpolimeros poderiam, portanto, adicionar mais de
uma funcionalidade ao material, permitindo a funcionalizacdo quimica de particulas e o
controle de liberagdo por modulagdo de mobilidade térmica de cadeia. As

copolimerizacGes foram bem-sucedidas e comparaveis as frac6es alimentadas, garantindo
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manutencdo de previsibilidade de composicdo do material sintetizado. A manutencéo da
cinética de polimerizagdo, tamanho de didmetro (inferiores a 100 nm) e homogeneidade
e estabilidade dos latex obtidos foram grandes vantagens para manutencdo da

polimerizacdo em miniemulsdo como metodologia de sintese.

Matrizes de copolimeros e terpolimeros carreadoras de farmaco foram obtidas
com sucesso por meio da técnica de encapsulamento in situ. Copolimeros com
comondmeros acidos apresentaram valores de eficiéncia medianos e baixos (57% para 0s
terpolimeros e 35% para copolimero com AA), que foram associados ao baixo valor de
pKado farmaco. Ainda assim, outras caracteristicas de interesse foram preservadas, como
o didmetro de particula inferior a 100 nm, percentual de incorporagdo de comondmeros
préximo ao alimentado e reducdo de temperatura de transicdo vitrea da nanoparticula,

confirmados pelas técnicas de DLS e MEV, RMN e DSC, respectivamente.

Os resultados de funcionalizacdo comprovaram que 0s copolimeros sdo muito
promissores para imobilizacdo de biomoléculas, que podem ser usadas como
direcionadores de entrega de farmacos. Aminoacidos e, especialmente, proteinas de
maiores pesos moleculares foram adsorvidos com sucesso em copolimeros, com
eficiéncias superiores a 80%, neste ultimo caso. Esse alto valor de eficiéncia confirma a
grande potencialidade dessas nanoparticulas para modificacdo superficial com adsor¢édo
de moléculas, possibilitando ampliar o espectro de biomoléculas que podem ser usadas
para fins de vetorizacdo. Em especial, polimeros contendo AA apresentaram desempenho
superior e melhor estabilidade do latex. Portanto, 0 uso de copolimeros permitiu a sintese
de nanoparticulas carreadoras de farmaco com alto potencial de funcionalizacdo

superficial com aminoacidos, proteinas e hormonios.

A investigacdo do potencial das nanoparticulas como nanocarreadores de farmaco
para liberacdo controlada de farmaco foi realizada ap6s o desenvolvimento de um
protocolo experimental in vitro. Os resultados confirmaram o controle de liberagdo com
sucesso associada a matriz polimérica até 8h, com desempenho superior dos copolimeros
em relacdo ao PMMA. Ensaios conduzidos com amostra em latex apresentaram
resultados inferiores em relacdo as formulagdes liofilizadas e com grande influéncia da
eficiéncia de liberacdo. Apesar da investigacdo da modulagéo da temperatura de transicao
vitrea como mecanismo de aumento de mobilidade de cadeia, as analises matematicas
com o modelo semiempirico Korsmeyer-Peppas indicaram que a liberagéo foi regida pelo
mecanismo difusivo classico para a maioria dos casos testados. A exce¢do foi para
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P(MMA-BA-HEMA), cuja cinética lenta foi associada ao mecanismo de inchamento do
hidrogel. Os melhores resultados foram observados para P(MMA-BA-AA) e P(MMA-
BA), sugerindo que interacdes farmaco-polimero podem influenciar no controle de

liberacdo.

A avaliacdo da seguranca dos nanomateriais utilizando ensaios in vitro com
cultura celular de origem humana possibilitam investigar o efeito da introducdo dos
nanocarreadores em ambiente biologico. Os resultados mostraram viabilidades celulares
superiores a 90%, indicando elevada biocompatibilidade das nanoparticulas sintetizadas.
Assim, confirmou-se que o0s materiais sintetizados foram biocompativeis nas

concentragdes avaliadas, usando células humanas.

Portanto, os resultados desta tese permitiram concluir que foi possivel
desenvolver nanoparticulas de copolimeros capazes de carrear o farmaco rivastigmina
base livre com elevada biocompatibilidade, controle de distribuicdo de tamanho,
composicao previsivel e potencial de vetorizacdo. A Figura 7.1 apresenta um infografico
dos principais resultados dos nanocarreadores destacando o desempenho superior do
terpolimero P(MMA-BA-AA) em relacdo a combinacéo de propriedades de interesse em
liberacdo, imobilizacdo de biomoléculas e carreamento de farmaco, constituindo um
modelo promissor de nanocarreador biocompativel com potencial para direcionamento
de farmaco. Assim, estes resultados mostraram-se favoraveis para o desenvolvimento de
nanocarreadores poliméricos funcionalizados para o tratamento de doengas

neurodegenerativas, em especial a doenca de Alzheimer.
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Figura 7.1. Infografico das propriedades das nanoparticulas sintetizadas, destacando a
superioridade da formulacio P(MMA-BA-AA). A direita, o esquema ilustra a sua aplicagdo como
nanocarreador funcionalizado utilizando o mecanismo transcitose mediada por receptor para passagem
da nanoparticula pela barreira hematoencefalica visando a entrega no cérebro.
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7.2 Sugestdes de ensaios futuros

Os resultados apresentados aqui mostraram grande potencialidade para os
objetivos almejados nesta tese. Contudo, o desenvolvimento de um nanocarreador
polimérico com funcdo terapéutica sitio-especifica se configura como tema bastante
complexo, envolvendo competéncias de areas de conhecimento distintas. Por isso,
sugerem-se 0s seguintes ensaios para complementar os conhecimentos adquiridos nesta

tese:

e O uso de muitos insumos para sintese de nanoparticulas pode ser
indesejavel no campo farmacéutico, devido ao elevado nivel de controle e
qualidade exigido. Por isso, sugere-se a investigacdo de outros
surfactantes biocompativeis ndo idnicos na estabilidade das miniemulsdes,
visando a reducdo do nimero de componentes na receita experimental.

e Apesar de ndo serem compulsérios para aplicacbes farmacéuticas,
polimeros biodegradaveis podem apresentar um mecanismo de liberacédo
sustentado de interesse para tratamentos continuos. Por isso, seria
interessante estudar a producdo e o encapsulamento do farmaco em
nanoparticulas polimero biodegradaveis como o PLGA e/ou PBCA, a fim
de avaliar se ha diferencas de desempenho na liberacdo de farmaco em
relagdo aos materiais ndo biodegradaveis;

e Tendo em vista a compatibilidade limitada entre 0 comonémero acido
acrilico e o farmaco, e o0s seus resultados interessantes para imobilizacdo
de biomoléculas, sugere-se avaliar novos meios de adicionar essa
funcionalidade a nanoparticula. Uma alternativa seria testar outros
comondmeros menos acidos com grupos funcionais semelhantes ao acido
acrilico. Outra proposta seria investigar outro mecanismo de
funcionalizagcdo quimica que ndo necessite de terminais &cidos; assim,
seria possivel contornar a limitacdo encontrada com este farmaco,
permitindo aumentar a eficiéncia de encapsulamento e manter a
capacidade de funcionalizacdo quimica de biomoléculas;

e Osensaios in vitro sdo importantes ferramentas para conhecer os impactos
dos nanomateriais em sistemas bioldgicos em condi¢6es controladas. Por

ISS0, sugere-se a continuagdo das investigacgdes in vitro usando faixas de
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concentracdo maiores, possibilitando detectar concentragdes toxicas e 0s
possiveis efeitos téxicos que podem ser desencadeados pelas
nanoparticulas. Assim, consegue-se gerar conhecimento futuro para
limites seguros de testagem in vivo e para o desenvolvimento de materiais
e nanocarreadores mais biocompativeis.

A complexidade bioldgica nédo e facilmente replicada em cultura celular
in vitro. Assim, ensaios com culturas 3D poderiam ser utilizados com o
objetivo de avaliar o desempenho das nanoparticulas em ambiente
biolégico mais complexo. Ensaios que visem a avaliacdo de
permeabilidade e fagocitose das nanoparticulas poderiam gerar
contribuicdo de conhecimento significativo acerca da interacdo nano-bio.
Embora a eficiéncia sitio-especifica das nanoparticulas possa ser
observada in vitro com ensaios de permeabilidade, testes in vivo seriam
interessantes para avaliar a vetorizagdo eficiente do nanocarreador em
ambiente de circulacdo sanguinea, e a dimensionar a toxicidade real do
nanomaterial.

Foi escolhida a rivastigmina base livre como um modelo de farmaco de
atuacdo no tratamento da doenca de Alzheimer. O uso de outros farmacos
com sitio alvo no cérebro seria relevante para explorar a generalizacdo do
modelo de nanoparticula polimérica funcionalizavel como um carreador

eficiente de entrega especifica ao cérebro.
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Apéndice 1. Dados de TSI, paa € pee da etapa “Escolha de

Surfactante”

Os valores calculados para TSI, Hcia € Here da analise realizada no equipamento

Turbiscan Lab® esto dispostos na tabela abaixo.

Tabela Apéndice 1. Valores de TSI e taxas de cremeacéo e clarificacdo obtidos
no estudo de surfactantes.

Surfactantes
SDS CTAB Pluronic ~ Tween 80 Span 80 Pectina PVA
TSI 23,01 19,71 5,80 6,44 7,03 11,48 6,80
el
1%surf_ (mmih) 13525 139,85 347 14,52 24,47 55,05 11,35
10%MMA
Her
(mmh) 54,82 64,72 6,62 12,03 12,92 19,66 25,27
TSI 19,22 19,01 17,02 5,55 741 9,39 8,20
Hel
1%surf_ (mm7h) 93,63 54,78 20,91 4,75 17,58 21,49 15,29
250%MMA
Her
(mm/h) 15,72 62,99 14,40 7,72 31,83 24,81 62,43
TSI 14,82 18,75 14,68 3,09 4,90 4,10 4,93
Ml
5%surf_ (mncf}h) 24,42 131,17 102,25 8,48 22,67 19,15 23,54
10%MMA
L
(mmih) 1485 24,75 18,01 8,01 9,90 9,80 7,74
T3 19,94 19,94 18,52 3,29 4,44 1,22 4,54
Ml
5%surf_ (mnc{}h) 60,90 56,70 59,67 3,81 7,05 21,88 4,11
250%MMA
v
(mmih) 3,00 30,58 14,65 9,84 8,97 32,14 22,40
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Apéndice 2.
da etapa “Efeito do numero HLB”

Os valores calculados para TSI, e, Here € indice de clarificacdo (10C) estdo

dispostos na tabela abaixo.

Tabela Apéndice 2. Valores de TSI, taxas de cremeacdo e clarificacao e indice de

clarificacdo obtidos no estudo de determinagéo de HLB.

Dados de TSI, paa, pere € indice de clarificacao

HLB
4.3 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0 15,0
TSI 1358 341 577 3,53 3,38 3,56 4,25
IC (%) 75,00 9,52 5,00 3,00 2.00 2.00 9,80
19%mm L 36,28 6,78 10,72 16,03 7.41 7.60 6,96
(mm/h)
Mere
19,56 14.92 10,70 14,64 6,03 0,54 5,56
(mm/h)
TSI 8.97 3.82 3.70 3.92 3.95 521 5.29
IC (%) 26,55 4,35 3.42 259 273 177 8.70
emim " 2222 7.28 5,09 8,62 516 588 453
(mm/h)
Here
23,30 11,85 765 6,04 11,67 723 13,59
(mm/h)
TSI 3,55 3.46 350 447 3.40 4.40 414
IC (%) 11,02 5,00 259 3,42 3,39 3.42 3,57
somim " 10,21 9,09 7.27 9.25 10,34 11,43 10,53
(mm/h)
Mere
8,63 9,08 578 11,74 17,57 14.16 7.60

(mm/h)




Apéndice 3. Ensaio de solubilidade de rivastigmina

Um ensaio de solubilidade de rivastigmina base livre foi preparado para verificar
a influéncia da adicdo de SP80 e TW80 no aumento de solubilidade aquosa do farmaco.
Partindo de um bécher contendo 25 %m/m de MMA em agua, foi adicionado 1 %m/m de
farmaco em relacédo a fase organica. Apds agitacdo magnética de 5 min, uma aliquota da
fracdo aquosa foi retirada e a concentragdo de farmaco foi medida em espectroscopia UV
(P1). Sequencialmente, aliquotas de SP80 foram adicionadas ao meio e o processo de
agitacdo magnetica e leitura em UV foi repetido (P2 a P7). Apés adicionar 2 %m/m em
relacdo a fragcdo orgéanica de SP80, 0 mesmo processo foi repetido para o TW80 (P8 a
P13). Assim, foi plotado um gréfico relacionando a concentracdo aquosa do farmaco e a

concentracdo dos surfactantes no meio.

8,0 Zoom regido de adigdo TW80
SP80 8.0

o
=)
.
o
=)
.

»
=)

N
=)
.
N
=]
.

HLB 8

Concentracdo RBL aquosa
(mg/mL)
N
o
Concentracdo RBL aquosa
(mg/mL)

0,0 + T T T T T T T T T 0,0 T T T -
0 1 2 3 4 5 2 2,5 3 35 4 45

Surfactante (%om/m) Surfactante (%om/m)

Figura Apéndice 1. Concentracdo aquosa de rivastigmina base livre em ensaio de
solubilidade com adicéo de Span 80 e Tween 80 no meio.

De acordo com a Figura Apéndice 1, conseguiu-se notar que a adi¢do de SP80
pode aumentar a solubilidade do farmaco no meio, mas TW80 possui uma influéncia
maior. Na proporcéo de SP80 e de TW80 correspondente ao valor HLB8, notou-se um
salto significativo do farmaco na fracdo aquosa. Dessa forma, confirmou-se que a
presenca dos surfactantes, em especial de TW80, aumentou a solubilidade de rivastigmina

base livre no meio aquoso.
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Apéndice 4. Comparacio entre os espectros de 'H-RMN
de BA, HEMA e P(MMA-BA-HEMA)

A identificacdo e quantificacdo de HEMA e de BA é realizada por meio do sinal
entre 6=3,8 e 4,2 ppm relativo a ligagdo O-CH> de acordo com a literatura (EROLA et
al., 2015; VARGUN et al., 2010). Entretanto, levando em consideracéo o terpolimero,
contendo ambos 0s mondmeros, a identificacdo fica restrita. Por isso foi realizada uma
comparacdo de espectros H preditos de cada mondmero utilizando o software

MestReNova, para investigar as contribuic@es individuais.

BA

m predito

HEMA
predito

e

P(MMA-BA-HEMA)

50 4.5 4.0 35 3.0 15 1.0 0.5 0.0

25 20
D 1o Quimico (ppm)

Figura Apéndice 2. Comparacéo espectros 1H-RMN do copolimero P(MMA-BA-
HEMA) com os espectros preditos de BA e HEMA.

A Figura Apéndice 2 indica em cinza a regido usada para identificacdo dos
monodmeros. Ao compararmos o espectro de P(MMA-BA-HEMA) com os dos preditos,
identificou-se uma proximidade entre os sinais, com forte possibilidade de acoplamento
de picos. Por isso, a identificacdo assertiva da contribuigéo individual de cada um foi
impossibilitada. Por isso, para os calculos quantitativos, foi considerada como uma

contribuicdo dos dois monémeros na regido de analise.
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Apéndice 5. Composicio dos copolimeros por "H-RMN
O calculo da composi¢do molar média (Fi) do copolimero foi realizado a partir do
espectro 'H-RMN relacionando a area integrada relativa a cada material conforme a
equacao abaixo:
A
MMA /3

AMMA/3 + AB/x

Fyma = =1- Fp

Onde A ¢ o valor da integral nos intervalos entre 6=3,30 e 3,75 ppm (O-CHs de
MMA) para identificar o0 MMA (Awmwma). Ja o valor da integral de As é variado
dependendo do comondmero B. Ela é realizada entre 6=3,30 e 3,75 ppm para identificar
O-CH: do BA e/ou do HEMA, e entre 6=2,3-2,6 ppm para identificar o CH do AA. As
integrais Amma e Ag Sao respectivamente divididas pelo nimero de prétons (x) envolvido
no sinal: 3 para MMA, 2 para BA e/ou HEMA, e 1 para AA (CAMPOS et al., 2016;
EROLA et al., 2015; VARGUN et al., 2010).

A fracdo massica média do copolimero foi determinada usando a equacéo abaixo:

w _ Fypma X MMppp4
MMA ™ B via X MMypa + Fg X MMg

:1_WB

Sendo Fg a composi¢do molar média e MMg a massa molar do monémero B.
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Apéndice 6. Tg dos copolimeros calculados pelo espectro
de DSC

Os copolimeros foram submetidos a analise DSC para verificacdo de mudanca de

temperatura de transicao vitrea com a introdugdo do comondémeros BA. Para alguns casos,

incongruéncias com os valores esperados e/ou inconclusdo das andlises levaram a

repeticdo das caracterizagdes. A Figura Apéndice 3 ilustra essas situagdes com 0s

espectros gerados pelo equipamento de analise para P(MMA-BA)40%, relatando trés

situaces distintas, e para P(MMA-BA) R, com resultado inconclusivo. Esses espectros

ilustram a necessidade de repeticdo das analises para alguns materiais e indicam a elevada

heterogeneidade das amostras e/ou técnica de amostragem.

A

B

Sample: PMMA-BA Sample: PMMA-BA-2_-804200C_2Crmin_0.8C_40
Size: 5.4830 mg psc Size: 4.6950 mg DsC
Method: Conventional MDSC Method: Conventional MDSC
Comment: polymethyl methacrylate co butyl acrylate Instrument: DSC Q200 V24.11 Build 124 Instrument: DSC Q200 V24.11 Build 124
002 0.02 00
00274 o0
Fo.00
s076°C 0.02
0.001
004 43.25°C(H) 108346 0.03
002 02328Jl(gC)
02+ koo
» .06 4573°C 108.57°C(H)
1140C 11686°C(H) 0.06 .
002 029681(C) 004 oomseilg'c)
s e 9 006 B
2 H s 3 s
B 006 3 2 o H Y
H K 2
g o0iq © H H 008 &
= 008 § o $ 3
K] < g = E §
$ H H z £
3 T E 0 3
& H 010 &
0,06 0.10 0.0+
0.12
0.12
0,08 0.05
01
0.14 0
007
0.10 0.1 016
80 %0 2 o 120 10 -100 50 [ 0 100 150
EEEEE Temperature (°C} sal Tomperature (-C) sal Ve SA TA Insi
Sample: PMMA_BA_cryoB_070422 Sample: PMMA-BA-R
Size: 3.7360 mg DsC Size: 4.9510mg Dsc
Method: Conventional MDSC e e o Method: ntional MDSC
Instrument DSC Q200 V2411 Build 124 Comment: polymethyl methacrylate co butyl acrylate rivastigmine Instrument: DSC Q200 V24.11 Buid 124
o 004 0.08
[ 00175
2269°C(H) o0 0.024 0,021
0.4494Ji(gC)
002
0.0375
5 5
5 Foos 2 5 o® B s
z < B 3 s
2 z < g H
5 00 g 3 Lo &
s F-0.0s75 & i =
[ H 5 S £
00675 £ § @
006 00775
004
F-0.0875
0.0 -0.06
0.08 r T T T T 100
100 50 0 50 100 150 w0
w Temperature (°C) Universal VASA TA nst Temperature (*C)

Figura Apéndice 3. Espectros DSC gerados pelo equipamento indicando Tg acima

de 1000C (A), duas Tg’s (B) e Tg abaixo de 500C (C) para P(MMA-BA)40%, e resultado
inconclusivo para P(MMA-BA) R (D).
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Os valores de Tg calculados a partir dos espectros DSC dos materiais estéo
dispostos na Tabela Apéndice 3.
Tabela Apéndice 3. Valores de Tg obtidos na caracterizacdo experimental por

DSC para o homopolimero controle, os copolimeros contendo BA e formulagdes
contendo farmaco encapsulado.

Amostra Tg (OC) Tg (OC) Tg (OC) Tg (OC)
12 leitura 22 leitura 32 leitura 42 leitura
PMMA_HLB6 113,00
43,25
P(MMA-BA)40% '
( ) 116,86 108.57 22,69 21,96
P(MMA-BA-HEMA) 2133
P(MMA-BA-AA) 19,74
PMMA R 114,52
P(MMA-AA) R 19,36 116,03
P(MMA-BA)_R Nao 54,28 28,07
conclusivo
P(MMA-BA-HEMA) R 44 47 54,28
P(MMA-BA-AA)_R 114,81 17,38 15,80
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Apéndice 7. Calculo tedrico de Tg a partir da regra da

aditividade e da equacao de Fox

Algumas leis desenvolvidas por conceitos termodindmicos podem ser aplicadas
para prever o valor da Tg de um copolimero (Tg®°"™) (CANEVAROLO JR., 2006).
Aqui, os calculos foram feitos a partir da regra de aditividade e da equacéo de Fox como

descrito abaixo:

Regra da aditividade:

Tgcopolimero — Z Fi % Tgi

Equacao de Fox:

1 F,
Tgcopolimero = ZT_QL

Sendo: Fi a composi¢do molar tedrica do comondmero “i” e Tgi 0 valor da
temperatura de transicdo vitrea em kelvin do homopolimero formado pelo comondmero

(13421

1

Os valores de Tg para os homopolimeros utilizados foram: Tgepmma = 105°C,
Tgraa = 115°C (média dos valores de 105 a 125°C encontrados na literatura), Tgpsa = -
54°C e Tgprema= 81°C (HUGHES; BROWN, 1961; MAURER et al., 1987; VARGUN
etal., 2010)
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Apéndice 8. Quantificacdo de RBL por HPLC

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) apresenta elevada sensibilidade
para identificacdo e quantificacdo de substancias, justificando o seu uso neste trabalho
nos ensaios de liberacdo in vitro. A Figura Apéndice 4 apresenta 0s cromatogramas
obtidos pelo software do equipamento, representando todas as condigdes analisadas:
solugéo de rivastigmina em tampédo PBS, usada para construgdo de curva padréo (A),
aliquota do ensaio de controle de farmaco (B), e aliquota de ensaio conduzido com latex
(C). A sobreposicdo de regidao de identificacdo mostra a adequabilidade desta
instrumentacdo para identificacdo do farmaco neste meio.

A —
B Solugéo Rivastigmina
" 50ug/mL
i
I
‘ Associado ao “H‘\
.| tampao PBS /"‘ \
/
B ey
- T Aliquota 8h

H Controle de Farmaco

f Aliquota 24h
I P(MMA-BA)_R em latex

Figura Apéndice 4. Cromatogramas obtidos para solucdo padrdo do farmaco em
meio tampéo (A), aliquota ensaio controle de farmaco apos 8h de ensaio (B) e aliquota
P(MMA-BA) R ensaio conduzido com latex apés 24h (C).
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A Figura Apéndice 5 apresenta a curva padrdo calculada pelo software do

equipamento de HPLC a partir de solucdes de concentragdo conhecida de RBL em tampéo

PBS, meio de liberagdo usado nos ensaios de liberacdo in vitro. A elevada correlagdo

observada (Rz = 0,99922) indica grande confiabilidade para o uso desta técnica analitica

nos célculos de quantificacdo de RBL no meio.

Calibration Curve X

Rivastigmine, 4.400 min
Formula: y = &67.7100 x + 27 B450
r : 099951

)
Moification date (yyyy-Mited): 2022-02-1717:33: 4040100

Residual standard deviation: 57.15369
Origin : Include

93522 Wiaihting method - None

xn?
575

4.75

425

375

325

278

225

175

128

075

025

T
=

o 2 4 6 6 10 12 14 16 48 20 22 M 6 26 30 32 34 36 35 40 42 44 46 48 S50 52 54 56 53 G0 62 64 66 6B YO T2 74 76 V& G0 G2 B84 86 88 40
Amourt

Figura Apéndice 6. Curva de calibracdo de RBL em meio tampéao PBS calculada

utilizando técnica de HPLC.
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Apéndice 9. Dados RBL liberada no ensaio de liberacao

in vitro

A Tabela Apéndice 4 apresenta o percentual de rivastigmina base livre liberada
apos 24h dos ensaios de liberacdo antes e apds saturacdo do filtro de seringa. Um
comparativo dos dados é apresentado na Figura Apéndice 7 para 0s ensaios conduzidos
com amostra em latex (A) e liofilizada (B). Os dados indicam que apds a saturagdo do
filtro de seringa, foram obtidos um aumento médio de até 5% no percentual de liberacédo
final, com algumas sobreposicdes de desvio padrdo, indicando baixa tendéncia de
adsorcdo do farmaco no filtro.

Tabela Apéndice 4. Percentuais de liberacdo de RBL calculados antes e apds a
saturacdo de filtro de seringa, em 24h de ensaio.

Nanoparticulas em latex Nanoparticulas liofilizadas

liberado * desvio padréo (%) | liberado * desvio padréo (%o)

24h de ensaio Apc')dsesgtlttjrrggéo 24h de ensaio Apédsesfaitll:rrggéo
PMMA R 15,54+2,06 16,09+1,91 27,24+0,33 29,10+0,63
P(MMA-AA) R 71,94+0,65 74,98+1,08 53,05+1,27 57,92+1,89
P(MMA-BA) R 30,61+2,59 32,43+3,48 68,75+3,34 73,99+1,80
P(MMA-BA-AA) R 31,27+22,67* 46,43+2,66 67,64+0,27 69,11+0,18
P(MMA-BA-HEMA) R  19,93+0,65 20,69+0,64 29,70+1,09 34,10+1,18

A

Nanoparticulas em latex

*desvio associado a uma triplicata experimental

B

Nanoparticulas liofilizadas

I —
P(MMA-BA-AA)_R - 1 P(MMA-BA-AA)_R ! I
. ] ) 7.
P(MMA-AA)_R T P(MMA-AA)_R T
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80

Liberacéo (%)

Dantes de saturar o filtro  Oapds saturar o filtro

Liberagéo (%)

Dantes de saturar o filtro  Dapds saturar o filtro

Figura Apéndice 7. Comparativo de percentual de farmaco liberado apds 24h de ensaio in
vitro antes e ap0s saturacdo do filtro de seringa para ensaios com nanoparticula em latex (A) e
liofilizada (B). *desvio padréo associado a triplicata experimental.

198



Apéndice 10. Modelos matematicos, métricas de
qualidade de ajuste e eficiéncias de dissolucio aplicados

aos dados experimentais da liberacao in vitro de RBL

A Tabela Apéndice 5 apresenta os modelos matematicos aplicados para o estudo
da liberacdo in vitro de RBL, com os respectivos coeficientes de determinacgédo (R?), e as
eficiéncias de dissolugdo calculadas pelo software KinetDS utilizando os dados

experimentais dos ensaios de liberagéo in vitro de RBL.
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Tabela Apéndice 5. Modelos matematicos, coeficientes de ajuste, eficiéncia de dissolucdo aplicados para os ensaios de liberacdo in vitro de

RBL.
Nanoparticulas em latex
] ] ~ Korsmeyer- )
Eficianei Ordem0  Ordem1 Baker-Lonsdale Hickson-Crowell ~ Higuchi Weibull
iciencia Peppas
de Dissolugdo o = — Onekt 2 1 9= s —(\b
¢ Q=kt+Q Q=0 ko t= 3 [“(“m Q%:k.(t—tlag)+ Q: Q=k Vvt Q ‘ Q =100. (1 —exp[ O })
(%) ¢
RZ RZ RZ RZ RZ RZ RZ

PMMA_R 14,27 0,432 0,071 0,571 0,216 0,362 0,950 0,952
P(MMA-AA)_R 62,10 0,584 0,096 0,769 0,350 0,458 0,974 0,984
P(MMA-BA)_R 26,11 0,642 0,106 0,571 0,389 0,566 0,979 0,982
P(MMA-BA-AA) R 32,16 0,252 0,072 0,203 0,192 0,204 0,959 0,963
P(MMA-BA-HEMA)_R 18,42 0,455 0,093 0,555 0,277 0,448 0,974 0,976
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Continuagéo...

. . _ Korsmeyer- ]
A Ordem0  Ordem1 Baker-Lonsdale Hickson-Crowell ~ Higuchi Weibull
Eficiéncia Peppas
de Dissolugdo ¢ — . — 0. ekt 2 1 _ — k" (b
Q t+ Qo Q=0Qee kot = 3 [1—(1—m Q%:k-(t_tlag)-i' Q2 Q=k Vt Q=k't 0=100. (1 —exp[ @®) ])
(%) ¢
R2 R2 R2 R2 R2 R2 R2

PMMA_R 23,24 0,560 0,091 0,730 0,316 0,572 0,971 0,974
P(MMA-AA)_R 46,59 0,545 0,090 0,700 0,321 0,496 0,969 0,977
P(MMA-BA)_R 55,74 0,642 0,120 0,880 0,386 0,279 0,984 0,989
P(MMA-BA-AA)_R 60,38 0,525 0,096 0,627 0,341 0,416 0,974 0,984
P(MMA-BA-HEMA)_R 21,28 0,801 0,196 0,963 0,507 -0,408 0,659 0,660

Nanoparticulas liofilizadas
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